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RESUMO

A pecuaria leiteira brasileira desempenha papel estratégico na produgao de alimentos,
destacando a utilizagcado da raga Holandesa por seu elevado potencial produtivo e pela
qualidade do leite produzido. No entanto, esse alto desempenho frequentemente esta
associado ao aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que
leva a desequilibrios no estado redox e consequentes prejuizos a saude da glandula
mamaria. A suplementagao nutricional com compostos bioativos tem sido explorada
como estratégia para mitigar o estresse oxidativo. A rama de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), contém compostos antioxidantes que podem modular a resposta
oxidante do organismo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
niveis de inclusdo de rama de mandioca na dieta sobre a expressdo de genes
antioxidantes em células somaticas do leite de vacas da raga Holandesa. Foram
utilizadas oito vacas (duplo quadrado latino 4x4), distribuidas em quatro tratamentos:
0% (controle), 33%, 66% e 100% de inclusdo de rama de mandioca na dieta. Amostras
de leite foram coletadas para o isolamento de células somaticas, a extragdo de RNA
total e a sintese de cDNA. A expressao relativa dos genes SOD1, SOD2, SOD3, GPx1
e CAT foi quantificada por RT-gPCR utilizando o método 2-AACt, com GAPDH como
gene de referéncia. Os dados foram submetidos a testes de normalidade e analise de
variancia (ANOVA), considerando p < 0,05 como nivel de significancia. Os resultados
nao evidenciaram diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos em
nenhum dos genes avaliados. No entanto, padrbes de variagdo foram observados:
reducdo na expressdo nos genes SOD71, SOD3, CAT nos tratamentos com
suplementac¢do, enquanto nos genes SOD2 e GPx1 observou-se um aumento na
expressao. Esses achados sugerem uma possivel modulagédo dose-dependente da
expressao génica antioxidante pela rama de mandioca. A auséncia de efeito pode ser
atribuida ao tamanho amostral reduzido e a variabilidade biolégica entre individuos, o
que indica a necessidade de estudos complementares com maior numero de animais,
analises temporais e avaliagao de marcadores bioquimicos de estresse oxidativo. De
forma geral, a suplementagdo com rama de mandioca demonstra potencial como
estratégia funcional para atenuar o estresse oxidativo em vacas leiteiras, contribuindo

para a sustentabilidade da cadeia leiteira.

Palavras-chave: Antioxidantes; Contagem de células somaticas, Estresse oxidativo;

Expresséo génica; Imunidade.



ABSTRACT

Brazilian dairy farming plays a strategic role in food production, with the Holstein breed
used for its high productive potential and milk quality. However, this high performance
is often associated with increased production of reactive oxygen species (ROS),
leading to redox imbalance and consequent impairments in mammary gland health.
Nutritional supplementation with bioactive compounds has been explored as a strategy
to mitigate oxidative stress. Cassava foliage (Manihot esculenta Crantz) contains
antioxidant compounds that may modulate the organism's oxidative response. The aim
of this study was to evaluate the influence of different levels of cassava foliage
inclusion in the diet on the expression of antioxidant genes in milk somatic cells of
Holstein cows. Eight cows were used in a double 4x4 Latin square design and
distributed into four treatments: 0% (control), 33%, 66%, and 100% cassava foliage
inclusion in the diet. Milk samples were collected for somatic cell isolation, total RNA
extraction, and cDNA synthesis. The relative expression of the genes SOD17, SOD2,
SOD3, GPx1, and CAT was quantified by RT-qPCR using the 2-AACt method, with
GAPDH as the reference gene. Data were subjected to normality tests and analysis of
variance (ANOVA), considering p < 0.05 as the significance level. The results showed
no statistically significant differences among treatments for any of the evaluated genes.
However, expression patterns showed reduced SOD71, SOD3, and CAT in
supplemented treatments, while SOD2 and GPx71 showed increased expression.
These findings suggest a possible dose-dependent modulation of antioxidant gene
expression by cassava foliage. The absence of significant effects may be attributed to
the small sample size and biological variability among individuals, indicating the need
for further studies with a larger number of animals, temporal analyses, and evaluation
of biochemical markers of oxidative stress. Overall, cassava foliage supplementation
demonstrates potential as a functional strategy to mitigate oxidative stress in dairy

cows, contributing to the sustainability of the dairy production chain.

Keywords: Antioxidants; Gene expression; Immunity; Oxidative stress; Somatic cell

count.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A pecuaria leiteira desempenha papel central no agronegdcio brasileiro,
colocando o pais entre os maiores produtores mundiais de leite (MAPA, 2022). Os
altos niveis de qualidade e produgao observados sao decorrentes de fatores como a
ampla extensdo territorial e disponibilidade de diferentes recursos forrageiros e
também da adaptacdo de diferentes racas bovinas aos sistemas de producgao
nacionais (EMBRAPA 2021; IBGE 2023). A raca Holandesa, destaca-se por sua alta
capacidade produtiva e ampla utilizacdo em sistemas intensivos e semi-intensivos de
producdo (EMBRAPA, 2021). No entanto, vacas Holandesas apresentam elevadas
exigéncias nutricionais, sendo particularmente suscetiveis a disturbios metabdlicos e
imunoldgicos quando submetidas a condi¢des de manejo inadequadas (Gongalves et
al., 2009).

O manejo adequado do gado leiteiro € necessario para a obtengdo da maior
produtividade, de forma eficiente e saudavel (Gongalves et al., 2009). Estratégias
nutricionais que conciliem eficiéncia produtiva, sustentabilidade econbémica e
beneficios funcionais a saude animal sao, portanto, de grande interesse para a cadeia
leiteira (Giannone et al.,, 2023; Barbosa et al., 2024). Visando ganhos em
produtividade, é crescente o interesse na adocdo de novas tecnologias, que
aprimoram os processos de produgdo, como 0 manejo nutricional, o0 melhoramento
genético dos rebanhos leiteiros e 0 correto acompanhamento sanitario dos animais
(COOPERATIVAGV, 2018).

Nos ultimos anos, tem crescido a atencido ao papel do estresse oxidativo como
fator limitante a saude e a produtividade de vacas leiteiras (Celi, 2010; Khan et al.,
2019). O processo oxidativo decorre do desequilibrio entre a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do organismo, o que leva a
danos celulares que comprometem fungbes metabdlicas e imunoldgicas (Celi, 2010;
Giannone et al., 2023). Durante a lactagdo, o aumento da demanda energética e
metabdlica favorece a geragcao de EROs, aumentando a vulnerabilidade da glandula
mamaria a ocorréncia de processos inflamatérios, como a mastite, e impactando
diretamente a qualidade do leite (Khan et al., 2019; Cedefio et al., 2022). Nesse

contexto, a suplementacao com alimentos ricos em compostos bioativos antioxidantes
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tem se mostrado uma alternativa promissora para o combate as EROs no organismo
(Mustonen et al., 2009; Azad et al., 2022; Li et al., 2023).

A mandioca (Manihot esculenta) € uma cultura de interesse em regides tropicais
e subtropicais em todo o mundo (Wanapat; Kang et al., 2015). Essa fonte nutricional
tem se tornado uma alternativa para produtores familiares na formulagao de ragodes
para animais devido ao seu valor nutritivo agregado e ao baixo custo de produgao,
além do aproveitamento de seus subprodutos, como folhas, rama e raiz (Avwioroko,
2016; Aganbi, 2020; Ojo, 2022). Ja foi demonstrado que a rama da mandioca
apresenta elevado teor de fendis, flavonoides e outros compostos com reconhecido
potencial antioxidante, capazes de modular a atividade de enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Azad et al., 2022;
Li et al., 2023). Contudo, ha negligéncia tanto no aproveitamento quanto nos estudos
sobre a utilizagdo da rama da mandioca na suplementagdo de animais de produgao
(Ojo, 2022). Um destes fatores é que a producao de mandioca frequentemente esta
associada a sistemas de pequena escala, com menor acesso a tecnologias e menor
incentivo a pesquisa aplicada, o que contribui para a limitada exploragdo desse
subproduto na nutricdo de ruminantes (Howeler et al., 2013; Wanapat; Kang, 2015).

No leite, € encontrada uma populagdo heterogénea de células somaticas
(Cedeno et al., 2022; Boutinaud; Jammes, 2002), as quais desempenham importantes
fungdes, como componentes da defesa imunoldgica da glandula mamaria e na sintese
e secrecdo de moléculas presentes no leite, como proteinas, lipidios e
oligossacarideos (Knight et al., 1998).

Anadlises de transcriptomas demonstraram a alta similaridade dos genes
expressos na glandula mamaria em comparagdo as células somaticas do leite
(Medrano et al., 2010; Wickramasinghe et al., 2012). Esta analise possibilita que as
células somaticas representem uma fonte acessivel de material biolégico para a
analise da expressao génica, permitindo compreender a resposta celular ao estresse

oxidativo e as estratégias nutricionais aplicadas (Cedefio et al., 2022).

1.2 REVISAO DE LITERATURA
1.2.1 Pecuaria leiteira

A pecuaria leiteira € uma atividade econdmica de grande importancia mundial,

sendo uma das principais atividades agropecuarias no Brasil (De Jesus et al., 2024).
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O Brasil se destaca no agronegécio do leite, ocupando a quarta posi¢ao no ranking
mundial, com produgao superior a 35,3 bilhdes de litros (EMBRAPA, 2025). Trata-se
de uma atividade presente em todas as regides do Brasil, destacando-se as regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste pela concentragdo de produtores e do volume de
producao (Vilela et al., 2022). O estado de Minas Gerais lidera o ranking de produgao
de leite, com 26,63% da captagdo nacional, seguido por Parana com 12,88%, e Rio
Grande do Sul com 11,63% (EMBRAPA, 2025). A regido Sul é uma das principais
areas produtoras de leite no Brasil, conhecida por seus altos indices de produtividade
e de qualidade do leite (CONAB, 2024).

A produgao de leite no Brasil emprega mais de 4 milhdes de pessoas, tornando-
se um setor importante do agronegocio (EMBRAPA, 2025). No Brasil destacam-se as
racas Holandesa, Jersey, Girolando e a Gir leiteiro (De Miranda; De Freitas, 2009). A
raca Holandesa é predominante nas regides de clima mais ameno, como o Sul do
pais, principalmente no estado do Parana (Samaritano, 2021; Viana, 2021). E
conhecida por sua elevada capacidade produtiva em condi¢gdes adequadas de
manejo, nutricdo e sanidade, podendo vacas dessa raga apresentar meédias
produtivas superiores a 30 litros de leite por dia, podendo ultrapassar 40 litros/vacal/dia
em sistemas altamente tecnificados (EMBRAPA, 2025; IBGE, 2023).

A pecuaria leiteira evoluiu positivamente nos ultimos anos em relagdo a
produtividade, inovagdes e tecnologias, bem como a infraestrutura, a saude animal e
ao desenvolvimento sustentavel do setor leiteiro (De Jesus et al., 2024). A integragéo
do sistema de produgdo, com o uso de pastagem rotacionada e suplementagao
alimentar, permite aos produtores aumentar a produtividade e a competitividade no
mercado (Batista et al., 2023). Além disso, a pecuaria leiteira brasileira esta cada vez
mais orientada a praticas sustentaveis, com foco na produtividade e na reduc¢ao dos
impactos ambientais (Giannone et al., 2023). Algumas dessas praticas incluem:
Sistemas Integrados de Producédo Agropecuaria (SIPA), alimentagdo sustentavel,
melhoramento genético, bem-estar animal e reducdo de emissdes de gases de efeito
estufa (Giannone et al., 2023; MAPA, 2024). A suplementagdo com subprodutos
agroindustriais, como a rama de mandioca, € um exemplo de pratica sustentavel, pois
permite o aproveitamento de recursos locais e reduz a dependéncia de graos (Matte
et al.,, 2021; Barbosa et al., 2024), sendo uma fonte alternativa em sistemas de

producgao familiar.
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1.2.2 Manejo e suplementacgao

O Brasil possui sistemas de producéao diversificados, desde a criagdo em pasto,
como o semiconfinamento e o confinamento, sendo possivel a criagdo de racas
europeias, zebuinas e seus hibridos, como bovinos da ragca Holandesa, Jersey,
Girolando (raga sintética oriunda do cruzamento da raga Holandesa e Gir) e o Guzera
(De Miranda; De Freitas, 2009).

Entre as racas de gado leiteiro, a raga Holandesa (Bos taurus) ocupa uma
posicdo de destaque devido a sua elevada capacidade de producao (EMBRAPA,
2021). Animais dessa raca apresentam exigéncia nutricional elevada, especialmente
durante o pico de lactagdo, o que exige estratégias de manejo eficientes para
assegurar ndo apenas a produtividade, mas também a manuteng¢ao da saude animal
(Goncgalves et al., 2009).

O manejo dos animais € um dos aspectos criticos para a producéo eficiente e a
qualidade do leite, incluindo o cuidado com a alimentacédo, a saude e o bem-estar
(Giannone et al., 2023). Em sistemas intensivos, as vacas recebem uma dieta
balanceada, composta por silagem, concentrados (graos e farelo) e minerais, visando
a alta produgdo (EMBRAPA, 2011; AGRONEGOCIO DO LEITE/EMBRAPA, 2021). J&
no pasto, a suplementacao € utilizada para manter a produgcao e a saude das vacas
(EMBRAPA, 2011; AGRONEGOCIO DO LEITE/EMBRAPA, 2021). No Brasil, praticas
como a inclusdo de fontes alternativas de alimento, como a rama de mandioca, tém
sido estudadas para reduzir custos sem comprometer a producéao de leite (Oliveira et
al., 2010; Barbosa et al., 2024).

No desempenho de ruminantes, ha evidéncias de que a inclusdo de produtos
secundarios da agroindustria (PSA) na ensilagem de gramineas e forrageiras,
incorporada as dietas para ovinos, aumentou a ingestdo de matéria seca, proteina
bruta e fibra em detergente neutro, em resposta a melhora do processo fermentativo
das silagens de gramineas com a incorporacédo de PSA (Lustosa et al., 2022). Além
disso, o uso de farelo de mandioca melhorou o desempenho de cabras leiteiras
confinadas (Oliveira et al., 2010).

Em cabras, os efeitos metabdlicos da suplementagcdo com folhagem de
mandioca sobre crescimento, imunidade e capacidade antioxidante foram
investigados por Li et al. (2023), sendo observado aumento dos niveis de GPx

(glutationa peroxidase), SOD (superéxido dismutase) e CAT (catalase) quando foram
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fornecidas dietas com 50% de silagem da folhagem de mandioca e 50% de capim-rei
(Cenchrus purpureus).

Além dos efeitos benéficos ao organismo, a melhora do status antioxidante
impacta positivamente a saude da glandula mamaria e a qualidade do leite (Paschoal
et al., 2003; Vieira, 2018). Evidéncias demonstram que compostos antioxidantes
possuem capacidade de reduzir os danos oxidativos no tecido mamario, modulando
respostas inflamatérias e protegendo as células secretoras (Khan et al., 2019; Nasiri
et al., 2016).

1.2.3 Rama da mandioca e seus efeitos na modulagao do estresse

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura amplamente difundida em
regides tropicais, sendo tradicionalmente explorada pela sua raiz como fonte
energética na alimentagao animal (Wanapat; Kang, 2015). Contudo, sua parte aérea,
composta por folhas e hastes, apresenta elevado potencial nutricional, destacando-se
como fonte de proteina bruta, fibras e compostos bioativos (Li et al., 2023).

A rama de mandioca é rica em compostos fendlicos, flavonoides e vitaminas com
atividade antioxidante, os quais desempenham papel importante na neutralizagao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e na manutencao do equilibrio redox celular
(Karakaya et al., 2001; Jampa et al., 2022). Esses compostos atuam diretamente na
reducdo do estresse oxidativo, podendo influenciar processos metabdlicos e
imunoldgicos em animais de produgao (Sordillo, 2016; Celi, 2010).

Além disso, ha evidéncias de que compostos bioativos presentes em alimentos
de origem vegetal podem modular a expressado génica por meio da ativagao de vias
celulares relacionadas a resposta antioxidante, como aquelas mediadas por fatores
de transcricdo sensiveis ao estado redox (De Nadal et al.,, 2011). Nesse contexto,
enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) sao fundamentais na defesa celular contra danos oxidativos, sendo
sua expressao regulada em resposta a alteragdes no ambiente oxidativo (Fridovich,
1997; Halliwell; Gutteridge, 2000).

A inclusdo de derivados da mandioca na alimentacdo de ruminantes pode
promover melhorias na capacidade antioxidante, no sistema imune e no metabolismo
ruminal, sugerindo um efeito modulador sobre processos fisiolégicos importantes (Li

et al., 2023). A integridade das células epiteliais secretoras da glandula mamaria pode
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ser preservada por mecanismos antioxidantes, o que contribui para menor infiltragéo
de leucdcitos, diminuigcdo de processos inflamatoérios e, consequentemente, para a
reducao da contagem de células somaticas (CCS) no leite (Choi et al., 2007; Khan et
al., 2019; Wang et al., 2002). Logo, estratégias nutricionais que promovam o equilibrio
redox celular, como a suplementacdo com flavonoides, vitaminas e compostos
fendlicos, favorecem o desempenho produtivo e a saude da glandula mamaria, sendo
eficazes na prevengdo de doengas como a mastite, diretamente relacionadas ao
aumento da CCS (Celi, 2010; Azimi et al., 2020; Li et al., 2023).

1.2.4 Células somaticas

As células somaticas presentes no leite sdo, em sua maioria, constituidas por
leucdcitos (neutrofilos, macréfagos e linfocitos) e, em menor proporgéao, por células
epiteliais descamadas da glandula mamaria (Oliveira et al., 2015; Khan et al., 2019).
A presenca dessas células no leite € um fenbmeno fisiolégico, e sua elevagao
significativa ocorre em resposta a processos inflamatérios, como a mastite, refletindo
a ativacao do sistema imunolégico mamario (Carneiro; Domingues; Vaz, 2009).

A CCS é utilizada, em muitos casos, como indicador da qualidade do leite e da
saude da glandula mamaria (Rehagro, 2022). Os niveis fisiolégicos geralmente
encontram-se abaixo de 200.000 células/mL; valores superiores podem indicar uma
possivel infecgdo subclinica ou o inicio de um quadro inflamatério (Carneiro;
Domingues; Vaz, 2009). A CCS elevada esta ligada a redugéo da producgao de leite,
alteragcbes da sua composicao, especialmente em concentragao de lactose e caseina,
e ao menor rendimento industrial, resultando em impactos econémicos significativos
para o sistema produtivo (Oliveira et al., 2015; Khan et al., 2019).

A utilizagéo das células somaticas do leite como biomarcadores moleculares tem
se destacado na pesquisa cientifica, ao permitir avaliagdes indiretas da fisiologia da
glandula mamaria (Vieira, 2018; Li et al., 2023). Por serem células vivas e
metabolicamente ativas, os leucdcitos presentes no leite expressam genes
relacionados a resposta imune e ao metabolismo oxidativo, oferecendo uma
alternativa nado invasiva para investigacao de processos celulares em ruminantes
(Celi, 2010; Li et al., 2023).

Estudos demonstram que a elevacao da CCS pode estar acompanhada da

ativagdo da defesa antioxidante, com alteragées nos niveis de expressao dos genes
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GPx, SOD e CAT, os quais, quando traduzidos, resultam em enzimas que atuam na
neutralizacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas durante o estresse
inflamatorio (Celi, 2010; Azimi et al., 2020; Li et al., 2023).

1.2.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgao de
EROs e a capacidade antioxidante do organismo de neutraliza-las (Aitken; Roman,
2009; Celi, 2010). As EROs, como o superoxido (Oz27), o peroxido de hidrogénio (H202)
e o radical hidroxila (OH"), sdo subprodutos naturais do metabolismo celular, geradas
principalmente em mitocdndrias e células fagocitarias durante processos inflamatorios
(Azimi et al., 2020; Li et al., 2023). Em condi¢des fisiolégicas normais, as EROs
desempenham papéis na sinalizag&o celular e na defesa imunoldgica, e a produgéo
excessiva destas moléculas pode resultar em danos a biomoléculas essenciais, como
lipidios, proteinas e o DNA (Aitken; Roman, 2009; Vieira, 2018).

Na bovinocultura leiteira, o estresse oxidativo representa um desafio recorrente
em vacas de alta producédo, especialmente durante o periodo de transicdo e no inicio
da lactagao (Sordillo, 2016). Nessa fase, o aumento da atividade metabdlica, em
conjunto com fatores como o estresse térmico, inflamagdes subclinicas e dieta
inadequada, favorece a geragdo de EROs e compromete o sistema antioxidante do
organismo (Bernabucci et al., 2005; Khan et al., 2019). A glandula mamaria é
altamente sensivel a esses desequilibrios, o que favorece maior incidéncia de mastite
e, consequentemente, a elevagao da CCS no leite (Carneiro; Domingues; Vaz, 2009;
Oliveira et al., 2015).

Para neutralizar os efeitos das EROs, o organismo dispde de sistemas
antioxidantes, tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos (Barbosa et al., 2010). Entre
0s mecanismos enzimaticos, destacam-se as enzimas superéxido dismutases (SOD),
as glutationas peroxidases (GPx), e a catalase (CAT), que agem de forma coordenada
na eliminagcédo dos radicais livres (Celi, 2010; Azimi et al., 2020; Li et al., 2023). A
atividade dessas enzimas pode ser modulada por fatores nutricionais, sendo
influenciada pela ingestdo de compostos como selénio, vitamina E, polifendis e
flavonoides (Sordillo, 2016).

Estratégias nutricionais que incluam antioxidantes tém sido amplamente

investigadas devido ao seu potencial para mitigar o estresse oxidativo e promover
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maior resisténcia imunoldgica em vacas leiteiras (Sordillo, 2016; Azimi et al., 2020). A
avaliagao dessa condi¢ao pode ser realizada por meio de marcadores bioquimicos,
como niveis de malondialdeido (MDA) ou da atividade antioxidante total, além de
analises a nivel molecular, como a expressdo de genes antioxidantes em células
acessiveis, como as células somaticas do leite (Vieira, 2018; Li et al., 2023). A analise
da expressao de genes antioxidantes nas células somaticas permite inferir a ativagao
das vias de defesa enddgenas contra o estresse oxidativo, além de avaliar a eficacia
de estratégias nutricionais aplicadas a dieta (Celi, 2010; Matte et al., 2021; Li et al.,
2023).

1.2.6 Genes antioxidantes

A maquinaria enzimatica antioxidante desempenha papel importante no
ambiente celular (Choi et al., 2007; Wang et al., 2002), cuja fungao é evitar danos
oxidativos decorrentes da geracao de EROs (Nasiri et al., 2016). A linha de defesa
significativa contra espécies reativas de oxigénio é composta por enzimas como GPx,
CAT e SOD (Karakaya et al., 2001). Também foi demonstrado que a capacidade
antioxidante do leite e de produtos lacteos € devida ao aminoacido cisteina, que
contém enxofre, as vitaminas A, E e aos carotenoides (Mustonen et al., 2009). Dessa
forma, radicais superoxido, hidroxila e perdxido podem ser inibidos pelos sistemas
antioxidantes do leite (Khan et al., 2019). E conhecido que a oxidacdo lipidica é a
principal causa da deterioracdo quimica de alimentos e de produtos lacteos, levando
a alteragdes indesejaveis no valor nutricional, no sabor e na textura (Erel, 2004).

A expressao de genes com perfil antioxidante no leite pode ser influenciada por
diversos fatores, incluindo a dieta das vacas, o estado de saude dos animais, 0 manejo
da produgdo de leite e outros fatores ambientais (Jai, 2018). Um estresse oxidativo
acentuado, associado a diminuigado das propriedades pré-oxidantes no desempenho
da lactagcao de vacas leiteiras, pode ser corrigido pela suplementacdo com agente
antioxidante nas dietas, mitigando o inicio da peroxidagao lipidica (Celi, 2010). Em
geral, a suplementacédo de potenciais agentes antioxidantes, como vitamina C e/ou
vitamina E nas dietas, pode proteger lipidios e estruturas lipidicas contra a
peroxidacao (Saleh et al., 2018; Azimi et al., 2020).

Tian et al. (2019) avaliaram o efeito da dieta sobre o fluido ruminal, o tecido

mamario e o plasma de cabras Saanen alimentadas com silagem rica em
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antocianinas. Animais alimentados com silagem rica em antocianinas apresentaram
valores elevados da enzima SOD no plasma e de SOD2, GPx1 e GPx2 na glandula
mamaria, indicando que dietas ricas em agentes antioxidantes podem alterar a

expressao de genes antioxidantes.

1.2.6.1 Superéxido dismutase 1,2e 3 (SOD 1,2¢ 3)

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2000), a SOD foi a primeira enzima
antioxidante a ser descoberta em células eucarioticas aerobicas. Ela age sobre o
anion superoéxido (O27), dismutando o perdxido de hidrogénio (H202), que é menos
reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a CAT e as GPx, que
convertem H202 em H20 e Oz (Miorelli, 2006). O acumulo de peréxido de hidrogénio
pode causar danos as biomoléculas, como proteinas, lipidios € ao DNA. Também é
conhecido que a SOD pode inibir a peroxidacao lipidica (Fang et al., 2002).

A reacao de dismutagdo do anion superoxido em oxigénio e perdxido de

hidrogénio é representada da seguinte forma: 2 O2  + 2 H* = H202 + O2

As SOD formam uma familia de metaloenzimas, podendo se ligar com cobre e
zinco no citosol de células eucaridticas, com magnésio nas mitocondrias, e com ferro
e niquel em bactérias (Schogor, 2012). Sua estrutura tridimensional é importante para
a sua funcado, pois permite que a enzima catalise a reagcao de dismutacdo do
superoxido de forma eficiente.

Existem diferentes formas de SOD, encontradas em meios extracelular e
intracelular (Fridovich, 1997). A SOD1 atua no citosol e no espaco intermembranar
das mitocOndrias, a SOD2 atua nas mitocondrias, enquanto a SOD3 remove

superoxido no ambiente extracelular (Fang et al., 2002; Miorelli, 2006).

1.2.6.2 Glutationa peroxidase 1 (GPx 1)

As enzimas GPx, atuam no citosol e nas mitocondrias, reduzindo de forma
seletiva o H202 em agua, utilizando-se da glutationa reduzida (GSH) como cofator
para sua acao antioxidante (Andrés et al., 2022). As GPx sao seleno-enzimas cuja
acgao é baseada na oxidagao da GSH ao dissulfeto correspondente, glutationa oxidada
(GSSG) (Vasconcelos et al., 2007).

A equacgao que determina a reagao de redugéo do perdxido de hidrogénio pela
GPx é:
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H202 + 2 GSH — GSSG + 2H20 (Rover Junior et al., 2001).

A principal fungdo da GPx é neutralizar os radicais livres e os peroxidos de
lipidios, que podem causar danos as células, proteinas e acidos nucleicos, prevenindo
0 estresse oxidativo e auxiliando na manutencdo da integridade celular (Miorelli,
2006). Na mitocondria de mamiferos, a GPx é a principal defesa contra o H202, ja que,
de modo geral, estas organelas nao possuem CAT e peroxidos organicos (ROOH)
(Miorelli, 2006).

Em mamiferos, ha pelo menos quatro diferentes tipos de GPx, todas elas
contendo selenocisteina. A GPx1 é uma enzima abundante na maioria dos tecidos
com alta tensao de oxigénio (pulmao, figado, rins e pancreas), enquanto a GPx3 é
expressa principalmente nos rins (Morelli, 2006). Todas as GPx podem catalisar a

reducao do H20z2, utilizando GSH como substrato (Nordberg; Arnér, 2001).

1.2.6.3 Catalase (CAT)

A catalase € uma ferro-hemoenzima essencial para a sobrevivéncia de muitos
organismos, pois desempenha um papel critico na decomposi¢ao do H202, substancia
téxica para as células, em agua e oxigénio. E encontrada nos peroxissomos e
mitocdndrias das células, e também no citosol dos eritrécitos (Ferro et al., 2010). A
atividade da catalase é monitorada pela reducdo da concentracdo de H202 ou pela
geragao de oxigénio (Vasconcelos et al., 2007). Possui fungéo de dismutar o H202 em

H20 e Oz, pela reagao:

2 H202 Ci{ 2 H20 + O2 (Fridovich, 1998; Nordberg; Arnér, 2001).

1.2.7 Expressao génica na glandula mamaria

A expressao génica € um processo fundamental no qual a informagéao contida
em um gene é transcrita em uma molécula de RNA. No caso dos RNA mensageiros
(RNAm), estes podem ser traduzidos em proteina, de acordo com 0s processos
regulatérios do organismo (Perdew et al., 2006). Esse processo é importante para
todos os organismos vivos, uma vez que determina a estrutura e funcéo da célula e,
portanto, o fenétipo geral do organismo. Além disso, esse processo sera essencial
para a regulagao das fungdes celulares e para a manutengdo da homeostase em um
organismo (Dalton et al., 1999; De Nadal et al., 2011). Dessa forma, a expresséo

génica determina quais proteinas ou RNAs estruturais sdo produzidos, quando sao
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produzidos e em quais quantidades (De Nadal et al., 2011). O processo de expressao
génica é vital para processos como diferenciagao celular, crescimento e resposta a
estimulos ambientais (Wilson, 2013).

A glandula mamaria € um érgéo complexo cuja fungao é a produgéo e secregao
de leite, essencial para a alimentacao dos bezerros, e a produgao de laticinios para
consumo humano (Rezaei et al.,, 2016). O desenvolvimento da glandula mamaria
passa por varias fases, desde a formacéao inicial no feto até a lactacdo em vacas
adultas (Mukherjee et al., 2023).

Os genes expressos na glandula mamaria durante a lactacado de vacas leiteiras
serao responsaveis pela produgédo de importantes componentes do leite (German et
al., 2002). Dos principais genes expressos na glandula mamaria e nas células
somaticas do leite estdo aqueles que codificam caseinas, proteinas do soro de leite,
enzimas envolvidas na sintese da lactose, proteases enddgenas, antioxidantes,
metabolismo da gordura, entre outros (Wickramasinghe et al., 2012).

Estudos de transcriptoma apontaram um elevado grau de similaridade entre os
genes expressos na glandula mamaria em comparagao aos expressos nas células
somaticas do leite, eliminando, assim, a necessidade de biépsia do tecido mamario

para estudos de expressao génica (Canovas et al., 2014).

1.2.8 Objetivos
1.2.8.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da suplementagao com rama de mandioca na dieta de vacas
leiteiras sobre a expressao de genes antioxidantes em células somaticas do leite de

vacas da raca Holandesa.

1.2.8.2 Objetivos especificos

¢ Quantificar a expressao de genes antioxidantes em células somaticas do leite de
vacas suplementadas com diferentes concentragdes de rama de mandioca.

e Relacionar os resultados obtidos a agdo antioxidante e ao equilibrio redox em
vacas leiteiras.

e Discutir a viabilidade da utilizacdo da rama de mandioca como suplemento

funcional em dietas de vacas Holandesas.
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CAPITULO 2 - QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO DE GENES ANTIOXIDANTES
NAS CELULAS SOMATICAS DO LEITE DE BOVINOS DA RAGA HOLANDESA
SUPLEMENTADOS COM RAMA DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) NA
DIETA

RESUMO

A busca por estratégias nutricionais que minimizem as perdas de produtividade
associadas a eventos de estresse oxidativo tem ganhado destaque na pecuaria
leiteira. A utilizagdo de subprodutos agroindustriais, como a rama de mandioca
(Manihot esculenta), surge como uma alternativa promissora devido ao seu potencial
antioxidante e a sua viabilidade como ingrediente alimentar. Contudo, as informacgdes
sobre a modulagdo da expressao génica decorrente da adigdo de rama de mandioca
a dieta de bovinos de leite sdo precarias. Assim, esse estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos da suplementagdo com rama de mandioca na dieta de vacas leiteiras
sobre a expressao de genes antioxidantes. Oitos animais da raca Holandesa foram
utilizados em duplo quadrado latino (4X4), com quatro tratamentos e quatro periodos
experimentais. Os tratamentos foram: T1 (0%), T2 (33%), T3 (66%) e T4 (100%) de
suplementagcdo com rama de mandioca. Amostras de leite foram coletadas e
centrifugadas, e o RNA total foi extraido das células somaticas. A analise da
expressao relativa dos genes antioxidantes SOD1, SOD2, SOD3, GPx1 e CAT foi
realizada por meio de ensaios de qRT-PCR. Os resultados da quantificacdo dos niveis
de mRNA nao revelaram diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos. Embora nao significativos, os resultados demonstraram que a dieta com
rama de mandioca apresentou uma tendéncia de diminui¢do da expressao dos genes
SOD1, SOD3, e CAT, enquanto SOD2 e GPx1 tiveram tendéncia de aumento de
expressao em suplementacdes intermediarias. Os dados foram discutidos com base
em multiplas variaveis que podem interferir no metabolismo da glandula mamaria, bem
como no local de atuagdo das enzimas expressas por esses genes. Os resultados
sugerem que a suplementagdo com rama de mandioca exerce efeitos sutis e
dependentes da dose sobre o sistema antioxidante das células somaticas do leite,
com provavel atuacado na reducao da formagao de espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: EROS; Estresse Oxidativo; Nutricdo; Quantificagcdo de mRNA.
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ABSTRACT

The search for nutritional strategies to minimize productivity losses associated with
oxidative stress has gained prominence in dairy production. The use of agro-industrial
by-products, such as cassava foliage (Manihot esculenta), has emerged as a
promising alternative due to its antioxidant potential and its feasibility as a feed
ingredient. However, information on the modulation of gene expression resulting from
the inclusion of cassava foliage in dairy cattle diets remains limited. Thus, this study
aimed to evaluate the effects of supplementing the diet of dairy cows with cassava
foliage on the expression of antioxidant genes. Eight Holstein cows were used in a
double 4x4 Latin square design, with four treatments and four experimental periods.
The treatments were: T1 (0%), T2 (33%), T3 (66%), and T4 (100%) cassava foliage
inclusion. Milk samples were collected, centrifuged, and total RNA was extracted from
milk somatic cells. The relative expression of the antioxidant genes SOD1, SOD2,
SOD3, GPx1, and CAT was analyzed by RT-qPCR. The mRNA quantification results
showed no statistically significant differences among treatments. Although not
significant, the results indicated a tendency for decreased expression of SOD1, SOD3,
and CAT, while SOD2 and GPx1 showed a tendency toward increased expression at
intermediate supplementation levels. The data were discussed in light of multiple
variables that may influence mammary gland metabolism, as well as the sites of action
of the enzymes encoded by these genes. The results suggest that cassava foliage
supplementation exerts subtle, dose-dependent effects on the antioxidant system of

milk somatic cells, with a potential role in reducing reactive oxygen species formation.

Keywords: mRNA quantification; Nutrition; Oxidative stress; Reactive oxygen species.
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa posi¢cdo de destaque na producdo de leite, em razdo da
diversidade de sistemas produtivos e da adaptacao de diferentes racas bovinas as
condigbes tropicais (EMBRAPA, 2021; IBGE, 2023). Entre as ragas bovinas
produtoras de leite, a raga Holandesa destaca-se no pais, possuindo um grande
numero de rebanhos e alta produtividade e qualidade do leite (Giannone et al., 2023).
No entanto, o elevado potencial produtivo das vacas implica maiores exigéncias
nutricionais, além de maior suscetibilidade a disturbios metabdlicos e imunologicos,
especialmente em sistemas de producgao intensivos (Sordillo, 2016; Ingvartsen;
Moyes, 2013).

O processo de lactacado esta associado a intensa atividade do metabolismo
energético e oxidativo, demandando maiores taxas de respiragcao celular e maior
aporte de nutrientes, o que favorece a produgado de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no organismo (Celi; Gabai, 2015; Turk et al., 2017). O acumulo de EROs no
ambiente celular pode resultar em estresse oxidativo, um processo caracterizado pelo
desequilibrio entre a geragdo de radicais livres e a capacidade antioxidante do
organismo de remové-los (Sies, 1997; Celi, 2011; Giannone et al., 2023). Sabe-se que
a producdo de radicais livres em grandes quantidades pode causar danos as
macromoléculas biolégicas, levando a formacdo de compostos primarios e
secundarios capazes de amplificar a geragdo de radicais livres e comprometer o
funcionamento dos sistemas celulares e de suas atividades metabdlicas (Halliwell;
Gutteridge, 2015; Sies et al., 2017).

Os tecidos e as células sao protegidos contra a agao dos radicais livres por
mecanismos de defesa eficazes, conhecidos como sistemas antioxidantes, que
compreendem componentes exdgenos e enddgenos (Ponnampalam et al., 2022). Os
antioxidantes exdégenos sdo aqueles obtidos pela dieta, presentes em alimentos de
origem vegetal e animal. Por sua vez, os antioxidantes enddgenos incluem enzimas,
como as superoéxido dismutases (SOD), catalase (CAT), e as glutationa peroxidases
(GPxs), além de outros componentes ndo enzimaticos (Sies, 1997; Celi, 2011;
Halliwell; Gutteridge, 2015; Nordberg; Arnér, 2001; Nasiri et al., 2016). As atividades
enzimaticas podem ser moduladas por fatores fisiolégicos, ambientais e nutricionais
(Celi, 2011; Giannone et al., 2023). Os antioxidantes dietéticos podem melhorar o

desempenho e a produtividade dos animais em sistemas de producédo na fazenda,
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além de contribuir para a melhoria das propriedades funcionais e da estabilidade
oxidativa da carne e do leite durante o processamento e a conservagao pos-produgao
(Castillo et al., 2013; Salami et al., 2016).

Estratégias de suplementagao alimentar surgem como alternativas para mitigar
os efeitos do estresse oxidativo em vacas leiteiras de alta producao (Spears; Weiss,
2008; Sordillo, 2013). Compostos bioativos, como polifendis, flavonoides e
carotenoides, frequentemente presentes em subprodutos vegetais, ttm demonstrado
potencial antioxidante capaz de modular a expressao génica e a atividade de enzimas
antioxidantes enddgenas (Azad et al.,, 2022; Li et al.,, 2023). Neste contexto, a
utilizacdo da rama de mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresenta-se como
alternativa promissora, ao aliar viabilidade econémica e beneficios funcionais
decorrentes de sua composicao rica em compostos fendlicos e antioxidantes naturais
(Tinini, 2018; Tian et al., 2019). Dietas enriquecidas em derivados da mandioca podem
aumentar a atividade de enzimas como SOD, CAT e GPXx, contribuindo para a redugao
de danos oxidativos e para o fortalecimento da resposta imune (Li et al., 2023).

As células somaticas no leite, resultantes da descamacgao do epitélio mamario,
considerado um fenbmeno fisioldgico normal, sdo transcricionalmente ativas e
responsaveis pela sintese e secrecao de diversos componentes (Wickramasinghe et
al. 2012; Alhussien Mn; Dang, 2018). Entre os principais grupos de genes expressos
nessas células destacam-se aqueles que codificam proteinas antioxidantes
(Wickramasinghe et al., 2012). A suplementagdo da dieta de vacas leiteiras com
subprodutos vegetais tem se tornado cada vez mais comum nos sistemas produtivos.
No entanto, os efeitos destes nutrientes na expressao génica e, consequentemente,
na qualidade do leite ainda sdo pouco estudados. Dessa forma, o objetivo do estudo
foi avaliar os efeitos da suplementacao na dieta de vacas Holandesas com diferentes
concentracdes de rama de mandioca, sobre a expressdo de genes antioxidantes nas

células somaticas do leite.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Desenho experimental e coleta das amostras de leite

Oito vacas Holandesas presentes na Estacdo Experimental Antonio Carlos dos
Santos Pessoa da UNIOESTE foram suplementadas com dietas contendo rama de
mandioca durante o periodo de agosto a outubro de 2023. O desenho experimental
utilizado foi o quadrado latino duplo (4X4), com quatro tratamentos e quatro periodos
experimentais. Em cada tratamento, os animais foram suplementados com diferentes
niveis de inclusdo de rama de mandioca: tratamento 1 = 0% (dieta sem rama de
mandioca); tratamento 2 = 33% (dieta com 33% de rama de mandioca); tratamento 3 =
66% (dieta com 66% de rama de mandioca); e tratamento 4 = 100% (dieta com 100% de
rama de mandioca). As vacas apresentaram, em média, 184,75 dias em lactacao (DEL),
producéo de leite de 17,95 kg/dia e produgéo de leite corrigida para 3,5% de gordura
(PLCG) de 18,56 kg/dia, caracterizando um rebanho em estagio intermediario de lactagao
e com desempenho produtivo compativel com sistemas de producgao leiteira.

Cada periodo experimental durou 25 dias, composto por 20 dias de adaptacao a
dieta e 5 dias de coleta de dados e amostras biologicas. Amostras de leite de cada animal
foram coletadas de forma automatizada durante a ordenha da manha (6h). De cada
animal, foram coletados 300 a 500 mL de leite, armazenados em garrafas estéreis e

imediatamente acondicionados em gelo.

2.2.2 Extragao do RNA total e sintese do cDNA

A obtencdo das células somaticas do leite foi realizada conforme o protocolo
descrito por Nogaroto et al. (2026, in press). As células somaticas foram centrifugadas a
2.700 g por 15 minutos a 4 °C para a obtengao do botao de células. A camada de gordura
do leite foi removida e o sobrenadante foi descartado. As células foram entao submetidas
a trés ciclos de lavagem com 5 mL de tampao PBS 1X / 0,05 mM EDTA gelado (pH =
7,2), centrifugadas a 6000 g por 15 minutos a 4 °C e sobrenadante descartado. Por fim,
o botao de células foi ressuspenso em 250 uL de PBS 1X e armazenado a -80 °C.

O RNA total das células somaticas das amostras foi extraido com o reagente Trizol
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentragéo e a pureza das
amostras de RNA foram verificadas em espectrofotdmetro UV-Vis por meio das razées

de absorbancia. Apenas amostras com valores de absorbancia A2so2so entre 1,8 e 2,1



34

foram utilizadas na sintese de cDNA (complementar de DNA) com o kit GoScript™

Reverse Transcription System (Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.2.3 Desenho e validagao dos primers

A partir de dados disponibilizados do transcriptoma (RNA seq) de Bos taurus,
presente na base National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), e utilizando a ferramenta primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) foram desenhados primers para os
seguintes genes para os ensaios de qRT-PCR: Superoxido dismutase 1 - SOD1
(GenBank accession: NM_174615.2); Superdxido dismutase 2 - SOD2 ( GenBank
accession: NM_201527.2); Superoxido dismutase 3 - SOD3 (GenBank accession:
NM_001082610); Catalase - CAT (GenBank accession: NM_001035386.2); Glutationa
peroxidase 1 - GPx1 (GenBank accession: NM_174076.3); e Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase - GAPDH (GenBank accession: NM_001034034.2) (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers e tamanho dos amplicons esperados para os
genes SOD1, SOD2, SOD3, CAT, GPX1 e GAPDH.

Gene Primer Forward (5 — 3°) Primer Reverse (5> 3°) Amplicon
(em pb)

SOD1 TGTTGCCATCGTGGATATTGTAG CCCAAGTCATCTGGTTTTTCATG 102

SOD2  TCAATAAGGAGCAGGGACGC GCAGGGGGATAAGACCTGTTG 84

SOD3 GAAGAGCTGGAAAGGGCCTG TCACGGTTTGGGTACCACTG 108

CAT CTATGGCCTCCGCGATCTTT CGTGAGGCCAAACCTTGGTA 140
GPx1 TTCCCCTGCAACCAGTTTGG TCGGACGTACTTCAGGCAAT 75
GAPDH GAAGGTCGGAGTGAACGGATTC  AAGGGGTCATTGATGGCGAC 99

Apés a sintese, os primers e amostras de cDNA foram utilizados em reagdes em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) para avaliagdo da
amplificagdo e especificidade. A PCR consistiu em: 20 ng de cDNA, 0,1 mM de primers
forward e reverse, 0,2 mM dNTPs, 3,75 mM MgClz, tampéo de reagéo 1x (Tris 200 mM,
pH 8,4, KCI 500 mM), 1 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen®). Os microtubos contendo
as misturas de PCR foram transferidos para o termociclador Mastercycler Nexus Gradient
(Eppendorf) conforme a seguinte ciclagem: desnaturacao inicial por 4 minutos a 94 °C,
seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C, anelamento por 30 segundos a 60 °C, e extensao

por 20 segundos a 72 °C, e extensao final por 5 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram
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verificados em gel de agarose a 1,5% quanto aos tamanhos dos amplicons e a auséncia

de bandas inespecificas.

2.2.4 Ensaios de qRT-PCR para analises de expressao génica

Todas as reagbes de qRT-PCR para analise da expressdo génica de SOD1,
SOD2, SOD3, GPx1 e CAT nas células somaticas foram realizadas em duplicata no
equipamento AriaMx Real-time PCR System (Agilent). O gene GAPDH foi utilizado como
gene de referéncia. Inicialmente, a taxa de eficiéncia dos primers foi calculada a partir de
uma curva padrao, apoés reacdes de RT-PCR, utilizando-se como molde amostras de
cDNA diluidas em série (1x, 0,1x, 0,01x, 0,001x e 0,0001x) e os valores de C: (Cycle
Threshold) foram obtidos (Lobo; Lobo, 2014). Para as reagdes de qRT-PCR foi utilizado
o kit GoTaq gPCR Master Mix (Promega). Cada reagao continha 2x Go Taq qPCR Master
mix, 0,1 uM de primer forward e reverse, 40 ng de cDNA e agua q.s.p. 10 uL. O programa
de amplificagéo incluia uma desnaturacao inicial a 95 °C por 2 min, seguida de 40 ciclos

de 95 °C por 15 s e 60 °C por 30 s, e de uma curva de dissociagao (0,01 °C/s).

2.2.5 Analise estatistica

Os valores médios de Ct para cada amostra e gene analisado foram obtidos e a
expressao relativa foi calculada pelo método 2-24Ct (Livak; Schmittgen, 2001). O valor
médio das amostras do tratamento sem suplementagédo com rama de mandioca (0%) foi
normalizado em 1, e os niveis de expressao relativa dos demais tratamentos foram
comparados entre si. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk
(p < 0,05), e a diferenga entre os grupos foi avaliada por meio de ANOVA de uma via e
de comparagao multipla pelo teste de Tukey (p < 0,05), no software GraphPad Prism 8.
Ao menos 5 amostras de cada grupo foram consideradas nas analises. Os resultados
foram expressos como média + erro padrédo da média (Standard Error of the Mean —
SEM).

2.3 RESULTADOS

Os primers desenhados para as analises de expressao dos genes SOD17, SOD2,
SOD3, GPx1, CAT e GAPDH apresentaram amplicons unicos nas PCRs convencionais,
e eficiéncia que variou de 99,984 a 106,827%, sendo: 103.551% (slope = -3,24) para
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SOD1 (Figura 1a), 105.844% (slope = -3,189) para SOD2 (Figura 1b), 103.15% (slope
= -3,249) para SOD3 (Figura 1c), 106.827% (slope = -3,16) para GPx1 (Figura 1d),
99.984% (slope = -3,32) para CAT (Figura 1e), e 102.895% (slope = -3.254) para o
GAPDH (Figura 19).
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Figura 1 - Curvas-padréo obtidas para testes de eficiéncia (eff%) dos primers: (a)
SOD1; (b) SOD2; (c) SOD3; (d) GPX1; (e) CAT; e (f) GAPDH.

As analises das curvas de dissociagdo evidenciaram picos Unicos para os genes
SOD1, SOD2, SOD3, GPx1, CAT e GAPDH (Figura 2 a-f), enquanto no controle negativo
nao foram observados picos de amplificagcéo, ou, quando presentes (Figure 2 c, e), estes

foram distintos do pico do produto de interesse.
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Figura 2 - Curvas de dissociagao dos primers, considerando-se a amostra de cdna
como molde (picos unicos) versus a amostra negativa sem amplificagdo. (a) SODT:
tm do amplificado = 80 °c; (b) SOD2: tm do amplificado = 81,239 °c; (¢) SOD3: tm do
amplificado = 84,663 °c; (d) GPX1: tm do amplificado = 81,691 °c; (e) CAT: tm do
amplificado = 81,582 °c; (f) GAPDH: tm do amplificado = 84,9 °c.

Os dados apresentaram distribuicdo normal (p < 0,05) e as analises de expressao
génica relativa ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas entre os animais
alimentados com dieta suplementada com rama de mandioca e 0s que nao receberam

suplementacao (Tabela 2, Figura 3).

Tabela 2 - Valores de p obtidos na analise de varidncia (anova) e no teste de
comparagdes multiplas de Tukey para a expressao génica de SOD1, SOD2, SOD3,
GPX1 e CAT, avaliadas em animais submetidos a diferentes niveis de suplementacao
(0%, 33%, 66% e 100%).

Gene ANOVA 0% vs 33% 0% vs 66% 0% vs 100% 33% vs 66% 33% vs 100% 66% vs 100%
(p)

SOD1 0,1891  0,1908 0,5068 0,2477 0,9236 0,9982 0,9666
SOD2 0,2667  0,9880 0,3953 0,9713 0,2501 0,8719 0,6446
SOD3 0,2936  0,5841 0,5026 0,2395 0,9990 0,9159 0,9581
GPX1 0,2236  0,5761 0,9906 0,8977 0,4443 0,1958 0,9856

CAT 0,3591 0,7464 0,2979 0,6357 0,7809 0,9971 0,8678

Apesar da auséncia de diferencas estatisticamente significativas, observou-se

diminui¢ao nos niveis de expressao de SOD1, SOD3 e CAT nos animais que receberam
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dieta suplementada com rama de mandioca (Figura 3a, c, e). Com relagéo a expressao
de SOD2 e GPX1, observou-se aumento de sua expressao nos animais que receberam
dieta suplementada com 33% de rama de mandioca, enquanto em animais que
receberam dietas com 60% e 100% de suplementacao, os niveis de expressao de SOD2

e GPX1 foram menores (Figura 3b, d).
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Figura 3 - Expressao relativa dos genes SOD1 (a), SOD2 (b), SOD3 (c), GPX1 (d), e
CAT (e), nas células somaticas do leite apds a suplementagao de 0, 33, 66 e 100%
de rama de mandioca na dieta das vacas.

2.4 DISCUSSAO

Entre a vasta gama de biomoléculas que contribuem para restringir os efeitos
deletérios das EROs, as agdes das SOD, da CAT e da GPx sdo melhor
compreendidas na manutengdo da homeostase redox (Ngo; Duennwald, 2022;
Romero-Duran et al., 2024). Os dados do presente estudo demonstraram que a
expressdo génica nas células somaticas do leite de bovinos da raga Holandesa que

receberam suplementacao da dieta com rama de mandioca ndo promoveu alteragdes
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estatisticamente significativas nos niveis relativos de transcricdo dos genes
antioxidantes avaliados, embora tenha sido possivel identificar tendéncias de

modulagao dependentes do tipo e do nivel de suplementacgao.

A auséncia de significancia estatistica pode estar relacionada a elevada
variabilidade biolégica inerente a parametros fisioldgicos em ruminantes,
especialmente os associados a resposta oxidativa, que é fortemente influenciada por
fatores como o estagio de lactacdo, o metabolismo energético, estresse térmico e
demais condigdes ambientais (Castilho et al., 2005; Sordillo; Aitken, 2009; Beck et al.,
2022; Zhao et al., 2025). Outro aspecto relevante diz respeito a degradagao ruminal
dos compostos bioativos presentes na dieta, que pode comprometer sua estabilidade
quimica e biodisponibilidade sistémica, reduzindo o alcance de seus efeitos
bioldgicos, incluindo a modulagado da expressado génica em tecidos periféricos (Li et
al., 2023).

Outros estudos reforcaram a ideia de que essa oscilagao € intensificada pelo
elevado desafio metabdlico do periodo de transigdo e por variagdes individuais na
adaptacao a estressores ambientais (Abd Ellah, 2016; Putman et al., 2018; Zhang et
al., 2025). Ainda, em estudos de expressado génica em células somaticas do leite, a
auséncia de significancia é frequentemente relatada devido a heterogeneidade e a
rapida mudancga das populagdes celulares (células de defesa vs. células epiteliais),
bem como a variagdo individual, diante da resposta ao estresse oxidativo nos
diferentes tratamentos (Alhussien; Dang, 2018). Soma-se a isso o tamanho amostral
frequentemente reduzido, o que acaba por limitar o poder do teste, aumentando a

probabilidade de nao detectar efeitos biologicamente relevantes (Cohen, 2013).

De acordo com Alhussien e Dang (2018), a alteragao da proporgao de tipos
celulares nas células somaticas das vacas leva a uma ampla variagao na expressao
génica total, elevando o desvio padrdo e, consequentemente, reduzindo o poder
estatistico para detectar diferengcas reais entre grupos. Deste modo, devido a
impossibilidade de grupos homogéneos de vacas na constituicdo do experimento, a
variacdo da composi¢cao das células somaticas entre os animais e os diferentes
mecanismos de resposta energética e antioxidante podem ter afetado a significancia
dos resultados. Ainda assim, tendéncias de reducao na expressao de SOD171, SOD3 e
CAT, bem como de aumento na expressao de SOD2 e GPx1, em concentracdes
especificas de suplementagao, foram observadas e discutidas isoladamente.



40

A inclusdo da rama de mandioca na dieta pode modular o ambiente ruminal e
o estado redox sistémico por meio de diferentes mecanismos (Li et al., 2023).
Compostos fendlicos, flavonoides e outros metabdlitos bioativos presentes na planta,
com atividade antioxidante, podem alterar a fermentacdo ruminal, a composicao
microbiana e o perfil de metabdlitos produzidos (Li et al., 2023). Além dos efeitos
diretos, como a neutralizagao de radicais livres, os polifendis presentes na rama de
mandioca podem exercer efeitos indiretos por meio da modulacido da microbiota
ruminal. Essa modulacdo pode reduzir a producdo de metabdlitos pré-oxidantes e
favorecer um ambiente menos propenso a formacgédo de EROs, contribuindo, assim,
para o equilibrio redox sistémico (Beck et al., 2022; Li et al., 2023). Além disso, a agao
desses compostos sobre a microbiota ruminal pode influenciar o metabolismo lipidico,
alterando processos como a biohidrogenagao de acidos graxos, o que repercute na
disponibilidade de nutrientes e no metabolismo energético do animal (Toral et al.,
2018; Bionaz et al., 2020), processos intimamente relacionados ao equilibrio redox
(Beck et al., 2022). Com base nesses mecanismos, a suplementagdo com a rama de
mandioca pode ter contribuido para atenuar o desafio oxidativo observado nos
animais.

Essa hipotese é sustentada pela tendéncia de menor expressao de SODT,
SOD3 e CAT nos animais suplementados, o que pode refletir menor necessidade de
ativagdo dos sistemas antioxidantes enddgenos, possivelmente em decorréncia da
acao direta e indireta dos compostos bioativos presentes na planta. Tal efeito é
compativel com um ambiente celular caracterizado por menor pressao oxidativa,
embora nao permita inferir, isoladamente, uma redugao absoluta na producao de
EROs. Corrobora esse fato o fato de que outros estudos demonstraram que o menor
desafio oxidativo pode estar associado a presenca de compostos bioativos na rama
de mandioca, como fendlicos, flavonoides e carotenoides, amplamente reconhecidos
por sua capacidade antioxidante e de modulagao do estresse oxidativo (Montagnac et
al., 2009; Ayemele et al., 2021).

Vale ressaltar que os genes avaliados codificam enzimas com agbes em
diferentes compartimentos celulares (Nordberg; Arnér, 2001). Enquanto SOD1 atua
no citosol, SOD3 no espaco extracelular e a CAT nos peroxissomos, a SOD2 atua na
mitocéndria e a GPx1 é uma selenoenzima que reduz perdxidos no citosol e nas

mitocdndrias (Nordberg; Arnér, 2001). Essa diferenga espacial ajuda a compreender
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os dados que demonstraram tendéncia de aumento na expressao de SOD2 e GPx1
nos grupos suplementados com 33% e 66% de rama de mandioca.

Em contraste com a hipotese de atenuagao do estresse oxidativo via reducao
direta das EROs induzida pela suplementagdo com rama de mandioca, o0 aumento na
expressao de SOD2 e GPx1 sugere a atuagao de um mecanismo de regulacdo em
nivel transcricional. Nesse cenario, é plausivel postular que compostos bioativos
presentes na rama de mandioca atuem como moduladores da via de sinalizagao
mediada pelo fator nuclear (derivado de eritroide 2)-like 2 (Nrf2), promovendo sua
ativacao e subsequente translocagao nuclear. Uma vez no nucleo, NRF2 interage com
elementos de resposta antioxidante (ARE) localizados nas regides promotoras de
genes citoprotetores, induzindo a transcricdo de enzimas-chave do sistema
antioxidante. Embora a via Nrf2-ARE seja amplamente reconhecida como um eixo
central na manutengao da homeostase redox, sua eficacia na mitigacdo do estresse
térmico em células epiteliais mamarias ainda permanece parcialmente elucidada (Jin
et al., 2016).

A modulagdo da expressao de Nrf2 pode, portanto, explicar o aumento
significativo de SOD2 e GPx1 observado no nivel intermediario de suplementacao
(33%), enquanto a atenuacgao dessa resposta em niveis mais elevados (66% e 100%)
sugere a existéncia de um efeito hormético. Esse padrao dose-dependente indica que
a ativagdo do sistema antioxidante pode ser maximizada em concentracdes
moderadas, enquanto doses mais elevadas podem desencadear mecanismos de
retroalimentacao negativa ou de limitagcdo metabdlica. Adicionalmente, considerando
a localizagao mitocondrial da SOD2, os dados reforcam a hipétese de que a resposta
antioxidante observada esteja, ao menos em parte, associada a regulagdo da
homeostase redox mitocondrial, destacando esse compartimento como alvo sensivel
a modulacao dietética. A SOD2 desempenha papel central na detoxificacdo de EROs
gerados durante a fosforilagdo oxidativa, enquanto a GPX1 atua na reducédo de
peroxidos, utilizando glutationa reduzida como cofator (Halliwell; Gutteridge, 2015).
Assim, o aumento inicial dessas enzimas em niveis moderados de suplementagao
pode indicar uma ativagcdo compensatoria diante de alteragbes metabdlicas induzidas
pela dieta, enquanto a redugdo em niveis mais elevados de inclusao pode refletir um
estado redox mais estavel ou mecanismos de regulagao transcricional associados a
menor pressao oxidativa (Sies et al., 2017). Além disso, fatores ambientais, como o

estresse térmico, podem influenciar a eficiéncia da fosforilagao oxidativa e a geragao
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mitocondrial de EROs (Marquez-Acevedo et al., 2023; Zeng et al., 2023), devendo ser
considerados na interpretagcao desses resultados.

Dessa forma, embora ndo tenham sido identificadas diferengas significativas,
as tendéncias de alteragao na expressao génica do sistema antioxidante observadas
nesse estudo corroboram a proposicdo de que a rama de mandioca atua como
ingrediente funcional em dietas para vacas leiteiras. Estudos com grupos compostos
por um numero maior de animais, em uma perspectiva de maior homogeneidade
possivel, e em ambiente controlado, bem como analises complementares da atividade
enzimatica e medi¢cbes temporais da expressao génica, poderao contribuir para um
melhor entendimento dos efeitos antioxidantes desse subproduto e de sua influéncia

na saude da glandula mamairia.

2.5 CONCLUSAO

Em conjunto, esses resultados sugerem que a suplementagdo com rama de
mandioca pode exercer efeitos sutis e n&do lineares sobre a regulagdo do sistema
antioxidante nas células somaticas do leite, modulando de forma distinta enzimas
citosdlicas, mitocondriais e extracelulares. Tais respostas reforcam a hipotese de que
ingredientes alternativos de origem vegetal, ricos em compostos antioxidantes, podem
influenciar a homeostase redox de forma complexa e de forma dependente da dose,
mesmo quando ndo sdo detectadas alteragdes estatisticamente significativas em
analises pontuais de expressao génica. Esses resultados reforcam o interesse da
rama de mandioca como alternativa nutricional funcional, ainda que estudos com
maior numero de animais e analises complementares sejam necessarios para

confirmar seu papel antioxidante e sua aplicabilidade na producéo leiteira.
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