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Resumo: As doencgas infectocontagiosas estdo entre os problemas que mais acarretam prejuizos
econdmicos na pecudria brasileira e mundial, sendo a mastite a principal enfermidade acometida aos
bovinos. A mastite pode ser definida como uma inflamagao da glandula mamaria que é causada, mais
frequentemente, por micro-organismos patogénicos ambientais ou contagiosos. Podendo culminar na
redugcdo da quantidade e no comprometimento da qualidade do leite, podendo levar até a perda total da
potencialidade secretora da glandula mamaria do animal infectado ou mesmo a sua morte. Estudos
relacionados aos mecanismos de resposta e resisténcia de animais a mastite foram realizados a fim de
contribuir para a compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e resposta a patégenos. Em
estudos anteriores, foram investigados fatores de transcricdo relacionados a genes diferencialmente
expressos no tecido mamario durante processos biolégicos, e associados a resposta imunoldgica inata e
inflamatéria em quartos mamarios inoculados com Streptococcus agalactiae. Sendo assim, dando
continuidade a esses estudos, este trabalho teve como objetivo a validagdo do perfil de expressédo génica
dos genes CD14, STAT3 e NFKBIA em amostras de Uberes extracorpéreos inoculados com S. agalactiae.
Andlises de PCR em Tempo Real demonstraram que os genes CD14, STAT3 e NFKBIA estavam up-
regulated, confirmando os resultados encontrados anteriormente por RNASeq.
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Analysis of Differentially Expressed Genes in Response to Streptococcus agalactiae Infection

Abstract: Infectious diseases are characterized as problems that most cause economic losses in Brazilian
livestock, and mastitis is the main disease affecting cattle. Mastitis can be defined as an inflammation of the
mammary gland which is most often caused by pathogenic environmental or contagious microorganisms. It
can culminate in the reduction in quantity and in the compromise of the quality of the milk produced, and may
even lead to a total loss of the secretory potentiality of the mammary gland of the infected animal or even to
its death. In addition to the sanitary and environmental structure of the herd's location, studies related to
genetic resistance and susceptibility of the animals to mastitis were carried out in order to stimulate great
progress and development of innovative solutions for fast and accurate selection of cattle from its genetic
value. In previous studies, transcription factors related to differentially expressed genes in the mammary
tissue during biological processes associated with innate and inflammatory immune response in mammary
quarters inoculated with Strepfococcus agalactiae were investigated. Among the found genes,
some presented great prominence such as CD14, STAT3 and NFKBIA. Based on this information, it was
possible to confirm the high regulation of these genes in response to Strepfococcus agalactiae infection
through the analysis of gene expression and efficiency by Real Time PCR technique.
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Introdugao

A pecuaria leiteira representa uma das mais importantes atividades econémicas do Brasil, com a
producdo, segundo dados da Embrapa, de 35,1 bilhdes de litros de leite em 2017 (Embrapa, 2018.). Porém,
para manter a estabilidade e a competitividade do setor, a bovinocultura precisa enfrentar alguns
obstaculos, como, por exemplo, o controle de doencgas infectocontagiosas como a mastite (Fonseca et al.,
2009). A mastite € uma resposta inflamatdria da glandula mamaria caracterizada por um influxo de células
somaticas, composto principalmente por neutréfilos, macréfagos e linfocitos, em resposta a infecgdo por
patdégenos. Dentre os patdgenos causadores da mastite, o Strepfococcus agalactiae € um dos principais e
em bovinos, a Unica doenga associada a infecgdo por este patégeno € a mastite. O estabelecimento e
gravidade da infecgdo por esses agentes sdo definidos pela velocidade e eficacia da resposta imune do
hospedeiro apds contato e invasao tecidual. Essas questdes, além de influenciarem diretamente na saude e
no bem-estar do animal, influenciam na composi¢ao, no tempo de vida de leite e derivados, na diminuigao
da sintese de proteinas importantes para a fabricagdo de queijo, e no aumento das proteinas do soro, que
séo indesejaveis para os laticinios (Lopes et al., 2013).

Sabendo disso e conhecendo as inUmeras vias bioldgicas relacionadas ao desenvolvimento da
mastite e também a resposta imune do hospedeiro, estudos vém sendo realizados com o intuito de definir
quais os genes transcritos na glandula mamaria que possam atuar na resposta imunoldgica. Em trabalhos
anteriores, foi identificado um grupo de genes diferencialmente expressos (up e down-regulated) em
resposta a infecgao por Streptococcus agalactiae em Uberes extracorpéreos bovinos utilizando a técnica de
RNA-Seq (Sbardella et al, 2019; Weller et al, no prelo). Em outro estudo, foram realizadas analises in silico
de genes diferencialmente expressos (Up-regulated: LOC515333, FOS, STAT3, NFKBIA, CD14, CCL5, IL8,
SAA3 e TLR2; Down-regulated: LOC526630, LOC515887, SCD, LPIN1, FABP4, APOC2, FABP3, DRAM1 e
CD46) com o intuito de estabelecer a relagdo com fatores de transcricao (STAT3, PPARG, EGR1 e NFKB1)
e miRNAs mais relacionados com a resposta imune inata e inflamatéria em quartos mamarios inoculados
com S. agalactieae (Pereira, 2019).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo a validagéo, utilizando a técnica de PCR em Tempo
Real, da expressdo génica de trés dos genes anteriormente encontrados, CD14, NFKBIA e STAT3 em
Uberes extracorporeos inoculado com S. agalactiae.

Material e Métodos

A partir dos resultados obtidos em trabalhos anteriores foi selecionado trés genes up-regulated
(CD14, STAT3 e NFKBIA) e um controle endégeno (B-actina) para validagdo de expresséo génica utilizando
a técnica de PCR em Tempo Real. A sequéncia de primers foi definida por meio do programa Primer
Express® Software v.3.0 (Applied Biosystems) a partir de sequéncias depositadas no GenBank. A PCR em
Tempo Real foi realizada usando o kit comercial Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) para calcular a curva de eficiéncia e reagdo de amplificagdo dos genes alvos e enddgeno
(CD14, STAT3, NFKBIA e B—actina@?. Os dados obtidos durante a PCR em Tempo Real foram analisados
com o auxilio dos programas Excel” e REST® 2009 para normalizagdo dos dados e eficiéncia da reagdo de
amplificagéo.

Resultados e Discussao

A eficiéncia da reagéo foi calculada utilizando diferentes concentragcdes de cDNA e primer (Figura 1)
e foi determinado que as concentragdes 6timas para as rea¢des eram 100 ng de cDNA e 100 uM de primer
para todos os genes. Assim a diferenca de expressédo dos alvos (CD14, STAT3 e NFKBIA) foi calculada
utilizando a formula 2°C,. entre os tratamentos inoculado e ndo inoculado por S. agalactiae na glandula
mamaria com o auxilio do software REST® 2009 (Tabela 1). Os nossos resultados obtidos indicam que
todos os genes alvos avaliados sdo up-regulated no momento da resposta inflamatéria na glandula
mamaria, validando os resultados obtidos por Sbardella et al. (2019) e Weller et al. (no prelo) no qual, estes
genes foram descritos como up-regulated no desafio de infecgdo intramamaria em uberes extracorpéreos
bovinos por S. agalactiae.
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Figura 1. Curva de eficiéncia dos genes alvo e endégeno analisada por meio do software Excel®.

Tabela 1. Expresséo relativa dos genes alvo com relacdo ao gene de referéncia por meio do software
REST® 2009.

Gene Expresséo Erro Padrao 95% C.I. Resultado
STAT3 2,339 0,588 - 8,122 0,168 - 44,218 UP
NFKBIA 2,010 0,729 - 5,831 0,214 - 11,590 upP

CD14 3,941 0,730 - 12,768 0,132 -1.016,725 UP

B-ACTINA 1,000

Conclusées

Os genes CD14, STAT3 e NFKBIA sao up-regulated na resposta imune e inflamatéria em Uberes
extracorpoéreos de bovinos inoculados com S. agalactiae, validando os resultados obtidos por RNASeq.
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