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INTRODUCAO

Recentes estudos tém mostrado a importancia de fatores genéticos ligados a resisténcia a
carrapato em bovinos (Mattioli et al., 2000) e que as citocinas tém um papel critico na prevengio ou
progressdo de doengas (Konnai et. al., 2003). Estudos que analisam o seu padrio de expressao e dos
genes que elas influenciam sio criticos para a compreensdo de resisténcia ¢ desenvolvimento de
vacinas contra muitos patdégenos.

Estudos sugerem que a resisténcia a carrapatos esteja relacionada a resposta imune mediada
por linfocitos Thl ¢ a susceptibilidade por linfocitos Th2. Portanto, o estudo de genes que
codilicam citocinas produzidas por estes linfocitos que determinam a imunidade celular ou humoral
sdo importantes no entendimento dos mecanismos de resisténcia. Deste modo, o nivel de expressdo
de 1L-2 e TNF-q, relacionados a resposta do tipo Thl, assim como IL-4 e 1L-10 que apresentam
perfil Th2 em tecido de pele sdo importantes no entendimento dos mecanismos imunes que
determinam a resisténcia ou susceptibilidade de um animal.

Outro aspecto importante nos estudos de resisténcia e susceptibilidade a doengas diz respeito
aos mecanismos relacionados a imunidade inata. Esta constitui a primeira linha de defesa contra
organismos invasores, reconhecendo-os e produzindo citocinas, que ndo apenas induzem
inflamagao, mas também ativam as células B e T. Os macrofagos sio células efetoras da imunidade
inata que reconhecem e respondem moléculas associadas a patdogenos via TLRs (Doyle er al..
2000).

I:m vista da importancia da resposta imune inata, estudos que analisam o padrio de expresao

de TLRs tornam-se fundamentais, visto que estes sdo os responsaveis pelo reconhecimento dos
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antigenos disparando vias de sinalizag¢do para produgio de citocinas. Dentre os TLRs conhecidos. o
I'1.R-2 reconhece produtos provenientes de fungos e protozoarios, sendo o protozoario do género
Babesia responsavel por uma das principais enfermidades que acometem os bovinos denominada
babesiose, na qual os carrapatos atuam como vetores. Desse modo, o estudo da expressdo de TLR-2
pode ajudar a elucidar os mecanismos imunes relacionados a resisténcia a carrapatos.

Portanto, o presente estudo busca preliminarmente identificar a expressdao dos genes

mencionados acima visando aplicagdes em analises de expressdo por PCR em Tempo Real.

MATERIAL E METODOS

Extracao de RNA total

A bidpsia de pele do animal foi coletada apds anestesia local, etiquetada, imersa em
RNAlater ¢ armazenada a temperatura de —20 C° até o momento da extra¢do do RNA. Para
proceder a extragao. a amostra de tecido foi removida do RNAlater e o excesso de liquido drenado
usando um forceps. A seguir, foi separado aproximadamente 150 mg do tecido que foi rompido e
homogeinizado utilizando o aparelho TissueRuptor (Qiagen) na presenga de tampio de lise durante
15-90 segundos. Apds o preparo da amostra, foi extraido RNA total utilizando RNeasy Fibrous
Tissue Midi Kit da Qiagen respeitando as instrugdes do fabricante. O RNA total foi quantificado em
espectrofotometro (Gene Quant pro RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia Biotech Inc.) a
260 nm ¢ sua integridade verificada em gel de agarose 2% (v/v). Para verificar a presenca de
contaminagado, principalmente por proteinas, observa-se a relagdo Aj/Asg que deve estar entre 1.8
e 2.

A primeira fita de ¢cDNA foi sintetizada utilizando o kit SuperScript® 11 First-Strand
Synthesis SuperMix, seguindo as orienta¢des do fabricante. O ¢cDNA produzido foi quantificado e

armazenado a -70°C até o momento da reacgéo de PCR.

PCR dos genes 1L-2, TNF-q, IL-4, 1L-10 e TLR-2, GAPDH, 18SrRNA ¢ B-actina

Os primers utilizados neste estudo foram sintetizados pela empresa Prodimol Biotecnologia.
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Tabela | — Seqiiéncias dos primers forward e reverse de cada gene e suas respectivas referéncias.

Gene Primer Sequéncia (5' - 3") B Referéncia

IL-2 F GGATTTACAGTTGCTTTTGGAGAAA  Leutenegger et al.. 2000
R GCACTTCCTCTAGAAGTTTGAGTTCTT

[FN-gama F TGGATACATCAAGCAAGACATGTT  Leutenegger ct al.. 2000
R ACGTCATTCATCACTTTCATGAGTTC

INI-alta T TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAGT  Leutenegger et al.. 2000
R CCATGAGGGCATTGGCATAC

[L-10 3 CCAAGCCTTGTCGGAAATGA Moussay et al., 2006
R GTTCACGTGCTCCTTGATGTCA

[L-4 F CATGCATGGAGCTGCCTGTA Waldvogel et al. 2000
R AATTCCAACCCTGCAGAAGGT

TLR-2 F GGCAACAGAGACCTGCAGAG Doyle et al., 2006
R ACTTTCATCGGTGAATIGCAC

GAPDH F GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA Leutenegger et al.. 2000
R CCCTCCACGATGCCAAAGT

B-actina F AGCAAGCAGGAGTACGATGAGT Robinson et al.. 2007
R ATCCAACCGACTGCTGTCA

18S rRNA F GTAACCCGTTGAACCCCATT Robinson et al.. 2007

I8StrRNA R CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Para estudos de expressdo sdo utilizados genes constitutivos para normalizagao das
amostras. Tais genes devem ter expressdo em todos os tecidos e em todas as fases do
desenvolvimento e ndo devem ser afetados pelo tratamento experimental. O genes mais utilizados
para esta finalidade sdo genes da B-actina, gliceraldeido 6-fosfato desidrogenase (GAPDH) e
[8SrRNA (Ginzinger ef al..2002) sendo estes, também avaliados neste estudo.

Foram testadas 4 quantidades de cDNA para cada gene, sendo elas: 50 ng. 100 ng. 200 ng ¢
400ng. Para as rea¢des de PCR foram utilizados 200 nM de primer, | X de tampao PCR. 0.2 nM de
dNTPs e 0,03 U/ulL de Tag DNA polimerase totalizando um volume final de 25ul.. A condic¢do de
ciclagem foi: desnaturagfio incial a 95° Cpor 3 min seguida de 40 ciclos (93°C por 10 seg ¢ 35°C por
45 seg) ) realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems.

A corrida cletroforética dos produtos de PCR foram feitas em gel de Poliacrilamida 8% para
os genes 1L-20 TNF-o. 1L-4, 1L-10, GAPDH, 18SrRNA e B-actina e em gel de Agarose 1,5%

corado com brometo de etideo para o gene TLR2.

RESULTADOS PRELIMINARES E DISCUSSAO

Todos os genes estudados foram expressos na pele de bovino infestado com carrapato,
embora o gene IL-10 tenha apresentado uma amplificagdo muito fraca (Figura 1). Estudo de Wikel

el (1997) demonstrou que a alimentagdo do carrapato induz a produgio de citocinas em hospedeiros
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infestados. Outros trabalhos tém demonstrado que o carrapato parece modular a resposta imune do
hospedeiro induzindo preferencialmente resposta mediada por linfécitos TH2 com produgdo de
citocinas 1L-4 e 1L.-10 (Nakata et al., 2006; Wikel e Chaidez, 2001; Scholer ¢ Wikel . 2001). Em
nosso estudo ndo € possivel fazer tal avaliagio comparativa pois a PCR dos genes apresentam

eficiéncias diferentes e produtos de PCR inespecificos.

e

Figura | Gel de Poliacrilamida 8% para os genes IL-2,

INF-c. 1L-4, 1L-10, GAPDH, 18SrRNA e B-actina.

O gene IL.-2 apresentou produtos de PCR inespecificos, sendo veriticado produto de PCR
referente ao gene (banda de 165 pb) em todas as quantidades de ¢cDNA testadas, no entanto, foi
observado uma amplificagio menor em 50 ng de ¢cDNA, uma vez que a intensidade da banda foi
menor. Esta observagio é valida, também, para o gene TNF-0. que apresentou uma amplificagdo
menor em 50 ng e 100ng de ¢cDNA. A PCR para o gene TNF-o apresentou uma especificidade
maior quando comparado ao gene IL-2, porém podem ser verificado produtos inespecificos. A
presenca destes em analises de expressdo por PCR em tempo real utilzando corantes inespeciticos
pode superestimar os resultados de expressao.

() gene 1110 apresentou bandas muito fracas em todas as quantidades de ¢cDNA testadas.
Foi observado uma possivel banda bem definida para o gene IL-4. Os controles enddgenos
GAPDH. 18SrRNA ¢ B-actina apresentaram bandas muito fortes, este resultado € esperado, uma

vez que estes sdo constitutivos. sendo expressos em todas as células (FIGURA 1).



Para o gene TLR2 foi observado uma tinica banda (600 pb) referente ao gene. sendo a PCR
para este gene utilizando as condigdes mencionadas acima especifica. Nao houve produto de
amplificagio utilizando 50 ng de cDNA (FIGURA 2).

Figura 2 Gel de Agarose 1,5% para o gene TLR2

CONCLUSAO

Embora o trabalho esteja na sua fase preliminar, este foi importante para demonstrar a
expressdo de varios genes de citocinas envolvidas nos mecanismos imunologicos locais do
hospedeiro. Estudos que avaliem o perfil de expressdo por PCR em Tempo Real podem ajudar a
esclarecer aspectos da modulagdo da resposta imune pelo carrapato. sendo imprescindivel a
olimizacdo da PCR visando aumento da eficiéncia e especificidade da reagio a fim de obter

repetibildade e confiabilidade dos resultados.
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