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Resumo: Dentre os problemas sanitdrios na producdo animal, as doencas infectocontagiosas sdo as que
mais se destacam, sendo a mastite uma das principais doengas em gado de leite. Uma das op¢des mais
promissoras para a redugcdo dos problemas causados por esta doenca, além dos cuidados sanitdrios e de
manejo, € a selecdo de animais resistentes e a incorporacdo desta caracteristica aos rebanhos. Desta
forma, com o objetivo de compreender melhor os mecanismos de resposta imune envolvidos no fenétipo
resisténcia/susceptibilidade a esta doenga, foi realizada a quantificagdo da expressdo relativa do gene
TLR-2 em células do leite de vacas da raca Gir Leiteiro infectadas com Streptococcus agalatiae, um dos
principais patdgenos causadores da mastite. O RNA total foi extraido de células presentes no leite de 17
animais. O leite foi coletado imediatamente antes da inocula¢do do patdgeno (tempo 0) e 24 h apés a
inoculacdo (tempo 24). A andlise de expressdo génica foi feita utilizando-se a metodologia de PCR em
Tempo Real e as comparagdes do nivel de expressdo génica indicaram que no tempo 24 os animais
expressaram 4,8 vezes mais TLR-2 que no tempo 0 (p<0,001).
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Expression profile of TLR-2 gene on milk cells from Dairy Gyr cows infected with

Streptococcus agalactiae

Abstract: Among health problems in livestock production, infectious contagious diseases are those that
most distinctive, and the mastitis is of major diseases in dairy cattle. One of the most promising options
for reducing the problems caused by this disease, in addition to health care and management, is the
selection of resistant animals and the incorporation of this feature in droves. Thus, in order to better
understand the immune response mechanisms associated with mastitis resistance/susceptibility to this
disease, it was done the relative expression quantification of the TLR-2 gene on milk cells from Dairy
Gyr cows infected with Streptococcus agalactiae, is one of the most important pathogens causing
mastitis. Total RNA was extracted from cells presents on milk of 17 animals. Milk was collected
immediately before the inoculation of pathogen (time 0) and 24 hours after the inoculation (time 24).
Analysis of gene expression it was done using Real Time PCR and the comparison of gene expression
level indicated that at time 24 the animals expressed 4,8 times more 7LR-2 than at time 0 (p<0,001).
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Introducio
A pecudria leiteira € uma das atividades mais importantes do agronegécio brasileiro, porém ainda
ha vdrios entraves que precisam ser resolvidos para que se possa manter a sustentabilidade e a
competitividade do setor. Dentre os problemas de sanidade, as doencas infectocontagiosas sdo as que
mais se destacam, sendo a mastite a principal doenga no aspecto econdmico. A mastite caracteriza-se por
uma resposta inflamatéria na glandula mamadria causada por alteracdes metabdlicas e fisioldgicas,
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traumas, ou mais frequentemente por micro-organismos patogénicos ambientais ou contagiosos (Oviedo-
Boyso et al., 2006).

As ragas zebuinas e seus cruzamentos tem grande importincia na composicdo da pecudria
brasileira, representando cerca de 80% do rebanho bovino efetivo nacional. A raga Gir Leiteiro exerce
destacado papel neste contexto e vem crescendo em importancia no Brasil e em paises da América
Latina, Africa e Asia, por ser amplamente utilizada nos cruzamentos, principalmente com a raca
Holandesa, por incorporar rusticidade e produtividade além de ser eficiente na producio de leite a baixo
custo (Ferreira et al., 2007; Vercesi Filho et al., 2007).

Uma das op¢des mais promissoras para a redu¢do dos problemas causados pela mastite, além dos
cuidados sanitdrios e de manejo, € a selecdo de animais resistentes e a incorporagdo desta caracteristica
aos rebanhos. Por isso, estudos com a finalidade de melhor compreender os processos bioldgicos
envolvidos na determinac@o das respostas de resisténcia as doengas sdo fundamentais na resolucdo de
problemas e desenvolvimento de solug¢des tecnoldgicas. Os receptores Toll-like (TLR) sdo importantes na
deteccdo de moléculas de patégenos invasores e na indugdo do mecanismo de defesa do hospedeiro, além
disso um estudo anterior mostrou que houve aumento na expressido de TLR-2 (Toll-like receptor 2) em
vacas com mastite (Goldammer et al. 2004). Tendo esta premissa em vista, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar a expressdo do gene TLR-2 em células presentes no leite de bovinos da raca Gir Leiteiro
infectados com Streptococcus agalactiae antes da inoculacdo e 24 h apds a inoculagdo do patégeno.

Material e Métodos

Foram utilizadas 17 vacas Gir Leiteiro provenientes da Fazenda Experimental Getilio Vargas da
EPAMIG, localizada no municipio de Uberaba (MG). Para selecionar os animais que iriam fazer parte do
grupo experimental, 105 vacas passaram por uma triagem de exames microbiolégicos e foram escolhidas
com base nos critérios de histérico de mastite nos ultimos cinco anos, ordem de parto e Contagem de
Células Somdtica. O exame microbioldgico foi repetido por trés vezes e todas as vacas selecionadas para
experimento apresentaram resultado negativo para S. agalactiae nos trés exames microbioldgicos. Além
disso, os animais passaram por exame clinico do dbere e teste da caneca antes da coleta das amostras.
Para cada uma das vacas foram coletados 200 mL de leite em tubos estéreis nos tempos O h e 24 h apds a
inoculacdo do patégeno. Para inoculagdo artificial utilizou-se uma cepa de S. agalactiae isolada de uma
cultura pura do leite de uma vaca com mastite subclinica, pertencente a Colecdo de Culturas de
Microrganismos Causadores de Mastite mantida na Embrapa Gado de Leite. Os exames microbiolégicos
e clinicos confirmaram que a sintomatologia apresentada pelos animais foi proveniente de infeccio com
S. agalactiae, além disto, apds a coleta das amostras todos os animais foram tratados e tiveram a sua cura
confirmada por exames clinicos e microbioldgicos.

O RNA total das amostras de leite foi extraido utilizando-se o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA, EUA) seguindo-se as recomendacdes do fabricante e, a fim de remover qualquer
contaminagdo com DNA gendmico, foi realizada a digestdo com DNase (RNase-free DNase Set —
Qiagen). A qualidade das amostras de RNA foi avaliada pelo Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilente, Palo
Alto, CA), sendo a média do indice de integridade do RNA (RIN) igual a cinco; e as concentragdes
foram determinadas por espectrofotometria usando o NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, EUA).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando-se o Kit SuperScript 11l First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), sendo as concentra¢des médias do cDNA das
amostras estimadas por espectrofotometria e entdo o cDNA fita simples foi estocado a -20-C até o uso na
reacdo de PCR em Tempo Real (qPCR).

As reagdes de qPCR foram realizadas utilizando-se o kit SYBR Green® PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os primers
utilizados para avaliar a expressdo do gene TLR-2 e os dois controles endégenos (GAPDH e Ubiquitina)
foram desenhados usando o programa Primer Express (Applied Biosystem) a partir de sequéncias
obtidas do banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Ap6s 40 ciclos de amplificagdo
todas as amostras foram submetidas a andlise da curva de dissociag¢do, a fim de validar a auséncia de
produtos ndo especificos e dimeros de primers. Antes da quantificagdo em tempo real, as reagdes de PCR
foram otimizadas para todos os genes, para tanto, foram testadas trés quantidades de cDNA (100, 200 e
400 ng/reacdo) e quatro diluicdes de primer (50, 100, 200 e 400 nM). Depois de estabelecidas as
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melhores condi¢des, efetuou-se a validacdo do experimento por meio da determinacdo da eficiéncia de
amplificacdo das amostras, ja que na quantificacdo relativa € necessdrio que as eficiéncias de
amplificacdo do alvo e do controle end6geno sejam aproximadamente iguais. Cada amostra foi feita em
duplicata em placas 6pticas de reagdo de 96 pocos, seladas com filme adesivo éptico e amplificadas no
ABI 7300 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Os dados obtidos durante a reacdo de PCR em
Tempo Real, gerados pelo equipamento ABI 7300 Real-Time PCR, foram analisados pelo programa
REST®© 2008 versao 2.0.7, disponivel em http://www.gene-quantification.de/rest-2008.html que utiliza o
modelo Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test para comparar a diferenca de expressio entre

0s tempos.

Resultados e Discussao

A eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e dos controles enddgenos foi de 0,8 a 1,0 e, durante a
curva de dissociagdo, ndo foram observados picos referentes a dimeros de primers ou produtos
inespecificos. Para o gene TLR-2 foram utilizados 50 nM de primer e 100 ng de cDNA por reagdo, ja
para os controles endégenos foram utilizados 100 ng de cDNA por reagdo e 200 nM de primer. O
coeficiente de variag@o das duplicatas dos Ct de cada amostra ndo ultrapassou 5%.

Foi feita a comparagdo do nivel de expressdo génica dos animais nos diferentes horarios de coleta
do leite. No tempo 24 houve um aumento de expressdo do gene TLR-2 de 4,8 vezes em relacdo ao tempo
0 (p<0,001), de acordo com as andlises feitas pelo programa REST® 2008.

A imunidade inata predomina na fase inicial da infec¢@o e ¢ mediada por macréfagos, neutréfilos,
células Natural Killer e citocinas. Ela reconhece e responde a diferentes patégenos, mesmo se o
organismo nunca tiver sido infectado por aquela espécie. Particularmente, as bactérias possuem
diferentes estruturas de parede celular que sdo reconhecidas por receptores de membrana. Estas estruturas
sdo de lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos (PGN) e dcido lipoteicéico (LTA), os quais
constituem os padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated
molecular patterns). Esses PAMPs sido reconhecidos por receptores Toll-like (TLRs), que estdo
localizados nas membranas celulares e endossomais. A interacio entre os PAMPs e TLRs de células do
sistema imune induz a produgdo de citocinas e outros mediadores enddgenos que sdo essenciais na
protecio do organismo contra micro-organismos patogé€nicos. O TLR-2 ¢é responsdvel pelo
reconhecimento de LTA e PGN de bactérias gram-positivas (Hirschfeld et al., 2000; Takeuchi et al.,
2000) e a bactéria S. agalactiae, causadora da mastite neste experimento, € uma bactéria gram-positiva, o
que justifica o aumento da expressao deste gene e corrobora dados da literatura (Goldammer et al. 2004).

Conclusio
Foi possivel verificar diferenca no perfil de expressdo do gene TLR-2 em relagdo ao fendtipo
resisténcia/susceptibilidade a mastite entre os animais considerados neste trabalho. Novos estudos
deverdo incluir outros genes envolvidos na resposta de resisténcia a mastite a fim de compreender melhor

os mecanismos de resposta imune.
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