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Resumo™: A mastite caracteriza-se por uma resposta inflamatéria na glindula mamadria causada frequentemente por
micro-organismos patogénicos ambientais ou contagiosos. Os genes envolvidos na resposta imune tém sido
apontados como fortes candidatos para o fenétipo de resisténcia e susceptibilidade a esta doenga. Portanto, por meio
da técnica de PCR em tempo real, foi avaliado o perfil de expressdo do gene TGF-f1 em células presentes no leite
de 17 vacas Gir infectadas artificialmente com uma estirpe de Streptococcus agalactiae nos tempos 0, 4, 9 e 24
horas apds a inoculagdo do patégeno. As comparagdes do nivel de expressdo génica indicaram que houve um
aumento na expressio de TGF-fI em todos os tempos analisados em relacdo ao tempo 0, com diferenca
significativa (P<0,05) nos contrastes 0 h vs 4 h e 0 h vs 24 h. A diferenca no perfil de expressio deste gene sugere
que possivelmente o TGF-f1 desempenhe um papel importante nos mecanismos de resisténcia a mastite bovina.

Palavras—chave: mastite, PCR em tempo real, pecudria leiteira, resposta imune
Gene expression profile of TGF-£1 in milk cells from Dairy Gyr cows infected with Streptococcus agalactiae

Abstract: Mastitis is characterized by an inflammatory response in the mammary gland often caused by
environmental or contagious pathogenic microorganisms. The genes involved in immune response have been
suggested as strong candidates for the resistance phenotype and susceptibility to this disease. Therefore, by means
of real time PCR technique it was evaluated the profile for the expression of TGF-f1 gene in milk cells of 17 Gyr
cows artificially inoculated with a strain of Streptococcus agalactiae at 0, 4, 9 and 24 hours after inoculation.
Comparisons of the level of gene expression indicated that there was an increased in expression of TGF-f1 in all
times analyzed in relation to time 0, with significant difference (P <0.05) in contrasts O h vs 4 h and 0 h vs 24 h.
The difference in the expression profile of this gene suggests that TGF-f1 possibly plays an important role in the
mechanisms of resistance to bovine mastitis.
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Introducio

A mastite caracteriza-se por uma resposta inflamatéria na glandula mamadria causada frequentemente por
micro-organismos patogénicos ambientais ou contagiosos (Oviedo-Boyso et al., 2007), dentre estes a bactéria gram-
positiva Streptococcus agalactiae. Esta doenga causa grandes prejuizos econdmicos na pecudria leiteira, pois reduz
a produtividade do rebanho, diminui a qualidade dos produtos lacteos, quando analisados os aspectos nutricionais e
de contaminagdo por patogenos e residuos de antibidticos, aumenta os custos com a mao de obra, com o tratamento
dos animais e descarte do leite. Além disso, exerce grande preocupacdo quanto ao bem-estar animal (Contreras e
Rodriguez, 2011).

No entanto, apesar de nos tltimos anos uma grande variedade de perfis imunolégicos e respostas associadas
terem sido descritas apds a infeccdo da glandula mamdria com bactérias gram-positivas e gram-negativas, nenhum
trabalho analisou o perfil de resposta em animais zebuinos quando infectados com S. agalactiae. Ha indicios de que
existam diferencas no perfil de resposta a mastite clinica entre animais Gir, Holandeses e mesticos, por isso, o
estudo do perfil de resposta as diversas doengas em gado de leite deve ser feito nos diferentes grupos ou ragas, para
que estas respostas sejam comparadas, a fim de verificar as semelhancas e os diferentes mecanismos de resposta.

Estudos com bactérias gram-positivas descreveram um maior influxo de leucdcitos na glandula mamaéria e a
expressdo de uma grande variedade de citocinas e mediadores inflamatdrios (Alluwaimi et al., 2003; Bannerman et
al., 2004). Por isso, os genes envolvidos na resposta imune tém sido apontados como fortes candidatos para
resisténcia e susceptibilidade a mastite. A identificacdo de fatores que contribuem para a predisposicao da glandula
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mamadria a mastite facilitard o desenvolvimento de novas estratégias de controle a esta doenga (Bruno et al., 2010),
como, por exemplo, a identificacdo de genes que possam ser utilizados como marcadores para resisténcia a mastite
nos programas de melhoramento animal.

Portanto, por meio da técnica de PCR em tempo real (QPCR), foi avaliado o perfil de expressdo do gene
TGF-p1 em células presentes no leite de vacas Gir infectadas artificialmente com uma estirpe de S. agalactiae nos
tempos 0, 4, 9 e 24 horas ap6s a inoculacio do patdgeno.

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 microbioldgicos, histérico de mastite nos udltimos cinco anos,
ordem de parto e contagem de células somdtica. O exame microbiolégico foi repetido por trés vezes e todas as
vacas selecionadas para experimento apresentaram resultado negativo para S. agalactiae nestes trés exames.

Para cada uma das 17 vacas foram coletados 200 mL de leite em tubos estéreis nos tempos O h, 4 h, 9 h e 24
h ap6s a inoculacio do patégeno. Para inoculagdo artificial utilizou-se uma estirpe de S. agalactiae isolada de uma
cultura pura do leite de uma vaca com mastite subclinica, pertencente a Cole¢do de Micro-organismos da Embrapa
Gado de Leite. Os exames microbioldgicos e clinicos confirmaram que a sintomatologia apresentada pelos animais
foi proveniente de infeccdo com S. agalactiae. O RNA total das amostras de leite foi extraido utilizando-se o
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo-se as recomendacdes do fabricante e todas as amostras
foram tratadas com DNase (RNase-free DNase Set - Qiagen). A qualidade das amostras de RNA foi avaliada no
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilente, Palo Alto, CA) e as concentracdes foram determinadas por espectrofotometria
usando o NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). O cDNA foi sintetizado
utilizando-se o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
entdo foi estocado a -20°C até o uso na reacio de 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 TGF-f1 (transforming growth factor 1) e dos dois controles endégenos (RPLPO e
Ubiquitina) foram desenhados utilizando-se o programa Primer Express (Applied Biosystem) a partir de sequéncias
obtidas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Apés 40 ciclos de amplificacdo todas as
amostras foram submetidas a andlise da curva de dissociacdo, a fim de validar a auséncia de produtos ndo
especificos e dimeros de primers. Antes da quantificacdo em tempo real, as reagdes de PCR foram otimizadas para
todos os genes e, depois de estabelecidas as melhores condi¢des, determinou-se a eficiéncia de amplificacdo das
amostras, ja que na quantificagdo relativa é necessario que as eficiéncias de amplificacdo do alvo e do controle
endégeno sejam préximas. Cada amostra foi feita em duplicata e amplificadas no ABI 7300 Real Time PCR Systems
(Applied Biosystems). Os dados obtidos durante a reacdo de PCR em tempo real foram analisados pelo programa
REST®2009, desenvolvido por M. Pfaffl (Technical University Munich) e Qiagen, disponivel em http://www.gene-
quantification.de/rest-2009.html, a fim de comparar a diferenca de expressdo entre os tratamentos.

Resultados e Discussao

A eficiéncia de amplifica¢do do gene alvo e controles endégenos variaram de 0,8 a 1,0 e, durante a curva de
dissociacdo, ndo foram observados picos referentes a dimeros de primers ou produtos inespecificos. Para todos os
genes foram utilizados 100 nM de primer e 100 ng de cDNA por reacdo e o coeficiente de variacdo das duplicatas
dos Ct de cada amostra ndo ultrapassou 5%. Observa-se na Figura 1 que, de forma geral, houve um aumento na
expressdo de TGF-f1 em todos os tempos analisados em relagdo ao tempo 0, com diferenca significativa (P<0,05)
nos contrastes O h vs 4 h e 0 h vs 24 h. No tempo 9 pode ser observada uma queda nos niveis de TGF-f1, o qual
voltou a aumentar no tempo 24, fato que pode ser verificado pelo aumento de duas vezes na expressdo deste gene
(P<0,05). Por essa razao houve downregulation entre os tempos 4 ¢ 9 (P<0,05) e ndo houve diferenca significativa
entre os tempos 0 e 9 (P>0,05). Corroborando os resultados encontrados neste estudo, Chockalingam et al. (2005)
verificaram aumento na expressdo da proteina TGF- Bl em leite de tuberes infectados com Escherichia coli,
enquanto Bannerman et al. (2005) verificaram o mesmo efeito quando a mastite foi induzida por Pseudomonas
aeruginosa.

Embora a inflamacao seja um componente essencial da resposta do hospedeiro & infec¢@o intramamadria, uma
resposta inflamatéria prolongada pode danificar o revestimento epitelial da glandula mamadria e levar a reducio
permanente na produgdo de leite (Paape et al., 2003). Neste contexto, a participacdo de citocinas anti-inflamatérias,
como os membros da familia TGF-B, sdo de extrema importincia para minimizar os efeitos das citocinas
inflamatdrias.
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Figura 1. Expressdo relativa do gene TGF-f1 nos tempos 4, 9 e 24 horas apds a inoculagdo do patégeno em relacio
ao tempo 0. Os asteriscos indicam que houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tempos O hvs 4 he
Ohvs24h.

Conclusdes
Foi possivel verificar diferenca no perfil de expressdo do gene TGF-fI entre os tempos analisados apés a
inoculagdo de S. agalactiae, sugerindo que possivelmente este gene desempenhe um papel importante nos
mecanismos de resisténcia a mastite bovina. 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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