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“Um homem precisa viajar.

Por sua conta, ndo por meio de historias, imagens, livros ou tv.
Precisa viajar por si, com seus olhos e pés, para entender o que € seu.
Para um dia plantar as suas prdprias arvores e dar-lhes valor.
Conhecer o frio para desfrutar do calor. E o oposto.

Sentir a distancia e o desabrigo para estar bem sob o proprio teto.
Um homem precisa viajar para lugares que nao conhece
para quebrar essa arrogancia que nos faz ver o mundo como o
imaginamos, e ndo simplesmente como € ou pode ser;
que nos faz professores e doutores do que ndo vimos,
quando deveriamos ser alunos,

e simplesmente ir ver"

Amir Klink
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RESUMO

FONSECA, Isabela; M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Perfil da expressao de genes relacionados a resisténcia a
mastite em bovinos leiteiros. Orientadora: Simone Eliza Facioni
Guimaraes. Co-orientadores: Marta Fonseca Martins Guimaraes e Paulo
Savio Lopes.

Na producdo animal, dentre os problemas de sanidade, as doengas
infecto-contagiosas sao as que mais se destacam, sendo a mastite uma das
principais doengas. Uma das opgdes mais promissora para a redugao dos
problemas causados pelas doengas infecto-contagiosas, além dos cuidados
sanitérios, € a selegcdo de animais resistentes e a incorporacdo desta
caracteristica aos rebanhos. Como ferramenta para a sele¢cdo de animais
melhores adaptados e mais produtivos pode ser utilizada a estratégia de
genes candidatos, e para sua escolha é importante caracterizar a expressao
génica em animais resistentes e susceptiveis as doencas. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi caracterizar a expressdo de genes que
podem estar relacionados com o fenétipo de resisténcia/susceptibilidade a
mastite. Para tanto, foi investigada a expresséo dos genes IL-2, IL-4, IL-6, IL-
8, IL-10, IFN-ye TNF-a1 em células presentes no leite de fémeas bovinas
com e sem mastite, por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR). Foram avaliados seis animais da raga Holandesa Preto e Branco
(PB) e seis animais da raga Gir Leiteiro, sendo trés com mastite e trés sem
mastite dentro de cada ragca. O RNA total extraido a partir de células
presentes no leite de cada animal, foi usado na confecg¢ao da primeira fita de
cDNA e as reagoes de gPCR foram realizadas usando-se o gene GAPDH
como controle enddgeno. Ao todo, cinco comparagdes foram feitas na
analise de expressdo de cada gene: vacas sem mastite vs vacas com
mastite de ambas as racgas; vacas da raga Holandesa sem mastite vs vacas
da raga Holandesa com mastite; vacas da raga Gir sem mastite vs vacas da
raca Gir com mastite; vacas da raga Holandesa sem mastite vs vacas da
raca Gir sem mastite; vacas da raga Holandesa com mastite vs vacas da
raca Gir com mastite. Dentre os animais da raca Holandesa PB, aqueles que
apresentaram mastite clinica expressaram mais /L-10 (p<0,001). O gene /L-
10 também foi mais expresso (p<0,05) nas vacas com mastite em
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comparagao as vacas sem mastite quando consideradas ambas as racas.
Dentre as vacas higidas (sem mastite), as da raca Holandesa PB tenderam
a expressar em maior quantidade todos os genes considerados neste
estudo, sendo a expressdao dos genes IL-2 e IFN-y significativamente
diferente (p<0,001). Foi possivel verificar diferenca no perfil de expressao
dos genes considerados no presente trabalho em relagdo ao fendtipo
resisténcia/susceptibilidade a mastite entre as duas ragas estudadas. Porém,
a mastite € uma doenga multifatorial e afetada por muitos genes, portanto
S840 necessarios mais estudos que incluam outros genes e maior numero de
animais em diferentes fases de infeccao, de modo que o mecanismo de
resposta imune relacionado a mastite seja melhor compreendido e venha

gerar estratégias mais eficientes de controle e erradicagao da mastite.
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ABSTRACT

FONSECA, Isabela; M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2008.
Gene expression profile related to mastitis resistance on dairy cattle.
Adviser: Simone Eliza Facioni Guimarées. Co-advisers: Marta Fonseca
Martins Guimaraes and Paulo Savio Lopes.

Among health problems in livestock production, infectious contagious
diseases are those that stand out most being mastitis one of the main
disease conditions. One of the most promising ways to reduce problems
caused by infectious contagious diseases, besides sanitary control, is the
selection of resistant animals, in order to incorporate this trait within the herd.
The candidate gene strategy might be used as a tool for the selection of best
adapted and more productive animals, whereas for the selection of the best
animals, characterization of genetic expression from susceptible and
resistant cows is important. Therefore, the objective of the present study was
to characterize the expression of genes that can be related with mastitis
resistance/susceptibility phenotype. Thus, an investigation was made on /L-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-yand TNF-ai] gene expression on milk cells from
Dairy Gyr and Holstein black-white (BW) cows with and without clinical
mastitis, throughout real-time quantitative PCR (qPCR) technique. Six
animals from each breed were evaluated — three with mastitis and three
without it. The total RNA was extracted from milk cells in order to synthesize
the cDNA’s first strand. For gPCR reactions, the GAPDH gene was used as
endogenous control. Five comparisons for each gene expression analysis
were made: Non-mastitis cows vs Mastitis cows from both breeds; Non-
mastitis Holstein cows vs Mastitis Holstein cows; Non-mastitis Dairy Gyr
cows vs Mastitis Dairy Gyr cows; Non-mastitis Holstein cows vs Non-mastitis
Dairy Gyr cows; Mastitis Holstein cows vs Mastitis Dairy Gyr cows. Within
Dairy Holstein BW animals, the /IL-10 gene had the highest expression in
mastitis animals (p<0.001), and on both breeds the /L-10 also had a higher
expression on mastitis animals (p<0.05). It was also possible to identify in the
healthy group a higher expression of all genes on the Holstein breed (p>0.5),
being the expression of the genes IL-2 and IFN-y significantly different
(p<0.001). It was possible to verify a difference, between the two breeds, on
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the gene expression profile of mastitis resistance/susceptibility phenotype.
However, mastitis is a multifatorial disease and is affected by a large number
of genes, so more genes and animals under different infection stages must
be used on further studies to a better understanding of the immune response
mechanism and design of more efficient strategies for control and eradication
of mastitis.



1. INTRODUCAO

A pecuéria leiteira é uma das atividades mais importantes do
agronegdcio brasileiro. O Brasil € o sétimo maior produtor de leite do mundo,
sendo responsavel por cerca de 4,4% da producao mundial, produzindo em
2006 aproximadamente 25,7 bilhdes de litros, além de possuir um dos
maiores rebanhos mundial com cerca de 213.583 mil animais
(http://www.agricultura.gov.br/portal/, acessado em 13/09/07). A cadeia
produtiva leiteira € uma das mais importantes no pais, sdo cerca de 1,2
milhées de produtores de leite, estd presente em quase todas as regioes,
gera cerca de 3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, usa
intensivamente mao-de-obra, fixando deste modo a populagdo rural no
campo, sendo que as exportacdes brasileiras de produtos lacteos geraram
uma receita de US$ 168,6 milhdes em 2006 (http://www.iea.sp.gov.br/OUT/
verTexto.php?codTexto=9105, acessado em 13/12/07).

Na ultima década, aconteceram intensas transformacdes na cadeia
produtiva do leite 0 que levou a re-estruturacao de todos os elos da cadeia,
possibilitando maior competitividade. Isto tudo culminou em crescimento de
quase 60% na producao de leite no periodo entre 1991 e 2005. Produtos
novos € com melhor qualidade tém sido disponibilizados para o mercado
consumidor, levando a um faturamento de R$ 66,3 bilhdes em 2005, o maior
da industria de alimentos do Brasil (http:/www.cileite.com.br/cileite.html,
acessado em 13/09/07).

Apesar das estatisticas mostrarem a constante evolugdo da cadeia
produtiva do leite, ainda ha varios entraves que precisam ser resolvidos para
que se possa manter a sustentabilidade e a competitividade do setor. No
Reino Unido, avangos no melhoramento genético ocasionaram rapido
aumento na producao leiteira, equivalente a 3,7% ao ano, desde a década
de 80. Cerca de 60% deste aumento na producgéo € atribuido ao progresso
da selecao genética, e os demais 40% estao associados as melhorias nas

praticas de manejo. A selecdo genética direcionada para o aumento da



producao de leite contribuiu indiretamente para o incremento das
enfermidades. Pesquisas apontam que os principais problemas associados a
selecdo para alta producao de leite sdo: aumento na contagem de células
somaticas (CCS) e aumento associado nas taxas de descarte involuntario
(http://www.sac.ac.uk/research/animalhealthwelfare/dairy/breeding/,
acessado em 20/09/07).

Varios fatores, tais como clima, instalacées, mao-de-obra, potencial
zootécnico e genético, politicas publicas e sanidade fazem com que a
atividade de producao de leite seja bastante onerosa e com baixa
produtividade. Dentre os problemas de sanidade, as doengas infecto-
contagiosas sédo as que mais se destacam, sendo que a mastite € a principal
doenca no aspecto econdmico. Como prejuizo para a atividade pode-se citar
a reducdo da produtividade e a baixa qualidade dos produtos lacteos,
quando analisados o0s aspectos nutricionais e de contaminagdo por
patdgenos e residuos de antibidticos, aumento dos custos com a mao-de-
obra, tratamento dos animais (remédios - antibiéticos e antiinflamatérios) e
descarte do leite. Pesquisas indicam que as perdas econémicas mundiais
causadas pela mastite podem alcancar 35 bilhdes de dolares por ano, sendo
que, para o Brasil ainda nao existem indices confiaveis, mas acredita-se que
sejam significativas (Polititis et al., 1995; Giraudo et al., 1997; Pereira et al.,
2001).

A mastite ou mamite caracteriza-se pela resposta de inflamacao na
glandula mamdria causada por alteragdes metabodlicas e fisiologicas,
traumas ou, mais freqlentemente, por microrganismos patogénicos
ambientais ou contagiosos (Oviedo-Boyso et al., 2006). O leite de glandulas
mamarias com mastite clinica ou de vacas tratadas com antibi6ticos €
improprio para o consumo humano. Além disso, o animal com mastite
clinica pode ter a sua producao leiteira reduzida de 15 a 20%, e este produto
apresenta concentracdbes menores de caseina, lactose e minerais, alta
concentracao de proteina total, aumento no niumero de células somaticas, na
concentracdo de imunoglobulinas e de lipases além de alteragbes na
concentracao de célcio e fésforo, ndo sendo permitida por lei sua utilizagao.

Quando o animal apresenta mastite subclinica, o leite pode ser consumido e



utilizado na fabricagdo de derivados. Entretanto, devido as alteragbes na
composicao, podem ocorrer significativas redugdes no rendimento industrial
e na qualidade dos produtos lacteos, sendo 0s queijos 0s mais severamente
afetados, ja que a industria processa o leite de vacas com mastite
juntamente com o de animais higidos, resultando em produtos de menor
rendimento, altera¢cdes de sabor e odor e vida de prateleira mais curta
(Machado et al., 1993; Gadini et al., 1997; Hortet e Seegers, 1998; Norman
et al., 1999; Coulon et al., 2002).

Uma das formas que tem se mostrado mais promissora para reducao
dos problemas causados pelas doencas infecto-contagiosas, além dos
cuidados sanitarios, é a selecdo de animais resistentes as doencas e a
incorporagdo desta caracteristica aos rebanhos, ja que dificilmente serdo
produzidas vacinas efetivas devido a grande variedade de microrganismos
causadores de mastite (Detilleux et al., 1994). Além disso, a atual tendéncia
da conscientizacdo do consumidor quanto a qualidade/procedéncia do
alimento e a busca pela reducdo do uso da antibioticoterapia nos animais,
aumenta a importancia da resisténcia do rebanho as enfermidades.

A busca de maior produtividade dos bovinos sustenta-se,
principalmente, na sanidade animal, no melhoramento genético e na
alimentacdo adequada. A adaptacdo dos animais frente a diversidade de
ambientes vem sendo buscada por programas de cruzamentos de ragas
diferentes ou de subespécies diferentes (B. taurus e B. indicus), na obtencao
de um equilibrio entre a producdo e a adaptabilidade, cujos componentes
sao relacionados negativamente (Conceicdo Jr., 1997). Neste sentido, a
identificacdo dos genes responsaveis por conferir resisténcia a mastite e o
seu posterior emprego em programas de melhoramento genético constitui
abordagem efetiva para o incremento genético da resisténcia a esta doenca,
com aumento de produtividade e competitividade da pecuaria leiteira.
Estudos com a finalidade de melhor compreender os processos biologicos
envolvidos na determinacdo das respostas de resisténcia a doencas sao
fundamentais na resolugdo de problemas e desenvolvimento de solugdes
tecnologicas.

As ragas zebuinas e seus cruzamentos apresentam grande

importédncia na composi¢cao da pecudria brasileira, representando cerca de



80% do rebanho bovino efetivo nacional. A raca Gir Leiteiro exerce
destacado papel neste contexto por ser uma raga que incorpora rusticidade,
produtividade e docilidade, além de ser eficiente na producao de leite a baixo
custo (Ferreira et al., 2007). Esta raca vem crescendo em importancia no
Brasil e em paises da América Latina, Africa e Asia, por ser amplamente
utilizada nos cruzamentos, principalmente com a raga Holandesa, para a
producéo de animais leiteiros adaptados as condi¢bes tropicais, além de ser
importante alternativa para a producao de leite como raga pura. Em venda
de sémen, a raga Gir Leiteiro ocupa o primeiro lugar com mais de 50% do
sémen comercializado para leite produzido no Brasil (Vercesi Filho et al.,
2007). Ja a raga Holandesa é a mais difundida entre as racas européias
criadas no Brasil (Costa et al., 2007), além de ser mundialmente conhecida
como a maior produtora de leite dentre as espécies bovinas.

O conhecimento gerado pelo estudo da expressdao de genes
candidatos pode ser utilizado na selecdo de animais melhor adaptados e
mais produtivos. Estes genes podem ser usados como marcadores
moleculares em programas de melhoramento animal. A selegcao de animais
mais resistentes baseada no conhecimento do perfil genético dos animais
possibilita a redugdo de aplicacbes de medicamentos, com consequente
reducdo nos niveis de contaminacdo dos produtos e do meio ambiente.
Desta forma, € importante identificar e caracterizar a expressdo génica em
animais higidos e com mastite para posterior utilizacdo destas informacoes
na busca de genes que possam ser testados e validados como marcadores
para tais condices fisiologicas. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar a expressao de genes relacionados com o fenétipo
de resisténcia/susceptibilidade a mastite. Para tanto, foi investigada a
expressao dos genes interleucina 2 (/L-2), interleucina 4 (/L-4), interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (/L-8), interleucina 10 (/L-10), interferon gama (/FN-») e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-&) em fémeas bovinas com e sem

mastite clinica das racas Holandesa Preto e Branco (PB) e Gir Leiteiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite bovina e seu impacto sobre a pecuaria

A mastite ou mamite bovina é a doenca de maior incidéncia nos
rebanhos bovinos no mundo, afetando até mesmo rebanhos que adotam
programas de controle. As conseqléncias mais sérias sdo as consideraveis
perdas econémicas acarretadas pela diminuicdo de qualidade e quantidade
do leite, aumento nos custos de tratamento e servicos veterinarios, e nos
casos clinicos, no descarte de toda a producéo de leite do animal ou até
mesmo em casos extremos, na morte do mesmo (Nonnecke e Harp, 1988;
Schutz, 1993; Veiga et al.,1994).

A mastite € uma doencga complexa caracterizada pela inflamacao da
glandula mamaria em resposta a microrganismos patogénicos que penetram
na glandula através do canal do teto e se multiplicam, podendo invadir o
tecido mamario (Oviedo-Boyso et al., 2006). A resposta inflamatéria pode ser
causada também por fatores quimicos, fisicos ou traumaticos. Ela é
considerada uma doenca multifatorial, em que fatores de risco relacionados
ao hospedeiro (condi¢cbes fisiolégicas e genéticas), ao microrganismo
patogénico e ao ambiente contribuem para a ocorréncia da doencga (LeBlank
et al., 2006).

Existem duas formas de mastite: a subclinica e a clinica. A mastite
subclinica ocorre quando o patégeno infecta um ou mais quartos mamarios.
Neste caso ocorre o desenvolvimento de reacao inflamatéria, mas néo ha o
aparecimento de sintomas clinicos e, assim, o leite produzido tem aparéncia
normal (Ruegg, 2001). Nesta situacao, o sistema imune do animal responde
a este desafio por meio do envio de células de defesa, principalmente
neutrofilos polimorfonucleados, para o local a fim de combater o patégeno.
Esta resposta é verificada por um aumento da contagem de células
somaticas (CCS) no leite. Em um animal saudavel, a CCS é geralmente

menor que 200.000 células/mL, valores maiores estdo associados quase



sempre a infeccao por bactéria. A mastite clinica, por sua vez, € verificada
quando o leite tem uma aparéncia anormal ou a vaca apresenta sinais
sistémicos da doencga. Os sintomas mais comuns sdo a producao de leite
com grumos ou ralo, tetas avermelhadas com temperatura elevada e perda
do apetite (Smith et al., 1985; Oviedo-Boyso et al., 2006).

Os microrganismos que causam a mastite sdo classificados como
contagiosos e ambientais, de acordo com o reservatério e/ou a via de
transmissao (Hogan e Smith, 1998). O reservatério primario dos patégenos
sdo as tetas da vaca e a via priméria de transmiss&o é de uma vaca para a
outra durante a ordenha por meio de equipamentos, ma higienizacao dos
tetos antes da ordenha e maos do ordenhador. Os patdbgenos mais comuns
sao Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactia. Muitas estirpes
destas bactérias sdo altamente adaptadas aos hospedeiros e estdo
associadas a mastite subclinica, podendo ocasionalmente, serem
responsaveis por casos de mastite clinica (Ruegg, 2001). O habitat de S.
agalactiae é a glandula mamaria, o que permite a sua erradicacao do
rebanho se animais infectados forem identificados e tratados corretamente
(Bartlett et al., 1992; Biggs, 1995; Rebuhn et al., 1995). Ja S. aureus é mais
dificil de ser controlado e pode invadir rapidamente todos os tipos celulares
da glandula mamaria (Tollersrud et al., 2000). A mastite causada por S.
aureus geralmente assume a forma subclinica e tem tendéncia a se tornar
cronica, além de apresentar baixa resposta a tratamento com antibiéticos
devido a sua localizagdo intracelular nas células epiteliais da glandula
mamaria (Dego et al., 2002; Leitner et al., 2003). Sendo assim, apés
tratamento de caso clinico causado por S. aureus, a CCS se mantém
elevada por um longo periodo, principalmente nas vacas multiparas.

O reservatorio para os patégenos ambientais sdo a agua, o estrume e
a sujeira presente no ambiente. As vacas entram em contato com estes
patégenos freqlentemente no curral e nas areas de passagem. Os
patbgenos ambientais mais comuns sdo os coliformes (Escherichia coli e
Klebsiella spp.) e outras espécies de estreptococos, sendo que
aproximadamente 85% das mastites causadas por microrganismos
ambientais sdo causadas por E. coli. Antes da ocorréncia de um caso de
mastite clinica causada por E. coli a CCS é normalmente baixa, sendo



praticamente igual ao nimero de CCS dos animais higidos ou com mastite
clinica ou subclinica. Além disso, apds a resolugéo do caso clinico, a CCS
sofre reducao bastante rapida, diferentemente dos casos causados por S.
aureus. Vacas com mastite clinica causada por E. coli apresentam também
mais sintomas sistémicos do que vacas com mastite clinica causada por S.
aureus, Streptpcoccus uberis e Streptpcoccus dysgalactiae (Haas et al.,
2002). Ha relatos que alguns agentes causam quadros de mastite mais
severa, 0 que leva a maiores perdas na producao de leite, como nos casos
de Mycoplasma spp., Arcanobacterium pyogenes, Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. (Grdhn et al., 2004).

A mastite causada por microrganismos compreende trés estadios: 1)
invasao do patégeno: deslocamento do patégeno através do canal do teto;
2) infecgdo: a bactéria coloniza as cisternas da glandula mamaéria,
dependendo da susceptibilidade do hospedeiro e da viruléncia do patégeno;
3) inflamagao: aumento da CCS e aparecimento dos sinais clinicos (Oviedo-
Boyso et al., 2006). Devido a estes aspectos, a resisténcia/susceptibilidade a
mastite € uma caracteristica complexa, ja& que varios fatores estao
envolvidos na sua fisiopatologia.

Em rebanhos especializados estima-se que a mastite seja a
responsavel por cerca de 15 a 34% das razdes de descarte em vacas
adultas e de até 10% em primiparas. A longevidade das vacas de um
rebanho € caracteristica que afeta consideravelmente os resultados
produtivos das fazendas. Quando a longevidade aumenta, geralmente ha
incremento da producdo de leite, pois se abre a oportunidade de maior
descarte das vacas de baixa producdo, e consequientemente, possibilita
maior quantidade de vacas adultas, cuja producao é maior que dos animais
jovens. A longevidade de um rebanho tem relagdo com o descarte voluntario
(animais de baixa produgéo) e involuntario (outras razdes, como infertilidade,
sanidade, etc). A reducao do descarte involuntario € uma forma de reduzir
custos e aumentar o lucro dos rebanhos. Por isso, maiores indices de
ocorréncia de mastite podem aumentar a taxa de descarte e os custos de
reposicao (Sewalem et al., 2006). Nos ultimos anos, as tendéncias
desfavoraveis para fertilidade e susceptibilidade a mastite em bovinos de

leite motivaram o0s paises europeus a revisarem 0s objetivos de seus



programas de selecdo e aumentarem a énfase nas caracteristicas nao
produtivas (VanRaden, 2004; Miglior et al., 2005).

2.2 Genética da resisténcia a mastite e genes candidatos

Devido ao grande numero de vias metabdlicas, moléculas e células
envolvidas na caracteristica de resisténcia, a mastite € uma caracteristica
muito complexa, que depende de componentes genéticos e também de
fatores ambientais e fisiol6gicos. Em uma definicdo mais ampla, a
resisténcia pode ser conceituada como sendo a habilidade que o hospedeiro
tem de evitar a infeccdo ou de rapidamente recuperar-se dela (Detilleux,
2002). Num sentindo mais restrito, a resisténcia pode ser definida como
sendo a capacidade do animal em impedir o estabelecimento, sobrevivéncia
e/ou desenvolvimento de uma bactéria em particular (Rainard e Riollet,
2006).

Existem, todavia, recursos genéticos nas regides tropicais que, se
adequadamente identificados, podem contribuir para a sustentabilidade dos
sistemas de producado animal. A variacao genética existente entre as racas
de B. taurus e B. indicus permite a identificacdo de caracteristicas
associadas a resisténcia as doencas, aos parasitas, ao calor e a qualidade
dos produtos. As atuais ferramentas da genética molecular possibilitam a
prospeccdo e o isolamento de genes associados a saude animal e a
qualidade de produtos. Grande parte dos trabalhos realizados para
identificar e estudar genes envolvidos na resposta de resisténcia a mastite
foi conduzido em ragas de origem européia (B. taurus). Além disso, a
resposta de animais zebuinos comparada com animais europeus ainda €
pouco caracterizada e entendida.

A maioria dos estudos sobre resisténcia a mastite focalizam o fenétipo
de CCS no leite e mastite clinica para inferir sobre o gendtipo de resisténcia.
Vérios trabalhos tém estabelecido herdabilidade moderada para CCS, h? =
0,10 a 0,14 e baixa para mastite clinica, h® < 0,10 (Detilleux et al., 1994;
Mrode e Swanson, 1996; Heringstad et al. 1999; Rupp e Boichard, 1999).



Também tem sido observado que vacas com baixa producdo sdo menos
susceptiveis a mastite, com correlagdo genética entre mastite clinica e
producdo de proteina e leite de 0,45 e 0,25, respectivamente. A CCS
também esta geneticamente correlacionada com mastite clinica, em que rg =
0,30 a 0,70 (Rupp e Boichard, 1999; Henringstad et al., 1999). No Brasil, os
dados para incidéncia de mastite sdo escassos, ndo fazendo parte dos
arquivos de dados zootécnicos dos bovinos de leite, o que prejudica a
realizacdo de levantamentos e analises genéticas para identificacdo e
selecdo de animais resistentes. A dificuldade em obter dados sobre os
indices de ocorréncia da doenca tem levado a utilizacdo do indice de CCS
pelas industrias, cooperativas laticinistas e centros de pesquisa, como
medida indireta da ocorréncia de mastite.

Varias abordagens moleculares sao destinadas a incrementar a
selecdo de animais resistentes as diversas enfermidades para posterior
emprego em programas de melhoramento genético, dentre elas pode-se
citar a varredura gendmica com marcadores microssatélites para detecgcao
de QTL (Quantitative Trait Locus). Desta forma, muitos autores tém
identificado regides de QTL para resisténcia a mastite (Ashwell et al., 1996;
Ashwell et al., 1997; Boichard e Bishop, 1997; Klungland et al., 2001; Heyen
et al., 1999). Nos cromossomos BTA1, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 13, 14, 15,
18, 19, 21, 22, 23, 24, 26, 27, e 29 tém sido encontrados QTL para
resisténcia a mastite (Rupp e Boichard, 2003). Pode-se notar que foram
identificados QTL em quase todos o0s cromossomos, isto se deve
principalmente aos tipos de populacao utilizada e delineamentos. Alguns
destes QTL foram confirmados em mais de um trabalho que usaram
populagcdes e delineamentos diferentes dos iniciais.

Em estudo de identificacdo de QTL para resisténcia a mastite, foram
encontrados QTL fortemente correlacionado a CCS nos cromossomos
BTA21 e BTA22 (Sugimoto et al., 2006). A partir de dados de correlacao
genética, mapeamento fino, seqlenciamento e expressdao génica,
identificou-se o gene FEZL (forebrain embryonic zinc-finger-like) como
candidato ao fenoétipo de resisténcia/susceptibilidade a mastite; este gene
esta mapeado no BTA22. Vacas da raga Wagyu - Japanese black (B. taurus)
suscetiveis a mastite apresentavam no gene FEZL uma insergdo de trés



bases na regidao que codifica para residuos contiglios de glicina, alterando
esta sequéncia de 12 residuos de Gly (12G) para 13 (13G). Animais
homozigotos 13G eram duas vezes mais susceptivel a mastite do que vacas
homozigotas 12G. Além disto, a expressado do gene FEZL € maior em vacas
com mastite do que em vacas higidos. Sugimoto et al. (2006) constataram
também que a proteina FEZL liga-se a regido promotora do gene SEMA5A
(semaphorin 5A), na sequéncia GCAG, ativando a sua expressdo. FEZL 12G
induz a expressdao de SEMA5A a niveis maiores que FEZL 13G. Estes
mesmos autores, em ensaios in vitro, também verificaram que SEMAS5A por
sua vez, induz a expressao de nove genes relacionados a resposta de
inflamagéo e que FEZL 12G induz maior expressao de TNF-a e IL-8 do que
FEZL 13G.

Dados biol6gicos anteriores corroboram a hipdtese postulada por
Sugimoto et al. (2006) de que o FEZL é um dos genes responsaveis pela
resisténcia a mastite em bovinos. Heyen et al. (1999) identificaram QTL para
CCS no BTA22, onde o FEZL esta mapeado. A FEZL atua como um fator de
transcricao que controla o desenvolvimento de neurénios monoaminérgicos
(Matsuo-Takasaki et al., 2000). A proteina SEMAS5A pertence a familia de
proteinas Semaforinas que exercem fungbes conservadas no
desenvolvimento neuronal. Estudos recentes mostram que o sistema imune
e neuronal tem varias vias em comum (Kantor et al., 2004).

Nem sempre o fenotipo de resisténcia/susceptibilidade esta
correlacionado com mutagées no gene responsavel diretamente pela
caracteristica, algumas vezes este fenétipo pode ser dado pela simples
mudanca do nivel de expressdo ou entdo a expressao tardia do gene,
quando comparado com outro fenétipo. Por isto, a determinacao dos niveis
de expressao dos genes relacionados a resposta de resisténcia é de grande
importancia para se compreender e poder intervir no processo. A
identificacdo dos genes responsaveis por conferir resisténcia aos animais e
caracterizacdo dos seus padroes de expressao pode ser usada,
posteriormente, no melhoramento animal, constituindo uma abordagem
efetiva para o incremento genético da resisténcia as doencas. Esse
processo € especialmente importante no caso de caracteristicas de baixa e
moderada herdabilidade e de carater complexo como a mastite.
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2.3 Genes selecionados para analise

Como a resposta de resisténcia € uma caracteristica complexa, varios
genes podem estar envolvidos na determinagdo desta fungé&o. Assim, os
genes envolvidos na resposta imune tém sido apontados como fortes
candidatos para o fenétipo de resisténcia, sendo que os principais genes
envolvidos nestas rotas sao IL-1B6, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y,
TNF-a, além dos receptores Toll-like (Alluwaimi et al., 2003; Ferens et al.,
1998; Oviedo-Boyso et al., 2006; Rambeaud et al., 2003; Shuster et al.,
1993).

Os linfocitos sdo considerados elementos chave na regulagdo e na
funcdo efetora do sistema imune, incluindo producdo de anticorpos e
imunidade mediada por células (Brossard e Wikel, 2004). A ativacdo de
células T antigeno-especificas dispara vias de sinalizacao para produgéo de
citocinas, diferenciagao e proliferacdo celular (Janeway et al. 2002), podendo
diferenciar-se em células Thy (células T auxiliares ou Th — Helper), que
determinam a imunidade celular e Thy, determinando a imunidade humoral,
de acordo com as citocinas secretadas. Células Thy secretam interleucinas
IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IFN-y e proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-
1), enquanto células Th, secretam, preferencialmente, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 e IL-13 (Cher e Mosmann,1987; Else e Finkelman, 1998). As citocinas
com perfil Thy e Th, atuam como sinais imunorregulatérios para geracao de
resposta imune mediada por células e anticorpos, respectivamente (Wikel,
1997). A andlise de citocinas constitui poderosa ferramenta para
caracterizacdo da resposta imune aos parasitas e a outros agentes
infecciosos. Deste modo, o nivel de expressao de IL-2, IL-8, IFN-y e TNF-a,
relacionados a resposta do tipo Thy, foi avaliado, assim como IL-4, IL-6 e IL-
10 que apresentam perfil Thy.

A proteina IL-2 é produzida por linfocitos CD4" e regula a resposta
imune adquirida, por meio do estimulo ao crescimento e a diferenciagéo dos
linfécitos B, do aumento da proliferacdo de linfécito T, da ativacdo das
células natural killer (NK) e da indugdo da ativacdo e aumento da
proliferagdo do linfécito T. Alteragbes na producdo de IL-2 diminuem a
capacidade de resposta imune da glandula mamaria, o que contribui para a
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proliferacdo da bactéria patogénica (Sordillo et al., 1991; Sordillo e Streicher,
2002). A IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria, expressa em linfocitos com
funcado antag6nica ao IFN-y, estimulando a diferenciacdo de LThy em LTh,
(Belardelli, 1995). A IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria produzida por
mondcitos, células endoteliais e linfocitos e esta envolvida no choque séptico
agudo durante a mastite causada por coliformes ou S. aureus, facilitando a
mudanga de neutréfilos por mondcitos na glandula mamaria, que €
necessaria para a reducdo dos efeitos deletérios dos neutréfilos
(Slebodzinski et al., 2002; Ohtsuka et al., 2001).

A IL-8 € uma quimocina proé-inflamatéria produzida por mondcitos,
linfécitos T, macréfagos e células endoteliais e epiteliais. Além disso, esta
proteina induz a inflamacédo, auxilia a IL-1 na inducdo da migracdo dos
neutrofilos para o tecido da glandula mamaria e € um forte quimoatraente.
Ela é ativamente produzida na mastite causada por E. coli, porém, quando a
mastite é causada por S. aureus a IL-8 apresenta baixa concentracado
(Alluwaimi, 2004; Persson Waller et al., 2003). A IL-10 também é uma
interleucina anti-inflamatéria produzida principalmente por macréfagos
ativados e LThy, responsavel por inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a, IL-1 e IL-2) pelos macréfagos (Belardelli, 1995). A
proteina IFN-y é produzida pelas células CD4"/CD8" e células NK em
resposta a presenca de estimulo mitogénico e antigénico. Ela ativa a
resposta imune adquirida, linfécito T e a producdo de IL-12. Também
aumenta a capacidade fagocitaria de neutréfilos recrutados para a glandula
mamaria (Strichman e Samuel, 2001; Nonnecke et al., 2003). TNF-a (Tumor
necrosis factor-a ou fator de necrose tumoral a) é produzida por macréfagos,
neutrofilos e células epiteliais. Ela participa da atividade quimiotatica dos
neutrofilos, induzindo a expressao de moléculas de adesao pelas células
epiteliais e a expressao de /L-8, na fase tardia da infec¢do, sendo a principal
citocina produzida durante o estadio inicial de infecgdo, além de ser
responsavel pelo choque agudo causado por E. coli e ser a principal
mediadora da resposta contra bactérias Gram negativas (Oviedo-Boyso et
al., 2006; Sordillo e Streicher, 2002).

Segundo Wellnitz e Kerr (2004) as células epiteliais da glandula

mamaria de bovinos, quando agredidas, auxiliam na resposta inflamatéria
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produzindo as citocinas IL-8 e TNF-a. Bannerman et al. (2004a) verificaram
diferentes padrbées de producao de citocinas entre infecgbes com E. colie S.
aureus em bovinos: no caso de infecgdo com a primeira, ha produgao de IL-
8 e TNF-a, o que néo foi verificado na infecgdo causada pela ultima. Isso
explica, em parte a maior capacidade da S. auresus de estabelecer mastites

crénicas, quando comparada com coliformes.

2.4 PCR quantitativo em tempo real

Estudos de expressdo génica vém sendo empregados em varios
organismos como humanos, ratos, suinos, bovinos e outras espécies. A
maioria dos estudos em suinos e bovinos tem a finalidade de identificar e
caracterizar genes relacionados a caracteristicas economicamente
importantes, como no caso das reprodutivas e aquelas relacionadas a
resisténcia a doencgas, sendo esta importante ferramenta para a selecao e
avaliacao de genes candidatos (Fahrenkrug et al., 2002).

Dentre as metodologias disponiveis para a identificacdo e a
expressdo de determinados genes, encontra-se a analise gendmica
funcional, que possibilita caracterizar os padroes de expressao de mRNA e
proteina e tem se mostrado ser estratégia muito informativa. O produto inicial
da expressdao génica em um organismo é denominado transcriptoma e
refere-se ao conjunto de RNA mensageiro, cuja informacao é requerida pela
célula em determinado momento (Binneck, 2004). Portanto, a quantidade de
MRNA indica a expressao de determinado gene (Hocquette, 2005).

A Trancricdo Reversa combinada a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR) € um método in vitro para amplificar sequéncias definidas de RNA
mensageiro, sendo utilizada especialmente em situacées em que somente
pequenas quantidades de material sao disponiveis para analise. Pode ser
utiizado para determinar a presenga ou a auséncia de determinado
transcrito, comparar niveis de mRNAs em diferentes amostras e para
caracterizar padroes de expressdo de mRNAs. A PCR convencional nao

pode ser usada em estudos que visam quantificar ou mesmo medir
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diferencas de niveis de expressao de diferentes amostras, pois, ao contrario
da PCR convencional, o método de PCR Quantitativo em Tempo Real
(gPCR) monitora a reagdao a cada ciclo, permitindo a deteccao direta dos
produtos de PCR na fase exponencial da reacdo, onde a quantidade de
fragmento gerado € proporcional a quantidade inicial. Este método é muito
sensivel e pode ser usado para quantificar mMRNA em baixos niveis, assim
ele tem se mostrado uma poderosa ferramenta na quantificagdo da
expressao génica (Livak e Schmittgen, 2001; Wong e Medrano, 2005).

A técnica de gPCR associa amplificagdo do gene alvo em cada ciclo
com emissdo de fluorescéncia. Assim, a quantidade gerada de produto
génico é proporcional a quantidade de fluorescéncia emitida em cada ciclo
(Bustin e Nolan, 2004; Wong e Medrano, 2005). Varias metodologias para
amplificaggo em gPCR vém sendo desenvolvidas e variam quanto a
especificidade do alvo de amplificacao, custo e precisao. Dentre elas, pode
ser citado o sistema SYBR Green que é um fluoréforo com sistema de
deteccao nao especifico, que se liga a qualquer dupla fita de DNA gerada
durante a reagdo de PCR, emitindo fluorescéncia (Bustin, 2000; Bustin e
Nolan, 2004). O uso deste método de deteccdo tem sido bastante
empregado em ensaios de gPCR, pois tem a vantagem de ser mais barato
em relagdo a construgdo de sondas marcadas. Um aspecto importante do
uso de SYBR Green é que os primers especificos utilizados na reacao de
PCR devem ser desenhados cuidadosamente para evitar a amplificacao de
produtos inespecificos e formagéo de dimeros, uma vez que esse corante se
liga a qualquer dupla fita de DNA.

Durante a fase exponecial de amplificacao é possivel determinar um
valor de intensidade de fluorescéncia, na qual todas as amostras podem ser
comparadas. Este valor é denominado Limiar (threshold) e é calculado em
funcédo da quantidade de fluorescéncia basal (background). Neste ponto o
sinal de fluorescéncia gerado por cada amostra é significativamente maior
que a fluorescéncia basal. A quantidade de ciclos de PCR requeridos para
que cada amostra emita fluorescéncia suficiente para alcancar este ponto é
definido como ciclo limiar (cycle threshold) ou Ct. O Ct é especifico para
cada amostra e € inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo
presente na reagao (Bustin e Nolan, 2004).
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Na técnica de gPCR, duas estratégias de quantificacdo podem ser
empregadas: a quantificagdo absoluta ou a quantificacdo relativa. Na
quantificacdo absoluta, o nimero de copias de mRNA é determinada pela
construcdo de uma curva padrdo. Para construgcdo desta curva padrdo é
utilizado diluicbes seriadas de uma amostra de concentragdo conhecida.
Neste tipo de quantificacdo n&o é necessario o emprego da referéncia
enddgena, somente é elaborada a curva padrdo em que os valores de Ct ou
intensidade de fluorescéncia de uma diluicdo seriada sdo plotados com
relagdo a quantidade presente em cada ponto da diluigdo. A quantificagéo
relativa, ou método comparativo, se baseia na comparacao da expressao do
gene alvo com a referéncia interna por meio dos Cts de cada amostra (Pfaffl
et al.,, 2002). Este método é mais usado quando existem muitos genes a
serem testados em muitas amostras. Ele tem a vantagem de ndo necessitar
da construcado de curvas padrao, porém as eficiéncias de amplificacdo dos
genes de interesse e controle tém de ser similares para obtencado de
resultados confidveis (Leutenegger et al., 2000).

Em ambos os casos recomenda-se o uso de genes de carater
constitutivo, os quais mantém as fungdes celulares basicas com mRNA
expresso em todos os tipos celulares e estadios de desenvolvimento (Bas et
al., 2004). Estes genes sdo denominados como genes referéncia, ou
controles enddégenos, em que as mensuragdes no final da reagdo de PCR
sdo estimadas a partir dele, evitando-se, assim, erros comumente
associados a tais sistemas de amplificacdo. Tais genes devem ter expressao
em todos os tecidos e em todas as fases do desenvolvimento e nao devem
ser afetados pelo tratamento experimental. Varios sdo os genes referéncia
utiizados, sendo o0s mais comuns: p-actina, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), hipoxantina-guanina fosforibosil transferase
(HPRT) e o RNA ribossomal (rRNA) 18S (Huggett et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais e coleta das amostras

Foram utilizadas seis vacas PO da raga Holandesa PB (B. taurus) e
seis vacas PO da raga Gir Leiteiro (B. indicus). As vacas da raga Holandesa
PB foram provenientes da Fazenda S&o Bento, localizada no Distrito S&o
Venancio, Coimbra (MG), enquanto as vacas da raga Gir Leiteiro foram
oriundas da Fazenda Brasilia, em Sao Pedro dos Ferros (MG), ambas as
fazendas realizam o controle leiteiro regular. Dois grupos diferentes de
animais foram selecionados para cada raca. Um grupo livre de infeccao da
raca Holandesa PB e o outro com mastite clinica da mesma raca. Da mesma
forma foram formados grupos de vacas Gir Leiteiro sem mastite clinica e
com mastite clinica, sendo cada um composto por trés animais.

Todas as amostras de leite foram coletadas no inicio da ordenha,
porém antes desta, todos os animais passaram por exame clinico do Ubere
(palpacao) e pelo teste da caneca. As amostras de leite das vacas com
mastite foram coletadas imediatamente ap6s o aparecimento dos sinais
clinicos e antes do tratamento com medicamentos (antibidtico,
antiinflamatério, etc.), e, portanto, ndo houve infeccao artificial das vacas em
questao. Para cada uma das vacas foram coletadas trés amostras de 50 mL
de leite em tubos esterilizados, os quais foram transportados em caixas
isotérmicas com gelo até o Laboratério de Biotecnologia Animal (LABTEC)
no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa para as
vacas da raca Holandesa PB, enquanto as amostras dos animais da raca Gir
Leiteiro foram enviadas ao Laboratério de Genética Molecular da Embrapa
Gado de Leite, em Juiz de Fora. Todas as amostras foram submetidas ao
exame microbiolégico no Laboratério de Microbiologia do Leite da Embrapa
Gado de Leite ou do Departamento de Medicina Veterinaria na Universidade
Federal de Vigosa.
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3.2 Extracao do RNA total

O RNA total das amostras de leite foi extraido utilizando-se o kit
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo-se as
recomendacbes do fabricante. Para isso, as amostras de leite foram
incubadas por um periodo de 24 horas a temperatura de 2 a 8°C para
isolamento dos leucécitos. Apos este periodo, a camada superior de creme
(gordura) formada foi descartada e o leite foi homogeneizado a 37°C com
agitacdo. Em seguida as amostras foram centrifugadas para separagao das
células brancas e o pelete formado foi ressuspendido em PBS 1X (Cloreto
de potassio 2,7 mM, Fosfato de potassio 1,8 mM, Cloreto de Sédio 137 mM,
Fosfato de Sodio 10,1 mM) e centrifugado novamente. Apds duas ou mais
lavagens com PBS 1X, o pelete foi ressuspendido em tampao RLT fornecido
no kit mais B-mercaptoetanol, sendo que, em cada 1 mL de tampéao, foram
adicionados 10 uL B-mercaptoetanol. O lisado formado foi armazenado a -
70°C até uso posterior.

Passou-se o lisado por uma seringa com agulha 20 gauge por pelo
menos cinco vezes para que as células se rompessem e entdo as amostras
foram centrifugadas num microtubo a 6000 x g por 3 minutos, quando o0s
restos celulares formaram um pelete. Adicionou-se élcool etilico 70% ao
sobrenadante e todo volume foi transferido para a coluna RNeasy, onde o
RNA ligou-se ao suporte por afinidade (fase estacionaria). Foi realizado
tratamento com DNase na coluna, de acordo com as recomendagdes do
fabricante, depois disto, a coluna foi lavada com o tampao RPE por duas
vezes e 0 RNA ligado a coluna foi eluido em 50 uL de agua livre de RNase
por centrifugagdo a 5000 xg, durante trés minutos. O RNA total obtido foi
quantificado por espectrofotometria, sendo a relagdo OD2s0/OD2g utilizada
para avaliacdo da qualidade, pois, devido as baixas concentragdes do
material, ndo foi possivel visualiza-lo e avaliar a qualidade em gel. O RNA foi

armazenado a —70°2C até o momento de seu uso.
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3.3 Sintese do cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando-se o Kit SuperScript
Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), sendo
que 6 puL de RNA total foram adicionados a 1uL oligo(dT)zo (50 uM) e 1 pL
de Anneling Buffer, correspondendo a um volume total de 8 pL. A reacéo foi
incubada a 65°C durante 5 minutos e, posteriormente, incubada em gelo por
1 minuto.

Em seguida, foram adicionados 10 puL de 2X First-Strand Reaction
Mix e 2 uL de SuperScript IIl/RNaseOUT Enzyme Mix (Invitrogen Carlsbad,
CA, EUA). A reacéo foi incubada a temperatura de 50°C durante 50 minutos
e a 85°C por 5 minutos para inativagdo enzimatica, sendo entao,
armazenada no gelo.

As concentragdes médias do cDNA das amostras foram estimadas
por espectrofotometria e o cDNA fita simples foi estocado a —20°C até o uso

na reacao de qPCR.

3.4 Confeccao dos sistemas de RT-PCR em tempo real

A andlise da expressao dos genes IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e
TNF-a foi feita utilizando-se a metodologia de PCR em Tempo Real. Os
primers utilizados para avaliar a expressao dos genes foram desenhados
usando o programa Primer Express (Applied Biosystem) ou Primer3 a partir
de seqUéncias obtidas do banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) ou da TIGR (http://www.tigr.org). Como
referéncia enddgena foi utilizado o gene GAPDH - desidrogenase 3-fosfato
gliceraldeido (Leutenegger et al., 2000).

As reacoes de PCR foram realizadas utilizando-se o kit de SYBR
Green® PCR Master Mix (BioRad, Hercules, CA, EUA), de acordo com as
recomendacdées do fabricante. Neste Kit estdo incluidos todos os
componentes para realizacdo das reagbes de PCR: 2X reaction buffer, 0,4
mM dATP, 0,4 mM dGTP, 0,8 mM dUTP, iTag DNA polymerase (50
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units/mL), 6 mM Mg*, SYBR Green | dye, 1 uM ROX, exceto o par de
primers e 0 cDNA. As reacdes constaram de 12,5 uL desse mix, 5 uL de
cDNA, 100, 200 ou 400 nM de primer e agua, totalizando um volume final de
25 uL. Antes da quantificacdo em tempo real, as reacoes de PCR foram
otimizadas para todos os genes. Para tanto, foram testadas trés quantidades
de cDNA (10, 100 e 200 ng/uL) e trés diluicbes de primer (100, 200 e 400
nM). As condigdes de amplificagdo para todos os sistemas foram: 95°C
durante 5 minutos; 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos,
anelamento e extensdo a 60°C durante 60 segundos. Apo6s 40 ciclos de
amplificagdo todas as amostras foram submetidas a analise da curva de
dissociacdo, a fim de validar a auséncia de produtos nao especificos e
dimeros de primers. As amostras foram aquecidas com incremento de 1°C
durante 30 segundos, partindo de 60°C até atingir o limite de 94°C. Cada
amostra foi feita em duplicata em placas Opticas de reacdo de 96 pocos,
seladas com filme adesivo Optico e amplificadas no ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
sendo cada amostra amplificada separadamente.

Os dados obtidos durante a reacado de PCR em Tempo Real, gerados
pelo equipamento ABI/ Prism 7300 Sequence Detection Systems, foram
exportados para arquivos de planilhas do tipo XLS para posterior andlise

estatistica.

3.5 Analise de dados do RT-PCR em tempo real

Os dados de expressao génica foram anotados como valores de Ct
(cycle threshold). O valor de Ct refere-se ao numero de ciclos de PCR no
qual o sinal de fluorescéncia é detectado e estd acima do valor de limiar da
curva de amplificagdo (Bustin, 2000). Valores de Ct sdo representativos do
numero de cépias de moléculas de RNA ou molde inicial e serve como base
para comparagéo entre amostras. O Ct € especifico para cada amostra e é
inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo presente na reacao
(Bustin e Nolan, 2004), ele € a base para a quantificacdo baseada em PCR
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quantitativo. O limiar (threshold) pode ser estabelecido pelo usuario, e deve
estar posicionado na regido de amplificagdo exponencial ou geométrica das
curvas de amplificacéo onde a eficiéncia de PCR é maior.

Apoés a determinacéo das melhores condigdes para a reagao de PCR,
foi construida uma curva padréo para cada gene, em que diluices seriadas
de cDNA (10, 100, 200 ng/uL) foram plotadas contra seus respectivos Ct
para calculo da eficiéncia de PCR, ja que na quantificacdo relativa é
necessario que a eficiéncia de amplificacao do alvo e do controle endégeno
sejam aproximadamente iguais. A inclinagéo da reta foi calculada a partir de
regressao linear simples e posteriormente foi calculado o coeficiente de
correlacdo de Pearson. O valor de inclinacdo da reta foi empregado na

formula E = 10(—1/inclinagéo da reta)

, em que E é a eficiéncia da reagéo, a qual
teoricamente vai de 1 a 2, sendo 2 considerado como valor étimo (Bustin,
2000). A quantificagé@o relativa foi baseada no método descrito por Pfaffl et

al. (2001), que utiliza a seguinte férmula:

Quantidade Relativa = (Eayo)*®Tavo

(ERer)*Cref

Em que:

Eavo = Eficiéncia da reagdo de PCR dos genes alvo (/IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IFN-y, TNF-0).

Egrer = Eficiéncia da reagdo de PCR do gene controle enddégeno (GAPDH).
ACT = CTeontrole — CTamostra

Controle = animais higidos.

Amostra = animais com mastite.

Os dados obtidos foram analisados pelo programa REST® (Pfaffl et
al., 2002), disponivel em http://www.wzw.tum.de/gene-quantification que
utiliza o modelo Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test® para
comparar a diferenga de expresséo entre os tratamentos. Este modelo tem a
vantagem de ndo assumir nenhum tipo de distribuicdo e de se adequar a
dados cuja variancia pode ser grande, quando n&o € possivel a aplicagao de
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testes paramétricos. O software REST® foi desenvolvido com base em testes
de permutagdo, que consideram o0s resultados obtidos a partir de
permutagbes aleatérias dos dados do experimento, sendo realizado da
seguinte maneira: a taxa de expressdo € calculada para os dados
experimentais, entdo o0s dados s&o permutados (rearranjados)
repetidamente e a cada permutagcdo € calculado o diferencial da taxa de
expressao para cada par de dados e esses resultados sdo comparados aos
dados experimentais. No presente trabalho foram consideradas 2000
permutagcdes, o minimo recomendado de acordo com Pfaffl et al. (2002),
suficiente para obtencdo de boa estimativa do valor de p (erro-padrdo da
média ou EP<0,005 quando p=0,05). A proporcao desses dados permutados
que tém o diferencial da taxa de expressao com valores maiores ao valor
dos resultados obtidos experimentalmente fornece o valor de p. Se essa
proporcao for pequena, entdo ha evidéncia de que o efeito observado no
tratamento nao é simplesmente resultado do acaso, resultando em valores

de p menores, ou seja, mais significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados seis animais da raca Holandesa PB e seis animais
da raga Gir Leiteiro, sendo trés com mastite e trés sem mastite dentro de
cada raga. Os exames microbiologicos indicaram que as trés vacas da raga
Holandesa PB que apresentaram mastite tinham como agente causador a
bactéria Streptococcus spp., enquanto uma das vacas Gir Leiteiro teve a
infeccdo causada por Klebsiela pneumoniae e para as demais nao foi
possivel fazer o isolamento da cultura, pois eram varios os agentes
causadores.

Na Tabela 1 observa-se a quantidade de cDNA e primer otimizada
para cada gene e, durante a curva de dissociagcdo, nao foram observados
picos referentes a dimeros de primers ou produtos inespecificos para
nenhum gene alvo e nem para o controle endégeno. Exemplos destas
curvas de dissociagao podem ser vistos nas Figuras 1 e 2. Para os genes /L-
2 e IL-6 foram utilizados 400 ng/uL de cDNA, ja que estes genes nao
estavam amplificando com a quantidade maxima de primer e cDNA testada
(400 nM e 200 ng/uL, respectivamente). A curva padrdao construida
utiizando as condicbées definidas ap6s a otimizacao permitiu o célculo da
eficiéncia de PCR dos genes GAPDH, IL-4, IL-8 e IL-10, para os demais
genes foi atribuida eficiéncia alternativa de 2,0 (Tabela 1), de acordo com
Pfaffl et al. (2002).

Tabela 1 - Concentragdo de primer, cDNA, temperatura de dissociagao (TD) do fragmento
amplificado, eficiéncia da reagao (E) e coeficiente de correlagcdo de Pearson (r)
de cada gene analisado.

Gene Primer (hnM)  CDNA (ng/pL) TD (°C) E r
IL-2 400 400 65,4°C 2,00* -
IL-4 400 200 79,3°C 4,66 -0,91
IL-6 400 400 72,6°C 2,00* -
IL-8 400 100 77,2°C 1,66 -0,98

IL-10 200 100 80,2°C 2,38 -1,00

TNF-a 400 100 83,0°C 2,00 -

IFN-y 400 200 87,5°C 2,00* -

GAPDH 400 100 82,6°C 2,23 -1,00

* Eficiéncia alternativa
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Figura 1 - Curva de dissociagdo do gene GAPDH gerada pelo ABI Prism 7300 Sequence
Detection Systems.
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Figura 2 - Curva de dissociagdo do gene IL-10 gerada pelo ABI Prism 7300 Sequence
Detection Systems.

O coeficiente de variagdo das duplicatas de Ct de cada amostra nao
ultrapassou 5%, sendo a maior variagao registrada no gene IL-6 em uma das
vacas da raca Gir Leiteiro sem mastite (2,95%). Porém, grande variacao foi
observada em relagdo as médias obtidas entre as amostras de cada grupo
(com e sem mastite) de ambas as ragas, como pode ser observado na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Nimero de animais (n), média dos Cts (AvgCt), desvio-padrao da média (DP) e
coeficiente de variagao (CV) para cada grupo de animais e gene.

Gene Grupo de Animais n AvgCt DP CV(%)
HSM 3 38,06 1,94 8,83
HCM 3 40,00 0,00 0,00
IL-2
GSM 3 40,00 0,00 0,00
GCM 3 36,97 1,61 7,52
HSM 3 36,29 1,86 8,86
HCM 3 37,12 2,23 10,41
IL-4
GSM 3 36,26 1,87 8,94
GCM 3 38,34 1,66 7,48
HSM 3 39,55 0,45 1,97
HCM 3 40,00 0,00 0,00
IL-6
GSM 3 38,59 1,41 6,31
GCM 3 36,78 3,22 15,15
HSM 3 25,64 4,10 27,72
HCM 3 25,96 0,78 5,23
IL-8
GSM 3 23,95 1,58 11,41
GCM 3 24,31 4,21 29,98
HSM 3 33,14 3,48 18,20
HCM 3 29,81 1,89 10,95
IL-10
GSM 3 31,37 0,80 4,44
GCM 3 29,76 3,29 19,14
HSM 3 31,91 3,32 18,00
HCM 3 35,25 1,62 7,98
TNF-a
GCM 3 30,53 0,83 4,69
GSM 3 32,31 2,99 16,04
HSM 3 35,49 2,26 11,03
HCM 3 37,01 1,51 7,08
IFN-y
GSM 3 37,24 0,97 4,50
GCM 3 37,62 2,38 10,97
HSM 3 27,55 3,63 22,82
HCM 3 28,42 0,93 5,65
GAPDH
GSM 3 24,51 0,12 0,82
GCM 3 25,87 4,19 28,06

HSM: Holandés sem mastite; HCM: Holandés com mastite; GSM: Gir sem mastite; GCM: Gir com
mastite.

24



Foram realizados cinco tipos de comparacodes: I) Animais sem mastite
vs Animais com mastite de ambas as ragas, Tabela 3; Il) Vacas da raca
Holandesa PB sem mastite vs Vacas da raca Holandesa PB com mastite,
Tabela 4; Ill) Vacas da ragca Gir sem mastite vs Vacas da raca Gir com
mastite, Tabela 5; IV) Vacas da raca Holandesa PB sem mastite vs Vacas da
raca Gir sem mastite, Tabela 6; V) Vacas da raga Holandesa PB com mastite
vs Vacas da raca Gir com mastite, Tabela 7.

No geral, considerando as duas ragas, 0s animais com mastite
expressaram 20,71 vezes mais IL-10 que os animais sem mastite (p<0,05), e
0s demais genes avaliados ndao apresentaram aumento ou diminuicdo de
expressao significativa em relacdo ao outro grupo (p>0,05), porém houve
uma tendéncia dos animais com mastite expressarem mais IL-8 (2,05 vezes)
e menos IL-4 (3,85 vezes), como pode ser observado na Tabela 3 e Figura
3. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria e estudos demonstraram que ela é
capaz de inibir células Natural Killer (Barral-Neto et. al, 1995), producao de
IL-1 e TNF-a por macréfagos (Fiorentino et. al.,1991) e IFN-y e IL-2 por
linfécitos Thy (Mosmann e Moore, 1991). Isto sugere que os altos niveis de
IL-10 possam ter suprimido a expressao de IL-2, assim como também
podem ter suprimido a expressdo do TNF-o e IFN-y. Esses resultados
corroboram os achados de Riollet et al. (2001) onde animais com mastite
crbnica causada por S. aureus tiveram maior expressao de IL-10 em células
do leite que animais higidos. Além disso, varios estudos mostram que a IL-
10 se expressa em células do leite de Uberes infectados com diferentes
patdgenos (Bannerman et al., 2004a; Bannerman et al., 2004b; Bannerman
et al., 2005).

Tabela 3 Expressao relativa dos genes em animais com mastite em relagdo aos animais
sem mastite de ambas as ragas, com respectivos erros-padrao da média.

Gene IL-2 TNF-a IL-8 IL-10* IL-4 IFN-y IL-6
Expressao Relativa 3,55 -2,43 2,05 20,71 -3,85 1,26 3,90
Erro-padrao +8,33 +1,10 #5226 +61,33 0,92 3,09 19,60

NUmeros positivos: maior expressdo em animais com mastite; nimeros negativos: menor expressao
em animais com mastite (* p<0,05).
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Figura 3 - Expresséao relativa em escala logaritmica dos genes da resposta imune (média *
EP) em animais com mastite em relagdo aos animais sem mastite de ambas
ragas, de acordo com os resultados obtidos pelo software REST® (* p<0,05).

Da mesma forma, quando considerados somente os animais da raga
Holandesa PB, Tabela 4, as vacas com mastite também expressaram mais
IL-10 em comparagéo aos animais livres de infeccdo, sendo este valor 35,66
vezes maior (p<0,001), enquanto ndo houve diferenca de expresséao
(p>0,05) entre os animais com e sem infec¢do intramamaria para todos os
demais genes analisados (Figura 4). Na Tabela 5, quando consideradas
somente vacas da racga Gir Leiteiro (Figura 5) a expressao do gene IL-10 nas
vacas com e sem mastite ndo diferiu estatisticamente (p>0,05), porém os
animais com mastite tenderam a expressar 12,03 vezes mais IL-10 que os
animais higidos.

Tabela 4 Expressao relativa dos genes em animais da raga Holandesa PB com mastite em
relagdo aos animais sem mastite de mesma raga, com respectivos erros-padrao

da média.
Gene IL-2  TNF-a IL-8 IL-10***  IL-4 IFN-y IL-6
Expressao Relativa -1,92 -5,07 1,70 35,66 -1,80 -1,44 1,46
Erro-padrao +1,71 +0,78 46,25 162,70 13,01 1247 14,42

NUmeros positivos: maior expressdo em animais com mastite; nimeros negativos: menor expressao
em animais com mastite (*** p<0,001).
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Figura 4 - Expresséao relativa em escala logaritmica dos genes da resposta imune (média
EP) em animais da raga Holandesa PB com mastite em relagdo aos animais sem
mastite de mesma raga, de acordo com os resultados obtidos pelo software
REST® (*** p<0,001).

Esses resultados sugerem que animais da raga Holandesa PB com
mastite expressam mais IL-10 que os da raca Gir Leiteiro também com
mastite. De fato, como pode ser observado na Tabela 7 e Figura 7, as vacas
da raca Gir Leiteiro com mastite tenderam a expressar 7,35 vezes menos
este gene quando comparadas as vacas da raga Holandesa PB com mastite,
porém esta diferenca nao foi significativa (p>0,05).

Dentre os animais da raga Gir Liteiro (Tabela 5 e Figura 5) as vacas
com mastite expressaram 8,27 vezes menos IL-4 que as vacas sadias,
porém esta diferenca nao foi significativa (p>0,05). A IL-4 possui agao
antagdnica ao IFN-ye sua principal funcdo é regular as respostas imunes
mediadas pela IgE, além de estimular a diferenciacdo de linfécitos Thy em
Thy, ou seja, estimular a resposta imune humoral. Os demais genes também
nao apresentaram alteragdo de expressao (p>0,05) quando os dois grupos
de animais foram comparados, porém os genes IL-2, IL-6, IFN-y, IL-8 e IL-10
foram menos expressos em animais higidos. Estes achados nao sao
conclusivos, uma vez que se espera que o padrao de expressao da IL-4 e IL-
10 fossem semelhantes, ja que sao interleucinas derivadas de linfécitos Thy

responsaveis pela resposta imune humoral. Além disso, como ja
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mencionado, espera-se também que IL-10 tenha padrdo de expressao
oposto ao dos genes IL-2, TNF-a e IFN-y, porém isso sé pode ser observado
no caso do IFN-y. Apesar da diferenca de expressao ndo significativa e da
divergéncia de resultados para alguns genes, estes achados sugerem que
0s animais com mastite estejam desenvolvendo preferencialmente resposta
imune mediada por células. Porém, mais estudos sdo necessarios para que
o perfil de expresséo génica em animais com mastite, principalmente da raca
Gir Leiteiro, seja melhor caracterizado e compreendido, ja que nado ha
estudos desta natureza em zebuinos, ndo sendo possivel realizar nenhum

tipo de comparacao destes resultados com os de outros autores.

Tabela 5 Expressao relativa dos genes em animais da raga Gir Leiteiro com mastite em
relagdo aos animais sem mastite de mesma raga, com respectivos erros-padrao

da média.
Gene IL-2 TNF-a IL-8 IL-10 IL-4 IFN-y IL-6
Expressao Relativa 24,23 -1,16 2,47 12,03 -8,27 2,29 10,41
Erro-padrao +85,82 +3,44 +10,03 53,69 0,64 +8,72 +43.21

NUmeros positivos: maior expressdo em animais com mastite; nimeros negativos: menor expressao
em animais com mastite.
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Figura 5 - Expresséao relativa em escala logaritmica dos genes da resposta imune (média
EP) em animais da raga Gir com mastite em relagao aos animais sem mastite da
mesma raga, de acordo com os resultados obtidos pelo software REST®.
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Além da importancia da raga Gir como raca pura € como material
genético selecionado para producao leiteira nas condigbes tropicais do
Brasil, a raga também tem sido utilizada em cruzamentos com ragas de
clima temperado com a finalidade de combinar a alta produgdo do gado
europeu com a adaptabilidade das ragas zebuinas ao estresse térmico,
doencas, baixa qualidade dos alimentos e manejo inadequado (Martinez et
al., 1988). Por isso, torna-se necessaria a realizacdo de mais estudos que
incluam estes tipos de animais.

Quando os animais de ambas as ragas que nao apresentaram mastite
foram comparados, Tabela 6, todos os genes foram menos expressos nos
animais da raca Gir Leiteiro em relagdo aos animais da raca Holandesa PB
(Figura 6). Os genes IL-2 e IFN-y foram significativamente diferentes
(p<0,001), enquanto os demais genes nao apresentaram diferenca de
expressao significativa (p>0,05). Todos esses genes dao origem a citocinas,
que sao proteinas ou glicoproteinas de sinalizacao intercelular, que regulam
a intensidade e a duragdo das respostas imunes, tendo influéncia também
sobre respostas inflamatorias, cicatrizacdo de feridas e hematopoiese
(Abbas et al., 1994), portanto, os transcritos destes genes podem ser
observados em animais que nao estejam com mastite clinica, j& que nao séo
citocinas especificas de resposta imunolégica a mastite, além do que nao
havia controle se esses animais poderiam estar com qualquer outro tipo de
infeccdo ou enfermidade. Como exemplo, Lahouassa et al. (2007)
verificaram niveis significantes de IL-8 em células da glandula mamaria que
nao estavam infectadas por nenhum tipo de patégeno.

Tabela 6 Expressdo relativa dos genes em animais da raga Gir Leiteiro sem mastite em

relacdo aos animais da raca Holandesa PB também sem mastite, com
respectivos erros-padrdao da média.

Gene IL-2*  TNF-a IL-8 IL-10 IL-4  IFN-y**  IL-6
Expressao Relativa -43,87 -4,40 -4,85 -2,48 -10,98  -38,57 -5,89
Erro-padrao +0,07  +0,85 +0,76 1,72  +0,45 +0,09 0,52

NUmeros negativos: menor expressé@o em animais sem mastite da raga Gir em relag@o aos animais da
raca Holandesa PB também sem mastite (*** p<0,001).
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Figura 6 - Expresséao relativa em escala logaritmica dos genes da resposta imune (média *
EP) em animais da raca Gir sem mastite em relacdo aos animais da raca
Holandesa PB também sem mastite, de acordo com os resultados obtidos pelo
software REST® (*** p<0,001).

Neste estudo, a IL-2 s6 foi significativamente diferente (p<0,001)
quando considerado o grupo de animais sem mastite (Tabela 6 e Figura 6),
no qual as vacas da raca Holandesa PB apresentaram maior expressao
(43,87 vezes) que as vacas da raca Gir Leiteiro, porém neste caso, apesar
de nao significativamente diferente (p<0,05), as primeiras também
expressaram maior quantidade de [/L-10 (2,48 vezes). A IL-2 induz a
proliferacdo de células mononucleares ativadas assim como algumas células
epiteliais ativadas. Ela pode ser suprimida pela expressao de IL-10, uma vez
que o aumento de IL-10 promove, indiretamente, a inibicao da diferenciacéao
dos linfécitos T em linfécitos Thy. Isto resulta em diminuicdo da IL-2, visto
que esta citocina € produzida, principalmente, por linfocitos Thy. Este estudo
nao foi conclusivo, portanto sdo necessarios mais estudos para que o perfil
da expressao do gene IL-2 seja melhor compreendido nas diferentes racas

sob diferentes condigoes.
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Tabela 7 Expressao relativa dos genes em vacas da raga Gir com mastite em relagao as
vacas da raga Holandesa PB também com mastite, com respectivos erros-padrao

da média.
Gene IL-2 TNF-a IL-8 IL-10 IL-4 IFN-y IL-6
Expressao Relativa 1,06 -1,01 -3,34  -735 -50,59 -11,70 1,21
Erro-padrao +3,83 +4,14 1,22 +0,65 0,11 10,34 14,95

NUmeros positivos: maior expressdo em animais com mastite da raga Gir; niUmeros negativos: menor
expressao em animais da raga Gir com mastite.
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Figura 7 - Expresséao relativa em escala logaritmica dos genes da resposta imune (média
EP) em vacas da raga Gir com mastite em relagédo as vacas da raga Holandesa
PB t%%nbém com mastite, de acordo com os resultados obtidos pelo software
REST".

No presente estudo, assim como os resultados obtidos para IL-2, 0
gene IFN-ys6 apresentou expressao diferencial significativa (p<0,001) no
caso dos animais sem mastite (Tabela 6 e Figura 6), sendo menos expresso
nas vacas da raca Gir Leiteiro (38,57 vezes). De acordo com o esperado,
mas apesar da diferenca nao significativa (p>0,05), houve uma tendéncia do
TNF-a se expressar mais nas vacas da ragca Holandesa PB (4,4 vezes). O
IFN-y estd associado a conversdo de linfécitos Thg em linfécitos Thy,
ativacao de macréfagos e neutréfilos, além de potencializar a acao do TNF-a
(Janeway et al., 2002). Portanto, esta citocina esta relacionada ao perfil de

resposta imunolégica Thy, ou seja, resposta imunoldgica do tipo celular.
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Além disso, a deficiéncia de IFN-y esta associada a maior susceptibilidade
as infeccbes por microrganismos intracelulares. Apesar da diferenca
significativa na expressao de IFN-y mais estudos sdo necessarios para que
se possa inferir sobre o perfil de expressao nas duas ragas, ja que nao
existem outros estudos que comparam a expressao desses genes nas ragas
Holandesa PB e Gir Leiteiro.

Como mencionado, o presente estudo mostrou que os animais da
raca Holandesa PB sem mastite tenderam a expressar mais TNF-o (4,4
vezes) que os animais da raga Gir Leiteiro sem mastite. O TNF-a € uma
citocina pré-inflamatéria responsavel pela ativagédo de linfécitos T e B,
aumento da expressao de moléculas de adesao, ocasionando o acumulo de
leucocitos nos locais de inflamacao, favorecendo o aumento de proteinas de
fase aguda (Janeway et al., 2002), sendo, portanto, importante no processo
inflamatério inicial, além de estimular a sintese de IL-1 e IL-6. Da mesma
forma, as vacas da raga Holandesa PB também tiveram maior expressao de
IL-6 (quase 6 vezes mais), porém esta diferengca ndo foi significativa
(p>0,05).

A IL-8, juntamente com a IL-1 e o TNF tem sido apontada como
importante mediadora do recrutamento de neutrofilos para o sitio
inflamatorio. Alguns estudos mostraram que TNF-a e IL-8 estdo presentes
em grande quantidade no leite de Uberes infectados por bactérias Gram-
negativas, tais como E. coli, K. pneumoniae ou Pseudomonas aeruginosa,
porém estdo em menores concentragdes, ou ndo sao detectadas no leite de
vacas com a glandula mamaria infectada por S. aureus (Bannerman et al.,
2004a; Bannerman et al., 2004b; Bannerman et al., 2005; Riollet et al., 2000;
Shuster et al.,, 1997). Neste estudo observou-se que TNF-a e IL-8 nao
apresentaram diferenca de expressao significativamente diferente (p>0,05),
porém ambos parecem se expressar mais nas vacas Holandesas (Tabela 6
e Figura 6). Na Tabela 7 e Figura 7 nota-se que, apesar de nao significativo
(p>0,05), os dois genes tiveram menor expressao em vacas da raga Gir
Leiteiro com mastite que em vacas da raca Holandesa PB também com
mastite (1,01 e 3,34 vezes, para TNF-a e IL-8, respectivamente), 0 que néo
corrobora os resultados dos demais autores, ja que todas as vacas da raga
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Holandesa PB com mastite estavam infectadas por Staphylococcus spp. e
uma das vacas da racga Gir Leiteiro tinha como agente causador da mastite a
K. pneumoniae.

Observa-se que o erro-padrdao da meédia exerce grande influéncia
sobre a significdncia dos resultados, além disso, estes resultados de
expressao relativa foram normalizados pela referéncia endogena, por isso
ndao s6 as médias de Cts, desvios-padrdao e CV dos genes de interesse
observados na Tabela 2 devem ser considerados nas analises dos
resultados, mas também as médias de Cts, desvios-padrdo e CV do gene
GAPDH.

Estas divergéncias de resultados podem ser devidas ao fato de que a
resposta imunolégica pode diferir de acordo com a cepa da bactéria e com o
hospedeiro, ja que existe muita variacao individual. Corroborando os
achados aqui descritos, Lahouassa et al. (2007) demonstraram, por meio de
estudos in vitro, que diferentes cepas de S. aureus promovem diferentes
respostas em células epiteliais da glandula mamaria. Além disso, a
intensidade e o nivel de expressédo dos genes considerados naquele estudo
(IL-8, GRO-a, GRO-B, TNF-a, IL-1B, TGF-B1 e IL-10) variaram de acordo
com a fase de infecgéo (3, 10 e 24h apds a adigdo da bactéria a cultura de
células). Segundo estes autores, estas respostas diferenciadas implicam em
vias de ativagdo alternativas ou em diferentes niveis de transducdo de
sinais, refletindo o que é observado in vivo. No presente estudo as amostras
de leite foram coletadas logo apdés a manifestagdo dos sinais clinicos da
mastite, ou seja, ndo houve o controle de quanto tempo o animal havia sido
infectado, ja que dois animais podem manifestar a doenga em dias
diferentes, mesmo que a infeccdo tenha ocorrido ao mesmo tempo. Além
disso, ndo houve controle do tipo de cepa que causou a infeccdo e, em
alguns casos, nao foi possivel identificar nem a espécie causadora da
mastite, como no caso de duas das vacas da raga Gir Leiteiro, onde varios
eram 0s agentes causadores. Vale ressaltar também que as amostras de
leite foram coletadas em animais oriundos de rebanhos comerciais, portanto
nao foi possivel afirmar se esses animais estavam livres de outras infec¢des
ou doencas, o que também poderia influenciar nos resultados deste trabalho.

De forma geral, parece que a resposta imune durante a mastite
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desenvolve-se com a participacdo de todos 0s mecanismos imunes que 0
organismo dispée sem a prevaléncia de uma determinada resposta em
detrimento da outra, indicando que ndo ha presenca de eventos
imunossupressores. Porém, neste trabalho, ndo se pode afirmar se os genes
estudados estdo expressando somente o RNA mensageiro ou estdo
expressando também a proteina, j& que existem fatores de regulagéo pés-
transcricional que ndo foram abordados neste estudo. Por esse motivo seria
interessante a realizacdo de estudos proteémicos para a confirmacao destes
resultados. Além disto a andlise da estrutura génica dos genes
diferencialmente expressos neste estudo, como a IL-10, pode ser util na
identificacdo SNPs marcadores para os fenotipos de resisténcia e
susceptibilidade a mastite.

A mastite € uma doenca multifatorial e influenciada por muitos genes,
portanto sdo necessarios mais estudos que incluam mais genes e maior
namero de animais em diferentes fases de infeccao, de modo que o
mecanismo de resposta imune seja melhor compreendido e venha gerar
estratégias mais eficientes de controle e erradicacdo desta doenca. Além
disto, um estudo que utilizasse populagdo experimental, incluindo histérico
de mastite e CCS de cada animal, ordem de parto, estagio de lactacdo, além
de realizar inoculagéo de cepas de bactérias especificas e coletar amostras
em diferentes horarios apdés a inoculagdo seria de grande utilidade no
entendimento da fisiopatologia desta doenca.

Ressalta-se que os genes IL-4, IL-6, IL-8 e TNF-a nao foram
diferencialmente expressos (p>0,05) em nenhuma das condi¢des avaliadas,
mostrando que estes genes nao seriam bons marcadores ou indicadores
para mastite nas condi¢cdes estudadas. Outros experimentos serdo iniciados
com o objetivo de validar ndo s6 os genes considerados neste trabalho, mas
outros que podem estar envolvidos na resposta de resisténcia a mastite em
animais taurinos e também zebuinos, uma vez que a maioria dos trabalhos
realizados com esta finalidade foi realizada somente com racas de origem
européia. Estas pesquisas podem ajudar a entender como ocorrem as
reacdes imunoldgicas em resposta a esta doenca e que afeta de maneira
significativa a qualidade e a produgdo de leite em especial nas ragas

zebuinas que constituem a base da pecuaria em nosso pais.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel verificar diferenca no perfil de expressao para alguns
genes considerados no presente trabalho em relagdo ao fenotipo
resisténcia/susceptibilidade a mastite entre as duas racas estudadas.
Estudos incluindo maior numero de amostras e condi¢gdes experimentais
especificas devem ser iniciados, ndo apenas para a avaliacdo do potencial
dos genes aqui estudados como marcadores, mas que venham a incluir
novos genes e vias metabdlicas de modo que se adquira um maior

entendimento sobre os mecanismos fisiopatolégicos da mastite.
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