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RESUMO

A mastite tem sido considerada, mundialmente, a doenga de maior impacto nos
rebanhos leiteiros, devido a elevada prevaléncia e aos prejuizos econdmicos que
determina. As desordens decorrentes da mastite por agente etiolégico de origem
bacteriana sdo complexas, dependentes do microrganismo envolvido, e
desencadeiam inumeros processos de reconhecimento. As estruturas
moleculares dos microrganismos sao conhecidas como padrdes moleculares
associados aos patdégenos (PAMPS) e os receptores nas células do hospedeiro
como receptores de reconhecimento de padrbes (PRR). O presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de identificar a presenga de polimorfismos de
nucleotideo unico no gene codificador do TLR4 em vacas leiteiras da raca
holandesa em uma propriedade leiteira em Goias, avaliando a relagdo dos alelos
identificados, com a ocorréncia de mastite subclinica e contagem celular
somatica. Foram coletadas 150 amostras de leite individual de vacas para
identificacdo de microrganismos, contagem celular somatica e composi¢cao
centesimal, e 150 amostras de sangue para genotipagem em uma propriedade
rural do Estado de Goias. A discriminagao alélica foi realizada por meio da técnica
de PCR em tempo real, baseada em 4 SNPs de referéncia no gene codificador do
TLR4 depositados no NCBI (rs8193046, rs8193047, rs8193060 e rs29017188).
Os resultados obtidos revelam maior frequéncia de microrganismos Gram
negativos na propriedade de estudo (52,47%) e que, animais identificados com os
genodtipos AACCCC, GGTCGG e GACCGC sao os mais indicados para selegéo

assistida por marcadores moleculares.

Palavras-chave: Genotipagem, Qualidade do leite, TLR4, PAMPs.
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ABSTRACT

Mastitis has been considered, worldwide, the disease of greatest impact in dairy
herds because of the high prevalence and the economic losses that determines.
The disorders caused by mastitis causative agent of bacterial origin are complex,
depending on the microrganism involved, and trigger numerous processes of
recognition. The molecular structures of microrganisms are known as Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs) and the receptors on host cells as pattern
recognition receptors (PRR). This study was developed with the aim of identifying
the presence of single nucleotide polymorphisms in TLR4 in Holstein dairy cows
on a dairy farm in Goias, evaluating the relationship between identified alleles,
occurrence of subclinical mastitis and somatic cell count. 150 milk samples from
individual cows were collected for identification of microrganisms, somatic cell
count and composition, and 150 blood samples for genotyping on a farm in the
State of Goias. The allelic discrimination was performed by Real-time PCR, based
on four reference SNPs in TLR4 gene from NCBI (rs8193046, rs8193047,
rs8193060 and rs29017188). The results showed higher frequency of Gram
negative microrganisms (52.47%) and that animals with the genotypes AACCCC,
GGTCGG GACCGC are best suited for marker-assisted selection.

Key-words: Genotyping, Milk quality, TLR4, PAMPs.



1. INTRODUGCAO

A producéo de leite no Brasil tem refletido alteragdo do paradigma de
propriedades rurais para empresas rurais, na ultima década. Certamente sdo os
primeiros frutos da busca por investimento nos rebanhos; da participagao enfatica
dos orgaos governamentais fiscalizadores; da interacdo entre produtores,
cooperativas, agroindustrias, universidades e institutos de pesquisa e, ndo menos
importante, dos preceitos da producao de alimentos de origem animal in6cuos,
capaz de atender aos anseios da populagao e exigéncias para comercializagao.

No ano de 2009, o Brasil ocupou o sexto lugar entre os paises com
maior producao de leite fluido, totalizando 28.795 mil litros, com uma expectativa
de produgao para o ano de 2010 de 30.235 mil litros (USDA, 2009). Em termos
reais, isto significa aumento de aproximadamente 25% nos ultimos cinco anos,
demonstrando a evolugao do sistema de produgao de leite nacional.

Em consonancia com esta realidade, o estado de Goias ocupou em
2009 o terceiro lugar na produgdo nacional de leite cru refrigerado ou néo,
adquirido por estabelecimentos beneficiadores, com 2.415.025 mil litros,
reforcando a evolugao goiana frente a expectativa nacional (IBGE, 2009).

Apesar deste cenario, € importante considerar que existem obstaculos
para a exceléncia produtiva do leite, aos quais se enumeram O manejo
inadequado dos animais, as doengas que acometem o rebanho comprometendo a
produgdo em qualidade e quantidade, o manejo de ordenha inadequado, a
nutricdo e a genética.

Quanto ao perfil sanitario dos animais, a inflamacdo da gléndula
mamaria ou mastite pode ser considerada a doenca de maior impacto produtivo e
econdmico aos rebanhos leiteiros em todo o mundo. Sua ocorréncia relaciona-se
a duas formas, clinica e subclinica, sendo a ultima a mais comum e apresentando
correlagao positiva com a contagem celular somatica (CCS). Este tipo de células
epiteliais e leucdcitos constituem um dos parametros para determinacdo da
sanidade da glandula mamaria e, por consequéncia, da qualidade do leite cru.

As mastites bovinas podem ser causadas por diversos fatores, como

trauma mecanico ou agentes infecciosos. Em sua maioria, sdo de carater



infeccioso, sendo as bactérias classificadas como agentes etiologicos mais
comuns e frequentes desencadeando processos inflamatoérios intensos, com
respostas imunoldgicas especificas e inespecificas.

O sistema imunolégico € dindmico, proativo e reativo, o que significa
dizer que sua agao consiste em manter as condigdes normais do organismo e
também responder a situagdes ameacgadoras a homeostasia. As desordens
decorrentes da mastite, por agente etiolégico de origem bacteriana, s&o
complexas, dependentes do microrganismo envolvido e desencadeiam inumeros
processos de reconhecimento.

Quanto aos microrganismos, em sua superficie celular ha estruturas
moleculares denominadas padrdes moleculares associados aos patégenos
(PAMPs) e, nas células do hospedeiro, receptores de reconhecimento de padrées
(PRR). Alguns desses sdo denominados Toll-like receptors (TLR) apresentando
particularidades, como o TLR4, capaz de reconhecer o lipopolissacarideo de
Escherichia coli (endotoxina) e de outros microrganismos Gram negativos.

Estudos gendmicos sugerem que polimorfismos genéticos dos PRR
podem ou nao levar a expressao de proteinas diferentes em uma sequéncia de
DNA e, consequentemente, o desenvolvimento ou n&do de mastite. O gene que
codifica o TLR4 é polimorfico em bovinos e sua expressao esta associada a
selecdo assistida por marcadores moleculares com a finalidade de verificar a
resisténcia a mastite em gado leiteiro. Pelo exposto, o presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de identificar a presenga de polimorfismos de
nucleotideo unico no gene codificador do TLR4 em vacas leiteiras da raga
holandesa em uma propriedade leiteira em Goias, avaliando a relacdo dos alelos
identificados, com a ocorréncia de mastite subclinica e contagem celular

somatica.



2. REVISAO DE LITERATURA

A melhoria da qualidade do leite é tema de relevancia para o
agronegocio brasileiro exercendo forte e estreita relagdo entre os segmentos,
produtivo, beneficiamento e industrializagdo e, por consequéncia, as esferas de
comercializagdo interna e externa. Assim sendo, ha que considerar como ponto
de partida a qualidade da matéria prima e de seus derivados, especialmente
estes, como alimentos destinados a uma populacdo heterogénea e
reconhecidamente subordinada a questdes atinentes a saude publica.

Sob o ponto de vista governamental e como parte do Programa
Nacional para a Melhoria da Qualidade do Leite, no ano de 2002, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou em 18 de setembro, a
Instrucdo Normativa 51 (IN 51), regulamentando a producgéo, identidade,
qualidade, coleta e transporte dos leites tipos A, B, Pasteurizado e Cru
refrigerado. Esta IN determina que a partir de 01 de julho de 2008 até 01 de julho
de 2011, os estabelecimentos localizados nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, devem apresentar uma contagem celular somatica maxima de 7,5 x 10°
cs/mL no leite cru do tanque de refrigeragao por expansao direta, comunitario, ou
da propriedade rural (BRASIL, 2002).

Deste modo, produtores e industrias necessitam atentar para a
sanidade da glandula mamaria do rebanho para fortalecerem-se com o
pagamento pela qualidade do leite e rendimento industrial, respectivamente. Por
outro lado, os consumidores sdo os maiores beneficiados em funcdo da melhoria
da qualidade microbioldgica e nutritiva do alimento colocado a sua disposigdo no
mercado varejista. Ndo restam duvidas que dentre os entraves a melhoria da
qualidade do leite, os perigos microbiolégicos e quimicos e consequentemente a
potencializacdo do risco, desempenham papel importante devido a presenca de
contaminantes indesejaveis a saude do consumidor e o descumprimento dos
requisitos fixados pela legislacdo nacional (BRASIL, 2002) e exigéncias
internacionais quanto a seguranca dos alimentos (FAO & WHO, 2009).

Considerando esta matriz alimentar, estes perigos podem estar
associados a inflamagao da glandula mamaria. ZHAO & LACASSE (2007) em sua

revisdo sobre as causas e controle de mastites bovinas, descreveram que tais



processos inflamatdrios podem ser deflagrados por fatores como infecgado por

agentes bacterianos, traumas mecanicos ou agressao quimica.

2.1 MASTITE

A mastite tem sido considerada, mundialmente, a doenga de maior
impacto nos rebanhos leiteiros, devido a elevada prevaléncia e aos prejuizos
econdmicos que determina (HALASA et al., 2007).

KOSSAIBATI & ESSLEMONT (2000) ressaltou a dificuldade de estimar
as perdas associadas com mastite clinica, que surgem a partir dos custos de
tratamento, descarte, morte e diminuicado da produgado de leite. Naquele ano, o
autor estimou o custo médio de um caso de mastite clinica em £175 (cento e
setenta e cinco libras esterlinas), o equivalente a aproximadamente R$ 470,00.
Assumindo uma ocorréncia média de 40 casos para cada 100 vacas por ano € um
tamanho do rebanho de 2,4 milhdes vacas leiteiras, no reino unido, a mastite
clinica custa as industrias de produtos lacteos um adicional de £ 168.000.000
anualmente, o correspondente a R$ 451.920.000.

BRADLEY (2002) salientou que € mais dificil ainda quantificar as
perdas associadas a mastite subclinica, decorrentes do tratamento dos animais,
diminuigdo da producéio de leite, alteracbes nos seus constituintes e aumento do
risco de descarte. PHILPOTT (1984) demonstrou uma relagéo linear inversa entre
a contagem de células somaticas (CCS) acima 200.000 cs/mL e produtividade,
evidenciando que ha uma redugao de 2,5% no rendimento para cada aumento de
100.000 cs/mL.

Em paralelo a mastite exerce um efeito extremamente negativo sobre a
produtividade da industria de laticinios devido ao comprometimento da qualidade
do leite (SCHUKKEN et al., 1992; HARDING, 1995; BRAMLEY et al., 1996) e seu
rendimento industrial. Caracteriza-se por determinar queda na produgdo e
alteracbes na composicao do leite, sendo que mais de 140 tipos de
microrganismos podem causa-la, entre os quais, as bactérias, micoplasmas,
leveduras, algas, fungos e, em raras ocasides, virus (PHILPOT & NICKERSON,
2002). Segundo estes autores, a mastite é o resultado de diferentes fatores, que

incluem: resisténcia natural de cada individuo; higiene do ambiente condicionando



a concentracdo de microrganismos aos quais 0s animais estdo expostos; o
estresse ao qual a vaca esta submetida; as diferentes cepas e espécies de
microrganismos com suas diferentes viruléncias; as estratégias de manejo,
incluindo alimentacdo e funcionamento do equipamento de ordenha;
procedimentos de ordenha com énfase na questao da higiene e conscientizagao
dos funcionarios.

AMARAL (1999) relacionou outros fatores, que independem da atuagao
do homem e interfferem no aparecimento da mastite bovina. Dentre os
relacionados ao ambiente, citou o clima (temperatura, chuvas e o binédmio
temperatura versus umidade), os aspectos socioecondmicos do ambiente,
necessidade de produgao e pagamento do leite pela CCS e, finalmente, o manejo
inadequado de pastagens levando a lesbes nos tetos dos animais. Com relagao
aos fatores ligados ao hospedeiro, citou a idade do animal, conformacédo do
ubere, tamanho e didmetro do teto, formato do teto, facilidade de ordenha, raca,
alimentacdo e higidez. Ja em relagdo aos agentes etioldgicos, mencionou a
infectividade, patogenicidade, viabilidade e poder imunogénico.

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em contagiosa e
ambiental. Os patdgenos causadores da mastite contagiosa se disseminam de
quartos infectados para quartos nao infectados, sendo o leite de quartos
infectados a principal fonte de microrganismos. SANTOS & FONSECA (2007)
classificaram as bactérias causadoras de mastite contagiosa em dois grandes
grupos: patdgenos principais e patdogenos secundarios. Dentre os patdgenos
principais destacam-se, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e
Staphylococcus aureus, sendo este, um microrganismo Gram positivo, geralmente
encontrado colonizando o canal do teto, o interior da glandula mamaria ou a pele
do teto, especialmente quando essa se encontra lesada. Entre os secundarios, o
Corynebacterium bovis pode ser apontado.

A mastite ambiental caracteriza-se por alta incidéncia de casos clinicos,
geralmente de curta duragdo, com manifestagdo aguda e maior concentragdo nos
momentos do pré e pos-parto imediato. Os patdégenos encontram-se no ambiente
e contaminam o ubere no intervalo entre ordenhas, quando os tetos ficam
expostos a lama, fezes e sujidades das camas (HOE & SORIANO, 2006). Existem

dois grandes grupos de bactérias causadoras de mastite ambiental que possuem



caracteristicas proprias: coliformes e estreptococos ambientais (SANTOS &
FONSECA, 2007). O grupo dos coliformes & formado por bactérias Gram
negativas que incluem: Escherichia coli, Klebsiella sp. e Enterobacter sp. O grupo
dos estreptococos é formado principalmente por Streptococcus uberis e
Streptococcus dysgalactiae. MARGATHO et al. (1998), descreveram que os
microrganismos mais frequentes para este tipo de mastite sdo as bactérias Gram
negativas como Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas
sp. e Proteus sp. Segundo SANTOS & FONSECA (2007) em decorréncia da
disseminagao destes microrganismos por todo o ambiente, seria impossivel
erradicar a mastite ambiental, ao contrario da contagiosa, passivel de
erradicagao.

A ocorréncia de mastite pode afetar a qualidade microbiolégica dos
atributos desejaveis para a matéria prima, elevando a contagem padrdao em
placas de microrganismos (GERMANO & GERMANO, 1995). Ainda, algumas
bactérias causadoras de mastite tais como Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, podem produzir toxinas termoresistentes, o que representa um perigo a
saude humana (BRAMLEY et al., 1996), seja tanto pelo perigo microbiolégico
quanto perigo quimico.

De acordo com a manifestacdao da infeccdo, as mastites ainda sao
classificadas como clinica ou subclinica, sendo a ultima, a forma mais prevalente
e causadora da maioria das perdas econémicas, que podem variar de 5 a 25% da
producao leiteira (OVIEDO-BOYSO et al., 2007).

ANDRADE et al (1998) determinaram a prevaléncia e etiologia da
mastite subclinica no Estado de Goias. Neste estudo, os autores observaram uma
prevaléncia de 19 a 90% de mastite subclinica nas propriedades estudadas,
sendo que os microrganismos mais frequentes foram Staphylococcus sp. (41,8%),
Corynebacterium spp. (14,9%), Streptococcus spp. (13,3%) e Enterobacter,
Klebsiella e E. coli (10,1%).



2.2 MECANISMOS DE DEFESA INATOS OU INESPECIFICOS DA GLANDULA
MAMARIA

O tecido da glandula mamaria é protegido por dois mecanismos de
defesa do sistema imune: a imunidade inata ou inespecifica, relacionada ao tema
de estudo do presente trabalho, e a adquirida ou especifica. Os sistemas imunes,
inato e adquirido, interagem em uma tentativa de fornecer protegdo contra
microrganismos causadores de mastite (BURVENICH et al., 2003; RIVAS et al.,
2002)

A resposta imune inata € caracterizada pela rapida ativacao dos
mecanismos de defesa antimicrobianos do hospedeiro que sido capazes de
responder a uma ampla variedade de patégenos (SUFFREDINI et al., 1999).
Predomina nos estagios iniciais da infecgao e é constituida pela barreira fisica do
esfincter do teto, macréfagos, neutrofilos, células NK (natural killer) e fatores
soluveis inespecificos (SANTOS & FONSECA, 2007).

2.2.1 Mecanismos anatdmicos de resisténcia

A mastite ocorre quando microrganismos ganham o interior da glandula
mamaria por meio do canal do teto. Por esta razdo, o esfincter é considerado a
primeira linha de defesa contra agentes invasores. O mesmo contém musculos
que mantém o canal fechado entre as ordenhas. Seu interior possui uma camada
de queratina, que atua como barreira fisica na oclusdo do orificio dificultando a
interiorizacdo de microrganismos (Figura 1). O aumento da elasticidade destes
musculos e a remocado da camada de queratina estdo diretamente relacionados
ao aumento dos casos de mastite (SORDILLO et al., 1997).
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FIGURA 1 — Fatores anatbmicos da glandula mamaria
que atuam como barreiras fisicas na
defesa a mastite

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado

A queratina encontrada no canal do teto contém agentes
bacteriostaticos como acidos graxos esterificados e ndo esterificados (acido
miristico, acido palmitoléico, e acido linoléico) e agentes bactericidas, como as
proteinas catibnicas. Estas podem ligar eletrostaticamente aos microrganismos
invasores, alterando sua parede celular e tornando-os mais suscetiveis a pressao
osmotica. Este mecanismo pode levar a incapacidade de agentes invasores em
manter a osmolaridade causando lise da parede celular bacteriana e,
consequentemente, morte celular. Estas estruturas primarias permitem a captura
de agentes invasores, impedindo a sua migragdo para o interior da cisterna da
glandula (OVIEDO-BOYSO et al., 2007).

Um dos principais fatores que afetam a ocorréncia de mastite é a
exposi¢cao da extremidade do teto a agentes patogénicos. A maquina de ordenha
em funcionamento inadequado pode causar lesdes na extremidade do teto, as
quais podem ser colonizadas por bactérias patogénicas e resultar em novas
infecgdes. Sendo assim, o funcionamento do equipamento de ordenha
desempenha um papel decisivo, pois € o unico elemento com acgao direta sobre a
extremidade do teto, por meio do nivel de vacuo, da taxa de pulsagao e do tempo
de ordenha (SANTOS & FONSECA, 2007).



2.2.2 Substancias antimicrobianas sollveis no leite

Tanto os fatores soluveis no leite ligados a resposta imune especifica
quanto inata, representam uma importante linha de defesa da glandula mamaria

que pode obter respostas eficazes quanto a invasao de agentes patogénicos.

Lactoferrina

A lactoferrina € uma proteina da classe da transferrina secretada
principalmente por leucécitos polimorfonucleares e células epiteliais da glandula
mamaria, com capacidade de transportar e se ligar a ions ferro ndo-heme. Esta
presente em uma ampla variedade de fluidos bioldgicos, como na saliva, bile,
secregdes mucosas e no leite de mamiferos (PAWLIK et al., 2009, LEGRAND et
al., 2008). No leite humano, esta presente em concentragédo que varia de 1 a 5 mg
de lactoferrina / mL, enquanto que no leite bovino, sua concentragcéo atinge no
maximo 0,1 mg/mL (TENG, 2002; MOLENAAR et al., 1996).

Ha um grande numero de fungdes bioldgicas associadas a lactoferrina.
Entre elas, uma atencao especial esta voltada para suas atividades antibacteriana
e antiviral, e suas propriedades anticancerigenas e imunomodulatorias
(GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2009).

A multifuncionalidade da lactoferrina esta relacionada com a sua
capacidade de interagir com diversos alvos. Possui atividade quelante de ferro,
sendo que sequestra o ion livre, controlando o crescimento de bactérias
patogénicas, e limitando a produgdo de espécies de oxigénio reativo que
poderiam danificar componentes celulares (PAESANO et al. 2009; LEGRAND et
al. 2006;). Além disso, varios estudos revelaram que alguns dos efeitos
fisiologicos da lactoferrina sdo mediados por sua interagdo com estruturas
celulares de agentes infecciosos como o lipopolissacarideo (ELASS-ROCHARD
et al. 1995), peptideoglicanos (LEGRAND et al., 1997) e receptores celulares
especificos (SUZUKI et al. 2005).
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Sistema Complemento

O sistema complemento de bovinos esta presente no soro e no leite, e
tem um papel importante nos mecanismos de defesa da glandula mamaria contra
agentes causadores de mastite. As proteinas do complemento s&o
predominantemente produzidas por hepatécitos, embora também sejam
produzidas por alguns mondcitos e macréfagos em tecidos diferentes. Sao
necessarias para o recrutamento dos neutréfilos a glandula mamaria e atuam
diretamente na opsonizagao e eliminagdo de microrganismos invasores (OVIEDO-
BOYSO et al., 2007).

O sistema complemento é fundamental para a imunidade inata, pois
esta intimamente envolvido no processo de inflamagédo. O revestimento de
microrganismos invasores por particulas com fragmentos dos componentes C3 e
C4 os torna propensos a ingestdo pelas células fagociticas que possuem
receptores para essas opsoninas. A regulagcdo da resposta inflamatéria pelos
componentes C3a e CbHa induz a liberagdo de histamina dos mastocitos e
basoéfilos, a vasodilatagdo, o aumento da permeabilidade vascular e o
recrutamento de fagodcitos para locais de inflamacédo (DAMEREAU, 1987).

Lisozima

A lisozima, também chamada muramidase, € uma enzima lisossémica
presente no leite de diversas espécies, que lisa certas bactérias por hidrolise das
ligacdes glicosidicas B 1-4, entre residuos do acido N-acetilmuramico e N-Acetil-
D-glucosamina de mucopolissacarideos presentes na parede de células
bacterianas (FOX & KELLY, 2006). No leite de bovinos, possui uma estrutura
ligeiramente maior que em outras espécies, com 154 aminoacidos e um peso
molecular de aproximadamente 18.000 (EITENMILLER et al., 1976). Por estar
presente em pequenas concentragbes no leite de ruminantes, acredita-se que
oferecga pouca protegao a glandula mamaria (SANTOS & FONSECA, 2007).
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Sistema lactoperoxidase

A lactoperoxidase (LPO) € a enzima mais abundante que esta
naturalmente presente no leite, e representa aproximadamente 1% das proteinas
do soro (REITER, 1985). Possui a caracteristica de oxidar moléculas na presenga
de H,O, gerando compostos antimicrobianos. Seus efeitos antimicrobianos
também exigem a presencga de tiocianato (SCN°), ou um halogénio como segundo
substrato para formar o sistema lactoperoxidase (Figura 2). O iodeto € o ion
halogénio mais potencialmente oxidavel de todos, enquanto os cloretos exigem
um oxidante mais poderoso (DE WIT & VAN HOOYDONK, 1996). No sistema
lactoperoxidase, a enzima catalisa a oxidagao do SCN™ para formar hipotiocianato
(OSCN") e acido hipotiocianico (HOSCN). Estes compostos reagem com grupos
sulfidrilicos de agentes microbianos para inibir varias fungbes celulares (SHIN &
LO"NNERDAL, 2001).

A concentracdo de LPO necessaria para ativar o sistema € de apenas
1-2 mg /L, muito menos do que os niveis normalmente presentes no leite bovino
(cerca de 30 mg / L). Como a atividade do sistema lactoperoxidase ndo depende
da presenga da enzima, o efeito antimicrobiano depende entdo, das
concentragbes de SCN°, que tém origem da dieta, e H,O,, que tem origem no
metabolismo celular e ocorrem naturalmente em niveis sub-6timos (SANTOS &
FONSECA, 2007; REITER & HARNULYV, 1984).

LPO

FIGURA 2 — Reacdo de oxidagcao de tiocianato
catalisada pela enzima LPO

Fonte: DE WIT & VAN HOOYDONK, 1996
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2.2.3 Fatores celulares de defesa da glandula mamaria

Quando microrganismos invasores penetram o esfincter do teto e
ganham o canal, a segunda linha de defesa do sistema imune consiste em células
de defesa como neutrdfilos, macréfagos e linfocitos. Estas regulam tanto a
resposta imune inata quanto adquirida (SORDILLO & STREICHER, 2002).

Macrofagos presentes no tecido epitelial ou no leite iniciam a resposta
inflamatoria reconhecendo os patdgenos invasores, secretando citocinas proé-
inflamatérias imunomoduladoras como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral a) e
IL1-B (Interleucina 1 B) que induzem o recrutamento de neutréfilos para o interior
da glandula mamaria, e estimulando a produgdo de prostaglandinas e
leucotrienos, que aumentam a reacgédo inflamatéria local (Figura 3) (BOULANGER
& BUREAU, 2003; STEIN et al., 2003; ZHANG & ISSEKUTZ, 2002).

Células
epiteliais

FIGURA 3 — Representacdo da segunda linha de defesa da glandula
mamaria
Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado

A atividade das células do sistema imune na fisiopatologia da mastite
bovina é regulada por citocinas proé-inflamatérias (Quadro 1) que aumentam a
capacidade bactericida de macréfagos e neutrofilos, promovem o recrutamento de
neutrdéfilos para o sitio de infecgao, induzem a maturagcao das células dendriticas
e controlam a resposta imune adquirida (Figura 4). As células endoteliais dos
vasos sanguineos adjacentes a alvéolos expressam moléculas de adesdo em

resposta a citocinas pré-inflamatérias, o que, por sua vez, facilita o recrutamento
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de neutrdfilos da corrente sanguinea para o local da infecgao, a fim de eliminar as
bactérias invasoras (ALLUWAIMI & CULLOR, 2002).

QUADRO 1 - Citocinas e fatores soluveis no leite que atuam na resposta imune

inata da glandula mamaria

Sistema complemento
Lisozima

Lactoferrina

Fator Funcgéo biolégica

IL-1B Recrutamento de neutrdfilos ao interior da glandula mamaria

IL-2 Induz diferenciagdo de linfécitos B, ativa células NK e linfocitos
CcD8"

IL-6 Regula a fase aguda de sintese proteica e favorece o fluxo de
mondcitos para o interior da glandula mamaria

IL-8 Quimiocina importante no recrutamento de neutrdéfilos para o
interior da glandula maméria

IL-12 Regula a diferenciagéo de linfocitos T

IFN-y Ativa linfécitos T, induz a produgao de IL-12 e auxilia a ativagao
de neutrdfilos

TNF-a Induz a expressédo de moléculas de adesina as células endoteliais

Bacteriolitico / Facilita fagocitose

Cliva ligagbes de carbono e lisa a parede celular de bactérias
Sequestra o ferro para impedir a absor¢do de microrganismos
invasores, cliva a parede celular bacteriana e regula a atividade
dos leucécitos na glandula mamaria.

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al (2007); SORDILLO & STREICHER (2002)

Migracédo pelo endotélio

Bactérias Jo%*
-

AN
%)

Citocinas ®
®
(TNF-c, IL-18)

Células endoteliais

FIGURA 4 — Fatores soluveis associados a resposta imune

em resposta a mastite
Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado
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Citocinas pro-inflamatoria, quimiocinas secretadas por macréfagos e
células epiteliais, por sua vez, ativam a expressao de moléculas de adesao celular
(E-selectina), adesao intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) por células
endoteliais. Estas moléculas facilitam a ligacdo de neutréfilos ao endotélio
vascular e estimulam sua migracdo através da matriz epitelial e subepitelial
levando-os ao local de infeccdo e para o leite. No entanto, para o recrutamento de
neutréfilos, € essencial a participagdo de moléculas quimioatrativas como
componentes do sistema complemento (C3a e C5a), citocinas (IL-8, IL-12) e até
mesmo LPS (lipopolissacarideos) (STRINDHALL et al., 2005). O aumento da CCS
(> 2 x 10° células / ml de leite) observado durante a mastite tem a sua origem
nesta migracao transendotelial e demonstra a importancia das células endoteliais
na fisiopatologia da mastite (OVIEDO-BOYSO et al., 2007).

Os neutrdfilos recrutados para o local de infeccdo por bactérias
realizam fagocitose, produzem espécies reativas de oxigénio, peptideos
antibacterianos de baixo peso molecular e defensinas, que eliminam grande parte
dos patdgenos causadores de mastite (PAAPE et al., 2003). Se o microrganismo
invasor sobreviver, a infiltracido de neutrdéfilos é substituida apds um curto periodo
com linfécitos T, B e mondcitos. No entanto, os neutrdfilos continuam sendo as
células mais abundantes encontradas em mastites cronicas (RAINARD &
RIOLLET, 2003).

2.3 TOLL-LIKE RECEPTOR 4 E O RECONHECIMENTO DE BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

O reconhecimento dos patdégenos e o inicio da resposta imune inata
induzida depende do reconhecimento dos microrganismos pelas células do
hospedeiro. Tanto os macréfagos quanto as células epiteliais apresentam
receptores que distinguem grupos de microrganismos através de receptores para
estruturas moleculares conservadas evolutivamente. As estruturas moleculares
dos microrganismos sao conhecidas como padrbes moleculares associados aos
patdogenos (PAMPS) e os receptores nas células do hospedeiro sdo os receptores

de reconhecimento de padrbes (PRR). Este grupo de moléculas €& necessario
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para a sobrevivéncia e classificagdo de determinada espécie, por exemplo:
lipopolissacarideo (LPS), bactérias Gram negativas; e acido lipoteicdico (LTA),
bactérias Gram positivas. Os PRRs induzem a transcrigdo e secregao de citocinas
e quimiocinas que realizam o primeiro recrutamento de neutréfilos e mondcitos do
sangue para o sitio de infec¢do, na segunda linha de defesa do sistema imune.
(SHARMA et al., 2006; BANNERMAN et al.,2004; HAN et al.,2003).

Alguns desses receptores de reconhecimento, os Toll-like receptors
(TLR), foram descritos pela primeira vez em 1988 em Drosophila melanogaster, e
formam junto aos receptores de Interleucina-1 uma superfamilia de receptores
evolutivamente conservados, conhecida como “superfamilia receptor de
interleucina-1”. Estes reconhecem uma grande variedade de PAMPs e, portanto,
desempenham um papel central no inicio da resposta inflamatéria e subsequente
resposta imune adaptativa a patégenos (JANN, et al., 2009; SABROE et al., 2003;
TAKEDA et al, 2003).

Um ano apos o descobrimento dos TLR, uma proteina homologa foi
identificada em mamiferos (MEDZHITOQV et al., 1997). Atualmente, pelo menos 13
membros da familia TLR ja foram identificados em mamiferos, e genes que
codificam dez destes receptores foram recentemente mapeados para o genoma
bovino (MCGUIRE et al., 2006).

A porc¢ao citoplasmatica dos TLR mostra alta similaridade ao da familia
de receptores interleucina 1 (IL-1), e € denominada receptor de dominio TIR
(Toll/IL-1  Receptor). Apesar da semelhanga citoplasmatica, as porgdes
extracelulares de ambos os receptores sédo estruturalmente independentes. Os
receptores de IL-1 possuem um dominio Ig-like, enquanto os TLR possuem
sequéncias ricas em leucina (LRR), particular de cada TLR (TAKEDA & AKIRA,
2004).

Cada membro da familia de TLR é capaz de reconhecer um conjunto
de PAMPs. Como exemplo, o TLR4 (Toll-like receptor 4) é capaz de reconhecer o
lipopolissacarideo de Escherichia coli (endotoxina) e outros microrganismos
Gram negativos, PAMPs associados ao Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans e Candida albicans e componentes

associados ao estresse celular, como proteinas de choque térmico (Hsp60),
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fibrinogénio, fibronectina, e oligossacarideos do acido hialuronico (LIEN &
INGALLS, 2002; NETEA et al., 2002).

A ativagdo do TLR4 pelo LPS é dependente de duas glicoproteinas, a
primeira, de 160 aminoacidos se liga tanto ao dominio extracelular do TLR4
quanto ao LPS, e &€ denominada MD-2. A segunda, a CD14, serve como um
receptor de alta afinidade por LPS, e apds uma transferéncia catalitica de
mondmeros de LPS por uma proteina ligadora de LPS (LPS-binding protein -LBP)
o complexo CD14/LPS interage com complexos TLR4/MD-2 na superficie de
células para iniciar a oligomerizagédo do receptor e a sinalizagdo (ALEXANDER &
RIETSCHEL, 2001)

Apos o reconhecimento de estruturas capazes de estimular os TLR, a
sinalizacao e ativagao de NF-kB (Fator nuclear kB) pode ocorrer por duas vias
diferentes (Figura 5): 1 — via dependente do Fator 88 de Diferenciacdo Mieldide
(MyD88) e 2 — via independente do MyD88. Tanto o TLR-4 quanto TLR-2 podem
ser ativados pelas duas vias sinalizadoras. Descoberto em 1986, o NF-kB € um
fator nuclear (NF) que, uma vez ativado por agentes como lipopolissacarideos,
pode modular a expressao de varios genes envolvidos em processos celulares e
fisiolégicos como recrutamento e migracado de ceélulas de defesa para locais de
infecgado (O’SUILLEABHAIN, et al., 2001).

Na via dependente do MyD88, uma mudanga conformacional na estrutura dos
TLR permite o recrutamento de moléculas adaptadoras como o MyD88, TIRAP
(Proteina adaptadora contendo dominio TIR), TRAM (Molécula adaptadora
relacionada ao TRIF) e SARM (Proteina contendo SAM e ARM) (O'NEIL &
BOWIE, 2007). Este recrutamento de moléculas adaptadoras, € iniciado com a
associacdo do MyD88 com IRAK-4 (Quinase associada ao receptor de
interleucina-4). Isto favorece a fosforilagcdo de IRAK-1 (Quinase associada ao
receptor de interleucina-4), que permite a ligacdo de TRAF6 (Fator de necrose
tumoral associado ao fator 6) ao complexo. Este complexo formado, fosforila
TAK1(Quinase ativada por TGF-B) que expde um dominio de ligagdo para TAB1
(Proteina 1 ligadora da quinase ativada por TGF-B) que se associa a TAB2
(Proteina 2 ligadora da Quinase ativada por TGF-) formando um complexo. Apés
a formacédo deste complexo, TAK1 fosforila IKK (Quinase kappa B) que se

dissocia do NF-kB, permitindo que esta molécula migre para o nucleo celular e
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atue como fator de transcricdo para citocinas e quimiocinas. Simultaneamente,
TAK1 ativa dois membros da familia MAP quinases que ativam outras familias de
quinases, tais como a JNK (Quinase c-jun n-terminal) e p38, induzindo a produgéo
de citocinas inflamatorias (Figura 5) (TAKEDA & AKIRA, 2004).

A via de sinalizagcdo independente do MyD88 €& dependente da
molécula TRIF (Dominio TIR contendo adaptador do indutor de interferon-g), que
possui em sua estrutura regides de interagcdo com as moléculas TBK1 (Quinase
ligadora de TANK 1), TRAF 6 e RIP 1 (Proteina quinase de interagdo com o
receptor 1). Esta interagcéo, faz com que TRAF6 ative NF-kB, além de promover a
fosforilagdo de IRF3 (Fator de regulagéo 3 de interferon) levando a producgao de
interferon do tipo | (O'NEIL & BOWIE, 2007).

e LRR domain
TLR4

| JIR domain
TIRAPIMar; TRAMH
MyD88 i \

IRAK4
} TRIF

7~ L ; IKKi
NEMO_ RIP1 TBK1%

IKKa | KK =
le® |®
kB - IRF3 @
NF-«xB :
nucteUSI Inflammatory; %N{;
cytokines | IFN-Inducible genes
T |
MyD88-dependent : MyD88-independent
pathway pathway

FIGURA 5 — Mecanismo de sinalizagdao do TLR4 em
funcao do reconhecimento de LPS

Fonte: BORTOLATTO, 2008
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Polimorfismos em genes codificadores de receptores associados ao
sistema imunoldgico inato contribuem alterando a resisténcia ou suscetibilidade a
mastite em bovinos leiteiros. Uma vez que o TLR4 estda envolvido no
reconhecimento de PAMPs, mutagcées no gene codificador do TLR4 podem
comprometer a resposta imune do hospedeiro a certos microrganismos invasores.
Considerando que o gene codificador do TLR4 é altamente polimérfico em
espécies bovinas e sua expressdo génica estd associada a infecgéo
intramamaria, este gene pode ser um candidato potencial para uso em selegao
assistida por marcadores moleculares para aumentar a resisténcia a mastite em
gado leiteiro (SHARMA et al., 2006; WHITE et al., 2003).

No entanto, a estrutura do gene TLR4 bovino € muito complexa. O
gene TLR4 é composto por 11013 bases, sendo que, no sentido 5’-3’ estdo: Exon
1 — composto por uma regido 5’UTR (Regido 5’ ndo traduzida - bases 1 a 470) e
Exon 1 (sequéncia codificadora - bases 471 a 563); Exon 2 (sequéncia
codificadora - bases 5112 a 5278); Exon 3 (sequéncia codificadora - bases 8028 a
10293) e 3’UTR (bases 10294 a 11013) (Figura 6).

8

EXON 1 INTRON1 __EXON2 | EXON 3
% Y Y 4

\
5 UTR Exon 1 Exon 2 Exon 3 3’ UTR
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1 470 471 563 5112 5278 8028 10294 11013

FIGURA 6 — Representagao esquematica do gene TLR4

O gene TLR4 codifica uma proteina madura com 841 aminoacidos. Os
dominios de proteinas incluem (5 'para 3'): sequéncia de sinal (residuo 1-23),
suposto co-receptor de ligagao 1 (24-273), suposta regido de ligagao (274-368),
suposto co-receptor de ligagdo 2 (369-632), regido transmembranica (633-653),
regidao proximal citoplasmatica (654-672), receptor TIR de dominio (673-819) e
regido citoplasmatica distal (820-841) (WHITE et al., 2003). Entre essas regides, o
suposto co-receptor de ligagcado 1 tem sido associado ao reconhecimento de

patégenos, conforme as descrigdes de WANG et al.( 2007).
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A capacidade de identificar vacas que estdo suscetiveis a mastite, em
maior ou menor grau, tem sido o objetivo de varios estudos em genética de
populagdes. A identificagcdo de um ou mais marcadores genéticos associados com
suscetibilidade a mastite, resisténcia, ou ambos, permite aos produtores diminuir
custos associados a mastite pela melhoria da sanidade do rebanho e,
consequentemente, aumento dos lucros pela melhoria da qualidade do leite.
Devido ao fato de a mastite e outras doengas infecciosas serem complexas, e a
resposta imune as mesmas estar associada a varios genes, é provavel que varios
marcadores genéticos sejam futuramente utilizados em conjunto para realizar
selegao assistida por marcadores genéticos. Sendo assim, genes associados com
a resposta imune da glandula mamaria sdo considerados potenciais marcadores
genéticos devido a sua importancia em resposta a mastite (YOUNGERMAN et al.,
2004).

2.4 SISTEMA TAQMAN DE DISCRIMINAGAO ALELICA POR PCR EM TEMPO
REAL

A possibilidade de monitorar a PCR, a cada momento, revolucionou os
processos de quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA. Com isso, nos ultimos
anos, a PCR em Tempo Real tem sido utilizada em larga escala no campo do
diagnostico molecular, pois supera as limitagcbes do tempo relacionadas aos
métodos tradicionais de cultura de microrganismos (NICLAS et al., 2008).

O desenvolvimento da PCR em Tempo Real resultou da
complementacao da técnica de PCR criada por MULLIS (1986) com a descoberta
de fluordforos, e utilizagdo de tecnologia Optica em associagéo a informatica. Em
uma PCR tradicional, o produto da reagéo, ou seja, o fragmento alvo é detectado
apos o término da reagao (end-point) por eletroforese em gel, coloragdo deste
produto com um ligante de DNA e obtencédo de imagem. A tecnologia de PCR em
Tempo Real prevé a detecg¢ao do produto de amplificacdo a medida que vai sendo
formado, ao contrario do método original, acrescentando além dos iniciadores
utilizados na PCR tradicional, um terceiro oligonucleotideo (sonda TagMan®), com
sua extremidade 5’ ligada a um fluoréforo e sua extremidade 3° a uma molécula

quencher, capaz de, por um fenémeno fisico denominado FRET (Transferéncia de
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energia de ressonancia por fluorescéncia), absorver a fluorescéncia emitida pelo
fluoréforo.

Este fendmeno é uma interagéo baseada na distancia (10-100 A) entre
os estados eletrdnicos excitados das duas moléculas de corante em que a
excitacao é transferida de uma molécula doadora para uma molécula receptora,
sem emissao de fotons. Devido a propriedade 5’-3’ exonucleasica da enzima Taq
DNA polimerase na reacdo de PCR, ocorre, durante a fase de extensdo dos
iniciadores, a separagao do fluoré6foro com o quencher, o que abole o FRET.
Neste caso, a fluorescéncia é captada pelo sistema 6ptico do aparelho de PCR
em Tempo Real (FIGURA 7). A medida que os ciclos da reacdo de PCR vao se
sucedendo, aumenta o numero de fluoroforos livres do fenbmeno FRET e

consequentemente a fluorescéncia gerada (DUARTE, 2006).
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FIGURA 7 — Esquema de representagcdao da PCR em Tempo Real com sonda
TagMan®

Fonte: ALVES & NOVAIS, 2004

Atualmente, os métodos mais utilizados de hibridizacdo de
oligonucleotideos para alelos especificos sdo capazes de diferenciar alelos em
um mesmo locus em tempo real utilizando deteccdo por fluorescéncia. Os

sistemas de sondas TagMan (Applied Biosystems®) e Molecular Beacons, os
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quais foram inicialmente desenvolvidos para PCR quantitativo, também podem

ser aplicados para genotipagem de SNPs (Polimorfismos de nucleotideo unico).

Duas sondas sao utilizadas em um sistema bi-alélico, ou seja, cada sonda é

especifica a uma variante alélica e marcada com um fluoréforo reporter diferente.

A sonda, consiste de um oligonucleotideo complementar a sequéncia de

interesse, localizada diretamente sobre o SNP, marcada na extremidade 5 com o

fluoréforo repérter e na 3’ com o quencher (Figura 8) (SYVANEN, 2001).
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FIGURA 8 - Mecanismo de discriminagcao alélica

utilizando sondas TagMan®

Fonte: CAETANO, 2009

Quando a sonda esta intacta, a proximidade da molécula quencher

com o reporter reduz o sinal de fluorescéncia emitida. Esse arranjo garante que a

extremidade 3’ da sonda permaneca bloqueada e ndo atue como um primer. O

primer forward é amplificado e a sonda € clivada pela atividade 5-3

exonucleasica da enzima taq DNA polimerase.
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2.5 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO

A comparagdo das sequéncias de DNA gendmico de individuos
diferentes pode apresentar algumas posi¢gdes em que pode ocorrer mais do que
uma base. Estas variabilidades sdo denominadas SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), ou polimorfismos de nucleotideo unico. Os SNPs sao
abundantes no genoma e é estimado que ocorra um a cada 1000 bases. Além
disso, € provavel que SNPs em regides reguladoras de genes possam influenciar
na ocorréncia de doengas (SACHIDANANDAM et al., 2001; VENTER et al., 2001).

O método padrao para a detecg¢ao de polimorfismos é por PCR-RFLP,
onde sao utilizadas enzimas de restricdo que reconhecem uma sequéncia de
bases especifica na dupla-hélice de DNA e clivam ambas as fitas em sitios
determinados. Ha, no entanto, algumas desvantagens com esta abordagem como
a necessidade de dedicar tempo e trabalho intensivo. A utilizacdo de ensaios de
genotipagem de SNPs utilizando o sistema TagMan® de discriminacéo alélica por
PCR em tempo real (Applied Biosystems) inovou as analises laboratoriais, sendo
confiavel para detectar uma mutagdo de mudanga de base Unica. E considerada
apropriada por seu baixo custo, praticidade e precisdo para a realizagdo de
anadlises de associagdo (MCGUIGAN & RALSTON, 2002).

Assumindo que aproximadamente 40% dos casos clinicos de mastite
que ocorrem anualmente sdo causados por bactérias Gram negativas e que as
mastites sdo responsaveis por prejuizos consideraveis, culminando em menor
qualidade do leite cru e menor rendimento industrial, o emprego de técnicas
moleculares de discriminacao alélica favorecem analises previstas para o leite cru
permitindo aplicagdo de marcadores moleculares para selegao de rebanho e para
producdo de leite de melhor qualidade, em concordancia as exigéncias do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Verificar a presenga de polimorfismos de nucleotideo unico no gene
codificador do TLR4 em vacas da raca holandesa, em uma propriedade de Goias,
bem como a relagdo entre os gendtipos identificados e a contagem celular

somatica.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar e quantificar o DNA de Staphylococcus aureus, Enterococcus
sp., Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae,
Staphylococcus sp.,  Streptococcus agalactiae,  Streptococcus  uberis,
Arcanobacterium pyogenes, Peptoniphilus indolicus, Klebsiella sp. e Serratia
marcescens em amostras de leite cru individual de vacas;

o Realizar a contagem celular somatica em amostras de leite cru individual
de vacas, com vistas a sanidade da glandula mamaria e consequente qualidade
do leite;

o Verificar a presenga de polimorfismo de nucleotideo uUnico no gene
codificador do TLR4 em amostras de sangue de vacas leiteiras;

o Avaliar a relagdo entre os gendtipos identificados e a CCS individual de

vacas leiteiras;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagao da propriedade e do més de colheita das amostras

Na selegédo da propriedade rural foram adotados os seguintes critérios:
a) producédo de leite utilizando animais puros da ragca holandesa; b) possuir
sistema de controle de dados zootécnicos dos animais (data de parto, ordem de
parto e dias de lactagdo) e c) possuir histérico de analises para CCS do leite
individual de vacas.

A propriedade rural selecionada localiza-se na zona rural de Anapolis-
Go, possui sistema de criagao intensivo do tipo “Free-stall” e sala de ordenha com
sistema de contengdo em espinha de peixe duplo-5. Atualmente, s&o realizadas
duas ordenhas diarias com intervalo fixo de 12 horas, sendo a primeira realizada
as 4 horas e a segunda as 16 horas.

O més de abril foi selecionado para colheita de amostras, devido a
algumas caracteristicas peculiares que proporcionam um grande desafio aos
animais, tais como, o acumulo maximo de agua no solo, aproximadamente 100
mm (Figura 9), perda da producéao leiteira de aproximadamente 3% em funcéo do
clima, temperatura média mensal variando de 15 a 31°C e umidade relativa do ar
variando de 60 a 70% (Figura 10 — A, B, C, D) (INMET, 2010).

Armazenamento de Agua no Solo - Normal 61-90
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FIGURA 9 — Balanco hidroclimatico médio anual
FONTE: INMET, 2010
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4.2. Colheita de amostras

No més de abril do ano de 2010, foram coletadas 150 amostras de leite
individual de vacas e 150 amostras de sangue em uma propriedade rural do
Estado de Goias.

Os dados zootécnicos dos animais serviram como parametro para
excluir das analises estatisticas, animais que apresentavam menos de sete e
mais de 305 dias de lactagcdo no momento da colheita, pelo aumento natural da
contagem celular somatica no leite de animais até o oitavo dia apos o parto e no
final de lactagdo (SANTOS & FONSECA, 2007).

A composicao centesimal das amostras de leite cru individual de vacas
foi utilizada como parametro para excluir das analises estatisticas, animais que
apresentavam valores fora do padrdo para leite de vacas holandesas. Sendo
assim, utilizando dados da Federagdo Mundial de Gado Holandés (WHFF, 2010),
o percentual médio e o desvio padrdo para o percentual de gordura do leite foi
calculado. Os percentuais de gordura no leite acima de 3,96+0,24 foram

considerados “outliers.
4.2 1 Leite individual de vacas

As amostras de leite individual de vacas foram representativas de uma
ordenha completa em um periodo de 24 horas. Estas foram submetidas as
analises de contagem celular somatica e composigéo centesimal por citometria de
fluxo, sendo conservadas com Bronopol® (Chemicalland21, Republic of Korea),
um produto quimico de acao bactericida que retrata o momento da colheita e nédo
interfere na reagcdo de PCR em tempo real (TODHUNTER et al.,1985; NATIONAL
MASTITIS COUNCIL, 1999).

A colheita de leite em ordenhadeira de circuito fechado foi realizada
com auxilio de medidores, posicionando a valvula corretamente no momento da
ordenha, visando o enchimento dos mesmos. Apds a ordenha completa e a
respectiva coleta, foi procedida a agitacdo do leite por meio da permissdo da
entrada de ar no medidor. Em seguida, a valvula foi posicionada no sentido da

colheita de leite sendo o volume de 40 mL vertido no frasco de amostragem.
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4.2.2 Sangue

A colheita de amostras de sangue destinadas a genotipagem de
polimorfismos de nucleotideo unico foi realizada por meio de pung¢ao na artéria
coccigea utilizando agulhas descartaveis 40x16mm e dispositivo para colheita a
vacuo, em tubo descartavel de 13x75mm (Vacuette® Greiner, Bio One — S3o
Paulo, Brasil) contendo anticoagulante EDTA (acido etilenodiaminotetracético, sal
dissédico) a 10%.

Logo apos a colheita de 5 mL de sangue, os tubos foram identificados
com o numero do brinco dos animais, homogeneizados para evitar a coagulagéo
do sangue e imediatamente estocados sob refrigeracdo utilizando caixas de
isopor e gelo reciclavel, sendo posteriormente encaminhados ao Laboratério de
Biologia Molecular do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Goias (LBM/CPA/EV/UFG).

4.3 Principios analiticos

4 3.1 Contagem Celular Somatica em amostras de leite

As amostras destinadas a CCS foram inicialmente aquecidas em
banho-maria a temperatura de 40°C/15min. Para a analise foi utilizado o
equipamento Fossomatic 500 Basic (Foss Electric® A/S. Hillerod, Denmark), cujo
principio analitico baseia-se na citometria de fluxo. Uma aliquota da amostra foi
automaticamente pipetada e homogeneizada aos reagentes de lise das
membranas celulares. As membranas das células somaticas uma vez rompidas
liberam o DNA que por sua vez é corado por brometo de etidio. O equipamento
possui uma lampada halégena que emite raios de luz azul que, ao incidirem sobre
o DNA corado, provocam a emissao de pulsos de luz vermelha. Esses pulsos sao
ampliados e contados por um foto-multiplicador. Aplica-se um fator de correcao e,

entdo, o equipamento expressa o resultado em células/mL.
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4.3.2 Composicao centesimal em amostras de leite

Os teores de componentes do leite foram determinados utilizando o
Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio analitico
baseia-se na absorcao diferencial de ondas infravermelhas pelos componentes do
leite. Apos ser automaticamente pipetada para o interior do equipamento, uma
aliquota da amostra foi exposta a uma radiagdo infravermelha possibilitando a
determinacao da concentragdo de cada componente. A aliquota percorreu um
sistema Optico que mede a energia absorvida em comprimentos de onda
especificos dentro da regido infravermelha. Moléculas de gordura, proteina,
lactose, e demais componentes dos soélidos totais absorvem a luz infravermelha
por diferengas estruturais especificas desses componentes, que vibram em
comprimentos de onda caracteristicos. O processo para quantificar o componente
requer a medida e o uso de dois comprimentos de onda: referéncia e leitura. Para
cada componente, as amostras foram irradiadas no comprimento de onda de
referéncia e no comprimento de onda de leitura. O equipamento emite um feixe de
luz de radiacéo infravermelha, que é colhido por um detector. Os sinais de pulso
sao detectados e, por meio de uma placa do equipamento, ocorre a conversao da
concentracdo do componente especifico para percentuais. Assim, o resultado final
€ automaticamente calculado, por meio da comparagao entre as medidas de

referéncia e as medidas da amostra (IDF 141C, 2000).

4.3.3 Técnica de PCR em Tempo Real para identificagdo dos principais agentes

causadores de mastite

Para identificacdo dos microrganismos presentes no leite cru individual
de vacas, foram selecionadas 12 amostras, ou seja, 20% do total de espécimes
que apresentaram contagem celular somatica acima de 200.000 cs/mL. Para
tanto, empregou-se o kit Pathoproof™ Mastitis PCR Assay (Finnzymes
Diagnostics®) F-870-L, compativel com o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®). Os procedimentos para a realizacdo deste ensaio
analitico serviram para a detecg¢ao e quantificagao relativa de 11 microrganismos

mais comumente encontrados no leite, obtendo um perfil microbiolégico a nivel
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molecular da propriedade de estudo, justificando a analise do TLR4 em fungao da
contagem celular somatica individual de vacas. O kit empregado conta com quatro
reagcdes separadas de multiplex PCR em tempo real, todas contendo controle
interno de amplificagcdo. O master mix para a reagédo um € composto por primers e
sondas para detecgao de Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. e C. bovis. O
master mix dois, de primers e sondas para deteccao de E. coli e Streptococcus
dysgalactiae. Ja o master mix trés, detecta Staphylococcus sp. (inclui todos os
estafilococcos coagulase negativa relevantes), Streptococcus agalactiae e
Streptococcus uberis. E por fim, o master mix quatro é capaz de detectar
Klebsiella sp., Serratia marcescens, Arcanobacterium pyogenes e/ou

Peptoniphilus indolicus.
a) Protocolo para extragdo de DNA de amostras de leite cru

A extracdo de DNA das amostras de leite cru foi realizada em
conformidade com o protocolo do Pathoproof Mastitis PCR Assay (Finnzymes
Diagnostics®, 2009).
b) Protocolo de amplificagcdo do DNA dos agentes causadores de mastite

De acordo com o manual de utilizagdo do kit, as reagdes totalizam um

volume final de 20 pl, e as condigdes de amplificacdo utilizadas no modo de
amplificagdo Fast 7500 estao relacionadas no Quadro 2.

QUADRO 2 - Condi¢des de amplificacdo para as reagdes de multiplex PCR em
tempo real do kit Pathoproof®

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturagao inicial 95°C 10 minutos
Desnaturacao 95°C 5 segundos
40 Ciclos
Anelamento 60°C 1 minuto
Extenséo 25°C 5 segundos
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c) Interpretacdo dos resultados — Staphylococcus aureus e Staphylococcus

coagulase negativa

O Pathoproof Mastitis PCR Assay® (Finnzymes Diagnostics®) detecta a
presenga de Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa. Se
uma amostra for positiva para S. aureus e Staphylococcus sp., significa que S.
aureus esta presente na amostra. Por outro lado, se a amostra for negativa para
S. aureus e positiva para Staphylococcus sp., o resultado deve ser interpretado
como positivo para Staphylococcus coagulase negativa. No entanto, se uma
amostra for positiva para S. aureus, ndo é possivel realizar a identificacdo de

Staphylococcus coagulase negativa.
d) Interpretacdo dos resultados — Resultados relativos

Nos relatérios, a cada alvo bacteriano foi atribuido um percentual
relativo dependendo do valor Ct (cycle threshold — numero do ciclo que a curva
exponencial cruza a linha do threshold, ou seja, o nivel de fluorescéncia no inicio

do crescimento exponencial).

4.3.4 Técnica de Genotipagem de SNPs

a) Protocolo para extragcdo de DNA do creme leucocitario das amostras de sangue

Inicialmente, os tubos contendo as amostras de sangue foram
homogeneizados em agitador de tubos. De cada amostra, uma aliquota de 400uL
de sangue foi transferida para um tubo de polipropileno de 1,5 mL e, a esta
aliquota, foram adicionados 500uL de tampao TE (10 mM Tris HCI, pH = 8 e 1
mM EDTA). Novamente, as amostras foram homogeneizadas em agitador de
tubos e centrifugadas a 10.000 rpm/10min. O sobrenadante foi descartado por
inversdo e ao pellet formado o procedimento foi repetido até que fosse obtido o

creme leucocitario (VIDAL et al., 2005). Em seguida, a extragdo de DNA foi
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realizada em conformidade com o protocolo de extragao para o High Pure PCR

Template Preparation kit (Roche Diagnostics®).

b) Discriminagao alélica

A discriminagao alélica foi realizada baseada em quatro SNPs de
referéncia depositados no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Quadro 3). Para animais Bos taurus taurus, o locus 1 (N° de acesso GenBank
rs8193046) possui variagao alélica (A/G) e esta localizado no intron 1 do gene
codificador do TLR4. O locus 2 (N° de acesso GenBank rs8193047) ndo possui
variagdo em animais bos taurus taurus (G), codifica 0 aminoacido Glutamina
(posigao 39) e serviu como parametro de identificacdo da espécie dos animais. O
locus 3 (N° de acesso GenBank rs8193060) possui variagdo alélica (C/T), esta
localizada no éxon 3, na regido codificadora do aminoacido Serina (aminoacido na
posicado 552 — co-receptor putativo de ligacéo 2, localizado na porgéo extracelular
do TLR4 -sequéncias ricas em leucina). O locus 4 (N° de acesso GenBank

rs29017188) possui variagao alélica (C/G) e esta localizado na regido 5’UTR.

QUADRO 3 — SNPs selecionados para discriminagéo alélica

Alelos para
Numero de Posicdo do | Posigao
Bos taurus
Locus acesso Regiao Aminoacido aminoacido | no gene
raca
GenBank ¢ na proteina TLR4
Holandesa
1 rs8193046 A/G Intron 1 = = 5088
2 rs8193047 G Exon 2 | Glutamina [GIn] 39 5135
3 rs8193060 CIT Exon 3 Serina [S] 552 9423
4 rs29017188 C/IG 5 UTR = = 245

Os primers e sondas utilizados para genotipagem foram desenhados
com o software Primer Express (Applied Biosystems®) utilizando a sequéncia de
referéncia do gene TLR4 de Bos taurus (numero de acesso no GenBank

DQ839567.1) e estdo relacionados no Quadro 4. Para testar a especificidade dos
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iniciadores foi realizada uma avaliagao in silico por meio dos softwares Nucleotide
BLAST e Primer BLAST disponiveis no site do NCBI.

QUADRO 4 - Primers e sondas utilizadas para genotipagem. As bases marcadas

indicam os alelos para genotipagem

Locus | Oligonucleotideo Sequéncia (5—3’) Tamanho de Posigéo no
fragmento gene TLR4
TLR4 F1 GAGAGGAGAGTTGCTTGGAAGTCT 5039-5062
TLR4 R1 GCTCCATGCACTGGTAACTAATGT 107pb 5145-5122
1 TLR4 S1 FAM-CAGGAAGACACC.CA—MGB 5076-5090
TLR4 S1.1 VIC-AAGACACCACATCTAA-MGB 5080-5095
TLR4 F2 CTAAGGTGCATGCAGGAAGACA 5064-5085
TLR4 R2 CAGGTCCAGCATCTTGGTTGA 138 pb 5201-5181
2 TLR4 S2 FAM-TTCCTAACATTAGTTACCA.TG-MGB 5116-5137
TLR4 S2.1 VIC-TCCTAACATTAGTTACCAGTG-MGB 5117-5137
TLR4 F4 CCACTCGCTCCGGATCCT 9396-9413
TLR4 R4 CCTTGGCAAATTCTGTAGTTCTTG 7opb 9474-9451
’ TLR4 S4 FAM-ACTGCAGITTCAACCGTATC-MGB 9416-9435
TLR4 S4.1 VIC-ACTGCAGETTCAACCGTA-MGB 9416-9433
TLR4 F5 CCAGCTTCCTCTTGTTGTTACTTCA 173-197
TLR4 R5 CGGGAGGAGAGGAAGTGAGA 150 pb 322-303
4 TLR4 S5 FAM-TATTTATCTCCTCTGCCACC.GA-MGB 265-243
TLR4 S5.1 VIC-TTATCTCCTCTGCCACCECGAG-MGB 262-242

Para a amplificacdo dos fragmentos desejados, foram utilizadas as

seguintes condicbes de reagao: 5 uL de template, 5,35 yL de agua mili-Q

esterilizada, 12,5 uL de TaqMan® Genotyping Master Mix, 0,45 uL de cada primer

(concentragao final 0,9 umols) e 0,625 pL de cada sonda (concentragao final 0,25

pmols), totalizando um volume final de 25 L. As condigbes de amplificacao estao

relacionadas no Quadro 5.

QUADRO 5 — Condig¢des de amplificagdo para cada reagao

ETAPA

Pré-PCR / P6s-PCR

Desnaturagéo inicial

40

ciclos

Desnaturacéo

Anelamento

Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4
T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo
60 30s 60 30s 60 30s 60 30s
95 10 min 95 10 min 95 10 min 95 10 min
95 15s 95 15s 95 15s 95 15s
59 1 min 60 1 min 59 1 min 59 1 min
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4.4 Tratamentos estatisticos

O aumento na disponibilidade de dados genéticos de populacdes
resultou em um numero crescente de estudos que tentam associar a
suscetibilidade genética a doengas complexas. No entanto, poucas associagdes
relatadas como significativas s&o aplicadas em novos estudos. Resultados de
testes de equilibrio de Hardy-Weinberg no controle de populagbes podem indicar
erros de genotipagem que podem ser resultado da auséncia de repetibilidade.
Portanto, este tem sido recomendado como um teste crucial em qualquer estudo
de associagao genética populacional (TRIKALINOS et al., 2006). Sendo assim, as
frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas utilizando o software
POPGENE verszo 1.32 (YEH, 1999) e o teste do % foi realizado para detectar o
equilibrio Hardy-Weinberg da mutagao.

A CCS nao possui como caracteristica uma distribuigdo normal. Para
aproxima-la, com homogeneidade de variancias e ajustando a amostragem do dia
para um periodo de lactacdo, foi transformada em escore de células somaticas,
aplicando a seguinte formula: SCS= log,[CCS/100000)+3]; onde o valor de CCS
estd na unidade de células somaticas por microlitro (cs/puL) (GANS &
SHOOK,1987)

Posteriormente, foi realizada analise de variancia entre os gendétipos
combinados e os testes de Duncan e Scott & Knott utilizando os softwares R (R-
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) e SAS (SAS INSTITUTE, 2001).

A herdabilidade do escore de células somaticas e as variancias
fenotipica, genotipica e ambiental em relagdo aos gendtipos estudados foram

determinadas por meio do software Genes (CRUZ, 2006)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo relativa dos principais microrganismos causadores de
mastite

Na Tabela 1 pode ser verificada a distribuicdo dos microrganismos
identificados e quantificados em amostras de leite cru individual de vacas. Das
150 amostras de leite cru analisadas para CCS, 60 apresentaram contagem
acima de 200.000 cs/mL, sendo que 12 (20%) foram submetidas a extragdo de
DNA e detecgado dos principais microrganismos causadores de mastite.

Observa-se que ha uma maior frequéncia de microrganismos Gram
negativos (52,47%). Dentre estes, destaca-se a presenca do DNA de Klebsiella
oxytoca (36,96%), Serratia Marscescens (12,58%) e Escherichia coli (2,93%).
Entre os Gram positivos encontrados (47,53%) predominam Staphylococcus sp.
(15,42%), Streptococcus uberis (9,30%), Streptococcus dysgalactiae (7,44%),
Streptococcus agalactiae (6,51%) e Staphylococcus aureus.

TABELA 1 — Frequéncia de ocorréncia de microrganismos identificados em
amostras de leite cru individual de vacas holandesas (n=12) e
percentual relativo total de acordo com a coloragao pelo método
de Gram, Goiénia-GO, 2010

Microrgonismo Frequéncia Microrgonismo Frequéncia

identificado observada (%) identificado obse;;\;ada
Corynebacterium bovis 1,3 Streptococcus uberis sg:;o
Enterococcus sp. 0,0 Staphylococcus sp. 15,42
Staphylococcus aureus 3,24 Arcanobacterium pyogenes 4,32
Escherichia coli 2,93 Klebsiella oxytoca 36,96
Streptococcus dysgalactiae 7,44 Serratia marcescens 12,58

Streptococcus agalactiae 6,51

Classificagcao dos .
. . Percentual Relativo total (%)
microrganismos

Gram positivos 47,53

Gram negativos 52,47
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Estes resultados revelam risco para a saude publica, uma vez que os
patdogenos sao destruidos no processo de pasteurizagdo, no entanto, toxinas
termorresistentes como algumas produzidas por cepas de Staphylococcus aureus
(3,24%) nao sao destruidas, permanecendo nos produtos lacteos, diminuindo sua
vida de prateleira e qualidade fisico-quimica.

Além disso, apesar da baixa frequéncia observada para Staphylococcus
aureus, observou-se alta frequéncia para Staphylococcus sp. (15,42%). Estes
patogenos classificam-se entre aqueles de maior associagdo a mastite contagiosa
e subclinica, dados preocupantes quanto a sanidade da glandula mamaria das
vacas analisadas e, por consequéncia, da qualidade do leite cru produzido.

Apesar de condigbes experimentais divergentes, cabe comparar estes
resultados com os achados de BRADLEY et al. (2007), nos quais foram isolados
Streptococcus uberis e Escherichia coli em amostras de leite provenientes de
animais com mastite clinica em 23,5% e 19,8% respectivamente. Outros estudos,
envolvendo isolamento de agentes em animais com mastite subclinica,
relacionam ainda a auséncia de crescimento microbiano em 47% das amostras
analisadas, presenca de Staphylococcus coagulase negativa (22,6%),
Staphylococcus aureus (20,6%), outros Streptococcus sp. (11,1%), Streptococcus
agalactiae (2,3%), Coliformes (2,9%) e outros microrganismos (5,8%)
(FERGUSON et al., 2007).

ARCURI et al. (2008) avaliando contaminantes de leite cru refrigerado,
identificaram que as bactérias psicrotroficas Gram negativas estiveram
relacionadas a 81,2% dos casos e o0 agente patogénico Klebsiella oxytoca foi
identificado em 4% dos isolamentos. No presente estudo, este agente relacionou-
se a 36,96% de frequéncia, denotando grande perigo microbiologico e
potencializagao de alteragdes fisico-quimicas do leite cru, causando instabilidade,
tendo em vista a viscosidade aumentada devido a sua presenca.

Apesar da baixa frequéncia de Escherichia coli identificada neste
estudo, € possivel afirmar que este patdogeno contribui para a mastite ambiental
de dificil controle e erradicacdo, estando relacionada as praticas higiénico-
sanitarias deficitarias e fracassos nos tratamentos preconizados, como pode ser

visto na Figura 11, propriedade dotada de sistema de criagao intensivo do tipo
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“free-stall”, com tamanho de cama inadequado para o porte dos animais de

producao e grande acumulo de sujidades, urina e fezes no ambiente.

FIGURA 11 — Cama do sistema de criagao “free-stall” com
tamanho inadequado e acumulo de fezes e
sujidades.

Provavelmente, as divergéncias quanto a frequéncia encontrada estéo
relacionadas a sensibilidade e especificidade da técnica utilizada para
identificacdo dos microrganismos associadas as variaveis do ambiente de estudo.
TAPONEN et al (2009) ressaltaram que mais de 30% de amostras de leite de
vacas com mastite clinica e/ou subclinica enviadas para identificacdo de
microrganismos por cultura bacteriologica, ndo apresentam crescimento
bacteriolégico em um periodo de 48 horas de incubacédo. KOIVULA et al. (2007),
afirmam que é ainda mais comum a auséncia de crescimento microbiano quando
as amostras de leite sdo provenientes de animais com mastite subclinica, com um

percentual de amostras negativas que pode variar de 28,7% a 38,6%.
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5.2 Genétipos identificados para diferentes SNPs em animais da raga

holandesa em Goias.

O gene TLR4 relaciona-se a resposta imunolégica da glandula
mamaria, quando ha exposi¢ao e agao aos microrganismos Gram negativos, que
no caso do presente estudo, referem-se ao maior percentual de bactérias
identificadas. Este gene exerce a fungao de potencial marcador genético devido a

sua importancia a mastite.

Amplification Plot
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FIGURA 12 — Representagcao das curvas de
amplificagao de animais
homozigotos GG para o SNP 2.

by

Analisando as Figuras 12 e 13 relativas a amplificagdo da PCR em
tempo real e discriminacdo alélica para o locus 2, nota-se que todos os animais
pertencem a espécie bos taurus taurus, nao apresentando mudanca de base A>G

na posigcao 5135 do gene codificador do TLRA4.
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As frequéncias alélicas, genotipicas e o resultado do teste do Qui-
quadrado para avaliar se a populagdo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg
estdo dispostos na Tabela 2. Pode ser observado, que para o locus 1, o gendétipo
heterozigoto GA apresentou maior frequéncia (45,9%), seguido pelos gendtipos
homozigoto AA (33,7%) e homozigoto GG (20,4%), com uma frequéncia alélica de
56,6% para o alelo A e 43,4% para o alelo G. Para o locus 3, o gendtipo
homozigoto CC apresentou maior frequéncia (43,8%), seguido pelos gendtipos
heterozigoto TC (42,8%) e homozigoto TT (13,4%), com uma frequéncia alélica de
65,3% para o alelo C e 34,7% para o alelo T. Ja para o locus 4, o gendtipo
heterozigoto GC apresentou maior frequéncia (48,9%), seguido pelos gendotipos
homozigoto CC (32,6%) e homozigoto GG (18,5%), com uma frequéncia alélica

de 57,1% para o alelo C e 42,9% para o alelo G.
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Pode-se avaliar que o conjunto de dados deste estudo, permite obter
estimativas de diferentes parametros genéticos seguindo os principios da

estatistica e da biometria.

TABELA 2 — Frequéncias alélicas e genotipicas para diferentes SNPs e teste X2
para determinar o equilibrio de Hardy-Weinberg

Frequéncia Frequéncia
Locus Genétipo N°de animais Alelo X2 (P)
Genotipica Alélica
1 AA 33 33,7 A 56,6 0,48 (0,48)
GA 45 45,9 G 43,4
GG 20 20,4
2 GG 98 100,0 G 100,0 -
AA 0 0 A 0,0
GA 0 0
3 cC 43 43,8 C 65,3 0,34 (0,55)
TC 42 42,8 T 34,7
TT 13 13,4
4 CcC 32 32,6 C 57,1 0,002 (0,95)
GC 48 48,9 G 42,9
GG 18 18,5

Os resultados obtidos de frequéncia alélica e genotipica para o SNP
situado no locus 1 se assemelham aos de WANG et al (2007), os quais
encontraram frequéncia alélica de 54% para o alelo A, 46% para o alelo G e
frequéncia genotipica de 30% AA, 47% GA e 23% GG em vacas holandesas na
China.

O resultado do teste ndo-paramétrico do Qui-quadrado, revelou que a
populacdo esta em equilibrio Hardy-Weinberg para todos os 3 loci selecionados
(P>0,05), indicando que as frequéncias alélicas e genotipicas permanecerao

constantes no decorrer das geragdes.
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5.3 Associacao entre genétipos identificados e escore de células somaticas
para cada SNPs em animais da raga holandesa.

Ao analisar os resultados dispostos na Tabela 3 verifica-se que os
gendtipos com menor média de SCS foram locus1-AA (2,4), locus4-CC (2,4) e
locus3-CC (2,6), sugerindo que os alelos A e C estdo associados a gendtipos de
menor SCS. Por outro lado, animais com os gendétipos locus 1-GG (3,6), locus3-
TT (3,5) e locus4-GG (3,5), apresentaram maiores escores de células somaticas,
podendo os alelos T e G estarem associados ao aumento do SCS e,

consequentemente, uma maior suscetibilidade a mastite.

TABELA 3 — Média de escore de células somatica
para diferentes gendtipos em vacas
holandesas Goias, Brasil (n=69)

SNP Genétipo Média de SCS
1 AA 24
GA 2,7
GG 3,6
3 CcC 2,6
TC 2,8
TT 3,5
4 CcC 2,4
GC 2,8
GG 3,5

WANG et al. (2007) utilizando a técnica de PCR e Single-Strand
Conformational Polymorphism (SSCP) também identificaram a presenga de
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no intron 1 do gene TLR4 (A/G). Esses
autores, ao analisarem o efeito do polimorfismo sobre o escore de células
somaticas, observaram que vacas holandesas homozigotas para o alelo A
apresentaram escore de célula somatica inferior em relagdo aos animais
homozigotos para alelo G. Esses resultados reforgam a ideia de que o alelo A

pode desempenhar um papel importante na resisténcia a mastite.
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5.4 Associagao entre os genoétipos combinados e escore de células

somaticas em animais da ra¢a holandesa

Os dados contidos nas Tabelas 4 e 5 analisados por meio do emprego
dos testes de Duncan e Scott & Knott, respectivamente, revelam que os gendtipos
combinados representados pelos numerais 5 e 6, apresentam maiores médias de
SCS que néo apresentam diferenca estatistica significativa entre si (P<0,05). Ja
0s genotipos representados pelos numerais 2, 1 e 8, de menores médias, também
nao apresentam diferenca estatistica significativa entre si (P<0,05). No entanto, os
gendtipos 2, 1 e 8 apresentam diferenga estatistica significativa (P>0,05) para
SCS quando contrastados com os genotipos de maior SCS, 5 e 6, sugerindo um
grande potencial na utilizagdo em selegao assistida por marcadores moleculares
visando producdo de leite com menor escore de células somaticas e,

consequentemente, de melhor qualidade.

TABELA 4 — Efeito da combinagao de gendtipos no SCS de vacas holandesas de

uma propriedade do Estado de Goias, ao teste de Duncan (n=69)

N° de ordem da

Combinagao de Erro padrao
combinacgao de N° de animais Média de SCS
gendtipos das médias
genétipos
5 GGCCGC 1 5,32 -
6 GGCCGG 1 5,0% -
4 GATCGG 1 3,9%° -
7 GGTCGC 1 3,7%° -
9 GGTTGG 10 3,5%° 0,51
3 GATCGC 25 2,72 0.21
2 AACCCC 21 2,39° 0,15
8 GACCGC 7 2,57° 0,21
1 GGTCGG 2 2,5° 0,70

* Escores médios seguidos de letras iguais n&o diferem estatisticamente entre si (P < 0,05).
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TABELA 5 — Efeito da combinacado de gendtipos no SCS de vacas de
uma propriedade do Estado de Goias, ao teste de Scott & Knott (n=69)

N° de ordem da

Combinacéao de

combinacéo de . N° de animais SCS médio
genétipos genotipos
5 GGCCGC 1 5,32
6 GGCCGG 1 5,0°
4 GATCGG 1 3,9°
7 GGTCGC 1 3,7°
9 GGTTGG 10 3,5°
3 GATCGC 25 2,72°
2 AACCCC 21 2,39°
8 GACCGC 7 2,57°
1 GGTCGG 2 2,5°
;I[E)zt):ores médios seguidos de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si (P <

O conhecimento da variabilidade fenotipica, resultado da a¢do conjunta
dos efeitos genéticos e ambientais, € de grande importancia para as estimativas
de herdabilidade.

Na Tabela 6 estdo distribuidos os dados relativos as estimativas de
herdabilidade média para SCS entre os gendtipos combinados e as variancias
médias fenotipica, ambiental e genotipica. Observa-se, que SCS possui uma alta
herdabilidade (62,34%) quando associado aos gendtipos combinados
selecionados, indicando que grande parte das variagbes observadas nesta

populacéo, € de origem genética (V4=0,27).

TABELA 6 — Estimativas médias de herdabilidade e varidncias fenotipica,
ambiental e genotipica para os genotipos identificados de vacas de uma
propriedade do Estado de Goias
Escore de células somaticas (SCS)
H? Vi Va Vq
Genotipos 62,34% 0,44 0,17 0,27

* H? - Herdabilidade média; V; — variancia fenotipica média; V, — varidncia ambiental média; Vg —
variancia genotipica média.

Estes dados diferem dos obtidos por ANDRADE et al. (2007) os quais
encontraram valores para herdabilidade proximos de 20%. No entanto, os autores

adotaram parametros zootécnicos em fungdo da média do escore de células
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somaticas, como a producao de leite aos 305 dias de lactacdo. Isto indica que na
populagao alvo do presente estudo, os parametros genéticos sdo mais adequados
do que parametros zootécnicos para selecdo de animais com SCS inferiores
mesmo considerando as interferéncias ambientais.

Diante da importancia da mastite bovina para a cadeia produtiva do
leite e, principalmente, das agbes do Programa Nacional de Melhoria da
Qualidade do Leite - relativas aos requisitos de regulamentacao, identidade e
qualidade do leite cru - dos resultados obtidos frente a discriminagao alélica,
pode-se afirmar que os genotipos representados pelos numerais 2 (média de
SCS=2,39), 1 (média de SCS=2,50) e 8 (média de SCS=2,57) s&o os mais
indicados para uma selegao assistida por marcadores moleculares. Ainda assim,
nao € prudente dissociar as caracteristicas fenotipicas, resultados da acao
conjunta dos efeitos genéticos e ambientais determinando variabilidade no perfil
zootécnico dos rebanhos.
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6 CONCLUSOES

e Na propriedade onde foi desenvolvido o estudo, ha maior frequéncia do
DNA de microrganismos Gram negativos em amostras de leite individual de
vacas, destacando-se a presenca de Klebsiella oxytoca;

e O gene codificador do TLR4 é polimorfico em vacas da raga holandesa;

e Animais identificados com os genétipos AACCCC, GGTCGG e GACCGC

sao os mais indicados para selegao assistida por marcadores moleculares.
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