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RESUMO

A mastite € o processo inflamatdrio da glandula mamdria de origem infecciosa ou ndo.
Caracteriza-se por alteracOes fisico-quimicas e bacteriologicas do leite e lesdes irrepardveis no
tecido mamadrio. Em cabras exploradas para a producdo de leite, a mastite € um grave problema,
tanto por aumentar os custos da produ¢do quanto pelos riscos a saide publica. Neste estudo
foram realizados os seqiienciamentos dos exons 1 € 2 do gene para MBL (lectina ligadora de
manose) com o objetivo de correlaciona-los a suscetibilidade a mastite subclinica em caprinos.
Utilizaram-se 145 cabras de racas e idades variadas e que ndo estavam no periodo colostral nem
na época de secagem, onde foram coletadas amostras de sangue e leite. No leite foi realizada a
contagem de células somadticas (CCS) a fim de identificar a mastite subclinica, realizadas
avaliacOes das caracteristicas fisico-quimicas (gordura, proteina, lactose e solidos), e exames
bacterioldgicos do leite. Das amostras de sangue foi extraido o DNA gendmico para
seqlienciamento dos exons 1 e 2 do gene da Mannose-Binding Lectin (MBL). Observou-se, a
partir dos resultados obtidos, a presenca de polimorfismo no exon 2 do gene da MBL em 8
amostras na regido 1662 de animais considerados sauddveis. Foi observado ainda que 60% das
amostras apresentaram valores para CCS inferiores a 1,0 x 10° células/mL revelando auséncia de
mastite subclinica € 40% das amostras mostraram CCS acima de 1,0 x 10° células/mL mostrando
a presenca da mastite subclinica. E ainda, 87,5% das amostras de leite apresentaram contagem
bacteriana total (CBT) com valores inferiores 500.000 e 11,5% com valores iguais ou superiores
a 500.000. Comparando-se os resultados obtidos no seqiienciamento, e pela presenca do
polimorfismo para o gene da MBL no exon 2, de animais com auséncia de mastite subclinica, nao
se pode afirmar que a presenca da mastite subclinica esteja relacionada ao polimorfismo nesse

gene.

Palavras chaves: cabra, células somaticas, lectina, MBL, polimorfismo.



ABSTRACT

Mastitis is the inflammatory process of mammary gland which has infectious origin or
not. It is characterized by physic-chemical and bacteriological alterations of milk and
unrepairable lesions on the mammary tissue. In goats used for milk production, mastitis is a
serious problem, as much for increasing production costs as for public health risks. In this work,
the sequencing of exons 1 and 2 of MBL (mannose-binding lectin) gene was made and they were
related to subclinic mastitis susceptibility in goats. 145 strain and age varied goats which were
not at colostral time and drying time were used to collect blood and milk samples. These samples
were evaluated through auxiliary diagnosis method, somatic cell count (SCC) to identify
subclinic mastitis. Evaluations of milk physic-chemical characteristics (fat, protein, lactose and
total solids) and bacteriological examination were also made. DNA was extracted from blood
samples and exons 1 and 2 of MBL gene were sequenced. It was observed the presence of
polymorphisms on exon 2 of MBL gene in 8 samples of the 1662 region of animals considered as
healthy. It was seen that 60% of samples presented SCC values lower than 1.0 x 10° cells/mL,
which reveals lack of subclinic mastitis and 40% of samples showed SCC values higher than 1.0
x 10° cells/mL, which reveals presence of subclinic mastitis. 87.5% of the milk samples presented
total bacteriological counting (TBC) lower than 500,000 and 11.5% had values higher than
500,000. Although, by comparing results obtained on sequencing and lack of polymorphisms for
exon 2 of MBL gene on samples with and without subclinic mastitis, it can not be affirmed that

presence of subclinic mastitis is related to MBL gene polymorphism.

Key words: goat, somatic cells, lectin, MBL, polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O leite de cabra € o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de animais da espécie caprina sadios bem alimentados e descansados (Ministério da

Agricultura, 2000).

A producio nacional didria de leite de cabra € de 22.000 litros, sendo a produ¢do mensal
de 660.000 litros e a producdo anual de 7.920.000 litros. A regido Nordeste produz
diariamente 10.000 litros de leite de cabra, 45,4% da producao nacional (EMBRAPA, 2004/b).

A mastite € o processo inflamatério de origem infecciosa ou ndo, que atinge as diferentes
estruturas da glandula mamaria (SANTA ROSA, 1996). Caracteriza-se por alteracdes fisico-
quimicas e bacteriolégicas no leite, com lesdes irrepardveis no tecido mamario (RADOSTITS
et al., 2000). Em cabras exploradas para a produgdo de leite, a mastite € um grave problema,
tanto por aumentar os custos da producio quanto pelos riscos a saude publica (PERRIN et al.,
1997).

O aumento dos custos é ocasionado pelos prejuizos econdmicos decorrentes da reducio da
producdo de leite e do periodo de lactacdo, perigo de transmissao para outros animais, demanda
de maior tempo no manejo higiénico e descarte dos individuos cronicamente afetados
(MURICY et al., 2002).

A qualidade do leite possui destacada importancia sob o ponto de vista de saude publica,
sendo freqlientes os casos de doengas associadas ao consumo de leite cru ou de derivados
produzidos com leite contaminado com microrganismos patogénicos (ANUARIO MILKBIZZ,
1999).

Os agentes etioldgicos determinantes da maioria das mastites sdo bactérias encontradas no
meio ambiente. As mais freqiientemente isoladas sdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Corynebacterium pyogenes, Clostridium welchi, Escherichia coli, Staphylococcus
coagulase positiva e negativa, Corynebacterium pseudotuberculosis e Pasteurella hemolytica
(SANTA ROSA, 1996).

Por causa da sua patogenicidade, o S. aureus deve ser considerado um agente importante
da mastite caprina sendo responsavel pela mastite clinica e subclinica, bem como, pela elevada

taxa de morbidade e mortalidade. Os animais infectados por este microrganismo no leite
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representam uma fonte de infec¢do para o rebanho e um perigo sério a satde publica (SILVA,
et al., 2004).

A mastite pode apresentar-se na forma clinica e subclinica; esta ultima representa um
problema de diagndstico, principalmente em regides onde ndo se dispde de pessoal e
equipamentos especializados, uma vez que a grande quantidade de células epiteliais e particulas
anucleadas presentes no leite interfere significativamente com os testes de rotina utilizados;
pois causa alteracdes na composicdo do leite e aumento no ndmero de células somdticas
(PERRIN et al., 1997, MURICY et al., 2002).

O termo células sométicas abrange diferentes elementos celulares normalmente presentes
no leite, compreendendo células de defesa do organismo e células epiteliais de descamagdo, que
aumentam no caso das mastites, principalmente as de origem bacteriana (ANDRADE et al.,
2001).

A enumeracdo das células presentes no leite ¢ uma boa forma de acompanhar o estado
sanitdrio do ubere, além de indicar possiveis redugdes na producdo de leite e alteracdes na sua
composi¢do fisico-quimica, com conseqiiente comprometimento do rendimento industrial
(ANDRADE et al., 2001).

O diagnéstico da mastite aguda e cronica € realizado através da observacio de alteracdes
comportamentais e inspecdo e palpacdo do tbere e posteriormente a avaliagdo da secregdo
lactea (SANTA ROSA, 1996).

A patogenicidade e a viruléncia dos microrganismos sao fatores que determinam direta ou
indiretamente como o sistema imunoldgico participa na resposta a infeccdo (STOCKHAM,
2000).

Na resposta inflamatoria, o sistema imune da glandula mamadria € ativado para eliminar o
patégeno. Este mecanismo de defesa inclui os fatores anatdmicos, celulares e soliveis que
agem na coordenacdo e sdo cruciais a modulacdo da resisténcia da glandula mamadria e sua
suscetibilidade a infec¢do. Durante a mastite, ¢ comum observar um ndmero aumentado de
células somaticas (neutréfilos) no leite (OVIEDO-BOYSO et al., 2006).

A interagdo entre as bactérias patogénicas, o epitélio, o endotélio, e as células do sistema
imune da glandula mamaria é complexo. Por esta razdo, o estudo e a completa caracterizagdo
da resposta imunoldgica inata e adquirida da glandula mamdria aos diferentes agentes

etiologicos € diferente e necessdrio para compreender em detalhe a fisiologia patologica da
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mastite, a fim de obter de forma eficiente o diagndstico, tratamento e controle dessa doenga
(OVIEDO-BOYSO et al., 2006).

Uma das protefnas envolvidas no processo imunoldgico inato dos mamiferos ¢ a MBL
(lectina ligadora de manose). E um modelo de molécula do sistema imunoldgico inato
sintetizado primariamente no figado e serve como um primeiro mecanismo de defesa
(HOFFMANN et al., 1999; UEMURA et al., 2002).

A MBL ¢ uma proteina do plasma produzida pelos hepatdcitos que opera como um
receptor padrao de reconhecimento. Pode reconhecer as estruturas de superficie do hidrato de
carbono de diversos micrébios clinicamente importantes como as bactérias (Staphylococcus
aureus), levedura (Candida aubicans) e virus (Influenza A) (NETH et al., 2000).

Em humanos, a MBL executa um papel chave de primeira linha de defesa durante um
curto intervalo de tempo necessdrio para desenvolver uma resposta imunoldgica especifica.
Também ativa o caminho para via de complemento da lectina, que requer uma MBL associada
a uma protease sérica-2 (MASP-2) (serina-proteases associadas a lectinas ligadoras de manose).
Homoélogos da MBL humana (hMBL) tém sido identificados em uma variedade de mamiferos,
peixes e animais primitivos.

A interacdo entre microrganismos € a MBL pode iniciar a fagocitose e a ativagdo do
complemento, bem como a indug¢do da resposta inflamatoria por citocinas (KILPATRIC, 2002).
Polimorfismos nas regides estruturais e promotoras do gene da MBL sdo responsdveis pelas
grandes diferencgas interindividuais na expressdo da MBL com baixos niveis de plasma de 3 a
8% da populagdo geral (GARRED et al., 2003; MINCHINTON et al., 2003).

Individuos com baixos niveis de MBL, mostram aumentado risco de determinadas
doencas infecciosas, particularmente quando o sistema imune estd comprometido, como por
exemplo na infancia (KIELGAS et al., 2003; KOCH et al., 2001) e ap6s a quimioterapia
(MULLIGHAN et al., 2002; PETERSLUND et al., 2001). No entanto, algumas discrepancias
existem, e uma defini¢do sobre um ponto inicial clinicamente significante para a “deficiéncia da
MBL” é desconhecida (ALAN & EZEKOWITZ, 2001; KILPATRIC et al., 2003; CASANOVA
& ABEL, 2004).

Por outro lado, baixos niveis de MBL também podem conferir protecdo contra alguns
parasitas intracelulares (SANTOS et al., 2001), e a MBL também pode exercer funcdes

modulatérias em uma grande quantidade de doencas inflamatdrias, tais como, arteriosclerose,
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bronquites asmadticas e diversas doencas autoimunes, promovendo respostas benéficas, mas
também respostas potencialmente prejudiciais (HOGABOAM et al., 2004; GARRED et al.,
2001).

Visto o crescimento da producdo do leite de cabra e sabendo-se que a MBL executa um
papel chave na primeira linha de defesa no desenvolvimento da resposta imunoldgica e
reconhecimento de microrganismos clinicamente importantes.

Este estudo visou correlacionar o seqiiénciamento do gene da MBL com a suscetibilidade
a mastite em cabras realizada através da contagem de células somaticas, contagem bacteriana
total, andlises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite de cabras em animais sauddveis e

acometidos pela mastite e seqiienciamento dos exons 1 e 2 do gene MBL caprino.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a contagem de células somadticas, as caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas do leite e relaciond-los com o polimorfismo do gene BML em caprinos.

2.2. Objetivos especificos

I- Determinar as alteracdes da glandula mamdria mediante a realizacdo da contagem de
células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) no leite caprino;
2- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite caprino;

3- Detectar a presenca do polimorfismo nos exons 1 e 2 do gene da MBL.
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3. REVISAO DE LITERATURA

A produgdo de caprinos tem um papel importante na pecudria em vdrios paises do mundo. O
Brasil, como pais agricola, conta com um importante rebanho caprino principalmente nas regides
Sudeste, Norte e Nordeste (ANUALPEC, 2001).

O valor do leite de cabra € reconhecido para a nutri¢do devido a propriedades peculiares,
como sua composi¢do protéica e lipidica, pois embora quantitativamente os teores de gordura e
proteina do leite caprino sejam semelhantes aos do leite bovino, em termos de qualidade, diferem

muito entre si.

Considerando as pessoas com alergia a lactose, geralmente ocorre uma tolerancia maior para
os derivados do leite caprino do que para os do leite bovino, em funcdo do teor levemente inferior
de lactose no leite de cabras leiteiras, quando comparado ao leite bovino. Contudo, nestes casos

convém ao consumidor buscar a orientacdo de um nutricionista (OSMARI, 2009).

3.1 Mastite

Mastite € a inflamacdo total ou parcial da glandula mamaria causada pela presenca de um
ou mais microrganismos patogénicos, podendo apresentar-se na forma aguda, crénica ou
subclinica. Esta ultima tem como caracteristica provocar apenas alteracdes na composi¢do do
leite e aumento no nimero de células somaticas (MURICY et al., 2002).

No Brasil, a prevaléncia da mastite em caprinos tem variado entre 22 e 75% (MOTA et al.,
2000). Na regido Nordeste, sinais clinicos de mamite foram relatados em 51,2% dos rebanhos
(PINHEIRO et al., 2000).

A mastite € considerada uma das doengas mais importantes que acometem os rebanhos de
caprinos leiteiros. Atribui-se a ela perdas na producdo e, conseqiientemente, prejuizos
econdmicos ao produtor e a inddstria (FONSECA & SANTOS, 2000). A conscientiza¢ao sobre a
importancia de uma ordenha higiénica € fundamental no controle de mastites em cabras. Além
disso, € conveniente realizar a rotineira inspe¢do das glandulas e o tratamento precoce dos
traumatismos evitando posterior complicacdo. Antes de aplicar as teteiras, ou procedecer com

ordenha manual, € conveniente inspecionar o aspecto da secrecdo lactea, pela deteccdo rdpida e a
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segregacdo dos casos clinicos de mastites, evita-se a contaminacdo do equipamento de ordenha e
a difusdo das infeccdes.

A preparacdo do ubere e a desinfeccdo das teteiras antes da ordenha s3o medidas
aplicadas em rebanhos bovinos com a finalidade de limitar novas infec¢des ocasionadas por
microrganismos ambientais que colonizam o teto durante o periodo entre ordenhas (PANKEY,
1989). O principal risco de infec¢do € determinado pelos microrganismos que colonizam o dstio
do teto, assim como pelas operacdes que favorecem a penetragdo dos microrganismos por meio
do canal do teto. Diante desta situacdo, o0 momento da ordenha representa um ponto critico para o
controle das mastites em caprinos e ovinos. Além disso, deve-se considerar aqueles fatores
individuais e ambientais que predispdem a instalacdo da infec¢do intramamdria, neste ultimo
caso, intimamente ligado aos sistemas de exploragcdao (MOTA, 2007).

As perdas econOmicas originadas pelas mastites sdo elevadas nos rebanhos de pequenos

ruminantes leiteiros. A diminui¢do da producio de leite devido a mastites clinicas e subclinicas,
a diminuicdo da qualidade do leite, as repercussdes sobre os animais adultos e lactantes e,
ainda, a saude do consumidor, sdo aspectos relacionados a estas perdas econOmicas que
justificam a grande necessidade em se estudar e desenvolver estratégias de controle para a
doenga.

O Staphylococcus aureus, o Staphylococcus epidermidis e o Streptococcus agalactiae
foram os microorganismos mais isolados no rebanho caprino em estudo realizado por Meirelles
et al. (1999). Segundo Ribeiro et al. (1999) através do cultivo microbiolégico de amostras de
leite caprino verificaram o predominio de Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase
negativa.

O Staphylococcus aureus constitui-se no mais importante agente etioldgico envolvido,
por ter alta prevaléncia e apresentar maior patogenicidade (RAPOPORT, 1993). A mastite
também € definida como inflamacdo do teto e caracterizada pelo aumento da contagem de
células somaticas (CCS). Segundo Muricy et al., (2002) a contagem de células somaticas (CCS)
¢ um método eficiente e tém sido utilizada no diagndstico das mastites subclinicas. Poutrel e
Lerondelle (1983) consideraram que 1x10° células/mL pode ser indicativo de mastite nos tetos

infectados para cabras.
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Mariano et al. (2002), em estudo de amostras de leite caprino observou que dos
microrganismos isolados 36 (19,6%) foram bactérias enterotoxigénicas do género

Staphylococcus, sendo 14 delas (38,8%) positivas para a espécie S. aureus.

O tratamento da mastite visa a eliminag¢do dos agentes infecciosos por meio do uso de
drogas antimicrobianas, sendo a identificacdo do tipo de microrganismo envolvido primordial
para o sucesso da terapia, pois a andlise de sensibilidade frente a antimicrobianos auxilia na

droga a ser utilizada na terapia (TYLER & CULLOR, 2002).

3.2. Contagem de células somaticas (CCS)

A CCS do leite abrange os leucécitos e as células epiteliais. O nimero dessas células
aumenta no leite proveniente de cabras com mastite em virtude sobre tudo do aumento no
nimero de leucdcitos infiltrados. Em bovinos, cuja secre¢do do leite € do tipo merdcrino, a
CCS € um bom teste indicador de mastite, ja que o resultado da CCS reflete a quantidade de
leucécitos, que corresponde ao grau de irritagdo glandular.

Em caprinos, o processo de secrecdo do tipo autdcrino resulta em elevado nimero de
particulas citoplasmaticas e células epiteliais no leite, constituintes do processo fisiolégico
normal dos animais. Além da mastite, diversos fatores influenciam a CCS do leite caprino,
como raga do animal, condi¢Oes climdticas, nimero de partos, fase da lactacdo, numero didrio
de ordenhas e produciao individual de leite (CHAPAVAL, 2008).

A contagem de células somadticas (CCS) € usada como indicador de qualidade do leite
tanto para vacas como para cabras (HAENLEIN, 2002). Normalmente, a CCS no leite de
cabras ndo infectadas é maior que no leite de vacas ndo infectadas. A CCS no leite de vacas
livres de infeccdo intramamadria é, em geral, inferior a 200.000 células/mL de leite
(NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996) e no leite de cabras nao infectadas, inferior a
400.000 células/ml (MCDOUGALL et al., 2001).

O valor para normalidade foi fixado em 1,0 x 10° células/mL para caprinos. Para ovinos
este limite ndo estd bem definido, pois a literatura menciona valores minimos que variam de

200.00 células/mL até valores superiores a 1.000.000 células/mL (MOTA, 2007).
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Chapaval (2008) considera sauddveis valores menores que 1.000 CCS/mL, até 2.000
infec¢do fraca e acima de 1.500.000 como sinal de infec¢do. Segundo Paes (2003), a CCS ¢€ til
na detec¢do da mastite, e contagens superiores a 1,0x10°élulas/ml de leite devem ser utilizadas
como critério para a realizacao de exames microbioldgicos confirmativos.

O Ministério da agricultura (2000) estabelece valores para proteina total (N x 6,38) % m/m,
o minimo de 2,8 e para lactose %m/v, o minimo de 4,3 para todas as variedades de leite
caprino.

Sabe-se, porém que a producdo e qualidade do queijo podem ser influenciadas por varios
fatores, incluindo a qualidade e composicdo do leite. Sendo que fatores como: raca animal,
estdgio de lactagdo, sistema de criagdo e tipo de alimentacdo (GREYLING et al., 2004; FEKADU
et al., 2005; SORYAL et al.,, 2005; MORAND-FEHR et al., 2007) podem interferir na
composi¢do do leite e no conteido de gordura, proteina e sdlidos totais no leite, sdo
caracteristicas importantes para a producgdo e qualidade do queijo (MAIA, 2008).

Quando se fala em valor nutritivo ou rendimento de producdo, elementos com lactose,
gordura e proteina sdo importantes na elaboracdo dos derivados do leite. A lactose, por
exemplo, € um componente importante, ndo s por seu valor nutritivo, mas também por estar
relacionado a problemas de textura e solubilidade em derivados lacteos. Além disso, é um
componente em maior quantidade depois da 4gua, sendo considerado o mais estdvel comparado
com os demais elementos (TRONCO, 1997).

O Ministério da Agricultura estipula em 3% m/m o teor minimo de gordura do leite de

cabra a padroniza¢io em % m/m, para 3% ( MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2000).

3.3. Imunidade inata

O organismo dos mamiferos é susceptivel a infeccdes por muitos agentes patogénicos,
que fazem contato com o hospedeiro e estabelecem um foco de infec¢do, causando a doenca.
Tais microrganismos diferem muito em seu comportamento, nas estruturas de superficies e nos
mecanismos patogénicos, exigindo uma resposta diferente por parte das defesas do hospedeiro

que constituem o sistema imunolégico (JANEWAY et al, 2002).

23



O sistema imunolédgico € responsdvel pelo reconhecimento de substincias estranhas, sua
eliminacdo, remo¢do de células mortas e ou danificadas e destruicdo de células mutantes e
cancerosas (LEHNER, 2003; SIERRA et al, 2005; MAGNADOTTIR, 2006)

A imunidade inata proporciona uma linha de defesa por meio de mecanismos efetores
envolvendo o agente patogénico, atuando imediatamente apds o contato. Esses mecanismos sao
ocorrem na prevencdo do estabelecimento de uma infec¢io (JANEWAY et al, 2002).

O sistema imune possui duas partes importantes na elimina¢do de particulas estranhas,
que sdo a imunidade inata e a imunidade adquirida que apresenta aspectos diferentes, como
sistema de reconhecimento, células envolvidas e mecanismo de acdo. A imunidade inata é a
primeira linha de defesa e estd presente na maioria dos organismos. Os receptores das células do
sistema imune inato foram desenvolvidos durante o processo evoluciondrio. Por outro lado os
receptores das células do sistema imune adquirido s@o desenvolvidos durante os rearranjos
génicos (LEHNER, 2003; SIERRA et al, 2005; MAGNADOTTIR, 2006).

Segundo Jack et al. (2001), a lectina ligadora de manose (MBL) ¢ um importante
componente do sistema imune inato. Esta proteina se liga aos multiplos dominios de repeti¢cao de
acliicar que estdo nas superficies microbianas, e em seguida, é capaz de ativar o sistema
complemento.

Quando a resposta imune adaptativa € imatura ou comprometida, o sistema imune inato
constitui o principio da defesa contra a infec¢do. A MBL € uma lectina tipo-C que desempenha
um papel central na resposta imune inata. Ela se liga a superficie microbiana dos carboidratos e
medeia a opsonizagdo e fagocitose diretamente e ativacdo do complemento pela via da lectina.

Uma grande variedade de isolados clinicos de bactérias, fungos, virus e parasitas sdo
vinculados pela MBL. Trés polimorfismos no gene estrutural da MBL2 e 2 polimorfismos no
gene promotor sdo comumente encontrados, resultando em baixo nivel sorol6gico da MBL. Os
estudos clinicos demonstraram que a insuficiéncia da MBL estd associada a infec¢do bacteriana

(EISEN & MINCHINTON, 2003).
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3.4. A MBL (lectina ligadora de manose)

A histéria da MBL data de 1968, quando uma paciente com um defeito de fagocitose soro-
dependente foi descrita. Os leucdcitos polimorfonucleares da paciente revelaram uma capacidade
diminuida em fagocitar particulas de Saccharomyces cerevisiae e Staphylococus aureus
inativadas por calor (MILLER et al., 1968). Contudo, as mesmas particulas eram fagocitadas
normalmente em soro heterélogo, indicando que o problema era humoral. O defeito era revertido
quando o plasma de outros doadores era utilizado no mesmo ensaio, o que resultou na melhora
clinica. Um defeito fagocitico semelhante foi descoberto no soro da mae da paciente, e em véarios
de seus parentes, sugerindo que essa condi¢do pudesse ser herdada (GARRED et al., 2003a).

Estudos posteriores nas décadas de 70 e 80 confirmaram a relacio entre esse defeito na
opsonizacdo e o aparecimento de infec¢des recorrentes, € mais do que isso, mostraram que esse
defeito era relativamente comum (5-8%) em individuos aparentemente saudaveis (SOOTHILL &
HARVEY, 1976).

A MBL foi pela primeira vez isolada do soro de coelho no final da década de 70. Ja no
comeco dos anos 80, o defeito fagocitico foi relacionado ao sistema complemento, C3b/iC3b
eram depositadas em quantidades menores do que a normal na superficie de leveduras incubadas
com soro de individuos afetados. Porém, nenhuma anormalidade na fung¢do do sistema
complemento pode ser detectada, indicando que um co-fator até entdo desconhecido era o
principal mediador dessa disfungdo (KAWASAKY et al. , 1978; TURNER et al., 1981).

Em 1987, foi demonstrado que a MBL tinha a capacidade de ativar o sistema complemento
pela via cléssica, propondo entdo os mecanismos que levavam a essa imunodeficiéncia, hoje se
sabe que esse processo de ativagdo do complemento, na realidade, constitui uma nova via de
ativacdo denominada frequentemente de via da MBL, que € a capaz de ativar o complemento de
maneira independente de anticorpo e de Clq. Pouco tempo depois foi demonstrado que o defeito
opsonico dependente de C3 era causado pela falta de MBL, a reconstituicdo do soro defeituoso
com MBL purificada eliminava o problema. A partir dessa descoberta comegavam as pesquisas
para desvendar as bases moleculares da deficiéncia da MBL (IKEDA et al., 1987; SUPER et al.,
1989; DOMMETT et al., 2006).
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Em 1988, um clone de cDNA humano que codificava a MBL foi isolado pela primeira vez.
No ano seguinte o gene da MBL humana (mbl2) foi clonado e sequenciado independentemente
por Taylor et al. (1989) e Sastry et al. (1989).

A MBL ¢é uma proteina de importante participagdo no sistema imunolégico inato e
representa a proteina central da ativacdo da via das lectinas do complemento. A concentracado
plasmdtica da MBL € determinada geneticamente e varia significativamente entre os individuos.
A MBL € sintetizada no figado, tendo importante fun¢cao na imunidade inata do hospedeiro, por
sua grande afinidade a residuos de manose ou outros carboidratos que compdem bactérias, virus
e leveduras (TURNER, 2003). Dados recentes mostram que a MBL participa na modulacao da
inflamacdo e apoptose ao ligar-se aos receptores na superficie de fagocitos.

A unidade bésica estrutural ¢ um homotrimero de peptideos de MBL (subunidades) que se
autoassociam em uma tripla hélice (Figura 1). Contém quatro dominios distintos: um curto
dominio N-terminal, rico em cisteina, seguido por um dominio coldgeno, uma por¢do a-hélice
chamada de pesco¢o “neck” e um dominio C-terminal de reconhecimento de carboidraos (CRD)
(WALLIS et al., 2003).

A MBL do soro é uma estrutura multimérica composta de 6 trimeros (complexo
multimérico reunidos como um bouquet de tulipas) (Figura 2) que circulam na corrente
sanguinea como tetrameros, pentdmeros ou hexameros da unidade estrutural (WHORTLEY et
al., 2005) e cada peptideo possui um dominio C terminal dependente de cdlcio que reconhece
oligos sacarideos ricos em manose e N-acetilglicosamina, presentes em uma ampla variedade de
bactérias, virus, fungos e parasitas.

Contudo a MBL nao se liga a células humanas normais por que os actcares que elas
apresentam na superficie freqiientemente terminam em 4cido sidlico. Por outro lado, padrdes de
glicosilacdo em células tumorais sdo freqiientemente diferentes daqueles de células normais e

algumas células sdo reconhecidas pela MBL (WALLIS, 2003).
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Figural. Estrutura da lectina ligadora de manose (MBL), destacando o dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD), as regides dos quatro exons, sitios de ligacdo
dependentes de célcio, zona de interacdo com as proteinas MASP e as pontes dissulfeto. Fonte:

Tumer et al. (1996) (modificada).
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A MBL apresenta um papel complexo nas doengas, pois sua deficiéncia tem sido associada
com maior susceptibilidade a doencas infecciosas, especialmente por patdégenos extracelulares.
Por outro lado, altas concentragdes de MBL sérica tém sido associadas a infec¢des por
microorganismos intracelulares como Leishmania spp. € Mycobacterium leprae (CARVALHO,
2007).

Klein (2005), em numerosos estudos, tem mostrado que a deficiéncia de MBL esta
associada a um aumento da susceptibilidade a uma série de infec¢cdes. No entanto, a sua
importancia na defesa contra a infeccdo, € ainda debatida. Segundo Janeway et al. (2002),
individuos deficientes na MBL sofrem com aumento substancial de infeccdes durante a fase
jovem, indicando a importancia da via da MBL-lectina na defesa do hospedeiro.

Estudos mostram que a MBL tem influéncia importante sobre o risco de aquisicdo de
infeccOes, particularmente em criangas jovens. Onde hd uma predisposi¢do a uma variedade de
infec¢des com predile¢do por doengas do trato respiratério (KOCH et al., 2001).

Esse padrao de infec¢des freqiientes geralmente diminui ou desaparece com o tempo. Esta
apresentacdo tipica € compativel com o previsto "janela de vulnerabilidade” o papel da MBL
serve para destacar a importancia do sistema imune inato na protecdo das criangas antes da
maturagdo das respostas imune especificas (KLEIN, 2005).

Maas et al. (1998) relata o efeito protetor da MBL com um atraso no desenvolvimento da
AIDS desde o momento da soroconversdao pelo HIV. Pacientes com MBL variante alelos
apresentaram menor CD4 no momento de desenvolver a AIDS, indicando que a deficiéncia da
MBL pode influenciar o seu aparecimento.

Fidler et al.(2004) realizaram estudos em criangas, demonstrando que a MBL estd
altamente associada com o desenvolvimento de sepse ou sindrome da resposta inflamatdria
sist€émica (SRIS). Em estudos pedidtricos, as criancas com alelos variantes no gene para MBL
tiveram um aumento de sete vezes no risco de desenvolvimento de SRIS, em 48 h de
apresentacdo para a pediatria de Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Esta foi independente da
condicdo subjacente do paciente, idade, sexo e etnia. Arraes et al. (2006), encontraram em
criangas as trés variantes MBL2 (Arg52Cys, Gly54Asp, Gly57Glu), as quais foram agrupadas e
chamadas de alelo 0.

Segundo Klein (2005), a deficiéncia da MBL foi inicialmente identificada como a causa de

um defeito comum de opsoniza¢do. Embora na MBL variantes alelos parecem ser representados
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em doentes com infecgdes freqiientes, o mais importante papel para MBL pode estar em limitar
infecgdes ou modular a resposta do hospedeiro a um ataque infeccioso / inflamatéria insulto, no
contexto da coexistente morbidade. Como o HIV, quimioterapia induziu neutropenia e criticas
cuidados s@ao modernos problemas.

Estruturalmente e funcionalmente, a MBL e semelhante indicador da via classica do
complemento, Clq, embora a MBL possa se ligar ao patégeno, independentemente do anticorpo
(HOLMSKO et al., 2003).

A MBL ao ligar-se as estruturas de carboidratos comuns a vdrios patégenos intermedia a
fagocitose por macréfagos (KUIPERS et al., 2003) e associada a protease serina MASP, possui a
capacidade de iniciar a ativacdo do sistema complemento pela via das lectinas, independente da
presenca de anticorpos (PETERSEN et al., 2000).

Nos eqiiinos, a MBL (eMBL) tem propriedades que sdo similares ao hMBL. Foram
encontrados baixos niveis de atividade da MBL: MASP em cavalos doentes comparados com
cavalos sauddveis. Isto sugere que a MBL estd envolvida na resposta imunoldgica dos cavalos,
onde sua baixa atividade pode ser usada para monitorar a fun¢do imunoldgica e suas

conseqiiéncias clinicas (PODOLSHY et al., 2006).
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Polopeptideo Subunidade Tetramero
estrutural

Figura 2. Formas de aglomerados de lectina ligadora de manose (MBL). Nas seis ligagdes de
carboidratos nas cabecgas rodeadas de uma base central formada por coldgeno e complexos com

MBL associadas a serino proteases 1 (FONTE: Adaptacdo de Dommet, Klein e Turner, 2006).
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A MBL (lectina ligadora de manose), também pode ser chamada de (MBP) proteina
ligadora de manose, ¢ uma proteina do soro, cdlcio-dependente que desempenha um papel na
resposta imune inata através da ligacdo aos hidratos de carbono na superficie de um vasto leque
de agentes patogénicos (virus, bactérias, fungos, protozodrios), onde poderd ativar o sistema

complemento ou atuar diretamente como uma opsonina (Anders, 2001).

Talvez leve algum tempo antes dos pesquisadores com base em estudos epidemiolégicos
seja capaz de mostrar se a MBL € realmente um determinante importante de morbidade e

mortalidade nesse século.

3.5. Métodos de deteccao do polimorfismo da MBL

Foram descobertas milhdes de seqiiéncias de DNA variantes no genoma humano.
Contudo a maioria dessas variantes € de polimorfismo em um unico nucleotideo (SNPs). Um
forte grupo de SNPs marcadores mostra a possibilidade de estudar a base genética de doencas
complexas em populacdes semelhantes. Pode-se usar como ferramentas genéticas um nimero

grande de SNPs, identificados e caracterizados (GRAY et al., 2000).

Correntemente um método para a detec¢do de SNPs € o sequenciamento direto do DNA.
Uma vez que as reagdes de sequenciamento estiverem prontas, uma unica corrida no
seqiienciador Applied Biosystems 3700 pode gerar seqiiéncias de mais de 1500 fragmentos de
DNA de 500 pb em 48 h com a minima intervencdo humana. O corante quimico para
sequenciamento ird detectar aproximadamente 95% de heterozigotos; outro corante é ligado ao

primer e detectard 100% de heterozigotos (GRAY et al., 2000)

Quatro métodos usados normalmente para a identificacdo de SNP, ou mutacdo. Sao eles:
identificacdo de polimorfismos por alteragdo de uma fita tnica (SSCPs) (Orita et al, 1989);
andlise de ‘“heteroduplex” (LICHTEN & FOX, 1983); seqiienciamento direto e detector de
variantes “array” (VDA) (WANG et al., 2006).
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RESUMO

As mastites subclinicas (MS), assim como as clinicas (MC) constituem um problema nas
propriedades produtoras de leite caprino em todo o pais, visto que afetam a qualidade do leite
produzido e dessa forma interferem na qualidade dos produtos derivados. Esse trabalho teve o
objetivo de identificar a presenca da mastite subclinica através da avaliacdo da qualidade do leite
de cabra. Foram utilizadas amostras de leite de 145 animais da Regido Agreste de Pernambuco e
Metropolitana do Recife. As amostras foram submetidas a contagem de células somdticas (CCS),
testes fisico-quimicos por meio da citometria de fluxo utilizando o Somacount 300, testes
microbioldgicos e contagem bacteriana total (CBT). Verificou-se que 10% das amostras

analisadas indicaram animais com mastite subclinica com valores de CCS > 1x10° células/mL e
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CBT > 500.000 UFC/mL. A composi¢do geral em média das amostras de leite apresentou 3,24%
para gordura, 3,31 % para proteina, 4,07 % para lactose e 11,57 % para sélidos. As amostras de
leite cabra oriundas da regido Agreste do estado de Pernambuco e Regido Metropolitana do
Recife, em sua maioria estdo dentro dos padrdes fisico-quimicos exigidos pela instru¢io
normativa 37 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). Os niveis de
CCS estdo dentro dos padrdes estabelecidos na literatura, visto que ndo existe uma Legislacdo
que regulamenta essa categoria. J4 os resultados das andlises microbiolégicas, sugerem a
ocorréncia de falhas no manejo higi€nico-sanitirio na ordenha do leite. Conclui-se pela
necessidade de rever os procedimentos de ordenha e a introducdo de um programa de qualidade
que proporcione uma melhoria na qualidade do leite e seus derivados.

PALAVRAS-CHAVE: Contagem de células somaticas, leite, cabra, mastite.

ABSTRACT

Subclinic Mastitis (SM), as well as the clinic ones (CM) constitutes a problem to the dairy
goat milk farms in all the country, since it can affect the milk quality and subproducts. This paper
had the objective of identify the presence of subclinic mastitis through goat milk quality. It was
used samples of 145 animals of the Agreste region of Pernambuco and Metropolitan Region of
Recife. The samples were submitted to the count of Somatic Cells Count (SCC), physico-
chemical tests by fluxus’ citometry using the Somacount 300, microbiological tests and total
bacteriological count (TBC). It was verified that 10% of the analyzed samples had subclinic
mastitis with CCS values CCS>1x10° cells/ml and TBC>500.000 UFC/ml. This paper found
general averages of 3,24% to fats, 3,31% to proteins, 4,07% for lactose and 11,57% to solids. As
consequence it was observed that the goat milk samples of the Agreste region of Pernambuco

state and Recife’s Metrolopitan Region, in the most of the cases, are in accordance to the
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physico-chemical standards required by the 37" standard instruction of the MAPA. About the
SCC values, they are in accordance to the standards proposed by de majority of the authors. It is
necessary to define SCC values in goats, for better orientation for the farmers.

KEY WORDS: Somatics cells count, milk, goat, mastitis.

1. INTRODUCAO

A producdo e processamento do leite de cabra ao redor do mundo € apenas 2% do total da
producdo das cabras leiteiras, ovelhas leiteiras, bufalos leiteiros e gado leiteiro combinados
(FAO, 1998), mas é de maior importancia econdmica em alguns paises, como Bangladesh (55%
de todo o leite), Somalia (51%), Mali (43%), Indonésia (29%), Grécia (26%), Iran (16%) e
Argéria (13%). Em outros paises como Franca (4%), Espanha (4%), Itdlia (2%), e na area total do
Mediterraneo (18%), queijos e iogurtes de cabra t€ém uma significativa participa¢do na industria
leiteira e na economia nacional (HAENLEIN, 1996).

A producdo nacional didria de leite de cabra é de 22.000 litros. A regido Nordeste produz
diariamente 10.000 litros de leite de cabra, 45.4% da produgio nacional. E recomendado por
médicos e nutricionistas como uma op¢ao de alimento que deve ser consumido por pessoas com
problemas gastrointestinais, criangas alérgicas ao leite de vaca, por idosos e pessoas mal nutridas.
Assim, sabe-se que o leite de cabra deve ter seu uso orientado como um fator de elevado
potencial nutritivo capaz de proporcionar, a populacdo em geral, uma alimentacdo completa

(PELLERIN, 2001; EMBRAPA, 2004/b).
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No Brasil, a Instru¢io Normativa 37 do MAPA (BRASIL, 2000), regulamenta as
condicdes de producdo, a identidade e os requisitos minimos de qualidade do leite de cabra
destinado ao consumo humano. Sdo estabelecidos como padrdes minimos: 2,8% de proteina
bruta, 4,3% de lactose, 8,20% de s6lidos nao gordurosos, entre outros.

Tais caracteristicas do leite podem estar alteradas devido a presenca da mastite
provocando prejuizos ao produtor e consumidor. Segundo Radostitis et al. (2000), a mastite € o
processo inflamatério de origem infecciosa ou ndo, que atinge as diferentes estruturas da glandula
mamadria. Caracteriza-se por alteracdes fisico-quimicas e bacterioldgicas no leite, e lesdes
irrepardveis no tecido mamario. Em cabras exploradas para a produgdo de leite, a mastite € um
grave problema, tanto por aumentar os custos da produ¢do quanto pelos riscos a saude publica
(PERRIN et al., 1997).

O diagnéstico € considerado dificil, pois os testes indiretos da mastite bovina levam a
resultados insatisfatorios, quando usados em cabras (SMITH & ROGUINSKY, 1977).

Em caprinos, o processo de secrecdo do tipo autdcrino resulta em elevado nimero de
particulas citoplasmaticas e células epiteliais no leite, constituintes do processo fisiolégico
normal dos animais. Além da mastite, diversos fatores influenciam a CCS do leite caprino,
como raga do animal, condi¢des climdticas, nimero de partos, fase da lactacdo, nimero didrio
de ordenhas e producio individual de leite (CHAPAVAL, 2008).

Diferente do leite de vaca, o leite das glandulas infectadas e ndo infectadas de cabras,
apresentam fregiientemente mais de 1x10° células sométicas/mL (ZENG & ESCOBAR 1999).
Assim também, segundo White e Hinckley (1999) foram observadas evidéncias de que leite
ndo infectado pode conter mais de 1x10° células somdticas /mL e que o padrdo méximo atual
para leite de cabra comercial deveria ser mantido em seu nivel corrente de 1x10° células

somaticas /mL.
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Segundo Poutrel & Rainard (1982) a contagem de células somaticas (CCS) no leite de
cabras € o melhor método para se avaliar os processos inflamatdrios na glandula mamadria dessa
espécie.

Considerando-se tais aspectos e enfatizando a importancia da qualidade do leite e seus
derivados, realizou-se esse estudo com o objetivo de oferecer subsidios para avaliacdo da
qualidade do leite de cabra cru produzido em propriedades da regido Agreste de Pernambuco e
Metropolitana de Recife, avaliada pela contagem de células somaticas, qualidade fisico-quimica e

bacterioldgica do leite.

2. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de leite cru de 145 cabras em sete propriedades da Regido
Metropolitana do Recife e do Agreste do estado de Pernambuco, representada por pequenos e
médios produtores. O leite foi coletado dos animais que nio se encontravam em periodo colostral
e em fase de secagem ou tratamento. As amostras foram coletadas de animais de primeira e
segunda lactacdo, de raga pura e mestica, em propriedades escolhidas ao acaso e sistema de
gerenciamento semi-extensivo e ordenha manual, onde muitas vezes a higiene antes e apds a
ordenha nio era realizada.

Ap6s higiene do 6stio do teto com dlcool a 70% e realizada a secagem com papel toalha
descartavel, desprezou-se os jatos iniciais de leite de cada teto e realizou-se o teste da caneca
telada, o qual deve ser realizado em toda ordenha, para a identificacdo da mastite clinica.

Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em trés grupos de frascos, todos

esterilizados: um grupo com pastilhas de bronopol, outro com gotas de azidiol e os frascos
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esterelizados onde o leite foi conservado apenas sob refrigeracdo. As amostras foram entdo
identificadas e transportadas em caixas isotérmicas e mantidas sob refrigeragao.

Os tubos com pastilhas de bronopol usados para a CCS, andlises fisico-quimicas referente
aos teores de lactose, proteina, gordura e sdlidos, assim como os tubos com gotas de azidiol
foram utilizadas para contagem bacteriana total (CBT). Utilizou-se o equipamento eletronico
Somacount ® 300 para CCS, avaliagdo dos teores de proteina, gordura, lactose e sdlidos
(NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1999) e para a contagem bacteriana total (CBT) foi usado
a Bentley 2000® (IAL, 1976).

O leite refrigerado foi utilizado para a realizacdo das andlises microbioldgicas. E os
exames microbioldgicos das amostras foram realizados apds homogeneizagdo do leite. Inoculou-
se entdo amostras do leite com alca de platina na superficie do dgar sangue ovino a 5%. Apoés
incubacdo das placas por 24-48 horas a 37°C, realizaram-se leituras, anotando-se as
caracteristicas morfologicas das colonias e aspectos morfotintoriais a coloracio do Gram
(CARTER, 1988).

Apo6s efetuadas as andlises do leite cru, foi calculada a média e os resultados foram

submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas através do teste de Tukey (P > 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Contagem de células somaticas
Observou-se que 40% das amostras do leite caprino avaliado possuiam valores iguais ou
superiores a 1 x 10° céls/ mL revelando a presenca de mastite subclinica. Estes valores estdo de

acordo com Pessoa et al. (1999) e HINCKLEY (1990) que determinaram como nivel mdximo de
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células sométicas no leite de cabra em 1 x10°éls/ mL. Contudo, segundo White e Hinckley
(1999) foram observadas evidéncias de que leite ndo infectado pode conter mais de 1 x10° céls’
mL e que o padrio maximo de CCS atual para leite de cabra comercial deveria ser mantido no
mesmo valor citado.

O valor de 40% para CCS encontrado para o leite caprino por esse trabalho foi mais
elevado quando comparamos aos nimeros obtidos por Poutrel e Lerondelle (1983) e Contreras et
al. (1995) com prevaléncia de 18% na Espanha, 36% na Inglaterra e 32,6% na Franca para
mastite subclinica em cabras.

Quando utilizou-se o teste para CBT, onde 500.000 UFC/mL € o limite permitido

(BRASIL, 2000), em conjunto com CCS foi observado que apenas 10% das amostras testadas

nesse trabalho apresentaram mastite subclinica (Tabela 1).

3.2. Teor de Proteinas, Gordura, Lactose e Solidos

Das amostras analisadas quanto a composi¢do do leite foram obtidas médias gerais de
3,31 % para proteina, 3,24% para gordura, 4,07 % de lactose e 11,57 % para sélidos. Bueno et al.
(1991), também encontraram valores aproximados para o leite de cabras de 3,28% proteina,
4,79% gordura e 5,32% para lactose.

Foi encontrado neste estudo, valores menores de lactose, comparando-se aos valores
encontrados por Gomes et al. (2004), que encontrou 4,33 % de lactose, assim como Prata et al.
(1998), que obteve 4,35 % para lactose e ainda, 3,27 % de proteina e 3,74 % de gordura em
trabalho realizado na regido Sudeste do Brasil

Resultados obtidos por Zanela et al. (2006) em trabalho realizado com leite de cabra no

Rio Grande do Sul, demonstraram valores de 2,47 % para proteina, 3,90 % para gordura, 4,35 %
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para lactose e 12,65 % de sdlidos. Ja neste trabalho observaram-se valores menores de gordura,
lactose e s6lidos, contudo valores de proteina foram maiores.

Pesquisas documentaram diferengas patoldgicas distintas no processo de secre¢do do leite
entre vacas e cabras leiteiras (HAENLEIN & HINCKLEY, 1995); assim estas diferencas criaram
uma lacuna na justificativa para aplicar as normas regulatorias do leite de vaca, especificamente
para CCS; onde as normas para leite de vaca atuais para CCS sdo discriminatdrias contra o leite
de cabra, assim normas separadas devem ser determinadas para que os produtores e
consumidores do leite caprino nio sejam prejudicados (HAENLEIN, 2002).

Ao relacionar a CCS aos valores percentuais fisico-quimicos de gordura, proteina, lactose
e solidos respectivamente (Tabela 2), observou-se que o valor de lactose foi mais elevado nas
amostras com auséncia de mastite, ao contrdrio dos valores para gordura e proteina, que apesar de
estarem dentro do valor exigido pelo Ministério da Agricultura. Ainda observou-se que nao
houve diferenca estatistica significativa para os valores de sélidos no leite caprino (P > 0,05).

Estes resultados corroboram com Min et al. (2007), que ndo encontraram diferencas
significativas em amostras de leite de cabra com infec¢do intra maméaria e amostras consideradas
normais, para os valores de gordura, proteina e sélidos totais. Os percentuais médios de lactose
tenderam a ser menor no leite de tberes infectados. Isso também pode ser observado com relagdo
a presenca da mastite subclinica e a composi¢do fisico-quimica do leite (Tabela 2).

Comparando-se os valores médios obtidos por esse estudo, para mastite subclinica e
aqueles considerados normais, aos valores da Instru¢io Normativa 37 do Ministério da
Agricultura (BRASIL, 2000), observamos que os percentuais de gordura estdo dentro dos padroes
exigidos. Assim como para o percentual de proteina e sdlidos totais. J4 com relagdo a lactose
observa-se resultados inferiores aos exigidos, contudo sabe-se que a lactose € um dos elementos

usados na producdo de produtos lacteos, assim como queijo (ALMEIDA et al. 2001).
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Contudo em estudo realizado por Min et al. (2007), a CCS foi negativamente
correlacionada com os valores de gordura do leite, lactose e sélidos totais. Além disso, as
amostras infectadas ndo interferiram na producdo de proteina, contrastando com relatos de
Leitner et al. (2004/a, b), que observaram aumento da proteina no leite caprino com infec¢do

intramamaria.

3.3. Andlise bacterioldgica

Tem sido demonstrado que a infec¢do bacteriana aumenta a CCS em ovinos e caprinos
(MORONT et al. 2005/a, b). Apesar disso, existe discussdo sobre a relagdo entre CCS e a infec¢ao
intramamadria em cabras leiteiras (PAAPE et al., 2001). E segundo Min et al. (2007) e Zeng et al.
(1999), nem sempre as quantidades de CCS s@o mais baixas em uberes ndo infectados.

Entre as amostras analisadas positivas, observou-se que 98,3% foram positivas
Staphylococcus spp., 3,5% de Streptococcus sp; 1,8% de Bacillus sp, 1,8% de Corynebacterium
sp e 1,8% de Enterobacter aerogenes. O Staphylococcus spp foi o microrganimo mais
encontrado nesse estudo, concordando com Contreras et al. (1995), Ryan & Greenwood (1990) e
Pessoa et al. (1982). Devido a sua patogenicidade, S. aureus € o mais significativo patégeno da
glandula mamaria caprina (SMITH & SHERMAN, 1994).

Em um estudo extensivo de vacas na Grécia durante a lactagdo, foi descoberto que
infeccdes por Streptococcus sdo raros em cabras, ao contrdrio das vacas leiteiras
(KALOGRIDOU — VASSILIADOU, 1991). A presenca de patdgenos relacionados a mastite em
amostras de leite de cabras normais foi 59% de Staphylococcus spp., (Staphylococcus aureus
17%, S. epidermidis 14%, S. capitis 13%, S. hyicus 11%), 30% de Bacillus spp., 4% de
colidormes, 3% de Micrococcus spp., 2% Streptococcus spp., 1% Corybacterium spp. 1%

Pseudomonas spp (HAENLEIN, 2002).
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Animais infectados servem como um reservatério para infec¢des dentro do rebanho. As
bactérias S. aureus sdo capazes de provocar toxinfec¢do alimentar se o leite estiver com
concentracdes altas o suficiente para o consumo (LEWTER et al., 1984).

Observa-se na tabela 3, que a higiene antes e apds a ordenha pode interferir na CCS e na
saude da glandula, por conseguinte na qualidade do leite produzido, pois segundo podemos
observar, todas propriedades que ndo fizeram higiene antes da ordenha apresentaram CCS
maiores do que esperado, divergindo, em sua maioria das que realizavam a desinfec¢do antes e
apos a ordenha.

Segundo Min et al. (2007), valores para CCS como os encontrados neste trabalho, nem
sempre sdo menores comparando-se animais salddveis, sem infec¢do, com os doentes, a CCS nao
¢ sempre menor nos animais com uberes desinfetados. Grandes variacdes na prevaléncia das
infec¢des intra mamadrias foram observadas em toda a fase de lactacdo. E ainda, McDougall et al.
(2002), sugere maior prevaléncia de infec¢des intra mamdrias com maior CCS em caprinos

leiteiros (35,5%) do que para os ovinos (19,0%).

4. CONCLUSAO

As amostras do leite de cabra oriundas da regido Agreste do estado de Pernambuco e
Metropolitana do Recife, em sua maioria estdo dentro dos padrdes fisico-quimicos exigidos pela
instru¢do normativa 37 do MAPA. J4 os niveis de CCS estdo dentro dos padrdes estabelecidos na
literatura, visto que ndo existe uma Legislacdo que regulamente essa categoria. Por outro lado, os
resultados das andlises microbioldgicas sugerem a ocorréncia de falhas no manejo higiénico-

sanitdrio na obtenc¢do do leite.
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Nota-se a necessidade de rever os procedimentos de ordenha e higienizagdo, pois 0 manejo
correto e a introducao de um programa de qualidade proporcionard uma melhoria da qualidade do

leite e seus derivados.
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Tabela 1. Percentual isolado e associado da contagem de células somaticas (CCS) e contagem
bacteriana total (CBT) do leite de cabra produzido por propriedades na regido Metropolitana do

Recife e Agreste do estado de Pernambuco

PROPRIEDADE CCS < CCS > CBT < CBT> CCS >1.000.000 e

1.000.000  1.000.000  500.000 500.000 CBT >500.000

1 53,66% 46,34% 95,12% 4,88% 4,88%
2 57,14% 42,86% 85,71% 14,29% 0,00%
3 56,25% 43,75% 90,63% 9,38% 9,38%
4 61,54% 38,46% 86,54% 13,46% 13,46%
5 43,48% 54,35% 67,39% 26,09% 26,09%
6 78,57% 21,43% 92,86% 7,14% 7,14%
7 69,51% 30,49% 93,90% 6,10% 3,66%
TOTAL 60 % 40% 87,5% 11,5% 10%
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Tabela 2. Percentuais dos diferentes pardmetros fisico-quimicos do leite de cabra produzido por

propriedades na regido Metropolitana do Recife e Agreste do estado de Pernambuco de acordo

com a CCS e CBT
Limites p/ Gordura Proteina Lactose Solidos
CCS e UFC % % % %
CCS >1x10° céls/mL e 3,74a 4,02a 3,31a 11,86a
CBT > 5x10° UFC/ mL
CCS < 1x10° céls/mL e 3,19b 3,23b 4,15b 11,49b
CBT <5x10° UFC/ mL

Letras diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). CCS= contagem de
células somadticas, CBT= contagem bacteriana total, UFC= unidade formadora de coldnia.

Tabela 3. Influéncia da higiene antes e depois da ordenha na contagem de células sométicas nas

amostras coletadas

Propriedade HAO#* HDO* CCS x 1000
1 S S 1488
2 N N 2684
3 S S 1779
4 N N 1895
5 N N 2812
6 S S 905
7 S S 1166
MEDIA 1927

*HAO refere-se a higiene antes da ordenha e HDO a higiene depois da ordenha; S = Sim, a higiene na ordenha é
realizada; N = Nao, a higiene ndo é realizada
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RESUMO

A MBL (lectina ligadora de manose) é uma proteina sérica e de grande importancia na
imunidade inata do individuo. Este estudo teve o objetivo detectar a presenca de polimorfismos
nos exons 1 e 2 do gene da MBL, em cabras leiteiras na regido Metropolitana do Recife e Agreste
do estado de Pernambuco. As amostras foram coletadas de animais de raga pura e mestica, 0s
quais nao se encontravam em periodo colostral, fase de secagem ou em tratamento. Foram
coletadas amostras de sangue com auxilio de vacuteiner contendo EDTA, das quais foram
extraidos o DNA e posteriormente as amostras foram amplificadas com primers especificos para
os exons 1 ou 2 do gene da MBL. O produto amplificado foi purificado e submetido a uma
reacdo de sequenciamento para andlises de possiveis polimorfismos, baseando-se na tnica

sequencia depositada para este gene, em caprinos, existente no GenBank. Os resultados
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demonstraram a presen¢a de um tUnico polimorfismo na regido 1662 do exon 2, em 8 das 70
amostras seqiienciadas. Desta forma, o presente trabalho promove uma contribui¢do inicial para
estudos subseqiientes de associacdes destes polimorfismos com modificagdes com os niveis
séricos da proteina MBL em caprinos.

PALAVRAS-CHAVE: MBL, cabra, lectina, polimorfismo.

ABSTRACT

MBL (mannose-binding lectin) is a seric protein, which is very important in innate
immunity. This work has the objective to detect presence of polymorphisms on exons 1 and 2 of
MBL gene in milk producing goats at Recife Metropolitan Region and Pernambuco State
Agreste. Samples were collected from pure and mestizo strains animals. These goats were not at
colostral time, drying time or in treatment. By using vacuteiner containing EDTA, blood samples
were collected, from which DNA was extracted and later samples were amplified with specific
primers for exons 1 and 2 of MBL gene. The amplified product was purified and submitted to a
sequencing assay for analysis of polymorphisms, based on the only deposited sequence for this
gene in goats displayed on the data base GenBank. Results showed presence of only one
polymorphism on region 1662 of exon 2, in 8 of 70 sequenced samples. Thus, this work gives a
starting contribution to subsequent studies on association of these polymorphisms with MBL
protein seric levels modifications in goats.

Key words: MBL, goat, lectin, polymorphism.
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1. INTRODUCAO

A MBL, lectina ligadora de manose, pertence a uma subfamilia de proteinas conhecidas
como colectinas, cujos membros apresentam dominios de reconhecimento de carboidratos
associados a estruturas de coldgeno (HOLMSKOV et al., 1994; EPSTEIN et al., 1996; TURNER,
2003). Sua forma circulante é constituida por oligbmeros estruturados por subunidades que se
formam pela associacdo de trés cadeias polipeptidicas idénticas de 32kDa. Cada cadeia
polipeptidica € composta por um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC), uma regido
hidrofébica chamada de pescoco, uma regido colagenosa e uma regido N-terminal rica em
cisteina. As trés cadeias interagem através de suas regides colagenosas formando uma tripla
hélice. A regido hidrofébica de cada cadeia adota uma forma espiralada e os dominios de
reconhecimento de carboidratos apresentam caracteristicas de proteinas globulares (TURNER,
2003).

A (MBL) é uma molécula efetora do sistema imune inato humano, que possui atividade
antimicrobiana através da opsonizacdo de patdgenos, e ativagdo do sistema complemento por
uma via alternativa (THIELENS et al., 2002).

Nos seres humanos, MBL desempenha um papel-chave na primeira linha de defesa contra
a infec¢do durante o periodo que antecede o desenvolvimento de uma resposta imune especifica.
Sua importancia é demonstrada por um numero de estudos clinicos que associam a sua
deficiéncia sérica com o aumento da susceptibilidade a uma variedade de doengas infecciosas
humanas (EISEN et al., 2003), uma vez que baixos niveis séricos de MBL no soro tém sido
reconhecidos como a principal causa de imunodeficiéncia associada com a atividade opsonizante

prejudicada (SUMIYA et al., 1991).
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Ja Carvalho (2007), evidénciou que ao longo dos anos a influéncia da MBL na resposta
inata do hospedeiro e sua participacdo nos diferentes processos inflamatérios e infecciosos, esta
respaldada na perspectiva que representa a terapia de reposi¢do dessa proteina. E ainda, Alonso
(2007), sugeriu que provavelmente exista um papel para a MBL durante toda a vida, agindo na
primeira linha de defesa contra microorganismos antes do inicio da produc¢do de anticorpos.

A MBL possui um papel complexo em diferentes afeccdes e influencia na gravidade de
doencas infecciosas e auto-imunes, principalmente modulando a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (TURNER, 2003).

A MBL foi identificada em vdrias espécies de animais, dentre elas, mamiferos, incluindo
o homem, macacos, coelhos, bovinos, suinos e ratos. Proteinas homdlogas também foram
caracterizadas no soro de aves e peixes (KAWASAKI, et al, 1983; MOGUES et al, 1996;
KOZUTSUMI et al, 1980; HOLMSKOV et al, 1993; STORGAARD et al, 1996; OKA et al.,
1988; SASTRY et al., 1991; SUGI et al., 1994; LAURSEN et al., 1995).

Em estudos realizados por Alonso (2007), a presenca de um tipo de polimorfismo do gene
da MBL interferiu protegendo os individuos que apresentaram essa variacdo do gene da MBL
Leishmania chagasi. Por outro lado, individuos que apresentaram certos gendtipos da MBL pode
interferir no risco de adoecer ou ter complicagdes com a doenca

Ainda, sugerem que os alelos mutantes, causando baixas concentragdes de MBL, estariam
protegem os individuos contra a infecc@o pelo M. leprae (GARRERD et al., 1994).

Acredita-se que muitos genes além do gene da MBL possam estar influenciando tanto na
susceptibilidade como na expressdo clinica da doenca da hanseniase. E a deficiéncia de MBL
parece ter cardter protetor contra o desenvolvimento da hanseniase e contra a evolug@o a forma

clinica lepromatosa (DORNELLES, 2006).
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A MBL ativa o sistema complemento através da via da lectina o que exige uma MBL-
associada a serina protease-2 (MASP-2). Homodlogos da MBL humana (hMBL) foram
identificados em uma variedade de mamiferos, peixes e animais primitivos, como Ascidiacea.

A MBL eqiiina (eMBL) possui propriedades que sdo similares a hMBL. Também foram
verificados baixos niveis de atividade da MBL:MASP em cavalos doentes, comparado com
cavalos saudaveis. Além disso, foram encontrados baixos niveis de MBL: atividade MASP em
cavalos, em comparacdo com doentes e cavalos saudaveis. Estes estudos sugerem que a eMBL
estd envolvida na resposta imunolégica dos cavalos e que baixa atividade da MBL:MASP
poderia ser usada para monitorar a funcdo imunoldgica e evolugdo clinica (PODOLSKY et al.,
2006).

Em vertebrados, a MBL tem funcdes extensas, contudo a semelhanca em peixes dsseos e
cartilaginosos pode ser a via da lectina, que € ligeiramente diferente de mamiferos e anfibios com
fungdes complexas. A presenca dos dois tipos do Masp (MASP1 e 2) em mamiferos, anfibios, e
ascidias, independentemente da diferenca estrutural nos dominios da protease, sugere que estas
duas MASPs t&ém funcdes distintas e que a presenca de duas diferentes linhagens do MASP gene
nos vertebrados, e sugere que um dos dois, uma tnica linhagem com um tnico éxon-codificado
protease dominio, pode t€ém divergido de um ancestral comum antes do aparecimento de
vertebrados (ENDO et al., 1998).

Em suinos a PMBL desempenha um papel critico na defesa imune inata do recém-nascido
a fase adulta, e o estabelecimento de um modelo experimental em leitdes recém-nascidos para o
estudo do sistema imune inato, um valioso passo para a elucidacdo das fungdes fisiologicas e
moleculares do mecanismo da via da lectina. O sistema complemento é crucial para a defesa
imune inata, nos suinos a ativacdo do complemento ¢ mediada pela via da lectina PMBL-mediada

desencadeado pela ligacdo com diferentes carboidratos ligantes, que pode ser expressa em
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microorganismos infecciosos no recém-nascido e adultos, em comparagdo com soros humanos e
de coelho MBps € mais importante para a sobrevivéncia do suino recém-nascido leitdo, enquanto
as vias cldssica e alternativa do complemento ativagdo prestar um importante apoio a linha de
defesa (MA et al., 2007).

Esse trabalho realizou o sequenciamento dos exons 1 e 2 do gene MBL (mannose-binding
lectin) em caprinos do rebanho pernambucano. O estudo e a compreensdo da imunidade inata,
sua relacdo com a presenca do polimorfismo do gene da proteina ligadora de manose podera
auxiliar na compreensdo da fisiologia em trabalhos futuros e também para projetar eficientes

abordagens ao diagndstico, tratamento e controle de doengas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populagao de estudo

As amostras de sangue periférico de 70 animais provenientes da Regido Metropolitana do
Recife e Agreste do estado de Pernambuco, foram coletadas com tubos vacunntainer contendo
EDTA e transportadas em caixa isotérmicas sob refrigeracdo para o Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami (LIKA). Em seguida, o DNA foi extraido utilizando o kit de
extracdo de DNA (Wizard Genomic DNA Purification Kit - Promega), seguindo as orientagdes

do fabricante.

2.2. Amplificag@o dos exons 1 e 2 do gene MBL
Para amplificagdo dos éxon 1 e 2 do gene MBL foi desenhado o par de primers senso (S1) e
antisenso (AS2) (Tabela 1), a partir da sequéncia do gene caprino depositado no GenBank

(AM933377.1). O DNA extraido foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em
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volume final de 15 pL. Foram utilizados aproximadamente 200ng de DNA, 1 x Tampao da Taq
polimerase (Promega), 200uM de dNTP, 2,5 mM de MgCl, (Promega), 1pmol de cada primer
especifico e 0,05 U de Taq polimerase SU/ul (Promega) As condi¢des de termociclagem foram:
95°C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 1min, 58°C por lmin, 72°C por 1 min

seguidos de uma extensdo final de 72° C por 5 min.

2.3. Eletroforese em gel de agarose e purificacdo das amostras de DNA amplificadas para os
exons 1 e 2 da MBL

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese (100 V/45 minutos) em gel
de agarose 1%, em tampao TBE 0,5 x (TAE 5x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato de Sédio 0,8
M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL &4gua destilada), contendo 0,6 pL de brometo de etidio
(10mg/mL). Seguidamente, as amostras de DNA presentes no gel foram visualizadas sob luz

ultra-violeta (302 nm) e fotografado.

2.4. Purificac@o dos produtos de PCR

Ap6s a reacdo da eletroforese os produtos foram isolados do gel com lamina de bisturi
estéril e colocado em tubo eppependorf para serem purificados com o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System Prodimol para o posterior sequenciamento, conforme as recomendagdes

do fabricante, e armazenados a -20°C até o momento do uso.

2.5. Sequenciamento dos fragmentos amplificados
As amostras foram seqiienciadas no Nucleo de Plataformas Tecnolégicas (NPT) do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes. As seqiiéncias de DNA foram determinadas em seqiienciador

automdtico ABI 3100 (Applied Biosystems) utilizando-se 1ul de 10 X Buffer, 0,5 pl de BigDye
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(96 Well-Gene Amp PCR System 9700) (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos
oligonucleotideos, e 2ul do produto da PCR purificado (870pb). As reacdes de seqiienciamento
foram realizadas em termociclador Ependorff Master Cycle, com os ciclos de temperatura
programados para: 40 ciclos de 95°C por 10 seg, 55°C por 10 seg, 60°C por 4 min como
recomendado pelo fabricante. Apds a amplificacdo, as amostras foram mantidas a 4°C até a
precipitagdo. Para cada amostra foram utilizadas 2 reac¢des, sendo uma para o primer foward e

outra para o antisenso.

2.6. Precipitacdo das amostras e sequenciamento

A cada reacdo de seqiienciamento foram adicionados 30ul de isopropanol P.A, incubando a
T.A. por 20 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a velocidade de 3500 rpm por 45
min a T.A. O isopropanol foi removido invertendo a placa e, a seguir, adicionou-se 70 pl de
etanol 70% e centrifugou-se a velocidade maxima por 10 min a 3700 rpm a T.A. Removeu-se
todo o etanol com auxilio de micropipeta, pois qualquer etanol residual resultaria em manchas
fluorescentes. As amostras foram secas em T.A. e o DNA foi eluido em 10 pl de tampao de
amostra contendo Formamida Hi-Di (Applied Biosystems). No momento da aplicagdo em
seqiienciador automdtico ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, USA) as amostras foram

aquecidas a 95°C por 3 min e rapidamente transferidas para o gelo.

3. RESULTADOS

3.1. Amplificacdo dos exons 1 e 2
A figura 1 apresenta a amplificacdo de fragmentos de 16 amostras de DNA gendmico de

caprino amplificadas com os primers S1 e AS2, especificos para amplificacdo dos exons 1 e 2 do
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gene da MBL, resultando num produto de 870pb. Na Figura 2 estdo apresentadosos fragmentos
apo6s amplificacdo do gel.
3.2. Sequenciamento das amostras

A figura 3 representa o perfil do seqiienciamento de uma das amostras analisadas, o que
demonstrou uma boa qualidade do seqiienciamento.

Oitenta e oito virgula cinqiienta e sete por cento das amostras analisadas (88,57/70)
mostraram 100 % de homologia com a seqiiéncia depositada no banco de dados GenBank
(AMO933377.1), porém 11,4% das amostras apresentaram um polimorfismo na base 1662 do gene
da MBL.Nesse estudo observamos a presenca de polimorfismo na posicdo 1662 do exon 2 do

gene da MBL (figura 4).

4. DISCUSSAO

Os Polimorfismos de uma unica base (SNPs) representam a maior fonte de variacdes inter-
individuais genéticas (BRAY et al., 2001) e podem ser utilizadas para identificar as contribuicdes
poligénicas em determinadas doengas funcionando como uma extraordindria ferramenta na
andlise de marcadores genéticos devido a sua abundancia (SCHWARTZ et al., 1999; HOWELL
et al., 1999).

Os SNPs podem ser encontrados mais frequentemente nas regides nao codificantes e em
mudancas silenciosas que ndo alteram ou substituem os aminoécidos, devido ao cédigo genético
ser degenerado. Isto reflete a grande pressao seletiva das regides codificantes NOWOTNY et al.,
2001). Em outras palavras, os SNPs podem ou ndo alterar a expressao génica, a sintese protéica
ou o enovelamento protéico, que afeta a sua atividade, dependendo da sua localizacdo ao longo

do genoma.
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A presenca de polimorfismos no gene MBL tem sido descrita em uma ampla variedade de
organismos. Lipscombe et al., 1992 ao seqiienciar o gene da MBL humana, encontrou trés
mutacdes de uma tnica base no exon 1 mas especificamente nos codons 52, 54 e 57. Além disso,
duas mutacdes sem sentido nos exons 3 e 4 resultaram em falha no processo de splicing do intron
1 (GUO et al., 1998). Os alelos decorrentes dos SNPS nos cédons 52, 54 e 57 sdo denominados
de MBL-D, MBL-B e MBL-C, respectivamente, e estdo associados com um decréscimo
significativo nos niveis séricos de MBL, quando comparados com os homozigotos do alelo
normal, denominado MBL-A (Kilpatrick, 2002). Alves et al. (2007) investigaram a freqiiéncia
das mutagdes na regido promotora do gene, nas posi¢des -550 e -221 em 75 amostras do virus
linfotrépico humano de células T (HTLV) em doentes infectados e 96 amostras de individuos
soronegativos, a fim de avaliar a ocorréncia de uma possivel associa¢do entre a polimorfismo e a
infec¢do pelo HTLV.

Arraes et al. (2006) encontraram polimorfismo em criangas com os trés MBL?2 variantes
(Arg52Cys, Gly54Asp, Gly57Glu), as quais foram agrupadas e chamadas de alelo 0.

Schafranski et al. (2008), observaram a presenca de polimorfismos no éxon 1 e na regidao
promotora do gene MBL2 que foram determinadas por PCR-SSP e os quais foram associados
com o nivel de producdo de MBL em individuos com cardiopatia aguda e doentes com artrite
com uma histdria de febre reumadtica.

Para comparar a sequéncia de aminodcidos da MBL suina com outras MBL, as sequéncias
de aminoécidos foram alinhadas. As andlises de seqiiéncias mostraram que a lectina exibiu 61,4%
de similaridade com a MBL humna (28), 69,9% com MBP-A e 52% com MBP-C (29), 66,9%
com MBP-A de rato e 56,6% com MBP-C (3), 80% com MBP-A de rhesus, € 59% com MBP-C
(30) e 54,6% de MBP de coelho. A MBL suina exibiu uma alta homologia com MBP-A do

rhesus e alta homologia com o tipo MBPs (MA et al., 2007).
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A MBL bovina € a mais homéloga a MBL humana que possui 65% de identidade na
sequéncia de aminodcidos (DRICKAMER et al.,1986; SASTRY et al., 1991; TAYLOR et al.,
1989). Camundongos e ratos possuem 58% identidade com a MBL bovina.

Agah et al. (2001) em estudo em suinos, encontrou um homoélogo da MBL humana. Em
seguida, Lilie et al. (2006), realizou um estudo de polimorfismo dos genes da MBL em suinos e
encontrou 3 SNPs na regido codificadora da MBL 1 em diversas racas de suinos, 0 mesmo ndo
ocorrendo na MBL 2. Estes polimorfismos foram associados com a susceptibilidade a doengas.

Em caprinos, apenas uma sequencia do gene MBL foi depositada no banco de dados. No
presente estudo, 70 amostras de DNA de caprino foram amplificadas e seqiienciadas,
evidenciando um SNP na regido do exon 2 do gene da MBL. Contudo, ndo foi objetivo da
pesquisa verificar a funcionabilidade deste polimorfismo no nivel de expressio da proteina.
Estudos adicionais podem verificar qual o significado do polimorfismo genético detectado na
quantidade ou qualidade da proteina formada.

Em primatas, foram detectadas mutagdes nos genes da MBL-A e MBL-C. Além das duas
mutacdes nonsense sentido e de alteracdo no sitio de corte de splicing, ocorreu uma substitui¢ao
de Glicina por Arginina no cédon 53 que alinha com o cédon 54 da MBL-C humana. Esta
mutacido também estd presente em gorilas e chimpamzés, mas ndo em primatas mais distantes.
Substituicdes de glicina também foram encontradas nos cédons 50, 62 e 94 de chimpanzés,
gorilas e orangotangos (SEYFATH et al., 2005). Mogues et al. (1996) em estudo onde realizou
sequenciamento em rhesus, encontrou um alto nivel de homologia entre aMBL-C do rhesus e
MBL humana,com 90% de identidade na sequencia de aminoécidos.

Kawai et al. (1998) em estudo realizado analisando-se a MBL proveniente do soro e do
figado de coelho, concluiu que ndo ha diferenca genética entre as respectivas proteinas nessa

espécie, assemelhando-se ao gene da MBL humana.
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Garrate et al. (2004), em estudo comparado das MBL em diversas Acanthamoebas,
encontrou homologia em vdrias regides que variam de 29 a 44% nas regides: 274-606, 275-590,

270-593, 102-251, 272-689, 190-680, 260-690, 270-550 e 280-580.

5. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi encontrado polimorfismo em 11,4% das amostras analisadas no exon-2 do
gene da MBL, em amostras de DNA de caprino. Porém faz-se necessario mais estudos a fim de

melhor esclarecer o papel deste polimorfismo.
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Tabela 1. Seqiiéncias dos Primers do senso 1 e antisenso 2 do gene MBL utilizados no estudo.

SEQUENCIA DE PRIMERS USADOS

5’-TAGATAAAGA GAACAAGATG-3’
S1 (forwad)

5’-GGAAGCAGAGTTGGGCATCT-3’
AS?2 (reverse)

M1 23 45678 910111213141516

870 pb —»

Figura 1. Eletoforese em gel de agarose a 1% das amostras amplificadas com os .primers S1 e
AS2. Coluna M-Padrao de peso molecular (100 pb) colunas de 1 a 16- Produtos da amplificagio

de 870pb correspondentes ao exons 1 e 2 do gene MBL em caprinos.
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1234567 891011121314 1516

870 pb

Figura 2. Produtos da PCR purificados apdés amplificacdo com kit de purificacdo (Promega).
Eltroforese em gel de agarose a 1%. Coluna M-Padrdo de peso molecular (100 pb); colunas de 1

a 16 corresponde ao produto amplificado, 870pb do exon 1 e 2.

130 140 150 160 170 150 130 200
TCACGGGG CAGG TCTTC TG GATATTCTCACAG TTCTCTGC TTCTGTGTCTGCACAAGATGCTGT CACCACAGTC CAG

Figura. 3 Imagem representativas do seqiienciamento de uma amostra para os exons 1 e 2 do

gene da MBL (picos coloridos referentes as bases).
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|!!!!|!!!!|!!!F|!!!'|!!!T|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!F!|!!'!|!!T!|!!!!|!!!!|!!

100 110 120 130 140 150 140 170

CODIGO DA —p AACAGGCCAAARAGEAGACCCTGEAGAALATATIECETALGGAGT TTACTTTAGCAAGETCCAGGCTGAGGTCCCCTEEGEETCT
AMOSTRA NO ( AACAGGCCAAAAAGGAGACCCTGGAGAAAATATRGGTALGGAGT TTACTTTAGCAAGET CCAGGCTEAGGTCCCCTEEGETCT
GENBANK AACAGGCCAAAALGEAGACCCTOEAGAAAATATRGET AL GGAGT TTACTTTAGCALGET CCAGGCTGAGGTCCCCTEEGEGETCT

AACAGGCCALAALGGAGACCCTORAGAAAATATRGETAAGGAGT TTACT TTAGCAAGET CCAGGBLTGAGET CCCCTEEGEETCT
AACAGGCCALAALGGAGACCCTORAGALAATATRGETAAGGAGT TTACT TTAGCAAGGT CCAGECT GAGETCCCCTEEGEETCT
4 AACAGGCCAALAAGRAGACCCTOGAGAALATATRGETALGGAGT TTACTTTAGCAAGET CCAGGCTGAGGTCOCCTGEGGETCT

AACAGGCCAAAAAGEAGACCCTOEAGAALATATRGET AL GEAGT TTACTTTAGCAAGET CCAGGCTEAGGTCOCCTHEGETCT
AACAGGCCAAAAAGGAGACCCTORAGAAAATATRGETAAGGAGT TTACT TTAGCAAGET CCAGGLTGAGETCCCCTEEGEETCT
AACAGGCCAAAAAGEAGACCCTGEAGAAAATATRGETAAGEAGT TTACT TTAGCAAGGT CCAGGCTGAGETCCCCTEEGETCT
AACAGGCCAALALGGEAGACCCTGEAGALAATATIGET AL GGAGT TTACTTTAGCALGET CCAGGCTGAGGTCCCCTEEGEGETCT

AMOSTRAS
MUTADAS

Figura. 4 Comparacao da seqiiéncia conhecida com a das amostras pesquisadas da regido do exon

2 do gene da MBL de caprinos, evidenciando o polimorfismo encontrado.
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6. ANEXO - NORMAS EDITORIAIS DA REVISTA ARQUIVOS DO INSTITUTO

BIOLOGICO

A Revista Arquivos do Instituto Bioldgico aceita, para submissdo, artigos originais de
pesquisa cientifica em sanidade animal e vegetal voltados ao agronegdcio e suas implicagdes no
agroambiente, incluindo nesse escopo a qualidade e a seguranca alimentar. Aceita, também,
artigos sobre pragas sinantropicas. Todos os trabalhos devem se enquadrar nas normas

redatoriais.

Os trabalhos enviados para publicacdo deverdo ser inéditos e destinados exclusivamente a
esta Revista. A matéria publicada serd de inteira responsabilidade do(s) autor(es). Os trabalhos

ndo aceitos para publicagdo serdo comunicados aos autores pelo Comité Editorial.

O Comité Editorial fara analise dos trabalhos antes de submeté-los aos Consultores

Cientificos.

A publicagdo dos trabalhos dependerd da andlise efetuada pelo Corpo de Consultores

Cientificos e da aprovacao do Comité Editorial.

Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacao.

Serdo considerados para publicacdo Artigos Cientificos e Comunicagdes Cientificas.

Artigos de Revisdo poderdo ser aceitos a critério do Comité Editorial.

A transcri¢do parcial ou total de trabalhos dos "Arquivos do Instituto Biolégico" para

outras revistas € permitida desde que citada a origem.

O original deve ser submetido apenas na forma eletrOnica através do e-mail
arquivos @biologico.sp.gov.br. O arquivo ndo deverd exceder 2Mb. No e-mail de
encaminhamento deverd constar nome por extenso, endereco completo (Instituicao/Universidade,
Centro/Faculdade, Laboratério/Departamento, endereco postal), endereco eletronico e CPF de

todos os autores.
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Eventuais dividas podem ser encaminhadas ao editor da Revista "Arquivos do Instituto
Bioldgico", Dra. Silvia Regina Galleti, Instituto Biolégico - Av. Cons. Rodrigues Alves, 1252,
CEP 04014-002, Sao  Paulo, SP -  Fone: (11)  5087-1749 - E-mail:

arquivos @biologico.sp.gov.br.

A versdo imprensa da revista serd publicada exclusivamente em preto e branco. Nao serdo
fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis para consulta e download gratuitos no site da

revista www.biologico.sp.gov.br/arquivos.

Forma de apresentacdo: os trabalhos deverdo ser digitados em Word 97 ou versdo
superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman, tamanho 12, espago
duplo e paginas numeradas em seqiiéncia. As linhas deverdo ser numeradas de forma continua,
utilizando a ferramenta Layout em Configurar Pdgina. O maximo de paginas serd 25 para artigos
de revisdo, 20 para artigos cientificos e 10 para comunicacdo cientifica, incluindo tabelas e

figuras.

Artigo cientifico: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), endereco
do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em portugués, palavras-chave,
titulo em inglés, abstract, key words, introdu¢do, material e métodos, resultados, discussao,

conclusdes, agradecimentos e referéncias.

Quando o trabalho envolver estudos em animais de experimentagdo e/ou organismos
geneticamente modificados, incluir o nimero do processo no trabalho e encaminhar uma cépia da
aprovacgdo fornecida pelo respectivo Comité responsdvel da Institui¢do de origem do primeiro

autor.

Idioma: o trabalho podera ser redigido em portugués, espanhol ou inglés. Quando escrito
em portugués, o resumo deverd ter uma versao em inglés. No caso de artigo escrito em inglés ou

espanhol deverd ter um resumo em inglés ou espanhol e outro em portugués.

Titulo: embora breve, deverd indicar com precisdo o assunto tratado no artigo, focalizando

bem a sua finalidade principal.
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Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nome(s) do(s) autor(es), com chamada
numérica. Descrever endereco  postal  (Institui¢do/Universidade,  Centro/Faculdade,
Laboratério/Departamento, estado, pais) e eletronico do autor principal. No rodapé da primeira

lauda descrever somente a Instituicao e Departamento dos demais autores.

Resumo: deverd apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e métodos e

conclusdes, em um dnico paragrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espago, citar no miximo cinco

palavras-chave, separadas por virgula. Evitar termos que aparegam no titulo.

Abstract: apresentar uma tradug¢do para o inglés, do titulo do trabalho e do resumo. A
seguir, relacionar também em inglés (ou espanhol) as mesmas palavras-chave (key words,

palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250 palavras.

Introdugdo: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdio com outras

pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da pesquisa feita.

Material e Métodos: apresentar descricdo breve, porém suficiente para permitir uma
repeticdo do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto quando modificados, deverdo
ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies, bem como drogas, deverdo ser citados de

acordo com regras e padrdes internacionais.

Resultados: apresentd-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando necessario. As

tabelas e figuras devem ser inseridas apds as referéncias.

Discussdo: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros trabalhos

publicados (resultados e discussdo poderdo fazer parte de um unico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu entendimento sem
consultas ao texto. As tabelas ndo deverdo conter linhas verticais. No texto, use a palavra
abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg (fotos) ou gif (gréficos e

esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras originais ou com maior resolucdo
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poderdo ser solicitadas apds o aceite. Devem ser enviadas em arquivos individuais e nomeadas de

acordo com o ndmero da figura. Exemplos: Figl.gif, Fig2.jpg.

Conclusdes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderdo constituir um item a parte

ou serem incluidas na discussao.

Agradecimentos: poderdo ser incluidos a pessoas ou institui¢oes.

Referéncias e citagdes no texto: citacdes no texto e referéncias estdo diretamente
vinculadas. Todos os autores citados devem figurar nas referéncias, excecdo para informagdes
obtidas por canais informais que deverdo ser citadas apenas no texto: (JUNQUEIRA,
comunicacdo pessoal), JUNQUEIRA, informac¢do verbal). A referéncia no texto deve seguir o
sistema sobrenome do autor e ano de publicacdo e deverd estar em caixa alta reduzida ou
versalete, tal como: 1 autor - ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2 autores — LOPES; MACEDO
(1982) ou (LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores - BESSE et al. (1990) ou (BESSE et al.,
1990); coincidéncias de autoria e ano de publicacdo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI,
1998a, 1998b). Nas referéncias seguir as recomendagdes da Norma NBR 6023/2002, da
Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas (ABNT); as referéncias deverdao estar em ordem
alfabética de primeiro autor e serem apresentadas em folha a parte. A exatiddo dos dados nas

referéncias € da responsabilidade dos autores.
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