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1. INTRODUCAO

O gene MUC1 codifica a mucina MUC1, que € uma glicoproteina
transmembrana altamente glicosilada, presente na superficie apical da glandula
mamaria durante a lactacdo (MATHER et al., 2000). O gene MUC1 em bovinos é
caracterizado por 7 exons e a proteina codificada consiste de 5 dominios
estruturalmente distintos, dentre os quais esta o dominio de variavel nimero de
repeticbes em tandem (VNTR; SANDO et al., 2009). As principais funcfes dessa
glicoproteina estédo relacionadas a protecdo da superficie celular e lubrificacéo
(GENDLER, 2001).

A mastite se apresenta como a doenca de maior prevaléncia, geradora de
altos custos na producédo de leite no mundo todo (SHOOK, 1989). Além de
prejudicial ao lucro dos produtores, a mastite prejudica a imagem do setor leiteiro,
pelos danos ao bem-estar animal, diminuigcdo na qualidade do leite e aumento do
risco a saude publica através do uso indiscriminado de antibi6ticos e surgimento de
microrganismos resistentes (DE VLIEGHER et al., 2012).

A mastite consiste em uma resposta inflamatéria a invasdo da glandula
mamaria por microrganismos através do canal do teto, e pode se manifestar de
maneira clinica ou subclinica. A forma clinica se caracteriza por sua visibilidade a
olho nu, através da presenca de grumos, sangue e pus no leite, podendo também
estar associada a sintomas mais avancados como inchaco do Ubere, febre e dor. A
forma subclinica ndo pode ser diagnosticada a olho nu, mas pode ser detectada
entre outras formas por meio da contagem de células sométicas (BRITO et al.,
2008; DE VLIEGHER et al., 2012).

Tendo em vista que a erradicacao da mastite é praticamente inviavel devido a
suas causas terem carater multifatorial, € de interesse que se encontrem
alternativas para diminuir as prevaléncias desta doenca aos niveis mais baixos
possiveis.

O objetivo deste estudo foi de identificar polimorfismos no gene MUC1 naraca
de bovinos leiteiros Gir, como primeiro passo no estudo associativo deste gene com
caracteristicas de sanidade da glandula mamaria e producao de leite.

2. METODOLOGIA

Para a execucdo deste trabalho foram utilizadas amostras de DNA
provenientes de 18 vacas da raca Gir mantidas no APTA 1Z de Séao Paulo. As
amostras foram obtidas através extracdo de DNA pelo método salino (ZADWORNY
& KUHNLEIN, 1990).

As amplificacbes do DNA coletado e suas analises foram realizadas no
Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética na Universidade Federal de
Pelotas, RS, Brasil. As regides intragénicas especificas do gene MUC1 foram
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amplificadas pela técnica de PCR, utilizando primers desenhados a partir das
sequéncias deste gene, proveniente do banco de dados do site do Centro Nacional
de Informacgé&o Biotecnoldgica (NCBI); primer forward: 5 — CGCAGAACTACGCCA
GTTTC — 3’ e primer reverse: 5 — AGAGCGGGTGGTCATGGA - 3.

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume de 25uL, com uma
incubacéo inicial de 95°C, por 15 minutos, seguidos de 37 ciclos, com temperatura
de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e
extensdo por 1 minuto e 30 segundos e um passo final de extensdo a 72°C por 10
minutos.

A checagem da amplificagéo foi realizada em gel de agarose 2%, utilizando
como tampao TBE 0,5x, como corante o GelRed (Biotium) e como marcador de
peso molecular o GeneRuler (ladder mix). A observacdo do gel foi realizada em
transluminador de UV.

A estimacdo do numero de repeticdes Tandem em cada alelo foi realizada
com a metodologia descrita por SOUZA et al. (2007), utilizando a seguinte férmula:

ETR = (NCR)(NR) - (L1036 pb)

Onde ETR é o tamanho (pb) da sequéncia néo repetitiva, NCR o0 nimero de
pb na sequéncia consenso, NR o0 numero de repeticdes na sequéncia 1036 e L1036
pb o tamanho em pb do alelo 1036.

FNS(X) - ETR
60

NTR(X)=

Onde X € o alelo, NTR o numero de repeticdes e FNS o tamanho do alelo.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 7 alelos com comprimentos diferentes, compondo 8
genadtipos. O numero de alelos observado no presente trabalho foi superior ao
encontrado por SOUZA et al.(2011) em um trabalho com bovinos da raca Nelore,
onde foram identificados 5 alelos, os quais compunham 10 diferentes genotipos.
SANDO et al.(2009) em estudo com 630 vacas da ragca Holandés observou 9
variacdes alélicas e 15 diferentes gendétipos para o gene MUCL.

A Figura 1 apresenta uma amostra representante de cada genétipo, dispostas
de forma crescente.
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Figura 1. Gel de eletroforese mostrando produtos de PCR de 8 amostras de
DNA. Da esquerda para a direita: DNA ladder; gendtipos 1/1, 2/2, 2/3, 3/3, 4/4, 5/5,
6/6 e 7/7.
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O numero de unidades de VNTR variou de 4,4 a 13 nos alelos 1 e 7
respectivamente, o que resultard& na producdo de proteinas de tamanho
consideravelmente diferentes entre os alelos. O numero de repeti¢cdes dos alelos 1
a 4 foi menor que o encontrado por demais autores em bovinos. Souza et al., (2007)
encontrou um numero de repeticbes em tandem variando entre 10 e 24 em seu
estudo com a raca Nelore. Na raca Holandés, de maneira semelhante, o nimero
de repeticbes variou de 7 a 23 entre 0 menor e 0 maior alelo identificados
respectivamente (SANDO et al. 2009). A Tabela 1 demonstra o numero de
repeticbes em tandem para cada alelo encontrado.

Tabela 1 — Namero de repeticbes em tandem por alelo no gene MUCL1.
Alelos N° de repeticbes
4,4
5,2
6,0
8,0
9,4
10
13

~No o~ WN -

4, CONCLUSOES

Foi identificado polimorfismo para o gene MUC1 na raca Gir, tendo sido
encontrados até o presente estudo 7 alelos de tamanhos distintos, com repeticées
em tandem variando de 4,4 a 13. Este resultado possibilita que prossigam-se 0s
estudos de associacao dos dados génicos com caracteristicas fenotipicas na busca
por marcadores moleculares para resisténcia a mastite.
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