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Resumo:

Rodococcose equina esta entre as principais causa de morte em potros em todo o mundo (Muscatello
et al., 2007). Diferencas de susceptibilidade a pneumonia por Rodococcus equi tem sido associada a genes
relacionados a resposta imune. O gene da Tranferrina (Tf) equina € um dos genes candidatos a esta
associagao.

A Tf € uma proteina presente no plasma de mamiferos e tem por funcdo regular a disponibilidade de
ferro (Fe), micro-nutriente fundamental para o desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Em equinos, ja
foram descritos mais de 15 alelos de Tf decorrentes de polimorfismos genéticos. A existéncia de um grande
namero de variantes para Tf equina sugere a ocorréncia de presséo de sele¢do nesta proteina, relacionada a
infeccdo por bactérias detentoras de sistemas de captacdo de Fe a partir da Tf.

Diante disso, buscou-se avaliar a relacdo entre alelos de Tf equina e a predisposicdo a infeccdo por R.
equi em equinos da ra¢ga Puro Sangue de Corrida (PSC) e Brasileiro de Hipismo (BH).
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Introducéo:

No Brasil, a criagdo de equinos estd em constante crescimento, gera muitos empregos e traz um
grande retorno econdmico. Uma doenca conhecida mundialmente por ser a principal responsavel pela morte de
potros € a pneumonia. Além dos prejuizos econdmicos, seja em tratamento ou na perda de um animal
produtivo, a rodococose, causada pela bactéria Rhodococcus equi, é significante quanto a salde publica por
representar uma zoonose, acometendo principalmente imunodepressivos, criangas e idosos.

Rhodococcus equi € uma bactéria Gram positiva, intracelular facultativa, que aproveita o sistema imune
imaturo do potro para se desenvolver. Diferencas de susceptibilidade a pneumonia por R. equi tem sido
associada a genes relacionados a resposta imune. Existem também grandes evidéncias de que hd uma base
genética de susceptibilidade a infeccdo por R. equi em potros, devido a disponibilidade de ferro na circulagao
sanguinea destes animais.

O gene da Tranferrina (Tf) equina é um dos genes candidatos a esta associacdo (Mousel et al., 2003).
A Tf é uma proteina presente no plasma de mamiferos (Brandon et al., 1999; Carpenter and Broad, 1993) e
dentre as suas funcdes esta a regulacao da disponibilidade de ferro (Fe) na corrente sanguinea, micro-nutriente
este, fundamental para o desenvolvimento de muitos microrganismos patogénicos. Apesar disso, algumas
bactérias desenvolveram um modo de se ligarem as transferrinas, conseguindo sobreviver a partir delas.
Baseado no tipo de transferrina de um animal, podemos afirmar se ele é mais susceptivel ou resistente a uma
infeccdo por R. equi.

Polimorfismos bioquimicos de transferrina foram identificados em varias espécies, incluindo humanos,
bovinos, ovinos e equinos. Além disso, a expressdo de fatores de viruléncia em R. equi é fortemente
dependente de Fe, sendo este um determinante na sobrevivéncia da bactéria no interior de macréfagos. Em
equinos, ja foram descritos mais de 15 alelos de Tf decorrentes de polimorfismos genéticos (Brandon et al.,
1999). A existéncia de um grande numero de variantes para Tf equina sugere a ocorréncia de presséo de
selecdo nesta proteina, que pode estar relacionada a infeccdo por bactérias detentoras de sofisticados
sistemas de captacéo de Fe a partir da Tf.

O objetivo deste trabalho é avaliar a relagéo entre alelos de Tf equina e a predisposic¢éo a infecgéo por
R. equi em equinos da raca Puro Sangue de Corrida (PSC) e Brasileiro de Hipismo (BH).
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Metodologia:

Foram coletadas amostras de sangue total de 76 equinos, 47 amostras da raca Brasileiro de Hipismo
(BH) e 29 de Puro Sangue de Corrida (PSC), oriundos de fazendas endémicas para rodococose da regido
dentral do estado do Rio Grande do Sul. A partir de levantamento, observou-se que dos 79 animais avaliados,
44 nao possuiam histérico clinico de pneumonia por R. equi, e 32 possuiam.

Sangue venoso foi coletado a partir da jugular por venopuncdo em tubos de Vacutainer (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) contendo EDTA. O DNA foi isolado a partir de leucécitos por DNeasy®
Blood & Tissue Kit (Qiagen®) de acordo com o protocol do fabricante e armazenado em -20° C até 0 uso.

Foram usadas amostras de DNA com relac@o Azeo/Azs0 entre 1.7 e 1.9. As amostras foram submetidas
a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para quatro éxons do gene da Tf equina (éxon 13, 14, 15 e 16).
Estes exons corresponderam aos exons 12 (cDNA 1466-1610 BP), 13 (cDNA 1611-1675 BP), 14 (cDNA 1676-
1860 BP), e 15 (cDNA 1865-2050 BP), de acordo com a base de dados Ensemble. Todos os exons séo
situados no correspondente da transcricdo do cDNA ao dominio 2 do gene TF, que codificam o lobo-C da
proteina do TF.

Resultados e Discusséo:

A andlise dos sequenciamentos realizados foi capaz de cobrir 79,2% (n=14) do total de Polimorfismos
de Nucleotideo Unico (SNP) descritos anteriormente (n=24). A partir de SNPs observados na posicdo 1678
(CGT/TGT) do éxon 15 foi realizada a classificagdo dos animais em trés variantes: FF, DD e FD. As demais
SNPs encontradas nos exons 13, 14 e 16 ndo tiveram poder discriminatério entre as variantes conhecidas.

Sendo assim, as sequéncias contendo o cédon CGT foram classificadas como variante FF, as que
continham o TGT como DD e as sequencias heterozigotas como variante FD. A variante FF foi predominante
no PSC e a FD no BH, no entanto a frequéncia da variante DD foi similar entre as racas. O alelo D foi 0 menos
comum em ambas as ragas. O acumulo do alelo F parece estar relacionado & maior sensibilidade a
rodococose.

Conclusdes:

A variante FF foi predominante no PSC e a FD no BH, no entanto a frequéncia da variante DD foi
similar entre as racgas. O alelo D foi 0 menos comum em ambas as ragas. O acumulo do alelo F parece estar
relacionado a maior sensibilidade a rodococose.

Nossos resultados corroboram com a hipotese de susceptibilidade genética a rodococose devido ao
excesso de alelo F, diferentemente da sugestao de estudos prévios em que a resisténcia estaria baseada no
alelo D. E dificil estabelecer a real importancia de polimorfismos genéticos na susceptibilidade as
enfermidades, portanto sdo necessarios estudos que expliguem o0s mecanismos biolégicos e diferencas
funcionais dos polimorfismos da Tf.
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