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Resumo: Pasteurella multocida é o agente etiol6gico responsavel tanto pela rinite atréfica progressiva
(tipo D) quanto pela pneumonia (tipo A) em suinos. Objetivou-se comparar o padrdo de expressao génica
do receptor toll like do tipo 2 em células do lavado broncoalveolar em suinos da raga Piau e de uma
linhagem Comercial vacinados contra Pasteurella multocida tipo D. Foi coletado lavado broncoalveolar
de fémeas da raga local brasileira Piau e de uma linhagem Comercial, em grupos de animais vacinados e
ndo vacinados. A expressdo relativa do gene TLR2 foi feita por RT-qPCR usando o sistema de
fluorescéncia SYBR Green. O gene HPRT1 foi utilizado como controle enddgeno. As analises foram
feitas pelo proc MIXED do software SAS. N&o houve diferencas significativas de expressdo do TLR2
entre as ragas dentro de grupo de vacinagdo e nem entre os grupos dentro de cada raga, porém, é
indispensavel mais estudos para o melhor entendimento do controle dos mecanismos imunolégicos e
fisioldgicos para direcionar a selegdo genética para melhorar a resposta efetiva a doenca.
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TLR2 mRNA expression in bronchoalveolar fluid cells from Piau breed and Commercial line
vaccinated against pasteurellosis

Abstract: Pasteurella multocida is a pathogen responsible for both progressive atrophic rhinitis (type D)
and pneumonia in swine (type A). The aim of this study was to compare mRNA expression pattern of toll
like receptor 6 in bronchoalveolar fluid cells from Piau Brazilian Local breed and Commercial line pigs
vaccinated against Pasteurella multocida type D. It was collected bronchoalveolar fluid from Piau
Brazilian Local breed and Commercial White Line, vaccinated and unvaccinated animals group. The
TLR6 gene expression was done by RT-gPCR using SYBR green fluorescence system, using HPRT1
gene as endogenous control. Analyses were performed by MIXED procedures of SAS software. There
was no significant difference gene expression of TLR2 between each vaccination group within breeds
neither between breeds within each vaccination group; however, it is necessary more studies for better
understanding of immune and physiological mechanisms control to produce an effective response to
disease challenge.
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Introducao

Pasteurella multocida é uma bactéria Gram negativa e agente patolégico responsavel tanto pela
rinite atrofica progressiva (tipo D) quanto pela pneumonia (tipo A) em suinos e, é considerado um agente
complicador dos processos pneumdnicos, especialmente aqueles que resultam em pleurite. A doenca é
caracterizada por atrofia conchal e por varios graus de distor¢do facial. Os sinais sdo acompanhados por
crescimento lento dos animais de engorda (Haesebrouck et al., 2004).

Os receptores Toll like sdo responsaveis pelo reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patdgenos e orientam o sistema imunolégico como responder aos microorganismos
invasores, incluindo componentes bacterianos (Dwivedi et al., 2012). Os receptores Toll like 2 (TLR2)
sdo vitais para o reconhecimento de peptideoglicano (componente de bactérias Gram-positivas) e
lipoproteinas (componentes de bactérias Gram-negativas). Embora, o TLR4 é o melhor receptor de
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reconhecimento de lipopolissacarideos, a capacidade de resposta do TLR2 aos lipopolissacarideos tem
sido descrita (Armstrong et al., 2004). Logo, objetivou-se comparar a expressdao do mRNA TLR2 em
células de lavado broncoalveolar (BALF) de suinos da raca Piau e de uma linhagem Comercial vacinados
contra Pasteurella multocida tipo D.

Material e Métodos

Os animais foram testados para presenca ou auséncia do agente patoldgico por meio de teste
soroldgico, antes da vacinagdo e, posteriormente, os animais negativos foram divididos em grupos de néo
vacinados e vacinados (intramuscular, vacina autdgena, adjuvante oleoso, MICROVET, vacinados no
21° dia de vida - 1° dose — e 42° dia de vida- 2° dose da vacina). Aos 90 dias, os animais foram
eutanasiados com injecdo de pentobarbital sédico 2,5% e foram coletadas amostras de lavado
broncoalveolar (10 mL), por meio de procedimento cirirgico, de leitdes fémeas da raca Piau e de uma
linhagem Comercial (6 vacinados e 3 ndo vacinados de cada grupo genético). As amostras de BALF
foram mantidas no gelo e, em seguda, isoladas por centrifugacdo. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vigosa.

O RNA foi extraido das células do BALF usando o RNeasy Mini Kit (Qiagen) e a transcri¢do
reversa com SuperScript 111/RNaseOUT Enzyme Mix (Invitrogen Life Technologies). A PCR
quantitativa em tempo real foi feita usando o0 SYBR Green no Sistema de Detecgdo de Seqliéncias ABI
Prism 7300 (Applied Biosystems). O cDNA de cada amostra foi submetido ao PCR em tempo real,
usando o gene TLR2 como alvo e o gene HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1) como
controle enddgeno, e os resultados obtidos analisados com proc MIXED do software SAS (Statistical
Analysis System, versdo 9.0). Os dados foram apresentados em ACt e a expressao relativa em 2",

Resultados e Discusséo
Os resultados obtidos da expressdo génica da TLR2 estdo apresentados na Tabela 1, na qual as
diferencas estatisticas da comparagdo entre vacinados e ndo vacinados dentro do mesmo grupo genético
estdo reportados assim como entre 0s grupos genéticos dentro dos grupos vacinados e ndo vacinados.

Tabela 1. Niveis de expressao génica (médias em ACt + erro padrdo) do gene TLR2 em células do lavado
broncoalveolar de suinos da raca Piau (P) e da linhagem Comercial (C) vacinados contra
Pasteurella multocida tipo D

Grupo N&o vacinados Vacinados
P 0,47 + 0,44™ 1,13 +0,31"
C 0,43 + 0,44™ 0,32 0,31

Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca estatistica (P<0,05) dentro do mesmo grupo de vacinagéo
entre as ragas (A ou B) e entre os diferentes grupos de vacinagdo dentro da mesma raga (a ou b).

N&o houve diferenca de expressao génica comparando-se 0s grupos de vacinagao entre as ragas
(Tabela 1) e nem dentro de raga nos diferentes grupos de vacinagdo (Tabela 1 e Figura 1). Isto porque a
Pasteurella multocida tipo D possui potentes estimulantes da resposta imune do hospedeiro, mas ndo
estdo necessariamente associados com forte resposta inflamatoria, visto que os animais foram vacinados
e, ndo desafiados com o agente patogénico. A baixa expressdo do TLR2 pode ser devido a maior
afinidade dos lipopolissacarideos com o TLR4, que tem como consequéncia a ativagdo das citocinas e
regulagdo da imunidade inata e adaptativa (Chen et al., 2008; Armstrong et al., 2004).
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Figura 1 Expressdo génica relativa (2*“") para TLR2 entre animais vacinados e ndo vacinados dentro dos
grupos genéticos, Piau e Comercial

As diferencas na producdo de moléculas imunoldgicas, tais como, 0os TLRs que estdo envolvidos
no reconhecimento de moléculas associadas aos patégenos tem grande influéncia na resposta aos
patdgenos e estdo associados com susceptibilidade e resisténcia as doencas (Lazarus et al., 2002).

Conclus6es
N&o houve diferengas significativas de expressdo do TLR2 entre as ragas dentro de grupo de
vacinagdo e nem entre os grupos dentro de cada raca, porém, € indispensavel mais estudos para o melhor
entendimento do controle dos mecanismos imunoldgicos e fisiolgicos para direcionar a selegdo genética
para melhorar a resposta efetiva a doenga e, simultaneamente, manter o desempenho do animal.
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