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Perfil da expressao génica em vacas leiteiras
com hipocalcemia clinica
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PERFIL DE EXPRESSAO GENICA BASEADA EM MICROARRANJO DE CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO EM VACAS LEITEIRAS COM
HIPOCALCEMIA INDUZIDA E ESPONTANEA
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Quais os fatores que aumentam a demanda
de Ca nesse periodo?
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Hipocalcemia

CLINICA

Clinica < 5,5 mg/dL

Niveis de Ca
no sangue

S{UJAIlI[o-0 30— 55 mg/dL

¥ o o e e e )

Pode acometer 5% dos animais
de um rebanho de alta producéao

llllllllllllllllllllllll

Predispor a
ocorréncia de outras
enfermidades

* .
lllllllllllllllllllllllllllllllllll



PERGUNTAS

Quais enfermidades que ela esta
relacionada?




INTRODUCAO

lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

Predlsporaocorren0|a
: de outras enfermidades :

Deslocamento de abomaso
Retenc¢ao de placenta

Metrite
Retardo da involug¢ao uterina
Mastite




INTRODUGAO

Hormonios
calciotropicos

W\ buscando regular
os niveis de Ca L &%/
D S S




INTRODUCAO

Hormonios
calciotropicos

O organismo
tentando regular
0S niveis e Ca




INTRODUCAO

Dos niveis de
Cano sangue |

(BROZOS et al., 2011)



INTRODUCAO

8
Sy

Dos niveis de
Cano sangue |

(BROZOS et al., 2011)

. N N NN NN NN BN BN BN NN NN BN BN NN BN B NN BN B BN NN B B N By,

AN NN N NN NN NN NN BN BN NN BN BN BN NN BN B NN BN BN BN NN BN B NN S S .



INTRODUCAO

Dos niveis de
Cano sangue |

Decisivo para
oo ICTTCTDCTToTTooTDoTtt a saude e
producao da

----------------------------- vaca
(GOFF, 2014)




INTRODUCAO

( _ .
i Processo de homeu: Decisivo para
__________________________ . a saude e

Altamente efici~ : producédo da

____________________ vaca
(GOFF, 2014)

Quando o mecanismo nao da
conta de suprir a demanda de Ca

HIPOCALCEMIA

Recrutamento de células
de defesa

Processo de inflamatorio [\



INTRODUCAO

| Linfocitos
i Monocitos I

— | IMUNOLOGIA

|dentificar biomarcadores
de patologia - estado
fisiologico

A expressao génica
de leucocitos

Células mononucleares do sangue

(Almeida et al., 2007; Newman et al., 2011; Ishida et al., 2013)




INTRODUCAO

Varios tecidos (rim, figado)

Biomarcadores da
hipocalcemia INICIO

Expressao de milhares de
genes

Esclarecer mecanismos
moleculares de doencas




INTRODUCAO a4

EXPRESSAO GENICA

TRADUCAO _
TRANSCRICAO r\ ribossomo
r\ Large |\
subunit

REPLICACAO . aa

B 5 |
e LLLt 111 7 ‘ mRNA
s T

o Small subunit
_po—
— | |
N4 Sel) 138 e~ Mg~ Gl i
N P
N\
® TR~ v Ly ‘
\é OOV
o _ .
— Val— Gli}— Lis/— Lis/—~Arg—Arg
. 4 = . A =
@ Pro— Tir)— Val— Lis/— Val—Pro
/ ~= S N < _d -

@999

Pro—Fen— Ala—Glu— Ala— Ser,
4 4 =4 4 4 =7



INTRODUCAO

EXPRESSAO GENICA

As proteinas
I_sintetizadas |

tecidos e
células no
corpo

l‘ . Diferentes




INTRODUCAO

Abordagem Molecular

CLAUDICACAO

(Almeida et al., 2007) DOENCAS
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Identificar potenciais biomarcadores através do
perfil da expressao génica de células mononucleares
de vacas leiteiras com hipocalcemia clinica induzida e

espontanea.
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MATERIAIS E METODOS

I I I Analise estatistica

Os dados do Microarranjo foram analisados usando o GeneSpring 12.0e o
software Sigmaplot

Niveis de calcio (Experimento Inducao) foi analisado atraves de medidas
repetidas

Teste unidirecional e Tukey foram usados para avaliar as diferencas entre a
expressao génica entre os 3 grupos (G1, G2 e G3)

[A significancia para todos os testes foi estabelecida como P <0,05.
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Figura 1. Concentragbes de Ca no plasma de vacas leiteiras apds a infusao de
EDTA-Na, ou EDTA-Ca.
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Tabela 1. Parametros bioquimicos de vacas com hipocalcemia

espontanea (grupos G1 e G2) e vacas clinicamente saudaveis (grupo
G3).

item G1 G2 G3
Ca (mg/dL) 3,6 +0,8? 4,4 + 0,22 9,6+0,1°
P(mg/dL) 0,22 + 0,48 0,19 £ 0,48 0,48 £ 0,1°
PTH 346,0 + 12248  606,0 +653,32 71,6 +£48,0°

a, b valores com diferentes sobrescritos em cada parametro indicam diferencas significativas (P <0,05).




Resultados e Discussao M

Hipocalcemia espontanea

Tabela 1. Parametros bioquimicos de vacas com hipocalcemia
espontinea (grupos G1 e G2) e vacas clinicamente saudaveis (grupo

G3).

Item G1 G2 G3
Ca (mg/dL) 36108 44 £0,2° 960,15
P(mg/dL) 0,22 + 0,42 0,19 + 0,42 0,48 0,10
PTH 346,0 + 122,42  606,0+ 653,32 71,6 + 48,0°

a, b valores com diferentes sobrescritos em cada parametro indicam diferengas significativas (P <0,05).

Devido o0 aumento Demora dos mecanismos
da demanda de homeostase

Devido a relagao

C:P Producao [

PTH Resposta do organismo a queda do Ca




RESULTADOS

Genes diferencialmente expressos
entre vacas com hipocalcemia clinica
espontanea (G1 e G2) e vacas
clinicamente saudaveis (G3)

Figura 2. Diagrama de Venn do numero de genes
diferencialmente expressos entre os grupos
hipocalcemia clinica induzida e hipocalcemia clinica
espontanea.
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Genes cuja expressao foi diferente

entre o grupo de vacas induzidas a

hipocalcemia clinica (EDTA-Na,) e o
grupo controle (EDTA-Ca)

Figura 2. Diagrama de Venn do niumero de genes
diferencialmente expressos entre os grupos
hipocalcemia clinica induzida e hipocalcemia
clinica espontanea.



RESULTADOS

Vacas com hipocalcemia Vacas induzidas a
clinica espontanea hipocalcemia clinica

Vacas induzidas e com
hipocalcemia clinica
espontanea

Figura 2. Diagrama de Venn do numero de genes diferencialmente expressos entre os grupos
hipocalcemia clinica induzida e hipocalcemia clinica espontanea.
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RESULTADOS

Expressao génica
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DISCUSSAO

Expressao génica
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Expressao do mRNA
"N

GrupoGl GrupoG2 GrupoG3

Fig. Expressao de mRNA do gene PKIB em célula mononuclear de vacas leiteiras
com hipocalcemia clinica espontanea (grupos G1 e G2) e clinicamente saudavel
(grupo G3). b Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos ( P< 0,05).
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Expressao génica
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Fig. Expressédo de mRNA do gene DDIT4 em célula mononuclear de vacas leiteiras
com hipocalcemia clinica espontanea (grupos G1 e G2) e clinicamente saudavel
(grupo G3). b Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos ( P< 0,05).
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(Zebelli et al., 2013)



RESULTADOS

Expressao génica

30

PER1

a

10

Expressao do mRNA
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Fig. Expressdo de mRNA do gene PER1 em célula mononuclear de vacas
leiteiras com hipocalcemia clinica espontanea (grupos Gl e G2) e
clinicamente saudavel (grupo G3). 2 Letras diferentes indicam diferenca
entre os grupos ( P< 0,05).
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DISCUSSAO

Vacas com hipocalcemia clinica
tem niveis elevados de cortisol

(Riond et al., 1999; Horst and Jgrgensen, 1982)
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Expressao génica

NUAK1

Expressao do mRNA

Ib
) GrupoGl GrupoG2 GrupoG3

Fig. Expressdo de mRNA do gene NUAK1 em célula mononuclear de vacas
leiteiras com hipocalcemia clinica espontanea (grupos Gl e G2) e
clinicamente saudavel (grupo G3). 2 Letras diferentes indicam diferenca entre
os grupos ( P< 0,05).
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Através da
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(Inazuka et al., 2012)
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(Maclever et al., 2008)
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Fig. Expressao de mRNA do gene BI537947 em célula mononuclear
de vacas leiteiras com hipocalcemia clinica espontanea (grupos G1 e
G2) e clinicamente saudavel (grupo G3). b Letras diferentes indicam
diferenca entre os grupos ( P< 0,05).
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RESULTADOS

Genes diferencialmente expressos
entre vacas com hipocalcemia clinica

espontanea (G1 e G2) e vacas

Expresso diferentemente clinicamente saudaveis (G3)
entre Gl e G2

Fig. Diagrama de Venn do numero de genes
diferencialmente expressos entre o0s grupos
hipocalcemia clinica induzida e hipocalcemia clinica
espontanea.
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Expressao génica
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Fig. Expressao de mRNA do gene NESP55 em célula mononuclear
de vacas leiteiras com hipocalcemia clinica espontanea (grupos G1 e
G2) e clinicamente saudavel (grupo G3). ¢ Letras diferentes indicam
diferenca entre os grupos ( P< 0,05).
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SRR (el Fig. Expressdo de mRNA do gene NESP55 em célula mononuclear de
hipocalcemia vacas leiteiras com hipocalcemia clinica espontanea (grupos G1 e G2)
ooc ~ e clinicamente saudavel (grupo G3). 2 Letras diferentes indicam
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RESULTADOS

Em humanos ele esta associado com

NESP55 . .
doencas neuroendocrinas

{}

Ainda nao é comprovado essa
funcao, sao apenas especulacoes

E necessdrio saber mais sobre ele para que possa ser
utilizado como biomarcador da hipocalcemia



RESUMO

Esse estudo mostrou a expressao de 6 genes em células
mononucleares de vacas leiteiras com hipocalcemia
clinica

DDIT4 PER1 NUAK1 BI1537947 NESP55

IMUNOSSUPRESSAO
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Os genes encontrados no presente estudo
sao fortes candidatos a biomarcadores
genéticos especificos para hipocalcemia
clinica de vacas leiteiras
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