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RESUMO

A mastite € uma resposta inflamatoria da glandula mamaria caracterizada por um
influxo de células somaticas, compostas principalmente por neutréfilos, macréfagos
e linfocitos, em resposta a infecgcdo por patdogenos. A velocidade e a eficacia da
resposta imune do hospedeiro a patdégenos afetam o estabelecimento, a persisténcia
e a gravidade da infeccdo. Dentre os patdgenos causadores da mastite, o
Streptococcus agalactiae € um dos principais e em bovinos, a Unica doenca
associada a infeccdo por Streptococcus agalactiae € a mastite. Sabe-se que vias
biologicas relacionadas ao desenvolvimento e ocorréncia da mastite e a resposta
imunologica do hospedeiro, estdo concentradas na glandula mamaria. Neste
sentido, estudos de expressdo génica tém sido empregados para melhor
compreensao de suas bases genéticas e desenvolvimento de estratégias de
melhoramento genético. Em trabalhos anteriores, foi identificado um grupo de genes
diferencialmente expressos em resposta a infec¢cédo por Streptococcus agalactiae em
Uberes extracorpéreos bovinos utilizando a técnica de RNA-Seq. No presente
estudo, foram investigados quais fatores de transcricdo e miRNAs estdo mais
relacionados com os genes diferencialmente expressos no tecido mamario,
contribuindo para o entendimento dos mecanismos moleculares relacionados ao
desenvolvimento da mastite. Foram estabelecidas redes génicas relacionadas a
resposta inflamatéria em Uberes extracorpOreos bovinos mesticos infectados por
Streptococcus agalactiae. Genes (TRL2, CD14, CXCL8 e CCL5) que fazem parte de
importantes processos biolégicos para a resposta inflamatéria, como resposta
celular ao lipopeptideo bacteriano triacilado, resposta celular a lipoproteina
bacteriana, resposta celular a moléculas de origem bacteriana, vias de sinalizacao
TLR4 e reposta celular por IL1 foram identificados. Além disso, a andlise de rede
gene-FT permitiu destacar genes (LOC515333, SAA3, CD14, NFKBIA, APOC2 e
LOC100335608) e fatores de transcricdo (STAT3, PPARG, EGR1 e NFKB1) também
com papéis biolégicos relacionados a resposta imune. Foi possivel também,
destacar quais eram 0s genes que podem ser regulados pés-transcricionalmente por
MiRNAs, por meio da andlise da rede gene-miRNA, como evidenciado pela relacao
entre o gene CCL5 e o miRNA bta-miR-363. A partir destas analises funcionais, foi
possivel identificar genes e elementos regulatérios da expressao génica (FT e
miRNA) com evidente relagdo nos processos inflamatorios de glandulas mamarias
infectadas por Streptococcus agalactiae e assim, possiveis genes candidatos para
resisténcia a mastite em bovinos foram apresentados.

Palavras-chave: Fatores de Transcricdo. MicroRNAs. Rede Génica. Resposta

Inflamatéria. Processos Biologicos.



ABSTRACT

Mastitis is an inflammatory response of the mammary gland characterized by an
influx of somatic cells, composed mainly of neutrophils, macrophages and
lymphocytes, in response to infection by pathogens. The speed and efficacy of the
host immune response to pathogens affect the establishment, persistence, and
severity of the infection. Among the pathogens that cause mastitis, Streptococcus
agalactiae is one of the major and in cattle, the only disease associated with
Streptococcus agalactiae infection is mastitis. It is known that biological pathways
related to the development and occurrence of mastitis and the immune response of
the host are concentrated in the mammary gland. In this sense, gene expression
studies have been used to better understand their genetic basis and the development
of genetic improvement strategies. In previous studies, a group of differentially
expressed genes in response to Streptococcus agalactiae infection in bovine
extracorporeal udders was identified using the Seq RNA technique. In the present
study, we investigated which transcription factors and miRNAs are more related to
differentially expressed genes in the mammary tissue, contributing to the
understanding of the molecular mechanisms related to the development of mastitis.
Genetic networks related to the inflammatory response were established in crossbred
bovine extracorporeal udders infected with Streptococcus agalactiae. Genes (TRL2,
CD14, CXCL8 and CCL5) that are part of important biological processes for the
inflammatory response, such as cellular response to triacylated bacterial lipopeptide,
cellular response to bacterial lipoprotein, cellular response to molecules of bacterial
origin, TLR4 signaling pathways and response cell by IL1 were identified. In addition,
the gene-FT network analysis allowed to highlight genes (LOC515333, SAA3, CD14,
NFKBIA, APOC2 and LOC100335608) and transcription factors (STAT3, PPARG,
EGR1 and NFKB1) with biological roles related to the immune response. It was also
possible to highlight which genes could be regulated post-transcriptionally by
miRNAs, through analysis of the gene-miRNA network, as evidenced by the
relationship between the CCL5 gene and the miRNA bta-miR-363. From these
functional analyzes, it was possible to identify genes and regulatory elements of the
gene expression (FT and miRNA) with evident relation in the inflammatory processes
of mammary glands infected by Streptococcus agalactiae and thus, possible
candidate genes for mastitis resistance in cattle were presented.

Keywords: Transcription Factors. MicroRNAs. Gene Network. Inflammatory

Response. Biological Processes.
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1  INTRODUCAO

A pecuaria brasileira tem um importante papel na ordem econbémica e
social do agronegocio brasileiro. A producdo brasileira exibe crescimento anual
acima da média mundial que garante ao Brasil a quarta posi¢cdo no ranking dentre os
paises produtores de leite (IBGE 2017). Estima-se que em 2019 a producao
brasileira de leite deve chegar a 36,9 milhdes de litros (MAPA 2017), significando um
crescimento de 72,3% em relagdo ao periodo de 2000-2015 (IBGE 2017).

O setor produtivo conta com varias propriedades leiteiras, distribuidas em
todo territério nacional. Apesar de esse setor criar oportunidades de crescimento,
também gera desafios devido sua extensdo e condi¢Bes variaveis. O crescimento da
cadeia produtiva do leite poderia ser ainda maior se alguns fatores negativos fossem
resolvidos (ZOCCAL et al., 2012). Dentre os principais fatores destaca-se o potencial
genético dos animais. Considerando o potencial genético dos animais, uma das
caracteristicas pouco explorada € o controle de doencas causadas por
microrganismos como a mastite.

A mastite € responsavel por importantes perdas econdémicas na
bovinocultura leiteira, uma vez que provoca alteracées no volume e qualidade do
leite produzido além de gerar preocupacdo com o bem-estar animal e a saude
humana (CONTRERAS e RODRIGUEZ, 2011). A mastite pode ser definida como
uma inflamacdo da glandula mamaria que pode ser causada por alteracdes
metabdlicas, fisioldgicas, traumas ou mais frequentemente, por microrganismos
patogénicos ambientais ou contagiosos (ZADOKS et al., 2011). Esta resposta
inflamatoria € composta por um influxo de células somaticas, caracterizado
inicialmente pelo envolvimento de neutréfilos, seguido de macréfagos e na fase final
por fibroblastos, que juntos resultam em aumento da celularidade no tecido,
evoluindo para fibrose e causando a involugdo da glandula mamaria (RAINARD;
RIOLLET, 2003). A velocidade e eficacia da resposta imune do hospedeiro contra o
patégeno invasivo, afeta o0 estabelecimento e persisténcia da infeccdo (RAINARD;
RIOLLET, 2006).

Dentre os patdgenos que causam a mastite, a bactéria S. agalactiae é

uma das mais frequentes no rebanho. Em bovinos, a mastite é a Unica doenca


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib71
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib48
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associada a infeccao por S. agalactiae, uma bactéria gram-positiva que é transmitida
apenas de forma contagiosa dentro do rebanho, ou seja, de uma vaca para outra
(NEAVE et al., 1969; KEEFE, 1997). Diante da grande importancia como patdégeno
causador de mastite, em 2011 foi publicada a primeira sequéncia do genoma
completo de uma cepa de S. agalactiae isolada de uma vaca com mastite clinica
(RICHARDS et al., 2011).

Nos ultimos anos, tem sido descrito uma grande variedade de perfis
imunologicos e respostas associadas apos infeccdo da glandula mamaria com
bactérias gram-positivas (ALLUWAIMI et al., 2003; DENIS et al., 2006; FONSECA et
al., 2015) e gram-negativas (LAHOUASSA et al., 2007; PETZL et al., 2008). Sabe-se
gue vias bioldgicas relacionadas ao desenvolvimento e ocorréncia da mastite e a
resposta imunolégica do hospedeiro, estdo concentradas na glandula mamaria
(CARNEIRO et al., 2009). Por isso, a investigacdo de genes transcritos no tecido
mamario que codificam componentes de diversas vias bioldégicas e processos
celulares fisioldgicos importantes para a producdo animal, pode contribuir para o
entendimento dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento da
mastite. Assim, a associacdo do padréo de expressdo génica com fenétipos como a
presenca ou auséncia de doencas aliadas a andlises funcionais dos transcritos
diferencialmente expressos, possibilitam investigar as interagcbes génicas
relacionadas a resisténcia a mastite.

A analise funcional via redes génicas, constitui uma estratégia relevante
para desvendar mecanismos moleculares. Estas redes séo utilizadas para expor
vias metabdlicas compartilhadas por genes, anotacdes de processos bioldgicos,
assim como destacar outras moléculas relacionadas com a expressao génica como,
fatores de transcricdo (FTs) e miRNAs (FORTES et al., 2010). A analise de redes
génicas para a caracteristica de resisténcia a mastite, pode auxiliar no melhor
entendimento dos principais genes, FTs e miRNAs quanto suas relagdes funcionais
com a resposta inflamatoria.

Desta forma, este estudo tem como objetivo estabelecer redes génicas
funcionais relacionadas com processos de resposta inflamatoria em Uberes
extracorpéreos bovinos infectados por S. agalactiae, a fim de contribuir sobre o

conhecimento dos genes envolvidos na resisténcia a mastite e a utilizacdo dessas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141315003509#bib32
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informagdes nos programas de melhoramento animal, por meio da sele¢do de

animais geneticamente superiores ou por edi¢cao génica.

1.1 MASTITE

A mastite € considerada a doenca de maior incidéncia nos rebanhos
bovinos do mundo, destacando-se por causar grandes perdas como o descarte do
leite, reducéo na producédo, gastos com tratamento e descarte do animal (HOGAN e
SMITH, 1998). A mastite é classificada de duas diferentes formas. Na sua forma
clinica apresenta aumento de temperatura, edema, rigidez e dor na glandula
mamaria, presenca de grumos e pus na secre¢cdo mamaria. Na forma subclinica, o
patégeno infecta um ou mais quartos mamarios e desenvolve a reacéo inflamatéria,
porém, ndo apresenta sintomas visiveis, mas altera a composicdo e reduz a
producao de leite (RUEGG, 2001). Essa doenca é caracterizada como uma resposta
inflamatoéria da glandula mamaria causada por diferentes fatores como mudancas
metabdlicas, fisiolégicas, trauma e principalmente por infec¢do, destacando-se as
bactérias pela maior frequéncia, além de fungos, algas e virus (WATTS 1988;
ZADOKS et al., 2011).

As bactérias sao relatadas como o0s principais agentes causadores da
mastite e podem ser classificadas como contagiosas e ambientais. Os patégenos
ambientais mais comuns sdo os coliformes Escherichia coli (E. coli) e Klebsiella spp.
e outras espécies de estreptococos como a Streptococcus uberis (S. uberis), sendo
a E. coli responsavel por aproximadamente 85% da mastite de origem ambiental
(BRADLEY 2002). Esses microrganismos sao frequentemente encontrados na agua,
estrume, na sujeira do ambiente e nas areas de circulagdo dos animais. Ja os
patdgenos contagiosos estdo presentes nos Uberes das vacas e a via primaria de
transmissdo € de uma vaca para a outra durante a ordenha. Os microrganismos
contagiosos mais comuns sdo as bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus) e S.
agalactiae (RIET-CORREA et al., 2001). Essas bactérias sdo bem adaptadas aos
hospedeiros e estdo associadas com mastite subclinica e ocasionalmente podem

desenvolver casos de mastite clinica (RUEGG, 2001).
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A infec¢ao causada por microrganismos envolve trés fases: inicialmente o
patébgeno invade/penetra e desloca-se através do canal do teto; posteriormente
ocorre a colonizagdo nas cisternas da glandula mamaria; e por fim, a inflamacéo,
com o aumento da Contagem de Células Somaticas (CCS) e aparecimento dos
sinais clinicos (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). A infec¢do ativa o sistema imune do
animal o qual sinaliza com resposta celular por meio de recrutamento de células de
defesa para o local de infeccdo, principalmente leucocitos, sendo essa resposta
percebida pelo aumento no nimero de células somaticas presentes no leite, e sua
deteccdo é feita por exames microbiol6gicos ou por CCS (OVIEDO-BOYSO et al.,
2007).

Dentre os patdgenos que causam a mastite, a bactéria S. agalactiae &
uma das mais frequentes no rebanho. Segundo Cremonesi et al. (2005), S. aureus e
S. agalactiae sdo os agentes mais frequentemente isolados de casos de mastite,
sendo responsaveis por aproximadamente 90% das infec¢Bes intramamarias em
bovinos leiteiros. Costa (2008), em estudo sobre a epidemiologia da mastite em 35
rebanhos bovinos da regido sul de Minas Gerais, verificou que a S. aureus e S.
agalactiae foram os dois principais patdégenos associados aos casos de mastite
clinica e subclinica, com prevaléncias de 34,29% e 21,82%, respectivamente, nos
animais amostrados. Brito et al. (1999) descreveram que, em Minas Gerais, S.
agalactiae encontra-se em 60% das propriedades das regides da Zona da Mata e de
Campos das Vertentes. Noutro estudo, Elias et al. (2012) observaram uma
prevaléncia de 39,7% do S. agalactiae em propriedades localizadas em Minas
Gerais. Neste estudo, nés utilizamos uma cepa de S. agalactiae pertencente a
Colecdo de Culturas de Microrganismos Causadores de Mastite, mantida na
Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.

Em bovinos, a mastite € a Unica doenca associada a infeccdo pela S.
agalactiae, a qual é transmitida de forma contagiosa dentro do rebanho (NEAVE et
al., 1969; KEEFE 1997). O contagio por S. agalactiae se da principalmente por
contato do ordenhador e equipamentos de ordenha contaminados. Essa bactéria é
um parasito obrigatorio da glandula mamaria de bovinos, com baixa taxa de cura
espontanea (FARNSWORTH 1987). A colonizacdo desta bactéria na glandula
mamaria gera uma resposta inflamatéria que é caracterizada na sua fase inicial com

um influxo de células somaéticas, envolvendo inicialmente o recrutamento de
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neutrofilos, seguido de macrofagos, visando eliminar o patégeno intrusivo e
desenvolver uma protecdo a longo prazo contra infec¢des futuras (STAEDEL,;
DARFEUILLE 2013). Na fase final, células de fibroblastos que levam a involucéo da
glandula mamaria sdo predominantes devido a fibrose ali estabelecida. A infeccéo
por S. agalactiae, esta associada a alta CCS e CBT (Contagem de Bactéria Total),
diminuicdo da qualidade e producdo de produtos lacteos, ocasionando, portanto,
prejuizos a atividade leiteira (KEEFE 1997; GRONLUND et al., 2006).

Existe uma grande preocupacdo com o0 bem-estar do animal para
realizacdo de estudos, tanto para andlise do transcriptoma, quanto para outros
estudos. Devem ser levadas em consideragao, alternativas que utilizem menos
animais para pesquisa, pois do ponto de vista do bem-estar animal, causar uma
infeccdo em um animal saudavel para realizar estudos € injustificavel.

Uma alternativa viavel para estudos da glandula mamaéaria é utilizacado do
sistema de glandula mamaria extracorporea, as quais sao coletadas apés o abate de
animais de descarte. O uso de glandulas mamaéarias perfundidas foi primeiramente
proposto por Peeters e Massart (1947), sendo inicialmente perfundidos com sangue
bovino. Atualmente, a maioria dos experimentos de fisiologia animal que utilizam
este modelo, usa a solucdo de Tyrode para simular as condicdes fisiolégicas e
bioquimicas de um animal vivo. Este sistema possibilita uma variedade de estudos,
bem como a avaliacdo da expressdo génica em larga escala, relacionados a
doencas mamarias, como a mastite. O modelo ex situ de Ubere extracorpéreo de
vacas permite estudar a penetracdo dérmica, metabolismo, absorcao de diferentes
drogas e viabilidade tecidual (KIETZAMANN et al., 1993), bem como a distribuicao
de antibiético no tecido perfundido (EHINGER e KIETZMANN 2000a, b).

Uberes perfundidos sdo utilizados como modelo fisiolégico para estudos
de metabolismo da glandula maméaria (HARDWICK e LINZELL, 1960; LINZELL et al.,
1972; MASSART-LEEN et al., 1986), absor¢cdo cutanea de drogas e cosméticos
(KIETZMANN et al. 1993; BAUMER e KIETZMANN, 2001) e distribuicdo de
farmacos. O uso deste modelo in vitro simula as condi¢des in vivo, cada vez mais
limitadas por aspectos éticos e praticos.

Uma das aplicacbes que tem mais avancado é a utilizacdo do modelo
para estudos in vitro da farmacocinética de substancias administradas por via

intramamaria e para simulagéo da rota sistémica (EHINGER e KIETZMANN 2000a e
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b), sendo adequado para a selecdo de drogas para posteriormente serem testados
in vivo. Ehinger et al. (2006) estudaram a distribuicdo de cefoquinona na glandula
mamadria in vitro e Kietzmann et al. (2010) examinaram a distribuicdo de cloxacilina
em Ubere bovino perfundido, com a finalidade de estudar a concentracdo do agente
antimicrobiano no tecido glandular e assegurar a eficacia antibacteriana do
antibiético. Em um estudo recente com vacas leiteiras do nosso grupo de pesquisa,
demonstrou viabilidade de Uberes perfundidos com solucdo de Tyrode gaseificada,
para caracterizar a expressao génica em larga escala, por meio de RNA-Seq (PINTO
et al., 2017).

1.1.1 RESISTENCIA A MASTITE

Existe um grande numero de vias metabdlicas, moléculas e células
atuando na caracteristica de resisténcia a mastite, a tornando, uma caracteristica
muito complexa, pois depende de componentes genéticos e fatores ambientais e
fisiologicos. A resisténcia pode ser conceituada de forma ampla, como sendo a
habilidade que o hospedeiro tem de evitar a infeccdo ou se recuperar desta
(DETILLEUX 2002). Num sentido mais restrito, a resisténcia a mastite pode ser
definida como a capacidade do animal em impedir o estabelecimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia de um patégeno (RAINARD & RIOLLET 2006).

A selecao de animais geneticamente resistentes a mastite pode auxiliar
na reducdo da doenca, diminuindo os custos do sistema de producdo. Geralmente, a
avaliacdo genética para a resisténcia a mastite € realizada usando a contagem de
células somaticas (CCS), uma vez que estas caracteristicas apresentam alta
correlacdo genética (URIOSTE et al., 2011). A CCS ¢é relativamente facil de ser
registrada e possui herdabilidade maior do que a mastite clinica, mas, como sao
necessarios exames laboratoriais para 0 seu registro, nem sempre 0s criadores
realizam estas medidas no cotidiano.

As fémeas bovinas tém sido selecionadas geneticamente em busca do
aumento da producdo de leite, devido a maior relevancia econbmica dessa

caracteristica. Porém, esta intensificacdo tem resultado em uma correlacao negativa
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com a saude do Ubere e a resisténcia a mastite (GOVIGNON-GION et al., 2012),
aumentando a ocorréncia da doenca nos rebanhos leiteiros.

A resisténcia e susceptibilidade a mastite € uma caracteristica complexa e
determinada por muitos locus. Ja foram encontrados QTLs (Quantitative Traits Loci -
locus de caracteristicas quantitativas) para resisténcia a mastite em varios
cromossomos como: BTA 1, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 18, 19, 21, 22, 23,
24, 26, 27 e 29 (RUPP; BOICHARD, 2003), a partir de trabalhos de associacdo de
dados fenotipicos com moleculares (ASHWELL et al., 1996; ASHWELL et al., 1997;
BOICHARD & BISHOP, 1997; HEYEN et al., 1999; LUND et al., 2007; SAHANA et
al.,, 2008, SCHULMAN et al., 2009). Sugimoto et al. (2006) em um estudo de
identificacdo de QTLs, identificaram regides fortemente relacionados com CCS nos
cromossomos BTA 21 e 22. Com o desenvolvimento de novas metodologias como
os chips de SNP’s (Single Nucleotide Polymorphisms) e estudos de associacéo
ampla (GWAS) cada vez mais as caracteristicas ndo produtivas tém se tornado mais
importante em programas de melhoramento.

O fendtipo de resisténcia esta diretamente correlacionado com mutacdes
nos genes responsaveis pela caracteristica (BUKHARI et al., 2015), mas, algumas
vezes este fendtipo pode ser dado pela simples mudanca de expressédo ou entdo a
expressédo tardia do gene, quando comparado com outro fenétipo. A identificacdo
dos niveis de expressao dos genes envolvidos com a caracteristica de resisténcia é
de grande importancia para compreender o processo. A andlise do transcriptoma
permite a identificacdo de genes diferencialmente expressos que competem
resisténcia a mastite. Uma vez que a mastite causa grandes perdas econémicas, €
indispensavel a tomada de medidas sanitarias para o controle da infeccdo, bem
como selecionar animais mais resistentes a esta doenca. A identificacdo dos genes
responsaveis por conferir resisténcia aos animais e caracterizacédo dos seus padrbes
de expressdo pode ser usada, posteriormente, no melhoramento animal,
constituindo uma abordagem efetiva para o incremento genético da resisténcia as

doencas.
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1.1.2 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO POR PATOGENOS EM BOVINOS

O sistema imune € vital para o controle de infec¢des, por isso a
investigacdo dos mecanismos da caracteristica de resposta imunoldgica pode levar
a diminuicdo da incidéncia e impacto das doencas na producao animal (WILKIE e
MALLARD, 1999; ABDEL-AZIM et al.,, 2005). A primeira linha de defesa do
organismo contra essa doenca € constituida por uma barreira fisica que inclui o
canal e o esfincter do teto, os quais possuem propriedades defensivas como um
mecanismo de oclusédo relativamente eficiente. A segunda linha de defesa glandular
estd constituida pelo sistema imunoldgico, o qual envolve imunidade celular e
humoral. Os linfécitos sdo considerados elementos essenciais na regulacdo e na
funcdo efetora do sistema imune, incluindo producdo de anticorpos e imunidade
mediada por células. Proteinas soluveis conhecidas como citocinas sé&o
componentes importantes do sistema imune inato. Por exemplo, a IL-1p (interleucina
1B), a IL-8 (interleucina 8) e o TNF-a (fator de necrose tumoral a) sédo citocinas que
promovem inflamagdo por alterar a permeabilidade vascular, promovendo o
recrutamento de leucdcitos e induzindo a sintese hepética de proteinas que facilitam
o reconhecimento bacteriano (BANNERMAN et al., 2006). As interleucinas (ILs) sao
mediadores potentes e solUveis que regulam a homeostase do sistema imune e a
sua expressdo é induzida em resposta a infec¢cdes bacteriana, viral, fangica e
parasitaria, assim como fontes ndo microbianas (DINARELLO, 1998).

Sendo a resposta imune mediada por células essenciais no mecanismo
de resisténcia, os macrofagos e as células dendriticas possuem papel importante no
mesmo. Estas células sdo fundamentais para imunidade inata, mas também se
adaptaram a desempenhar um papel central na imunidade adquirida especifica. A
imunidade natural predomina na primeira fase de infeccdo e € mediada por
macrofagos, neutrdéfilos. Estas células apresentam em suas membranas, receptores
gue reconhecem classes genéricas de moléculas produzidas por varios patégenos.
As bactérias possuem diferentes tipos de estrutura de parede celular, que sé&o
reconhecidas por receptores especificos da membrana plasmatica. Essas estruturas
sao lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicana (PGN) e acido lipoteicdico (LTA), que

constituem as PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Essas PAMPs séo
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reconhecidas por receptores Toll-like (TLRs), que estdo localizados na membrana
endossomal. Apds o reconhecimento, ou seja, da interacdo de PAMPs e TLRs,
ocorre a inducdo de expressdo de citocinas pro-inflamatérias que regulam a
imunidade inata e adquirida (DOYLE e O'NEILL, 2006). Se os TLRs s&o pouco
ativos, o sistema imune se enfraguece, em contraste, se Sao superativos podem
levar a doengas como artrite reumatoide e doengas cardiovasculares (O’NEILL,
2006). Whelehan et al. (2011) por meio de analises de PCR em Tempo Real
confirmaram a expressao de TLRs 1 a 10 em quatro tecidos da glandula mamaéaria de
bovinos (alveolar, ducto, cisterna e canal do teto) infectados com S. aureus.

Os animais tendem a responder a patdgenos intracelulares por meio de
resposta mediada por células; e respondem a patdogenos extracelulares por resposta
mediada por anticorpo. Em bovinos, estas caracteristicas de resposta imune
adaptativa tém se mostrado com correlacdo genética negativa (HERNANDEZ et al.,
2006). Muitos estudos tém relatado uma variedade de mediadores imunoldgicos
regulatorios e inflamatorios com expresséo diferencial nas secrecfes de glandulas
mamarias de bovinos infectados com carga bacteriana (GINJALA e PAKKANEN,
1998; DANIEL, 2001; ALLUWAIMI et al., 2003; BRUNO et al., 2010; WHELEHAN et
al., 2011; FONSECA et al. 2011; FONSECA, 2014) e genes como IL-12, IL-17, TLR-
2 e 4, GRO-a e B (growth related oncogene alfa e beta) e TGF-p1 (transforming

growth factor beta) tém sido constantemente citados nestes trabalhos.

1.1.3 GENES CANDIDATOS A RESISTENCIA A MASTITE

Com a publicacdo do genoma bovino pelo The Bovine Genome
Sequencing and Analysis Consortium et al., (2009) um novo tipo demarcador
genético tornou-se mais popular e passou a ser utilizado nos programas de
melhoramento genético e projetos que visam a identificacdo de genes para
caracteristicas de importancia econdémica em bovinos. Este tipo de marcador,
denominado SNP (Single Nucleotide Polymorphims) tem como caracteristica
principal ser muito abundante no genoma. Isto possibilitou o desenvolvimento de

metodologias que permitem a deteccdo de milhares de polimorfismos de uma Unica
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vez. O primeiro estudo que utilizou a metodologia de WGA (Whole Genome
Association) para identificacdo de SNPs que estivessem associados a CCS foi
realizado por Daetwyler et al. (2008). Estes autores identificaram varias regides que
apresentavam associacao significativa com CCS.

Como a resposta a mastite € uma caracteristica complexa e envolve
diferentes genes e vias celulares, os genes relacionados a resposta imune, tanto
para detectar quanto para combater patdégenos, sao fortes candidatos a marcadores
para a resisténcia a mastite (BEECHER et al., 2010). Em estudos de expressao
génica, Trigo et al. (2009) identificaram a expressdo de citocinas envolvidas na
resposta imune ao S. agalactiae em glandulas mamarias de camundongos. Apos 6 h
da infeccdo experimental foi observada a disseminacdo da bactéria aos 6rgdos
sistémicos e, a0 mesmo tempo, infiltracdo macica de células polimorfonucleares e
aumento de citocinas inflamatdrias, como a IL-1f, IL-6 e TNF-a e anti-inflamatoria,
como a IL-10. Bruno et al. (2010) estudaram animais com infeccédo subclinica por
Streptococcus a partir de amostras do leite e evidenciaram que os niveis de IL-17,
IL-2Ra e iNOs aumentaram enquanto que as citocinas IL-6 (pro-inflamatoria) e 1L-10
(regulatdria) apresentaram sua expressao reduzida. Ja em glandulas mamarias de
caprinos infectadas com S. aureus, Pisoni et al. (2010) evidenciaram que as classes
de genes que mais se expressaram foram as citocina pro-inflamatérias IL-1a, a
quimiocina CXCL6, proteina quimiotatica de granuldcitos e o receptor IL-2R gama e
a proteina linfotoxina-a.

Em estudos anteriores da nossa equipe, a expressao dos genes IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a foi avaliada em células do leite, comparando-se
vacas higidas e com mastite clinica das racas Gir Leiteiro e Holandesa, e verificou-
se que havia diferencas significativas para os genes IL-2, IL-10 e IFN-y, sendo esses
genes up-regulated (FONSECA et al., 2009). Posteriormente em outro trabalho, o
NOSSO grupo encontrou verificou que os niveis de expressao do gene TLR-2 estavam
aumentados quando considerados animais mesticos holandés-zebu com e sem
mastite clinica (FONSECA et al., 2011). Quando considerados animais da raca Gir
Leiteiro, genes diferencialmente expressos foram identificados em amostras de leite
de vacas infectadas artificialmente com S. agalactiae, em diferentes tempos apés a
infeccdo (FONSECA et al., 2015). Foi verificado que havia um grupo de genes que
estavam up-regulated (AATK, CCL2, CCL20, CD40, CSF2, GRO-qa, IL-12, IL-17, IL-
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16, INHBA, NOS2A, TGF-B1, TLR-2 e TLR-4) no tempo de 24 h. Em outro estudo
utiizando a técnica de RNA-Seq, foram identificados genes diferencialmente
expressos (LOC100847189, LOC515333, FOS, STAT3, NFKBIA, CD14, CCLS5, ILS,
SAA3 e TLR2 up-regulated; LOC526630, LOC515887, SCD, LPIN1, FABP4,
APOC2, FABP3, DRAM1 e CD46 down-regulated) em resposta a infeccdo por S.
agalactiae em glandulas mamarias extracorpéreas bovinas (WELLER et al., no

prelo).

1.2 EXPRESSAO GENICA

1.2.1 ANALISE DE TRANSCRITOS

O termo transcriptoma pode ser caracterizado como o conjunto de todos
0os possiveis RNAs transcritos de um tecido em termos de tipo e quantidade
(NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER 2010). Analises a partir do transcriptoma
permitem registrar todas as formas de transcritos, sendo possivel conhecer
parcialmente os constituintes do genoma e entender seus elementos funcionais,
além de possibilitar a compreensdo dos mecanismos que levam ao desenvolvimento
de doencas em determinado tecido (WANG; GERSTEIN; SNYDER 2009).

E possivel através do transcriptoma, determinar a estrutura transcricional
dos genes e quantificar as mudancas nos niveis de expressdo em periodos
diferentes de desenvolvimento ou condicdes fisiologicas diferentes (COUTINHO;
ROSARIO 2010). Por meio de técnicas de deteccdo e analise de mRNA (RNA
mensageiro), & possivel associar a expressao génica em diferentes estagios de
desenvolvimento fisiologico (PEREIRA, 2012) resultante do processo de transcri¢ao.
O mRNA, intermediéario entre DNA e proteina, codifica a informacdo necessaria para
a formacéao da proteina (GRIFFITHS et al., 2013).
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1.2.2 FATORES DE TRANSCRICAO

Ha varias etapas no processo da expressdo génica, e todas elas podem
ser reguladas. Dessa forma, uma célula pode controlar as proteinas que sintetiza
pelo controle transcricional, que determina quando e com que frequéncia um gene é
transcrito, pelo controle de processamento, transporte de RNA e finalmente através
do controle da traducgéo, selecionando quais mMRNAs no citoplasma seréo traduzidos
em proteinas (ALBERTS et al., 2004). A regulacédo da transcricdo em eucariotos &
em geral muito mais complexa e atualmente menos compreendida do que o
mecanismo de regulacdo de genes procarioticos.

Existem grandes diferengas entre organismos procariontes e eucariontes.
Essa diferenciacdo ocorre porgue os eucariontes desenvolveram uma maneira mais
complexa de controlar a expressdo de seus genes do que 0s procariontes. Esse
sistema de controle de expressao baseia-se em um grupo de proteinas conhecidas
como fatores de transcricao (FTs), e permite que 0s eucariotos alterem seus tipos de
células e padrdes de crescimento de varias maneiras (PHILLIPS; HOOPES, 2008).

Os FTs nao sdo os Unicos responsaveis pela regulacdo dos genes,
eucariotos também dependem de sinalizacéo celular, splicing de RNA, mecanismos
de controle de siRNA e modificagdes de cromatina. Entretanto, os FTs que se ligam
ao regulador-cis do DNA sédo responsaveis por influenciar positivamente ou
negativamente a transcricdo de genes especificos, determinando essencialmente se
um gene em particular sera "expresso" ou "ndo-expresso’ em um organismo
(LEVINE; TJIAN, 2003).

Fatores de transcricdo sdo componentes celulares chave que regulam a
expressdo génica e sua atividade determina como as células funcionam e
respondem aos ambientes celulares. Conjuntos de FTs estdo envolvidos na
regulacdo da expressdao génica ao nivel transcricional por ligagdo a elementos
reguladores de DNA. Estes FTs de ligagdo ao DNA podem ainda ser divididos em
categorias baseadas nos seus dominios de ligacdo ao DNA (DBDs). As sequéncias

regulatorias upstream da unidade transcricional podem ser divididas em duas
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categorias principais: 0s upstream promoter elements e os enhancer elements. Os
upstream promoter elements possuem geralmente 100 a 200 pares de base e se
localizam relativamente perto do sitio de iniciacdo da transcricdo. Dentro destes, ha
sequéncias de DNA reconhecidas por uma grande quantidade de proteinas gerais
que constituem a maquinaria multiproteica da RNA polimerase Il, requerida para o
reconhecimento do promotor e sintese de RNA (LEVINE; TIJAN, 2003). Os
enhancer elements sdo sequéncias curtas de DNA encontradas mais distante do
sitio de iniciagdo que o0s upstream promoter elements e contém sequéncias
reconhecidas por fatores de transcricdo que se ligam especificamente a estas
controlando a ativagcdo ou repressao transcricional seletiva dos genes. A cadeia
polipeptidica de ativacdo dos fatores de transcricdo € geralmente dividida em duas
regides funcionalmente diferentes, uma se liga a sequéncias especificas de DNA
(dominio de ligacdo) e outra ativa a transcricdo (dominio de ativacdo). Estas
proteinas acentuam a ligacdo da RNA polimerase ao promotor por contribuir com a
formacédo de um complexo iniciador estavel. Quando o fator de transcricdo se liga ao
enhancer distante do promotor, o DNA forma um loop ativando a regido da proteina
que participa da formacao do complexo iniciador da transcricdo (BRADEN; TOOZE,
1999).

Os FTs possuem a funcéo de reconhecer e se ligar a regidao promotora do
gene. Ralston (2008) mostrou que os FTs podem se ligar firmemente tanto dentro
das células quanto in vitro. Apds a ligacdo dos FTs as regibes promotoras da
sequéncia do gene, estes interagem com outros FTs e recrutam a RNA polimerase.
No entanto, a sua fungéo pode ser positiva ou negativa, dependendo da presenca de
outros dominios funcionais na proteina e do impacto global de todo o complexo
transcricdo (LEVINE; TJIAN 2003). Alguns FTs possuem multiplos dominios
funcionais que vao além do reconhecimento da fita de DNA especifica (PHILLIPS;
HOOPES, 2008). Esses FTs interagem com outras moléculas como: proteinas
coativadoras, complexos de remodelamento da cromatina, RNA polimerase e
pequenos RNAs nao codificantes.

Em suma, para que ocorra o controle da expressao génica, é necessario
gue 0s mecanismos regulatérios estimulem ou inibam a transcricdo por meio do
recrutamento da maquinaria proteica requerida pela RNA polimerase Il e proteinas

modificadoras de cromatina para desbloquear o promotor dos genes alvos. Uma
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consequéncia da modelagem da cromatina é a exposicdo ou inibicdo dos elementos
cis aos fatores de transcricdo, que podem estar na superficie do nucleossomo ou no
interior dos mesmos, fazendo com que genes especificos sejam ativados ou
reprimidos no momento especifico. Assim, a compreensdo dos mecanismos
relacionados a transcricdo do mRNA € um dos grandes desafios da biologia, por
isso, identificar as sequéncias de DNA ligadas a FTs € imprescindivel para elucidar a

regulacdo transcricional da expressao génica.

1.2.3 MICRORNAs (miRNAS)

Os MicroRNAs (miRNAs) constituem uma familia de pequenos RNAs
enddgenos nao-codificadores de proteinas, de aproximadamente 22 nucleotideos de
comprimento, que se anelam a sequencias complementares na regido nao traduzida
3’ (UTRs) dos RNAs mensageiros (MRNA) mediando a repressédo da traducéo ou
clivagem do mRNA (DJURANOVIC et al.,, 2012) (Figura 1). Sao oriundos de
pequenas estruturas precursoras endogenas e, usualmente, sao direcionados a loci
com sequencias similares, mas nao idénticas. Esses RNAs funcionam como
reguladores de diversos processos em eucariotos, como proliferacéo, diferenciacao,
desenvolvimento e morte celular, interacdo entre virus e célula hospedeira,
metabolismo, conformacdo cromossOmica, oncogénese entre outros (CAMPBELL
2009).

Recentemente, os diagndsticos guiados por miRNA estdo disponiveis
como uma poderosa abordagem molecular para avaliar amostras clinicas por meio
da deteccéo e/ou visualizacdo de miRNA (GUSTAFSON et al., 2016). Em bovinos,
mMiRNAs com expressao diferencial tém sido relatados em resposta a varios
patogenos, incluindo o virus da diarreia viral bovina, Mycoplasma bovis e
Staphylococcus aureus (SUN et al., 2015; CASAS et al., 2016; TAXIS et al., 2017).
Grandes repertérios de miRNA foram relatados no soro de bovinos infectados com
MAP (FARRELL et al., 2015; LIANG et al.,, 2016; MALVISI et al., 2016). Juntos,
esses estudos sugerem que a abundancia de miRNA circulante muda durante a

infeccéo e possivelmente se correlaciona com a gravidade da infecgéo.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bovine-virus-diarrhea
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mycoplasma-bovis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218308129#bib30
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Figura 1. Processamento do pre-miRNA pela enzima citoplasméatica Dicer, com formacdo de um
miRNA maduro capaz de reconhecer um ou mais mRNA e regula-los pés-transcricionalmente
Disponivel em: <https://www.gene-quantification.de/micro-rna.htmi>.

Como relatado anteriormente, o mecanismo pelo qual os mIiRNAs
impedem a traducao do mRNA alvo dependera do grau de complementaridade entre
estas moléculas: se o pareamento for perfeito, o mMRNA serd clivado; se o
pareamento for imperfeito, o processo de traducdo do mRNA sera inibido. Quando
h& clivagem, o ponto de corte é exatamente entre os residuos do mRNA pareados
com os nucleotideos 10 e 11 do miRNA ou siRNA. Apos a clivagem, os miRNAs
permanecem intactos e podem reconhecer e processar novos transcritos (BARTEL,
2004). Ja a inibicdo da traducéo, pode ocorrer de duas maneiras diferentes: em uma
delas, a velocidade de traducdo é drasticamente reduzida ou totalmente
interrompida logo apos a iniciagdo, como resultado da interferéncia sobre o
deslocamento dos ribossomos sobre 0 mMRNA; enquanto que na outra situagéo, n&o
h& interferéncia sobre a velocidade de traducdo, que prossegue normalmente, mas

produz polipeptideos ndo terminados que sdo em seguida degradados (BARTEL,
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2004; PORTNOY et al., 2011). Este ultimo mecanismo € interessante, pois a acéo
de multiplos RISC sobre um tnico mRNA torna mais eficiente a inibicdo da traducao,
0 que explica a existéncia de diversos transcritos com dois ou mais sitios, na regido
3'UTR, complementares a miRNA (BARTEL, 2004).

Existe também, a possibilidade de um anico miRNA ser capaz de
controlar de dezenas a centenas de genes. E isto é possivel em funcdo da
especificidade da sua sequéncia, além de outras caracteristicas intrinsecas ao
MRNA, como composi¢cdo da porcédo rica em “AU” proxima ao sitio de ligacdo do
mMiRNA, proximidade a sitios para miRNA coexpressos, proximidade a residuos
pareando com os nucleotideos 13 a 16 do miRNA, posicionamento na 3'UTR a pelo
menos 15 nucleotideos do cédon de parada da traducdo e posicionamento
distanciado do centro dos UTR (GRIMSON et al., 2007). Além disso, em mamiferos
a complementaridade miRNA:mRNA tende a ser imperfeita, & exce¢cdo de uma
regido integralmente complementar entre os residuos 2 e 9 na extremidade 5 do
MIiRNA conhecida como sequéncia seed (CARTHEW & SONTHEIMER, 2009). A
sequéncia seed é uma regido presente na maioria dos miRNAs de vertebrados e
invertebrados, e 0 mal pareamento desta, pode impedir o reconhecimento inicial do
gene alvo, e por sua vez, impedindo a clivagem ou repressdo da traducéo,
independentemente do grau de complementaridade fora desta sequéncia (LEWIS et
al., 2003).

Novas evidéncias sugerem que miRNAs podem também regular
positivamente a expressdo g¢génica pela ligacdo a sequéncias reguladoras,
caracterizando um novo mecanismo conhecido como ativagédo por RNA (PORTNOY
et al., 2011). Alguns trabalhos identificaram que genes foram ativados, como p21,
VEGF e genes relacionados com a ativacdo de receptores de progesterona e da
proteina MVP, por pequenos RNAs de dupla fita (dsRNA) (LI et al., 2006;
JANOWSKI et al., 2007). Esses dsRNAs, sdo chamados de pequenos RNAs de
ativacdo (aRNA). Os aRNAs regulariam positivamente a expressao génica, incluindo
a ativacdo transcricional via direcionamento 3° (PORTNOY et al.,, 2011). Os
mecanismos de atuacdo dos mesmos ainda ndo sdo bem elucidados.

Apesar do conhecimento do efeito de um conjunto de miRNAs ou de
mMiRNAs individuais em processos celulares, nos processos inflamatorios, pouco se

conhece sobre as interagdes existentes entre inflamagéo, resposta imune inata e a
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expressdo de miRNAs. Ja se sabe que os miRNAs tém um papel fundamental no
sistema imune inato e adaptativo, onde participam da diferenciacédo inicial de células
B e de sua diferenciacdo apds o contato com o antigeno, em células plasmaticas ou
de memoria, da regulacdo das vias de inducdo de linhagens de células T e da
inducdo, funcdo e manutengcdo de uma linhagem de células T reguladoras (LU &
LISTON 20009).

A compreensdo dos mecanismos relacionados a transcricdo e pos-
transcricdo do mMRNA é um dos grandes desafios da biologia molecular, por isso,
identificar quais sdo os genes ligados a miRNAs é imprescindivel para elucidar a
regulacdo pés-transcricional da expressao génica.

1.2.4 ANALISE DE REDE

As células devem se adaptar a todo o momento as mudancas de
condicdes, alterando seus padrdes de expressao génica em resposta a estimulos
ambientais. Um dos pontos cruciais envolve interagdes regulatorias transcricionais.
Com o desenvolvimento de tecnologias de alta processividade como analise do perfil
de transcricdo baseado em RNA-Seq, houve um aumento exponencial na geracao
de dados genémicos funcionais. Consequentemente, a interpretacdo desse grande
volume de dados, impulsionou o desenvolvimento de métodos e ferramentas para
integracdo e analise dos mesmos, o que chamamos de redes biolégicas (SHANNON
et al.,, 2003). Por meio da construcdo de redes biolégicas é possivel representar
multiplas interac6es dentro de uma célula, uma visdo geral destinada a ajudar a
entender como as relagcdes entre as moléculas ditam o comportamento celular
(BLAIS; DYNLACHT 2005).

Ao sequenciar o genoma de um organismo, encontram-se 0s genes que
codificam as proteinas sem que exista evidéncia estrutural de interagcdo entre os
produtos codificados. Nestes casos, outras abordagens precisam ser usadas para
gerar informacdes sobre as funcbes dos genes. Determinar em quais tecidos um

gene esta ativo, ou quais circunstancias causam o0 aparecimento da proteina
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produzida por este gene, € uma informagdo muito importante (BUTTERWORTH
2005).

Redes bioldgicas sdo geralmente representadas por nds conectados por
arestas. Os nés podem representar proteinas, genes ou substratos enzimatico. As
arestas representam interacfes moleculares diretas, interacdes regulatérias ou o
compartilhamento de propriedades funcionais. Uma das ferramentas mais utilizadas
para a construcao de redes é o software Cytoscape. O Cytoscape € uma plataforma
que permite a visualizacdo de redes de interacdo molecular e integracdo dessas
interacbes com perfis de expressdo génica e outros dados gendmicos funcionais
(SHANNON et al., 2003).

A integracdo de dados genbmicos com a analise de redes constitui uma
estratégia relevante para desvendar mecanismos moleculares. Redes de genes
podem ser usadas para expor vias metabdlicas compartilhadas, anotacbes de
processos biologicos, bem como destacar FT e miRNAs relacionados a fenotipos
especificos (FORTES et al., 2010). As redes sao representadas por meio de nos
conectados por arestas. Em analises transcriptdmicas, 0s n0s representam genes e
as arestas representam as conexdes entre esses genes, obtidas a partir de dados
de co-expressdo entre 0s genes ou genes e fatores de transcricdo (MOREIRA-
FILHO et al., 2014). Estudos recentes envolvendo redes de genes tém sido usados
para caracteristicas reprodutivas em suinos (RAMAYO-CALDAS et al. 2014,
VERARDO et al., 2016a), e em bovinos, para caracteristicas relacionadas a
puberdade (FORTES et al., 2010).

Até o momento, analises de redes génicas nao foram aplicadas para
caracteristica de resisténcia a mastite. Analises da rede gene-FT e gene-miRNAs
pos-transcriptdmicas para a caracteristica de resisténcia a mastite, podem auxiliar no
melhor entendimento dos principais genes, FTs e miRNAs quanto as suas relacdes

funcionais com a caracteristica em estudo.


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00335-017-9696-5#CR32
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00335-017-9696-5#CR49
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Estabelecer redes génicas relacionadas com a resposta inflamatéria em

Uberes extracorpéreos bovinos infectados por Streptococcus agalactiae e identificar

possiveis genes candidatos a resisténcia a mastite.

2.2

=

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar processos biolégicos envolvidos na resposta imune e
inflamatdria a partir de genes diferencialmente expressos em resposta a
infeccdo por Streptococcus agalactiae em glandulas mamarias
extracorpéreas bovinas.

Identificar fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo dos genes
diferencialmente expressos.

Estabelecer uma rede gene-FT relacionada com a resposta a infeccéo por
Streptococcus agalactiae.

Identificar miRNAs envolvidos na regulacdo pdés-transcricional dos genes
diferencialmente expressos.

Estabelecer uma rede gene-miRNAs relacionada com a resposta a

infeccéo por Streptococcus agalactiae.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo é uma continuacdo de um projeto maior da nossa equipe da
Embrapa Gado de Leite intitulado “Analise do Transcriptoma de Glandula Mamaria
Extracorpérea de Bovinos em Resposta a Infeccdo Artificial por Streptococcus
agalactiae” (APQ-00095-15). Desta forma, em trabalhos anteriores, foram pré-
selecionadas quatro vacas mesticas programadas para abate e sem histérico de
doencas no Ubere da Fazenda Experimental José Henrique Brusqui da Embrapa
Gado de Leite, localizada em Coronel Pacheco - MG. Antes do abate, esses animais
foram submetidos a exames microbioldgicos, a fim de descartar qualquer tipo de
infeccdo por patdgenos, e somente as vacas que apresentaram resultado negativo
para S. agalactiae foram selecionadas. Apds o abate, foram coletados quatro Uberes
e perfundidos com solucdo de Tyrode heparanizada (NaCl 137mM; KCI 2,70mM,;
CaCl2.2H20 1,36mM; MgClI2 0,50mM 6H20; NaH2P0O4.H20 a 0,36 mM; NaHCO3 a
11,90 mM e glucose a 5,5 mM) (PINTO et al., 2017; WELLER et al., no prelo).

Os Uberes perfundidos foram inoculados com a mesma cepa de S.
agalactiae (FSL S3-026) utilizada em outros trabalhos com raca Gir pelo grupo,
pertencente a colecdo de microrganismos da Embrapa Gado de Leite (FONSECA et
al., 2014). Para cada ubere, dois quartos foram inoculados (anterior esquerdo - AE;
e posterior esquerdo - PE) e dois foram utilizados como controle (anterior direito -
AD; e posterior direito - PD). Amostras de tecido alveolar foram coletadas nos
tempos de Oh e 3h apos a inoculagéo. Portanto, ao todo, foram obtidas 16 amostras
para as analises de RNA-seq (4 vacas x 2 amostras por vaca em cada tempo x 2
tempos por amostra) (PINTO et al., 2017; WELLER et al., no prelo).
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3.2 MODELO EXTRACORPOREO DA GLANDULA MAMARIA

O modelo extracorpéreo foi preparado de acordo com Kietzmann et al.
(1993) e Ehinger; Kietzmann (2000a, b) com algumas modificacdes. Foram
coletados Uberes saudaveis de vacas em lactacao que seriam abatidas. Os Uberes
foram examinados visualmente e o leite foi colhido para a realizacdo dos testes
microbiolégicos e contagem de células soméaticas antes do abate. Apos a colhida
dos Uberes, entre 10 a 15 minutos apés o abate, foi administrado via artéria pudenda
uma solucdo de Tyrode (NaCl 137mM; KCI 2,70mM; CaCl2.2H20 1,36mM; MgCI2
0,50mM 6H20; NaH2P0O4.H20 a 0,36 mM; NaHCO3 a 11,90 mM e glucose a 5,5
mM) e heparina 1% para impedir a formacdo de coagulos dentro dos vasos e
consequentes obstrugdes. As glandulas coletadas foram transportadas em caixas
isotérmicas até o Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite em Juiz
de Fora, MG, Brasil, onde os uUberes foram fixados em suporte mimetizando a
posicdo ortostéatica (Figura 2) (PINTO et al., 2017; WELLER et al., no prelo).

Figura 2. Ubere perfundido fixado em posicdo ortostatica no Laboratério de Nanobiotecnologia da
Embrapa Gado de Leite.
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3.3 INOCULACAO DO UBERE COM O PATOGENO S. agalactiae

Os quatro uberes perfundidos foram inoculados com uma cepa de S.
agalactiae isolada de uma cultura pura do leite de uma vaca com mastite subclinica,
pertencente a Colecdo de Culturas de Microrganismos Causadores de Mastite,
mantida na Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Foi preparado o in6culo, a
partir da cultura diluida em tamp&o fosfato salino 1X (PBS: KCI 2,7 mM; K3P0O4 2
mM; NaCl 137 mM e NaH2PO4 10 mM), em concentracao final de 100 unidades
formadoras de colénia (CFU) / mL. A suspensao bacteriana foi inoculada em um
volume final de 10 mL. Os outros quartos (controle) foram inoculados com PBS 1X
estéril (Figura 3) (PINTO et al., 2017; WELLER et al., no prelo).

J"L J}\ﬂzi ii

Pool Pool nio Pool Pool niko Pool Pool nio Pool Pool nio
inoculado  inoculado inoculado  Inoculado  Inoculado Inoculado inoculade  inoculado

O hora

RNA-seq

(16 amostras) 3 horas

Figura 3. Esquema experimental de infec¢do intramamaria, indicando o numero de amostras do
experimento. AE - anterior esquerdo, PE - posterior esquerdo, AD - anterior direito, PD - posterior
direito.

3.4 COLHEITA DE AMOSTRAS DO TECIDO MAMARIO E EXTRACAO DO
RNA

Amostras do tecido alveolar de cada Ubere foram colhidas por bidpsia nos
tempos 0 e 3 horas ap6s a perfusdo do tecido, e conservadas em RNAlater®
(Ambion, Austin, TX, EUA) até a extracdo do RNA.
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O RNA total de cada uma das amostras foi extraido com o RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante, seguida
por tratamento com DNase para eliminar possiveis contaminantes por DNA. Foi
extraido RNA dos quatro tetos (2 inoculados e 2 controles). O RNA total isolado foi
quantificado por espectrofotometria (NanoDrop®, Wilmington, DE, EUA) e a sua
qualidade avaliada pelo indice RIN (RNA Integrity Number), apds corrida em
Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, EUA), em que a média do RIN e respectivo
desvio-padrao foram 6,69 e 0,46. Um “pool” das amostras de RNA dos dois tetos
inoculados e outro “pool” com as duas amostras de RNA dos dois tetos controles
foram feitos, totalizando duas amostras por animal em cada tempo (0 e 3 horas)
para analise de sequenciamento (PINTO et al., 2017; WELLER et al., no prelo).

3.5 SEQUENCIAMENTO DE RNA

Os procedimentos relacionados ao RNA-seq foram realizados no
Laboratorio Multiusuario Centralizado - Genbmica Funcional Aplicada a
Agropecuaria e Agroenergia - Laboratorio de Biotecnologia Animal, da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), da Universidade de Sao Paulo
(USP), em Piracicaba - SP.

Foram geradas bibliotecas com o pool de amostras de RNA, usando o kit
de preparacdo de amostras de RNA TruSeq (lllumina, San Diego, CA) para o
sequenciamento com o analisador HiSeq 2000 (llumina) usando o kit v3 TruSeq SBS
(100 ciclos, llumina). O sequenciamento gerou dados, os quais foram alinhados com
o genoma bovino de referéncia UMD 3.1', identificando genes diferencialmente
expressos usando o pacote edgeR (Galaxy tool, versdo 0.0.2 ROBINSON et al.,
2010; ROBINSON; OSHLACK 2010) (SBARDELLA et al., 2019; WELLER et al., no

prelo).

! https://www.ensembl.org/Bos taurus/Info/Index
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3.6 REDE GENE-PROCESSOS BIOLOGICOS

Com o objetivo de relacionar os grupos de genes diferencialmente
expressos (up e down-regulated) (SBARDELLA et al.,, 2019; WELLER et al., no
prelo) com os processos biolégicos (PBs), foi usado o aplicativo ClueGO Cytoscape
(BINDEA et al., 2009). Usamos como arquivo de entrada no aplicativo, 5% dos
genes diferencialmente expressos up e down-regulated identificados por Sbardella et
al., (2019) e Weller et al., (no prelo) (Tabela 1) para destacar os papéis e relacdes
biolégicas entre eles, ja que este aplicativo usa um ou mais grupos de genes e
procura, com base em vasto banco de dados, termos de ontologia génica (GO) ou
vias metabdlicas relacionados e estabelece ligacdes entre os genes e 0 termo

escolhido.

Tabela 1. Lista de 5% dos genes up e down-regulated no tecido alveolar mamario 3 h pés-inoculacao
com Streptococcus agalactiae de quartos inoculados em comparagéo com quartos ndo inoculados.

Gene up-regulated Gene down-regulated

Gene Symbol E?]I:fnge P-value Gene Symbol Fold Change P-value
LOC515333 8,48 2,45E-04 LOC526630 -8,91 5,09E-07
FOS 8,09 8,17E-05 SCD -7,45 8,67E-06
STAT3 8,07 4,93E-05 LOC515887 -7,29 1,24E-04
NFKBIA 7,80 2,00E-04 LPIN1 -7,23 3,88E-04
CDh14 7,75 4,50E-04 FABP4 -7,19 2,09E-04
CCL5 7,66 6,27E-04 APOC2 -7,05 1,61E-07
SAA3 7,63 3,91E-05 MPP6 -6,87 4,72E-04
IL8 7,34 5,00E-05 FABP3 -6,39 1,56E-04
DMXL2 7,26 3,04E-05 DRAM1 -6,39 1,19E-04
SFRP2 6,90 1,44E-05 HSPB8 -6,37 2,02E-04
CDCA2 6,66 1,52E-06 LCMT2 -6,33 5,88E-04
HYKK 6,39 2,16E-10 CD46 -6,19 7,20E-06
KDM5A 6,33 1,28E-06 LOC617415 -6,19 2,15E-04
FBN1 6,22 6,61E-05 ARSG -6,18 4,12E-05
C200rf196 6,20 1,84E-08 CLNK -6,15 4,55E-05
TLR2 5,78 5,00E-05 RPS26 -6,13 9,22E-06
KLK8 5,62 2,56E-05 LOC100335608 -6,11 2,50E-05
WDR63 5,61 3,36E-05 NOP16 -6,10 1,49E-04
PPP4R1 5,59 1,02E-04 KRT19 -6,05 4,83E-05
PDE3B 5,53 2,25E-04 RAB4A -6,04 5,03E-05
MMP7 5,48 3,63E-05

CHTF18 5,39 4,18E-05

TTC3 5,28 2,74E-05

LOC100139881 5,25 6,19E-08

ABCA5 5,23 1,84E-06

AlIPL1 5,19 2,62E-07

ATP1B3 5,15 4,58E-07

Cllorf54 5,04 8,82E-06

SUPT6EH 4,99 6,16E-05

Fonte: Sbardella et al., (2019) e Weller et al., (no prelo)
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3.7 IDENTIFICACAO DE FATORES DE TRANSCRICAO

Para identificar os Fatores de Transcricdo (FTs) mais relacionados aos
genes diferencialmente expressos para resposta inflamatdria na glandula mamaria
foram utilizados os dois grupos de genes up e down-regulated (SBARDELLA et al.,
2019; WELLER et al., no prelo) (Tabela 1). Inicialmente foi realizada a busca pelas
sequéncias promotoras de cada gene diferencialmente expresso (3.000 pb upstream
e 300 pb downstream), a partir da montagem do genoma bovino UMD 3.1. Os dados
gerados foram utilizados como entrada para o software Transcription Factor Matrix
Explorer (TFM-Explorer)?, usado para procurar sitios de ligacdo dos FTs (TFBS)
super-representados localmente usando o banco de dados de vertebrados JASPAR
(SANDELIN et al., 2004) para detectar todos os potenciais FTs.

3.8 REDE GENE-FT

A lista de FTs gerada pelo TFM-Explorer foi usada como arquivo de
entrada no Cytoscape (SHANNON et al.,, 2003) usando a ferramenta Biological
Networks Gene Ontology (BiINGO) (MAERE et al.,, 2005). Assim, foi possivel
determinar quais os termos GO foram significativamente super-representados
assumindo padrdes de correcdo de Bonferroni (utilizada para confirmar as
significAncias dos resultados encontrados em todos os testes realizados, corrigindo
os intervalos de confianca) e o teste estatistico hipergeométrico, utilizado para
estimar a proporcdo de genes associados a um PB na amostra em relacdo a
esperada para esse PB no banco de dados (P-value < 0,05). Os FT que
apresentaram processos biologicos associados a respostas inflamatdrias foram
selecionados e uma reviséo de literatura realizada para confirmar a relagao entre os
FTs e a resposta inflamatoéria (FT-chave).

Procurando identificar quais sdo os genes mais ligados a cada FT-chave,
foi utilizado a ferramenta NetworkAnalyzer no Cytoscape. De acordo com numero de

2 http://bioinfo.lifl.fr/tfm-explorer/form.php Acesso em 07/11/2018



https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00335-017-9696-5#CR37
http://bioinfo.lifl.fr/tfm-explorer/form.php
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sitios de ligacdo como o fator de transcricdo TFBS presentes nas regides
promotoras dos genes, foi possivel determinar a rede gene-FT.

3.9 REDE GENE-miRNA

Para estabelecer a rede genes-miRNAs, realizamos uma busca pelos
miRNAs diferencialmente expressos no arquivo de saida do RNA-Seq (SBARDELLA
et al, 2019; WELLER et al., no prelo). Apés a identificagdo dos mMIRNAs
diferencialmente expressos, buscamos na literatura quais eram os mMIiRNAs ja
relacionados com a resposta inflamatéria. A partir destes miRNAs, utilizamos o

software online miRwalk®3

para identificar quais eram os genes envolvidos com 0s
mesmos. Posteriormente, realizamos a busca pelos genes diferencialmente
expressos na lista gerada pelo software relacionados com os miRNAs.

Procurando identificar quais sdo os genes mais ligados a cada miRNA,
uma vez que, um unico miRNA pode regular somente um gene ou varios, assim
como varios miRNAs podem regular um gene ou um grupo de genes, foi utilizado a
ferramenta NetworkAnalyzer no Cytoscape®. De acordo com numero de sitios de

ligacdo entre os genes e os mMiRNAs, foi possivel determinar a rede gene-miRNAs.

* http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/ Acesso em 07/11/2018



http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram estabelecidas redes de gene-FT e gene-miRNA a
partir dos genes diferencialmente expressos previamente identificados por Sbardella
et al., (2019); Weller et al., (no prelo). Os modelos utilizados para 0 RNA-Seq foram
Uberes extracorporeos bovinos de vacas mesticas. A partir dos grupos de genes
diferencialmente expressos, redes de fungbes biolégicas entre os dois grupos de
genes (up e down-regulated) foram obtidas. Desta forma, foi possivel visualizar
diferencas e semelhancas funcionais a partir das redes de processos biolégicos
geradas, as quais destacaram o0s papéis bioldégicos dos grupos de genes
corroborando com os resultados de Weller et al., (no prelo). Além disso, fatores de
transcricao (FTs) e MicroRNAs (miRNAs) foram identificados e selecionados os mais
relacionados a resposta inflamatéria para a obtencdo de uma rede gene-FT e gene-
mMiRNAs.

4.1 ANALISE DE REDE GENE-PROCESSOS BIOLOGICOS

Para construir redes de genes destacando papéis bioldgicos e conexdes
entre 0s genes, foi usado o aplicativo ClueGO Cytoscape. Os processos biolégicos
mais enriquecidos na rede gene-processos bioldgicos relacionados a resposta
inflamatodria identificados neste estudo foram resposta celular a lipoproteina
bacteriana e resposta celular ao lipopeptideo bacteriano triacil sendo que os genes
TLR2 e CD14, ambos up-regulated, compartilharam estes processos biologicos.
Também ficaram em destaque na rede os genes CXCL8 e CCL5 compartilhando os
seguintes processos: resposta celular por interleucina 1 e resposta celular a

moléculas de origem bacteriana (Figura 4).



42

TLR2

CD14 — cellular response to
triacyl bacterial

lipopeptide
CXCL8
cellular response to
bacterial lipoprotein
~ CCL5

Figura 4. Rede dos principais processos bioldgicos, a partir dos genes diferencialmente expressos em
resposta ao patégeno Streptococcus agalactiae. Rede de grupo funcional, um zoom nos principais
termos biol6gicos (nds amarelos) e genes (nds brancos). Nés amarelos processos biologicos (PB)
ligados a genes up-regulated. N6s brancos com arestas amarelas representam 0s genes up-
regulated. O tamanho do n6 dos processos biolégicos corresponde ao enriquecimento do aplicativo
ClueGO.

O gene Toll-like Receptor 2 (TLR2) forma heterodimeros com TLR1 e
TLR6, que € o passo inicial em uma cascata de eventos que leva a respostas
imunes inatas significativas, desenvolvimento de imunidade adaptativa contra a
infeccdo por patdégenos (OLIVEIRA-NASCIMENTO 2012). A proteina TLR2
reconhece padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPs) associados a
bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo lipopeptideos/ lipoproteinas e
componentes de peptideoglicano (SHWEASH et al., 2011). Juntamente com o gene
CD14, o TLR2 reconhece a lipoproteina A, um componente do lipopolissacarideo
(LPS) das bactérias gram-negativas (OVIEDO-BOYSO et al., 2007) mediando assim
a resposta imune inata ao lipopolissacarideo bacteriano (TSUKAMOTO et al., 2010;
KELLEY et al., 2013).

O Cluster de Diferenciagdo 14 (CD14) € um gene de codificacdo de

proteinas de superficie celular, preferencialmente expressas em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsukamoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20133493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelley%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23264655
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mondcitos/macrofagos (KELLEY et al., 2013) sugerindo sua atuacdo na resposta
celular de lipopeptideos bacterianos triacilados. Entre suas vias de sinalizagdo, o
CD14 como molécula adaptadora da via de sinalizacdo de TLR, desempenha um
importante papel na infeccdo bacteriana como um receptor de LPS de alta afinidade,
que ativa as vias de sinalizagdo intracelular, levando, em dltima instancia, a
liberacdo de citocinas (DA SILVA CORREIA et al., 2001). Em suinos, Thorgersen, et
al. (2010) relacionaram a CD14 as respostas inflamatérias e hemostaticas precoces
em um modelo de sepses gram-negativo, como uma importante molécula de
imunidade inata. Considerando tais evidéncias e, uma vez que o TLR2 e CD14
foram up-regulated em Uberes extracorpéreos bovinos de vacas mesticas, sugere-se
a atuacdo dos mesmos na resposta inflamatéria em funcéo da infeccdo por S.
agalactiae corroborando com os achados de Weller et al., (no prelo).

Outro gene em destaque na rede de processos biolégicos, o Ligante 5 da
guimiocina motivo CC (CCL5) (up-regulated) € um gene de codificacdo de proteinas
guimioatraente para mondcitos do sangue, células T auxiliares de memoéria e
eosinofilos (DARRIN 2016). Dentre as vias que atua esta a via de sinalizacdo do
receptor Toll-like (YOSHIDA et al., 2018). As TLRs funcionam como receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) presentes nos macréfagos, nas células dendriticas e
nos neutréfilos, responsaveis pelo reconhecimento dos padres moleculares
associados a patdgenos (PAMPS), 0s quais S80 expressos por um amplo espectro
de agentes infecciosos como, virus, protozoarios, fungos e bactérias (IWASAKI;
MEDZHITOV, 2010). Uma das principais atividades relacionadas a esse gene é a
atividade de quimiocinas, que sdo proteinas envolvidas em processos
imunorregulatérios e inflamatérios (LIM 2005). Este gene foi sugerido por Shin et al.
(2015) como um biomarcador para infec¢cdo por Mycobacterium em células bovinas,
ja que este apresentou diferenca de expressao frente a infeccdo pelo patdgeno.
Dentre suas fun¢des, o CCL5 orquestra a migracdo de mondcitos e células T para
locais lesionados ou infectados (DARRIN 2016). No nosso estudo, o gene CCL5
apresentou diferenca de expressao frente a infecgcdo causada por S. agalactiae e foi
relacionado a regulacdo positiva de resposta a injurias, regulacdo positiva da
resposta inflamatoria e regulacao positiva da atividade da lipase. Assim, € possivel
gue este gene seja também um candidato para infec¢céo por S. agalactiae.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelley%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23264655
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Por fim, o gene Ligante de quimiocina CXC Motivo 8 (CXCL8) € um
importante mediador da resposta inflamatéria, dentre suas funcdes, este gene
recruta neutrofilos polimorfonucleares (PMNSs) para o local da infeccdo (GRIFFITH et
al., 2014). As anotacdes de Ontologia Génica (GO) relacionadas a este gene
incluem atividade de quimiocinas e ligacdo do receptor de IL-8 em camundongos
(STILLIE et al., 2009). Gunther et al., (2016) avaliaram a resposta imune a diferentes
patdogenos em tipos celulares de Uberes e constataram expressao diferencial do
CXCL8 frente a infeccdo por E. coli. Na rede de processos biologicos apresentada
nesse estudo, o gene CXCLS8 foi relacionado a resposta celular por IL-1 e resposta

celular a molécula de origem bacteriana.

4.2  ANALISE DE REDE GENE-FT

Para estabelecer a rede gene-FT, as sequéncias promotoras dos grupos
de genes diferencialmente expressos up e down-regulated (SBARDELLA et al.,
2019; WELLER et al., no prelo) foram usadas separadamente como entrada no
TFM-Explorer. Foram identificados 20 FT candidatos para o grupo de genes up-
regulated e 22 para o grupo down-regulated, os quais foram usados como entrada
no software Cytoscape app BINGO para buscar processos biolégicos enriquecidos
mais relacionados com a resposta inflamatéria na glandula mamaria em estudo
(Tabela 2). Com a andlise dos processos biolégicos super-representados na
ferramenta BINGO e na revisdo de literatura sobre vias de resposta imune, foi
possivel selecionar os quatro principais FT-chave (Tabela 3). Com base nos FT-
chave foi construida uma rede gene-FT (Figura 5). Esta rede forneceu uma visao
geral do compartilhamento de FT-chave entre os genes, além de destacar os genes
mais conectados dentro de cada grupo para resposta inflamatéria (LOC515333,
SAA3, NFKBIA, IL8, CD14, APOC2 e LOC100335608).
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Tabela 2. Fatores de transcricdo candidatos (FT) dos grupos de genes up e down-regulated.

FT genes up-regulated

FT genes down-regulated

RELA

Stat3

REL

EBF1
NFE2L1::MafG
NFYA

NFKB1
NFATC2
NR1H2::RXRA
SPI1

Gatal

STAT1
NF-kappaB
EWSR1-FLI1
Nr2e3

FOXO03

NFIL3

Spz1l
Tall::Gatal
NR3C1

INSM1

Pax2

Pax5

Stat3
HIF1A::ARNT
Myf

Mycn

YY1l

PPARG
EBF1
EWSR1-FLI1
STAT1
REST

Gfi

Egrl

AP1

GABPA
NFKB1
ESR1
NKX3-1

RXR::RAR_DR5

NFE2L1::MafG

Tabela 3. Fatores de transcricdo chave associados aos grupos de genes, seu processo bioldgico e

literatura relacionada a resposta inflamatéria.

FT Grupo de genes Processo biolégico (GO) Referéncia

Vias de sinaliza¢do mediada

STAT3 Up e down-regulated por IL—G/B_esposta Baldwin et al., 2018.
inflamatodria/Resposta ao
estimulo de citocinas
Desenvolvimento do sistema Kosciuczuk et al

EGR1 Down-regulated imune/Diferenciagdo de "

. . - 2017.

células T, linfdcito e leucadcito.

NFKB1 Up e down-regulated ~ egulagao da producdo de He et al., 2017,
citocinas/Diferenciacéo celular.
Diferenciacéo de leucdécitos

PPARG Down-regulated emonocitos/ He et al., 2017.

Desenvolvimento do sistema

imune.
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Regulagdo da produgdo de citocinas

LOC100139881 FABPA4
FBN1
LPIN1 SCD

RAB4A SUPTEH AlIPL1
Diferenciagdo de leucocitos e MPP6
maonocitos OHTF15
CD14 SAA3
CD46 LOC515333 ABCAS DMXL2
C200rf196 MMP7 CCL5
LCMT2 F.3
DRAM?1 Cl1orf54 igh IL8
Diferenciacio L. 1 Lo KPMSA— < ppE3B
iferenciacédo de células T, linfocito
o louchtito FABP3 CLNK N
ATP1B3 Resposta Inflamatoria
KRS ArED PPP4R1
WDR63

NFKBIA SFRP2 STAT3

ol RPS26 TLR2

LOC100335608 TTC3 KLK8
APOC2 NOP16

Figura 5. Rede gene-fator de transcricdo (FTs), a partir dos FTs chave. NOs octogonais de cor
vermelha representam os FTs chave. NOs circulares representam genes diferencialmente expressos,
sendo os amarelos up-regulated e os azuis down-regulated. O tamanho do né corresponde a analise
de rede do Cytoscape, em que ndés com tamanhos maiores apresentam maior nimero de sitios de
ligagdo. NOs vermelhos com bordas azuis, FTs que apresentaram ligagfes somente a genes down-
regulated. Nos quadrados rosa representam os processos biologicos relacionados com os FTs.

O gene LOC515333 codifica a proteina 4 de resisténcia a multiplos
farmacos em bovinos. Em humanos, a proteina codificada por este gene (ABCC4) é
um membro da superfamilia de transportadores cassete de ligacdo a ATP (ABC).
Essas proteinas transportam varias moléculas através de membranas extracelulares
e intracelulares (SCHALETZKI et al., 2017). A proteina codificada por este gene é
membro da subfamilia MRP que esta envolvida na resisténcia a multiplas drogas.
Ven et al. (2009) relataram que a proteina 4 de resisténcia a multiplos farmacos
(MRP4 e ABCC4) é necesséaria para a migracao de células dendriticas (DCs) em
humanos. As DCs sdo as células apresentadoras de antigenos (APCs) mais
potentes e sao cruciais para o inicio de uma resposta imune efetiva via ativacao de
células T especificas para antigenos (SCHUURHUIS et al., 2006). Copsel et al.
(2011) demonstraram que um polimorfismo ABCC4 regula os niveis celulares de
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cAMP e controla a proliferacdo e diferenciacdo celular de leucemia humana,
indicando seu papel nos processos celulares. Neste estudo, o gene LOC515333 que
corresponde ao ABCC4 em humanos, demonstrou ter sitios de ligagdo com dois FT-
chave: STAT3 e NFKB1 que ja foram relacionados com a resposta inflamatoria
(SHIN et al., 2015; LUTZOW et al., 2008), sugerindo que este gene pode participar
da resposta inflamatodria causada por infeccéo por S. agalactiae em bovinos.

O gene Amil6ide Sérico A3 (SAA3) pertence ao grupo up-regulated e foi
um dos genes mais enriquecidos na rede, de acordo com numero de conexdes para
os principais FTs. Molenaar et al. (2009) mostraram que o gene SAA3 é altamente
expresso durante a mastite bovina. Verificou-se também, que a expressao de SAA3
€ aumentada quando comparados quartos infectados e nédo infectados, ja que outros
estudos indicam que sua expressdo € minima ou nado detectavel em quartos
saudaveis (ECKERSALL et al., 2001, 2006). Estas evidéncias corroboram como o
nosso achado, pois o gene SAA3 foi um dos mais enriquecidos na rede gene-FT.
Pertencente ao mesmo grupo up-regulated, o Inibidor Alfa NFKB (NFKBIA) é um
membro da familia de genes codificante de proteinas que interagem com dimeros
REL para inibir os complexos NF-kappa-B/REL, que estdo envolvidos nas respostas
inflamatoérias. De acordo com nossos resultados a regulacdo positiva deste gene
pode estar envolvida com os sitios de ligagdo com os FTs STAT3 e NF-kappa-B. O
NFKBIA € um gene regulador essencial da resposta imune inata, Lutzow et al.
(2008) relataram que o NFKBIA foi ativado na mastite induzida por S. uberis, assim
como Moyes et al. (2009) observaram o mesmo comportamento quando a infec¢ao
foi causada por S. aureus. Esses achados suportam 0s nossos resultados, uma vez
gue, esse gene foi super-representado na rede gene-FT.

O quarto gene mais enriquecido na rede foi o CD14, que também faz
parte do grupo up-regulated e juntamente com o TLR4, reconhece a lipoproteina A
que € um componente do lipopolissacarideo (LPS) das bactérias gram-negativas.
Fonseca et al. (2015) observaram aumento de expressao de TLR2, TLR4 e CD14
em amostras de leite apds infeccdo experimental in vivo por S. agalactiae, assim
como Weller et al. (no prelo) relataram que o gene CD14 foi altamente regulado trés
horas apds a inoculacdo de S. agalactiae em Uberes extracorporeos bovinos.

Uma vez que foram selecionados FT-chave associados a reposta

inflamatoria, esperava-se um maior enriquecimento dos genes up-regulated na rede
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gene-FT, porém, dois genes down-regulated ficaram em destaque (APOC2 e
LOC100335608). O gene LOC100335608 corresponde ao gene Rabphilin 3A Like
(RPH3AL) em Homo sapiens, Mus musculus e Rattus norvegicus. Em humanos, a
proteina codificada por este gene (rabphilin 3A) desempenha um papel regulador
direto na exocitose dependente de ion de calcio nas células enddcrinas e exdcrinas
e desempenha um papel fundamental na secrecdo de insulina pelas células
pancreaticas (MATSUNAGA et al., 2017). Além disso, o gene RPH3AL é descrito
como supressor de tumor em humanos (PUTCHA et al., 2015). Em bovinos, o gene
LOC100335608 codifica para a proteina rabilina tipo 3A e pode estar associado a
acidos graxos em leite de bovinos Holandeses (LI et al., 2014). Em trabalhos
anteriores do nosso grupo, a analise de RNA-Seq da glandula mamaria
extracorpdrea bovina, encontrou varios genes envolvidos com o metabolismo lipidico
como o APOC2, FABP3 e FABP4 todos down-regulated (WELLER et al., no prelo).
Em adicdo, Swanson et al. (2009) estudando perfis de regulacdo de genes no tecido
mamario apés a infeccdo por S. uberis, também observaram a regulacao negativa
de genes relacionados com o metabolismo lipidico como LPIN1, FABP3 e APOC2.
Neste estudo, 0os genes APOC2 e LOC100335608 foram enriquecido na rede gene-
FT com ligagcdes com os FT-chave PPARG e EGR1. Mesmo estando associados a
processos biolégicos relacionados a reposta inflamatoéria, os FT PPARG e EGR1
também apresentaram relacdo com processos associados ao metabolismo de
lipideos como resposta celular a lipideos (EGR1) e regulacdo negativa do
armazenamento de lipidios (PPARG), justificando e corroborando o enriguecimento
de genes down-regulated identificados previamente por Weller et al., (no prelo).
Entre os FTs-chave, o Signal Transducer and Activator of Transcription 3
(STAT3) foi 0 mais representativo. Shin et al. (2015) analisaram perfis transcricionais
de células bovinas infectadas por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis e
observaram diferencas no padréo de expresséo entre os genes alvos do FT STATS3,
sugerindo que eles podem ser utilizados como biomarcadores para infeccdo por
Mycobacterium. Neste estudo, todos os genes enriquecidos citados anteriormente,
tiveram sitios de ligacdo com este FT e estdo relacionados com processos biolégicos

de resposta inflamatoria e metabolismo de lipideos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(rph3al%5bgene%5d)%20AND%20(Homo%20sapiens%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(rph3al%5bgene%5d)%20AND%20(Mus%20musculus%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term=(rph3al%5bgene%5d)%20AND%20(Rattus%20norvegicus%5borgn%5d)%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d&sort=weight
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsunaga%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27927751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Putcha%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26070152
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Foi estabelecida uma rede gene-miRNAs (Figura 6) com o objetivo de

identificar quais eram 0s genes que possuiam sitios de ligagdo com possiveis

mMiRNAs identificados. Para a construgédo, buscou-se os miRNAs diferencialmente

expressos (up e down-regulated) no arquivo de saida .xIsx das anélises do RNA-Seq
(SBARDELLA et al., 2019; WELLER et al., no prelo). Foram identificados 28 miRNAs
(14 miRNAs up-regulated e 14 down-regulated) candidatos (Tabela 4). Com base na

literatura sobre vias de resposta imune/ inflamatoria, foi possivel selecionar os
principais miRNAs (bta-miR-193a, bta-miR-363, bta-miR-148b, bta-miR-205 e bta-let-

7e).

Tabela 4. Lista miRNAs up e down-regulated no tecido alveolar maméario 3 h pdés-inoculagdo com
Streptococcus agalactiae de quartos inoculados em comparagéo com quartos ndo inoculados.

miRNA Eﬁﬁnge P-value miRNA Fold change P-value

bta-mir-375 3,43 1,34E-06 bta-mir-2285a -1,21 6,00E-04
bta-mir-2324 2,29 3,23E-06 bta-mir-2444 -1,45 2,16E-04
bta-mir-363 1,87 1,59E-04 bta-mir-2401 -1,46 1,93E-04
bta-mir-2284T 1,78 2,59E-04 bta-mir-2353 -1,70 5,58E-04
bta-mir-2380 1,49 3,14E-06 bta-mir-129-1 -1,75 2,01E-04
bta-mir-95 1,45 2,57E-04 bta-mir-2285d -1,85 4,45E-04
bta-mir-2344 1,30 3,60E-04 bta-mir-2284h -2,62 1,66E-04
bta-mir-2363-1 1,28 3,54E-04 bta-mir-193a -2,87 4,23E-04
bta-mir-148b 1,26 2,83E-05 bta-mir-205 -3,17 2,01E-05
bta-mir-128-2 1,25 4,79E-04 bta-mir-2446 -3,31 3,49E-04
bta-mir-2460 1,19 3,64E-04 bta-mir-2363-2 -3,37 1,57E-04
bta-mir-2284J 1,11 1,47E-04 bta-let-7e -4,09 1,19E-04
bta-mir-2429 1,09 6,33E-04 bta-mir-2339 -4,19 3,14E-04
bta-mir-2310 1,01 2,64E-04 bta-mir-2475 -4,36 3,16E-06
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Diferencas significativas de
expressao em vacas lactantes e nao

lactantes
DRAM1 %
LPIN1 . 4

M3 bta-miR-193a | TTC3
bta-miR-363 15 miR-148b

Enriquecimento para fungdes na
imunidade inata relacionadas com
mastite SCD RPS26

Diferencialmente regulado na

bta-miR-205 bta-let-7e presenga de patogenos

NFKBIA
STAT3

ATP1B3

KDM5A SUPT6H
Figura 6. Rede gene-miRNA. NOs azuis circulares miRNAs down-regulated; n6s amarelos circulares
mMiRNAs up-regulated. NOs azuis em forma de diamante s&o genes down-regulated; nés amarelos em
forma de diamante genes up-regulated. Os n6s quadrados rosa representam as evidéncias na
literatura relacionando os miRNAs a resposta inflamatoéria.

A rede gene-miRNA obtida revela quais genes podem ser regulados pés-
transcricionalmente pelos miRNAs (Figura 6). Pode-se observar que dos 49 genes
mais enriquecidos na rede gene-FT e os que ficaram em evidéncia na rede de
processos bioldgicos ndo foram enriquecidos na rede gene-miRNAs, com excecao
do SAA3 e CCL5. O gene SAAS apresentou sitio de ligacdo para o miRNA bta-miR-
193a, o qual estava down-regulated no tecido alveolar mamario 3 h apds-inoculacao
com S. agalactiae. Neste caso, o bta-miR-193a ndo deve estar exercendo agdo
relevante no gene SAA3 nesse periodo no tecido alveolar por ser down-regulated
(fold change =-2,87).

Por outro lado, o CCL5 apresentou sitio de ligacdo para o miRNA bta-
miR-363, que estava up-regulated. Com isso, sua atuacdo na resposta inflamatoria
da glandula mamaria é incerta, uma vez que, os miRNAs geralmente atuam inibindo
a pos-transcricdo génica, mas, como descrito anteriormente, podem também atuar
de forma positiva na transcricdo génica (PORTNOY et al., 2011). Os nossos

resultados indicam que o gene CCL5 foi altamente expresso no tecido alveolar
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mamario infectado com S. agalactiae (rede gene-FT) e apresentou processos
biolégicos relacionados a resposta inflamatéria (rede gene-processos bioldgicos).

De forma geral, estes resultados sugerem que aqueles genes em
destaque nas redes de processos biologicos e gene-FT, e que nao tiveram ligacao
com miRNAs up-regulated sdo provaveis genes candidatos para a caracteristica de
resisténcia a mastite. A rede gene-FT demonstra quais genes podem atuar no
momento da infeccdo sendo up ou down-regulated como discutido anteriormente.
Por outro lado, a rede gene-miRNA relaciona quais sdo 0s genes possivelmente
regulados negativamente ou positivamente sendo, por inibicAo da traducéao,
degradacdo do mRNA ou ativacéo da transcricdo por miRNAs.

Para validar nossa hipdétese, a metodologia de PCR em Tempo Real podera
confirmar os resultados obtidos nas redes de gene-FT e gene-miRNA, uma vez que,
esta ferramenta é utilizada para validacdo de resultados de expressdo génica em
diversos estudos (FONSECA et al., 2015; PINTO et al., 2017.; WELLER et al., no

prelo)
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5 CONCLUSAO

O presente estudo € um importante passo para o entendimento dos genes
envolvidos na ocorréncia de mastite em bovinos de leite infectados por S. agalactiae.
Os resultados forneceram informacdes abrangentes sobre os genes associados a
resposta imune inata e inflamatdria no quarto mamario inoculado com S. agalactiae.

Na rede gene-processos bioldgicos, genes mais relacionados com o0s
processos biolégicos envolvidos com a resposta inflamatoria ficaram em destaque
como: CD14, TLR2, CXCL8 e CCL5. A rede gene-FT, destacou genes (ex.:
LOC515333, SAAS3, IL8 e CD14) mais relacionados a FT-chave para resposta
inflamatoria (ex.: STAT3 e NFKB1). Além disso, na rede gene-miRNA, miRNAs (ex.:
bta-miR-193a e bta-miR-363) ficaram em destaque, com possivel papel na
regulacdo da expressao génica em glandulas mamarias infectadas por S. agalactiae.

De forma geral, a partir destas analises funcionais, foi possivel identificar
genes e elementos regulatérios da expressdo génica (FT e miRNA) com evidente
relacdo nos processos inflamatérios de glandulas mamarias infectadas por S.
agalactiae e assim, possiveis genes, FT e miRNAs candidatos para resisténcia a

mastite em bovinos foram apresentados.
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