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EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL EM ÚBERE EXTRACORPÓREO DE 
VACAS MESTIÇAS HOLANDÊS-ZEBU INFECTADO POR Streptococcus 

agalactiae 
 

RESUMO – A mastite é responsável por grandes perdas econômicas na 
bovinocultura leiteira e necessita de maior compreensão de suas bases genéticas 
para que métodos de melhoramento genético possam ser desenvolvidos. Neste 
sentido, estudos de expressão gênica têm sido empregados. Portanto, os objetivos 
deste trabalho foram: 1. Detectar, por meio de três métodos computacionais 
distintos, a expressão gênica diferencial de dados obtidos por sequenciamento de 
RNA extraído de glândula mamária mantida em um sistema extracorpóreo de 
bovinos de leite mestiços Holandês-Zebu e infectada experimentalmente com 
Streptococcus agalactiae; 2. Estudar o perfil de expressão do total de genes 
identificados e aqueles comuns aos três métodos relacionados ao desenvolvimento 
da mastite, a fim de contribuir para melhor entendimento de processos biológicos, de 
componente celular e função molecular e vias biológicas envolvidas com a 
expressão desta característica. Quatro vacas foram abatidas e os úberes foram 
colhidos, perfundidos e inoculados com S. agalactiae. Para cada úbere, dois quartos 
foram inoculados (anterior esquerdo - AE; e posterior esquerdo - PE) e dois quartos 
foram utilizados como controle (anterior direito - AD; e posterior direito - PD). 
Biópsias foram feitas do tecido alveolar nos tempos 0 e 3 horas após a perfusão do 
tecido. O RNA das amostras foi extraído e sequenciado com a plataforma 
HiSeq2000 (Illumina). A partir das leituras obtidas os transcritos foram montados 
utilizando como referência a anotação do genoma bovino UMD 3.1 e então foram 
avaliadas quanto à sua expressão diferencial e funcionalidade. Métodos que 
assumem distribuição binomial negativa executados pelos métodos computacionais 
edgeR e baySeq e o método que assume distribuição beta binomial negativa 
executado pelo Cuffdiff, foram utilizados para análise de expressão gênica 
diferencial. Foram identificados 5.158 genes provenientes da união dos resultados 
obtidos com os três métodos computacionais. Esses genes foram investigados pela 
plataforma DAVID revelando o enriquecimento de termos de ontologia gênica, dentre 
os quais destacaram-se os processos de resposta a estímulos, sistema imune e 
processos apoptóticos. O perfil de genes diferencialmente expressos em amostras 
afetadas foi associado com a diferenciação, proliferação, migração e apoptose 
celular, desempenhando importante papel no local da inflamação por células do 
sistema imune, além de ativar vias de sinalização relacionadas ao sistema imune 
que são importantes nas primeiras três horas de infecção. Foram identificados 
apenas 122 genes com expressão diferencial em comum pelos três métodos 
utilizados. A restrição causada pelo uso da intersecção dos resultados obtidos com 
os três métodos não se mostrou adequada para realizar o enriquecimento funcional 
pois muitos genes de interesse foram desconsiderados e perdeu-se suporte 
estatístico nas análises de enriquecimento funcional. Assim, sugerimos que para 
esse tipo de estudo é mais adequado a utilização dos resultados de um dos métodos 
ou a união dos resultados dos três métodos. Este estudo permitiu maior 
entendimento das bases genéticas do desenvolvimento da mastite em úbere 
extracorpóreo de bovinos leiteiros mestiços holandês-Zebu, infectado 
experimentalmente por S. agalactiae, durante as primeiras horas de infecção.  
Palavras chave: bovinos de leite, expressão diferencial, mastite 
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DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN MAMARY TISSUE EXTRACORPÓREO 
OF HOLANDÊS-ZEBU COWS INFECTED BY Streptococcus agalactiae 

 
 

ABSTRACT - Mastitis is responsible for huge economic losses in dairy cattle 
production which requires a better understanding of its genetic bases in order that 
genetic breeding methods could be developed. Therefore, some gene expression 
studies have been developed. The aims of this study were: 1. To detect, through 
three different computational methods, the differential gene expression data obtained 
by RNA sequencing from mammary glands of Holstein-Zebu crossbred dairy cattle, 
kept in an extracorporeal system and experimentally infected with Streptococcus 
agaclatiae; 2. To study the total gene expression profile and those genes common to 
the three methods, related with mastitis, in order to contribute to a better 
understanding of biological processes, cellular components, molecular functions and 
metabolic pathways related with the expression of this trait. Four cows were 
slaughtered and its udders were perfused and inoculated with S. agalactiae. For 
each udder, 2/4 were inoculated (front left - AE, and rear left - PE) and 2/4 were used 
as control (front right - AD, and rear right - PD). Biopsies were obtained from the 
alveolar tissue at 0 and 3 hours after the tissue perfusion. The RNA sample was 
extracted and sequenced with HiSeq 2000 platform (Illumina). From the reads 
obtained transcripts were assembled using as the reference the bovine genome 
annotation UMD 3.1, and then were evaluated for differential expression and 
functionality. Methods that assumes negative binomial distribution performed by 
edgeR and baySeq and the method that assumes beta negative binomial distribution 
performed by Cuffdiff were used for differential gene expression analysis. From the 
union of the results obtained with all computational methods, a total of 5,158 genes 
were identified. These genes were investigated by DAVID platform showing the 
enrichment of gene ontology terms, which were highlighted the response processes 
stimuli, immune response and apoptotic processes. The profile of differentially 
expressed genes identified in the affected samples was associated with 
differentiation, proliferation, migration and apoptosis, playing a major role in the 
inflammation site by immune system cells and in the activation of signaling pathways 
related to the immune system, which are important in the early three hours of 
infection. Only 122 differentially expressed genes were identified in common by the 
three methods. The restriction caused by the use of the intersection of the results 
obtained with the three methods was not interesting to perform functional enrichment 
analysis because there is loss of many interesting genes and the functional 
enrichment analysis has no statistical support. Thus, for this kind of study, we 
suggest that could be most appropriate the use of the results obtained with one 
method or the union of the results obtained with more than one method. This study 
allowed a better understanding of the genetic basis of mastitis developing in 
extracorporeal udder of Holstein-Zebu crossbred dairy cattle, during the early hours 
of experimentally infection by S. agalactiae. 
Keywords: dairy cattle, differential expression, mastitis  
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CAPÍTULO 1 - Considerações gerais 

 

1. Introdução 

A mastite é uma inflamação da glândula mamária causada principalmente por 

microrganismos patogênicos que é responsável por importantes perdas econômicas 

na bovinocultura leiteira (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). A glândula mamária 

concentra as vias biológicas relacionadas ao desenvolvimento e ocorrência da 

mastite e a resposta imunológica do hospedeiro (CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ et 

al., 2009). Assim, a investigação de genes transcritos nesse tecido que codificam 

componentes de diversas vias biológicas e processos celulares pode prover maior 

entendimento dos mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento dessa 

enfermidade e a influência da mesma em diversos processos fisiológicos 

importantes para a produção animal. A associação do padrão de expressão gênica 

com determinados fenótipos, como a presença e a ausência de doenças, é uma 

importante ferramenta para a geração de estratégias de manejo e de seleção que 

priorizem a utilização de animais mais resistentes à mastite. 

A investigação da expressão gênica, não só relacionada à mastite, mas de 

forma abrangente, é possível com o uso da técnica de sequenciamento de RNA 

(RNA-seq), uma vez que a mesma viabiliza a análise de todo o conjunto de 

transcritos de um tecido (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Vários métodos 

computacionais estão disponíveis para análise de expressão diferencial dos genes 

envolvidos (ROBINSON et al., 2010; HARDCASTLE; KELLY, 2010), sendo que 

estes apresentam grandes diferenças e nenhuma metodologia isoladamente é ótima 

para todos os delineamentos experimentais (SEYEDNASROLLAH et al., 2013). 

Sendo assim, a análise por mais de um método é importante para confirmação da 

expressão gênica diferencial, podendo indicar genes candidatos para análises de 

PCR em tempo real, para validação dos mesmos. 

Um dos patógenos causadores da mastite é o Streptococcus agalactiae, uma 

bactéria gram-positiva que é contagiosa dentro do rebanho (NEAVE et al., 1969) e 

resulta em perdas na qualidade e quantidade de leite produzido (KEEFE, 1997). Em 

adição, há evidências que muitos genes relacionados à resposta imune são 
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diferencialmente expressos, obtidos pela técnica de microarranjo nas primeiras 

horas após a inoculação de S. agalactiae em animais da raça Gir Leiteiro 

(FONSECA et al., 2015). Tal fato despertou o interesse de investigar o padrão de 

expressão gênica em animais mestiços Holandês-Zebu, por serem animais mais 

adaptados e de alta produção leiteira (FILHO, 2015), além de muito utilizados no 

Brasil. 

Assim, este trabalho teve como objetivos detectar, por meio de três métodos 

computacionais distintos, a expressão gênica diferencial de dados de contagem, 

obtidos por RNA-seq, de glândula mamária de animais mestiços Holandês-Zebu 

mantida em um sistema extracorpóreo e infectada com S. agalactiae; e estudar o 

perfil de expressão do total de genes identificados e aqueles comuns aos três 

métodos relacionados ao desenvolvimento da mastite, a fim de contribuir para 

melhor entendimento de processos celulares e vias biológicas envolvidas com o 

desenvolvimento da doença. 

 

2. Revisão de Literatura 

A produção leiteira é uma atividade de suma importância para o agronegócio 

brasileiro, sendo responsável pela disponibilidade de um produto de alto valor 

nutricional para população. O Brasil possui o quarto maior rebanho leiteiro quando 

comparada com os demais países produtores de leite, mas sua produção total de 

leite ocupa a oitava posição (USDA, 2015). Conhecendo-se a grande demanda pelo 

produto e a premência de um alimento de qualidade é necessário buscar alternativas 

que visem o aumento da produção leiteira concomitantemente à melhora de sua 

qualidade. 

Na busca por animais mais adaptados e de maior produtividade, constatou-se 

o cruzamento de animais da raça Gir (Bos taurus indicus), por sua rusticidade, com 

animais da raça Holandesa (Bos taurus taurus), que apresentam alta produção de 

leite, é indicado para obtenção de animais adaptados e com alta capacidade de 

produção de leite a pasto (FILHO, 2015). Além disso, animais provenientes deste 

cruzamento apresentam melhor desempenho quanto à precocidade, fertilidade e 

longevidade em comparação com outros mestiços (Associação Brasileira da Raça 

Girolando, 2016). Animais mestiços Holandês-Zebu, tem relevante importância na 
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produção leiteira brasileira, uma vez que grande parte do rebanho leiteiro no país é 

composto por animais mestiços. 

A eficiência produtiva, a qual é almejada pelo melhoramento genético, é 

resultante não só do potencial genético do animal, mas também das condições 

ambientais-sanitárias e nutricionais nas quais os animais estão submetidos. A 

produção leiteira enfrenta vários problemas de origem sanitária, dos quais, doenças 

infectocontagiosas como a mastite causam grande impacto para a produção leiteira. 

  

2.1 Mastite 

A inflamação da glândula mamária é classificada em clínica e subclínica. A 

mastite clínica apresenta edema, aumento de temperatura, endurecimento e dor na 

glândula mamária, com alterações no leite, como a presença de grumos e pus. 

Quando a mastite se apresenta na forma subclínica não são observadas alterações 

macroscópicas, somente alterações na composição do leite (RIBEIRO et al., 2003). 

As causas podem ser por mudanças metabólicas e fisiológicas, trauma ou presença 

de microrganismos patogênicos (OVIEDO-BOYSO et al., 2007), podendo ser 

classificada como causa contagiosa e  ambiental.  

Agentes infecciosos, incluindo cocos gram-positivos, como Staphylococcus e 

Streptococcus, bastonetes gram-negativos, Corynebacterium, Mycoplasma e 

leveduras são relatados como agentes causadores da mastite (RIET-CORREA et al., 

2001). O S. agalactiae está associado a mastite subclínica, sendo transmitido dentro 

do rebanho (NEAVE et al., 1969) e causa substancial impacto na qualidade e 

quantidade do leite produzido (KEEFE, 1997). Tal patógeno é aeróbio (anaeróbio 

facultativo), imóvel e não forma esporos. A inflamação causada por S. agalactiae 

ocorre principalmente por contato com as mãos do ordenhador e teteiras 

contaminadas, causando mastite crônica. O influxo de células inflamatórias 

caracteriza-se pelo envolvimento inicial de neutrófilos, seguido principalmente de 

macrófagos. Na fase final, fibroblastos predominam causando fibrose e levando a 

involução da glândula. A identificação de S. agalactiae é feita por meio de análise 

microbiológica, com base na aparência das colônias, nas suas características 

hemolíticas e na produção de esculina (RIET-CORREA et al., 2001).  
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2.2 Modelo de úbere extracorpóreo de vacas 

Para realização de estudos, tanto para análise de transcriptoma, quanto para 

outros experimentos, há uma importante preocupação com o bem-estar animal, uma 

vez que animais sadios precisam ser infectados com um patógeno para as colheitas 

de material. Alternativas que utilizem menos animais para pesquisa devem ser 

levadas em consideração, pois do ponto de vista do bem-estar animal, é 

injustificável causar uma infecção em um animal saudável para realizar estudos sem 

levar em consideração o seu bem-estar. 

Um sistema viável de manutenção da glândula mamária extracorpórea, após 

o abate de animais de descarte, possibilita uma variedade de estudos, bem como a 

avaliação da expressão gênica em larga escala, relacionados a doenças mamárias, 

como a mastite, que só seriam possíveis infectando animais saudáveis. Com a 

utilização do modelo ex sito de úbere extracorpóreo de vacas é possível estudar a 

penetração dérmica, metabolismo, absorção de diferentes drogas e viabilidade 

tecidual (KIETZMANN et al., 1993), bem como a distribuição de antibióticos no 

tecido perfundido isolado (EHINGER; KIETZMANN 2000a, b). Em útero bovino, o 

modelo de perfusão extracorpórea também é utilizado para estudos in vitro de 

reações inflamatórias (BÄUMER et al., 2002). No entanto o modelo extracorpóreo 

pode ser limitado para alguns estudos, uma vez que a manutenção do sistema visa 

manter apenas a homeostase hidroeletrolítica do animal não possuindo aporte 

celular nas veias e artérias canuladas que mimetizem o animal “in vivo”. 

 

2.3 Tecnologias para estudo de transcritos 

O melhoramento genético com base na seleção de fenótipos e em estimativas 

de valores genéticos é muito utilizado. No entanto, com a chegada de novas 

tecnologias, as quais permitem conhecimento ao nível molecular dos indivíduos, 

tornou-se possível o melhor entendimento sobre o genoma dos animais, permitindo 

aplicar novas metodologias estatísticas para o aumento da acurácia da seleção. 

Por meio de técnicas de detecção e análise de mRNA (RNA mensageiro), é 

possível associar a expressão gênica em diferentes estágios de desenvolvimento 

fisiológico (PEREIRA, 2012) resultante do processo de transcrição. O mRNA, 
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intermediário entre DNA e proteína, codifica a informação necessária para a 

formação da proteína (GRIFFITHS et al., 2013). 

O conjunto de todos os possíveis RNAs transcritos de um tecido em termos 

de tipo e quantidade é denominado transcriptoma (NAGALAKSHMI; WAERN; 

SNYDER, 2010). A partir do transcriptoma é possível conhecer parcialmente os 

constituintes do genoma e entender seus elementos funcionais, bem como 

compreender os mecanismos que levam ao desenvolvimento de doenças em 

determinado tecido. Análises a partir do transcriptoma permitem registrar todas as 

formas de transcritos, possibilitando a determinação da estrutura transcricional dos 

genes e quantificar as mudanças nos níveis de expressão em determinado estágio 

de desenvolvimento ou durante diferentes condições fisiológicas (WANG; 

GERSTEIN; SNYDER, 2009). 

Tecnologias baseadas em hibridização, como por exemplo os microarranjos, 

são utilizadas para análise de transcriptoma. No entanto, essa técnica apresenta 

limitações, como a necessidade de conhecimento prévio da sequência gênica 

presente nos microarranjos, a hibridização cruzada entre transcritos e sequências–

alvo e a restrita sensibilidade para transcritos poucos frequentes (COUTINHO; 

ROSÁRIO, 2010).  

 

2.4 Estudo de transcritos em diferentes espécies e tecidos 

Para evitar perdas causadas pela ocorrência da mastite, devem ser tomadas 

medidas sanitárias para o controle da infecção, bem como visar a seleção de 

animais resistentes. Estudos de análise do transcriptoma do tecido mamário 

permitem a caracterização da expressão gênica por meio da identificação de genes 

e suas variáveis transcritas capazes de conferir resistência a mastite.  

Gilbert et al. (2013) verificaram o aparecimento diferencial da resposta 

inflamatória inata com recrutamento de leucócitos para a glândula mamária em 

amostras de células mamárias epiteliais bovinas estimuladas por E.coli e S. aureus, 

por meio de microarranjos. Células epiteliais mamárias bovinas, estimuladas pela 

presença de bactéria e avaliadas pela reação em cadeia da polimerase em tempo 

real (qRT-PCR), liberam citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas mobilizando 

neutrófilos, sugerindo que essas células contribuam para resposta imune e 
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inflamatória na glândula mamária. A determinação das características clínicas e de 

resolução da mastite podem ser obtidas pela resposta das células mamárias 

epiteliais de acordo com estirpes de S. aureus e bactérias gram-positivas 

(LAHOUASSA et al., 2007). 

Em uma linhagem de células epiteliais mamárias de bovinos (MAC-T), 

avaliadas por qRT-PCR, foi possível detectar a quantidade de transcritos e inferir 

uma menor abundância de proteínas de defesa de E. coli e S. aureus em soro de 

leite com mastite. A bactéria E. coli é mais potente do que S. aureus para causar a 

ativação de proteínas de resposta imune do hospedeiro, além da via de sinalização 

de reposta aguda ser mais enriquecida nas análises funcionais (IBEAGHA-AWEMU 

et al., 2010). 

A resposta da mama à infecção por E. coli e S. aureus é patógeno-específica, 

causando graves sinais inflamatórios quando estimuladas por E. coli e sinais clínicos 

mais brandos quando desafiadas por S. aureus. Em células desafiadas por E. coli, 

analisadas por qRT-PCR, ocorre expressão precoce de fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e interleucina 1 (IL-1), sendo as prováveis causas das graves lesões 

inflamatórias, que não são observados em células desafiadas por S. aureus, que 

induz a ligeira expressão de interleucina 6 (IL-6), predominando a resposta imune 

secundária fraca (GÜNTHER et al., 2011). 

Existem indícios de diferença no perfil de expressão de genes associados a 

ocorrência de mastite clínica em animais das raças Holandesa, Gir e seus 

cruzamentos pela técnica de microarranjo (FONSECA, et al 2009; FONSECA et al., 

2011). A caracterização do perfil de expressão de genes associados a mastite está 

mais avançada apenas para animais da raça Holandesa, que pela técnica de 

microarranjos revela a expressão de citocinas e mediadores inflamatórios em úberes 

infectados (BANNERMAN et al., 2004a, 2004b; LUTZOW et al., 2008; GUINTER et 

al., 2009; GUINTER et al., 2010;). 

Em animais da raça Gir com infecção intramamária causada por S. agalactiae 

os genes AATK, CCL2, CCL20, CD40, CSF2, GRO-α, IL-12, IL-17, IL-1β, INHBA, 

NOS2A, TGF-β1, TLR-2 e TLR-4 foram relacionados com a resposta imune 24 horas 

após a infecção, por meio da técnica de microarranjo (FONSECA, et al., 2015). A 

análise da interação dos genes durante a mastite causada por S. agalactiae 
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utilizando a tecnologia de RNA-seq pode contribuir com melhor esclarecimento da 

regulação da resposta imune em úbere de animais acometidos, uma vez que essa 

tecnologia permite detectar todos os transcritos presentes no tecido. Artigos em que 

se analisam especificamente o perfil da resposta inflamatória em mestiços Holandês-

Zebu infectados por S. agalactiae não foram encontrados na literatura consultada. 

 

2.5 RNA-seq 

A tecnologia de sequenciamento de RNA tem revolucionado análises de 

transcriptomas devido sua alta capacidade de detecção de novos transcritos, bem 

como a identificação de diferentes isoformas do transcrito, provenientes do “splicing” 

alternativo, o que torna essa técnica promissora para medir níveis de expressão e 

identificar genes que são diferencialmente expressos (MARIONI et al., 2008). Além 

disso, permite detectar polimorfismos nas regiões transcritas de forma eficiente e 

com custo relativamente baixo (CÁNOVAS et al., 2010). Define-se “splicing” 

alternativo como as diferentes combinações de éxons que podem ser recompostas a 

partir da transcrição do DNA em mRNA, o que explica o fato de um gene codificar 

mais de uma proteína (GRIFFITHS et al., 2013). 

Entre as abordagens existentes para análise de transcritptoma, a tecnologia 

RNA-seq destaca-se nas análises de expressão gênica diferencial em diferentes 

tecidos, sendo um poderoso método para mapear e quantificar transcriptomas 

(CÁNOVAS et al., 2010). Considerada uma tecnologia de alta resolução, por não 

apresentar um limite superior ou inferior para quantificação de níveis de expressão, 

o RNA-seq permite o sequenciamento e quantificação da máxima gama dinâmica 

dos transcriptomas com precisão, permitindo a construção de vias metabólicas e sua 

comparação em diferentes tecidos. Devido sua sensibilidade a diferentes tamanhos 

de transcritos e sua capacidade ilimitada de detecção de transcritos 

correspondentes a sequências genômicas já conhecidas, a técnica pode revelar os 

limites 5’ e 3’ de transcrição, variações de sequência em regiões transcritas e, 

consequentemente, permite a análise de transcriptomas complexos. Adicionalmente, 

apresenta melhor relação custo–benefício quando comparada com outras 

tecnologias (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009; MARGUERAT; BÄHLER, 2010; 

WICKRAMASINGHE et al., 2014). 
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Mesmo diante de vantagens, alguns desafios são encontrados no uso da 

tecnologia de RNA-seq, geralmente associados a necessidade de ferramentas de 

bioinformática, disponibilidade de maior demanda computacional para armazenar os 

dados e recursos para análise e processamento de dados. Além disso, é preciso 

diminuir o viés causado pela construção das bibliotecas e aumentar a cobertura dos 

genes com menor custo (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009; WICKRAMASINGHE 

et al., 2014). 

 

2.6 RNA-seq em diferentes espécies e tecidos 

A tecnologia de RNA-seq tem sido utilizada para análise do transcriptoma em 

diferentes tecidos de várias espécies. O sequenciamento de RNA mostrou-se 

eficiente na identificação de novos eventos de “splicing” e “splicing” alternativo não 

detectados por métodos como o de microarranjos (MORTAZAVI et al., 2008). 

Analisando transcriptoma em três tipos de tecido adiposo em bovinos, Lee et 

al. (2013) sugeriram que as interações entre componentes da matriz extracelular e 

os receptores transmembranares de células de gordura dependem dos depósitos 

específicos de adipogênese. O poder do RNA-seq também foi demonstrado por 

estudo do desenvolvimento embrionário inicial em bovinos, o qual resultou em maior 

compreensão desta fase (HUANG; KHATIB, 2010). Na avaliação dos genes 

expressos nas papilas ruminais de novilhos com diferentes fenótipos de eficiência 

alimentar, as redes de genes identificadas apresentaram associação com ganho de 

peso, ingestão e eficiência dos alimentos (KERN et al., 2014). 

Em ovinos, estudo de expressão gênica diferencial em um padrão de 

cicatrização óssea retardada resultou na identificação de genes inéditos (JÄGER et 

al., 2011). Jaeger et al. (2015), estudando a síndrome da disgalactia em suínos por 

meio da técnica de microarranjos para analisar células epiteliais mamárias 

desafiadas pelos patógenos causadores da mastite Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus, identificaram que um núcleo de resposta imune inata é 

parcialmente compartilhado por E. coli e S. aureus. A infecção por E. coli induz a 

resposta inflamatória muito mais rápida e forte do que a infecção por S. aureus. A 

dimensão e eficácia da defesa imune celular após a infecção é determinada pelo 

reconhecimento do hospedeiro aos diferentes perfis estruturais e patogênicos 
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(JAEGER et al., 2015). Assim, como em diferentes espécies, diferentes raças 

também podem apresentar variação no transcriptoma, uma vez que o transcriptoma 

difere entre indivíduos. Isso é demostrado no estudo de Suárez-Vega et al. (2014) 

no qual, comparando transcriptoma do leite de duas raças de ovinos por meio de 

RNA-seq, detectaram um conjunto de genes com expressão diferencial. 

Em estudo realizado com vacas em lactação submetidas a moderado e alto 

balanço energético negativo, a técnica de RNA-seq mostrou-se eficiente para 

detectar transcritos em amostras de fígado (MCCABE et al., 2012). O impacto de 

estudos do transcriptoma utilizando a abordagem de RNA-seq em amostras de 

fígado de vacas alimentadas com diferentes níveis de energia foi avaliado por 

Shahzad et al. (2014), que identificaram maiores níveis de transcrição de genes no 

fígado quando os animais recebiam maior proporção de energia na dieta pré-parto. 

Para a seleção de animais com alta produção de leite, é de suma importância 

associar os resultados obtidos por estudos utilizando a tecnologia de RNA-seq, uma 

vez que permitem a investigação da expressão gênica em animais acometidos com 

doenças como a mastite, que altera a produção de leite. 

O envolvimento de células do epitélio mamário que contribuem com a 

resposta imune contra infecção pelos patógenos E. coli e S. aureus, também 

causadores da mastite em bovinos, foi confirmado por RNA-seq, bem como o 

potencial de miRNAs (microRNAs) como biomarcadores para diagnóstico e 

desenvolvimento de medida de controle desses patógenos (JIN et al., 2014). Em 

transcriptoma de glândula mamária de vacas holandesas com alta e baixa 

porcentagem de proteína e de gordura no leite, foram detectados genes 

diferencialmente expressos por meio de RNA-seq. Isto permitiu a identificação de 

genes candidatos que possam contribuir para caracterização de qualidade do leite, 

bem como o conhecimento da complexidade do transcriptoma da glândula mamária 

(CUI et al., 2014). 

 

2.7 Sequenciamento de RNA e métodos computacionais para análise da 

expressão gênica diferencial 

O sequenciamento de RNA utilizando a plataforma HiSeq 2000 (Illumina, CA, 

EUA), é altamente acurado, o que resulta em baixa taxa de erros e permite o 
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sequenciamento de um maior número de dados com menor custo. Após o 

sequenciamento, a análise dos dados de RNA-seq pode ser realizada por softwares 

livres e comerciais de fácil utilização, com os quais podem ser realizados todo o 

trabalho de análise de expressão gênica (WICKRAMASINGHE et al., 2014). 

TopHat (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009) é um programa utilizado 

para o alinhamento das “reads” obtidas a partir do sequenciamento com um genoma 

referência. O programa Bowtie (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) era 

muito utilizado para alinhamento das “reads”, no entanto, devido sua incapacidade 

de alinhar “reads” que se encontram nas junções de éxons, foi desenvolvido o 

programa TopHat que não apresenta essa limitação e por isso é mais indicado para 

fazer o alinhamento. Em seguida, a montagem individual do transcriptoma a partir 

das “reads” alinhadas com o genoma referência pode ser feita com o programa 

Cufflinks, que após a fase de montagem, quantifica os níveis de expressão de cada 

sequência obtida em determinada amostra (TRAPNELL et al., 2013). 

A acurada detecção de mudança na expressão gênica entre duas condições 

experimentais é afetada pela abundância (número de contagem por amostra) e pelo 

número de replicatas. Tendo em vista a variabilidade técnica e biológica, o número 

de contagem por amostra deve ser grande o suficiente para obter variâncias 

precisas em amostras idênticas para cada condição do experimento, sendo que 

quanto maior o número de “reads” por amostra, maior a capacidade de detecção de 

genes diferencialmente expressos pelos métodos estatísticos. O número de 

replicatas ideal depende da variância entre as replicatas, sendo que quanto maior a 

variância entre as replicatas, maior número de replicatas é necessário (BROWN; 

GOECKS, 2013).  

O limiar para identificar a expressão diferencial de genes de forma acurada 

para dados de RNA-seq é dada pela profundidade de cobertura, que indica que o 

total de “reads” é muitas vezes maior do que o tamanho da sequência estudada. Até 

certo ponto o aumento da profundidade de cobertura aumenta o número de genes 

identificados, a partir de então, seu aumento mostra um decréscimo constante na 

detecção de genes diferencialmente expressos (BROWN; GOECKS, TAYLOR, 

2013). 
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Os métodos para análise de expressão diferencial dos dados de contagem 

replicados são variáveis, bem como seus resultados. Métodos bastante utilizados e 

que reportam bons resultados são os implementados nos pacotes edgeR 

(ROBINSON; McCARTHY; SMYTH, 2010) e baySeq (HARDCASTLE; KELLY, 2010), 

do repositório Bioconductor de pacotes de softwares desenvolvidos em R (R 

Development Core Team, 2015), e o algoritmo Cuffdiff (TRAPNELL et al., 2010a) 

implementado no programa Cufflinks. Ambos têm a mesma finalidade, porém são 

baseados em diferentes parâmetros, permitindo assim, a obtenção de resultados 

diferentes. 

Pelo método edgeR, um modelo de Poisson para dados sobredispersos é 

usado para explicar a variabilidade biológica e técnica (variabilidade presente nas 

diferentes tecnologias de sequenciamento), sendo que métodos empíricos de Bayes 

são usados para moderar o grau de sobredispersão por meio dos transcritos e 

podem melhorar a confiabilidade da inferência. Tem capacidade menos 

conservadora com experimentos realizados com amostras pequenas (SONESON; 

DELORENZI, 2013). Essa metodologia assume distribuição binomial negativa dos 

dados e pode ser utilizada com número mínimo de replicações, com pelo menos 

uma condição experimental replicada (ROBINSON; McCARTHY; SMYTH, 2010). 

Esta estima expressão diferencial para cada gene usando um teste exato análogo 

ao teste de Fisher ou usando um modelo baseado em GLM (“Generalized Linear 

Model”), ambos adaptados para sobredispersão dos dados (ROBINSON; SMYTH, 

2008). ,  

O algoritmo baySeq também utiliza a adordagem de Bayes empírica para 

detectar os padrões de expressão diferencial dentro de um conjunto de amostra 

oriunda do sequenciamento. O algoritmo assume distribuição binomial negativa para 

os dados e obtém distribuição prévia empiricamente determinada a partir de todo o 

conjunto de dados (HARDCASTLE; KELLY, 2010). 

O algoritmo Cuffdiff2 (TRAPNELL et al., 2013) utiliza o teste t para avaliar a 

significância estatística. O mesmo estima a expressão ao nível de transcriptoma 

controlando a variabilidade dos dados, com capacidade para detectar ambiguidades 

do mapeamento, por meio de uma medida de incerteza. As estimativas de incerteza 

e a variabilidade ao redor das replicatas são combinadas sob um modelo beta 
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binomial negativo, para estimar a variância das estimativas de contagem. O modelo 

assume que o número de “reads” produzidas por cada transcrito é proporcional a 

sua abundância, mas flutua devido a variabilidade técnica durante a preparação das 

bibliotecas, o sequenciamento e a variabilidade biológica entre as replicações do 

experimento (TRAPNELL et al., 2012). 

Tecnologias de sequenciamento de alto rendimento são incorporadas no 

campo de estudos de níveis de expressão em dados de transcriptoma com 

aplicação na genômica funcional. A análise desses dados em estudo de expressão 

gênica envolve a verificação de que a contagem de transcritos é diferente 

estatisticamente em diferentes condições experimentais. Assim, a aplicação dessa 

tecnologia e dos diferentes métodos de análise diferencial, permite o maior 

entendimento de características importantes para o progresso genético animal, 

possibilitando a identificação de genes funcionalmente relacionados com o 

desenvolvimento da mastite. 
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CAPÍTULO 2 - Expressão gênica diferencial em úbere extracorpóreo de vacas 

leiteiras mestiças Holandês-Zebu, infectado 

experimentalmente por Streptococcus agalactiae analisada por 

diferentes métodos computacionais 

 

1. Introdução 

Mastite é a inflamação da glândula mamária que pode ser causada por 

mudanças metabólicas e fisiológicas, trauma ou presença de microrganismos 

patogênicos ambientais ou contagiosos (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). A mastite é 

responsável por importantes perdas econômicas na bovinocultura leiteira, uma vez 

que provoca alterações no volume e qualidade do leite produzido. 

A mastite pode ser classificada em clínica e subclínica, dependendo da sua 

causa. O influxo de células inflamatórias no hospedeiro em resposta a mastite 

caracteriza-se pelo envolvimento inicial de neutrófilos, seguido principalmente de 

macrófagos e na fase final por fibroblastos, que juntos resultam em aumento da 

celularidade no tecido, evoluindo para fibrose e causando a involução mana (RIET-

CORREA et al., 2001). O agente patogênico Streptococcus agalactiae está 

associado à mastite subclínica, com alta taxa de transmissão no rebanho (NEAVE et 

al., 1969). 

A glândula mamária concentra as vias biológicas relacionadas à ocorrência da 

mastite e a resposta imunológica contra o patógeno (CARNEIRO; DOMINGUES; 

VAZ, 2009). Assim, a investigação de genes transcritos nesse tecido, que codificam 

componentes de diversas vias biológicas e processos celulares, pode viabilizar 

maior entendimento de mecanismos moleculares relacionados ao desenvolvimento e 

ocorrência dessa enfermidade e a influência da mesma em diversos processos 

fisiológicos de importância para a produção animal. A associação do padrão de 

expressão gênica com determinados fenótipos, como a presença e a ausência de 

doenças, é uma importante ferramenta para a geração de estratégias de manejo e 

de seleção que priorizem a utilização de animais mais resistentes à mastite. 

A necessidade de buscar animais mais adaptados e de maior produtividade, 

levou a utilização de mestiços Holandês-Zebu, que é indicado para obtenção de 
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animais rústicos e com alta capacidade de produção de leite a pasto, quando 

comparada com outros mestiços e raças compostas (FILHO, 2015). Em adição, a 

utilização de raças compostas Holandês-Zebu permite o aproveitamento de 

características de alto desempenho quanto à precocidade, fertilidade e longevidade 

(Associação Brasileira da Raça Girolando, 2016). 

A investigação da expressão gênica da mastite de forma abrangente é 

possível com o uso da técnica de sequenciamento de RNA (RNA-seq), uma vez que 

a mesma viabiliza a análise de todo o conjunto de transcritos de um tecido (WANG; 

GERSTEIN;  SNYDER, 2009). Métodos computacionais disponíveis para análise de 

expressão gênica (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010a; HARDCASTLE; 

KELLY, 2010; TRAPNELL et al., 2010a) apresentam grandes diferenças e nenhuma 

metodologia isoladamente é considerada ideal para todas os delineamentos 

experimentais (SEYEDNASROLLAH; LAIHO; ELO, 2013). 

Estudos de análise do transcriptoma do tecido mamário permitem a 

caracterização do perfil da expressão gênica, pela identificação de genes e suas 

variáveis capazes de conferir resistência/susceptibilidade à mastite. A caracterização 

do perfil de expressão de genes associados à mastite está mais avançada apenas 

para animais da raça Holandesa (BANNERMAN et al., 2004a, 2004b; LUTZOW et 

al., 2008; GUINTER et al., 2009; GUINTER et al., 2010). Existem indícios de 

diferenças no perfil de expressão de genes associados a ocorrência de mastite 

clínica em animais das raças Holandesa, Gir e seus cruzamentos pela técnica de 

microarranjo (FONSECA, et al 2009; FONSECA et al., 2011), porém nestes estudos 

não foi utilizado sequenciamento de RNA das amostras. 

Sabe-se da participação do S. agalactiae como um dos causadores de 

mastite. Existem evidências que em animais da raça Gir leiteiro com infecção 

intramamária causada por S. agalactiae, por meio da técnica de microarranjos, 

muitos genes relacionados à resposta imune são diferencialmente expressos nas 

primeiras horas após a inoculação deste agente patogênico (FONSECA et al., 2015). 

A análise da interação dos genes durante a mastite causada por S. agalactiae, 

utilizando RNA-seq, pode aumentar o conhecimento sobre a regulação da resposta 

imune em úbere de animais acometidos, uma vez que é possível a identificação de 

novos genes associados à resposta imune a esse patógeno. 
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Assim, este trabalho teve como objetivo detectar, por meio de três métodos 

computacionais distintos, a expressão gênica diferencial de dados de contagem de 

transcritos, obtidos por RNA-seq de glândula mamária de vacas leiteiras mestiças 

Holandês-Zebu, mantida em um sistema extracorpóreo, infectada 

experimentalmente com S. agalactiae e estudar o perfil de expressão do total de 

genes identificados e aqueles comuns aos três métodos relacionados ao 

desenvolvimento da mastite, a fim de contribuir para melhor entendimento dos 

processos celulares e vias biológicas envolvidos com a expressão desta 

característica. 

 

2. Material e Métodos 

2.1  Delineamento experimental 

Quatro vacas mestiças Holandês-Zebu foram abatidas no Campo 

Experimental José Henrique Bruschi da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora, 

MG, Brasil. Os úberes foram perfundidos e inoculados experimentalmente com S. 

agalactiae. Para cada úbere, dois quartos foram inoculados (anterior esquerdo - AE; 

e posterior esquerdo - PE) e dois foram utilizados como controle (anterior direito - 

AD; e posterior direito - PD). As biópsias foram feitas do tecido alveolar nos tempos 

0 e 3 horas após a perfusão do tecido. Portanto, ao todo, foram obtidas 16 amostras 

para as reações de RNA-seq (4 vacas x 2 amostras por vaca em cada tempo x 2 

tempos por amostra). As comparações T0C x T0I e T3C x T3I foram realizadas, em 

que T0 e T3 indicam os tempos de colheita 0 e 3 horas após a perfusão do tecido, e 

C e I indicam o quarto controle e Inoculado dos úberes, respectivamente. O 

experimento foi realizado com apoio da FAPEMIG e do CNPq. 

 

2.2  Isolamento e manutenção da glândula mamária 

O sistema extracorpóreo foi preparado como descrito por Kietzmann et al. 

(1993) e Ehinger e Kietzmann (2000a, b) com algumas modificações. Úberes 

saudáveis de vacas em lactação abatidas foram colhidos. Os úberes foram 

examinados visualmente e por palpação e o leite foi colhido para realização de 

testes microbiológicos e contagem de células somáticas antes do abate. Entre 10 a 
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15 minutos após o abate, foi administrado via artéria pudenda uma solução de 

Tyrode (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; CaCl22H2O 1,36 mM; MgCl26H2O 0,5 mM; 

NaH2PO4H2O 0,36 mM; NaHCO3 11,9 mM; Glicose 5,5 mM) e heparina 1% para 

impedir a formação de coágulos dentro dos vasos e consequentes obstruções. As 

glândulas foram então transportadas em caixas isotérmicas refrigeradas para o 

Laboratório de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG, 

Brasil, onde os úberes foram fixados em suporte mimetizando a posição ortostática. 

As artérias e veias maiores foram canuladas e perfundidas com solução de Tyrode 

gaseificada com uma mistura de gás (CO2 5% e O2 95%), através de tubos de 

silicone com o auxílio de bomba peristáltica. A pressão constante de 50 mmHg foi 

mantida para assegurar um fluxo de perfusato de 100 a 120 mL/min, necessário 

para homeostase hidroeletrolítica mimetizando o que ocorre “in vivo”. 

 

2.3  Inoculação com o patógeno S. agalactiae 

Para os quartos inoculados, foi preparado inóculo de uma cepa de S. 

agalactiae isolada de uma cultura pura do leite de uma vaca com mastite subclínica, 

pertencente à Coleção de Culturas de Microrganismos Causadores de Mastite, 

mantida na Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. Para preparo do inóculo, a 

cultura foi diluída em tampão fosfato salino 1X (PBS: KCl 2,7 mM; K3PO4 2 mM; 

NaCl 137 mM e NaH2PO4 10 mM), em concentração final de 100 unidades 

formadoras de colônia (CFU)/mL. A suspensão bacteriana foi inoculada em um 

volume final de 10 mL. Os outros quartos (controle) foram inoculados com PBS 1X 

estéril. O procedimento de perfusão da glândula mamária, biópsia e inoculação do 

patógeno é parte da tese de doutorado de Isabella Silvestre Barreto Pinto (Programa 

de Pós-Graduação em Ciências Biológicas - Universidade Federal de Juiz de Fora). 

 

2.4  Colheita de tecido mamário 

Amostras de tecido alveolar de cada glândula mamária foram colhidas 

assepticamente por biópsia nos tempos 0 e 3 horas após a perfusão do tecido, com 
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a utilização de agulha Tru-Cut, e conservadas em RNAlater® (Ambion, Austin, TX, 

EUA) até a extração do RNA. 

 

2.5  Extração do RNA 

A extração de RNA foi realizada no Laboratório de Genética Molecular da 

Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG. O RNA total de cada uma das amostras 

foi extraído com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante, o qual se baseia na lise celular, seguida por 

tratamento com DNase para eliminar possíveis contaminações por DNA, ligação do 

RNA à membrana de sílica-gel, purificação e eluição do RNA total. O RNA foi 

extraído dos quatro tetos (2 inoculados e 2 controles). Cada extração foi realizada 

em duplicata. O RNA total isolado foi quantificado por espectrofotometria 

(NanoDrop®, Wilmington, DE, EUA) e a sua qualidade avaliada pelo índice RIN 

(RNA Integrity Number), após corrida em Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, 

EUA), em que a média do RIN e respectivo desvio-padrão 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 análise de sequenciamento.  

 

2.6  Sequenciamento de RNA 

Os procedimentos relacionados ao RNA-seq foram realizados no Laboratório 

Multiusuário Centralizado – Genômica Funcional Aplicada à Agropecuária e 

Agroenergia - Laboratório de Biotecnologia Animal, da Escola Superior de 

Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), da Universidade de São Paulo (USP), em 

Piracicaba - SP. 

O kit “TruSeq RNA sample preparation” (Illumina, CA, EUA) foi utilizado para 

preparar uma biblioteca para cada amostra e adicionar o “barcode” para 

identificação das mesmas, seguindo as especificações do fabricante. Os cálculos 

para o sequenciamento foram realizados, esperando-se obter cerca de 19 milhões 

de sequências curtas por amostra, com 100 pares de base cada. As bibliotecas 

foram quantificadas por qPCR e o sequenciamento “paired-end” foi realizado 
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utilizando o “SBS sequencing kit v.3” (Illumina, CA, EUA), em duas “lanes” por 100 

ciclos, com a plataforma HiSeq 2000 (Illumina, CA, EUA) e os adaptadores foram 

removidos das “reads”. 

 

2.7  Controle de qualidade e alinhamento 

A qualidade dos dados foi verificada com a ferramenta FastQC (Galaxy tool 

version 0.65) disponível na plataforma Galaxy (AFGAN et al., 2016) 

(https://usegalaxy.org/). O alinhamento das “reads” foi realizado sem fazer o 

“trimming” por qualidade e descarte das “reads” de baixa qualidade ou ambiguidade, 

uma vez que durante o alinhamento, “reads” de baixa qualidade não são alinhadas. 

Para confirmar que a mesma qualidade de mapeamento foi obtida, o “trimming” foi 

realizado e, como esperado, não aumentou a porcentagem do mapeamento quando 

comparado ao mapeamento sem “trimming”. 

As sequências curtas de cada amostra foram alinhadas com a versão do 

genoma bovino referência UMD 3.1 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus), com o algoritmo TopHat 

(Galaxy tool version 2.1.0) (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009), conforme 

protocolo descrito por Trapnell et al. (2012), seguindo as configurações padrão do 

TopHat. As “reads” não alinhadas com o genoma referência bovino foram 

submetidas ao algoritmo de alinhamento local blast (“Basic Local Alignment Search 

Tool) para identificar as bibliotecas de sequências que se assemelham a essas 

“reads”. Esse processo foi realizado na plataforma Galaxy, na qual utilizou-se o 

programa NCBI BLAST + blastx (Galaxy tool version 0.1.07) com a opção de 

proteínas não redundantes. 

A partir dos resultados do alinhamento das “reads” com o genoma referência 

bovino, a montagem individual dos transcritos para cada amostra foi realizada 

utilizando o programa Cufflinks (Galaxy tool version 2.2.1.0) (TRAPNELL et al., 

2010b). As configurações padrão do “software” foram utilizadas, sendo que a 

anotação de referência foi utilizada como guia. O Cufflinks pode estimar as 

abundâncias pela unidade FPKM (fragmentos por kilobase de transcritos por milhão 

de fragmentos mapeados), ou seja, o nível de expressão, quantificando as “reads” 

https://usegalaxy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus
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que mapearam para cada transcrito e normalizando essas contagens para o 

rendimento total do equipamento. 

Em seguida, a expressão gênica foi calculada por meio das contagens dos 

fragmentos alinhados que foram mapeados aos éxons, utilizando o software Htseq-

count (Galaxy tool version 0.6.1galaxy1) (ANDERS; PYL; HUBER, 2014). Esse 

processo de contagem, também denominado sumarização, permite detectar os 

genes expressos, organizando-os em uma matriz de expressão. 

Para verificar o nível de similaridade entre as amostras, a técnica multivariada 

denominada escalonamento multidimensional (MDS) foi utilizada. O algoritmo 

calcula a distância entre as amostras com base em uma matriz de distância em um 

espaço multidimensional, em dimensão reduzida, construída a partir das variáveis 

escolhidas para agrupar as amostras (HAIR et al., 2009). 

 

2.8  Análises estatísticas 

2.8.1 Método edgeR 

O método da máxima verossimilhança condicional ajustada pelos quantis 

(qCML) foi utilizado em um teste exato análogo ao teste exato de Fisher 

(ROBINSON; SMYTH, 2008). Para determinar a expressão diferencial pelo método 

implementado no pacote edgeR (Galaxy tool version 0.0.2) (ROBINSON; 

MCCARTHY; SMYTH, 2010a) considerou-se o parâmetro de comparação “pair wise” 

para tipo de análise e assumiu-se que os dados de contagem seguiam distribuição 

binomial negativa. O modelo sob distribuição Binomial Negativa (NB) utilizado em 

blocos casualizados incompletos equilibrados para modelar os dados, é descrito por: 

),(~ ggjigi pMNBY   

em que g é o gene e i é a amostra, Mi é o tamanho da biblioteca (número total 

de “reads”), øg é a dispersão e pgj é a abundância relativa do gene g no grupo 

experimental j para o qual a amostra i pertence. Para a parametrização da NB, a 

média é µgi = gji pM  e a variância é µgi(1 + µgi øg). Para proceder a análise, o fator de 

normalização, chamado TMM (“trimmed mean of M-values”) entre cada par de 

amostras foi estimado (ROBINSON; OSHLACK, 2010b). A expressão de cada gene 

foi calculada como média de expressão de todas as amostras para cada grupo e 
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apresentada como média da função logarítmica das contagens por milhões (CPM - 

“counts per million”). O procedimento de Benjamini e Hochberg (1995) foi utilizado 

para indicar a proporção esperada de hipóteses nulas rejeitadas erroneamente, 

possibilitando o controle da taxa de falsas descobertas (“False Discovery Rate” - 

FDR) e valores de significância ajustadas para FDR < 1% foram utilizados para 

identificar os genes diferencialmente expressos. 

 

2.8.2 Método baySeq 

O baySeq (HARDCASTLE; KELLY, 2010) implementado como um pacote do 

repositório R/Biocondutor (R package version 1.16.0), baseado em Inferência 

Bayesiana, utiliza informações a priori para ajustar um modelo não linear aos dados, 

visando quantificar perturbações e incertezas em suas estimativas (LIU; 

LOGVINENKO, 2003). O método assume distribuição binomial negativa e por 

iterações até a convergência, obtém-se pela máxima verossimilhança uma 

distribuição de probabilidade prévia empiricamente determinada a partir do conjunto 

de dados inteiros (HARDCASTLE; KELLY, 2010).  

),(~ qqlij i
MNBY   

em que Yij é o número de “reads” do gene i na j-ésima amostra, iqlM é a média e 

q é a dispersão. Os dados de contagem do conjunto com n=16 amostras A = {A1, 

..., A16} em que os dados observados para um gene em particular, c, é dado por (uic, 

..., unc) em que uic é a contagem para determinado gene c para amostra i. Então, 

para cada amostra Ai, o tamanho da biblioteca foi obtido como um fator de escala li. 

Assim, para cada gene (c), considerou-se que os dados (D) eram: 

)},...,(),,...,{( 161,
lluuDc nclc  

Após, os modelos foram definidos para o conjunto de dados, considerando os 

tratamentos inoculado (P) e controle (C). Modelo 1, geral, considerando os dados 

como se fossem de um único tratamento, sem diferença: 

)}(),,,,,{(
4,3,2,1,4,3,2,1,4,3,2,14321 CCCCPPPPCCCCPPPPPC lllllllluuuuuuuuD 

 

Modelo 2, alternativo, considerando as diferenças entre os tratamentos: 
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)}(),,,,{(
4,3,2,14321 PPPPPPPPP lllluuuuD   

)}(),{(
4,3,2,14,3,2,1 CCCCCCCCC lllluuuuD   

Por fim, fez-se a comparação entre os modelos 1 e 2, estimando o fator de 

normalização “Relative log expression” (RLE), descrito por Anders e Huber (2010). 

Desta forma, o método produz probabilidades posteriores em vez de valores de 

significância e possui controle da FDR. O critério de p < 1%, sendo p a probabilidade 

posterior, foi utilizado para determinar genes diferencialmente expressos. 

 

2.8.3 Método Cuffdiff 

Um modelo de distribuição binomial negativa beta para leitura dos dados de 

contagem e teste t para diferencial de expressão foi utilizado pelo método Cuffdiff 

(TRAPNELL et al., 2013), que está implementado no pacote Cufflinks (TRAPNELL et 

al., 2010a; b), desenvolvido para identificação de genes diferencialmente expressos 

e “splicing” diferencial. Procedimento geométrico para normalização, semelhante ao 

DESeq e classificado pelo FPKM, foi utilizado para explicar as diferentes 

profundidades, ou seja, quantas leituras são necessárias para observar toda a 

sequência em estudo. Outros parâmetros utilizados foram: “Dispersion estimation 

method” = “pooled”; “Min Alignment Count” = 10 e “apply length correction” = 

“cufflinks effective length correction”. 

) ,(~
2j

t

j

t

j

t NBx  

em que, j

tx  é o número de fragmentos na replicata j a partir do transcrito t, µ é a 

média e  2 é a variância. Para controle de FDR, foi utilizado o procedimento de 

Benjamini e Hochberg (1995), também usado pelo método edgeR, sendo que 

valores de significância ajustadas por FDR < 1% foram utilizados para identificar os 

genes diferencialmente expressos. 
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2.9  Análise da ontologia gênica e identificação de vias metabólicas para o 

total de genes identificados e aqueles comuns aos três métodos 

computacionais 

As inferências sobre o papel funcional dos genes foram realizadas com o total 

de genes identificados pelos três métodos. As inferências foram realizadas utilizando 

o software DAVID Bioinformatic Resources 6.8 Beta (HUANG, D. W.; SHERMAN, B. 

T.; LEMPICKI, R. A., 2009a; b). Para análise das vias e processos biológicos, os 

genes com expressão diferencial foram submetidos ao DAVID, e anotados como 

“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) e termos de ontologia gênica.  

Os genes com expressão diferencial em função do tempo e tratamento foram 

identificados de acordo com sua função biológica e, posteriormente, categorizados e 

hierarquizados em grupos funcionais. Esse agrupamento gênico permite investigar 

padrões de expressão dos grupos funcionais, podendo-se chegar à identificação de 

processos celulares, de componente celular, função celular e vias biológicas 

diferencialmente reguladas. A análise do perfil transcricional foi associada aos 

cenários caracterizados pela infecção causada pela inoculação de S. agalactiae. 

 

3. Resultados e Discussão 

O número total de “reads” geradas pelo RNA-seq foi de 842.604.108, sendo o 

número médio de “reads” por amostra de 26.331.378,38. O controle de qualidade 

das “reads”, realizado por meio do software FastQC (Apêndice A - Qualidade de 

sequência por base) permitiu uma visão geral da variação de qualidade em todas as 

bases sequenciadas em cada posição no arquivo de entrada fastq. As amostras 

foram consideradas de boa qualidade, uma vez que a média para cada base 

sequenciada está acima do ponto 25 do eixo y, que representa os índices de 

qualidade Phred (probabilidade de determinada base ter sido lida incorretamente). 

A boa qualidade das bibliotecas de cDNA, em conjunto ao conhecimento que 

programas de mapeamento conseguem trabalhar com possíveis variações de 

qualidade, não mapeando “reads” com bases erradas, proveu segurança na tomada 

da decisão de continuar as análises sem realizar o “trimming” das “reads”. O 

alinhamento sem “trimming” das bibliotecas resultou em uma média de 88,89% de 

“reads” mapeadas por biblioteca (Tabela 1). Valores próximos foram encontrados 
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por Cui et al. (2014), que também alinharam amostras de tecido mamário com 

auxílio do software TopHat. 

Quando foi realizado o mapeamento com “trimming” das bibliotecas, em 

média 88,91% de “reads” foram mapeadas por biblioteca. Essa pequena diferença 

na porcentagem média de mapeamento é explicada uma vez que o número de 

“reads” de entrada no alinhamento é menor, já que foi realizado o “trimming” das 

bibliotecas. 

Tabela 1 – Número e porcentagem de “reads” mapeadas por biblioteca (“Left”, 
“Right” and “aligned pairs”) 

Alinhamento 

    Número % Número % Número % 

Amostra 
Identificação 
da Amostra 

"Left reads"   "Right reads"   "Aligned pairs"   

Controle G7T0 30692458 89,9 30419535 89,1 29164959 84,2 
Controle G7T3 23756098 87,9 23934459 88,6 22638978 82,6 
Controle G8T0 21164058 90,4 21137250 90,3 20248224 85,3 
Controle G8T3 23096338 89,0 23253768 89,6 21943088 83,9 
Controle G9T0 23054518 87,5 23235820 88,2 21811906 82,3 
Controle G9T3 22784883 90,2 22690679 89,9 21607226 85,0 
Controle G10T0 21290821 88,6 21216345 88,3 20123296 82,6 
Controle G10T3 19639786 89,2 19736210 89,7 18642344 83,9 
Inoculada G7T0 22510799 86,3 22658924 86,9 21280138 80,9 

Inoculada G7T3 23227834 89,8 23142353 89,5 22129511 84,2 
Inoculada G8T0 21707055 88,3 21809049 88,7 20653152 82,8 
Inoculada G8T3 22543993 89,5 22395590 88,9 21408569 83,8 
Inoculada G9T0 33428420 90,4 33434970 90,4 31943198 85,1 
Inoculada G9T3 22334160 88,4 22479819 89,0 21294357 83,2 
Inoculada G10T0 21647272 86,5 21777734 87,0 20470883 80,5 
Inoculada G10T3 21589981 89,5 21473579 89,0 20466780 83,8 

Identificação da amostra: G7 à G10 (número da amostra); T0 e T3 (tempo após a 
perfusão do tecido). 

 

As “reads” não alinhadas com o genoma referência bovino que foram 

submetidas ao algoritmo de alinhamento local blast são sequências semelhantes a 

diversas outras espécies, incluindo espécies pertencentes à família dos bovídeos. 

Muitas dessas sequências estão relacionadas a processos do sistema imune, 

sugerindo que esses alelos, por serem muito polimórficos, ainda não foram 

identificados e anotados no genoma de Bos taurus. 
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Por meio da análise multivariada de escalonamento multidimensional - MDS, 

verificou-se que a amostra controle do animal 7 no tempo de colheita de 3 horas 

após a perfusão do tecido, agrupou-se com as amostras inoculadas (Figura 1). Essa 

similaridade com as amostras inoculadas pode ser indicativa de algum trauma neste 

quarto, que é uma das causas da mastite ou indicativa de contaminação. Não foram 

feitas análises para confirmar a causa desse resultado inesperado e, por esse 

motivo, essa amostra foi excluída das análises. 

 
Figura 1 – Dispersão das amostras obtida por análise multivariada de 

escalonamento multidimensional. Identificação da amostra: G7 à 
G10 (número da amostra); T0 e T3 (tempo após a perfusão do 
tecido); Azul e Vermelha (Quarto do úbere controle e inoculado, 
respectivamente). 

 

Foram encontradas 27.404 sequências expressas no tecido mamário, das 

quais 21.691 foram identificadas como genes e 5.821 como sequências expressas 

ainda não descritas, que foram denominadas “XLOC”. No genoma bovino, 26.453 
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genes estão anotados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus. 

Acesso em 07 de março de 2016). Os números de genes diferencialmente 

expressos encontrados de acordo com o método estão descritos na Tabela 2. 

Tabela 2 - Número de genes diferencialmente expressos para os contrastes nos 
métodos computacionais estudados. 

Contraste* Métodos 

 
edgeR baySeq Cuffdiff 

Inoculado T0 x Controle T0 0 0 0 

Inoculado T3 x Controle T3 1756 1161 3389 

*T0 e T3: Tempos 0 e 3 horas após a perfusão do tecido, respectivamente. 
 

O método frequentista, implementado pelo edgeR, utiliza estimativa de Bayes 

empírico e teste exato baseado em distribuição binomial negativa e foi desenvolvido 

para analisar experimentos com poucas repetições. Este é utilizado para ajustar a 

sobre dispersão ao redor de genes pelo uso da informação de outros genes 

(SMYTH; VERBYLA, 1996; ROBINSON; SMYTH, 2007; ROBINSON; SMYTH, 

2008). A estratégia padrão implementada por esta metodologia converge estimativas 

de dispersão de genes em direção a uma estimativa comum (ROBINSON; 

MCCARTHY; SMYTH, 2010a) encontrando o máximo da função. 

O método implementado no baySeq também assume distribuição de dados 

binomial negativa e estima probabilidades posteriores da expressão diferencial por 

métodos bayesianos empíricos em vez de níveis de significância (HARDCASTLE;  

KELLY, 2010), encontrando-se as distribuições dos parâmetros. Esse método é 

teoricamente mais restrito comparado com os demais, o que pode ser comprovado 

pelos resultados obtidos, dado que foi verificado um número menor de genes 

diferencialmente expressos para esta metodologia. Uma vantagem da metodologia 

bayesiana é que o resultado esperado em termos de número de genes 

significativamente expressos é ponderado pelas informações a priori. 

O método implementado pelo Cuffdiff mede a expressão de um transcrito 

assumindo distribuição beta binomial negativa para os dados de contagem, sendo 

que a mudança nessa contagem é considerada para identificar genes 

diferencialmente expressos (TRAPNELL et al., 2013). Para controlar a variabilidade 

em profundidade do sequenciamento (OSHLACK; ROBINSON; YOUNG, 2010), o 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=bos%20taurus
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modelo de Poisson é o mais simples e estima a variabilidade por cálculo de 

contagem média entre réplicas (TRAPNELL et al., 2013).  

Os métodos implementados por edgeR e Cuffdiff apresentam suporte para 

análise pareada dos fatores experimentais e para detecção de genes 

diferencialmente expressos sem amostras replicadas. Todavia, o baySeq não 

apresenta suporte para esses experimentos (RAPAPORT et al., 2013). BaySeq tem 

sua performance igual ao método edgeR para pequeno número de bibliotecas, já 

para um número maior de bibliotecas, baySeq demonstra melhora na performance 

sobre o edgeR (HARDCASTLE; KELLY, 2010). 

Existem diferenças entre os resultados obtidos pelas metodologias utilizadas 

para diferencial de expressão gênica (Figura 2), sendo que apenas 122 genes 

identificados foram comuns aos três métodos. O método edgeR e baySeq são mais 

próximos na detecção de genes uma vez que 900 genes encontrados coincidem 

pelos dois métodos. Quando analisados os métodos edgeR e baySeq em relação ao 

método Cuffdiff, apenas 221 e 145 genes coincidem, respectivamente. Nenhum 

método é provável de ser ótimo para todas as circunstâncias, pois cada um tem 

suas particularidades. Assim, não podemos concluir que uma metodologia é mais 

eficiente do que as demais na detecção de genes, mas os três métodos 

demonstraram ser adequados para análise de genes diferencialmente expressos 

nos dados gerados nesse estudo. 
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Figura 2 - Intersecção entre as quantidades de genes diferencialmente expressos 
reportados pelos três métodos computacionais (EdgeR, baySeq e Cuffdiff) 
por Diagrama de Venn. 

 

Em estudo comparando métodos de diferencial de expressão de genes, o 

edgeR, que necessitou de tempo computacional intermediário, demonstrou-se pouco 

exigente reportando um número maior de genes falsos positivos e genes 

diferencialmente expressos verdadeiros em relação aos demais métodos 

(SONESON; DELORENZI, 2013). No mesmo estudo, o baySeq, com maior 

demanda de tempo computacional, apresentou bom desempenho no controle de 

falsos genes diferencialmente expressos (FDR) quando analisadas amostras 

maiores e na ausência de “outliers”, mas os resultados foram variáveis. 

Rapaport et al. (2013) também visualizaram diferença na detecção de FDR 

comparando os métodos edgeR, baySeq e Cuffdiff. O método implementado pelo 

baySeq se apresentou mais conservador e com maior demanda de tempo 

computacional em comparação ao edgeR, porém ambos apresentaram baixo 

número de falsos positivos. O Cuffdiff apresentou especificidade reduzida, 

mostrando inflação na detecção de genes diferencialmente expressos. Esse caráter 

conservador do baySeq em comparação com o edgeR e Cuffdiff, bem como a 
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possível inflação na detecção de genes diferencialmente expressos pelo Cuffdiff 

pode ser observada nos resultados apresentados nesse estudo, dada a menor 

quantidade de genes diferencialmente expressos obtidos pelo método baySeq 

comparado aos demais (Tabela 2). Em contrapartida, Seyednasrollah, Laiho e Elo 

(2013), referem-se ao Cuffdiff como mais conservador quando comparado com os 

outros métodos, detectando menor número de falsos positivos. 

Soneson e Delorenzi (2013), utilizando a tecnologia RNA-seq em dados 

sintéticos e os métodos implementados pelo edgeR e baySeq, reportaram 1.160 e 

195 genes, respectivamente, corroborando novamente o caráter conservador do 

baySeq. Seyednasrollah, Laiho e Elo (2013), trabalhando com 4 repetições de dados 

reais e simulados de camundongos obtidos por RNA-seq, obtiveram em média 219 e 

1.388 genes diferencialmente expressos, respectivamente, quando analisados pelo 

edgeR. Pelo baySeq, os autores reportaram 14 e 388 genes diferencialmente 

expressos para dados simulados e reais, e pelo método Cuffdiff2.1, um e 1.209 

genes, respectivamente. Ainda com 4 repetições, mas com dados reais de humanos, 

as médias dos genes diferencialmente expressos pelos métodos baySeq, edgeR e 

Cuffdiff foram, 18, 54 e 149 genes, respectivamente. Maior número de genes 

diferencialmente expressos também foram detectados pelo método Cuffdiff, seguido 

pelo edgeR e baySeq no presente estudo. 

Utilizando o método implementado pelo Cuffdiff, em dados de RNA-seq de 

glândula mamária de vacas holandesas com alta e baixa porcentagem de proteína e 

de gordura no leite, seis genes foram detectados pelo Cuffdiff (CUI et al., 2014), 

número bem menor do que o encontrado pelo mesmo método em outros 

experimentos. As metodologias utilizadas não podem ser comparadas, uma vez que 

são baseadas em parâmetros diferentes para execução, tendo assim resultados 

diferentes dependentes da caracterização experimental.  

Foram identificados apenas 122 genes com expressão diferencial em comum 

pelos três métodos utilizados (Figura 2). Talvez utilizar apenas esses genes para 

continuação das análises poderia evitar o uso de possíveis genes falsos positivos, 

uma vez que seria obtido um suporte maior de que esses genes apresentaram real 

expressão diferencial no tecido mamário. No entanto, não pôde ser concluído que os 

genes que foram identificados por apenas um ou dois métodos são falsos positivos, 
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uma vez que dependendo do delineamento experimental, altera-se a eficácia dos 

métodos na detecção de genes. Assim, muitos genes de interesse seriam 

desconsiderados e o suporte estatístico nas análises de enriquecimento funcional 

seria perdido. A restrição causada pelo uso da intersecção dos resultados dos 

métodos não se mostrou interessante para realizar o enriquecimento funcional.  

Sugerimos estes 122 genes comuns aos três métodos computacionais sejam os 

eleitos para posterior validação, por meio de PCR em tempo real. 

O total de 5.158 genes identificados com os três métodos foi comparado com 

o genoma bovino referência, encontrando 4.214 genes anotados, sendo que os 945 

genes não encontrados concernem em sequências que foram expressas de forma 

diferenciada no tecido mamário infectado por S. agalactiae, mas que ainda não 

foram descritas. Os genes com função biológica anotada foram alocados em 25 

grupos conforme seus processos celulares, de componente celular e função 

molecular (Tabela 3) e enriquecidos em 41 vias metabólicas (Apêndice B). 
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Tabela 3 - Anotação gênica funcional (Processo biológico, Componente celular ou 
Função molecular) e enriquecimento de termos do Gene Ontology (GO) 
dos genes diferencialmente expressos no tecido da glândula mamária na 
presença e ausência de infecção pelo patógeno S. agalactiae 

Número de 
acesso 

Termo N* P-value Bonferroni Benjamini 

Processo Biológico 

GO:0045087 Resposta imune inata 45 5,70E-05 0,01 0,01 

GO:0006954 Resposta inflamatória 42 5,00E-05 0,14 0,07 

GO:0008284 
Regulação positiva da proliferação 
celular 

33 6,70E-04 0,87 0,50 

GO:0042493 Resposta à droga 15 9,80E-04 0,95 0,53 

GO:0019433 Catabolismo de triglicerídeos 7 1,40E-03 0,99 0,58 

GO:0050729 
Regulação positiva da resposta 
inflamatória 

13 3,10E-03 1,00 0,79 

GO:0006749 Metabolismo de glutationa 10 4,40E-03 1,00 0,86 

GO:0007229 
Via de sinalização mediada por 
integrina 

10 4,40E-03 1,00 0,86 

GO:0032760 
Regulação positiva de produção do 
fator de necrose de tumor 

10 4,40E-03 1,00 0,86 

GO:0030199 Organização de fibrilas de colágeno 9 5,90E-03 1,00 0,90 

GO:0007155 Adesão celular 34 6,90E-03 1,00 0,91 

GO:0045766 Regulação positiva da angiogênese 13 7,70E-03 1,00 0,91 

Componente Celular 

GO:0070062 Exossomo extracelular 232 4,50E-07 2,60E-04 2,60E-04 

GO:0005578 Matriz extracelular proteica 36 7,50E-05 0,04 0,02 

GO:0005615 Espaço extracelular 123 1,20E-04 0,06 0,02 

GO:0001725 Fibras de estresse 10 2,20E-03 0,72 0,27 

GO:0005886 Membrana plasmática 176 2,80E-03 0,80 0,28 

GO:0005856 Citoesqueleto 37 3,70E-03 0,88 0,30 

GO:0016021 Componente integral de membrana 299 4,10E-03 0,91 0,29 

GO:0016324 Membrana plasmática apical 24 0,01 10,00 0,52 

Função Molecular 

GO:0008201 Ligação à heparina 24 3,70E-04 0,33 0,33 

GO:0042803 Atividade de homodimerização 64 1,60E-03 0,82 0,58 

GO:0005201 
Constituinte estrutural da matriz 
extracelular  

9 3,00E-03 0,96 0,65 

GO:0003779 Ligação à actina 33 3,90E-03 0,98 0,64 

GO:0051015 Ligação aos filamentos de actina 16 9,10E-03 1,00 0,86 

*número de genes diferencialmente expressos (P ≤ 0,01) 

 

Os processos obtidos pela anotação gênica funcional com interesse maior 

para o estudo em questão são os que envolvem resposta imune inata, resposta 

inflamatória, regulação positiva da proliferação celular, regulação positiva da 

resposta inflamatória, via de sinalização mediada por integrina, regulação positiva de 
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produção do fator de necrose de tumor, organização de fibrilas de colágeno e 

adesão celular (Tabela 3). Esses resultados estão relacionados à resposta 

inflamatória contra agentes patogênicos invasores, que se inicia com a ativação da 

resposta imune inata, possibilitando resposta adaptativa humoral subsequente 

(JUNO; KEYNAN; FOWKE, 2012). A defesa do hospedeiro contra microrganismos 

depende de interação entre as respostas imune inata e adaptativa sendo que, de 

imediato, infecções por bactérias desencadeiam a imunidade inata exigindo a ação 

de macrófagos, neutrófilos e células natural killer. A subsequente ativação da 

resposta imune adaptativa humoral durante a infecção persistente envolve linfócitos 

T CD4 que induzem resposta pró-inflamatória (MEDZHITOV; JANEWAY JR, 1998). 

A limitação do sistema extracorpóreo em relação a não existência de aporte 

celular nas veias e artérias impede que a resposta imune humoral ocorra, uma vez 

que é dependente do recrutamento de células e imunoglobulinas sistêmicas. O 

modelo extracorpóreo permite apenas ação e recrutamento de células presentes no 

tecido e sinalização para recrutamento celular e processos sistêmicos, 

consequentes da resposta imune local. As células presentes no tecido por sua 

capacidade fagocitária tentam remover o patógeno permitindo o reparo da lesão. 

Os receptores TLR (“Toll-like receptors”) são uma classe de receptores 

envolvidos no reconhecimento de patógenos bacterianos pelas estruturas 

conservadas PAMP (“pathogen-associated molecular patterns”), sendo cruciais 

nesse reconhecimento e na construção da resposta imune inata e adquirida 

(RAINARD; RIOLLET, 2006; NETEA et al., 2004). O reconhecimento por TLR é 

patógeno-específico. O receptor TLR-2 (“Toll-like receptor 2”) agrupou-se no 

processo de resposta imune inata e teve sua expressão aumentada neste trabalho. 

Este é ligante para peptideoglicano e ácido lipoteicóico (LTA) de bactérias gram-

positivas, como S. agalactiae. O receptor TLR-4 (“Toll-like receptor 4”) reconhece 

ácido lipoteicóico e lipopolissacarídeos de bactérias gram-negativas (VAN 

AMERSFOORT; VAN BERKEL; KUIPER, 2003; RAINARD; RIOLLET, 2006; 

OVIEDO-BOYSO et al, 2007). 

Goldammer et al. (2004) sugeriram que esses os genes TLR-2 e TLR-4 são 

regulados juntos no início da resposta imune no úbere, uma vez que o nível de 

expressão desses receptores foi aumentado em úberes infectados com 
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Staphylococcus aureus (bactéria gram-negativa) e por S agalactiae. Fonseca et al. 

(2015) observaram em animais da raça Gir infectados com S. agalactiae o aumento 

gradual na expressão de TLR-2 e TLR-4 até 24 horas após a inoculação. No 

presente trabalho, observou-se maior nível de expressão do receptor TLR-2 em 3 

horas após a inoculação de S. agalactiae em úberes extracorpóreos de animais 

mestiços Holandês-Zebu, mas o receptor TLR-4 não apresentou diferença de 

expressão. Isso pode ser indicativo de que a expressão do gene TLR-4 é mais tardia 

quando comparada a expressão do gene TLR-2 em tecido mamário infectado por S. 

agalactiae. Os receptores TLR são indispensáveis iniciadores da expressão de 

quimiocinas pró-inflamatórias necessárias para a quimiotaxia de leucócitos que irão 

destruir os patógenos invasores da mama bovina (IBEAGHA-AWEMU et al., 2008).  

Após o reconhecimento do patógeno, ocorre a sinalização o recrutamento e 

proliferação de células de defesa. SRF (“serum response factor”) é um fator de 

transcrição ainda não caracterizado em bovinos, mas em camundongos é essencial 

para indução de TGFB1I1 mediada por TGF-β, com papel na inibição da proliferação 

celular de músculo liso (WANG et al., 2011). Os genes TGHB1I1 e SRF tiveram sua 

expressão diminuída em nossos estudos, permitindo que ocorra a proliferação 

celular, como é esperado nessa fase da resposta imune.  

O gene CD46 (“CD46 molecule”) é uma glicoproteína transmembranar que 

ancora células nucleadas, tais como granulócitos, linfócitos T, linfócitos B e células 

NK (WANG et al., 2014). A glicoproteína transita entre as respostas imune inata e 

adquirida, controlando a infecção por meio da ativação do sistema complemento e 

resposta celular mediada por linfócitos T (CATTANEO, 2004). Wang et al. (2014) 

sugerem que CD46 tem papel crítico no risco de mastite causada por Streptococcus 

em vacas leiteiras, por mecanismo de “splicing” alternativo, causado por uma 

mutação funcional no íntron 8. Em nossos resultados, o gene CD46 apresentou 

aumento da sua expressão, indicando seu importante papel no risco do 

desenvolvimento da mastite causada por S. agalactiae. 

O gene TCIRG1 (“T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting, 

lysosomal V0 subunit A3”) em humanos tem função central na ativação dos linfócitos 

T e, quando a expressão de sua proteína é inibida, ocorre a inibição de linfócitos Th1 

(UTKU et al., 1998). Como o gene TCIRG1 apresentou expressão aumentada em 
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nossas análises, sugerimos que esse gene também apresenta função na sinalização 

para ativação da resposta Th1, durante a infecção por S. agalactiae em animais 

mestiços Holandês-Zebu. 

O gene PTX3 (“pentraxin 3”) teve sua expressão aumentada em nossos 

resultados. Este gene tem papel descrito em camundongos, na ativação de um ciclo 

de amplificação humoral dependente de complemento da resposta inata, contra um 

agente microbiano (COTENA et al., 2007). Em humanos, esse gene contribui para 

evitar a ativação excessiva do sistema complemento, exercendo sua função no 

controle da inflamação causada pela lesão tecidual (DEBAN et al., 2008). 

Foi observada a diminuição na expressão do gene CD40 (“CD40 molecule”), o 

qual codifica um receptor de proteína de membrana celular com papel na sinalização 

desencadeada por receptores TLR. Este resultado difere dos encontrados por 

Fonseca et al. (2015) e Estes et al. (1998), que observaram aumento da expressão 

desse gene em estudos “in vivo”. Fonseca et al. (2015) observaram o aumento da 

expressão de CD40 em até 24 horas após a inoculação de S. agalactiae em animais 

da raça Gir. CD40 é um coestimulador de linfócitos, pois interagindo com seu ligante 

desempenha importante papel na ativação e sobrevivência de linfócitos B, sendo 

que a proliferação de linfócitos B é iniciada por linfócitos T e mantida por linfócitos B 

(WYKES, 2003). Sugerimos que o aumento de sua expressão seja mais tardio, 

superando as 3 primeiras horas de infecção por S. agalactiae, ou, que o aumento da 

expressão desse gene seja dependente de células dendríticas, que são 

apresentadoras de antígeno aos linfócitos T e então, não é possível que ocorra no 

modelo utilizado neste trabalho. Ainda, outra possível explicação para expressão de 

CD40 estar diminuída é que este possa estar sendo alvo de algum regulador da 

bactéria, para burlar o sistema imune do hospedeiro. 

Os receptores EFNA3 (“ephrin-A3”) e EFNA1 (“ephrin-A1”), que apresentaram 

expressão diminuída em nosso estudo, fazem parte da família dos Ephrins. Esses 

dois receptores podem ser utilizados para ativar todos os receptores Epha-A, que 

são importantes reguladores da adesão de linfócitos T. O aumento da expressão de 

ephrin-A3 aumenta a sensibilidade para adesão de células T (SHARFE et al., 2008). 

A interação entre receptores EphA tem papel na migração transendotelial de 

linfócitos T CD4 e sua correspondência na expressão de ephrin-A1, em células 
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endoteliais, sugere aumento da quimiotaxia (AASHEIM; DELABIE; FINNE, 2005). 

Esses genes parecem ser dependentes de algum outro componente possivelmente 

presente em células sanguíneas para então conseguir desencadear o aumento da 

quimiotaxia, uma vez que tem papel na migração de linfócitos T, as quais fazem 

parte da imunidade humoral e isso não ocorre no modelo de úbere extracorpóreo. 

O gene ALOX5 (“arachidonate 5-lipoxygenase”), que catalisa o primeiro passo 

na biossíntese de leucotrienos, com papel anti-inflamatório e na resolução da 

inflamação (SERHAN, 2007; LEVY; VACHIER; SERHAN, 2012) teve sua expressão 

diminuída em nosso trabalho. Leucotrienos são mediadores lipídicos, derivados do 

ácido araquidônico, que iniciam e aumentam a resposta inflamatória tecidual, tanto 

inata quanto adaptativa, regulando a ativação e recrutamento de leucócitos (OTT et 

al., 2003; TAGER et al., 2003). A construção da resposta por meio dos leucotrienos 

inclui resposta a estímulos contra agentes bacterianos (MANDAL et al., 2008). 

Assim, sugerimos que o gene ALOX5 está envolvido na ativação da resposta 

inflamatória tecidual em resposta a bactéria S. agalactiae em tecido mamário de 

vacas mestiças Holandês-Zebu. Sua expressão diminuída pode ocorrer em resposta 

à algum mecanismo de defesa bacteriana. O possível aumento da expressão desse 

gene pode ser mais tardio e dependente de fatores sanguíneos não presentes em 

nosso cenário. Ainda que todos os fatores necessários para o aumento da sua 

expressão estivessem presentes, o período de 3 horas após infecção pode ser 

pequeno para a observação de recrutamento de leucócitos. 

Como sabemos, a resposta inflamatória na presença de patógenos ativa 

processos apoptóticos como forma de controlar a infecção e eliminar o agente 

causador. O gene DRAM1 (“DNA damage regulated autophagy modulator 1”) em 

células de camundongos, promove disfunção mitocondrial pela acidificação 

lisossomal, fusão dos lisossomos com autofagossomos e apuramento de 

autofagosomos, ativando a autofagia (ZHANG et al., 2013). O gene INHBA (“inhibin 

beta A”) é ligante da superfamília de TGF- β (GADDY-KURTEN; TSUCHIDA; VALE, 

1995) e, assim como o gene TGFB1 (“transforming growth factor beta 1”), tem 

função relatada em processos de apoptose induzidos pela alteração do nível desses 

genes em tecido mamário acometido com mastite, podendo ser importantes em 

processos que ocorrem durante a infecção, como proteção contra danos teciduais, 
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reparação e recuperação do tecido (SHEFFIELD, 1997), podendo evitar que a 

resposta infamatória se prolongue e cause dados irreversíveis podendo afetar a 

capacidade de produção. 

O gene TGFB1I1 (“transforming growth factor beta 1 induced transcript 1”) é 

da mesma família do gene TGFB1, para o qual Fonseca et al. (2015) observaram 

que os níveis de expressão se mantêm elevados até 24 horas após inoculação de S. 

agatactiae em animais da raça Gir, apresentando leve declínio nove horas após 

inoculação. Em nossas análises, os genes DRAM1, INHBA e TGFB1I1 tiveram sua 

expressão diminuída no tecido estudado. Sugerimos três possíveis causas para 

diminuição da expressão desses genes: (1) Como estes genes estão ligados a 

processos apoptóticos que ocorrem em fases mais avançadas da resposta imune, 

as primeiras 3 horas após inoculação de S. agalactiae são insuficientes para que 

esses genes tenham sua expressão aumentada; (2) Bactérias como S. agalactiae 

requerem recrutamento de anticorpos opsonizantes e neutrófilos do sangue durante 

aproximadamente 12 a 18 primeiras horas após a infecção, para então apurar a 

resposta imunológica no leite (BURTON; ERSKINE, 2003), ou seja não temos o 

substrato sanguíneo necessário para que ocorra esses mecanismos avançados de 

defesa; (3) Esses genes podem estar sendo alvo de reguladores bacterianos na 

tentativa da bactéria de impedir sua própria destruição.  

As principais vias biológicas (Tabela 4) identificadas no presente estudo 

permitiram melhor caracterização da resposta imune no hospedeiro quando 

acometido pelo patógeno S. agalactiae. Muitas vias relacionadas a processos que 

dependem de aporte sanguíneo foram enriquecidas neste trabalho, isso não significa 

que esses processos estão ocorrendo neste tecido, uma vez que não temos o aporte 

sanguíneo celular necessário para isso. Essas vias podem estar sendo sinalizadas 

por células teciduais ou ainda, os genes com expressão diferencial no tecido são 

apenas pertencentes a essas vias e estão em número suficiente para dar aporte 

estatístico para análise de vias biológicas. 

A matriz extracelular (ECM) consiste em macromoléculas estruturais e 

funcionais, relativamente estáveis com papel na modulação da morfogênese do 

tecido e do organismo e na mantença da estrutura e função das células e tecidos. 

Assim, esta pode alterar atividades celulares específicas intimamente ligadas a 
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resposta imune do hospedeiro, como diferenciação, adesão, proliferação e migração 

celular. A via de interação ECM-receptor, que foi enriquecida com 41 genes em 

nosso estudo, foi encontrada por Lee et al. (2013) nos tecidos adiposo 

intramuscular, subcutâneo e visceral de bovinos, sendo que essa via apareceu 

também como uma sub-via de outras vias enriquecidas, como a via do câncer, que 

também foi enriquecida em nossos resultados. Gao et al. (2013) reportaram que a 

via de interação ECM-receptor é transcricionalmente regulada durante o início da 

lactação em vacas da raça Holandesa. 

Tabela 4 - Principais KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) vias 
biológicas. 

Termos N* P-value Bonferroni Benjamini 

Adesão focal 80 1,10E-07 3,10E-05 1,60E-05 

Interação ECM-receptor  41 6,10E-07 1,70E-04 3,50E-05 

Cascatas de coagulação e do complemento 34 1,30E-05 3,70E-03 5,30E-04 

Via de sinalização PI3K-Akt 109 4,30E-05 1,20E-02 1,00E-03 

Migração transendotelial de leucócitos 46 6,70E-05 1,90E-02 1,40E-03 

Via de sinalização Wnt  50 1,30E-04 3,80E-02 2,00E-03 

Fagossomo 57 1,40E-04 3,90E-02 2,00E-03 

Infecção por Staphylococcus aureus 25 2,90E-04 8,00E-02 3,90E-03 

Moléculas de adesão celular (CAMs) 52 9,90E-04 0,25 1,00E-02 

Via de sinalização PPAR 28 1,30E-03 0,31 1,30E-02 

Interação receptor de citocina-citocina 69 9,60E-03 0,94 6,50E-02 

*número de genes diferencialmente expressos presentes na via metabólica 
 

Quando ocorre algum estímulo, tanto externo quando interno, as células do 

sistema imune são ativadas por sinais de quimiocinas e migram por células 

endoteliais e tecidos até os locais de inflamação ou infecção para executar a defesa 

do hospedeiro. O ponto que controla a resposta imune é a interação de adesão de 

células imune com o endotélio, componentes da matriz extracelular e células 

teciduais. Sinais de migração mediados por receptor de adesão celular devem afluir 

para pontos intracelulares comuns para envolver a maquinaria de migração celular 

(HAUCK et al., 2000; HUANG et al., 2014). A via de adesão focal neste trabalho foi 

enriquecida por 80 genes. 

As citocinas são polipeptideos que medeiam reações imunológicas em 

resposta a antígenos, pela diferenciação de linfócitos e ativação de células efetoras. 

Os macrófagos residentes no tecido infectado liberam citocinas inflamatórias, sendo 
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as interleucinas, citocinas produzidas por leucócitos e que atuam também em 

leucócitos. O papel das citocinas é bem conhecido na resposta imune contra 

agentes infecciosos (RAMBEAUD et al., 2003; LAD et al., 2005; GRIESBECK-ZILCH 

et al., 2009), mas sua expressão é patógeno-dependente (LEE et al., 2006; 

LAHOUASSA et al., 2007; GUTIÉRREZ-BARROSO et al., 2008). A via de interação 

receptor citocina-citocina foi identificada significativamente (P ≤ 0,01) em nossos 

dados com 69 genes. Tiezzi et al. (2015), em estudos de GWAS em animais da raça 

Holandesa com mastite clínica no primeiro parto, também identificaram essa via 

contendo os genes do hormônio do crescimento (GHR) e interleucina 7 (IL7). 

Também encontramos o gene GHR nesta via e 14 tipos de interleucinas, dentre as 

quais IL8, IL18 e IL34. Buitenhuis et al. (2011), analisando genes e vias da glândula 

mamária afetada com mastite por E. coli também encontraram a expressão dessa 

via alterada. Nosso trabalho parece ser o primeiro a identificar a via de interação 

citocina-citocina com expressão alterada em úbere extracorpóreo de animais 

mestiços Holandês-Zebu infectado por S. agalactiae. 

A via de migração transendotelial de leucócitos foi enriquecida por 46 genes 

em nosso estudo com mastite induzida por S. agalactiae. Buitenhuis et al. (2011) 

encontraram aumento da expressão de genes regulando esta via em tecido mamário 

acometido com mastite induzida por E. coli. Esses genes são mediadores da 

resposta imune de fase aguda local contra E. coli, sugerindo que esses genes 

também sejam mediadores da resposta imune local contra S. agalactiae.  

A via de sinalização Wnt (“Wingless”), significativamente (P ≤ 0,01) expressa 

em nossos resultados por 50 genes, tem papel essencial em processos celulares e 

biológicos em mamíferos. A transdução de sinais Wnt tem sido aplicada na 

inflamação, imunidade inata e homeostase via receptores TLR (UMAR et al., 2009; 

SUN et al., 2005; DUAN et al., 2007; ADJEI-FREMAH et al., 2016). Noyes et al. 

(2011) identificaram genes candidatos na via de sinalização Wnt em resposta a 

infecção por Trypanosoma congolense em fígado, rim e linfonodos bovinos. 

A família de moléculas de sinalização Wnt regula vários processos no 

desenvolvimento animal, como estimulação da mitose para diferenciação celular e 

adesão celular diferencial (NUSSE, 2005). Wnts se ligam a receptores Frizzled e 

induzem a oligomerização dos co-receptores de lipoproteína de baixa densidade, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griesbeck-Zilch%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19700725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lahouassa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17532224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guti%C3%A9rrez-Barroso%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17988748
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para ativar a transcrição, promovendo proliferação celular durante a mitose (KALDIS; 

PAGANO, 2009). Em adição, moléculas Wnt são indutoras da transição de células 

epiteliais para células mesenquimais durante o desenvolvimento mamário 

(MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 2010). Sugerimos que, em glândula mamária de 

animais mestiços Holandês-Zebu induzida experimentalmente por S. agalactiae, a 

via de sinalização Wnt está envolvida na inflamação e resposta imune inata 

proliferando células do sistema imune e na posterior retomada da homeostase.  

Diversas vias de sinalização são requeridas de forma ordenada para defesa 

do hospedeiro contra microrganismos patogênicos. Essas vias são ativadas pelo 

reconhecimento do agente microbiano pelo sistema imune inato e ativação de 

cascatas inflamatórias, tais quais a cascata complemento e de coagulação, que 

envolvem o recrutamento de células leucocitárias para o local da inflamação, bem 

como ativação de mecanismos antimicrobianos efetores e posteriormente a indução 

da resposta imune adaptativa (BRODSKY; MEDZHITOV, 2009; 

OIKONOMOPOULOU et al., 2012).  

Muitos componentes da cascata complemento e de coagulação são alterados 

em vacas em lactação submetidas a estresse por calor quando comparado com 

vacas controle (MIN et al., 2016). A via de cascatas de coagulação e complemento 

que foi enriquecida por 34 genes no presente estudo, também foi enriquecida no 

trabalho de Huang et al. (2014), associada com proteínas expressas em tecido 

mamário de vacas com mastite clínica causada pela infecção natural por S. aureus. 

Encontramos nessa via 10 componentes de complemento, incluindo C3 e C4, 

receptores bradykinin (BDKRB1 e BDKRB2) e o inibidor A5 (SERPINA5). Tiezzi et al. 

(2015), em um estudo de associação genômica ampla (GWAS) para mastite clínica 

no primeiro parto de vacas holandesas, identificaram essa via utilizando o DAVID, 

contendo os componentes de complemento C6, C7 e C9, bem como o receptor 

bradykinin e inibidores “serin peptidade” (SERPINA1 e SERPINA5). Altos níveis de 

bradykinin são associados com mastite causada por S. aureus em vacas Holandesa 

em lactação (ESHRAGHI et al., 1999). Os processos finais dessa via que envolvem 

os genes pelos quais esta foi enriquecida são degranulação, quimiotaxia e 

fagocitose, que são necessários para dar continuidade ao recrutamento de células 

de defesa e início do processo de fagocitose, para combater o agente patogênico. 
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A via de sinalização PI3K-Akt foi enriquecida significativamente (P ≤ 0,01) em 

nossas análises por 109 genes. Os receptores TLR (“Toll-like receptors”) e a via de 

adesão focal, enriquecidas nesse trabalho podem ser reguladores da via PI3K-Akt, 

que termina em processos de apoptose celular. Essa via é importante na regulação 

da resposta inflamatória por meio da fagocitose (DEANE; FRUMAN, 2004; 

UNDERHILL; OZINSKY, 2002). Vários estudos têm relatado a ativação da via PI3K-

Akt por diferentes bactérias ou fatores de virulência de bactérias (BEUREL et al., 

2010; COSSART; ROY, 2010) como Helicobacter pylori (ALLEN et al., 2005), 

Pseudomonas aeruginosa (KIERBEL el at., 2005), Legionella pneumophila 

(TACHADO et al., 2008) e S. aureus (OVIEDO-BOYSO et al., 2011). Nosso estudo 

documenta a expressão da via PI3-Art também em úbere extracorpóreo inoculado 

experimentalmente por S. agalactiae. 

A capacidade fagocitária dos neutrófilos é estimulada pelos receptores TLR, 

que mantêm o patógeno dentro de fagossomos, que são vacúolos que se formam 

durante o processo de fagocitose. A fusão de fagossomos e lisossomos degrada 

bactérias em fragmentos pela liberação de toxinas. A via fagossomal foi 

significativamente (P ≤ 0,01) enriquecida em nossos resultados por 57 genes, dos 

quais 4 genes são do tipo BoLA (antígeno leucocitário bovino) classe I e 12 genes 

do tipo BoLA classe II, os quais pertencem ao MHC (Complexo principal de 

histocompatibilidade bovina). Moléculas MHC de classe II apresentam peptídeos 

exógenos ou extracelulares para as células T CD4+ (MORSE, 2012; BROWN, 

2002). Células do sistema imune sinalizam para ativação da imunidade inata e 

adaptativa, por fragmentos de proteínas ligadas a moléculas MHC classe II, que 

então são reconhecidas pelo sistema de linfócitos T CD4. As células imunitárias 

produzem toxinas que são embaladas em lisossomos e então liberadas no alvo 

(WATTS, 2012). 

Os genes do complexo BoLA estão associados à susceptibilidade a mastite 

(PARK, 2004; KELM, 1997; LUNDÉN, 1990), que aparece geralmente associada 

com haplótipos MHC que tem somente um único conjunto de genes DQ (PARK, 

2004; LUNDÉN, 1990). Os genes BoLA-DR conferem susceptibilidade a mastite 

(KELM, 1997) causada por Staphylococcus spp (SHARIF, 2000). 
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Há uma relação entre a elevada contagem de células somáticas refletindo no 

aumento da probabilidade de ocorrência de mastite e o alelo DRB3.2 do complexo 

BoLA (PASHMI, 2009) em vacas Holandesas. Efeitos de substituição do alelo 

DRB3*54 do complexo BoLA estão associados com a redução na produção de 

gordura e proteína do leite. O rendimento menor de proteína no leite também está 

associado ao alelo DRB3*6, enquanto que a presença do alelo DRB3*7 tem efeito 

positivo sobre a produção de proteína em animais da raça Gir (NASCIMENTO et al., 

2006). 

A “PPAR signaling pathway” significativamente (P ≤ 0,01) enriquecida em 

nosso estudo com 28 genes, atua na regulação do desenvolvimento do tecido 

adiposo, diferenciação e ativação da lipogênese e metabolismo de lipídios em 

músculo esquelético (EHRENBORG; KROOK, 2009, CÁNOVAS et al., 2010) em 

diferentes espécies. Os receptores de peroxissomo ativados pelo proliferador 

(PPARs) são receptores nucleares dependentes de ligantes de uma família de 

fatores de transcrição com três membros, PPARα, PPARβ e PPARγ, que podem 

controlar um grande número de funções, principalmente o metabolismo de lipídeos. 

PPARα tem participação na inflamação; RRARβ na implantação do embrião, 

regulação da proliferação celular e cicatrização de feridas; e PPRAγ na maturação 

de macrófagos e controle da inflamação em ratos, camundongos e humanos e 

parece controlar a síntese da gordura do leite em vacas lactantes (BIONAZ et al., 

2013; ABBOTT, 2009).  

O papel funcional dos PPARs é bem conhecido em monogástricos e pode 

variar em ruminantes, mas, como em monogástricos, os isotipos RRAR controlam a 

expressão de genes envolvidos na resposta anti-inflamatória, desenvolvimento e 

crescimento (BIONAZ et al., 2013). Moyes et al. (2009) relataram a ativação da 

proliferação celular e inibição concomitante da sinalização de PPARγ como um 

mecanismo de relação negativa entre resposta imune inata e metabolismo de 

lipídeos em tecido mamário de bovino desafiado com Streptococcus uberis, levando 

a ativação de vias pró-inflamatórias associadas com acentuada inibição da síntese 

de lipídeos e sinalização por PPARγ. Este último efeito pode ser uma explicação da 

inversa relação entre reposta imune e síntese de gordura do leite. Posteriormente, 

utilizando a tecnologia RNA-seq, Moyes et al. (2016) estudaram a resposta biológica 
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e a relação entre fígado e glândula mamária de vacas durante a primeira lactação 

desafiadas por E. coli e identificaram somente a via de sinalização PPAR 

enriquecida, corroborando os estudos anteriores em relação ao papel dessa via no 

decréscimo da síntese de gordura do leite devido a infecção por E. coli. PPARα é o 

isotipo mais abundante de PPAR no fígado e o aumento da sua ativação durante a 

resposta a infecção intramamária é esperado devido o papel anti-inflamatório das 

PPARs via aumento do catabolismo de ácido aracdônico e modulação da resposta 

de fase aguda no fígado pela transrepressão de fatores inflamatórios de transcrição 

(VARGA et al., 2011)  

A descrição do papel dos receptores PPAR está mais avançada em outras 

espécies. PPARβ em camundongos é ativado em diferentes células, como 

macrófagos, que após lesão tecidual, são regulados para promover a remoção de 

células apoptóticas pelo aumento de moléculas ligadas à fagocitose e para diminuir 

a expressão de TNF-α, que atua como quimiorreceptor, recrutando macrófagos e 

melhorando a reparação tecidual e atenuando a infecção (CHEN et al., 2015; TAN et 

al., 2004; LEE et al., 2003). Durante a reparação de feridas, envolvendo PPAR, 

fatores de crescimento e citocinas são secretados ativando numerosas cascatas de 

sinalização tais como o TGFα, que é produzido durante o processo de reparação de 

feridas (TAN et al., 2004).  

Sugerimos que a expressão das vias fagossomal, Wnt, e PI3K-Akt, têm 

função na resposta inflamatória celular, regulando processos apoptóticos, como 

resposta à mastite induzida por S. agalactiae em animais mestiços Holandês-Zebu.  

Na tentativa de impedir a destruição pelo sistema imune, os microrganismos 

possuem mecanismos capazes de manipular a resposta imune do hospedeiro. Em 

bactérias, como S. aureus, uma toxina alfa é inserida na membrana celular da célula 

alvo do hospedeiro, tornando-a permeável a íons (WEINRAUCH; ZYCHLINSKY, 

1999) e desencadeando a morte celular programada (BAYLES et al., 1998). Os 

fatores de virulência de S. aureus capacitam esse microrganismo para manipular as 

respostas imune inata e adaptativa do hospedeiro, por meio da inibição da ativação 

do sistema complemento, bloqueio e destruição de células fagocíticas e modificando 

a resposta dos linfócitos B e T (THAMMAVONGSA et al., 2015). A via de infecção 

por S. aureus foi enriquecida por 25 genes em nossos resultados. Como já descrito, 



48 

 

a resposta imune contra agentes bacterianos causadores de mastite é patógeno-

específica (GÜNTHER et al., 2011), bem como os mecanismos do patógeno para 

resistência a infecção (WEINRAUCH; ZYCHLINSKY, 1999). No entanto, a 

resistência à resposta imune do hospedeiro por S. aureus e S. agalactiae, 

aparentemente apresenta mecanismos de resistência em comum. 

 

4. Conclusão 

O presente estudo é um importante passo para o entendimento das bases 

genéticas da ocorrência de mastite em úbere extracorpóreo de bovinos leiteiros 

mestiços Holandês-Zebu infectados experimentalmente por S. agalactiae. O perfil de 

genes diferencialmente expressos em amostras afetadas está associado com a 

diferenciação, proliferação, migração e apoptose celular, tendo importante papel no 

local da inflamação por células do sistema imune, além de ativar vias de sinalização 

e relacionadas ao sistema imune que são importantes nas primeiras três horas de 

infecção. 

Foram identificados apenas 122 genes com expressão diferencial em comum 

pelos três métodos utilizados. A restrição causada pelo uso da intersecção dos 

resultados dos métodos não se mostrou interessante para realizar o enriquecimento 

funcional, pois muitos genes de interesse são desconsiderados e perde-se suporte 

estatístico nas análises de enriquecimento funcional. Assim, o ideal pode ser a 

utilização dos resultados de um dos métodos ou a união dos resultados dos três 

métodos. 

Futuros estudos utilizando PCR em tempo real são sugeridos para 

confirmação desses genes como participantes do desenvolvimento dessa patologia, 

e associação genômica (GWAS) para identificar potenciais genes como fatores 

principais na participação de S. agalactiae na ocorrência de mastite em animais 

mestiços Holandês-Zebu.  
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Apêndice A – Qualidade de sequência por base.  
 
Apêndice 1A – Amostras G7T0D-R1 e G7T0D-R2. 

 
 
Apêndice 2A – Amostras G7T0E-R1 e G7T0E-R2. 

 
 
Apêndice 3A – Amostras G7T3D-R1 e G7T3D-R2. 

  

 
Apêndice 4A – Amostras G7T3E-R1 e G7T3E-R2. 

  



63 

 

 

 

 

Apêndice 5A – Amostras G8T0D-R1 e G8T0D-R2. 

  
 
Apêndice 6A – Amostras G8T0E-R1 e G8T0E-R2. 

  
 
Apêndice 7A – Amostras G8T3D-R1 e G8T3D -R2. 

 
 
Apêndice 8A – Amostras G8T3E-R1 e G8T3E-R2. 

  

 
 



64 

 

Apêndice 9A – Amostras G9T0D-R1 e G9T0D-R2. 

  

 
Apêndice 10A – Amostras G9T0E-R1 e G9T0E-R2. 

  
 
Apêndice 11A – Amostras G9T3D-R1 e G9T3D-R2. 

  
 
Apêndice 12A – Amostras G9T3E-R1 e G9T3E-R2. 
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Apêndice 13A – Amostras G10T0D-R1 e G10T0D-R2. 

  
 
Apêndice 14A – Amostras G10T0E-R1 e G10T0E-R2. 

  
 
Apêndice 15A – Amostras G10T3D-R1 e G10T3D-R2. 

  
 
Apêndice 16A – Amostras G10T3E-R1 e G10T3E-R2. 
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Apendice B – KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathways  
 
Termos N* P-value Bonferroni Benjamini FDR 

Vias metabólicas 350 1,80E-08 5,30E-06 5,30E-06 2,40E-05 

Adesão focal 80 1,10E-07 3,10E-05 1,60E-05 1,50E-04 

Metabolismo de carbono 49 1,70E-07 4,80E-05 1,60E-05 2,20E-04 

Biossíntese de antibióticos 79 1,90E-07 5,50E-05 1,40E-05 2,60E-04 

Interação ECM-receptor  41 6,10E-07 1,70E-04 3,50E-05 8,10E-04 

Biossíntese de aminoácidos 35 4,30E-06 1,20E-03 2,00E-04 5,70E-03 

Cascatas de coagulação e do 
complemento 

34 1,30E-05 3,70E-03 5,30E-04 1,70E-02 

Vias do câncer 125 1,40E-05 4,10E-03 5,20E-04 1,90E-02 

Glicólise / Gliconeogênese 30 2,10E-05 5,90E-03 6,50E-04 2,70E-02 

Via de sinalização AMPK  47 2,30E-05 6,50E-03 6,50E-04 3,00E-02 

Proteoglicanas no câncer 70 3,90E-05 1,10E-02 1,00E-03 5,20E-02 

Via de sinalização PI3K-Akt 109 4,30E-05 1,20E-02 1,00E-03 5,70E-02 

Ativação plaquetária 48 5,50E-05 1,60E-02 1,20E-03 7,30E-02 

Migração transendotelial de 
leucócitos 

46 6,70E-05 1,90E-02 1,40E-03 8,90E-02 

Metabolismo de frutose e 
manose  

18 7,10E-05 2,00E-02 1,40E-03 9,50E-02 

Infecção por HTLV-I  87 8,00E-05 2,30E-02 1,40E-03 1,70E-02 

Regulação do citoesqueleto de 
actina 

72 8,90E-05 2,50E-02 1,50E-03 0,12 

Via de sinalização Rap1 72 1,10E-04 3,00E-02 1,70E-03 0,14 

Via de sinalização Wnt  50 1,30E-04 3,80E-02 2,00E-03 0,18 

Fagossomo 57 1,40E-04 3,90E-02 2,00E-03 0,18 

Infecção por Staphylococcus 
aureus 

25 2,90E-04 8,00E-02 3,90E-03 0,38 

Metabolismo do carbono central 
no câncer 

27 3,60E-04 9,70E-02 4,60E-03 0,47 

Artrite reumatoide 36 4,70E-04 0,12 5,80E-03 0,62 

Metabolismo de piruvato 19 4,90E-04 0,13 5,90E-03 0,65 

Orientação de axônios 45 5,20E-04 0,14 5,90E-03 0,69 

Leishmaniose 29 7,10E-04 0,18 7,80E-03 0,94 

Moléculas de adesão celular 
(CAMs) 

52 9,90E-04 0,25 1,00E-02 1,30 

Via de sinalização PPAR 28 1,30E-03 0,31 1,30E-02 1,70 

Via de sinalização HIF-1  36 1,70E-03 0,39 1,70E-02 2,20 

Regulação da lipólise em 
adipócitos 

23 2,10E-03 0,45 2,00E-02 2,70 

Infecção por Salmonella  31 2,40E-03 0,50 2,20E-02 3,10 

Malária 22 3,00E-03 0,57 2,60E-02 3,90 

Metabolismo de galactose  15 3,60E-03 0,64 3,10E-02 4,70 

Cardiomiopatia arritmogênica 
do ventrículo direito (ARVC) 

26 5,20E-03 0,77 4,30E-02 6,60 

Desregulação transcricional no 
câncer 

54 6,00E-03 0,82 4,80E-02 7,70 

Diferenciação de osteoclastos 43 6,90E-03 0,86 5,40E-02 8,80 
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Degradação de valina, leucina e 
isoleucina  

20 7,80E-03 0,89 5,90E-02 9,90 

Via das pentoses fosfato 13 8,00E-03 0,90 5,90E-02 10,00 

Exportação de proteínas 12 8,40E-03 0,91 6,00E-02 11,00 

Vias de sinalização que 
regulam a pluripotência das 
células tronco 

44 9,40E-03 0,93 6,50E-02 12,00 

Interação receptor de citocina-
citocina 

69 9,60E-03 0,94 6,50E-02 12,00 

*número de genes diferencialmente expressos presentes na via metabólica (P ≤ 
0,01). 
  


