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Resumo — A mastite € uma inflamacgao da glandula mamaria que compromete a saude dos
mamiferos e reduz a qualidade do leite. Adoenca pode ser subclinica, sem sinais visiveis, ou
clinica, apresentando sintomas como inflamagao do ubere e presenga de pus e sangue no
leite. Dentre as principais causas da doenga podemos citar a infec¢gao por microrganismos
patogénicos, como os Gram positivos Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae.
Um caminho promissor para o controle da mastite € o melhoramento genético, e, assim,
identificar genes relacionados com a resisténcia a doenca é crucial para o desenvolvimento
de melhores estratégias. Nesse contexto, os microRNAs desempenham um papel vital,
regulando a expressao génica e modulando a resposta imune. Assim, este estudo teve
como objetivo investigar se existem miRNAs bovinos ainda n&o conhecidos e expressos
durante a infeccdo bacteriana no teto. Para isso, uberes extracorporeos de vacas foram
inoculados com S. agalactiae e tecidos alveolares foram coletados para analise. A analise
por bioinformatica identificou 1.517 miRNAs, dos quais 679 eram conhecidos e 838 novos.
Estes resultados fornecem uma base para futuras pesquisas sobre a regulagdo de genes
e a resposta imune em bovinos, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes no combate a mastite.

Termos para indexagao: bioinformatica; expressao génica; resposta imune.

Identification of new miRNAs expressed in bovine extracorporeal teats inoculated
with Streptococcus agalactiae

Abstract — Mastitis is an inflammation of the mammary gland that affects the health of
mammals and reduces milk quality. The disease can be subclinical, without visible signs,
or clinical, presenting symptoms such as udder inflammation and the presence of pus
and blood in the milk. Among the main causes of the disease are infections by pathogenic
microorganisms, such as the Gram-positive Staphylococcus aureus and Streptococcus
agalactiae. A promising approach for controlling mastitis is genetic improvement, and thus,
identifying genes related to disease resistance is crucial for developing better strategies.
In this context, microRNAs play a vital role, regulating gene expression and modulating
the immune response. Therefore, this study aimed to investigate whether there are bovine
miRNAs that are yet to be discovered and expressed during bacterial infection in the teat. For
this purpose, extracorporeal udders of cows were inoculated with S. agalactiae and alveolar
tissues were collected for analysis. Bioinformatics analysis identified 1,517 miRNAs, of
which 679 were known and 838 were new. These results provide a basis for future research
on gene regulation and immune response in cattle, contributing to the development of more
effective strategies to combat mastitis.

Index terms: bioinformatics; gene expression; immune response.
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Introducgao

A mastite € uma inflamacgédo da glandula mamaria que compromete a saude e bem-
estar dos animais, além de reduzir a producdo e qualidade do leite. Ela se classifica em
mastite subclinica, sem sinais visiveis, e mastite clinica, caracterizada pela inflamacao do
teto, perda de apetite, febre, alteragdes comportamentais, redugcéo na produgéo, bem como
pela presenga de pus e sangue no leite secretado (Chung et al., 2021). As causas da
mastite em vacas incluem traumas mecanicos, exposicao a compostos quimicos e infeccéo
por microrganismos ambientais e/ou patogénicos. Em relagdo aos micro-organismos
patogénicos associados a mastite, destacam-se as bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, que podem ser transmitidos de forma
contagiosa de uma vaca para outra durante o processo de ordenha (Ruegg, 2017).

Aabordagem predominante paratratare preveniramastite € pormeio da antibioticoterapia,
seja durante a lactagao ou no periodo seco (Krémker; Leimbach, 2017). No entanto, o uso
constante de antibidticos na pecuaria tem levantado preocupagdes significativas devido a
selecdo de micro-organismos resistentes, que podem ser transferidos para humanos e/ou
disseminados pelo solo, alimentos e aguas subterréaneas (Lhermie et al., 2017). Por essa
razdo, ha uma demanda crescente por pesquisas focadas na identificacdo e selecédo de
variagdes de genes que promovam a resisténcia a mastite, visando selecionar bovinos
geneticamente mais resistentes a essa doenga e também em formas alternativas de controle
(Sahana et al., 2014; Li et al., 2018).

Alguns estudos indicam que os microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs nao codificantes,
desempenham um papel crucial na regulagéo génica e na resposta imune, especialmente
nas primeiras horas apos infeccbes experimentais de vacas por S. agalactiae (Fonseca
et al., 2015; Pereira et al., 2021). Assim, este estudo teve como objetivo investigar se
existem miRNAs bovinos ainda ndo conhecidos e expressos em vacas apos infecgao com
S. agalactiae em Uberes extracorporeos.

O conteudo desse documento vai ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) contidos naAgenda 2030, proposta pela Organizagao das Nagdes Unidas,
da qual o Brasil é signatario, nos seguintes objetivos especificos: ODS 1 — “Erradicagao da
pobreza: Acabar com a pobreza em todas as suas formas, em todos os lugares”; ODS 3 —
“Saude de qualidade: Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em
todas as idades”; ODS 12 - “Assegurar padroes de producéo e de consumo sustentaveis”.

Material e métodos

Uberes de quatro vacas destinadas para abate foram mantidos em um sistema
extracorpéreo (Pinto et al., 2017). Os tetos esquerdos foram inoculados com Streptococcus
agalactiae, enquanto os tetos direitos serviram como controle ndo inoculado. Bidpsias
dos tecidos alveolares foram coletadas nos tempos Ohoras e 3 horas apo6s a infecgao,
preservadas em RNAlater® e o RNA total enriquecido com miRNA foi extraido utilizando
o kit MiRNeasy Tissue/Cells Advanced (Qiagen, Alemanha). As amostras de RNA foram
sequenciadas usando a tecnologia NGS lllumina®. A qualidade do sequenciamento foi
avaliada pelo Q-Score, onde um valor alto indica menor probabilidade de erro e maior
precisao. Apods isso, um controle de qualidade dos reads foi realizado, excluindo aqueles
com menos de 18 pb, mais de 30 pb, com mais de 10% de bases n&o reconhecidas (N), ou
com Q-Score menor que 30. Os reads foram alinhados utilizando o software Bowtie contra
os bancos de dados Silva, GtRNAdb, Rfam e Repbase para quantificar os tipos de RNAs
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presentes (rRNA, scRNA, snRNA, snoRNA, tRNA e sequéncias repetitivas). Em seguida,
os reads foram mapeados no genoma de referéncia Bos taurus GCF_002263795.3
ARS_UCD 2.0 e comparados com miRNAs maduros no banco de dados miRBase (v.22),
considerando apenas leituras com no maximo uma incompatibilidade. Utilizando mirDeep2,
as leituras foram analisadas para prever novos miRNAs baseados no genoma de referéncia
Bos taurus GCF_002263795.3_ARS_UCD 2.0.

Resultados e discussao

A analise por bioinformatica dos dados gerou 215.958.297 sequéncias limpas, ou
seja, sequéncias de alta qualidade filtradas para remover contaminantes. A partir dessas
sequéncias, foram identificados 1.517 miRNAs, dos quais 679 eram conhecidos e 838
nao tinham sido descritos anteriormente. Isso indica que ha um numero maior de miRNAs
desconhecidos do que de miRNAs conhecidos. Além disso, a identificacdo de tantos
mMiRNAs novos destaca a complexidade da resposta imunolégica mediada por miRNAs
em bovinos apéds infecgdo por S. agalactiae. Dessa forma, os novos miRNAs encontrados
neste estudo podem ser alvos promissores para biomarcadores de diagnostico precoce da
mastite, embora suas fungdes ainda precisam ser elucidadas. Para isso, ferramentas como
o TargetScan, que preveem quais mMRNAs podem ser regulados por miRNAs desconhecidos
com base na complementaridade de sequéncias, podem ser valiosas para identificar essas
fungdes. Assim, a analise funcional desses miRNAs pode revelar novas vias regulatorias e
mecanismos moleculares importantes em resposta a infecgéo por S. agalactiae em bovinos.

Conclusoes

Foram identificados 1517 miRNAs em tetos extracorpéreos de vacas infectados com S.
agalactiae apos 3 h, dos quais 838 nao haviam sido descritos anteriormente.
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