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Utilizagao da metodologia WGCNA
na construgao de redes génicas e
identificagao de mecanismos envolvidos na
resposta de vacas a mastite
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A técnica de microarranjos € uma metodologia de analise da expressao
génica, que permite investigar o nivel de expressao de milhares de trans-
critos em uma amostra, de maneira simultanea. Por meio dessa tecnologia,
pode-se examinar comparativamente a atividade transcricional global que
ocorre entre diferentes amostras, sejam elas diferentes tipos celulares,
tecidos ou condicao experimental, por exemplo. No ambito da Embrapa, a
tecnologia de microarranjos tem sido utilizada na investigagao de mecanis-
mos que levam a determinacgao de fendtipos de interesse, como resisténcia
a doencgas e parasitas, melhor qualidade de carne ou maior produgao de
leite.

Dentre as analises que podem ser realizadas a partir dos dados gerados
pelos microarranjos, a analise de expressao diferencial tem sido bastante
aplicada e se mostrado importante para descoberta dos genes que influen-
ciam o processo estudado. Apesar de tratar cada gene como uma entidade
independente, e nao considerando que haja interagéo entre eles, a identi-
ficacdo dos genes diferencialmente expressos tem trazido resultados im-
portantes na busca pelos principais genes envolvidos na manifestacao dos
fenotipos de interesse na agricultura, pecuaria e saude. Por outro lado, as
células exibem um comportamento de interacdo complexo, que geralmente
nao pode ser completamente predito a partir das propriedades de com-
ponentes individuais do sistema, uma vez que a regulagéo da expressao
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génica e, essencialmente, todas as funcgdes bioldgicas sao resultantes do
efeito coordenado de multiplos genes. Assim, para se compreender como
uma caracteristica se manifesta, muitas vezes é necessaria a identificagao
das vias biolégicas envolvidas, o que inclui identificar os genes participan-
tes e explicitar as relagbes entre eles. Varias metodologias podem ser utili-
zadas na construg¢ado de redes génicas a partir dos dados de microarranjos.
Abordagens que utilizam co-expressao na identificagdo de redes génicas
baseiam-se na premissa de que genes com perfis de expressao similares
podem possuir fungdes similares (EISEN et al., 1998) e, portanto, participar
de um mesmo processo bioldgico. Podem ser empregadas quando o obje-
tivo é a identificagao de grupos de genes envolvidos no fenétipo estudado.
Além disso, com base no principio conhecido como “principio da culpa por
associagao”, que afirma que se um gene desconhecido é co-expresso com
genes conhecidos, envolvidos em um mecanismo bioldgico particular, o
gene desconhecido em questao esta provavelmente envolvido no mesmo
processo (SAITO et al., 2008), esse tipo de andlise permite a predi¢do da
funcao de genes ainda nao caracterizados.

Assim, tendo em vista a importancia da predicao das fungdes bioldgicas de
genes ainda nao caracterizados e da identificagdo de redes génicas, esse
trabalho teve por objetivo implantar uma metodologia baseada em co-ex-
pressao para analise dos dados gerados nos experimentos de microarran-
jos da Rede Gendmica Animal. Nesse trabalho, dados de um experimento
com microarranjos da Embrapa Gado de Leite, realizado para se identificar
genes e mecanismos bioldgicos envolvidos na resposta de vacas leiteiras
a infecgdo por microorganismos causadores da mastite foram utilizados. A
mastite € uma das principais doengas que acometem os rebanhos leiteiros
no Brasil e no mundo e leva a sérios prejuizos, decorrentes da queda da
qualidade e da produgéao de leite.

Foram utilizados dois conjuntos de dados, gerados pela hibridizagdo de
chips com RNA extraido de amostras de leite de animais nao infectados
(n=5, grupo CONTROLE) e amostras de leite de animais colhidas 3 ho-
ras apos infecgao artificial com Staphylococcus agalactiae (n=5, grupo
INFECTADO). Os dados foram pré-processados utilizando-se os pacotes
affy e affyQCreport do R/Bioconductor e as redes de co-expressao cons-
truidas utilizando a metodologia WGCNA - Weighted Gene Co-expression
Network Analysis que, a partir de medidas de correlagéo (Pearson), calcula
a conectividade dos genes e a sobreposicéo topoldgica, possibilitando a
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determinagao de médulos pelo agrupamento (clustering) dos genes mais
similares. Uma vez construidas as redes, os modulos (grupos de genes
fortemente correlacionados) identificados foram comparados entre elas,
a fim de se descobrir quais grupos ndo eram conservados, e que po-
dem evidenciar os mecanismos bioldgicos distintos entre os dois grupos.
Tais analises foram realizadas por meio dos pacotes do R/Bioconductor,
Biobase, cluster, gcrma e WGCNA. A fungdo molecular mais representa-
tiva dos genes de cada modulo foi identificada pela ferramenta Blast2GO
(http://www.blast2go.com/b2ghome).

Foram construidas as 2 redes e identificados 17 médulos, sendo 3 deles
nao conservados entre os grupos (Figura 1 e Tabela 1) . Esses médulos
representam mecanismos alterados entre os 2 grupos, e que podem estar
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Figura 1. Dendogramas com os respectivos médulos identificados (A) e visualiza-
¢ao dos médulos ndo conservados entre as redes (B).

Tabela 1. Modulos ndo conservados, genes componentes e fungdes moleculares.

Médulo Genes Fung¢ao molecular

Cinza BTG3, CD3E, MBD1, CHIC2, PLXNA3, Apoptose e reconhecimento
MOCS3, NEIL1, VPS45, BCL2 de antigenos

Turquesa FGL1, GJA1, F2RL1, PTPRF, S100A2, Mediadores de inflamagéao e
TGFB2 genes marcadores de

mastite

Azul CD97, MAD2L1, ZFP106, CDKN2C, Diviséo celular e resposta

LOC514364, NOP14, PCBD1, inflamatdria

LOC100139798, AP1S1, EDNT, IL1B,
ANXA11
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envolvidos na resposta dos animais a infeccao inicial por S. agalactiae. No
momento, outras analises estdo sendo conduzidas, a partir desses resul-
tados, com o objetivo de se aprofundar o conhecimento acerca dos genes
identificados, que podem levar a um melhor entendimento da resposta dos
animais a mastite e identificar candidatos que seréo usados em programas
de melhoramento animal.
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