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Introducéo

A mastite bovina afeta 0 gado leiteiro em todo o mundo (HIITIO et al., 2017) e, apesar das medidas terapéuticas
existentes, ndo esta totalmente sob controle, levando a necessidade de se desenvolver estratégias alternativas (HIITIO
et a., 2017). Brassica oleracea € um fitoquimico comumente utilizado no controle e prevencéo de doengas humanas e
animais (AKHLAGHI E BANDY, 2010).

A utilizagdo desta planta no tratamento da mastite infecciosa bovina tem sido pouco referenciada na literatura e o seu
mecanismo molecular de atuacdo nesta enfermidade ainda ndo foi esclarecido. Este estudo tem por objetivo revelar, por
meio de andlise bioinformatica, 0 mecanismo molecular de atuacdo da Brassica oleracea na mastite bovina.

Material e métodos
A. Busca genes expressos nas vias de sinalizacdo da mastite infecciosa bovina e atuacdo da Brassica oleracea

Na literatura pertinente foram pesquisados artigos completos que apresentassem resultados consistentes quanto a
presenca de genes expressos has vias de sinalizagdo da mastite infecciosa bovina causada por Staphyl ococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e atuacdo da Brassica oleracea. O conjunto de genes identificados

relacionados com o desempenho da Brassica oleracea foi sobreposto com a lista de genes relacionados com a mastite
infecciosa bovina através do diagrama de Venn. O diagrama de Venn foi construido usando o diagrama de Venn e
Euler do Cytoscape 3. As sub-redes foram baixadas da consulta String: pubmed usando o Cytoscape 3.

B. Desenvolvimento de redes de interacéo

Como ponto de partida, foram selecionados o0s genes encontrados nos artigos da literatura pertinente que
apresentasssem resultados consistentes quanto a presenca de genes expressos nas vias de sinaizagdo da mastite
infecciosa bovina e atuacdo da Brassica oleracea. A rede genética regulatéria foi desenvolvida usando a base de dados
STRING 10 (http://string-db.org/) (SZKLARCZYK et a., 2015) com "Experiments’, "Databases’, "Textmining", "Co-
expression”, "Gene fusion" e Co-ocurrence "como opgdes de entrada e um score de confianca de 0.900, com o ndimero
maximo de interatores igual a 10 para o primeiro e segundo shell (SZKLARCZYK et a., 2015). As redes de interacéo
proteica também foram construidas para cada uma das condi¢des separadamente.

C. ldentificagdo de genes lideres em vias de sinalizacdo da mastite infecciosa bovina e desempenho de Brassica
oleracea

Para cada interac&o génica identificada, foram somados a pontuagéo de interacdo de cada gene, gerando uma pontuacéo
de associagcdo combinada. Esse escore foi gjustado, multiplicando-o por 1.000 (ORLANDO et al., 2013), para obter
uma pontuacdo Unica, denominada de nimero ponderado de links (WNL). Os genes que apresentaram 0S maiores
valores de WNL foram definidos como "genes lideres' (ORLANDO et a., 2013). Em seguida, os genes foram
classificados de acordo com este parametro em clusters, pelo método de agrupamento K-means (SPSS 17.0 software).
Usando o ndmero méaximo de interagbes entre as proteinas, obtido do STRING 10, foi calculado o TIS (Total
Interaction Score). Um ponto de dispersdo gréfica sera plotado para verificar arelacdo entre WNL e TIS.
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D. Analise das propriedades topol 6gicas da rede

O Cytoscape foi utilizado para visualizar redes complexas e integré-las a qualquer tipo de dados de atributo (SMOOT
et al., 2011). As propriedades topolégicas da rede (YU et al., 2007), foram também analisadas usando o plugin
NetworkAnalyzer do software Cytoscape.

E. Visualizacdo de regides altamente interligadas em rede e caracterizacdo ontol6gica da mastite infecciosa bovina e
modelo de rede de atuacéo da Brassica oleracea

Para a visualizagdo de regifes atamente interligadas na rede genética reguladora, foi utilizado o MCODE. Para a
realizacdo da andlise ontol 6gica foram utilizados dois plugins do Cytoscape: BINGO e GFD-Net.

Resultados e discussao

A rede de interagdo proteica para o desempenho da Brassica oleracea (Figura 1A) teve 0s seguintes parametros:
nimero de nos - 29, nimero de bordas - 86, grau médio do n6 - 5.93 e média do coeficiente de agrupamento local -
0,577. Apés a avaliacdo do nimero de links apresentados por cada gene / proteina, 0 MTOR foi obtido como o gene
lider darede de interacéo (Figura 1B).

A Figura 1C mostra a rede de interag@o proteica para as vias de sinalizag8o da mastite infecciosa bovina. Esta rede
possui as seguintes caracteristicas: nimero de nés - 34, nimero de bordas - 62, grau médio de n6 - 3.65 e média do
coeficiente de agrupamento local - 0,545. O gene lider para esta condi¢do foi TP53, como mostrado na Figura 1D.

A andlise topoldgica das redes de interagdo proteica revelou a existéncia de um Unico gene com grande nimero de
interacdes para cada condicdo de estudo (Figura 2A e 2B). Estes genes com grandes quantidades de ligagdes sdo 0s
principais genes (MTOR e TP53).

Observou-se a presenca de duas regifes altamente conectadas na rede de interagcdo proteica formada a partir da ligagéo
dos genes lideres MTOR e TP53. A primeira regido altamente conectada, com uma pontuacdo de 7,25, é composta
pelos seguintes genes: TSC2, RHEB, EIF4E, MLST8, RICTOR, AKT1S1, MTOR, RPTOR, EIF4EBP1. A segunda
regido altamente conectada, com uma pontuacéo de 3.0, € composta pel os seguintes genes: ATM, MDM2, CHEK 2.

A andlise ontoldgica da rede de interacdo proteica MTOR-TP53, realizada nos niveis de processos biolgicos,
componentes celulares e funcdo molecular, revelou a participagdo dos seguintes elementos no papel da Brassica
oleracea em mastite infecciosa bovina: transmissdo de sinal e alteragdes mitocondriais apoptdticas, forquilha de
replicacéo, ligacdo ao fator de iniciacdo da traducdo. O GFD-Net fornece uma maneira intuitiva de executar uma
andlise de dissimilaridade funcional em uma rede de genes. Ao analisar 0 nosso modelo de rede pode-se observar um
valor de dissimilaridade de 0.917, indicando que arede possui uma similaridade funcional muito baixa.

Conclusao

Concluiu-se que Brassica oleracea pode ser um candidato promissor para ser incluido em um coquetel de ervas de
mamiferos contra a mastite infecciosa bovina, interferindo nos mecanismos de acdo de genes como MTOR e TP53.
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Figura 1. Rede de mteracio de protenas para o desempenho da Srarsico oleacas (A) & as vias de amalizacio de masmites
irfeccioms bovinas (C). Valores de WNL para cada gene na rede de interagfio protéica para Brasica oleraraz (B) e as vias de
analizacio de mastites nfecciosas de bovinos (D). O gene lider para cada condigio é mostrado em vermelho.
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Figura 2. Andli= topologice das redes de interagio proteica para Srawica oleraces (A) e as vias de smalizagio de mastites
infeccioms bovinas (B). O gene Lider foi armilado em vermelho.



