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RESUMO

As ceélulas hospedeiras eucaridticas estao sujeitas a infeccdo por diversos patégenos como
bactérias e a medida que a infec¢do inicia é desencadeada uma cascata dindmica de eventos
que culmina com padrdes alterados de expressdo genética em ambos 0s organismos em
interacdo. Para sobreviver dentro de um hospedeiro, os patdgenos apresentam diversas
alternativas para viabilizar seu crescimento por meio da replicacédo rapida. Com mecanismos
tdo diversos envolvidos em cada etapa da infec¢do no hospedeiro, a compreenséo da resposta
imune do hospedeiro frente a infecgdo é importante para o estudo da relacdo patogeno-
hospedeiro. E estudos de RNA-Seq viabilizam os estudos de expressao diferencial em
determinadas condicdes. Deste modo, neste estudo foi realizado analises de perfil de
expressdo diferencial de genes envolvidos na resposta imune do hospedeiro frente a infec¢cdo
por Corynebacterium pseudotuberculosis. As células utilizadas como modelo de hospedeiro
foi a linhagem celular de murino RAW 264.7 fornecidas comercialmente pelo Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem de C. pseudotuberculosis PAQ9 foi obtida
por coleta de animal contaminado e diagnosticado com Linfadenite Caseosa. A infeccédo
celular foi realizada durante trés horas com MOI 5, posteriormente O RNA total da célula
do hospedeiro foi extraido e avaliado quanto a integridade e quantidade. Através de um
protocolo de preparo de biblioteca para mMRNA foi sequenciado, pela plataforma Illumina, o
RNA das amostras em triplicata biologica. Foram realizadas nos dados do sequenciamento
analises de qualidade, quantidade e expressao génica diferencial pelo pipeline do miARma-
Seq. E as analises funcionais foram realizadas por ontologias através do programa Go feat.
Foram obtidos 8.003 genes diferencialmente expressos (DE), destes 529 genes foram
induzidos e 98 reprimidos. O maior nivel de expressao induzida foi do gene Csf3, que
codifica uma citocina importante no estimulo a resposta imune do hospedeiro. Além disso,
outro gene que se destacou foi Epha2, que possivelmente pode estar relacionado com a
sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis na fase cronica da infeccdo. Portanto, a avaliacao de
genes DE no processo de resposta imune do hospedeiro pode colaborar para novos insights
na interacdo C. pseudotuberculosis-hospedeiro, 0 que permite um estudo mais direcionado

em alvos génicos para a obtencéo de tratamento como vacinas.

Palavras-chave: Macrofagos. Expressao Diferencial. Linfadenite Caseosa.



ABSTRACT

Eukaryotic host cells are subject to infection by several pathogens such as bacteria, and as
infection begins, a dynamic cascade of events is triggered that culminates in altered patterns
of gene expression in both interacting organisms. To survive within a host, pathogens have
several alternatives to enable their growth through rapid replication. With such diverse
mechanisms involved in each stage of host infection, understanding the host's immune
response to infection is important for the study of the host-pathogen relationship. And RNA-
Seq studies enable differential expression studies under certain conditions. Thus, in this
study, analysis of the differential expression profile of genes involved in the host's immune
response to infection by Corynebacterium pseudotuberculosis was performed. The cells
used as a host model were the murine cell line RAW 264.7 commercially supplied by the
Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ). The strain of C. pseudotuberculosis PA09 was obtained
from a contaminated animal diagnosed with caseous lymphadenitis. Cellular infection was
performed for three hours with MOI 5, then total RNA from the host cell was extracted and
evaluated for integrity and quantity. Through an mRNA library preparation protocol, the
RNA of the biological triplicate samples was sequenced by the Illumina platform. Analyzes
of quality, quantity and differential gene expression through the miARma-Seq pipeline were
performed on the sequencing data. And the functional analyzes were performed by
ontologies through the Go feat program. A total of 8,003 differentially expressed (DE) genes
were obtained, of which 529 genes were induced and 98 repressed. The highest level of
induced expression was the Csf3 gene, which encodes an important cytokine in stimulating
the host's immune response. Furthermore, another gene that stood out was Epha2, which
could possibly be related to the survival of C. pseudotuberculosis in the chronic phase of the
infection. Therefore, the evaluation of DE genes in the host immune response process may
contribute to new insights into the C. pseudotuberculosis-host interaction, which allows for

a more focused study of gene targets for obtaining treatment such as vaccines.

Keywords: Macrophages. Differential Expression. Caseous lymphadenitis.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Linfadenite Caseosa e a relacéo patogeno-hospedeiro

A linfadenite caseosa (LC), também como pseudotuberculose ou “mal do carogo”, €
uma doenca infectocontagiosa, de carater cronico e de ocorréncia mundial, causada pela
bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, acometendo ovinos e caprinos (Alves et al.,
2007). Apesar de apresentar baixa mortalidade, a enfermidade esté associada principalmente
as elevadas perdas econémicas, por comprometer a producéo de leite, carne e carcaga (de Sa
Guimardes et al., 2011) e por causar menor eficiéncia reprodutiva nos animais acometidos
(Umer et al., 2017).

C. pseudotuberculosis possui uma ampla variedade de hospedeiros e induz infeccéo
clinica em bovinos, porcos, cavalos, veados, camelos e muitos animais de laboratorio
(Moore et al., 2010). Da mesma forma, causa distlrbios reprodutivos, como aborto,
natimortalidade e infeccdo neonatal em ovelhas (Dennis & Bamford, 1966; Addo, 1979;
Alonso et al., 1992) e em carneiros, orquite supurativa (Ladds, 1993). Williamson & Nairn
(1980) também relataram artrite, bursite e mastite em ovelhas (Radostits et al., 2007) e
finalmente toxemia que leva a morte rapida em cordeiros e cabritos neonatais desafiados
experimentalmente. Do ponto de vista zoon6tico, os humanos raramente sdo afetados, alguns
casos de infeccdes foram documentados em relacdo aos possiveis riscos de infeccdo em
médicos veterinarios e auxiliares, bem como em especialistas em fazendas (Peel et al., 1997).

Esta doenga apresenta-se de duas formas clinicas, a externa ou superficial e a interna
ou visceral, em que a formacao de abcessos é comum as duas. A forma externa, caracteriza-
se por formacges de abscessos nos linfonodos superficiais, principalmente nos parotideos,
retrofaringeos, mandibular, pré-escapular, pré-femoral, popliteo e inguinal superficial (Umer
et al., 2017) (Figura 1). Os linfonodos afetados, apresentam um aumento de volume,
formando um abcesso contendo pus de coloracdo amarelo esverdeado e consisténcia viscosa
(Veschi, 2011) (Figura 2). Estes linfonodos sdo sensiveis a palpacao e tornam-se flutuantes

a medida que a doenca evolui (Radostits et al., 2002).
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Na forma visceral, também conhecida como “sindrome da ovelha magra”, a infec¢éo

localiza-se nos ganglios linfaticos associados as visceras (Figura 3), como os rins, figado,
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baco, e quando acometem os pulm®es, 0s animais podem causar emagrecimento progressivo,

dispneia ou taquipneia e tosse crénica (Alves et al., 2007; Souza et al., 2011).

Figura 3. Abscesso interno causado pela linfadenite

caseosa em pulmdo ovino. Fonte: Ovinopar:

Almanague trimestral (2018).

Estudos microscopios indicam que a lesdo tem inicio como um pequeno conjunto de
células epitelidides, mas logo em seguida é substituida por uma necrose caseosa, que passa
a ser a caracteristica predominante da doenca. A massa caseosa central logo é circundada
por uma delgada camada de células epitelidides mescladas com linfécitos, e a essa camada
é acrescentada uma camada reforco externa de tecido conjuntivo fibroso. A medida que a
lesdo vai crescendo, as camadas reativas epitelidides e fibrosa sofrem necrose; a camada
epitelidide morre primeiro. Enquanto a camada fibrosa ainda permanece visivel, formam-se
novas camadas externas a esta, que por sua vez também vao necrosando sucessivamente. O
resultado é uma massa concentricamente laminada, esférica, e com um aspecto de cebola
cortada, que pode atingir um didmetro de varios centimetros (Jones et al., 2000) (Figura 4).

A distribuigdo mundial, a dificuldade no tratamento e auséncia de vacinas eficazes
provoca perdas econdmicas consideraveis na ovinocaprinocultura, o que justifica a

necessidade de estudos mais aprofundados sobre C. pseudotuberculosis.
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Figura 4. Corte da capsula fibrosa que

forma o abcesso. Fonte: Revista
Veterinaria em Foco — ULBRA.

1.1.1 Corynebacterium pseudotuberculosis: Aspectos Taxonémicos, morfoldgicos e

biogquimicos

O género Corynebacterium pertence a familia Corynebacteriaceae, na qual esta
classificada no filo Actinobacteria, classe Actinobacteria e ordem Corynebacteriales (Clavel
et al., 2014; Lehmann & Neumann, 1907). Foi sugerida uma relacéo filogenética proxima
entre C. pseudotuberculosis, C. diphtheriae e C. ulcerans, devido estes microrganismos
serem 0s Unicos entre as corinebactérias a produzirem potentes exotoxinas, a toxina difteria
e fosfolipase D, que desempenham papéis significativos na viruléncia (Holmes, 2000;
Dorella et al., 2006).

C. pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva, parasita intracelular anaerébio
facultativo, ndo possui capsula, ndo esporula, é imovel e possui fimbrias. Apresenta formas
pleomorficas que variam desde cocdides a bastdes filamentosos, medindo de 0,5 a 0,6 um
por 1,0 a 3,0 um de tamanho. E uma bactéria mesofila, com condicdes 6timas de crescimento
a 37°C, em pH entre 7,0 e 7,2 (Merchant & Packer, 1967; Hard, 1969; Buxton & Fraser,
1977; Connor et al., 2000; Selim, 2001).

O crescimento na superficie de Agar BHI é inicialmente espacado e, posteriormente,

se organiza em colbnias opacas, de crescimento concéntrico e de coloracdo creme
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alaranjado. Em meio liquido, desenvolve-se como depdsitos granulares, com uma pelicula
na superficie (Dorella et al., 2006).

A parede celular de C. pseudotuberculosis contém peptideoglicano, que produz o
acido meso-diaminopimélico (meso-DAP), o qual esta relacionado a resisténcia da parede
contra a maioria das peptidases, e 0 &cido micdlico, além de apresentar os agucares arabinose
e galactose em grande quantidade (Dorella et al., 2006). A producdo de acido ocorre a partir
de fontes de carbono incluindo glicose, frutose, maltose, manose e sacarose, bem como a
ndo producdo de gas (Holt et al., 1994). Além disso, apresenta peptideoglicano,
arabinogalactanos e acidos micdlicos na parede celular e alto contetido G+C (46-74%) no
genoma (Songer, 2005).

C. pseudotuberculosis € catalase, urease e fosfolipase D positiva, oxidase negativa e
beta-hemolitica (Muckle & Gyles, 1982). A partir da reducdo de nitrato a nitrito, foi
classificado dois biovariedades de C. pseudotuberculosis: tipo | ou biovar ovis, isolados de
ovino e caprino, sao nitrato negativo; tipo 11 ou biovar equi, isolados de equino e bovino, séo
nitrato positivo (Baird & Fontaine, 2007).

1.1.2 Transmissao

Vaérias vias de inoculacdo como oral, intranasal, intradérmica, intratraqueal,
intravenosa ou intravaginal ja foram testadas com sucesso em experimentos, embora 0s
principais determinantes da severidade da enfermidade na infec¢éo experimental sédo a dose
do in6culo e a via de inoculacdo(Brown & Olander, 1987). Na ocorréncia natural da doenca,
esses parametros ndo sdo reconhecidos e a transmissdo da LC ocorre fundamentalmente
através da contaminacdo de feridas cutdneas superficiais realizadas durante a tosquia,
marcacdo de orelha, castracdo, luta entre rebanhos ou friccdo contra superficies
contaminadas (Ayers, 1977; Williamson, 2001; Othman et al., 2014; Latif et al., 2015).

Animais infectados sdo considerados uma possivel fonte de contaminagdo, pois
podem liberar um nimero imenso de organismos selvagens por meio de secrecéo purulenta
de abcessos rachados ou por tosse com secrecdo de lesGes presentes nos pulmdes (Pepin et
al., 1994; Baird & Fontaine, 2007). Outros animais podem ficar desprotegidos por meio do
contato direto com animais infectados por meio de equipamentos e meio ambiente

contaminados. C. pseudotuberculosis demonstrou sobreviver por um longo tempo em
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fomites ou diferentes materiais naturais (Nairn & Robertson, 1974; Augustine & Renshaw,
1986).

Cabras com mucosa bucal traumatizada tém mais chances de entrar em contato com
a bactéria por alimentos contaminados (Brown & Olander, 1987). Devido a alta prevaléncia
de les@es toracicas e pulmonares da forma visceral da LC, é possivel a transmissdo aérea.
No entanto, a disseminacdo das lesdes pulmonares demonstra uma disseminagdo
hematogénica ou linfogénica ao inves de erogena (Augustine & Renshaw, 1986). No entanto,
animais com lesdes pulmonares desempenham um papel fundamental na transmissao da
bactéria, da mesma forma, eles podem aproximar as feridas da pele em outros animais
(Pepin, Paton, et al., 1994). As investigacdes por parte de insetos e artropodes que servem

como vetores para C. pseudotuberculosis sdo inconclusivas (Brown & Olander, 1987).

1.1.3 Fatores de viruléncia e Patogénese

Dois principais fatores de viruléncia foram identificados para o estabelecimento da
LC, a fosfolipase D e acidos micdlicos (Baird & Fontaine, 2007). A fosfolipase D é enzima
hidrolisante de glicol-fosfolipidio responsavel por muitos processos biolégicos, como
dermo-necrose (Brogden et al., 1990; CA Muckle & Gyles, 1986; Songer, 1997), lise
sinérgica letal de eritrécitos na presenca de um fator extracelular Rhodococcus equi (Fraser,
1961).

Jolly (1965) relatou que o PLD aumentou a permeabilidade da parede vascular,
causou extravasamento de plasma dos vasos sanguineos pela hidrolise da esfingomielina nas
membranas do endotélio. A patogénese pode ser auxiliada por este efeito e permite que a
bactéria migre do local da infeccdo para os linfonodos ao redor das regibes periféricas
(Brown & Olander, 1987; Pepin et al., 1994a).

A quimiotaxia em neutro6filos sdo prejudicados por PLD, reduzindo assim as chances
de fagocitose durante o estagio inicial da infec¢do (Tashjian & Campbell, 1983; Yozwiak &
Songer, 1993; Pepin et al., 1994b) . Isso pode estar associado a patogénese por drenagem
linfatica para os tecidos (Batey, 1986). Pode auxiliar o microrganismo no inicio das
infeccdes e também é responsavel pela criagcdo de vias para o sistema imunolégico (Tashjian
& Campbell, 1983; Yozwiak & Songer, 1993; Pepin et al., 1994b). C. pseudotuberculosis

tem a capacidade de se replicar dentro dos macréfagos e ser liberado, alguns outros
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pesquisadores recomendaram que a PLD pode desempenhar um papel importante no
fagossoma e causar a morte de macrofagos (Pepin et al., 1994a; McKean et al., 2007).

A parede celular de C. pseudotuberculosis é revestida por um acido micélico ceroso
que desempenha um papel importante na patogénese. Este revestimento protetor tem
propriedades de citotoxina, bem como resisténcia mecénica que desempenha um papel vital
na patogenicidade do organismo (Tashjian & Campbell, 1983; Baird & Fontaine, 2007).
Segundo alguns pesquisadores, a camada de acido micolico tem a capacidade de permitir
que C. pseudotuberculosis sobreviva mesmo em condic¢des extremas por um longo periodo
de tempo no ambiente; caracteristicas semelhantes também foram observadas em
Actinomycetes e Mycobacterium (Paton et al., 2002; Baird & Fontaine, 2007).

A infeccdo pela C. pseudotuberculosis comega com a penetracdo no hospedeiro, que
normalmente ocorre através da mucosa oral, nasal e através de feridas cutaneas, e sua
disseminacdo ocorre livremente ou dentro de macrofagos, através do sistema linfatico
aferente aos linfonodos locais e alguns 6rgdos internos e viscerais, onde 0s abscessos
caseosos se desenvolvem e ocorre a necrose. As lesdes sdo consequéncias da multiplicacdo
bacteriana dentro das celulas (intracelular), que & precedida pela morte das células do
hospedeiro (Jolly, 1965; Hard, 1969) (Figura 5). O tamanho da lesdo talvez flutue com a
concentracdo inicial do patogeno, a taxa de multiplicagio do microrganismo e a

disponibilidade das células de defesa para a lesdo do hospedeiro (Batey, 1986).
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Figura 5. Esquema da evolucéo da patogenia da Linfadenite Caseosa. Fonte: Alves
et al. (1997), adaptado de Batey (1986).
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1.1.4 Resposta imune a C. pseudotuberculosis

O papel do sistema imune inato na infeccdo por C. pseudotuberculosis ainda ndo é
bem compreendido, todavia ja se sabe do envolvimento de citocinas pré-inflamatérias como
IL-1, TNF-o e INF- y como também a presenga de neutrdfilos, células NK e macréfagos na
fase inicial da infeccdo (Stefanska et al., 2010; Pépin et al., 1997). Algumas células séo
carreadas logo apos a infeccdo, principalmente neutrofilos e posteriormente macrofagos.
Essas células fazem parte do mecanismo de acdo da resposta imune inata, ocorrendo nos
primeiros dias da infecgédo, e produzem sinalizagGes para o desenvolvimento da resposta
adaptativa (Bastos, 2012; Pepin et al., 1999).

A resposta imune inata inicia-se depois do reconhecimento de estruturas microbianas
conhecidas como padrdes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS). Esse
reconhecimento é feito por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) presentes em
células como macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, células epiteliais, e células
endoteliais do hospedeiro (Levitz & Golenbock, 2012). No grupo dos PRRs existem 0s
receptores Toll-like (TLRs) que ja foram implicados no reconhecimento de PAMPs de
Micobactérias (Taciak et al., 2018; Simmons et al., 2010; Jo, 2008; Ferwerda et al., 2007;
Akira et al., 2006). Os TLRs 2,4 e 9 sdo capazes de identificar PAMPs do Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacterium avium resultando em um direcionamento da imunidade
adaptativa (Thirunavukkarasu et al., 2013; Carvalho et al., 2011; Tapping & Tobias, 2003).

Ap6s o reconhecimento e a proliferacdo do patégeno no interior das células do
hospedeiro, ocorre o desenvolvimento de granuloma e caracterizagdo da maturagéo e
persisténcia do granuloma, que libera novas bactérias e causa necrose. Os granulomas sao
formas de inflamacdo, no qual sua formacdo € uma resposta imune inata para separar
substancias insollveis evitando a propagacdo para outro local. Eles possuem resposta
linfocitaria associada com a arquitetura e organizacdo e mostra que as subpopulacbes
presentes desempenham fungdes significativas no processo da doenga. A polarizagdo de
macrdfagos € um importante processo na formacéo de granulomas. Os macréfagos ativados
expressam MHC classe 11, ligando a receptores Toll-like e IFN-y, promovendo resposta Th1l
(Marino et al., 2015; Walker et al., 1991).

Além disso, a imunidade contra C. pseudotuberculosis envolve respostas imunes

celulares e humorais. Por ser uma infec¢do intracelular facultativa, possui uma maior
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resposta imune celular, onde as células T produzem IFN-y, e outras citocinas importantes
para o controle da infeccdo. Na resposta imune humoral, observa-se que a partir de 6 a 11
dias de infeccdo, a producdo de anticorpos € importante para evitar a disseminacdo da
bactéria, a presenca de citocinas IFN-y, como resposta primaria ¢ importante para evitar a
propagacdo do agente. A partir do dia 16 estabelece-se uma forte resposta secundaria, que
diminui entre os dias 42 a 56 (Paule et al., 2003). Estudos revelam que durante a infec¢do
por este microrganismo h& uma forte resposta humoral, apesar dessa resposta ndo ser capaz
de eliminar a infeccdo (Michael C. Fontaine et al., 2006).

Estudos revelam a grande importancia das citocinas pré-inflamatérias INF-y e TNF-
a, sobretudo no local da infecgao (Pépin et al., 1997), sendo que o TNF-a apresenta papel
crucial na fase primaria do processo infeccioso (Lan, 1998). Pesquisas realizadas por Pépin
e colaboradores (1997) mostraram que a estimulacdo de IFN-y e a formagao de granulomas
seriam independentes do fator de viruléncia PLD, concluindo também que existe uma
ligacdo entre a formacao de granulomas e a expresséo de algumas citocinas (IFN- vy, TNF-

a, IL1-B, IL-2, IL-4) importantes na limitacdo da disseminacdo do patogeno.

MACROFAGOS

O macréfago é uma importante célula do sistema imunitario, proveniente da
linhagem mieloide do sistema hematopoiético, tendo como precursor 0 mondcito
(Geissmann et al., 2010). E a principal célula do sistema fagocitario mononuclear e constitui
um dos principais componentes do sistema imune inato contra microrganismos, através do
reconhecimento de PAMPs (Padr6es Moleculares Associados a Patdgenos), que interagem
com receptores especificos PRRs (Murray & Wynn, 2011). Quando ativados apresentam
diversas funcBes, como atividade metabolica e fagocitica, tendo maior capacidade de
endocitose. Na ativacdo, convertem o oxigénio em derivados reativos do oxigénio (ROS),
que destroem 0s microrganismos.

Os macrofagos estdo envolvidos na reparacdo tecidual, pois quando ativados
produzem fatores de crescimento para fibroblastos e células endoteliais que participam na
remodelagem dos tecidos, remogao de células lesadas, estando envolvidos em todas as fases

da resposta imune (T. Wynn & Barron, 2010). Os macréfagos apresentam papel de destaque
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na patogenicidade da infecgédo por C. pseudotuberculosis, fornecendo um nicho intracelular
para a sobrevivéncia e multiplicacdo do patégeno, onde ocorre a evasao do sistema imune
por inibicdo da formacdo do fagolisossomo, resultando em multiplicacdo da bactéria e morte
celular. Porém, estudos mostram que a fagocitose do agente pode variar de acordo com a
cepa (I Stefanska et al., 2010). Quando ativados classicamente sdo chamados de M1,
participando da resposta imune Thl. Essa ativacdo pode ocorrer na presenca de IFN-y, e
fator de necrose tumoral (TNF), estimulando a fagocitose para eliminar o patégeno. Na
ativacdo alternativa, células M2 referem-se a vérias formas de macréfagos, apds exposicdo
a IL-4, IL-13 e IL-10. As células M2 produzem citocinas inflamatérias em menores niveis,
secretam moléculas anti-inflamatorias, como TGF-B, induzindo resposta imune Th2,

diminuindo a fagocitose e capacidade de eliminar o patdgeno (Jenkins et al., 2011).

1.1.5 Diagnostico

A identificagdo dos animais infectados e sua remogdo do rebanho s&o os métodos
mais efetivos para o controle da LC. Essa identificacdo pode ser realizada, inicialmente,
através do diagnostico clinico, no qual se visualiza a presenca de abscessos nos linfonodos
superficiais do animal. Além deste, pode ser realizado o isolamento e a identificacdo do
agente através do exame bacteriol6gico do material caseoso drenado a partir dos abscessos
(Alves et al., 2007). O isolamento bacteriano é importante para distinguir o agente causador
da LC de outras bactérias. Por exemplo, Arcanobacterium pyogenes, Staphylococcus aureus
subsp. anaerobius, Pasteurella multocida e Actinobacillus licheniformis também podem ser
vistos em abscessos (Shin et al., 2010; Pekelder, 2003).

Uma radiografia toracica pode revelar massas dentro do parénquima pulmonar e
nodulos linfaticos em animais com problemas respiratorios, que também pode ser
confirmado pela cultura de lavagens traqueais (Pugh & Baird, 2012). Para a identificagédo
citoldgica do microrganismo, pode-se usar a coloracdo de Gram e Giemsa. Uma vez que a
coloragdo de Gram ndo é mencionada principalmente para a coloracdo de tecidos, a cor
azulada € assumida por C. pseudotuberculosis e uma cor avermelhada aparece no material
celular e inflamatorio dos linfonodos aspirados (Radostits et al., 2002).

Testes diretos e indiretos para detec¢édo de C. pseudotuberculosis ja foram propostos,

como teste de fixacdo de complemento, teste de inibicdo de hemdlise sinérgica, ensaio de
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microaglutinagdo, ELISA baseado em antigeno PLD (Dercksen et al., 2000). A partir de
culturas e amostras de pus de animais infectados com LC, o ensaio Multiplex PCR (mPCR)
fornece uma ferramenta de identificacdo confiavel, eficaz e répida para C.
pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007). Um marcador de imunidade mediada por células
para determinagdo de IFN-y por ELISA tem sido utilizado para o diagnostico de infec¢do
por C. pseudotuberculosis, apresentando sensibilidade de 91% e especificidade de 98%,
demonstrando seu potencial para uso em programas de erradicacdo de LC (Menzies et al,
2004 ) O teste IFN-y por ELISA ¢ mais sensivel na identificagao de infec¢do precoce em
cabras em comparacdo com o ELISA de anticorpo normal, e também ndo parece ser
influenciado pela vacinacdo (Menzies et al., 2004).

Métodos de tipagem molecular tém sido usados para decidir o grau de parentesco
entre muitas espécies distintas de Corinebactérias, incluindo hibridizacéo de &cido nucleico,
andlise da sequéncia do gene 16S rRNA e polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricdo do gene 16S rRNA (RFLP) (Pavan et al., 2012; Bjorkroth et al., 1999), RFLP de
DNA cromossémico (Costa et al., 1998), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
(Connor et al., 2000, 2007) e polimorfismos de DNA amplificados aleatoriamente (RAPD)
(Foley et al., 2004; Stefanska et al., 2008).

A PFGE foi utilizada para descrever 50 cepas de C. pseudotuberculosis isoladas de
pequenos ruminantes no Reino Unido (Connor et al., 2000). Foram encontrados seis
“pulsetypes”, o que possibilitou determinar a origem do surto de LC. Seja como for, em um
relatorio de 36 amostras de ovelhas e 6 amostras de cabras da Austrélia, Canada, Holanda e
Irlanda do Norte, a mesma equipe de pesquisa estudou quatro diferentes “pulsetypes” com a
concluséo de que essas cepas de C. pseudotuberculosis, ambas de cabra e ovelhas, s&do muito
homogéneas (Connor et al., 2007).0s RAPDs foram valiosos em um estudo de 54 cepas de
C. pseudotuberculosis isoladas de cavalos em quatro estados dos EUA, reconhecendo 10
genotipos diferentes (Foley et al., 2004). Além disso, RAPDs feitos com outros iniciadores
definiram 8 gendtipos entre 61 cepas de C. pseudotuberculosis identificadas em cabras na
Poldnia (Stefanska et al., 2008).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usada para isolar C. pseudotuberculosis, €
uma opc¢do mais rapida e especifica em comparacdo com os métodos de diagnéstico
convencionais (Cetinkaya et al., 2002). Numerosas toxinas bacterianas e fatores de

viruléncia levaram a uma maior compreensdo dos mecanismos patogénicos que levam a
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doenga e sua propagacdo (Pavan et al., 2012). O gene rpoB supostamente substitui ou
complementa os genes 16S rRNA para analise filogenética, pois rpoB é essencialmente mais
polimorfico em comparagdo com o gene 16S rRNA para o género Corynebacterium (Khamis
et al., 2004). A amplificacdo dos genes 16S rRNA, pld e rpoB por PCR multiplex (mPCR),
teve sensibilidade de 94,6%, tanto para isolados de C. pseudotuberculosis quanto para
manifestacdo clinica (Pacheco et al., 2007). Ajuda a identificar C. pseudotuberculosis de
outros patogenos, principalmente Corynebacterium ulcerans (Pacheco et al., 2007). Um
novo ensaio de PCR quadruplex para identificacdo de C. pseudotuberculosis em nivel de
espécie e biovar foi desenvolvido por Almeida e colaboradores (2017). O gene narG da
nitrato redutase foi combinado no ensaio junto com os genes 16S rRNA, rpoB e pld para
melhorar o diagnostico de LC em nivel de biovar por PCR multiplex.

Recentemente, laboratérios de microbiologia clinica estdo familiarizando-se com
uma mudanca de ferramentas classicas para novas ferramentas de diagnoéstico como PCR
em tempo real, sequenciamento e identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-TOF)
(Gongalves et al., 2014), que, devido a reducéo de custos, pode preferir a utilizacao de testes
moleculares aos bioquimicos. Além disso, os iniciadores de oligonucleotideos sé&o
executados para direcionar o gene da prolina iminopeptidase (PIP), que é o gene mais

conservado para a determinagédo de cepas patogénicas (D’Afonseca et al., 2010).

1.1.6 Prevaléncia

A LC ¢ a doenca mais prevalente e com distribuicdo mundial (de S& Guimardes et
al., 2011). No Brasil, a taxa de infec¢do de LC em rebanhos caprinos foi observada em 31,4%
(Seyffert et al., 2010), mas em um estudo recente, a prevaléncia de LC foi calculada em
rebanhos caprinos brasileiros com 25,33% (da Costa Barnabé et al., 2020). A prevaléncia
média de LC foi estimada na Australia em 26% em pequenos ruminantes (Paton et al., 2003).
No Canada, a prevaléncia de LC foi de 36% (Arsenault et al., 2003). A prevaléncia de LC
em caprinos foi registrada em 2,50% na Venezuela (Chirino-Zarraga et al., 2006). A
prevaléncia geral da infeccdo por LC em cabras mexicanas foi medida em 35,63% (Guerrero
etal., 2018).

Na Etidpia, a prevaléncia de LC foi examinada com 10,68% em cabras (Abebe &

Sisay Tessema, 2015). No entanto, um estudo recente realizado na Etidpia, indica que uma
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prevaléncia de LC em cabras foi monitorada com 18,8% (Yitagesu et al., 2020). Na Argélia,
a prevaléncia de LC em cabras e ovelhas foi observada em 1,6 e 8,9%, respectivamente
(Alloui et al., 2011). No Egito, a prevaléncia de LC em cabras e ovelhas foi registrada em
19,23% (Al-Gaabary et al., 2009). A prevaléncia de LC em pequenos ruminantes foi
monitorada em 45% no Reino Unido (Binns et al., 2002). Uma prevaléncia de LC de 37,9%
em cabras foi observada na Italia (Minozzi et al., 2016).

Na Espanha, a prevaléncia de LC em pequenos ruminantes causada por C.
pseudotuberculosis foi detectada em 26,3% (de la Fuente et al., 2017). A frequéncia de surto
de LC foi registrada em 11,1% na Malasia (Osman et al., 2012). Na Tailandia, a prevaléncia
de LC em rebanhos caprinos foi de 5,06% (Thongkwow et al., 2019). Na india, a prevaléncia
geral de LC em cabras foi observada em 14,44% (Gururaj et al., 2018). A prevaléncia de LC
causado por C. pseudotuberculosis em cabras foi encontrada em 39,22% na China (Hexian
Li et al., 2018). Na Coréia, a prevaléncia de CLA em cabras foi estimada em 7,3% (Jung et
al., 2015).

1.1.7 Prevencéo e controle

A drenagem dos abscessos é acompanhada de limpeza e cauterizacdo quimica,
normalmente com 10% de iodo, ou retirada dos linfonodos superficiais infectados nos
animais afetados (Nozaki et al., 2000). Mesmo sendo uma importante medida de controle,
essa técnica pode ndo ser eficaz como pretendido devido aos abscessos internos na LC. A
drenagem do abscesso deve ser realizada de forma a evitar contaminagdo ambiental, com
adequada desinfeccdo do material cirargico durante o procedimento.

A antibioticoterapia é outra opcdo de tratamento pouco eficaz, apesar de C.
pseudotuberculosis ser sensivel a quase todos os antibidticos testados in vitro. A localizagdo
intracelular de C. pseudotuberculosis, juntamente com a formacao de biofilme em infecgcdes
naturais torna os antimicrobianos ineficientes, diminuindo a eficacia do medicamento (
Olson et al., 2002; Brown & Olander, 1987). A antibioticoterapia € uma solugéo inviavel
para o controle de doengas em nivel de rebanho devido a sua falta de eficacia e alto custo.

Um programa eficaz de controle do LC deve ser baseado na avaliacdo clinica e na
sorologia intermitente dos animais do rebanho, que incorpora os animais adquiridos

recentemente e os demais que retornam ao rebanho, separando os que apresentam sinais
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clinicos ou soroldgicos positivos (Aftabuzzaman, 2021). Um animal uma vez infectado
quase ndo elimina C. pseudotuberculosis devido a sua ma resposta ao tratamento, sua
capacidade de adaptacdo no meio ambiente e as limitacdes na deteccdo da presenca de
abscessos internos em animais infectados subclinicamente no caso de LC (Lopes Bastos,
2012; L. H. Williamson, 2001).

A principal via de infeccdo em um rebanho ¢ a entrada de animais infectados, com
ou sem sinais clinicos, resultando em alta incidéncia de abcessos apds 2 ou 3 anos (Al-Harbi,
2011). Os animais infectados contaminam o solo, &gua, pastagens, racdes e instalacbes com
pus de drenagem de abscessos, secrecdes nasais e fezes de animais infectados. Isso enfatiza
a importancia da implementacdo de procedimentos de biosseguranca no rebanho,
principalmente quando novos animais sdo introduzidos (Aftabuzzaman, 2021) .

As cabras sdo infectadas principalmente por contaminacdo de feridas superficiais,
que podem ocorrer durante a castracdo e marcacao das orelhas, ou por lesdes no corpo do
animal causadas por outros eventos traumaticos (Dorella et al., 2006). Devem ser tomadas
medidas para diminuir o risco de infeccdo, por exemplo, o0 uso de cercas de arame liso,
desinfeccdo de equipamentos cirurgicos e instrumentos de marcacdo auricular, 0 uso

sistemético de agulhas individuais descartaveis (Aftabuzzaman, 2021).

1.1.8 Vacinagdo

Foi demonstrado que a imunizagdo minimiza a disseminagé&o da infecgéo e leva a um
declinio gradual na prevaléncia, mas nenhuma das vacinas LC atualmente licenciadas
oferece protecéo total contra C. pseudotuberculosis (Fontaine & Baird, 2008; Paton et al.,
2003). A vacinacdo deve ser aplicada quando houver alta prevaléncia de infeccdo (Paton et
al., 2003). Geralmente, é importante ter um esquema de vacinac¢do definido para o rebanho
saudavel, porém a protecdo conferida pela vacinacéo € apenas parcial no desenvolvimento
de abcessos externos quanto internos (L. H. Williamson, 2001).

O principal componente de C. pseudotuberculosis usado na formulacéo de vacinas é
0 PLD. A base de seu uso é o bom indice de protecdo obtido apds a imunizacdo de caprinos
com essa toxina. A maioria das vacinas comerciais para C. pseudotuberculosis usa PLD
inativada relacionada a antigenos de outros patdgenos, como Clostridium tetani, Clostridium

perfringens tipo D, Clostridium novyi e Clostridium chauvoei. A vacina Glanvac® 6 (Zoetis,
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Australia) e baseada nesta formulagédo e é aprovada para uso em cabras em varios paises (de
Pinho et al, 2021). A vacina Biodectin® também esta licenciada no Brasil para uso em
cabras. A vacinacao de caprinos com Glanvac® resultou em protecdo contra infeccdo por C.
pseudotuberculosis, evidenciada pela redugdo do numero de lesdes (de Pinho et al., 2021).

A outra vacina comercial avaliada, Caseous DT® (Colorado Serum Co. Canada), tem
duas formulagdes, uma que contém toxinas clostridiais e outra que € uma combinacéo de C.
pseudotuberculosis e toxinas clostridiais (Paton et al., 2003; Piontkowski & Shivvers, 1998;
Stanford et al., 1998). Os resultados preliminares mostram que a segunda formulacéo oferece
melhor protegdo contra a infeccéo do que a primeira, diminuindo o nimero de lesBes internas
e externas (Piontkowski & Shivvers, 1998).

A utilizacdo de toxinas PLD para a imunizacdo de cabras adultas pode ter alguns
efeitos colaterais, incluindo diminuigdo na producdo de leite, febre, edema ventral e ataxia,
mas nenhuma exposi¢ao em animais jovens. Portanto, ao prescrever a vacina para cabras, 0s
profissionais da fazenda devem estar cientes das limitagbes da vacina e notificar os

proprietarios dos potenciais efeitos colaterais da vacina (Williamson, 2001).

1.2 Linhagem celular de macrofagos: RAW 264.7

Linhagens celulares estabelecidas s&o amplamente utilizadas em todo o mundo
para analises in vitro e in vivo. A razdo para isso € a fonte ilimitada de células com gendtipo
e fendtipo semelhantes através de passagens consecutivas. No entanto, nos Ultimos anos, 0s
pesquisadores sdo mais cautelosos na interpretacdo dos dados obtidos a partir de
experimentos realizados apenas em linhagens celulares. A questdo mais interessante séo as
caracteristicas das células e sua comparabilidade e estabilidade entre varios laboratérios e
até mesmo varias passagens. Identificacdo erronea de linhagem celular, contaminacéo por
Mycoplasma ou mudanca genotipica e fenotipica quando cultivadas por tempo prolongado,
sdo questdes importantes muitas vezes perdidas em artigos de pesquisa (Taciak et al., 2018).

As células RAW 264.7 sdo semelhantes a mondcitos/macrofagos e originais da
linhagem celular transformada pelo virus de leucemia de Abelson, derivada de camundongos
BALB/c. Estas células estdo sendo descritas como um modelo apropriado de macréfagos,
que sdo capazes de realizar pinocitose e fagocitose, e apos estimulagdo com LPS, as células

RAW 264.7 aumentam a producdo de 6xido nitrico (NO) e aumentam a fagocitose. Além
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disso, essas células sdo capazes de matar as células-alvo por citotoxicidade dependente de
anticorpos (Fuentes et al., 2014).

A linhagem celular RAW 264.7 foi avaliada quanto ao fenotipo (expressao de genes
caracteristicos de macrofagos e marcadores de superficie) e as caracteristicas funcionais
(fagocitose e produgdo de NO) e foi observado a estabilidade desses fatores através das

passagens celulares (Taciak et al., 2018).

1.3 Conjunto de genes de resposta do hospedeiro

As respostas das células hospedeiras aos microrganismos patogénicos estdo entre os
exemplos mais bem estudados de respostas celulares a estimulos externos. As altera¢@es
fenotipicas induzidas por patdgenos nas células do hospedeiro sdo frequentemente
acompanhadas por mudancas marcantes na expressdo génica (Jenner & Young, 2005).

Macrofagos, neutrofilos e células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
respondem a uma ampla gama de estimulos bacterianos com programas comuns de ativacéo
transcricional. Da mesma forma, as células dendriticas (DCs) compartilham uma resposta
transcricional comum a patégenos tdo diversos como Escherichia coli, Candida albicans e
0 virus influenza (Huang et al., 2001).

As células imunes do hospedeiro também regulam a expressdao génica de uma
maneira especifica para o patdgeno, que pode adaptar a resposta imune ao patdgeno. O uso
de componentes patogénicos isolados e de hospedeiros mutantes mostrou que respostas
transcricionais comuns e especificas sdo controladas pela ativacdo de vias de sinalizacdo

mediadas por receptores TLR (Toll-like Receptors) (Jenner & Young, 2005).

1.3.1 Genes mediadores da inflamacao

O grupo de genes que medeiam a inflamacdo e sdo mais regulados positivamente
consistem praticamente naqueles codificadores de citocinas (denominado grupo de citocinas
inflamatorias/quimiotéticas). Este conjunto contém genes que codificam os mediadores pré-
inflamatorios TNF, IL1p, IL6, IL8 e CSF3 (G-CSF), as quimiocinas CCL3 (MIP1a), CCL4
(MIP1p), CCL20 (MIP30/LARC), CXCL1 (GRO1), CXCL2 (MIP2a/GRO2) e CXCL3
(MIP2B/GRO3), e a enzima PTGS2 (cicloxigenase-2), que esta envolvida na producéo de
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prostaglandinas. Esses genes sdo induzidos em macréfagos, DCs, leucécitos, PBMCs,
sangue total e células epiteliais durante a infec¢do aguda por numerosas espécies bacterianas
(Jenner & Young, 2005).

1.3.2 Genes estimulados por IFN

Este grupo inclui aqueles que codificam PRKR (proteina quinase R), PML (proteina
da leucemia promielocitica), OAS1 (2°, 5’-oligoadenilato sintetase), OAS2 e OASL, MX1 e
MX2, G1P2 (ISG15), IFI16, 1SG20 (HEM45) e IFIM1. Além dos genes de quimiocinas
CCL8 (MCP2), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10) e CXCL11 (I-TAC) e quatro genes de
metalotioneina (M1TE, MT1G, MT1H e MT2A). Esta assinatura de expressdo € regulada

positivamente em macrdfagos e fibroblastos em resposta a IFN (Jenner & Young, 2005).

1.3.3 Genes ativadores da resposta imune

Os fatores de transcricéo codificados por este grupo incluem todos os cinco membros
da familia NF-kB e seu co-ativador BCL3, os componentes ativadores da proteina-1 (AP1),
que sdo JUN, JUNB e FOSL2. Fatores que medeiam os efeitos do IFN (IRF1, IRF4, IRF7,
ISGF3G, STAT1, STAT4, STAT5A e seu co-ativador NMI), ligantes de elemento de
resposta CAMP (ATF3, ATF4, BATF e CREM), bem como BCL6, CEBPG, EGR4, HIF1a,
NFATC1, SMAD7 e XBP1l. Os componentes de cascatas de transdugdo de sinal
citoplasmaticas que ativam a resposta imune, como MYD88, TRADD, TRAF1 e TRAF®6,
também estdo incluidos neste grupo. Isso indica que a inducdo da resposta imune é
controlada por um ciclo de retroalimentacao positiva no qual os ativadores transcricionais se

ativam (Jenner & Young, 2005).

1.3.4 Genes que limitam a resposta imune

Outros genes que estdo envolvidos na resposta do hospedeiro sdo o0s que realizam
loops de feedback negativo, pois permitem que a célula retorne ao seu estado néo ativado.
Estes incluem IkB-a (codificado por NFKBIA) e IkB-¢ (codificado por NFKBIE), que

sequestra proteinas NF-kB no citoplasma. Da mesma forma, os genes que codificam as
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quinases MAP2K3, MAP3K4 e MAP3K8, bem como as fosfatases DUSP1, DUSP2,
DUSP4, DUSP5, DUSP6 e DUSP8 (Jenner & Young, 2005).

A inducdo de fatores de acdo positiva e negativa também se estende aos genes que
atuam na apoptose. A inducdo dos genes pro-apoptéticos BBC3, CASP1, CASP3, CASP4,
CASP5 e CASP7, a citocina TRAIL e a proteina adaptadora TRADD sdo combatidos pela
inducdo dos fatores anti-apoptoticos BIRC2 e BIRC3, que se ligam a TRAFs, CFLAR
(também conhecido como FLIP), que inibe o FLICE e os membros da familia BCL2
BCL2A1 e MCL1. Isto indica que as células ativadas por patdgenos estdo em um estado de
"alto alerta” no qual a apoptose pode ser eficazmente iniciada se a infec¢do progredir ou

prevenida se a infeccdo for resolvida (Jenner & Young, 2005).

1.3.5 Genes adicionais envolvidos na resposta da célula hospedeira

Outros genes que estdo relacionados a resposta do hospedeiro sdo de adesdo celular
(ADRM1, CD6, CD38, CD44, CD53, ICAM1, ITGAS5, ITGAX, ITGB8, LGALS9,
LGALS3BP) e de invasao tecidual (MMP1, MMP7, MMP10, MMP12, MMP14, MMP19)
(Jenner & Young, 2005). E além destes, outros genes sdo induzidos preferencialmente em
um tipo celular, como por exemplo em macréfagos (Chaussabel et al., 2003) que apresentam
cerca de 80% dos genes envolvidos na ativagao e sdo regulados por pelo menos um estimulo
do patdgeno (Nau et al., 2002). Alguns dos genes sdo CSF3R (G-CSF), de adesdo celular
(EMILIN, CSPG2, ITGBL1, ITGA6), os pro-apoptoticos (TRAF3, IL-1p) e anti-apoptdticos
(API5 e TOSO) (Chaussabel et al., 2003).

1.4 Expresséo génica

Os métodos tradicionais para medir a expressdo celular de transcritos individuais
foram baseados em sondas de DNA especificas de genes utilizadas para detec¢do por
hibridizacdo (por exemplo Northern blot) ou por amplificacdo (por exemplo, PCR
quantitativa em tempo real (QRT-PCR)) e ainda Ensaio de Proteacdo a Nuclease,
Hibridizagdo Subtrativa, Diferencial Display, SAGE ou Microarray (Moody, 2001).

O desenvolvimento das tecnologias de nova geracdo (NGS), como o Illumina, 454 e

SOLID™, permitiu o aumento de velocidade do sequenciamento e possibilitou a
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decodificacdo de genomas inteiros (Metzker, 2010). Além disso, foi possivel obter os
transcritos de uma determinada célula (codificantes ou ndo-codificantes) em um
determinado estagio de desenvolvimento especifico ou condicdo fisiologica, técnica
chamada de RNA-Seq (Wang et al., 2009).

O RNA-Seq proporciona o refinamento de limites transcritos, a identificagédo de
UTRs, locais de processamento, isoformas de splice em eucariotos ou estruturas de operons
bacterianos, o rastreio de TSSs, bem como a identificacdo de novos genes. Todas essas
caracteristicas imediatamente tornaram o RNA-Seq o método de escolha para estudos
transcriptémicos, independentemente do organismo de interesse (Wang et al., 2009).

No entanto, os protocolos de extracdo de RNA foram desenvolvidos para separar
fisicamente o hospedeiro e 0 patégeno um do outro e enriquecer o RNA bacteriano apés a
infeccdo ter ocorrido, mas antes da deteccdo (Hinton et al., 2004), e isto se deve aos estudos
pioneiros de microarray que tiveram como objetivo analisar a infe¢do dentro de modelos de
patdgeno-hospedeiro conjuntamente, ao invés de um isolamento puro (Rappuoli, 2000).
Porem, foi identificada hibridizacdo cruzada e para evitar este problema, chips foram
projetados para excluir sondas com alto risco de detectar transcritos de ambos os organismos.

Esta técnica de enriquecimento, ainda utilizada, depende da separacdo de células ou
dos transcritos de células eucaridticas. Primeiramente, se o sistema modelo é baseado em
patdgenos extracelulares, a interacdo patdgeno-hospedeiro € interrompida e a centrifugacao
diferencial resulta na sedimentacdo seletiva das células hospedeiras, enquanto as células
bacterianas permanecem na fracdo sobrenadante. No caso de patdgenos intracelulares, as
células hospedeiras podem ser seletivamente lisadas (por exemplo, por tratamento com
detergente). Assim, a centrifugacdo diferencial ira sedimentar as células bacterianas intactas,
enguanto o lisado do hospedeiro permanece no sobrenadante (Bent et al., 2013).

A segunda forma de discriminar entre o hospedeiro e o patégeno pode ser alcangada
a nivel de transcrito. Métodos como o kit MICROBEnrich fazem uso das diferentes
caracteristicas das espécies de RNA eucaridticas e bacterianas. Os oligonucleotideos que sao
especificos para os transcritos eucarioticos mais abundantes (rRNA 18S, rRNA 28S, mRNAs
poliadenilados) podem ser acoplados a esferas magnéticas para capturar e extrair uma fracéo
substancial de RNA hospedeiro de uma amostra de transcriptoma misto. Finalmente, a

deplecdo do material do hospedeiro pode ser obtida a nivel de cDNA através da captura
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seletiva por meio de hibridagdo utilizando sondas de DNA biotiniladas (Morrow et al.,
1999).

Além disso, a crescente sensibilidade do sequenciamento de RNA de alto rendimento
permite agora estudos de Dual RNA-Seq, capaz de capturar simultaneamente todas as classes
de transcritos codificantes e ndo-codificantes tanto no patdgeno quanto no hospedeiro. Esta
técnica permite, uma Unica etapa, a obtencdo do perfil simultdneo de transcriptomas de
patdgeno-hospedeiro, sem a separacdo fisica de células hospedeiras e patogénicas ou de seus
transcritos como é realizado em experimentos de microarray. Da mesma forma, ocorre um
menor nimero de etapas no fluxo de trabalho experimental, desde a aquisicdo da amostra
até a analise, 0o que minimiza viéses técnicos. E possivel ainda identificar o perfil da
expressao do gene do patdgeno no nicho de sua célula hospedeira, jJuntamente com a resposta
do hospedeiro sem interromper essa interacao estreita que revela o processo de infec¢ao
(Westermann et al., 2012).

Para a obtencdo dos transcritos de uma infeccdo, primeiramente, € necessaria uma
avaliacdo cuidadosa do desenho experimental e a definicdo das questdes bioldgicas. Por
exemplo, a escolha de tipos e condi¢des do hospedeiro e bactéria; a quantidade de bactérias
infectando uma célula hospedeira representada pelo MOI (do inglés Multiplicity of
Infection); e o tempo do processo de infec¢do: pois em estagios precoces é provavel que haja
uma quantidade limitada de RNA bacteriano (Marsh et al., 2017).

Além destes, 0 numero de amostras, condic¢des, quantidade de repeticdes do
experimento, tipo de sequenciador, profundidade do sequenciamento e a selegdo de genes
diferencialmente expressos do patdgeno-hospedeiro que buscam respostas especificas e ndo
especificas da interacdo sdo alguns dos fatores importantes para o sucesso da obtencéo dos
transcritos da infeccdo (Marsh et al., 2017).

Portanto, a obtencdo de transcritos envolvidos em uma infeccdo por RNA-Seq
corrobora para novos insights na interacdo patégeno-hospedeiro, 0 que permite uma analise
mais direcionada em alvos génicos que auxiliam na defesa do hospedeiro e sobrevivéncia do

patogeno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil de expressdo em macrofagos de murino durante a infeccéo por

Corynebacterium pseudotuberculosis.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao diferencial de genes ativadores da resposta imune dos
macrofagos de murino contra a infecgdo por C. pseudotuberculosis;

e Avaliar o perfil de expressdo relacionado a resposta imune dos macrofagos de
murino contra a infecgéo por C. pseudotuberculosis;

e Auvaliar a expressdo dos genes mediadores da inflamagdo dos macrofagos de
murino contra a infeccéo por C. pseudotuberculosis;

¢ Identificar novos genes ainda ndo caracterizados, mas possivelmente associados

a resposta contra a infeccdo por C. pseudotuberculosis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencgéo da amostra contendo a C. pseudotuberculosis

O patogeno C. pseudotuberculosis foi obtido a partir de um linfonodo pré-escapular
de ovino infectado contendo material purulento. O material foi coletado em uma fazenda no
municipio de Nova Timboteua/PA. As amostras foram colhidas por veterinarios que
identificaram os linfonodos com abcessos e posteriormente realizaram uma tricotomia no
local e antissepsia com alcool iodado a 5% para retirar o material purulento do linfonodo do
animal (Figura 6). O material caseoso foi coletado em seringa de 20 mL e armazenada em
gelo e transportada ao Laborat6rio de Gendmica e Biologia de Sistemas da Universidade

Federal do Paréa para o cultivo e identificacdo da bactéria a partir do material caseoso.

' ey it eI f e =
Figura 6. Retirada do material purulento do linfonodo pré-escapular do animal infectado.
Fonte: acervo pessoal do autor da tese.

3 Sl

3.2 Cultivo e curva de crescimento de C. pseudotuberculosis

Apos a coleta de C. pseudotuberculosis obtida do material caseoso, a bactéria foi
semeada em agar-sangue contendo 7% de sangue de carneiro e incubada a 37°C por 24-48
horas (Figura 7). As col6nias de C. pseudotuberculosis foram identificadas através da analise
morfol6gica das coldnias, padrdo de hemdlise e PCR multiplex com os genes 16S, rpoB e
pld (Pacheco et al., 2007).
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Figura 7. Cultura de C. pseudotuberculosis em Agar
sangue de carneiro. Fonte: acervo pessoal do autor da
tese.

Apos a identificacdo dos isolados de C. pseudotuberculosis, a bactéria foi cultivada
em meio BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia), caldo, acrescido de Tween® 80 (Sigma-
Aldrich) a uma concentracao final de 0,05% sob agitacdo de 160 rpm a 37°C por 24 horas
em uma incubadora tipo shaker (Figura 8). Posteriormente, foram realizadas diluicdes
seriadas de 1:10 e plagueamento em Agar BHI, crescidas por 24-48 horas em estufa & 37°C,

para posterior contagem para determinar a curva de crescimento (Dorella et al., 2006).

Figura 8. Corynebacterium pseudotuberculosis em
meio de cultivo BHI caldo acrescido de Tween® 80.
Fonte: acervo pessoal do autor da tese.



38

Para a determinacdo da curva de crescimento, o célculo da quantificacdo celular foi
realizado através da medicao da densidade Optica (D.O) em comprimento de onda de 600
nm. A bactéria foi cultivada em placas de BHI-agar por 48 horas e uma coldnia foi retirada
e inoculada em 40 mL de meio BHI liquido acrescido de 0,05% de tween 80. A cultura
liquida foi colocada em crescimento em incubadora tipo shaker a 37°C sob uma rotacao de
160 rpm. O crescimento celular foi acompanhado a cada 1 hora, sendo coletado 1 mL da
cultura para medicdo da massa celular em espectrofotémetro. Para calibrar o equipamento
(branco), foi utilizado BHI caldo estéril ao longo do experimento nos momentos de avaliacao
da D.O. de C. pseudotuberculosis.

De acordo com as medicdes das D.O.s, foi realizada a contagem do nimero de células
por mL nas D.O.s correspondentes a fase exponencial de crescimento bacteriano. O
plagueamento em meio agar BHI nas diluigdes de 10 a 10°® foi utilizado para fazer esta
contagem através das unidades formadoras de colénias (UFCs) e, para tal, foram utilizados
os valores de menores dilui¢cbes que possibilitaram sua contagem.

O genoma da bactéria deste estudo esta depositado no banco de dados do NCBI
nomeada como Corynebacterium pseudotuberculosis cepa PA09 sob o nimero de acesso
CP054555.1.

3.3 Cultivo da linhagem celular RAW 264.7

A linhagem macrofagica RAW 264.7 utilizada neste trabalho foi obtida
comercialmente do Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas na Se¢do de Meio
Ambiente (SAMAM), Laboratério de Cultura de Tecidos e Citogenética, do Instituto
Evandro Chagas. As células foram cultivadas em meio de RPMI 1640 (GIBCO - Invitrogen)
suplementado com 2g de Bicabornato de Sddio, 10 mL de HCI 1N, 500 mL de gentamicina,
500mL de estreptomicina, 250 mL de penicilina G sodica e 10% de FBS inativado (Fetal
Bovine Serum) (Invitrogen), em uma atmosfera de 5% de CO2 e 37°C em estufa até
subconfluéncia celular (Figura 9). Foram feitos estoques da cultura em diferentes momentos
por criopreservagdo com 95% FBS + 5% DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Fujisawa et al.,
2019).



Figura 9. Mirografias de microscopio 6ptico invertido das células RAW 264.7 apds 24 horas de
cultivo. (A) Células RAW 264.7 em lente de aumento 5x; (B) Células RAW 264.7 em lente de
aumento 32x.

3.4 Infeccdo dos macrofagos por C. pseudotuberculosis PAQ09

Para o estabelecimento da infeccdo, inicialmente uma col6nia de C.
pseudotuberculosis PAQ9 foi cultivada em 20 mL de meio BHI liquido acrescido de Tween
a 80%, este inoculo foi incubado sob agitacdo de 160 rotagBes por minuto (rpm), a 37°C
durante 11 a 12 horas até atingir a fase exponencial (DO = 0.2) em uma incubadora tipo
shaker. Este inoculo foi utilizado para a infec¢do na linhagem RAW 264.7.

As células RAW 264.7 viaveis foram quantificadas por meio do teste de exclusao
com azul de Trypan (0,4% — Sigma Aldrich) e cultivadas previamente em triplicata em
garrafas de 50 mL. Em cada garrafa foram semeadas 4x10° células por 24 h a 37°C e 5%
CO2antes da infeccéo. Posteriormente, estas células foram submetidas a infec¢do a uma taxa
de multiplicidade de infeccdo 5 (MOI 5), ou seja, 1 macrofago para 5 bactérias. Em seguida,
as garrafas foram submetidas a agitacdo por 30 minutos para sincronizar a infecgédo (Figura
10) e incubadas em estufa (37°C e 5% COy) (Marsh et al., 2017).

Apos 3 horas de infecgdo, as células foram lavadas e trocado o meio de cultivo para
retirar as bactérias que nao foram fagocitadas pelos macréfagos e em seguida as células
foram novamente colocadas na estufa (37°C e 5% CO3) por 24 horas. O grupo controle foi
realizado em triplicata das células RAW 264.7 sem infeccdo por C. pseudotuberculosis, nas
mesmas condi¢des de cultivo e incubacéo das células com infec¢do. Apos as 24 h, foi
realizado a extracdo do RNA das células RAW 264.7 sem infeccdo (controle) e das células
RAW 264.7 infectadas.
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Figura 10. Macrofagos submetidos a agitacdo para sincronizar a
infecgéo. Fonte: acervo pessoal do autor da tese.

3.5 Extracdo e avaliagdo do RNA total das celulas RAW 264.7

O RNA total das células RAW 264.7 sem infeccdo (controle) e das células RAW
264.7 infectadas foram extraidas a partir do PureLink® RNA Mini Kit (ThermoFisher), sendo
seguidas as recomendacdes do fabricante (Figura 11). O RNA total extraido foi avaliado
quanto a concentracdo no Qubit® 4.0 (ThermoFisher). E a integridade do RNA foi analisada
mediante leitura no equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies) na Secdo de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB), Laboratério de Biologia Molecular, do
Instituto Evandro Chagas, usando 1 ng de amostra e seguindo as recomendacfes do
fabricante. Um gel virtual é gerado pelo aparelho quando as amostras passam pelos
nanocapilares do chip usado. O numero de integridade do RNA (RIN) foi obtido mediante a
identificacdo das subunidades ribossomais 18S e 28S nas amostras. Um RIN maior que 8 é

o ideal para sequenciamento (Agilent Technologies, 2015).
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Figura 11. Fluxo de trabalho geral do PureLink Mini Kit para a extracdo do RNA total. Descreva o
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3.6 Sequenciamento do mMRNA das células RAW 264.7

Para o preparo das bibliotecas foi utilizado o protocolo SureSelect Strand-Specific
RNA Library Prep System (Agilent), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Ap6s
controle de qualidade, o enriquecimento do mMRNA (RNA poli-A) foi realizado nas amostras
de RNA total usando beads de oligo(dT). O mRNA resultante foi fragmentando,
aleatoriamente, usando tampé&o de fragmentacéo, entdo os fragmentos foram utilizados para
producdo do cDNA, que foi purificado, suas extremidades reparadas, e por ultimo,
adaptadores de poli-A adicionados. Finalmente, as amostras foram enriquecidas mediante
nova PCR para amplificar e indexar a biblioteca de cDNA ligada ao adaptador (Figura 12).
O controle de qualidade foi realizado apds preparacdo das bibliotecas para garantir o
tamanho e concentracdo dos fragmentos, assim como a ligacdo dos adaptadores. O
sequenciamento foi realizado em plataforma Illumina NextSeq® 500, com leituras de 2 x

100 pb de comprimento em modalidade paired-end.

| Plg;\ilti:agélpA Fragmentacéo do
AMOSTRAS  2° poll- RNA RNA FRAGMENTOS
DERNA  IEE—) —
TOTAL POLI-A DIETRGES
Primeira fita de
Adaptadores Segunda fita de cDNA sintetizada|
ligados cDNA sintetizada
(DNACOM {7,  C—
ADAPTADORES DUPLA
Amplificacdo por
PCR
AMOSTRAS
COM INDEXS
Avaliagéo
tamanho e
concentracdo dos

Figura 12. Fluxo de trabalho geral de preparacdo de amostra de sequenciamento de mRNA.
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3.7 Analise dos dados de transcriptoma

A expressdo diferencial (DE) dos transcritos das células controle e células infectadas
foi analisado através do programa miARma-Seq (Andrés-Ledn et al., 2016). O pipeline do
miARmMa-Seq integra analises de: controle de qualidade de dados brutos (FastQC), corte das
leituras, com predicdo de sequéncia do adaptador se necessario, alinhamento das leituras
com a referéncia do genoma correspondente, analise de expressdo diferencial, entre outras.
Todas essas etapas podem ser executadas como um pipeline inteiro ou como etapas
separadas. Para facilitar a execucdo em etapas unicas, 0 miARma-Seq foi implementado com
uma estrutura de modulo baseada em Perl. O pipeline do miARma-Seq foi executado de
acordo com as instrugdes do autor, demonstradas (Figura 13) e descritas resumidamente a
sequir.

As leituras brutas do sequenciamento foram avaliadas quanto a qualidade das leituras
através do Modulo Qualidade, realizada pelo programa FastQC, gerando um relatério de
qualidade em html. O arquivo de entrada estava no formato fastq contendo as leituras brutas
oriundas do sequenciamento, considerando como qualidade minima o valor de qualidade da
métrica Phred 20 (Ewing et al., 1998) para posteriormente montar o genoma.

Apos a avaliagédo da qualidade, as leituras foram submetidas ao Médulo Alinhador,
que utilizou apenas o Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), pois apresenta melhor
tolerdncia a erros de sequenciamento e Indels (Inser¢do/Delecdo) em dados de RNA-Seq
(Lindner & Friedel, 2012). As leituras do sequenciamento foram alinhadas com a referéncia
de Mus musculus GRCm39, depositada no banco de dados do NCBI sob 0 nimero de acesso
PRINA11777. As leituras mapeadas foram submetidas ao Médulo ReadCount através do
programa featureCounts (Liao et al., 2014), que realizou a contagem do namero de leituras
que alinharam para cada gene da referéncia.

Em seguida, foram realizadas as analises de expressao diferencial através do Mddulo
Expressdo Diferencial, que utiliza os programas NOISeq (Tarazona et al., 2015) e edgeR
(Robinson et al., 2009), o pipeline do programa permiti utilizar estes programas combinados
ou isoladamente. Neste estudo foi utilizado o programa edgeR, pois permite ndo apenas a
identificacdo de elementos DE entre duas condi¢fes experimentais, mas comparagcfes mais

complexas no mesmo processo de analise.
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Figura 13. Fluxo de trabalho do pipeline miARma-Seq. Mddulos principais séo indicados
por um fundo cinza. O arquivo de saida é indicado pelo fundo roxo. Adaptado de Andrés-

Leon et al. (2016).

3.7.1 Andlise funcional dos transcritos

Os transcritos diferencialmente expressos foram submetidos ao programa GO FEAT

(Araujo et al., 2018), que realizou a anotacdo funcional dos transcritos por meio do Gene

Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000) a nivel de processos bioldgicos, componente celular

e funcéo molecular.

4. RESULTADOS

4.1 Curva de Crescimento de C. pseudotuberculosis PA09
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C. pseudotuberculosis PAQO9 iniciou sua fase exponencial em torno de 11-12 horas
de curva, apresentando densidade dptica de aproximadamente 0,2 em 600 nm neste periodo.
Esta fase se manteve até as 20 horas de curva onde houve uma reducdo no ritmo de
crescimento bacteriano e por volta de 30 horas de curva a fase estaciondria se iniciou. A
curva de crescimento comegou a entrar em declinio com 51 horas e foi monitorada até a

sexagésima primeira hora (Figura 14).

Figura 14. Curva de crescimento de C. pseudotuberculosis PA09 medida em densidade 6ptica de
600 nm (DOeoonm) €M horas.
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Os valores de densidade éptica e 0 nimero de células bacterianas por mL de meio de
cultivo durante a fase exponencial (D.O 600 = 0,1 — 0,8) foram estimados para verificar a
quantidade de indculo necessario para infectar 4 x 10° células da linhagem RAW 264.7
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores de D.O e o numero de células bacterianas/mL obtidos durante a curva de
crescimento da C. pseudotuberculosis PAQ9.
Tempo de Curva (Horas) D.O (600 nm) Células bacterianas/mL
11 0,103 7,95 x 107
13 0,296 1,14 x 108
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14 0,411 3,3x 108
15 0,569 1,085 x 10°
17 0,824 2,245 x 10°

4.2 Avaliacéo da extracdo do RNA total

As células infectadas e controle apresentaram a integridade do RNA (RIN) acima
de 8 (Figura 15) com as bandas ribossémicas 28S e 18S visiveis, indicando alta qualidade

para o sequenciamento.

I1 12 13
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Figura 15. Integridade do RNA total analisado das células infectadas e células controle.

4.3 Avaliacao da qualidade dos transcritos

Os transcritos foram avaliados quanto a qualidade das bases das leituras, nas
condicBes em triplicata das células infectadas (11, 12, 13) e nas condicdes de células controle
(C1, C2, C3) (Apéndice A). Todas as amostras apresentaram qualidade Phred acima ou igual

a 20, ou seja, precisdo de mais de 99% das bases sequenciadas estdo corretas.
4.4 Mapeamento e contagem das leituras
Os transcritos obtidos das células infectadas e controle no sequenciamento foram

alinhados contra o genoma de referéncia de M. musculus GRCm39, considerando somente

as leituras mapeadas unicamente no genoma (Tabela 2).
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Tabela 2. Mapeamento das leituras obtidas no sequenciamento.

Condicdes Leituras L_eituras NQmerq Qe genes
processadas alinhadas identificados
11 52.821.906 29.166.095 (55.2%) 20.612
12 36.910.284 20.599.341 (55.8%) 20.793
13 51.861.143 28.560.685 (55.1%) 20.706
C1 40.385.106 22.975.791 (56.9%) 19.840
Cc2 57.025.592 32.281.681 (56.6%) 20.673
C3 61.680.451 37.822.081 (61.3%) 21.615

As leituras processadas incluem leituras de todos os transcritos. As leituras alinhadas sdo os
transcritos alinhados contra o genoma de referéncia de M. musculus GRCma39. | — Infectado; C —
controle. 1, 2 e 3 — réplicas.

As leituras brutas contadas foram normalizadas pela método TMM (Trimmed Mean
of M values) que utiliza a média aparada ponderada das relacdes de expressdo logaritmica
dos valores M, a qual estima os niveis relativos de producdo de RNA entre amostras
(Robinson & Oshlack, 2010). Para o céalculo do TMM é obtido a contagem da leitura
normalizada do tamanho da biblioteca para cada gene em cada amostra e entéo é calculado

0 log2 fold change entre duas amostras:

contagem da amostra tratada
M = log?2

contagem da amostra controle

Ap0s é obtido a contagem de expressao absoluta (valor A):

_log2 (contagem da amostra tratada) + log2 (contagem da amostra controle)
B 2

Posteriormente hd um corte de duas vezes das porcentagens superior e inferior dos

dados, ha um corte dos valores M em 30% e dos valores A em 5% (Figura 16 e 17).

Amostras ndo normalizadas Amostras normalizadas
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Figura 16. Distribuicdo das contagens antes e depois do processo de normalizagdo das

amostras tratadas e controle.
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Figura 17. Densidade da distribuicdo das contagens antes e depois do processo de normalizacdo.

As mostras tratadas (infectadas) e controle foram analisadas por componentes

principais (PCA), que divide as amostras em um grafico bidimensional de acordo com sua
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similaridade. De acordo com a analise de PCA as amostras infectadas sdo semelhantes entre

si, assim como as amostras controle (Figura 18).

Analise de Semelhanca das Amostras
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Figura 18. Andlise de Componentes Principais. As amostras dividem-se bidimensionalmente de
acordo com as suas semelhangas. PC1 — Componente Principal 1; PC2 — Componente Principal 2.

4.5 Genes Diferencialmente Expressos (DE)

O total de genes diferencialmente expressos entre as condi¢des de células infectadas
e celulas controle foram analisados através do valor estatistico p-value (< 0.05), além de
serem analisados quanto ao FDR — Taxa de Falso-Positivo (< 0.05). Foram identificados

8.003 genes diferencialmente expressos representados em um gréfico de expressdo para cada
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comparacao (Infectado x Controle). Este grafico mostra todos os logFCs contra o tamanho
médio da contagem, destacando os genes DE (Figura 19). Entre os genes DE foram avaliados
0S genes que apresentaram a razdo de expressdo de pelo menos duas vezes (induzido ou
reprimido) em relacdo ao controle. Sendo assim, foram selecionados 0s genes que
apresentaram o valor de log2-fold-change (Log2FC) > 1 (induzido) ou < -1 (reprimido).

Foram identificados 529 genes induzidos e 98 reprimidos (Apéndice B).

Expressao dos genes DE

0 5 10 15
Media logCPM

Figura 19. Genes diferencialmente expressos. logFC — razdo entre infectado e controle em logaritmo.
Média logCPM — média de contagens por milhdo. A cor verde representa os genes DE ndo
significativos e a cor vermelha os genes com expressdo significativa. A linha vermelha indica o 2-
fold changes.

As células infectadas e controle foram avaliadas quanto a semelhanca entre as
amostras de acordo com a expresséo de 250 mRNAs mais expressos (Figura 20). As células
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infectadas demonstraram semelhanca entre a expressao dos genes, assim como as células

102

controle.
Heatmap de 250 genes mais expressos
CO1
coz | {1 W AL I
froos RN LT AELEH |
5
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Figura 20. Heatmap da semelhanca entre as amostras com de acordo com a expressao de 250 mMRNASs
mais expressos. A cor verde representa genes menos expressos e a vermelha 0s mais expresso nas
amostras infectadas e controle.
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Genes expressos

4.5.1 Genes induzidos e reprimidos
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Os genes induzidos e reprimidos foram analisados quanto ao maior nivel de

expressdao e em relacdo aos processos biologicos envolvidos na resposta imune do

hospedeiro, como ativadores e repressores da imunidade, mediacdo da inflamacéo, além de

outras respostas que podem auxiliar no combate ao patégeno. Foram identificados 20 genes

mais expressos (induzidos e reprimidos) na condi¢do de células infectadas (Tabela 3). Estes

genes estao representados na figura 21, que destaca os genes com maior DE.

Tabela 3. Genes mais expressos na condicdo de células infectadas. (Continua)
Gene _id Log2FC p-value FDR
Csf3 4,46 0,00 0,00
(ENSMUSG00000038067) ’ ' ’
Cish
(ENSMUSG00000032578) 3,48 3,06E-35 1,37E-33
Gbp3
(ENSMUSG00000028268) 3,16 6,16E-41 3,94E-39
Mettl26
(ENSMUSG00000025731) 3,04 1,05E-30 3,47E-29
Gbp7
(ENSMUSG00000040253) 3,00 2,25E-116 2,65E-113
Zmpste24
(ENSMUSG00000043207) 2,87 3,28E-317 1,93E-313
Rdh12
(ENSMUSG00000021123) 2,74 1,13E-43 8,33E-42
Slfn4
(ENSMUSG00000000204) 2,72 2,28E-181 6,69E-178
Csfl
(ENSMUSG00000014599) 2,71 1,37E-65 2,60E-63
Cfb
(ENSMUSG00000090231) 2,70 7,72E-31 2,60E-29
Gm11541
(ENSMUSG00000056008) -3,37 4,98E-53 5,48E-51
Cstll
(ENSMUSG00000055177) -3,04 3,10E-25 7,05E-24
Klf2
(ENSMUSG00000055148) -2,69 3,63E-87 1,64E-84
Ctsk
(ENSMUSG00000028111) -2,36 7,31E-41 4,65E-39
Serpinb12
(ENSMUSG00000059956) -2,33 9,51E-22 1,62E-20
Rhob
(ENSMUSG00000054364) -2,25 4,62E-37 2,38E-35
Gene _id Log2FC p-value FDR
Enpp6
(ENSMUSG00000038173) -2,08 6,93E-22 1,19E-20



Tabela 4. Genes mais expressos na condicdo de células infectadas. (Conclus&o)
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2500004CO02Rik

(ENSMUSG00000073236) -1,97 6,09E-19 8,19E-18
H3c4
(ENSMUSG00000099583) -1,86 6,75E-18 8,21E-17
Gm39459
(ENSMUSG00000111720) -1,83 1,17E-15 1,17E-14

Expressdo dos genes DE
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Figura 21. Genes diferencialmente expressos e nédo diferencialmente expressos. Os genes induzidos
e reprimidos com as maiores expressdes estdo destacados pelo gene_id ENSMUS . -log10FDR -
Taxa de Falso-Positivo; log2-fold change — razdo entre células infectadas e células controle.

Nas andlises dos genes induzidos relacionados a resposta imune do hospedeiro frente
a infeccdo do patdgeno foram identificados 30 genes induzidos (Tabela 4). Nas analises dos
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genes reprimidos ndo foram identificados genes com expressdo diferencial significativa

referentes a resposta imune, porem neste estudo o gene Nfkbl (Tabela 5), serd analisado

devido ao seu envolvimento com o estimulo e regulagéo de citocinas.

Tabela 5. Genes induzidos nas células infectadas, com log2FC >1. (Continua)
Processo Bioldgico Gene Log2FC p-value FDR
Ativagio da resposta 1fi209 2,01 2, 47E-40 1,52E-38
imune inata 1i204 1,13 3,34E-30 1,07E-28
Csf3 4,46 0 0
Tnfrsflb 1,81 1,90E-124 2,80E-121
_ Cxcl2 1,83 2,40E-83 8,54E-81
Resposta imune _
Ifi44| 2,34 8,30E-77 2,32E-74
Ccl5 1,35 1,39E-28 3,99E-27
l11b 1,96 1,12E-24 2 41E-23
Rsad?2 2,24 2,78E-73 6,81E-71
Oas3 1,05 5,64E-61 8,62E-59
' Hercé 1,51 2, 49E-44 1,89E-42
ReSp?;;at;m“”e Ifit 1,39 1,77E-33 7,12E-32
Wrnipl 1,28 5,63E-30 1,78E-28
1127 1,26 3,89E-14 3,31E-13
Trim34b 1,20 1,86E-08 7,83E-08
Regulagao positiva Rsad?2 2,24 2 78E-73 6,81E-71
da resposta imune
'zegu'a‘?éo negativa Pdcdl 1,27 3,06E-23 5,87E-22
a resposta Imune
Regulacéo positiva
. tggiﬁ;‘;de“n‘?\f‘;\?izas Scimp 1,40 6,58E-55 8,07E-53
na resposta imune
Tnfrsflb 1,81 1,90E-124 2,80E-121
Resposta Ptgs2 2,08 1,44E-185 5,64E-182
inflamatoria Epha2 1,90 3,96E-54 4,56E-52
sdc1 1,25 2,12E-25 4,86E-24



Tabela 6. Genes induzidos nas células infectadas, com log2FC > 1. (Conclusao) -

I11b 1,96 1,12E-24 2,41E-23
127 1,26 3,89E-14 3,31E-13
Wdr83 1,38 3,38E-21 5,44E-20
Regulacédo negativa
da resposta Pbk 1,03 1,70E-11 1,06E-10
inflamatoria
Regulacéo positiva Lpl 1,47 5,71E-121 7,46E-118
da resposta
inflamatoria 1b 1,96 1,12E-24 2,41E-23

Processo biol6gico — dominio bioldgico relacionado aos processos mais amplos dentro de uma célula.
Log2FC — valor da expresséo relativa entre células infectadas e controle através do logaritmo na base
2.

Tabela 7. Gene expresso nas células infectadas envolvido no estimulo e regulacéo de citocinas.

P_r 0Cesso Gene Log2FC p-value FDR
Bioldgico

Resposta
celular ao
estimulo de

citocinas Nfkb1 -0,10 0,08* 0,12*

Regulacéo
negativa da
producéo de
citocinas
Processo biol6gico — dominio biol6gico relacionado aos processos mais amplos dentro de uma célula.
Log2FC — valor da expressdo relativa entre células infectadas e controle através do logaritmo na base
2. *gene que apresentou valor de p-value e FDR > 0,05 ndo apresentou repressdo significativa.

4.5.2 Anélise dos Processos Bioldgicos dos genes induzidos e reprimidos

Os genes induzidos e reprimidos foram analisados quanto aos processos bioldgicos
que identificam processos maiores realizados por varias atividades moleculares. Foi gerado
uma nuvem de palavras para demonstrar a representatividade de cada processo que 0s genes
induzidos (Figura 21) e reprimidos (Figura 22) estdo envolvidos. A nuvem de palavras
identificou que alguns genes estdo relacionados a resposta imune do hospedeiro, bem como

processos que auxiliam na resposta contra o patdgeno. E nos genes reprimidos foi
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identificado um gene, sem expressdo significativa, que estad envolvido em atividades de

resposta celular a estimulos de citocinas.

Processos Bioldgicos dos Genes Induzidos

spermatogenesis
regulation of transcription by RNA polymerase I
innate immune response-.- translation

inflammatory response  cell differentiation
response to xenobiotic stimulus
defense response to virus

agin

Figura 22. Nuvem de palavras que representam os processos bioldgicos que os genes induzidos estdo
envolvidos.

Processos Bioldgicos dos Genes Reprimidos

positive regulation of transcription by RNA polymerase ||

positive regulation of transcription, DNA-templated
regulation of transcription by RNA polymerase |I

Figura 23. Nuvem de palavras que representam 0s processos bioldgicos que os genes reprimidos
estdo envolvidos.
5. DISCUSSAO



57

O conhecimento dos principais mecanismos de defesa imune contra os diversos
agentes infecciosos permite a compreensdo da patogénese das doencas infecciosas e das
varias estratégias do hospedeiro e do patogeno. O sistema imunoldgico atua huma rede de
cooperacéo, envolvendo a participacdo de muitos componentes estruturais, moleculares e
celulares. O perfil da expressdo génica dos transcritos que estdo envolvidos no processo de
reposta imune e de genes que auxiliem neste processo, foram analisados neste estudo
buscando o entendimento da resposta do hospedeiro frente a infeccdo por C.
pseudotuberculosis. Entre os genes induzidos e reprimidos foram identificados genes que
estdo relacionados com resposta do hospedeiro frente a uma infecgdo, demonstrando o

possivel perfil pelo qual a doenga LC pode se estabelecer em células macrofagicas.

5.1 Genes induzidos com maiores niveis de expressdo diferencial envolvidos

com resposta imune do hospedeiro.

Os genes Csf3, Csfl, Cish, Gbp7 e Slfn4 estdo envolvidos em processos biologicos e
funcbes moleculares referentes a atividades de citocina, como regulacdo negativa e a
resposta de defesa contra bactérias, segundo as ontologias disponibilizadas pelo Consorcio
UniProt (https://www.uniprot.org/). O gene Csf3 apresentou a expressao de 4 vezes (fold-
change 8) mais induzido na condicdo de células infectadas em relacdo ao controle (Tabela
3). Este gene é codificante de um Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos (G-CSF)
que é uma das principais citocinas hematopoiéticas, descrita como uma molécula
monomérica em solucdo gque possui uma sequéncia de 174 aminoacidos, com peso molecular
de aproximadamente 18,8 kDa. Seu papel bioldgico inclui respostas imunes, proliferacdo e
sobrevivéncia celular, desempenhando um importante papel na defesa do hospedeiro, ja que
regulam parte da atividade das células que participam da imunidade inata e especifica
(Martins et al., 2010).

O gene Csfl (fator estimulador de colbnias de macrofagos — M-CSF) também
apresentou como funcdo molecular atividade de citocina. CSF-1 é o mais pleiotropico fator
de crescimento de macrdfagos, estimulando a sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciacdo de
fagocitos mononucleares, além da propagacdo e motilidade de macréfagos (Pixley &

Stanley, 2004). CSF-1 esta associado a polarizagdo de macrofagos M2 (Hamilton, 2008).
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Macrofagos M2 diminuiram a producdo de citocinas pro-inflamatorias e diminuiram a morte
microbiana e a atividade de fagocitose. Assim, eles produzem mediadores anti-inflamatorios,
como IL-10 e TGF-B, para promover o amortecimento das respostas imunes (Katakura et al.,
2004).

Em contrapartida, o gene Cish codifica uma proteina da familia SOCS que faz parte
de um sistema de feedback negativo classico, que regula a traducao do sinal de citocinas.
Cish esta envolvido na regulacdo negativa de citocinas que sinalizam através da via JAK-
STATS5 (via envolvida em processos como imunidade, divisdo e morte celular), como o
receptor de interleucina 2 (IL2) (Burnham et al., 2013). Cish demonstrou ser o gene mais
consistentemente supra-regulado pela estimulacdo de IL2 em humanos (Jin et al., 2006) e
parece ser critico para a proliferacdo e sobrevivéncia de células T (Kovanen & Leonard,
2004) em resposta a infeccdo. Uma caracteristica principal da resposta imune do hospedeiro
a infecgdo por patdgenos estruturalmente diversos € a resposta de citocinas inflamatdrias
(Flynn & Chan, 2003). A citocina pro-inflamatoria central interleucina-2 (IL2) determina a
magnitude e a duracdo da resposta das células T imediatamente apds o encontro com o
antigeno (Aman et al., 1999) e auxilia na maturagdo de macrofagos e na proliferacdo de
células B e células natural killer (Lin & Leonard, 1997) nos estagios iniciais da resposta
imune adaptativa.

As citocinas sdo moléculas de sinalizacdo potentes, tdo importantes para a vida
quanto os hormonios e neurotransmissores. S0 proteinas de baixo peso molecular que
medeiam a comunicacdo intercelular e sdo produzidas por muitos tipos de células,
principalmente as do sistema imunologico. Essas moléculas comandam uma variedade de
processos que vdo desde a regulacdo da inflamacdo local e sistémica até a proliferacdo
celular, metabolismo, quimiotaxia e reparo de tecidos (Duque & Descoteaux, 2014).

A funcédo primaria das citocinas é regular a inflamacéo e, como tal, desempenham
um papel vital na regulacdo da resposta imunoldgica na sadde e na doenga. As citocinas sdo
essenciais para as funcdes dos macrofagos. Eles medeiam o desencadeamento de uma
resposta imune eficaz, ligam a imunidade inata e adaptativa e influenciam o microambiente
do macrofago (Huynh et al., 2007; Unanue et al., 1976). Portanto, os genes que codificam
citocinas neste estudo demonstram ter uma importancia fundamental na acdo dos macréfagos
de murino a combater a infecgdo por C. pseudotuberculosis, devido aos seus niveis de

expressédo elevados.
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Os genes Gbp7 e SIfn4 que apresentaram expressao de 3 e 2 vezes, respectivamente,
em relacdo ao controle sdo codificantes que apresentam em seus processos bioldgicos a
resposta de defesa as bactérias Gram-positivas (Uniprot). O gene Gbp7 apresenta funcao
molecular de GTPase. Este tipo de proteina pode exercer atividade no processo de
reconhecimento na captacdo e destruicdo do patdgeno, pois apos internalizagdo do
microrganismo, o fagossomo nascente inicialmente formado adquire as propriedades
microbicidas e degradativas necessarias para a eliminacao do patdgeno durante um processo
denominado maturacdo do fagossomo (Flannagan et al., 2012). Por este meio, a sequéncia
de fusdo com compartimentos da via endocitica, bem como a reciclagem de componentes do
fagossomo é essencial e altamente regulada por GTPases do tipo Rab (Gutierrez, 2013).

Em todas as proteinas do gene Slfn ha um tnico dominio N-terminal divergente AAA
(ATP-ases associadas a varias atividades celulares), o qual se presume estar envolvido na
ligagdo GTP / ATP (Geserick et al., 2004). Estudos realizados com os membros da familia
do gene Slfn, demonstraram que a expressdo deste € modulada durante infeccdes bacterianas,
0 que sugere um papel para esta familia de genes na defesa do hospedeiro. Zuylen e
colaboradores (2011) identificaram que a expressdao de Slfn4 foi regulado de forma
significativa durante a ativacdo e diferenciacdo de macrofagos.

5.2 Genes reprimidos com maiores niveis de expressao diferencial envolvidos

com resposta imune do hospedeiro.

A catepsina K é um membro da familia cisteina protease das proteases lisossomais
da catepsina. Como uma protease, a catepsina K € a principal enzima responsavel pela
degradacdo do colageno tipo | e do tipo Il, além de degradar com eficiéncia outros
componentes da matriz extracelular orgénica (Drake et al., 2017). Nos resultados deste
estudo o gene Ctsk que codifica a proteina catepsina K foi reprimida 2 vezes (Tabela 3).

Os macrofagos, alem de auxiliar os neutrofilos na eliminacdo de microrganismos pela
fagocitose, apds lhes fagocitar e processa-los nos fagossomas, apresenta seus peptideos pelo
complexo maior de histocompatibilidade (MHC) as células T auxiliares (Wynn & Vannella,
2016). Desta forma, a fagocitose destas células atua como elo entre o sistema imune inato e

0 adaptativo. Além disso, é a célula mais eficiente na eliminacdo de fragmentos teciduais
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inclusive removendo pela fagocitose os neutrofilos que perderam funcdo (Silva, 2011).
Devido ao macréfago conter os patdgenos nos fagossomos, a expressdo reprimida da

Catepsina K ndo seria vantajosa a acdo da protease no momento da infeccéo.

5.3 Genes envolvidos na resposta imune do hospedeiro

Os processos bioldgicos identificados nos genes induzidos e reprimidos estdo
relacionados com a resposta imune do hospedeiro frente a uma infeccdo. Deste modo, é

possivel avaliar as rotas utilizadas pelos macréfagos para se proteger da infec¢éo.

5.2.1 Genes induzidos

Os 1fi209 e 1fi204 estdo envolvidos na ativacdo da resposta imune inata (Tabela 4) e
sdo estimulados por interferon (Dauffy et al.,, 2006). O sistema imunoldgico inato
desempenha um papel fundamental no reconhecimento e eliminacdo precoce de patdgenos
invasores. Muitos sistemas de reconhecimento do hospedeiro conseguem identificar os
PAMPs, como acidos nucléicos e componentes da parede celular do patdgeno (Vance et al.,
2009). Apds o reconhecimento do PAMP, as células imunes iniciam as cascatas de
transducdo de sinal que desencadeiam uma resposta transcricional de IFN tipo I, que pode
induzir uma ampla gama de respostas adicionais a infeccdo, incluindo morte celular mediada
pela caspase-1 e liberagdo de citocina pro-inflamatéria (Stetson & Medzhitov, 2006). 1F204
também esté envolvido na detec¢do de infecdo intracelular (Chen et al., 2019). A destruicéo
de 1IFI204 / IFI116 por pequenos RNA interferentes (SIRNAS) inibiu significativamente a
liberacdo de IFN-b em resposta a infecgbes bacterianas intracelulares, como Listeria
monocytogenes (Hansen et al., 2014), Mycobacterium bovis (Chunfa et al., 2017).

O processo bioldgico de reposta imune inata (Rsad2, Oas3, Herc6, Ifitl, Wrnip1, 1127
e Trim34b) e resposta imune (Csf3, Tnfrsflb, Cxcl2, Ifi44l, Ccl5 e Il1b) (Tabela 4)
apresentam genes envolvidos na resposta contra infeccdo. Na resposta imune inata 3 genes
apresentaram proteinas ndo caracterizadas (Rsad2, Herc6 e Ifitl), sendo necessaria a

caracterizacdo proteica em estudos posteriores, devido o seu envolvimento no processo de
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reposta imune de macréfagos de murino contra C. pseudotuberculosis, por ter se mostrado
induzido nas andlises de RNA-Seq.

Na resposta imune o gene Csf3 esta entre 0s genes que mais apresentaram o maior
nivel de expressdo diferencial, j& discutido na secdo 5.1. O gene Tnfrsflb codifica um
receptor de TNF que € uma citocina multifuncional que pode afetar multiplas respostas
celulares, como inflamacdo (Aggarwal et al., 2012). Estas fungdes sdo mediadas através da
ligacdo do TNF aos receptores TNFR1 (gene TNFRSF1A) ou TNFR2 (gene TNFRSF1B)
(Li & Anderson, 2018). O gene Ifi44l codifica uma proteina induzida por interferon.

E os genes Cxcl2 e Ccl5 sdo quimiocinas, citocinas quimiotaticas, que atuam no
recrutamento de células T, macrofagos e neutréfilos para os locais de inflamacéo. O sistema
imunoldgico, que depende da migracdo coordenada de células, é particularmente dependente
de quimiocinas para sua funcdo. As quimiocinas ndo apenas guiam as células imunolégicas
efetoras para os locais de infec¢do ou inflamagdo, mas também coordenam as interacGes
entre as células imunoldgicas. Ao fazer isso, as quimiocinas promovem as interacdes entre
0s sistemas imune inato e adaptativo, moldando e fornecendo o contexto necessario para 0
desenvolvimento de respostas imunes adaptativas 6timas (Sokol & Luster, 2015).

Nos processos bioldgicos de regulacdo positiva e negativa da resposta imune foram
induzidos os genes Rsad2 (regulacdo positiva) que ainda ndo é uma proteina caracterizada e
0 gene Pdcdl (regulacdo negativa), aléem do gene Scimp que participa no processo de
regulacdo positiva da producdo de citocinas envolvidas na resposta imune. O gene Pdcdl
codifica uma molécula de morte celular programada 1 (PD-1) e pertence a familia de
receptores CD28 e é expressa por células T, B ativadas e mieloides (Braun-Prado & Petzl-
Erler, 2007). PD-1 desempenha um papel importante na inducdo e / ou manutencdo da
tolerancia periférica. Apos a interagdo com seus ligantes (PD-L1 e PD-L2), PD-1 inibe a
estimulagdo do antigeno de células T e B (Sharpe e Freeman, 2002).

O gene Scimp (adaptador SLP e proteina de membrana que interage com CSK, que
foi relatada como associada as quinases da familia Src (SFKSs) e para regular a sinalizacao
de MHC de classe 1l em Células B (Draber et al., 2011). Em macrofagos, o SCIMP esta
constitutivamente associado a tirosina quinase Lyn e é necessario para a fosforilacdo da
tirosina de TLR4 e facilita a producgéo induzivel por TLR das citocinas pré-inflamatérias IL-

6 e 1L-12p40. MutacGes pontuais em SCIMP que anulam a ligacdo de TLR4 também evitam
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a producdo de citocinas mediada por SCIMP, que é, portanto, um adaptador TLR especifico
do sistema imunoldgico que molda a defesa e a inflamacéo do hospedeiro (Luo et al., 2017).

Os genes induzido relacionados a processos de reposta inflamatoria e a regulacéo
positiva e negativa (Tabela 4) apresentaram os genes Tnfrsflb, Ptgs2, Epha2, Sdcl, Il11b,
1127, Wdr83 (reposta inflamatéria), Pbk (regulacdo negativa da resposta inflamatoria)
codifica uma quinase, Lpl (codifica uma lipase), e 1l1b (regulacdo positiva da resposta
inflamatoria). O gene Epha2 codifica receptores de hepatoma produtor de eritropoietina
(Eph) sdo uma familia de receptores tirosina quinases presentes em muitos eucariotos
(Nakamoto, 2000). Em M. tuberculosis induz ephAl e ephA3 em células monociticas
(Mcgarvey et al., 2004).

Estudos com camundongos demonstrou a inducdo de EPHAIL, sendo que estes
animais apresentaram maior patologia, maior acumulo de células T e niveis mais elevados
de citocinas pro-inflamatérias do que em camundongos sem infec¢do, além disso, a auséncia
de EPHAZ2 resultou em maior eliminacdo de M. tuberculosis durante a fase cronica da
infeccdo, sugerindo que a inducdo de EPHA2 é importante para a sobrevivéncia de M.
tuberculosis durante a laténcia (Khounlotham et al., 2009). Neste estudo o gene Epha2,
também demonstrou inducdo de 1 vez, inferindo que este gene esteja envolvido na

sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis em macrofagos de murino.

5.2.2 Genes reprimidos

O gene Nfkbl é um fator nuclear de NF-kappa-B. NF-kappa-B € um fator de
transcrigdo pleiotropico presente em quase todos os tipos de células e é o ponto final de uma
série de eventos de traducdo de sinal que sdo iniciados por uma vasta gama de estimulos
relacionados a muitos processos biologicos, como inflamagdo, imunidade, diferenciacéo, e
crescimento celular. Diferentes combinacbes de dimeros atuam como ativadores ou
repressores transcricionais, respectivamente (Minami et al., 2008). O Nfkb1 ndo apresentou
expressao significativa, porém mesmo em baixos niveis de expressdo, pode estar envolvido
nos processos de resposta celular ao estimulo de citocinas e regulacdo negativa da producao

de citocinas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho proporcionou uma visdo, a nivel molecular, mais detalhada da
complexa rede que a célula hospedeira utiliza para enfrentar o estabelecimento da
Linfadenite Caseosa. Os elementos que compde a imunidade do hospedeiro apresentaram
principalmente expressdo induzida durante a infeccdo por C. pseudotuberculosis. O tempo
de infecdo pode influenciar diretamente na expressao de genes ligados a resposta imune
tardia. Devido a isto, € necessario avaliar mais tempos de infeccdo para avaliar mais
amplamente a rede de reposta imune.

Durante as trés horas de infeccéo, estabelecido neste estudo devido a observacéo da
fagocitose das bactérias, foram expressos genes essenciais para a ativacdo, regulacédo
positiva e negativa de transcritos que auxiliam no processo de combate a proliferacdo do
patdgeno e estabelecimento da doenga.

Os genes com expressao induzida apresentaram principalmente funcéo de citocinas,
nas quais sao importantes proteinas que se auto modulam e modulam outras células
responsaveis pelo enfrentamento a patdégenos. Importante notar que dentre os genes
induzidos, Epha2 pode estar envolvido na sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis, ou seja,
apenas fatores de viruléncia e patogenicidade do microrganismo ndo sao importantes para a
sobrevivéncia do patégeno, mas 0s mecanismos do hospedeiro podem auxiliar no processo
de estabelecimento da doenga. Por isso, é importante a avaliacéo da interagdo do patégeno e
hospedeiro apds o estabelecimento da infec¢éo.

Os processos biologicos identificados pela funcdo dos genes exibiram grande
representatividade em processos de reposta imune, confirmando que a célula hospedeira,
mesmo com as bactérias resistindo aos fagolisossomos, busca estratégias de eliminagdo do
patdgeno.

O estudo com a linhagem celular de macréfagos de murino viabilizou as andlises de
infecdo, pois como se apresenta como uma linhagem celular de macréfagos maduros, ndo
foi necessario utilizar outros fatores que induzisse a sua diferenciacdo e assim adicionando
uma outra varidvel a infeccéo in vitro.

Portanto, as analises in vitro da infec¢do da linhagem de macréfagos de RAW 264.7
por C. pseudotuberculosis mimetizou com significancia a infecgdo ocorrida em hospedeiros
naturais, o que viabiliza posteriores estudos de genes especificos que auxiliem nos estudos

de vacinas para esta doenca.
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8. APENDICE

Apéndice A — Qualidade das leituras brutas do sequenciamento das células infectadas

e das células controle

Células infectadas 1_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

123456789 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 33 37 39 41 43 45 47 48 51 53 55 57 58 61 83 65 67 89 71 73 75

Position in read (bp)

Células infectadas 1_read 2

Quality scores across all bases (Sanger ¢ lllumina 1.9 encoding}

N A

123456786

11 12 15 17 1% 21 23 25 27 28 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 55 &1 53 85 67 8% 71 73 75
Fosition in read (bp]



Células in

123456788

Células in

123456788

fectadas 2_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding]

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 23 35 37 38 41 43 45 47 48 51 53 55 537 59 61 63 65 67 69 7l 73 73
Pasition in read (bp)

fectadas 2_read 2

Quality scores across all bases [Sanger / lllumina 1.9 encoding)

11 132 15 17 1% 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 48 51 53 55 57 59 81 63 83 67 69 71 73 73
Pasition in read (bp}
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Células infectadas 3_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding]

123456788 11 13 1% 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 63 67 69 71 73 73
Pasition in read (bp)

Células infectadas 3_read 2

Quality scores across all bases [Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1232456788 11 13 15 17 1% 21 23 25 27 28 31 33 35 37 38 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 81 63 &5 67 &9 71 73 75
Pasition in read (bp}
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Células controle 1_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding]

123456788 11 13 15 17 19 21 23 25 27 286 31 33 35 37 38 41 42 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75
Pasition in read (bp)

Células controle 1_read 2

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding]

123456788 11 13 15 17 19 21 23 25 27 28 31 33 35 37 398 41 42 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75
Pasition in read (bp)



Células controle 2_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding]

12324567868 11 12 1% 17 19 21 23 25 27 26 21 23 35 37 38 41 42 45 47 4% 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 73
Fosition in read (bp)

Células controle 2_read 2

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

123456789 11 13 15 17 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 53 57 58 61 63 85 67 88 71 73 75
Position in read (bp}



Células controle 3_read 1

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding]

123456788 11 13 1% 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 63 67 69 71 73 73
Pasition in read (bp)

Células controle 3 _read 2

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding]

123456788 11 13 15 17 19 21 23 25 27 2% 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 &7 69 71 73 75
Pasition in read (bp)



Apéndice B — Lista de genes induzidos e reprimidos nas células infectadas

Genes induzidos

83

gene_id logFC PValue FDR

ENSMUSG00000038067  4,461101327 0 0

ENSMUSG00000032578  3,481132492 3,06E-35 1,37E-33
ENSMUSG00000028268  3,159632596 6,16E-41 3,94E-39
ENSMUSG00000025731  3,043818352 1,05E-30 3,47E-29
ENSMUSG00000040253  2,995504751 2,25E-116 2,65E-113
ENSMUSG00000043207  2,871573503 3,28E-317 1,93E-313
ENSMUSG00000021123  2,739405197 1,13E-43 8,33E-42
ENSMUSG00000000204  2,716901423 2,28E-181 6,69E-178
ENSMUSG00000014599  2,711730263 1,37E-65 2,60E-63
ENSMUSG00000090231  2,702278095 7,72E-31 2,60E-29
ENSMUSG00000000386  2,644533325 6,17E-26 1,47E-24
ENSMUSG00000068246  2,622497646 6,32E-35 2,81E-33
ENSMUSG00000013033  2,544280913 2,68E-111 2,63E-108
ENSMUSG00000033287  2,493228316 4,71E-41 3,03E-39
ENSMUSG00000026822  2,405725695 8,38E-97 4,48E-94
ENSMUSG00000029298  2,387478712 4,69E-29 1,40E-27
ENSMUSG00000039178  2,352088131 9,60E-32 3,50E-30
ENSMUSG00000034394  2,345587547 4,02E-51 4,07E-49
ENSMUSG00000037921  2,34424609 4,57E-97 2,56E-94
ENSMUSG00000039146  2,340287581 8,30E-77 2,32E-74
ENSMUSG00000057346  2,328848573 5,47E-28 1,50E-26
ENSMUSG00000020413  2,312360641 8,04E-40 4,80E-38
ENSMUSG00000046152  2,310133723 9,73E-31 3,24E-29
ENSMUSG00000024486  2,275827207 2,85E-63 4,73E-61
ENSMUSG00000027514  2,266627946 2,00E-127 3,93E-124
ENSMUSG00000020641  2,244226752 2,78E-73 6,81E-71
ENSMUSG00000019808  2,197203001 1,05E-24 2,26E-23
ENSMUSG00000029561  2,148616999 2,66E-126 4,47E-123
ENSMUSG00000074896  2,136330573 2,25E-33 8,87E-32
ENSMUSG00000052373  2,114211279 3,70E-24 7,61E-23
ENSMUSG00000117964  2,110795217 1,14E-18 1,48E-17
ENSMUSG00000045932  2,107797104 4,31E-101 2,82E-98
ENSMUSG00000032487  2,082372969 1,44E-185 5,64E-182
ENSMUSG00000034126  2,046494434 9,05E-59 1,24E-56
ENSMUSG00000043263  2,019686552 2,4TE-40 1,52E-38
ENSMUSG00000017737  2,009815019 4,50E-65 8,28E-63
ENSMUSG00000086331  1,991598553 1,28E-21 2,15E-20
ENSMUSG00000008307  1,984322263 8,03E-31 2,70E-29
ENSMUSG00000027398  1,96552216 1,12E-24 2,41E-23
ENSMUSG00000021815  1,943644388 2,54E-18 3,20E-17
ENSMUSG00000030921  1,920438113 1,11E-110 1,00E-107
ENSMUSG00000064427  1,911700119 7,73E-30 2,39E-28



ENSMUSG00000035279
ENSMUSG00000039236
ENSMUSG00000006445
ENSMUSG00000015016
ENSMUSG00000056832
ENSMUSG00000025494
ENSMUSG00000019971
ENSMUSG00000032295
ENSMUSG00000022548
ENSMUSG00000034171
ENSMUSG00000022742
ENSMUSG00000108126
ENSMUSG00000022844
ENSMUSG00000034292
ENSMUSG00000023341
ENSMUSG00000025495
ENSMUSG00000107215
ENSMUSG00000024350
ENSMUSG00000058427
ENSMUSG00000078517
ENSMUSG00000074652
ENSMUSG00000046329
ENSMUSG00000062075
ENSMUSG00000041298
ENSMUSG00000006930
ENSMUSG00000041936
ENSMUSG00000028599
ENSMUSG00000067567
ENSMUSG00000036676
ENSMUSG00000107320
ENSMUSG00000103558
ENSMUSG00000046056
ENSMUSG00000060166
ENSMUSG00000083554
ENSMUSG00000094463
ENSMUSG00000045349
ENSMUSG00000070327
ENSMUSG00000089774
ENSMUSG00000058515
ENSMUSG00000001524
ENSMUSG00000057181
ENSMUSG00000074899
ENSMUSG00000105954
ENSMUSG00000028364
ENSMUSG00000085334
ENSMUSG00000040721
ENSMUSG00000020321
ENSMUSG00000001168

1,91010031
1,905142721
1,90485584
1,903268365
1,900396802
1,891905008
1,88423202
1,875413834
1,867608798
1,866398687
1,859206785
1,858018361
1,846834774
1,844198894
1,843514625
1,84339099
1,840294105
1,835465066
1,835271457
1,834762645
1,829001127
1,825607328
1,823091374
1,818975496
1,81875709
1,816016845
1,811303682
1,806284531
1,783583704
1,767631827
1,763964519
1,761511598
1,7592357
1,744350043
1,743953135
1,730747939
1,727947329
1,724415062
1,722307329
1,720535283
1,71125252
1,696523931
1,693811005
1,683228403
1,681828401
1,677339946
1,669410954
1,668696147

1,52E-54
8,35E-57
3,96E-54
4,92E-30
1,11E-24
1,13E-32
5,74E-85
1,62E-134
1,22E-23
2,53E-61
5,38E-78
7,599E-19
5,24E-78
1,42E-20
3,78E-66
1,93E-85
4,07E-15
3,31E-63
2,40E-83
1,68E-87
8,23E-28
1,99E-34
2,01E-41
5,32E-38
7,52E-46
4,74E-109
1,90E-124
1,40E-34
1,31E-33
7,30E-11
8,78E-17
4,64E-19
2,14E-33
3,13E-19
5,68E-37
1,77E-16
2,36E-71
8,65E-78
9,31E-18
8,61E-43
2,93E-40
7,16E-17
1,13E-24
1,03E-15
1,51E-14
5,96E-36
7,11E-64
5,40E-10

1,83E-52
1,08E-54
4,56E-52
1,56E-28
2,40E-23
4,30E-31
2,18E-82
3,82E-131
2,43E-22
3,97E-59
1,62E-75
1,01E-17
1,62E-75
2,15E-19
7,55E-64
7,84E-83
3,83E-14
5,41E-61
8,54E-81
7,90E-85
2,24E-26
8,48E-33
1,32E-39
2,90E-36
5,98E-44
3,72E-106
2,80E-121
6,03E-33
5,37E-32
4,18E-10
9,71E-16
6,30E-18
8,52E-32
4,33E-18
2,90E-35
1,92E-15
5,66E-69
2,54E-75
1,11E-16
6,14E-41
1,80E-38
7,97E-16
2,41E-23
1,04E-14
1,34E-13
2,83E-34
1,25E-61
2,77E-09
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ENSMUSG00000020770
ENSMUSG00000031433
ENSMUSG00000046434
ENSMUSG00000102496
ENSMUSG00000115276
ENSMUSG00000029592
ENSMUSG00000111394
ENSMUSG00000105572
ENSMUSG00000116908
ENSMUSG00000020234
ENSMUSG00000097090
ENSMUSG00000097572
ENSMUSG00000035266
ENSMUSG00000027318
ENSMUSG00000089417
ENSMUSG00000047284
ENSMUSG00000072572
ENSMUSG00000053835
ENSMUSG00000084968
ENSMUSG00000038508
ENSMUSG00000001123
ENSMUSG00000057424
ENSMUSG00000070047
ENSMUSG00000017740
ENSMUSG00000028093
ENSMUSG00000022231
ENSMUSG00000018906
ENSMUSG00000030409
ENSMUSG00000048120
ENSMUSG00000089235
ENSMUSG00000020658
ENSMUSG00000019845
ENSMUSG00000021822
ENSMUSG00000107962
ENSMUSG00000048445
ENSMUSG00000034156
ENSMUSG00000059540
ENSMUSG00000017652
ENSMUSG00000044617
ENSMUSG00000092981
ENSMUSG00000027111
ENSMUSG00000037762
ENSMUSG00000019734
ENSMUSG00000005681
ENSMUSG00000087528
ENSMUSG00000012126
ENSMUSG00000053332
ENSMUSG00000115017

1,666950195
1,660783206
1,659220588
1,658447411
1,655992877
1,655406298
1,654990997
1,648134059
1,647702649
1,638300373
1,627524737
1,626806548
1,622734006
1,621672487
1,610386468
1,607992595
1,607154063
1,60354506

1,601146314
1,598701095
1,598457619
1,598318101
1,593510094
1,59111651

1,590581075
1,588802366
1,588800885
1,587276488
1,581883949
1,57950032

1,579011128
1,578669882
1,576903911
1,565619546
1,560874824
1,55462988

1,553614624
1,552889267
1,552427352
1,551385694
1,550380753
1,549064667
1,539425679
1,537618957
1,53618387

1,529135227
1,526926935
1,512441336

3,69E-70
2,47E-28
2,58E-48
8,60E-13
1,48E-08
9,05E-47
1,09E-49
7,06E-10
1,61E-13
3,07E-24
5,81E-23
5,34E-21
4,81E-33
3,65E-20
6,95E-06
9,57E-61
4,22E-17
2,35E-107
3,15E-16
1,74E-12
4,19E-97
1,05E-08
1,46E-59
2,44E-22
1,63E-75
1,29E-64
4,30E-16
1,05E-31
6,05E-17
8,19E-07
2,59E-69
1,58E-19
1,43E-111
2,27E-12
9,85E-30
3,85E-81
7,80E-25
2,84E-31
4,98E-17
4,54E-14
8,46E-28
2,58E-23
3,13E-12
6,76E-15
5,10E-15
5,60E-36
4,42E-43
8,61E-21

8,19E-68
6,91E-27
2,26E-46
6,26E-12
6,32E-08
7,43E-45
1,00E-47
3,58E-09
1,27E-12
6,36E-23
1,08E-21
8,45E-20
1,87E-31
5,37E-19
2,03E-05
1,42E-58
4,80E-16
1,73E-104
3,34E-15
1,22E-11
2,46E-94
4,59E-08
2,07E-57
4,35E-21
4,35E-73
2,30E-62
4,51E-15
3,80E-30
6,81E-16
2,76E-06
5,64E-67
2,24E-18
1,52E-108
1,57E-11
3,04E-28
1,29E-78
1,71E-23
9,82E-30
5,62E-16
3,83E-13
2,29E-26
4,98E-22
2,13E-11
6,21E-14
4,75E-14
2,67E-34
3,19E-41
1,33E-19
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ENSMUSG00000029798
ENSMUSG00000041406
ENSMUSG00000032561
ENSMUSG00000113328
ENSMUSG00000112148
ENSMUSG00000000531
ENSMUSG00000024869
ENSMUSG00000092341
ENSMUSG00000102602
ENSMUSG00000036775
ENSMUSG00000117269
ENSMUSG00000034855
ENSMUSG00000091144
ENSMUSG00000024228
ENSMUSG00000052631
ENSMUSG00000015568
ENSMUSG00000027800
ENSMUSG00000090862
ENSMUSG00000030336
ENSMUSG00000050382
ENSMUSG00000033880
ENSMUSG00000033987
ENSMUSG00000109471
ENSMUSG00000092216
ENSMUSG00000085894
ENSMUSG00000027322
ENSMUSG00000090210
ENSMUSG00000094410
ENSMUSG00000025736
ENSMUSG00000034949
ENSMUSG00000029559
ENSMUSG00000058558
ENSMUSG00000029068
ENSMUSG00000062169
ENSMUSG00000040661
ENSMUSG00000032579
ENSMUSG00000016409
ENSMUSG00000022421
ENSMUSG00000032690
ENSMUSG00000085028
ENSMUSG00000063894
ENSMUSG00000057135
ENSMUSG00000034194
ENSMUSG00000033952
ENSMUSG00000095332
ENSMUSG00000097636
ENSMUSG00000009563
ENSMUSG00000026535

1,510185938
1,508224785
1,507593382
1,505237048
1,500997174
1,496120376
1,493741108
1,491662896
1,488762535
1,488711788
1,486833078
1,48652835

1,485425553
1,485091914
1,481064245
1,479513087
1,474344178
1,471299003
1,467651316
1,467214055
1,46237791

1,462205829
1,461957281
1,45455006

1,452193626
1,451994895
1,451158204
1,449563673
1,448230873
1,446012148
1,443359076
1,43522657

1,433632002
1,433271235
1,429461776
1,425050065
1,418393977
1,417769285
1,414741078
1,413697993
1,40907419

1,409025736
1,408760202
1,408101735
1,399836671
1,399032902
1,398298836
1,396751226

2,49E-44
1,35E-22
3,34E-11
7,78E-16
2,37E-36
8,16E-12
2,02E-15
1,28E-10
4,57E-13
6,76E-23
1,92E-27
1,80E-19
1,18E-13
9,22E-19
1,70E-42
5,71E-121
2,81E-12
4,95E-15
7,28E-14
4,33E-11
8,61E-86
1,09E-11
5,65E-10
3,63E-20
7,38E-14
4,25E-94
1,61E-14
1,30E-33
4,03E-23
9,88E-32
1,51E-31
2,55E-23
1,21E-109
9,20E-45
4,98E-65
2,98E-21
2,46E-39
3,44E-33
3,51E-85
7,89E-17
8,59E-14
6,58E-55
1,61E-13
8,77E-71
5,31E-13
1,32E-12
8,36E-51
1,52E-43

1,89E-42
2,46E-21
1,99E-10
7,93E-15
1,17E-34
5,29E-11
1,98E-14
7,10E-10
3,42E-12
1,25E-21
5,05E-26
2,55E-18
9,48E-13
1,21E-17
1,20E-40
7,46E-118
1,92E-11
4,62E-14
5,97E-13
2,54E-10
3,75E-83
6,96E-11
2,89E-09
5,36E-19
6,03E-13
2,17E-91
1,43E-13
5,37E-32
7,63E-22
3,59E-30
5,38E-30
4,92E-22
1,02E-106
7,03E-43
9,01E-63
4,80E-20
1,43E-37
1,35E-31
1,38E-82
8,76E-16
7,00E-13
8,07E-53
1,27E-12
1,98E-68
3,95E-12
9,38E-12
8,34E-49
1,11E-41
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ENSMUSG00000022386
ENSMUSG00000034459
ENSMUSG00000035692
ENSMUSG00000041552
ENSMUSG00000052125
ENSMUSG00000103928
ENSMUSG00000039646
ENSMUSG00000108414
ENSMUSG00000005150
ENSMUSG00000026955
ENSMUSG00000022802
ENSMUSG00000028838
ENSMUSG00000089917
ENSMUSG00000028655
ENSMUSG00000085316
ENSMUSG00000104344
ENSMUSG00000055945
ENSMUSG00000024925
ENSMUSG00000039531
ENSMUSG00000015947
ENSMUSG00000042082
ENSMUSG00000111600
ENSMUSG00000078816
ENSMUSG00000084911
ENSMUSG00000034445
ENSMUSG00000035042
ENSMUSG00000014786
ENSMUSG00000023050
ENSMUSG00000022228
ENSMUSG00000015377
ENSMUSG00000042684
ENSMUSG00000051034
ENSMUSG00000025743
ENSMUSG00000006288
ENSMUSG00000020460
ENSMUSG00000109243
ENSMUSG00000038390
ENSMUSG00000029596
ENSMUSG00000050605
ENSMUSG00000084038
ENSMUSG00000097418
ENSMUSG00000037366
ENSMUSG00002076083
ENSMUSG00000043833
ENSMUSG00000057133
ENSMUSG00000021993
ENSMUSG00000001131
ENSMUSG00000032850

1,39399365
1,393091015
1,390422697
1,390107686
1,389789296
1,384228191
1,384076129
1,383523209
1,381036323
1,380416996
1,379100221
1,371834857

1,37033869
1,368691772
1,366194641
1,361950404
1,361782446
1,361225381
1,360962856
1,357972584
1,357059145
1,355975603
1,353548449
1,351622302
1,350832331
1,350625956
1,347516713
1,344379515
1,342709857
1,342492175
1,335873183
1,335559341
1,331311672
1,328278764
1,326624389
1,324645487
1,324154947
1,321906164
1,319255765
1,315792967
1,315512307
1,314394369
1,311702117
1,309063362
1,302873341
1,302518631
1,301560421
1,301171732

1,79E-30
1,77E-33
2,12E-37
3,44E-19
3,44E-25
5,97E-11
6,33E-10
3,75E-37
3,38E-21
8,66E-22
2,34E-40
3,30E-34
4,94E-61
7,08E-17
2,14E-21
1,79E-11
8,58E-13
1,61E-21
7,65E-30
3,77E-81
3,00E-91
3,17E-14
3,22E-24
2,00E-10
6,48E-30
1,39E-28
3,07E-62
4,21E-12
1,25E-27
4,50E-28
7,86E-51
1,21E-08
1,68E-65
2,12E-18
4,72E-23
9,33E-09
1,54E-30
2,94E-17
4,45E-14
3,14E-11
3,79E-13
8,95E-21
3,53E-14
2,92E-10
6,57E-61
1,25E-46
6,19E-15
1,45E-12

5,81E-29
7,12E-32
1,12E-35
4,75E-18
7,79E-24
3,44E-10
3,23E-09
1,96E-35
5,44E-20
1,48E-20
1,45E-38
1,39E-32
7,65E-59
7,89E-16
3,50E-20
1,11E-10
6,25E-12
2,67E-20
2,37E-28
1,29E-78
1,47E-88
2,712E-13
6,65E-23
1,09E-09
2,03E-28
3,99E-27
4,88E-60
2,83E-11
3,34E-26
1,24E-26
7,91E-49
5,24E-08
3,13E-63
2,68E-17
8,86E-22
4,10E-08
5,03E-29
3,38E-16
3,77E-13
1,88E-10
2,86E-12
1,38E-19
3,02E-13
1,55E-09
9,91E-59
1,01E-44
5,71E-14
1,02E-11
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ENSMUSG00000028969
ENSMUSG00000028037
ENSMUSG00000117575
ENSMUSG00000040483
ENSMUSG00000055296
ENSMUSG00000039470
ENSMUSG00000027932
ENSMUSG00000070709
ENSMUSG00000050855
ENSMUSG00000043993
ENSMUSG00000056498
ENSMUSG00000021611
ENSMUSG00000021400
ENSMUSG00000009207
ENSMUSG00000042708
ENSMUSG00000097908
ENSMUSG00000030142
ENSMUSG00000078247
ENSMUSG00000107331
ENSMUSG00000020439
ENSMUSG00000030166
ENSMUSG00000048307
ENSMUSG00000025277
ENSMUSG00000021675
ENSMUSG00000032553
ENSMUSG00000026285
ENSMUSG00000065738
ENSMUSG00000050786
ENSMUSG00000032596
ENSMUSG00000053460
ENSMUSG00000024308
ENSMUSG00000044701
ENSMUSG00000053205
ENSMUSG00000085385
ENSMUSG00000114230
ENSMUSG00000020592
ENSMUSG00000001588
ENSMUSG00000071337
ENSMUSG00000009995
ENSMUSG00000019809
ENSMUSG00000109179
ENSMUSG00000031167
ENSMUSG00000025498
ENSMUSG00000085396
ENSMUSG00000113425
ENSMUSG00000108312
ENSMUSG00000028587
ENSMUSG00000030091

1,300289467
1,298603714
1,298280358
1,297713727
1,297197846
1,296658039
1,294153669
1,29155586

1,287229905
1,286585769
1,285928335
1,285456605
1,28544579

1,284983531
1,284178151
1,283667862
1,283309456
1,281265764
1,280285499
1,279509917
1,279287631
1,277694339
1,275393972
1,274318091
1,272920564
1,272488831
1,268036425
1,26753345

1,266873793
1,265845291
1,262679187
1,261451049
1,260751766
1,258649853
1,257073204
1,255420054
1,25452355

1,251006998
1,250083285
1,249428264
1,249365478
1,248784456
1,248323224
1,248237684
1,247429751
1,246333113
1,244846197
1,243059993

1,11E-24
1,30E-85
1,79E-07
2,12E-49
2,93E-53
6,11E-35
4,58E-12
9,22E-12
9,72E-15
3,73E-13
9,82E-22
1,55E-15
5,63E-30
9,39E-35
3,84E-12
3,95E-26
1,83E-100
9,18E-09
3,98E-14
5,08E-26
3,46E-47
4,00E-28
1,80E-32
2,41E-15
1,32E-63
3,06E-23
1,78E-08
5,04E-12
2,49E-77
1,36E-38
1,45E-54
3,89E-14
2,03E-11
6,55E-34
8,00E-06
2,12E-25
2,26E-29
1,90E-33
7,39E-66
8,57E-20
1,79E-09
8,68E-13
3,93E-66
2,44E-50
5,27E-10
4,62E-11
6,37E-53
3,55E-58

2,40E-23
5,48E-83
6,64E-07
1,92E-47
3,28E-51
2,712E-33
3,07E-11
5,95E-11
8,82E-14
2,82E-12
1,67E-20
1,53E-14
1,78E-28
4,09E-33
2,60E-11
9,49E-25
1,13E-97
4,04E-08
3,38E-13
1,22E-24
2,93E-45
1,11E-26
6,78E-31
2,34E-14
2,22E-61
5,87E-22
7,51E-08
3,36E-11
7,16E-75
7,58E-37
1,76E-52
3,31E-13
1,25E-10
2,713E-32
2,31E-05
4,86E-24
6,93E-28
7,61E-32
1,43E-63
1,23E-18
8,58E-09
6,30E-12
7,70E-64
2,37E-48
2,71E-09
2,70E-10
6,87E-51
4,75E-56
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ENSMUSG00000111601
ENSMUSG00000023393
ENSMUSG00000097680
ENSMUSG00000019710
ENSMUSG00000112096
ENSMUSG00000038717
ENSMUSG00000037243
ENSMUSG00000037894
ENSMUSG00000026047
ENSMUSG00000100280
ENSMUSG00000032204
ENSMUSG00000038963
ENSMUSG00000027428
ENSMUSG00000059901
ENSMUSG00000034863
ENSMUSG00000089726
ENSMUSG00000092274
ENSMUSG00000072893
ENSMUSG00000026104
ENSMUSG00000029104
ENSMUSG00000055633
ENSMUSG00000058470
ENSMUSG00000021556
ENSMUSG00000091021
ENSMUSG00000025574
ENSMUSG00000090215
ENSMUSG00000047789
ENSMUSG00000020841
ENSMUSG00000028293
ENSMUSG00000055632
ENSMUSG00000038822
ENSMUSG00000004565
ENSMUSG00000029328
ENSMUSG00000062867
ENSMUSG00000078919
ENSMUSG00000022994
ENSMUSG00000087574
ENSMUSG00000028068
ENSMUSG00000113192
ENSMUSG00000031149
ENSMUSG00000057411
ENSMUSG00000030410
ENSMUSG00000111317
ENSMUSG00000106943
ENSMUSG00000031736
ENSMUSG00000033809
ENSMUSG00000031533
ENSMUSG00000037989

1,24086737
1,240743732
1,239468456
1,237401372
1,235529222
1,233431376
1,230926615
1,230689657

1,23060382
1,230518522

1,22977787
1,228802362
1,224019671
1,223305992
1,221187199
1,220228489
1,218786524
1,216937689
1,214565947
1,213021655
1,212573687
1,211453573

1,2078917
1,206764537
1,202684966
1,202446779
1,201075452
1,200884379

1,20001054
1,199389758
1,199005185
1,198979524
1,198074519
1,194878313
1,194701323
1,193626312
1,192627937
1,192269115
1,191579675
1,191369624
1,191075079
1,190374711
1,188924225
1,187921414
1,186099088
1,185034434
1,182815436
1,182262235

9,65E-13
5,82E-14
7,94E-09
4,19E-53
1,70E-09
4,80E-12
5,26E-50
1,29E-12
1,18E-49
5,80E-16
1,63E-31
1,39E-76
1,11E-13
9,88E-35
3,99E-58
3,19E-07
9,55E-23
1,57E-18
1,58E-58
9,96E-64
8,18E-11
3,88E-09
3,22E-49
6,23E-09
5,04E-29
1,86E-08
3,71E-41
2,04E-79
1,89E-27
1,01E-09
1,61E-24
2,40E-74
5,75E-56
1,46E-11
1,54E-08
1,74E-27
2,96E-08
9,43E-33
3,28E-13
1,39E-23
8,37E-19
3,71E-24
6,82E-16
1,39E-09
2,45E-12
7,84E-43
1,61E-38
2,19E-21

6,96E-12
4,83E-13
3,52E-08
4,65E-51
8,22E-09
3,21E-11
5,03E-48
9,14E-12
1,08E-47
6,01E-15
5,73E-30
3,719E-74
8,92E-13
4,29E-33
5,27E-56
1,14E-06
1,75E-21
2,01E-17
2,13E-56
1,72E-61
4,65E-10
1,79E-08
2,87E-47
2,80E-08
1,49E-27
7,83E-08
2,41E-39
6,49E-77
5,00E-26
5,02E-09
3,40E-23
6,27E-72
7,20E-54
9,17E-11
6,59E-08
4,60E-26
1,21E-07
3,63E-31
2,49E-12
2,75E-22
1,11E-17
7,61E-23
7,00E-15
6,79E-09
1,68E-11
5,62E-41
8,91E-37
3,57E-20
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ENSMUSG00000050954
ENSMUSG00000043460
ENSMUSG00000112023
ENSMUSG00000020102
ENSMUSG00000030613
ENSMUSG00000028403
ENSMUSG00000027006
ENSMUSG00000061613
ENSMUSG00000035236
ENSMUSG00000044201
ENSMUSG00000002602
ENSMUSG00000058600
ENSMUSG00000073434
ENSMUSG00000021033
ENSMUSG00000037321
ENSMUSG00000024347
ENSMUSG00000047250
ENSMUSG00000114995
ENSMUSG00000039704
ENSMUSG00000102976
ENSMUSG00000018398
ENSMUSG00000008668
ENSMUSG00000032373
ENSMUSG00000015937
ENSMUSG00000001128
ENSMUSG00000041220
ENSMUSG00000078784
ENSMUSG00000079111
ENSMUSG00000027245
ENSMUSG00000031951
ENSMUSG00000022479
ENSMUSG00000063286
ENSMUSG00000029283
ENSMUSG00000102302
ENSMUSG00000001138
ENSMUSG00000073489
ENSMUSG00000041841
ENSMUSG00000097194
ENSMUSG00000035242
ENSMUSG00000030647
ENSMUSG00000047414
ENSMUSG00000025050
ENSMUSG00000113035
ENSMUSG00000020638
ENSMUSG00000024299
ENSMUSG00000020142
ENSMUSG00000026605
ENSMUSG00000029602

1,178827754
1,178014764
1,177313388
1,176884521
1,175725091
1,172855221
1,170950437
1,169945777
1,169746325
1,169644318
1,166474212
1,164932141
1,164662463
1,164544974
1,163814739
1,162650981
1,161967459
1,159987751
1,159027658
1,158297329
1,15706298

1,156385849
1,154578643
1,154515987
1,153889465
1,153688856
1,152856782
1,151259782
1,151041513
1,146734691
1,145136347
1,14393751

1,143072151
1,142086079
1,139867061
1,138762161
1,138464027
1,138257204
1,137653728
1,137317454
1,136863781
1,135664976
1,131220568
1,130356538
1,128508678
1,127206475
1,12616114

1,124266441

4,64E-13
2,82E-11
9,22E-38
1,13E-33
1,04E-13
3,28E-52
2,24E-73
9,09E-17
9,40E-19
6,49E-19
1,72E-35
5,96E-17
3,53E-27
1,04E-52
2,30E-50
5,22E-30
2,09E-36
9,85E-10
1,52E-46
2,42E-21
1,17E-35
6,22E-17
5,09E-67
1,15E-66
1,02E-25
2,91E-45
2,04E-16
2,14E-54
2,67E-07
7,18E-16
6,84E-09
1,64E-21
5,78E-23
1,60E-08
4,04E-25
3,34E-30
2,09E-12
2,69E-10
1,18E-13
2,87E-23
3,55E-71
1,36E-30
4,28E-20
3,73E-19
9,59E-54
1,95E-42
1,88E-47
3,26E-15

3,48E-12
1,70E-10
4,98E-36
4,70E-32
8,36E-13
3,41E-50
5,59E-71
1,00E-15
1,23E-17
8,69E-18
7,84E-34
6,71E-16
9,06E-26
1,11E-50
2,25E-48
1,66E-28
1,03E-34
4,91E-09
1,23E-44
3,94E-20
5,41E-34
6,99E-16
1,07E-64
2,37E-64
2,38E-24
2,25E-43
2,19E-15
2,52E-52
9,63E-07
7,35E-15
3,06E-08
2,72E-20
1,08E-21
6,80E-08
9,10E-24
1,07E-28
1,45E-11
1,44E-09
9,48E-13
5,51E-22
8,35E-69
4,44E-29
6,28E-19
5,12E-18
1,10E-51
1,36E-40
1,61E-45
3,12E-14
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ENSMUSG00000003526
ENSMUSG00000024059
ENSMUSG00000025473
ENSMUSG00000009731
ENSMUSG00000019944
ENSMUSG00000024403
ENSMUSG00000021697
ENSMUSG00000038759
ENSMUSG00000051705
ENSMUSG00000025816
ENSMUSG00000097061
ENSMUSG00000105940
ENSMUSG00000038453
ENSMUSG00000051984
ENSMUSG00000022338
ENSMUSG00000105677
ENSMUSG00000087502
ENSMUSG00000027641
ENSMUSG00000028979
ENSMUSG00000078651
ENSMUSG00000014551
ENSMUSG00000027360
ENSMUSG00000020788
ENSMUSG00000022587
ENSMUSG00000030386
ENSMUSG00000041064
ENSMUSG00000032306
ENSMUSG00000029672
ENSMUSG00000021243
ENSMUSG00000105272
ENSMUSG00000018566
ENSMUSG00000071866
ENSMUSG00000074480
ENSMUSG00000035458
ENSMUSG00000037239
ENSMUSG00000020407
ENSMUSG00000003847
ENSMUSG00000024666
ENSMUSG00000046798
ENSMUSG00000084796
ENSMUSG00000019818
ENSMUSG00000054715
ENSMUSG00000042155
ENSMUSG00000050043
ENSMUSG00000024085
ENSMUSG00000030207
ENSMUSG00000037434
ENSMUSG00000071537

1,120701203
1,119685673
1,119085304
1,118898238
1,116158631
1,11120059

1,10812382

1,107235951
1,106493501
1,10527499

1,10257263

1,101665181
1,101623975
1,101488896
1,09854183

1,098328018
1,097881583
1,09678393

1,094612261
1,093383783
1,088238242
1,087405954
1,085392062
1,084473837
1,083315832
1,082929774
1,082859728
1,082759732
1,081847503
1,080694267
1,080590423
1,080487091
1,080274458
1,080220475
1,079278097
1,078472636
1,078315219
1,077737123
1,077720986
1,077527792
1,076969734
1,075685205
1,075412532
1,075186575
1,074922167
1,074891971
1,074690306
1,074603219

1,69E-09
3,35E-09
3,21E-80
1,13E-08
1,69E-08
6,02E-10
1,03E-10
6,23E-53
2,58E-11
8,92E-17
3,39E-10
2,51E-08
1,43E-10
1,48E-07
8,77E-13
7,64E-10
6,20E-09
2,88E-34
2,66E-11
5,49E-27
1,74E-20
3,78E-09
2,20E-42
5,93E-60
2,21E-08
1,01E-20
1,44E-27
2,61E-32
7,53E-09
4,32E-07
1,01E-12
3,64E-06
1,43E-17
2,72E-12
2,06E-28
1,16E-18
1,14E-21
3,04E-09
5,24E-22
6,51E-13
3,18E-54
7,34E-14
4,15E-12
2,60E-10
1,32E-63
3,69E-36
2,22E-38
5,33E-22

8,16E-09
1,56E-08
1,05E-77
4,90E-08
7,16E-08
3,08E-09
5,78E-10
6,78E-51
1,56E-10
9,45E-16
1,78E-09
1,04E-07
7,87E-10
5,52E-07
6,36E-12
3,87E-09
2,78E-08
1,22E-32
1,61E-10
1,40E-25
2,62E-19
1,74E-08
1,53E-40
8,61E-58
9,19E-08
1,55E-19
3,81E-26
9,75E-31
3,35E-08
1,51E-06
7,24E-12
1,11E-05
1,69E-16
1,86E-11
5,82E-27
1,51E-17
1,92E-20
1,42E-08
9,11E-21
4,81E-12
3,70E-52
6,01E-13
2,80E-11
1,39E-09
2,22E-61
1,78E-34
1,22E-36
9,25E-21
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ENSMUSG00000098234
ENSMUSG00000029836
ENSMUSG00000032420
ENSMUSG00000056290
ENSMUSG00000062328
ENSMUSG00000097042
ENSMUSG00000030869
ENSMUSG00000059939
ENSMUSG00000085687
ENSMUSG00000013155
ENSMUSG00000040840
ENSMUSG00000018574
ENSMUSG00000020844
ENSMUSG00000054469
ENSMUSG00000010608
ENSMUSG00000039254
ENSMUSG00000029490
ENSMUSG00000103527
ENSMUSG00000030780
ENSMUSG00000054387
ENSMUSG00000020105
ENSMUSG00000095123
ENSMUSG00000021701
ENSMUSG00000081605
ENSMUSG00000074415
ENSMUSG00000049971
ENSMUSG00000046295
ENSMUSG00000028613
ENSMUSG00000023088
ENSMUSG00000031004
ENSMUSG00000098090
ENSMUSG00000021103
ENSMUSG00000045205
ENSMUSG00000021831
ENSMUSG00000057329
ENSMUSG00000032661
ENSMUSG00000042814
ENSMUSG00000041845
ENSMUSG00000029419
ENSMUSG00000106383
ENSMUSG00000035245
ENSMUSG00000034035
ENSMUSG00000029177
ENSMUSG00000104435
ENSMUSG00000030802
ENSMUSG00000038593
ENSMUSG00000031200
ENSMUSG00000048458

1,07457207
1,072898269
1,072889714
1,072569023
1,072536206
1,072294261
1,072161866
1,071498989
1,070776065
1,069764951
1,069468019
1,068783421

1,06827797

1,06720287
1,067166254
1,066059968
1,065958667

1,06581195

1,06577358
1,065675922
1,065619009
1,065281866

1,06470123
1,062526304
1,061647746
1,061105008
1,060153076
1,058818676
1,058682833
1,056844239

1,0562211
1,056203015
1,054288657
1,053790552
1,052042651
1,051918799
1,051406883
1,048635168

1,04733317
1,047001759

1,04686367
1,046247951
1,045306915
1,044037037
1,044031206
1,043080437
1,042827686
1,042501613

1,27E-16
5,13E-08
3,51E-59
5,05E-07
1,09E-09
1,05E-15
1,77E-15
3,54E-38
1,07E-11
6,77E-15
2,28E-09
2,14E-21
1,99E-07
6,67E-36
1,64E-28
1,23E-43
3,40E-08
2,80E-12
1,80E-21
6,58E-26
2,64E-11
0,002360259
6,12E-31
4,91E-07
9,74E-06
2,58E-08
1,73E-15
1,30E-56
9,04E-59
1,21E-40
1,65E-10
1,99E-34
7,25E-50
5,60E-68
1,90E-21
5,64E-61
7,32E-08
2,27E-11
1,75E-14
4,30E-05
3,03E-20
1,57E-11
5,26E-22
4,52E-11
5,29E-42
1,38E-26
8,82E-11
8,30E-10

1,38E-15
2,04E-07
4,92E-57
1,75E-06
5,44E-09
1,06E-14
1,74E-14
1,94E-36
6,84E-11
6,21E-14
1,08E-08
3,50E-20
7,30E-07
3,14E-34
4,67E-27
9,07E-42
1,38E-07
1,91E-11
2,96E-20
1,56E-24
1,60E-10
0,004530635
2,08E-29
1,71E-06
2,77E-05
1,06E-07
1,70E-14
1,66E-54
1,24E-56
7,65E-39
9,04E-10
8,48E-33
6,83E-48
1,20E-65
3,12E-20
8,62E-59
2,84E-07
1,39E-10
1,54E-13
0,000110231
4,51E-19
9,84E-11
9,13E-21
2,64E-10
3,55E-40
3,43E-25
4,99E-10
4,19E-09
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ENSMUSG00002076161
ENSMUSG00000032265
ENSMUSG00000030393
ENSMUSG00000027580
ENSMUSG00000042286
ENSMUSG00000038400
ENSMUSG00000022033
ENSMUSG00000034612
ENSMUSG00000073600
ENSMUSG00000028800
ENSMUSG00000047909
ENSMUSG00000080316
ENSMUSG00000015468
ENSMUSG00000060636
ENSMUSG00000030688
ENSMUSG00000037787
ENSMUSG00000046324
ENSMUSG00000043243
ENSMUSG00000017778
ENSMUSG00000039917
ENSMUSG00000021240
ENSMUSG00000060716
ENSMUSG00000100362
ENSMUSG00000108503
ENSMUSG00000024736
ENSMUSG00000073791
ENSMUSG00000024887
ENSMUSG00000045362
ENSMUSG00000074629
ENSMUSG00000026921
ENSMUSG00000090086
ENSMUSG00000097743
ENSMUSG00000098055
ENSMUSG00000017417
ENSMUSG00000032593
ENSMUSG00000057421
ENSMUSG00000028958
ENSMUSG00000027487
ENSMUSG00000099708
ENSMUSG00000021131
ENSMUSG00000056666
ENSMUSG00000035936
ENSMUSG00000073468
ENSMUSG00000032431
ENSMUSG00000020576
ENSMUSG00000097589
ENSMUSG00000002486
ENSMUSG00000018999

1,042394841
1,040712684
1,040552784
1,0389123
1,038246743
1,03758884
1,037231691
1,037123227
1,036615442
1,03612885
1,035927566
1,035533546
1,034571886
1,034501268
1,034101177
1,033717563
1,033328178
1,032367623
1,031454145
1,031437451
1,029553257
1,029084558
1,028180778
1,027352271
1,02512783
1,024237103
1,024205829
1,023599072
1,023327634
1,022509724
1,021589478
1,021256165
1,019454436
1,019293984
1,019095402
1,019002899
1,018920056
1,018876159
1,012297062
1,011668603
1,010403267
1,009852891
1,009655256
1,009402669
1,008586111
1,008018011
1,007978831
1,007120152

4,52E-06
1,31E-14
2,13E-10
2,29E-51
2,03E-18
1,43E-06
1,70E-11
2,58E-18
2,87E-17
1,43E-06
1,51E-21
2,09E-08
2,67E-20
4,04E-12
3,98E-08
4,28E-14
1,88E-52
5,02E-15
9,48E-09
1,87E-32
1,96E-54
1,01E-16
1,14E-10
1,15E-06
2,05E-19
4,67E-15
1,25E-25
4,08E-55
3,06E-06
9,81E-12
6,16E-06
1,17E-06
1,32E-22
3,59E-28
2,02E-07
1,24E-26
4,35E-11
1,89E-11
1,59E-06
1,14E-08
1,82E-52
1,03E-12
9,43E-18
2,45E-28
3,96E-44
1,58E-08
1,70E-12
1,86E-42

1,36E-05
1,17E-13
1,15E-09
2,37E-49
2,58E-17
4,66E-06
1,06E-10
3,23E-17
3,31E-16
4,63E-06
2,52E-20
8,74E-08
3,99E-19
2,713E-11
1,60E-07
3,63E-13
1,98E-50
4,68E-14
4,16E-08
7,02E-31
2,33E-52
1,11E-15
6,38E-10
3,79E-06
2,88E-18
4,37E-14
2,91E-24
5,05E-53
9,48E-06
6,30E-11
1,82E-05
3,86E-06
2,39E-21
9,95E-27
7,41E-07
3,12E-25
2,55E-10
1,17E-10
5,12E-06
4,96E-08
1,93E-50
7,37E-12
1,13E-16
6,88E-27
2,97E-42
6,72E-08
1,19E-11
1,30E-40
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94

ENSMUSG00000009575  1,006537495 5,30E-37 2,72E-35
ENSMUSG00000029516  1,003997474 1,03E-36 5,21E-35
ENSMUSG00000035365  1,003281635 7,09E-19 9,44E-18
ENSMUSG00000039953  1,002451997 9,09E-47 7,43E-45
ENSMUSG00000108738  1,001647062 6,12E-05 0,000153194
ENSMUSG00000038930  1,00093845 4,57E-19 6,22E-18
ENSMUSG00000024982  1,000757804 7,23E-27 1,83E-25
Reprimidos
gene_id logFC PValue FDR

ENSMUSG00000056008  -3,365404071 4,98E-53 5,48E-51
ENSMUSG00000055177  -3,03896782 3,10E-25 7,05E-24
ENSMUSG00000055148  -2,685588995 3,63E-87 1,64E-84
ENSMUSG00000028111  -2,361693373 7,31E-41 4,65E-39
ENSMUSG00000059956  -2,328967785 9,51E-22 1,62E-20
ENSMUSG00000054364  -2,253105312 4,62E-37 2,38E-35
ENSMUSG00000038173  -2,07542911 6,93E-22 1,19E-20
ENSMUSG00000073236  -1,970816689 6,09E-19 8,19E-18
ENSMUSG00000099583  -1,864349526 6,75E-18 8,21E-17
ENSMUSG00000111720  -1,832930368 1,17E-15 1,17E-14
ENSMUSG00000036086  -1,628975471 1,32E-104 9,16E-102
ENSMUSG00000096140  -1,615944438 5,63E-19 7,64E-18
ENSMUSG00000101225  -1,614104905 1,19E-24 2,55E-23
ENSMUSG00000024210  -1,601802866 6,48E-12 4,26E-11
ENSMUSG00002076074  -1,601479464 3,76E-19 5,15E-18
ENSMUSG00000108732  -1,584088014 1,61E-45 1,26E-43
ENSMUSG00000032289  -1,568920388 1,10E-23 2,20E-22
ENSMUSG00000047246  -1,562674361 3,43E-18 4,26E-17
ENSMUSG00000035783  -1,55170636 1,47E-17 1,73E-16
ENSMUSG00000027602  -1,524446046 2,44E-23 4,73E-22
ENSMUSG00000025207  -1,491951532 2,49E-56 3,15E-54
ENSMUSG00000059278  -1,473101867 5,30E-60 7,80E-58
ENSMUSG00000021376  -1,453255976 3,86E-14 3,29E-13
ENSMUSG00000050945 -1,4479153 2,14E-13 1,66E-12
ENSMUSG00000110231  -1,423785344 7,06E-63 1,14E-60
ENSMUSG00000022562  -1,422639101 1,09E-14 9,79E-14
ENSMUSG00000030672  -1,413589443 2,21E-17 2,56E-16
ENSMUSG00000031637  -1,410775587 6,12E-11 3,52E-10
ENSMUSG00000105509  -1,406046044 1,83E-11 1,13E-10
ENSMUSG00000086742  -1,386790321 6,26E-60 8,98E-58
ENSMUSG00000060639  -1,359937394 7,15E-13 5,25E-12
ENSMUSG00000022099  -1,347397897 6,84E-21 1,07E-19
ENSMUSGO00000060509  -1,344613628 1,26E-13 1,01E-12



ENSMUSG00000055069
ENSMUSG00000115007
ENSMUSG00000085154
ENSMUSG00000029699
ENSMUSG00000063856
ENSMUSG00000074622
ENSMUSG00000025226
ENSMUSG00000051682
ENSMUSG00000042659
ENSMUSG00000071656
ENSMUSG00000064215
ENSMUSG00000045326
ENSMUSG00000078851
ENSMUSG00000049848
ENSMUSG00000104568
ENSMUSG00000021338
ENSMUSG00000020669
ENSMUSG00000022766
ENSMUSG00000031155
ENSMUSG00000032340
ENSMUSG00000100594
ENSMUSG00000036181
ENSMUSG00000022818
ENSMUSG00000071637
ENSMUSG00000018102
ENSMUSG00000063851
ENSMUSG00000033405
ENSMUSG00000036526
ENSMUSG00000059970
ENSMUSG00000008384
ENSMUSG00000032398
ENSMUSG00000039195
ENSMUSG00000075297
ENSMUSG00000037217
ENSMUSG00000097283
ENSMUSG00000081975
ENSMUSG00000019832
ENSMUSG00000033739
ENSMUSG00000068697
ENSMUSG00000115584
ENSMUSG00000059195
ENSMUSG00000028756
ENSMUSG00000019578
ENSMUSG00000015337
ENSMUSG00000094497
ENSMUSG00000018923
ENSMUSG00000050174
ENSMUSG00000068957

-1,344115648
-1,336416389
-1,331982119
-1,330648135
-1,315052844
-1,310217389
-1,307181407
-1,296916129
-1,290596538
-1,2696207
-1,264389614
-1,260187297
-1,231726935
-1,228967244
-1,228205919
-1,223819129
-1,211051851
-1,210863906
-1,207215509
-1,196936879
-1,175660169
-1,173864962
-1,171955374
-1,171724685
-1,168264845
-1,167972384
-1,165547928
-1,154559416
-1,146668815
-1,144686165
-1,138606471
-1,136959118
-1,129456872
-1,125778263
-1,122742084
-1,10992675
-1,105260417
-1,101984377
-1,094633707
-1,088791614
-1,08649156
-1,083464517
-1,073912422
-1,071746918
-1,071659998
-1,066804725
-1,065139346
-1,063911167

1,21E-20
1,05E-10
8,51E-10
2,51E-09
3,26E-66
2,53E-11
7,51E-14
1,41E-24
9,87E-84
7,73E-11
1,90E-73
1,60E-09
3,93E-09
3,97E-18
1,27E-14
2,58E-41
2,02E-08
3,27E-09
2,22E-40
1,12E-24
1,23E-07
1,07E-26
5,14E-08
1,48E-22
1,07E-36
8,69E-31
6,64E-08
7,37E-15
6,04E-12
9,96E-32
4,83E-18
1,73E-26
1,02E-24
3,24E-24
6,65E-16
1,86E-13
3,78E-71
3,19E-51
2,46E-37
1,71E-06
1,07E-20
3,91E-40
5,07E-17
9,26E-09
2,87E-35
6,36E-36
2,04E-07
9,62E-11

1,85E-19
5,89E-10
4,28E-09
1,18E-08
6,62E-64
1,54E-10
6,14E-13
2,99E-23
3,63E-81
4,41E-10
4,86E-71
7,78E-09
1,81E-08
4,91E-17
1,14E-13
1,69E-39
8,48E-08
1,52E-08
1,38E-38
2,41E-23
4,61E-07
2,69E-25
2,04E-07
2,67E-21
5,40E-35
2,90E-29
2,59E-07
6,75E-14
3,99E-11
3,61E-30
5,93E-17
4,27E-25
2,21E-23
6,67E-23
6,84E-15
1,46E-12
8,72E-69
3,26E-49
1,30E-35
5,47E-06
1,64E-19
2,36E-38
5,72E-16
4,07E-08
1,30E-33
3,00E-34
7,49E-07
5,41E-10
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ENSMUSG00000039963
ENSMUSG00000062825
ENSMUSG00000031444
ENSMUSG00000024787
ENSMUSG00000042312
ENSMUSG00000053560
ENSMUSG00000115193
ENSMUSG00000086756
ENSMUSG00000049287
ENSMUSG00000066553
ENSMUSG00000038239
ENSMUSG00000047821
ENSMUSG00000079243
ENSMUSG00000023048
ENSMUSG00000049491
ENSMUSG00000118377
ENSMUSG00000054582

-1,060143776
-1,051371964
-1,049501635
-1,046278853
-1,040486998
-1,037998278
-1,034201047
-1,027148021
-1,027080395
-1,021567885
-1,01884237

-1,017499356
-1,010545483
-1,009867682
-1,006762488
-1,004543828
-1,003141506

2,13E-07
2,95E-26
7,18E-14
3,51E-29
6,89E-45
7,07E-35
1,24E-06
1,45E-06
4,45E-15
3,35E-39
2,69E-08
6,48E-19
1,71E-32
7,57E-50
1,39E-05
3,83E-10
3,09E-11

7,80E-07
7,13E-25
5,90E-13
1,06E-27
5,30E-43
3,12E-33
4,07E-06
4,70E-06
4,18E-14
1,92E-37
1,11E-07
8,69E-18
6,46E-31
7,07E-48
3,86E-05
2,01E-09
1,85E-10
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