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Resumo - O presente estudo teve como objetivo comparar o transcriptoma 
abomasal de ovinos da raça Morada Nova com fenótipos divergentes de 
resistência a Haemonchus contortus. Para tanto, 287 cordeiros foram 
submetidos a dois desafios parasitários experimentais e monitorados 
quanto ao ganho de peso, ao volume globular e à contagem de ovos por 
grama de fezes. Após análise de dados, foram selecionados 10 animais 
de cada extremo de fenótipo de resistência parasitária, sendo que metade 
desses animais foi submetida ao sequenciamento de RNA (RNAseq) da 
mucosa abomasal. Genes diferencialmente expressos (DE) relacionados 
às respostas imunes e outros processos biológicos foram observados entre 
os grupos extremos de resistência parasitária por RNAseq baseando-se 
nos três genomas ovinos disponíveis nas bases de dados públicas (NCBI 
Oar 2.0 – 21 genes DE, Ensembl Oar 1.0 – 11 genes DE e Ensembl Texel 
3.1 – 14 genes DE). No entanto apenas cinco genes DE (B3GNT3, CLCA1, 
TFF3, PKLR e SELP) foram comuns aos três genomas. Para a validação 
dos resultados de RNAseq por RT-qPCR foram desenhados primers para 
14 genes DE, para, no mínimo, duas regiões gênicas em éxons distintos 
por gene. Entretanto, só houve amplificação específica para oito genes, e 
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apenas um gene apresentou concordância com os resultados de RNAseq. 
Concluiu-se que a validação por RT-qPCR não foi possível, provavelmente 
por dois motivos principais: 1) baixa quantidade de sequências atribuídas à 
maioria dos genes DE e 2) baixa qualidade de anotação do genoma ovino. 
Foram utilizadas três versões de referência atualizadas do genoma ovino 
que apresentam discordâncias quanto à montagem, localização e anotação 
dos genes. Isso impacta diretamente e negativamente nos resultados de 
validação por RT-qPCR, dado que, se as regiões gênicas (principalmente 
relacionadas à junção éxon-éxon) não estão bem anotadas, há dificuldades e 
falhas no desenho dos primers e na amplificação adequada.

Termos para indexação: Nematódeos gastrintestinais, transcriptômica, resiliência, 
cordeiros, RT-qPCR.



Comparative abomasal transcriptome in Morada Nova 
sheep breed with divergent phenotypes of resistance to 
Haemonchus contortus
Abstract - The present study aimed to compare the abomasal transcriptome 
of Morada Nova sheep with divergent phenotypes of resistance to H. 
contortus. Therefore, 287 lambs were submitted to two experimental parasitic 
challenges and monitored for weight gain, packed cell volume and eggs per 
gram of feces count. After data analysis, 10 animals were selected from each 
extreme of parasitic resistance, and half of these animals was submitted to 
RNA sequencing (RNAseq) of the abomasal mucosa. Differently expressed 
(DE) genes related to immune responses and other biological processes were 
observed between the extreme groups of parasitic resistance by RNAseq 
based on the three available sheep genomes (NCBI Oar 2.0 - 21 DE genes, 
Ensembl Oar 1.0 - 11 DE genes and Ensembl Texel 3.1 - 14 DE genes). 
However, only five DE genes (B3GNT3, CLCA1, TFF3, PKLR and SELP) 
were common to the three genomes. Designs of primers for RT-qPCR were 
carried out to validate the RNAseq results for 14 DE genes, targeting at least 
two gene regions in different exons per gene. Only eight genes resulted in 
specific amplification, and only one gene showed agreement with RNAseq 
results. It was concluded that validation by RT-qPCR was not possible, 
probably for two main reasons: 1) the low amount of sequences attributed 
to most DE genes and 2) the discordant quality of annotation of the sheep 
genome. Three updated reference versions of the genome were used, which 
present divergence regarding the assembly, location and annotation of the 
genes which may directly impact the results of validation by RT-qPCR, given 
that if the gene regions (mainly related to the exon-exon junctions) are not 
accurately annotated, there are difficulties in designing specific primers and 
achieving adequate amplification.

Index terms: Gastrointestinal nematodes, transcriptome, resilience, lamb, RT-qPCR.
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Introdução
As infecções por nematódeos gastrintestinais (NGI) são consideradas o 

principal gargalo na ovinocultura, em especial nos países tropicais. As perdas 
econômicas são elevadas em decorrência da queda de produtividade (leite, 
carne ou lã), baixa fertilidade, mortalidade dos animais altamente infectados 
e elevados gastos com os antiparasitários (O’Connor; Kahn; Walkden-Brown, 
2007), uma vez que os parasitos já desenvolveram resistência à maioria dos 
anti-helmínticos disponíveis no mercado e medicamentos mais avançados 
e mais onerosos são necessários para o controle. Dentre as espécies de 
NGI, Haemonchus contortus é a de maior importância clínica e econômica em 
nível mundial (Cavalcante et al., 2009; Chagas et al., 2013). Esse parasita é 
altamente prevalente nos rebanhos ovinos criados no Brasil, sendo a espécie 
patogênica predominante no Estado de São Paulo (Amarante, 2004; Toscano 
et al., 2019b). 

A infecção por H. contortus, devido aos hábitos hematófagos do parasita, 
acarreta variados graus de anemia em ovinos, a depender do estado 
fisiológico do hospedeiro e da carga parasitária. Em infecções severas, 
especialmente em animais jovens e com nutrição inadequada, altas taxas 
de mortalidade podem ser observadas. Além dos efeitos diretos da infecção 
parasitária, outro grande obstáculo ao crescimento da ovinocultura é a 
resistência dos parasitas aos medicamentos, decorrente do uso inadequado, 
em tratamentos supressivos, com curtos intervalos, utilizando uma mesma 
classe de anti-helmíntico por longos períodos ou alternando rapidamente 
entre classes, tratamentos em sub-dosagem, dentre outros (Silvestre et 
al., 2002; Besier, 2006). Além do impacto da verminose e do aumento da 
resistência múltipla aos anti-helmínticos, existe uma crescente preocupação 
com os potenciais riscos de resíduos desses medicamentos no ambiente e 
em produtos de origem animal (Waller, 1999), evidenciando a importância da 
adoção de medidas alternativas para o controle da verminose. Nesse cenário, 
os anti-helmínticos são considerados recursos limitados e valiosos, utilizados 
apenas em situação de real necessidade e sempre em conjunto às medidas 
auxiliares (Howell et al., 2008). 
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Dessa forma, a seleção de ovinos resistentes e o desenvolvimento de 
medidas imunoprofiláticas constituem medidas muito interessantes, reduzindo 
a necessidade de vermifugações, mantendo a eficácia dos princípios ativos, 
facilitando o manejo dos rebanhos e reduzindo os custos do sistema de 
produção. 

Morada Nova é uma raça de ovinos deslanados naturalizada e 
tradicionalmente criada do Nordeste brasileiro. De maneira geral, as raças 
deslanadas adaptadas às condições tropicais são bastante resistentes aos 
NGI, em comparação a raças exóticas, sendo uma característica de suma 
importância devido ao impacto desses parasitas na ovinocultura (Haehling 
et al., 2020; Haehling et al., 2021). Nesse contexto, a raça Morada Nova 
destaca-se frente às outras raças deslanadas. Tal fato evidencia a importância 
de estudos com raças naturalmente resistentes à verminose, com intuito de 
melhor explorar esse recurso tão valioso, de modo a promover maior interesse 
dos produtores.  

Em estudo anterior, um rebanho composto por 287 cordeiros foi submetido 
a dois desafios parasitários com 4 mil larvas de terceiro estádio (L3) de 
H. contortus e fenotipados por meio de contagens de ovos por grama de 
fezes (OPG) semanais, aferições de hematócrito ou volume globular (VG) 
quinzenais e pesagens mensais. Esse esquema permitiu a estratificação 
do rebanho em três fenótipos distintos quanto à resistência parasitária: 
20% resistentes (57 animais), 60% intermediários (173 animais) e 20% 
susceptíveis (57 animais). Dentre os 287 cordeiros avaliados, os 20 extremos 
de infecção por H. contortus (10 mais resistentes e 10 mais susceptíveis) 
foram selecionados e abatidos para avaliação da resposta imune local, em 
amostras da mucosa do abomaso e de linfonodos abomasais, quantificando-
se 22 genes-alvo, previamente selecionados, por RT-qPCR. Foi detectada 
expressão diferencial entre os fenótipos para genes relacionados à resposta 
inata, resposta pró-inflamatória, resposta adaptativa perfil Th2 e ativação 
do sistema complemento (Toscano et al., 2019a; Toscano et al., 2020). 
Contudo, essa metodologia baseada na seleção de genes candidatos é, 
de certa forma, incompleta, pois depende de levantamento de bibliografia, 
relativamente escassa no assunto em questão. Além disso, há dificuldade 
em extrapolar resultados oriundos de estudos envolvendo diferentes raças 
ovinas, infectadas por diferentes parasitas e avaliados em diferentes tempos 
de infecção.  
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Nesse cenário, análises mais abrangentes constituem uma alternativa 
muito interessante, como a avaliação de transcriptoma comparativo por meio 
do sequenciamento de nova geração, incluindo o sequenciamento de RNA 
(RNAseq). A técnica permite sequenciar milhões de sequências em curto 
período, obtendo-se informações completas de todos os transcritos em um 
dado tecido, inclusive de genes desconhecidos, com elevada sensibilidade, 
quantificando genes diferencialmente expressos nos mais variados níveis 
de expressão. É muito mais versátil que outras metodologias, como os 
microarranjos de RNA, possibilitando a pesquisa de isoformas variantes e 
associação com QTLs (Mortazavi et al., 2008; Klopfleisch; Gruber, 2012). 
Essa metodologia tem sido utilizada em estudos recentes acerca da 
resistência a parasitas gastrintestinais em ovinos e caprinos. Os resultados 
são promissores, tendo sido encontrados centenas de genes diferencialmente 
expressos diretamente associados à característica, incluindo genes envolvidos 
no metabolismo do ácido araquidônico, sistema complemento, ciclo celular, 
reparação tecidual, dentre outros (Guo et al., 2016; Bhuiyan et al., 2017; El-
Ashram et al., 2017; El-Ashram et al., 2018).

Sendo assim, a análise de transcriptoma comparativo entre extremos de 
resistência à infecção por H. contortus em ovinos na raça Morada Nova pode 
ser utilizada para melhor elucidar os diferentes mecanismos diretamente 
relacionados, com uma potencial vantagem de detectar novos mediadores, 
os quais poderão ser testados e validados, inclusive, no melhoramento e 
desenvolvimento de medidas imunoprofiláticas para outras raças ovinas.

O presente estudo objetivou realizar análise de transcriptoma, por RNAseq, 
em abomaso de cordeiros Morada Nova fenotipicamente caracterizados 
como extremos de infecção por H. contortus, selecionar os genes avaliados 
por transcriptoma que possuam maior diferencial de expressão entre os 
extremos de infecção por H. contortus e  desenvolver ensaios de RT-qPCR 
para a quantificação relativa da expressão dos genes selecionados por 
análise de transcriptoma.
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Material e métodos

Animais experimentais e manejo animal 

Os animais utilizados no presente estudo foram avaliados em projetos 
de pesquisa anteriores, financiados pela FAPESP (processos n. 2017/01626-
1 e n. 2017/00373-2). As atividades realizadas atenderam ao projeto 
FAPESP processo n°. 2019/02929-3. O protocolo experimental foi aprovado 
pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do CPPSE (protocolo nº 
04/2017). Foram utilizados 287 cordeiros da raça Morada Nova (146 machos 
e 142 fêmeas), oriundos do cruzamento de 150 matrizes e sete reprodutores, 
obtidos em duas estações de monta. Os produtos da primeira estação de 
monta foram desmamados entre julho e agosto de 2017 e os da segunda 
estação, entre agosto e setembro de 2018. Na fase de aleitamento, os 
cordeiros foram mantidos junto das mães e submetidos ao manejo alimentar 
em sistema de ‘creep feeding’ a partir da primeira semana de vida até os 90 
dias de idade, quando ocorreu o desmame. Os cordeiros desmamados foram 
mantidos em pastagem de capim Aruanã, grama estrela e braquiarinha, 
previamente roçada e submetida a 30 dias de descanso, para redução da 
contaminação ambiental com larvas infectantes. No período seco, os animais 
receberam suplementação alimentar de silagem de milho. Água e sal mineral 
foram fornecidos à vontade. 

Seleção dos extremos de resistência à infecção por H. 
contortus 

Essa etapa foi desenvolvida entre os anos de 2017 e 2018, durante a 
execução dos projetos supracitados. Logo após o desmame, os 287 cordeiros 
foram tratados com monepantel 2,5% (Zolvix, Novartis), na dose de 2,5 mg/
kg, para zerar a infecção natural por GIN (confirmada após duas contagens 
de OPG negativas). Após 15 dias, eles foram experimentalmente infectados 
com 4 mil L3 de H. contortus (isolado Echevarría 1991). Contagens de OPG 
semanais foram realizadas no 21º, 28º, 35º e 42º dia pós-infecção (dpi). 
Coproculturas (Roberts; O’Sullivan, 1950) foram realizadas no 42º dpi de 
ambos os desafios, confirmando infecção monoespecífica por H. contortus. 
Avaliações de volume globular (VG) quinzenais foram realizadas, no 14º, 28º 
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e 42º dpi (Figura 1). Os animais foram novamente tratados e, 15 dias após, 
submetidos a um segundo desafio parasitário, seguindo o esquema anterior. 
De acordo com as contagens de OPG, ganho de peso e valores de VG, os 20 
cordeiros classificados como extremos de infecção por H. contortus (10 mais 
resistentes e 10 mais susceptíveis) foram submetidos a um terceiro desafio 
parasitário com 4 mil L3 de H. contortus e abatidos sete dias após para 
colheita de amostras da mucosa do abomaso, as quais foram imediatamente 
congeladas em nitrogênio líquido (-180 oC) e armazenadas a -80 ºC (Figura 
1). Dentre esses extremos de infecção abatidos, amostras da região fúndica 
de cinco animais de cada um dos grupos fenotípicos foram selecionadas para 
a análise de transcriptoma por sequenciamento de RNA (RNAseq). 

Figura 1. Delineamento experimental com animais experimentais utilizados, período 
de monitoramento, vermifugações e desafios parasitários. 
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Análise de Transcriptoma

Extração de RNA

O RNA total foi extraído com uso do QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen, cat. 
79306), com auxílio do homogeneizador de tecidos TissueRupter (Qiagen, 
cat. 9002710), seguida de purificação em coluna de sílica, utilizando o 
RNeasy Mini Kit (Qiagen, cat. 74106). A concentração (ng/µL) e pureza 
(razão A260/A280) do RNA foram avaliadas em espectrofotômetro (NanoDrop 
2000, Thermo Scientific). A integridade foi confirmada por eletroforese em 
gel de agarose e com uso do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies). 

Preparo de bibliotecas de cDNA, sequenciamento de RNA e análise de 
transcriptoma

O protocolo de sequenciamento paired-end (2x 100 bp) foi usado 
e sequenciado em Illumina HiSeq 2500 (lllumina) pela NGS Soluções 
Genômicas (Piracicaba, SP). A ferramenta Trimmomatic v 0.39 foi usada 
para controle de qualidade, removendo sequências de baixa qualidade 
(QPhred <20) ou curtas (<70bp) (Bolger; Lohse; Usadel, 2014). As 
sequências foram primeiramente alinhadas contra o genoma de referência 
de ovinos (GCF_016772045.1_ARS-UI_Ramb_v2.0, NCBI 104) usando o 
programa STAR aligner v. 2.9 (Dobin et al., 2013) e contadas com HTseq-
count no STAR. Como as versões do genoma ovino apresentaram muitas 
diferenças de montagem, os alinhamentos foram re-analisados com o 
genoma de referência Oar_rambouillet_v1.0 (GCA_002742125.1) e com o 
genoma do Texel (Oar_v3.1 (GCA_000298735.1) disponível no Ensembl. 
Essas ferramentas foram implementadas e analisadas em pipeline baqcom 
(https://github.com/hanielcedraz/baqcom). Para análise da expressão gênica 
foi utilizado o pacote EdgeR (Robinson; McCarthy; Smyth, 2010) do R (R 
Foundation, 2021) para identificação de genes diferencialmente expressos 
(DE) entre os grupos resistente e susceptível. Os valores de p foram ajustados 
para testes múltiplos False Discovery Rate (FDR), e foram considerados DE 
quando FDR ≤ 0,05. Aumento e diminuição da expressão foram indicados em 
escala logarítmica positiva e negativa, respectivamente, do grupo resistente 
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comparado com grupo susceptível. A lista de genes DE foi submetida à 
anotação funcional gênica usando o banco de dados DAVID Bioinformatics 
Resources 6.8 (Huang; Sherman; Lempicki, 2009) e a ferramenta ShinyGO 
v. 0.75 (Ge; Jung; Yao, 2020) utilizando dados de Ovis aries para verificar 
os processos biológicos (BP), funções moleculares (MF) e componentes 
celulares (CC). Uma rede gênica foi construída usando o banco STRING 
para os genes DE anotados para até 10 interações de proteínas (Szklarczyk 
et al., 2021). Adicionalmente, uma pesquisa no QTLdb ovino foi realizada 
para verificar se os genes DE estavam em regiões de QTLs para infecção 
helmíntica.

Validação da expressão diferencial por RT-qPCR

Após análise dos resultados de RNAseq baseando-se no genoma Oar 2.0, 
foram selecionados os genes PROTSET, GAL-14, TFF3, RFLNA, FCER2 
e SELP para validação dos resultados por RT-qPCR. Esses genes foram 
avaliados tanto para os 10 animais extremos submetidos à RNAseq, quanto 
para os 20 animais extremos da população. No entanto, para três dos seis 
genes selecionados não houve amplificação específica e/ou de qualidade, e foi 
realizada nova seleção de genes para RT-qPCR para duas regiões diferentes 
do mRNA (em éxons diferentes) por gene, para quatro genes DE nos três 
genomas (CLCA1, SELP, B3GNT3 e PKLR), mais quatro genes DE em pelo 
menos dois genomas (ASGR1, FMNL3, ribonuclease K6-like e HES6) e para 
outra região alvo de GAL-14. Para cada gene selecionado foram desenhados 
primers utilizando o programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), 
com base em sequências depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/) e Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) (Tabela 1). 
Para confirmação de especificidade dos ensaios de RT-qPCR desenvolvidos, 
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1800 ng de 
RNA total (previamente tratado com DNAse I (Promega)) com utilização 
do High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied BiosystemsTM, 
Cat. 4368814) e OligodT primers (Sigma), de acordo com o fabricante, 
em termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad). As reações foram 
conduzidas em termociclador CFX96 (Biorad), utilizando-se 20 ng de RNA 
transcrito, 0,3 µM de cada primer (forward e reverse) e kit Quantinova SYBR 
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Green PCR (Qiagen), para volume final de 10 µL, em microplacas ópticas 
seladas com adesivos. O perfil térmico utilizado foi de: 95 °C – 2min, 40 ciclos 
de 95 °C- 5 s / 60 °C -10 s/leitura canal FAM/SYBR (para GAL-14 e TFF3 foi 
utilizada temperatura de 65 °C), seguido de melting de 65 °C a 95 °C com 
aquisições a cada 0,5 °C por 5 s. Para cada gene, foram incluídos os seguintes 
controles: controle negativo do qPCR (NTC – no template control), controle 
negativo de reagentes para tratamento com DNAse e síntese de cDNA (NTC- 
RT) e RTminus (controle sem adição de enzima transcriptase reversa). A 
expressão de cada gene foi normalizada com base na média geométrica dos 
genes GAPDH e YWHAZ, de acordo com teste de estabilidade para gene de 
referência previamente realizado (Toscano et al., 2018). O nível de expressão 
gênica foi calculado de acordo com Livak; Schmittgen (2001), utilizando a 
amostra com menor expressão (maior valor de Cq) como calibrador.
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Resultados e Discussão

Avaliação de qualidade e integridade de RNA

As 20 amostras foram submetidas ao processo de extração de RNA total 
utilizando kit Qiazol Lysis Reagent seguido de purificação em coluna de sílica 
com Rneasy Mini kit. A concentração e pureza (razão 260/280 nm) do RNA 
extraído foram estimadas por espectrofotometria (Tabela 2) e variaram de 
553,99 a 3750,7 ng/μL e de 1,93 a 2,15, respectivamente. A integridade foi 
confirmada em gel de agarose 1,5% (Figura 2) e com uso do equipamento 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Tabela 2. Resultados de concentração de RNA (ng/µL) e razões 260/280 nm e 260/230 
nm das amostras de RNA obtidas a partir de fragmentos de abomaso da região 
fúndica de ovinos da raça Morada Nova com fenótipos divergentes de resistência a 
Haemonchus contortus.
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A amostra de RNA do animal 1013 apresentou RIN (RNA integrity number) 
igual a 7,5, considerado limite de integridade mínima requerida. Portanto, 
foi realizado novo procedimento de extração de RNA, e por isso incluiu-se 
uma amostra do outro grupo experimental para minimização de variação 
inter-ensaio. As amostras que foram reprocessadas possuem R no final da 
identificação (1013R e 836R).

O valor de RIN encontrado foi de 8,5 a 9,8. Para o sequenciamento de 
RNA foram testados cinco animais de cada extremo, enquanto para etapa de 
validação dos resultados por RT-qPCR foram testados 10 animais de cada 
extremo.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% (esquerda) e eletroforese de capilar 
utilizando Agilent 2100 Bioanalyzer (direita) das amostras de RNA extraídas a partir 
de tecido abomasal da região fúndica de ovinos da raça Morada Nova com fenótipos 
divergentes de resistência a Haemonchus contortus.
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Sequenciamento de RNA e análise de transcriptoma

O sequenciamento do tecido abomasal gerou cerca de 19 milhões de 
reads ‘paired-end’ por amostra (Tabela 3). Após o controle de qualidade, 
cerca de 45 mil reads paired-end foram removidos, permanecendo em média 
18,6 milhões de reads ‘paired-end’ por amostra (Tabela 3).

Tabela 3. Média de reads paired-end sequenciados e mantidos após controle de 
qualidade.

Os resultados de número de sequências, porcentagem de genes 
unicamente mapeados em cada amostra, análise multidimensional e entre 
outros, estão apresentados na Tabela 4 e Figura 3.
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Tabela 4. Número de reads e porcentagem unicamente mapeados em cada amostra 
de acordo com os três genomas ovinos.

Foram realizadas análises de escala multidimensional (MDS) que fornece 
a representação espacial das amostras dos diferentes grupos em clusters 
para os 10 animais submetidos ao sequenciamento de RNA. Observou-se 
que o animal 836, do grupo resistente, apresentou um perfil muito diferente 
comparado aos demais (Figura 3A). Dessa forma, não foi possível diferenciar 
os grupos resistente e susceptível. Portanto, com intuito de avaliar amostras 
mais homogêneas em cada grupo, duas amostras (836 e 781 – sublinhados 
em roxo na Figura 3A) foram removidas da análise e, então, a separação 
entre os grupos foi observada (Figura 3B).
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Figura 3. Plot de escala multidimensional (MDS-plot) mensurando a similaridade 
das amostras em duas dimensões, onde azul representa os animais susceptíveis 
e vermelho os resistentes. MDS contendo 10 amostras (A). MDS contendo oito 
amostras (B).
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Totais de 15.173, 13.436 e 13.661 genes foram expressos no transcriptoma 
de abomaso baseado nos genomas NCBI Oar 2.0, Ensembl Oar 1.0 e Ensembl 
Texel 3.1, respectivamente, sendo que apenas 7.714 (50%) foram comuns 
aos três genomas, enquanto 70% foram comuns entre Oar 2.0 e Texel 3.1, 
58% entre Oar 1.0 e Oar 2.0 e 51% entre Oar 1.0 e Texel 3.1 (Figura 4). 

  

Figura 4. Genes expressos no transcriptoma abomasal de animais resistentes e 
susceptíveis a H. contortus de acordo com cada genoma avaliado.

Os genes DE em cada genoma estão apresentados na Tabela 5, sendo 
que somente cinco genes foram DE nos três genomas (destacados em 
verde), enquanto outros cinco genes foram DE em pelo menos dois genomas 
(destacados em alaranjado). O número de reads brutas para cada gene DE 
encontra-se na Tabela 6.
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Tabela 5. Genes down e upregulated no abomaso de ovinos do grupo resistente 
à infecção por H. contortus comparados com grupo susceptível nos três genomas 
avaliados (genes destacados em verde foram encontrados nos três genomas ovinos 
enquanto os destacados em alaranjado foram encontrados em dois genomas ovinos).
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Na anotação funcional no banco de dados DAVID, os genes selectina P 
(SELP) e interleucina 13 (IL13) foram enriquecidos para resposta inflamatória 
(GO:0006954, p <0,1). Para melhorar a informação dos genes DE, foi 
utilizada a ferramenta ShinyGO tool para enriquecimento da análise, na qual 
os genes Fc fragment of IgE receptor II (FCER2), IL13, pyruvate kinase L/R 
(PKRL/LOC780515), SELP, chloride channel accessory 1 (CLCA1), refilin-A 
(RFLNA/FAM101A), trefoil factor 3 (TFF3), regulator of G protein signaling 6 
(RGS6), protein SET (SET/ LOC101119456), acetylglucosaminyltransferase 
3 (B3GNT3) e asialoglycoprotein receptor 1 (ASGR1/ LOC101116157) foram 
enriquecidos em alguns bancos de dados avaliados (Figura 5). Os genes 
FCER2, ASGR1 e SELP foram caracterizados em domínios proteicos 
de lectina, IL14 com sítios conservados de interleucina 4/13, PKRL como 
piruvato kinase, SET em uma família nucleossomo e CLCA1 como canal de 
cloro ativado por cálcio e SELP foi enriquecido em várias respostas imunes e 
processos biológicos.

Além disso, de acordo com o banco de dados STRING na ferramenta 
ShinyGo, TFF3 e B3GNT3 foram classificados no envolvimento de biossíntese 
de mucina tipo o-glycan e biossíntese de glicoesfingolipídeo e IL13 como 
JAK-STAT e receptor de citocina. Ressalta-se que, mesmo tendo pequena 
quantidade de genes DE, foi possível encontrar informações biológicas 
interessantes sobre esses genes.
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Figura 5. Os 10 domínios proteicos enriquecidos de acordo com banco de dados 
InterproTop usando a ferramenta ShinyGo e dados analisados com genoma Oar 2.0. 

Nas interações gênicas, foi possível observar que alguns deles (LY9, 
LOC101116991, FCER2, IL13, CLCA1, PKRL e ASGR1) já possuíam 
interações descritas. Além disso, para melhor entendimento das funções 
gênicas, foi gerado um banco de interações com informações humanas, que 
também mostram associação entre genes DE (Figura 6).
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Figura 6. Interação entre genes DE entre animais resistentes e susceptíveis. Os 
círculos representam genes e as linhas conectoras representam interações entre 
os genes, de acordo com os métodos de predição de Stringdb: homologia (roxo), 
bases curadas (azul claro), mineração de texto (amarelo), experimentalmente 
confirmado (rosa), coexpressão (preto), co-ocorrência (azul escuro), fusão gênica 
(vermelho) ou vizinhança. Interações gênicas construídas com informações de Ovis 
aries (A). Interações gênicas construídas com informações de Homo sapiens (B). 
Círculos coloridos são genes DE enquanto círculos cinza são genes de interação.                        
*LY9 = SH2D1A.
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Quanto à busca por genes DE em regiões QTL para resistência parasitária 
previamente descritas considerando localizações gênicas NCBI 103 (Oar_
ramb_1.0) e 104 (Oar_ramb_2.0), os genes CLCA1, PKLR, LOC101119456 
e RGS6 foram localizados em regiões próximas a QTLs para contagem de 
OPG. RGS6 e LOC105616741 foram próximos a regiões QTL para resistência 
a H. contortus (OPG) e LOC443162 para resistência a H. contortus.

Validação dos resultados de RNAseq 

A proposta inicial previa a seleção de cinco genes DE entre os grupos 
para validação dos resultados por quantificação relativa usando-se o método 
de RT-qPCR. Nesse contexto, baseando-se nos genes DE encontrados 
utilizando-se o genoma de referência Oar 2.0, selecionamos os genes: 
PROTSET, GAL-14, TFF3, RFLNA, FCER2 e SELP. Mesmo após várias 
tentativas de otimização, não foi possível obter amplificação específica e de 
boa qualidade para os genes RFLNA, SELP e FCER2. Para FCER2 e SELP o 
insucesso foi provavelmente devido à baixa expressão desses genes, tendo 
em vista que apresentaram aproximadamente 104 e 58 sequências brutas 
médias, respectivamente (Tabela 6).

Tendo em vista que três dos sete genes selecionados não apresentaram 
amplificação específica e de qualidade no RT-qPCR e da grande variação 
dos resultados de genes DE no RNAseq quando comparados os três 
genomas ovinos, foi realizada nova seleção de genes para RT-qPCR com 
novo desenho de primers (conforme descrito na metodologia) para duas 
regiões diferentes do mRNA (em éxons diferentes) por gene, para quatro 
genes DE (CLCA1, SELP, B3GNT3 e PKLR) nos três genomas, mais quatro 
genes DE (ASGR1, FMNL3, ribonuclease K6-like e HES6) em pelo menos 
dois genomas e para outra região alvo de GAL-14 (GAL-14d). Para os genes 
SELP, PKLR, FMNL3 e HES6 não foi possível obter amplificação específica 
e de qualidade por RT-qPCR para as duas regiões-alvo de cada um desses 
genes, sendo que a provável causa do insucesso foi devido à baixa expressão 
gênica, com sequências brutas médias de aproximadamente 58, 61, 260, 
104, respectivamente (Tabela 6). Nota-se ainda que para metade dos genes 
utilizados na validação dos resultados de RNAseq (B3GNT3, IL13, ASGR1 
e GAL-14), o Cq médio ficou acima de 35, o que também corrobora com a 
baixa quantidade de sequências brutas médias para esses genes (62, 23, 29, 
e 106, respectivamente – Tabela 6) (Figura 7).
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Tabela 6. Número de sequências brutas para cada gene DE resultante da análise de 
transcriptoma para cada genoma ovino avaliado.
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Figura 7. Curvas de amplificação e de dissociação dos ensaios de RT-qPCR utilizados 
para validação dos resultados de RNAseq.

Foram realizados cálculos de média (± desvio padrão) e correlação entre 
resultados do RNAseq (número de reads e de lcpm (log2 cópia por milhão) e 
valores de fold change resultantes dos ensaios de RT-qPCR (Tabelas 7 e 8), 
sendo que somente o gene TFF3 apresentou correlação acima de 0,70 entre 
RNAseq e RT-qPCR, que foi observada para os três genomas ovinos.

O insucesso da validação de resultados de RNAseq por RT-qPCR já 
foi recentemente discutido por Coneye (2021), onde aborda uma análise 
publicada por Everaert et al. (2017), no qual cinco pipelines de análises de 
RNAseq foram comparadas com ensaios de RT-qPCR para mais de 18 mil 
genes codificadores de proteínas. As conclusões obtidas nesse estudo foram 
que, dependendo do fluxo da análise, cerca de 15-20 % dos genes foram 
considerados ‘não-concordantes’ (entre RNAseq e RT-qPCR). Dentre esses 
genes ‘não concordantes’, 93% apresentaram fold change de até 2x, sendo 
que a maioria desses genes apresentou níveis muito baixos de expressão. 
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O que corrobora com a ausência de concordância entre os resultados de 
RNAseq e de RT-qPCR obtidos no presente estudo, em que a grande maioria 
dos genes DE apresentou expressão baixa (Tabela 6), além do fold change 
observado, que também ficou próximo ou abaixo de 2x para todos os genes 
DE encontrados, exceto para lipopolysaccharide-binding protein-like, que 
apresentou diferença de 3,416 (Tabela 5).

Tabela 7. Média e desvio-padrão de fold change por grupo (resistente e susceptível) 
para cada um dos genes testados por RT-qPCR, para os 20 animais experimentais, 
ou para apenas oito animais (analisados no RNAseq).

* Encontram-se destacados em azul os resultados que apresentaram concordância com RNAseq.

PROTSET IL13 TFF3

Grupo 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais

Resistente 1,96 ± 0,73 1,94 ± 0,90 44,56 ± 60,2 17,99 ± 24,2 508,16 ± 876,4 225,63 ± 243,1

Susceptível 2,22 ± 0,99 1,74 ± 0,42 5,07 ± 7,74 6,52 ± 10,21 4248 ± 7770,3 8095,7±11326,8

CLCA1 B3GNT3 RNASE6
20 animais 8 animais 20 animais 8 animais 20 animais 8 animais

Resistente 4,75 ± 3,86 4,50 ± 4,56 80,52 ± 141,76 28,57 ± 50,07 8,96 ± 8,48 6,33 ± 7,31

Susceptível 3,10 ± 1,58 3,69 ± 1,05 85,29 ± 124,65 60,07 ± 66,76 5,02 ± 6,09 9,82 ± 7,66

GAL-14d ASGR1d
20 animais 8 animais 20 animais 8 animais

Resistente 2,68 ± 3,12 1,98 ± 2,42 52,51 ± 65,94 30,13 ± 56,0

Susceptível 2,16 ± 2,63 4,42 ± 3,03 94,58 ± 121,42 60,81 ± 68,55



31Transcriptoma abomasal comparativo de ovinos da raça Morada Nova com fenótipos divergentes de 
resistência a Haemonchus contortus

Tabela 8. Coeficientes de correlação entre resultados de RNAseq (lcpm e reads) e de 
RT-qPCR (FC) por gene.

Conclusões
Foram obtidos genes diferencialmente expressos no abomaso 

associados com hemoncose em ovinos utilizando análise de transcriptomas, 
principalmente relacionados à biossíntese de mucina, em domínios proteicos 
de lectina e outras moléculas envolvidas em respostas imunes. No entanto, 
a validação por RT-qPCR de vários genes não foi possível. Isso ocorreu 
provavelmente por dois motivos principais: 1) baixa quantidade de sequências 
atribuídas à maioria dos genes DE e 2) qualidade de anotação do genoma do 
ovino. Foram utilizadas três versões referência atualizadas do genoma que 
apresentam discordâncias quanto à montagem, localização e anotação dos 
genes. Isto impacta diretamente os resultados de validação por RT-qPCR, 
dada à ocorrência de regiões gênicas (principalmente relacionadas à junção 
éxon-éxon) não bem anotadas, e as dificuldades de conseguir amplificação 
adequada.
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