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RESUMO — A compreensao de processos regulatorios e organiza¢do molecular dos
organismos vivos progrediram consideravelmente na ultima década. As metodologias
também evoluiram com o sequenciamento de DNA e RNA e de ferramentas
gendmicas permitindo a analise de centenas ou milhares de genes, proteinas ou
metabdlitos. O uso simultaneo dessas informacdes auxilia na obtecdo de informacgdes
relevantes sobre as variaveis que envolvem as variagcbes fenotipicas de
caracteristicas de interesse. O objetivo do presente estudo foi integrar dados
fenotipicos, genotipicos e transcriptdmicos em busca de aprimoramento sobre 0s
mecanismos genéticos e metabdlicos que determinam o perfil de &cidos graxos na
carne de bovinos Nelore, a fim de contribuir para o melhoramento da composicao de
acidos graxos da carne. Foram utilizados machos da raga Nelore terminados em
confinamento, abatidos com média de idade 24 meses. Amostras do musculo L.
thoracis, entre a 122 a 132 costela foram coletadas para as analises de perfil de acidos
graxos, extracdo de RNA e de DNA. Os resultados foram apresentados nos capitulos
2 e 3. No capitulo 2, o objetivo foi identificar genes diferencialmente expressos pelo
método RNA-seq e perfil de &cidos graxos no musculo L. thoracis com uso de
componentes principais (principal components: PC). Foram selecionados dois grupos
de 10 animais, os quais possuiam valores de PC1 e PC2 extremos (Alto x Baixo) para
0S grupos somatorios de acidos graxos (AG): &cidos graxos saturados (AGS), acidos
graxos monoinsaturados (AGMI), acidos graxos poli-insaturados (AGPI), dmega 3 (n-
3) e dBmega 6 (n-6) para andlise de genes diferencialmente expressos - GDE (p<0,10).
Para o grupo AGS foram encontrados 33 GDE para PC1 e nenhum GDE para PC2;
para AGMI foram 56 GDE em PC1 e 10 GDE para PC2; AGPI apresentou apenas dois
GDE para PC1 e nenhum para PC2; para 6mega 3 nenhum GDE foi encontrado para
PC1 e nenhum para PC2; para dmega 6 sete GDE para PC1 e trés GDE para PC2. A
andlise de enriquecimento funcional foi realizada por meio do programa DAVID v. 6.8.
Dentre os GDE, foram identificados genes relacionados a metabolismo energético
(UCP3), adipogénese (MBNL1), metabolismo ou catabolismo de gordura (MVD,
PCYT2, LIPE e EPHX2), que desempenham um papel na biologia lipidica celular em
bovinos da raca Nelore. Esses resultados contribuem para o conhecimento dos
mecanismos bioldgicos envolvidos na expresséao perfil de acidos graxos na carne de
animais Nelore. No capitulo 3, o objetivo foi utilizar dados fenotipicos, genotipicos e
transcriptbmicos para investigar redes causais para perfil de acidos graxos na carne
de animais da raca Nelore, para buscar genes diferencialmente expressos (GDE)
relacionados com as caracteristicas em estudos. Quatro regides gendmicas (eQTLS)
mostraram associacdes significativas (p<0,05) com sete fenoétipos, C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1¢c9, C18:2c, CLA, C22:6, e também com a expressdo de 30 genes,
incluindo SREBF1, MDE9, ACSF2, relacionados a metabolismo e catabolismo de
lipideos; e ABCC3, ADCY1, OGDH, metabolismo energético. O estudo apresentou
relacdo causal entre a expressdo do perfil de &cidos graxos e 0s processos
metabdlicos que envolvem a regulacdo de tal expressdo, demonstrararam efeitos
causais entre os GDE encotrados. Os resultados encontrados no presente estudo
contribuiram para o conhecimento dos mecanismos biolégicos envolvidos no perfil de
acidos graxos na carne de animais Nelore. Pode ser aplicado no futuro para utilizar
GDE encontrados como marcadores genéticos em bovinos Nelore para selecionar a
composicao lipidica que contribua para melhor nutricdo e a saude do consumidor.



Palavras — chave: Bos taurus indicus, genétipo, gordura intramuscular, vias

metabdlicas, RNA-seq
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MULTIVARIATE ANALYSIS WITH GENOMIC AND TRANSCRIPTOMIC DATA FOR
MEAT FATTY ACID PROFILE IN NELORE CATTLE FINISHED IN FEEDLOT

ABSTRACT — The understanding of regulatory processes and molecular organization
of organisms has progressed considerably in the last 10 years.The methodologies also
evolved with the sequencing of DNA, RNA and genomic tools allowing the analysis a
lot of genes, proteins or metabolites. The simultaneous use of this information should
help to obtain relevant information about the variables that result the phenotypic
variations of traits of interest. The objective of the present study was to integrate
phenotypic, genotypic and transcriptomic studies in order to clarify the genetic and
metabolic mechanisms that determine the fatty acid profile in Nelore beef, in order to
contribute to the improvement of the fatty acid composition of the meat. Nelore males
were used in feedlot, coming from farms that integrate three breeding programs and
slaughtered with an average of 24 months. Samples of the L. thoracis muscle between
the 12th to 13th rib were collected for analysis of fatty acid profile, RNA and DNA
extraction. The results were presented in chapters 2 and 3. In chapter 2, the objective
was to identify genes differentially expressed by RNA-seq method and fatty acid profile
in the L. thoracis muscle with the use of Principal Components (PC). Two groups of 10
animals were selected, which had PC1 and PC2 extreme values (High x Low) for the
fatty acids (FA) groups: saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids
(MUFA), polyunsaturated fatty acids (PUFA), omega 3 (n-3) and omega 6 (n-6)) for
analysis of differentially expressed genes - GDE (p <0.10).The SFA group, 33 DEG for
PC1 and no DEG for PC2 were found; for MUFA were found 56 DEG for PC1 and 10
DEG for PC2; PUFA presented only two DEG for PC1 and none for PC2; for omega-3
no DEG found for PC1 and none for PC2; already for Omega 6, seven DEG for PC1
and three DEG for PC2 were found. Functional enrichment analysis was perfomed by
DAVID v. 6.8. Among the DEG, genes about the energy metabolism (UCP3),
adipogenesis (MBNL1), fat metabolism or catabolism (MVD, PCYT2, LIPE and
EPHX2) have been identified that play a role in cellular lipid Nelore breed. In chapter
3, the objective was to use phenotypic, genotypic and transcriptomic data to investigate
causal networks for the profile of fatty acids in the meat of Nelore animals. Four
genomic regions showed significant associations (p <0.05) with seven phenotypes
(C16: 0, C16: 1, C18: 0, C18: 1c9, C18: 2, CLA, C22: 6) and also with expression of
30 genes, including SREBF1, MDE9, ACSF2, related to lipid metabolism and
catabolism; and ABCC3, ADCY1, OGDH, energy metabolism. The present study
showed a causal relationship between the fatty acid profile expression and the
metabolic processes that involve the regulation of such expression, demonstrated
causal effects among the found DEG. The results should contributed to the knowledge
of the biological mechanisms involved in the fatty acid profile in beef cattle. In the
future, it may be to use DEG found as genetic markers in Nelore cattle to select the
lipid composition that contributes to better nutrition and consumer health.

Keywords: Bos Taurus indicus, genotype, intramuscular fat, metabolic pathways,
RNA - seq
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

O crescimento socioecondmico da populacdo aumentou o consumo de
alimentos de origem animal, 0 que demanda a pecuaria buscar por novas estratégias
de producao animal, a fim de incrementar sua producéo. No ano 2017, em decorréncia
dos investimentos e melhorias na producgéo de bovinos, o Brasil conquistou a posi¢éo
de segundo maior produtor mundial de carne bovina (USDA, 2017). A demanda por
carnes com caracteristicas organolépticas de alta qualidade e mais saudaveis exigem
o desenvolvimento de estratégias de melhoramento e ferramentas que possibilitem
melhorar a qualidade da carne (Canovas et al., 2014; Carrillo et al., 2016).

A carne bovina é um alimento altamente nutritivo, fonte de proteinas, lipidios,
vitaminas do complexo B e minerais essenciais. O tipo de gordura e a proporcéao de
acidos graxos na carne ganham importancia, pois afetam caracteristicas que
demostram a qualidade do produto e a salude do consumidor. A gordura pode
apresentar composicao indesejavel, com alta porcentagem de acidos graxos saturados
(AGS). O consumo excessivo de gordura trans e de AGS aumenta os niveis séricos de
colesterol e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na corrente sanguinea,
ocasionando o aumento de doencgas coronarias, que sdo consideradas a maior causa
de morte mundial (Katan et al., 1994; Wang et al., 2016). Por outro lado, os acidos
graxos insaturados (AGI), quando consumidos de maneira equilibrada, trazem
beneficios a saide humana, uma vez que podem diminuir os niveis de colesterol e LDL
e aumentar as lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Tapiero et al., 2002).

Metodologias de sequenciamento de DNA e RNA tornaram-se relevantes para
explicar os mecanismos relacionados a caracteristicas quantitativas complexas, tais
como o perfil de acidos graxos da carne, cuja expressdo é resultado dos efeitos
genéticos e ambientais somado a interacdo entre eles (De Smet et al., 2004). Além
disso, informacfes genbmicas e transcriptbmicas somadas a informacéo fenotipica
dos animais aumentam o poder de predicdo e garantem a selecdo de animais

superiores para as caracteristicas alvo de selecéo.

REVISAO DE LITERATURA



O Brasil se encontra na posi¢édo de segundo maior produtor mundial de carne
bovina, produzindo anualmente aproximadamente 10 milhdes de toneladas de carne
(USDA, 2017). A fim de aumentar e melhorar a produtividade para atender mercado
interno e externo e suas respectivas exigéncias, busca-se em programas de
melhoramento genético selecionar animais superiores para caracteristicas de
interesse econémico. Em bovinos de corte, as caracteristicas associadas a qualidade
da carne sdo importantes para o fornecimento de um produto final que atenda as
expectativas do consumidor. Além do valor nutricional, que depende da composi¢cao
da carne (Dekkers, 2012), a maciez, suculéncia e sabor sao atributos apreciados pelos
consumidores (Maltin et al., 2003). As caracteristicas de qualidade da carne, como
sabor e maciez, sao influenciadas pelo quantidade e tipo de gordura presente na
carne, consequentemente pela gordura intramuscular (Wood et al., 1999).

O perfil dos acidos graxos (AG) presente na gordura intramuscular é
influenciado por fatores ambientais (dieta e manejo) e genéticos (raca e
polimorfismos) (De Smet et al., 2004). Segundo a Associacao Brasileira de Criadores
de Zebu (ABCZ), estima-se que 80% dos bovinos brasileiros tenham influéncia
genética de racas zebuinas (Bos taurus indicus), onde a raca Nelore compde o maior
rebanho bovino comercial no Brasil (Ferraz; Felicio, 2010). Quando comparados a
animais de racas taurinas e cruzados (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), as
racas zebuinas apresentam tecido adiposo com menor propor¢cdo de acidos graxos
saturados (AGS) (Huerta-Leidenz et al., 1993; Pitchford et al., 2002; Menezes et al.,
2009; Rossato et al., 2010, Bressan et al., 2011; Sevane et al., 2014; Cesar et al.,
2014), os quais estdo associados ao aumento do risco de doencas cardiacas (Katan
et al., 1994; Wang et al., 2016; Benjamin et al., 2019)

Os acidos graxos podem ser benéficos para a saude humana, tais como 0s
acidos graxos poli-insaturados (AGPI), que se encontram em menores concentracdes
gue os AGS (Metz et al., 2009; Feitosa et al., 2016). Os AGPI estao relacionados a
reducéo das concentracdes de lipoproteinas de baixa densidade (“colesterol ruim”) na
corrente sanguinea, e podem reduzir o risco da ocorréncia de outras doencas, como
o cancer de mama (Binukumar; Mathew, 2005). Estudos comprovaram alteracdes na
proporcao e composicao dos AG, mediante estratégias na alimentacdo em bovinos
(Rossato et al., 2010; Costa et al., 2012; Costa, 2013; Barducci et al., 2016; Bressan



et al., 2016), possibilitando a obtencdo de carne mais saudavel para o consumidor
(Ladeira 2014).

Os avancos tecnolégicos na biologia molecular durante os ultimos anos
possibilitaram aprimorar o entendimento dos mecanismos que envolvem as
caracteristicas complexas. Tendo em vista a importancia dos AG na saude humana,
estudos relacionados a processos moleculares do metabolismo de gordura tornaram-
se cruciais na producdo de carne de alta qualidade, e consequentemente mais
saudaveis (Huang et al., 2017). O sequenciamento de nova geracado (new generation
sequencing - NGS ) fornece informacgfes para uma visdo mais detalhada sobre os
sistemas biolégicos com relacdo a DNA/RNA e, além de caracterizacdo e
quantificacdo das “Gmicas” (gendmica, transcriptdbmica e epigendmica), permite
explorar a relacdo entre a diversidade genética e fenotipica (Sharma et al., 2017). A
exploracdo das redes génicas, vias bioldgicas e regulatorias, relacionadas com os
acidos graxos da carne bovina fornecerdo embasamento para melhorar a selecao dos

bovinos.

Acidos graxos na carne bovina

A carne bovina € um alimento altamente nutritivo, fonte de micronutrientes e
minerais essenciais a alimentacdo humana (ferro, selénio, zinco e vitamina B12). A
carne € composta de musculo, tecido adiposo, 0sso, tecido conjuntivo, nervos e vasos
sanguineos. O que atrai mais atengdo dos nutricionistas sdo os musculos e tecido
adiposo (Wood et al., 2017), pois as propriedades nutricionais e qualitativas da carne
estédo relacionadas ao teor de gordura intramuscular (IMF — do inglés intramuscular
fat) e a sua composicao de acidos graxos (AG) (Wood et al., 2008). O perfil de acidos
graxos da IMF é relevante para a saude humana, uma vez que esse tipo de gordura
nao pode ser removida ou extraida antes do consumo da carne (De Smet et al., 2004).
Para padrdes internacionais da qualidade de carne, a quantidade de IMF depositada
no musculo Longissimus (marmorizagao) € dada como preditor de palatabilidade e é
o principal determinante do valor da carcaca (Ferraz; Felicio, 2010).

O perfil dos AG influencia diretamente os aspectos sensoriais da carne como

sabor, suculéncia, maciez, aroma e o0 valor nutricional final do produto. Existe



interesse em manipular a composi¢édo da carne bovina por ser uma rica fonte de
proteina, gordura e &cidos graxos essenciais (ndo produzidos pelo organismo,
adquirido na alimentac&o). No entanto, possui alto teor de acidos graxos saturados
(AGS), que sao indesejados para a saude do consumidor. Os AGS estéo associados
a ocorréncia de doengas cardiovasculares e obesidade, ocasionadas pelo aumento
nos niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e alto colesterol no plasma
sanguineo. Entretanto, 0 consumo de carne com maior proporcdo de acidos graxos
monoinsaturados (AGMI), como o acido oleico (C18:1, n9), e poli-insaturados (AGPI)
como os acidos linoleico (C18:2n6), linolénico (C18:3n3) e o linoleico conjugado (CLA)
podem trazer efeitos benéficos para a saude humana (Siciliano et al., 2013). Os acidos
graxos insaturados (AGI) citados oferecem protecdo ao sistema cardiovascular, pois
diminuem os niveis séricos de colesterol e aumentam as liporoteinas de alta
densidade, como o &cido graxo linoleico conjugado (CLA) que pode aumenta a
atividade imunoestimulante, antimutagénica e antioxidante (Ip, 1997). Estudo
realizado por Zong et al. (2016) sobre consumo dos AGS predominantes na carne
bovina (laurico - C12:0, miristico - C14:0, palmitico - C16:0 e oleico - C18:0), identificou
associacdo dos AGS ao risco de ocorréncia de doencas cardiocoronérias, o qual é
significativamente menor quando substituida a soma destes quatro AGS por gorduras
poliinsaturadas.

Como a maioria das caracteristicas de interesse econémico, a formacédo e
composicdo de gordura em bovinos e outros ruminantes é um processo complexo e
multifatorial (Ladeira et al., 2016). Estudos tem sido realizados para caracterizar e
quantificar AG em diferentes ragas bovinas, a fim de agregar informagdes que tragam
melhorias genéticas para composicdo de AG em bovinos de corte. A maioria dos
estudos foram realizados em racas taurinas (Warren et al., 2008; Nuernberg et al.,
2005; Realini et al., 2004; Cecchinato et al., 2012; Ishii et al.,2013; Saatchi et al., 2013;
Zhu et al., 2017). Poucos estudos foram realizados na premissa de estimar a
variabilidade genética para a composicdo de AG da carne em animais de racas
zebuinas, em especial a raca Nelore (Cesar et al., 2014; Aboujaoude et al., 2016;
Feitosa et al., 2016; Lemos et al., 2016). Além disso, bovinos da raga Nelore e demais
racas zebuinas tendem a ser produzidas no sistema a pasto no Brasil, o que influencia

a composi¢cdo quimica da carne e resulta na menor ocorréncia de AGS, menor



porcentagem de gordura e proporciona um perfil de AG mais benéfico & saude
humana, com maiores concentragfes dos acidos graxos estearico e linolénico (Realini
et al., 2004; Ladeira; Oliveira, 2006)

Variabilidade genética do perfil de acidos graxos na carne

Compreender as bases genéticas de caracteristicas que se expressam sob
efeito de fatores genéticos e ambientais, além de buscar por informacdes e resultados
que contribuem o entendimento sobre o que modula o metabolismo, tem sido os
objetivos de muitos pesquisadores (Ritchie et al., 2015; Aboujaoude et al., 2016;
Feitosa et al., 2016; Cesar et al., 2016; Lemos et al., 2016; Berton et al, 2016). Diante
da dificuldade de selecédo para caracteristicas complexas, como o perfil de acidos
graxos, sao realizadas avaliacGes genéticas a fim de estimar valores genéticos para
as caracteristicas de interesse, e entdo 0s animais séo selecionados de acordo com
0S seus valores genéticos estimados.

Em relacdo a caracteristicas de qualidade da carne, estudos moleculares e
fisiolégicos tém sido realizados, principalmente para deposicdo de gordura
intramuscular. Entretanto, os mecanismos que regulam o perfil de acidos graxos em
ruminantes tém muito a ser investigado. Mudancas no perfil de 4cidos graxos na carne
bovina podem ser provocadas por estratégias na alimentacéo. Entretanto, os fatores
genéticos que afetam a composicao dos acidos graxos em bovinos tém sido menos
investigados, apesar dos estudos apontarem para diferengas entre ragcas quanto a
composicdo de acidos graxos (Rossato et al., 2009; Dinh et al., 2010; Sevane et al.,
2014; Lemos et al., 2018).

A avaliacao fenotipica dos AG € de dificil mensuracéo e onerosa, e na maioria
dos casos € avaliada somente apds o abate dos animais. Neste sentido, a selecéo
gendmica, bem como a identificacdo de genes candidatos e seus mecanismos de
acao, vias de regulacao e redes génicas envolvidas no perfil de acidos graxos na carne
bovina fornecerdo subsidios para aprimorar a selecdo. Estudos realizados por Inoue
et al. (2011, 2017) e Nogi et al. (2011) estimaram parametros genéticos para perfil de
acidos graxos em bovinos da raca Wagyu. As estimativas de herdabilidade relatadas
nestes trabalhos variaram entre 0,01 a 0,82. Cesar et al. (2014) estimaram parametros



genéticos para o perfil de acidos graxos da IMF do musculo Longissimus thoracis em
386 bovinos da raca Nelore. Os autores descreveram que estimativas de
herdabilidade foram de baixas (<0,10) a moderadas (0,29) para os AG individuais.
Aboujaoude et al. (2016) ao estimarem parametros genéticos para perfil de AG da IMF
do musculo Longissimus thoracis em 963 touros da raca Nelore terminados em
confinamento, obtiveram herdabilidades entre 0,01 a 0,35. Esses resultados sugerem
mudancas na composicao de acidos graxos em bovinos por meio de estratégias como
selecdo. Esta informacdo é importante para os programas de melhoramento que
visam aprimorar a composicéo de acidos graxos na carne de bovinos.

A partir da publicagdo da primeira versdo do genoma bovino em 2009 (Lsik et
al., 2009), o desenvolvimento de ferramentas genémicas para pesquisas genéticas
em bovinos trouxe a possibilidade de uma nova maneira de selecdo animal. Estudos
com uso de microarrays de marcadores moleculares do tipo polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) possibilitaram investigagbes em nivel molecular e
posteriormente a associacdo de polimorfismos no DNA com as caracteristicas de
interesse. Dentre os marcadores genéticos, o SNP & amplamente utilizado, pois
apresenta menores taxas de mutacdo, € de facil genotipagem e sdo amplamente
distribuidos no genoma (Youngerman et al., 2004).

Com o sequenciamento do genoma bovino tornou-se possivel a identificacdo
de SNP. Os estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) possibilitaram a busca
por regides gendmicas, redes génicas, e informacdes de algumas vias metabdlicas
associadas as caracteristicas complexas de interesse econdmico (Matukumalli et al.,
2009). O sequenciamento de DNA e RNA permite a identificacdo de potenciais
biomarcadores potenciais para prever possiveis informacfes genéticas que 0s
animais poderao compartilhar com sua descendéncia.

Pesquisas tem indicado regides génicas associadas a caracteristicas de
qualidade da carne. Em estudo de associa¢cao gendmica ampla (GWAS), com animais
Nelore, Cesar et al. (2014) encontraram diversas regides gendmicas com genes
associados a deposicdo e a composicdo de gordura intramuscular. Lemos et al.
(2016) avaliaram o perfil de AG em bovinos da raca Nelore, e identificaram 115
diferentes regides gendmicas, que explicavam mais de 1% da variancia genética

aditiva para os 22 4cidos graxos estudados. Entre as centenas de genes candidatos



identificados por Lemos et al. (2016); alguns como PLCH1, ELOVL5, ESSRG,
PCYT1A e da familia ABC (ABC5, ABC6 e ABC10) sdo genes associados ao
metabolismo lipidico e energético.

O perfil de expressdo génica pode ser utilizado para identificar genes e
isoformas diferencialmente expressas relacionadas a redes que controlam
caracteristicas quantitativas. O perfil de expressao génica permite ainda direcionar
caminhos sobre como funcionam os mecanismos moleculares responsaveis pelas
variac@es fenotipicas (Tizioto et al., 2015). Desta forma, localizar no genoma regides
que estejam influenciando a composicao desses AG auxiliara na selecdo de animais
que favorecerdo a produgcdo de alimentos com menores teores de gorduras
indesejaveis. Posto isto, fica clara a necessidade de desenvolver estratégias que
tragam melhorias a composicdo de AG e suas proporcdes na carne bovina por meio

da selecdo de animais com os genotipos desejaveis.

Estudos de transcriptémica aplicados ao melhoramento do perfil de acidos
graxos

Desde a descoberta do papel do RNA como intermediario-chave entre o
genoma e o proteoma, o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) tornou-se protocolo
padrdo e fundamental na investigacdo do transcriptoma e tem sido aplicado para
estudo de diversos organismos e caracteristicas (Li; Jiang, 2012). A analise do RNA-
Seq possibilita determinar o nivel de mMRNA de um organismo para estimar seu perfil
de expressao génica em um determinado momento (Carrilo et al., 2016). O sucesso
de tal metodologia reside no fato de que em um Unico estudo, ha a possibilidade de
busca pela expressao génica e sua quantificacdo em larga escala.

Estudos apresentados demonstraram que o0 uso da técnica de RNA-seq tem
sido vantajoso na investigacdo de expressdes génicas, aprimoramento de
mecanismos genéticos regulatérios , futura selecédo de animais a partir da expressao
de genes especificos. Lee et al. (2013) investigaram a diferenca da expressao
especifica de deposicao de gordura de trés tecidos adiposos diferentes em bovinos e
encontraram mais de cinco mil genes diferencialmente expressos (GDE). Li et al.
(2015) realizaram estudo de associa¢do de gedmica ampla (GWAS) a partir de dados

transcriptbmicos da parede ruminal de bovinos Angus, submetidos a diferentes



manejos alimentares (capim x graos) e identificaram 342 GDE e vias metabdlicas que
podem afetar o desenvolvimento e a qualidade da carne. Carrilo et al. (2016)
analisaram a relacao da qualidade e composicéo da carne com o tipo de alimentacao
fornecida aos animais Angus na fase de terminacdo. Utilizando perfis de
transcriptoma, os mesmos autores, reconheceram 241 genes GDE, e entre as vias
encontradas a fosforilacdo oxidativa que esta diretamente relacionada a qualidade de
carne. Berton et al. (2016), também com o uso de RNAseq e avaliacdo do perfil de
acidos graxos em bovinos Nelore, criados em confinamento, identificaram mais de mil
DEG. Estes, relacionados com metabolismo lipidicos e de acidos graxos; como 0s
genes: ACSM3 e ACSSI, precursores de sintese de AG; e DGAT2 que atua na
deposicao de gordura saturada no tecido adiposo.

Ramayo-Caldas et al. (2012) relataram 55 DEG em dois grupos extremos de
perfil de &cidos graxos em suinos cruzados (Iberian x Landrace); dentre estes, genes
que afetam o metabolismo de lipidios e acidos graxos, como ABCG8, CYP2C9,
CYP2C19, APO,CYP7A1, MTMR7, ME3. Buchanan et al. (2013) avaliaram expressao
génica em novilhas em diferentes sistemas de terminacéo (pasto e confinamento) para
gordura intramuscular e perfil de 4cidos graxos; e encontraram genes envolvidos no
metabolismo de acidos graxos como o0 DGAT2, FASN, PPARy, GPAM, e ADIPOQ. Os
estudos citados identificaram genes que apresentam expresséao diferencial, portanto
podem fornecer marcadores genéticos para a selecdo para o perfil de acidos graxos

desejaveis em futuros programas de selecao.

Andlise de componentes principais

Conjuntos de dados de grande dimensédo sao frequentes nas mais diversas
areas, e isto pode ser uma dificuldade para interpretacdo desses dados. A analise de
componentes principais (Principal component analysis - PCA) (Pearson, 1901; Jolliffe,
1986) torna-se uma alternativa a fim de reduzir a dimenséo dos dados sem permitir
que ocorra perda de informagfes relevantes, preservando o maximo possivel da
variabilidade. O PCA permite quantificar os principais fatores que contribuem para a
variabilidade de determinada caracteristica e a partir de variaveis correlacionadas,

cria-se novas variaveis (componentes principais) que ndo sao correlacionados.



Essa metodologia tem sido utilizada em estudos de melhoramento genético
para reduzir o tamanho da matriz de covariancia genética aditiva quando utilizados
modelos multicaracteristica (Pinto et al., 2006; Buzanska et al., 2013; Boligon et al.,
2016). Em estudos de RNA-seq, Ramayo-Caldas et al. (2012) e Merino et al. (2016)
realizaram PCA para controle de qualidade dos dados, a fim de obter representacao
de menor proporcao, e que descrevesse a maior variagdo possivel do conjunto de
variaveis originais. A fim de entender as correlacfes entre as caracteristicas, e entao
reduzir o nimero de caracteristicas analisadas, Pinto et al. (2006) aplicaram o PCA
para caracteristicas de performance e carcaca de frangos, para fins reprodutivos e
genéticos.

A PCA tem sido utilizada para elucidar as relacdes estruturais entre diferentes
caracteristicas e eliminar informacfes redundantes de uma populacédo. Assim, pode-
se usar essa técnica multivariada para reduzir o tamanho de um conjunto de variaveis
originais, sem perder informagdes importantes, mantendo a maior representacao de
variacdo presente no conjunto de dados iniciais (Yeung e Ruzzo, 2001). Isso é
possivel através da transformacdo em um novo conjunto de variaveis, 0s
componentes principais (PCs), que ndo estao correlacionados, e que sao ordenados
de modo que os primeiros retém a maior parte da variagcdo presente em todas as
variaveis originais (Jolliffe, 1986). Estudos de PCA com dados de microarranjos
permitem visualizar a versatilidade do agrupamento por componentes principais, pois
sao utilizados a fim de avaliar as relacdes entre os arranjos ou para identificar genes
com perfis de expressao semelhantes.

Ramayo-Caldas et al. (2012) com dados de RNA sequenciado e perfil de acidos
graxos da IMF em suinos, realizaram PCA e os dois primeiros componentes principais
explicaram aproximadamente 50% de toda variacdo fenotipica das caracteristicas em
questao. Estudos de PCA com dados gendmicos transcriptdmicos ainda sdo escassos
na literatura. Contudo, a elevada quantidade de informagfes geradas em pesquisas
desse género e a complexidade de analise devido demanda computacional, o uso da
PCA torna-se util e eficaz, quando reduz o numero de variaveis e sem grandes perdas

de informacdes e da variabilidade.
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Estruturas Causais

As relacbes entre as caracteristicas fenotipicas de um animal sdo comumente
estudadas pela genética quantitativa mediante utilizacdo de modelos estatisticos,
como os modelos multicaracteristicas. Ao utilizar os modelos multicaracteristicas em
programas de melhoramento animal, consideram-se as correlacdes genéticas entre
as caracteristicas, e assim consegue-se aumentar a acuracia da avaliacao. Ao estimar
parametros genéticos simultaneamente para caracteristicas correlacionadas,
informacBes mais confiaveis, facilita as decisdes para as selecbes. Embora tais
modelos possam ser utilizados satisfatoriamente para inferir como sdo os provaveis
eventos, eles ndo sdo estaveis o suficiente para prever como as probabilidades
mudariam por resultado de intervencdes externas (ambientais). Modelos de Equacao
Estrutural (MEE) séo usados para estudar relacdes recursivas e simultaneas entre
fenotipos em sistemas multivariados. Nos MEEs uma caracteristica pode ser
considerada como um preditor de outra, fornecendo um nexo causal entre elas (Rosa
et al., 2011).

A construcdo de redes permite integrar dados fenotipicos com informacéao
genotipica e perfil transcricional, com potencial para descobrir grupos de genes
envolvidos na regulacdo da caracteristica desejada e a uma rede de interacdes entre
os efeitos de genes. Nos ultimos anos, as redes bayesianas tém sido utilizadas em
muitos campos, desde a analise do desempenho do servigco médico (Acid et al., 2004),
a analise da expresséao génica (Friedman et al. 2000), prognéstico do cancer de mama
e epidemiologia (Nagl et al., 2008). As redes bayesiana sdo modelos gréaficos para
relacionamentos probabilisticos entre um conjunto de variaveis. Na ultima década, a
rede bayesiana tornou-se uma representacdo popular para a codificacdo de
conhecimento especializado incerto em sistemas especialistas (Heckerman et al.,
1995a). Mais recentemente, pesquisadores desenvolveram métodos para aprender
redes bayesianas a partir de dados. As técnicas que foram desenvolvidas sdo novas
e continuam evoluindo, mas demonstraram ser notavelmente eficazes para alguns
problemas de analise de dados.

A alta dimensionalidade dos conjuntos de dados comuns nesses dominios

levou ao desenvolvimento de varios algoritmos de aprendizado focados na reducao
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da complexidade computacional, auxiliando a compreensdo do comportamento de
caracteristicas complexas.

Morota et al. (2012) avaliaram o desequilibrio de ligacdo (LD) em bovinos da
raca Holandesa usando uma rede bayesiana. Os autores detectaram marcadores
condicionalmente dependentes, tais resultados confirmam que as relacdes LD sao de
natureza multivariada. Pefagaricano et al. (2015) explorando em suinos mesticos
associacbfes marginais entre genotipos, fendtipos e dados transcriptbmicos; e
utilizando construcdo de redes causais, encontrou uma regido gendmica que
apresentava associagdes significativas entre trés fenotipos (peso do musculo lombar,
gordura subcutanea na 102 costela e porcentagem média de gordura intramuscular)
com 7 genes expressos.

As caracteristicas de producdo em bovinos sdo quantitativas, envolvem
multiplos genes e suas interacdes. Ao explorar redes génicas por meio de redes
bayesianas pode ajudar a identificar grupos de genes diferencialmente expressos
(GDE) e regides reguladoras para os acidos graxos. Melhorar a compreensao sobre
redes génicas, vias bioldgicas e regulatorias envolvidas no perfil de acidos graxos da
carne bovina, fornecera mais conhecimento para definir novas estratégias de selecao

e melhorar a gestao para selecédo de bovinos.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi (i) buscar representatividade nos componentes
principais (PC) afim de substituir as variaveis fenotipicas (acidos graxos); e entdo
buscar genes diferencialmente expressos (GDE) com uso de RNA-seq para perfil de
acidos graxos no musculo Longissimus thoracis, (ii) investigar redes causais (Bayesian
Network) para obter informacdes que possam auxiliar no entendimento dos
mecanismos genéticos e metabdlicos relacionados ao perfil de AG em bovinos da raca
Nelore.
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CAPITULO 2 — GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS IDENTIFICADOS COM
VALORES EXTREMOS DE COMPONENTES PRINCIPAIS PARA PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS NA CARNE BOVINA DA RACA NELORE

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi identificar genes diferencialmente
expressos pelo método RNA-seq e perfil de acidos graxos no musculo Longissimus
thoracis com uso de componentes principais (PC) em animais da raca Nelore
terminados em confinamento. Foram coletadas amostras de 48 touros da raca Nelore,
abatidos com média de 24 meses terminados em confinamento. ApoOs
armazenamentopor 48 horas em camara fria (0 a 2 ° C, foram coletadas amostras com
2,5 g do musculo Longissimus thoracis, entre a 122 a 132 costela de cada meia-
carcacga esquerda para as andlises de perfil de 4cidos graxos e extracdo de RNA para
0 sequenciamento. Os dados sequenciados gerados por meio da Plataforma HiSeq
System foram convertidos ao format FastQ, separados por bibliotecas através do
software Casava, e analizados utilizando o software R. Para consisténcia dos dados,
foram utilizados o FastQC (version 0.10.1) e Hisat2 (2.1.0). A andlise de componentes
principais (PCA) foi realizada com o pacote prcomp do software R, utilizando apenas
informacdes de perfil de 4cidos graxos. Para cada somatéria, foram compilados para
analise os AG pertencentes ao grupo somatorio. Foram considerados os PC1 e PC2.
Apéds a analise, foram selecionados dois grupos de 10 animais cada, que possuiam
valores de PC1 e PC2 extremos (High x Low) para cada grupo de AG (AGS, AGMI,
AGPI, n-3 e n-6) para analise de genes diferencialmente expressos - GDE (p<0,10).
A andlise diferencial foi realizada com o pacote DESeq2 no software R. Para o grupo
AGS foram encontrados 33 GDE para PC1 e nenhum GDE para PC2; para AGMI
foram 56 GDE em PCL1 e 10 GDE para PC2; AGPI apresentou apenas dois GDE para
PC1 e nenhum para PC2; para dmega 3 nenhum GDE foi encontrado para PC1 e
PC2; ja para 6mega 6, foram encontrados sete GDE para PC1 e trés GDE para PC2.
A classificacdo dos genes quanto a sua funcao bioldgica e busca por Vias Metabdlicas
relacionadas aos GDE foram realizadas utilizando o DAVID v. 6.8. O estudo realizado
identificou genes envolvidos com metabolismo de lipideos e acidos graxos, lipélise,
adipogénese, fornecimento de energia a célula e componentes de membrana celular.
Esses resultados contribuem para o conhecimento dos mecanismos biol6gicos
envolvidos no perfil de acidos graxos na carne de animais da raca Nelore.

Palavras-chave: Bovino de corte, expressdo génica, Longissimus thoracis,
lipoproteinas, vias metabdlicas.
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CHAPTER 2 - DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES IDENTIFIED WITH
EXTREME VALUES OF PRINCIPAL COMPONENTS FOR PROFILE OF FATTY
ACIDS IN NELORE CATTLE

ABSTRACT — The aim of the present study was to identify genes differentially
expressed by RNA-seq method and fatty acid profile in the Longissimus thoracis
muscle with the use of principal components (PC) in Nelore finished feedlot. Samples
were collected from 48 Nelore bulls, slaughtered with an average of 24 months in
feedlot. After storage for 48 hours in a cold chamber (0 to 2 ° C), 2.5 g thick samples
of L. thoracis muscle were collected between the 12th to 13th rib of each left half
carcass for analysis. Principal component analysis (PCA) was performed with the
software package prcomp, using only fatty acid profile information. For each sum, the
FA belonging to the summation group were compiled for analysis. PC1 and PC2 were
considered. After analysis, two groups of 10 animals each were selected, which had
PC1 and PC2 extreme values (High x Low) for each FA group (SFA, MUFA, PUFA,
n-3 and n-6) for gene analysis differentially expressed (DEG) (p <0.10). The differential
analysis was performed with the DESeg2 package in the R software. For the SFA
group, 33 DEG were found for PC1 and no DEG for PC2; for MUFA were 56 DGE in
PC1 and 10 DEG for PC2; PUFA presented only 2 DEG for PC1 and none for PC2; for
omega-3 no DEG was found for PC1 and none for PC2; already for omega 6, seven
DEG for PC1 and three DEG for PC2 were found. The classification of the genes
related to their biological function and search for metabolic pathways related to the
DEG were performed using DAVID v. 6.8 ". The study identified genes involved with
lipid and fatty acid metabolism, lipolysis, adipogenesis, energy supply to the cell and
cell membrane component. These results contribute to the knowledge of the biological
mechanisms involved in the fatty acid profile in the meat of Nelore.

KEYWORDS: Beef cattle, gene expression, Longissimus thoracis, lipoprotein,
metabolic pathways.
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INTRODUCAO

No Brasil, aproximadamente 80% dos animais bovinos (puros e cruzados)
destinados a producgdo de carne possuem influéncia zebuina (Bos taurus indicus) em
sua composicao genética (Rosa; Menezes, 2016). Comparadas a racas taurinas (Bos
taurus taurus), as zebuinas apresentam carcaca com menor teor de gordura, baixa
porcentagem de gordura intramuscular (intramuscular fat - IMF) e m proporcéo de
acido graxo saturado (AGS) (Huerta-Leidenz et al., 1993). Com isso, Rossato et al.
(2010) constataram que a carne de Nelore é nutricionalmente mais saudavel
comparada a carne de Angus.

A gordura presente na carne influencia caracteristicas organolépticas,
marmorizacao, suculéncia, aroma, sabor e maciez (Wood et al., 1999), que refletem a
qualidade da carne, mas pode interferir na saude do consumidor, uma vez 0S
consumidores tém apresentado maior preocupac¢do com a composicao da gordura da
carne e consequentemente com o perfil de acidos graxos (AG). O consumo de acidos
graxos saturado (AGS) em excesso estdo relacionados a resisténcia da insulina,
obesidade, aumento dos niveis séricos de colesterol e lipoproteina de baixa densidade
(LDL) na corrente sanguinea, associados ao aumento da doenca coronariana (Wang
et al.,, 2016). Contudo, o consumo adequado de &cidos graxos insaturados pode
melhorar o estado de saude e prevenir doencas. O 6mega-3 (w3) e o &cido a-
linolénico (C18:3n3), possuem associacdo com reducdo de colesterol, LDL e
triglicerideos na corrente sanguinea, além de func¢des imunoldgicas e anti-
inflamatorias (Ip,1997; Tapiero et al., 2002).

A partir do sequenciamento do RNA (RNA-seq) expandiu o conhecimento de
expresséo de genes que tem contribuido com mais informagdes para compreensao
de elementos funcionais do genoma. Com o RNA-seq € possivel estimar o perfil de
expressao génica do animal, e assim identificar os genes expressos diferencialmente
(GDE) ou sem expressdao em determinada situacao (Carrillo et al., 2016). Ramayo-
Caldas et al. (2012) e Buchanan et al. (2013) analisaram por RNA-seq o perfil lipidico
em suinos e identificaram genes com expressao diferencial que podem fornecer
informacgdes de marcadores genéticos para a selecao de perfil de AG desejaveis em
futuros programas de selecéo. Berton et al. (2016) por meio de RNA-seq e perfil de

acidos graxos de bovinos Nelore terminados em confinamento, identificaram genes
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com diferencial de expresséo relacionados com metabolismo lipidicos e de &cidos
graxos, como o0s genes ACSM3 e ACSS1 que séo precursores de sintese de AG, e
DGAT2 que atua na deposicdo de gordura saturada no tecido adiposo.

O avanco das metodologias exige que as ferramentas estatisticas
acompanhem simultaneamente essa evolugéo, que visa gerar grandes quantidades
de dados com grande exigéncia computacional. A analise de componentes principais
(PCA) é uma analise estatistica multivariada, que quantifica as variaveis e busca
reduzir a dimensionalidade dos dados com perda minima de informacbes e
preservacdo maxima de variabilidade (Jolliffe, 1986). Os componentes principais (PC)
que explicam a maior variedade de fenétipos originais sao utilizados para anélise das
caracteristicas. Nos programas de melhoramento genético, devido densos banco de
dados dos rebanhos, os PCs podem ser considerados novas caracteristicas
compostas e aumentaria praticidade para o uso de indices econdbmicos que raramente
sao utilizados pela dificuldade de estimativa dos pesos para as diversas
caracteristicas (Boligon et al., 2016).

O objetivo do estudo foi buscar representatividade dos PC nos grupos
somatorios (AGS, AGMI, AGPI e 6mega-3 e 6mega-6 a fim de substitui-los pelos PC.
Em seguida, identificar genes diferencialmente expressos com valores extremos de
PC para cada grupo somatério com uso de RNA-seq e perfil de acidos graxos no
musculo Longissimus thoracis em bovinos da raga Nelore terminados em

confinamento.

MATERIAL E METODOS

Animais e fenotipos

As amostras coletadas provém de 48 touros jovens da raca Nelore, abatidos
com idade média de 24 meses e terminados em confinamento. Os animais pertenciam
a Fazenda Capivara participante do Programa de Melhoramento Genético Animal
Qualitas. Neste programa, a selecdo dos animais ocorreu com base em caracteristicas
de crescimento, terminagdo e precocidade sexual. O critério utilizado para o abate foi
gue os animais atingissem entre 500 e 550 kg. Os animais foram alimentados em
condi¢cbes de pastejo utilizando forragens Brachiaria sp. e Panicum sp. e sal mineral

ad libitum. Apos um ano, os animais reprodutores foram selecionados e os demais
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mantidos em confinamento por um periodo de pelo menos 90 dias. Os animais foram
abatidos em frigorificos comerciais, de acordo com os procedimentos do Servi¢o de
Inspecéo Federal. ApOs abate, as carcacas foram armazenadas 48 horas em camara
fria com temperatura entre entre 0 a 2 ° C. Foram coletadas amostras com 2,5 g
(armazenadas em tubos de 50 mL) do musculo Longissimus thoracis, entre a 122 a

132 costela de cada meia-carcaca esquerda para as analises.

Perfil de &cidos graxos

O perfil de acidos graxos da carne (AG) foi determinado pelo método de
extracdo de Folch et al. (1957) e os ésteres metilicos foram formados de acordo com
Kramer et al. (1997). Os acidos graxos foram quantificados utilizando cromatografia
gasosa (GC-2010 Plus, auto-injetor Shimadzu AOC 20i) com coluna capilar SP-2560
(100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA,
EUA). Os acidos graxos foram identificados por comparacédo do tempo de retencéo
dos ésteres metilicos das amostras com os padrées de &cidos graxos C4 — C24
(FAME Mix Sigma®), acido vacénico: C18: 1 t11 (V038-1G, Sigma®), CLA: C18 :
2t10c12 (UC-61M 100 mg), CLA: C18: 2 c9t11 (UC-60M 100 mg) e acido tricosandico
(Sigma®). Os acidos graxos foram quantificados pela normalizacdo da area sob a
curva de ésteres metilicos usando o software GC Solution Analysis (verséo 2.42.00,
Shimadzu, Kyoto, Japédo). O teor de acidos graxos foi expresso como a percentagem
em peso (mg / mg) do total de ésteres metilicos de acidos graxos quantificados. A
quantificacdo do perfil de acidos graxos na carne foi realizada no Laboratério de
Ciéncia da Carne (LCC) do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ /
USP, Pirassunga, SP.

Com base na identificacéo, 23 AG (18 individuais e 5 grupos somatérias de AG)
foram selecionados devido a sua importancia em relacdo a saiude humana. Os AG
determinados foram: laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico
(C18:0), miristoléico (C14:1), palmitoléico (C16:1), oleico (C18:1 c9), elaidico (C18:1
not), vacénico (C18:1 t11), linoleico (C18:2 n6c), CLA-cis (C18:2 c9tl1l), CLA-trans
(C18:2110c12), alfa-linolénico (C18:3 n3), gama-linolénico (C18:3 n6), eicosatriendico
(C20:3 n6), eicosapentandico (C20:5 n3), araquidbnico (20:4 n6) e docosahexaendico

(C22:6 n3). O somatoria de AG foi calculada com as concentragdes individuais de
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cada AG selecionado do grupo a que pertence: saturados (C10:0 + C12:0 + C13:0 +
C14:0 + C15:.0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C21:0 + C22:0 + C23:0 + C24:0),
monoinsaturados (C14:1 + C15:1¢10 + C16:1 + C17:1c10 + C18:1t11 + C18:1c9 +
C18:1t99+C18:1n7 + C20:1c11 + C22:1n9 + C24:1), poli-insaturados
(C18:2n6+C18:3n3 + C18:3n6 + C20:3n3+ C20:3n6+ C20:4n6 +C20:5n3 +
C22:6n3), 6mega 6 (C18:3 n6 + C20:3 n6+C18:2 n6 + C20:4 n6) e 6mega 3 (C18:3
n3 +C20:3 n3 + C22:6 n3 + C20:5 n3).

Quantificacdo de RNA (RNA-seq)

O RNA total foi extraido utilizando reagent TRIzol® (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) a partir de amostras de 100 mg congeladas em nitrogénio liquido
do musculo Longissimus thoracis. A integridade do RNA foi verificada pelo Agilent
2100 Bioanalyzer® (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), onde apenas amostras com RIN>
8 foram utilizadas. Um total de 2 uyg de RNA de cada amostra foi utilizado para a
preparacado da biblioteca de acordo com o protocolo descrito no kit TruSeq RNA
Preparation kit® v2 (lllumina, San Diego, CA, EUA). As bibliotecas resultantes foram
guantificadas usando um kit KAPA Library Quantification® (KAPA Biosystems, Foster
City, CA, EUA), de acordo com o protocolo de quantificacdo da biblioteca da Illumina,
e entdo diluidas e reunidas. Trés faixas de uma célula de fluxo de sequenciamento,
usando o kit TruSeq PE Cluster v3-cBot-HS (lllumina, San Diego, CA, EUA), foram
agrupadas e sequenciadas usando Hi Scan SQ (lllumina, San Diego, CA, EUA) com
o Kit TruSeq SBS v3-HS (200 ciclos), de acordo com as instru¢des do fabricante. As
andlises de sequenciamento foram realizadas no Centro de Genoma da ESALQ,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil e foram realizadas para todos os 48 animais

considerados neste estudo.

Alinhamento das sequéncias

Os dados sequenciados gerados por meio da Plataforma HiSeq System foram
convertidos ao format FastQ, separados por bibliotecas através do software Casava

(https://support.ilumina.com/sequencing/sequencing software/casava.html), e

analizados utilizando o software R. Para consisténcia dos dados, foram utilizados o
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FastQC (version 0.10.1) e Hisat2 (2.1.0). O controle de qualidade foi realizado por
meio do pacote Trimmomatic (0.36). Consequentemente, foi utilizado o pacote Hisat2
(2.1.0) para mapear e o StringTie para o alinhamento das reads com genoma bovino
referéncia (Bos taurus UMD3.1.89), o qual contém 24.616 genes. Apos o alinhamento,
foi realizada a contagem total das reads utilizando Feature Counts e foram
comparados os valores de FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million
fragments mapped) dos transcritos em cada amostra. Para cada biblioteca, foi gerado
um arquivo com a extenséo ".bam", contendo todas as reads que se alinharam ao

genoma de referéncia de todas as amostras.

Analise de Componentes Principais (PCA) e genes diferencialmente expressos
(GDE)

Andlise de componentes principais foi realizada com a fungdo prcomp do
software R, utilizando as informacgdes de perfil de &cidos graxos. As PCA foram
realizadas apenas para os grupos de AG: AGS, AGMI, AGPI, 6mega 3 e dmega 6.
Para cada grupo de &cidos graxos, os AG foram separados e selecionados de acordo
com seu estado de insaturagdo ou saturacédo. Foram considerados os dois primeiros
PC (PC1 e PC2) para cada um dos grupos somatorios de AG analisados. Apds a PCA,
foram selecionados dois grupos de 10 animais cada, que possuiam valores de PC1 e
PC2 extremos (HIGH x LOW) para cada grupo de AG (AGS, AGMI, AGPI, n-3 e n-6).
As informacdes transcriptbmicas foram acrescentadas para identificacdo dos genes
com expressdes significativas. Para analise de GDE utilizou como genoma de
referéncia bovino a versdo Bos taurus UMD3.1.89, o pacote DESeg2 (1.18.1) do
softwvare R (R CORE TEAM; R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Foram

considerados como genes diferencialmente expressos, 0s que apresentaram g<0,10.

Andlise de Enriquecimento

A andlise de enriquecimento dos genes foi realizada para todos os GDE por
grupo somatorio de AG utilizando o DAVID 6.8 (Database for Annotation, Visualization
e Integrated Discovery) (Huang et al, 2009). A classificacdo dos genes quanto a sua

funcd@o biolégica foi de acordo com a terminologia de Ontologia do Gene (Gene



28

Ontology - GO). O mapeamento das vias metabdlicas foi realizado a partir de todos
0S genes encontrados para o presente estudo, usando informacfes presentes em
KEGG_Pathways.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O alinhamento do material resultado do sequenciamento do RNA com mapa
bovino de referéncia apresentou acima de 92% de cobertura utilizando a versédo Bos
taurus UMD3.1.89. ApGs quantificar as reads ja alinhadas, foram identificados 24,616
genes com expressao nos 48 animais. Apos o controle de qualidade realizado, foram
retirados 0s genes que ndo possuiam expressao em todos 0s animais, portanto
restaram 12.214 para as analises de genes diferencialmente expressos (GDE) e 46
animais.

Os resultados encontrados para PC1 e PC2 em analise de componentes
principais (PCA) estdo apresentados na Tabela 1. Os valores de PC1 e PC2 foram
utilizados na separagéo dos animais em grupos extremos, e assim realizada a analise
de genes diferencialmente expressos. Os valores encontrados para o PC1 e PC2,
para cada grupo, explicaram mais de 50% da variacdo fenotipica (PC1 + PC2).
Apenas o0 grupo w3 apresentou PCl + PC2 explicando 95% (Tabela 1).

Como apresentado nos graficos de PCA (figuras 1 a 5 - PC1 (horizontal) x PC2
(vertical)), a coloracdo apresentada pelo animal esta relacionada com a quantidade
de lipidios intramuscular apresentada. A separacdo em grupos alto (high), médio
(medium) e baixo (low) foi com base nos valores de PC apresentados. Nos cinco
graficos, os animais classificados no grupo Alta, pouco animais apresentaram
coloracdo para verde; e no grupo Baixa aconteceu o inverso: a minoria apresentou
coloracdo azul. Portanto, pela andlise grafica, ndo houve relagcéo entre a porcentagem
de IMF com os AG somados, 0s quais formaram as novas variaveis: 0s componentes

principais. Os animais foram classificados em alto, baixo e médio, de acordo com 0s
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valores dos dois PC com que explicam a maior porcentagem da variancia dentro de

cada grupo de acido graxo analisado.

Tabela 1 - Valor explicado por componentes principais 1 e 2 (PC1 e PC2) e
guantidade de genes diferencialmente expressos (GDE) para cada grupo de acido
graxo.

‘. Componente % explicada pelo g-valor
*
Acido Graxo Principal PC GDE (%)
PC1 47% 33 0,10
A
GS PC2 20% 0 0,10
PC1 44% 56 0,10
AGMI PC2 15% 10 0,10
PC1 47% 2 0,10
AGPI
G PC2 24% 0 0,10
w3 PC1 70% 0 0,10
PC2 25% 1 0,10
w6 PC1 47% 7 0,10
PC2 21% 3 0,10

*grupos somatorias - AGS: acidos graxos saturados; AGMI: acidos graxos monoinsaturaods;AGPI:
acidos graxos poli-insaturados; w3: 6mega 3; w6: 6mega 6. **p-valor ajustado por Benjamini-
Hochberg.

Foi realizada uma comparacdo de médias sobre a quantidade de lipideo
apresentada pelos animais de cada grupo classificatério, por meio de uma andlise de
variancia (ANOVA). Com o intuito de comparar as médias entre os grupos (alto, médio
e baixo) e dentro do grupo (AG), contrastamos as médias para saber se era
signficativo a porcentagem de lipideos apresentada por cada animal. Com o teste t
student, obtivemos o resultado que apenas dois grupos apresentaram diferencas

estatisticamente significativa sobre as quantidades de lipideos apresentadas pelos
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animais: AGMI/PC2 e o w3/PC1. Portanto, apenas nos grupos siginificativos a
coloragdo do animal (azul ou verde) ilustrada nos gréficos, tem relacdo com a
classificacéo de grupo que o animal pertence (alto, médio e baixo) (Tabela 2).

Entre as PCA dos grupos de AG, a figura 4 do grupo 6mega 3 (w3) apresenta
o PC1 com maior porcentagem de variancia explicada entre todos os PCA e a maior
parte dos animais estdo na base inferior do gréafico. A distribuicdo dos animais mais
alinhados ao PC1, que explica 70% da variancia fenotipica da caracteristica estudada
(w3), pode ser explicado pela alta correlagéo apresentada por 3 dos 4 AG individuais
que compuseram o grupo 4 (C18:3n3+C20:3n3 +C22:6n3 +C20:5n3). Apds a
analise de componentes com 0s grupos somatorias de AG, foi realizada a busca por

GDE em cada grupo para os dois primeiros componentes principais (Tabela 1).

Tabela 2 — Comparacgdo das médias dos grupos e a quantidade de lipideos.

Acido Graxo Alto (tDP)*  Médio (xtDP)* Baixo (xDP)* F-valor p-valor
PC1 053+0,06 062+0,03 070+006 201 0,14
AGS PC2 059+0,06 064+004 060+006 033 0,71
PC1 051+0,06 063+0,03 0,71+006 267 0,08
AGMI “pc2 0,52+0,06 0,61+0,06 0,75+0,05c* 4,04 0,02
A A
PC1 052+0,06 062+0,06 0,71+006 257 0,09
AGP! PC2 058+0,06 0,62+0,03  0,66%0,06 031 0,73
PC1 049%005 0,64+003 0,70+005 3,38 0,04
"3 a e o
PC2 0,62%0,06 066+005 051+006 228 0,11
PC1 054+006 065+0,03 062+006 104 0,36
we PC2 0,70£0,06 0,58+0,06 058+003 1,23 0,30

*DP: desvio-padréo; **teste de t-student
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Figura 5 — Grafico de analise de componente principal para 6mega 6 (w6) para PC1
x PC2

A andlise de GDE foi realizada individualmente para grupo somatério de AG,
contrasdando os valores de extremos (HIGH e LOW ) que os animais apresentaram
para PC nesses grupos. Para o grupo AGS foram identificados GDE apenas no PC1,
total de 33 GDE (Tabela 3). O grupo AGMI apresentou 56 GDE no PC1 e 10 para PC2
(Tabelas 4 e 5, respectivamente). O grupo AGPI identificou apenas 2 GDE para o PC1
(Tabela 6). Para o grupo de 6mega 3 (w-3) apenas um GDE identificado para PC1,
para 6mega 6 (w-6) 7 GDE para PC1 e 3 GDE para PC2; todo os GDE para w-3 e w-
6 estdo na tabela 5.

Tabela 3 - Genes diferencialmente expressos para componente principal 1 (PC1) da
somatoria de acidos graxos saturados.

Genes log2 (fold Desvjo p-valor g-valor
change)* padréo

STXBP3 -0,5014 0,14 0,0004 0,0930

ATP2B1 -0,4454 0,13 0,0005 0,0988

MPST 0,4488 0,12 0,0003 0,0930

TUBAS8 0,4194 0,12 0,0003 0,0930

TMEM140 0,4613 0,12 0,0001 0,0930

ASB10 0,4789 0,13 0,0004 0,0930




34

EXOC1 -0,3636 0,10 0,0003 0,0930
GRPEL1 0,2656 0,07 0,0002 0,0930
GADDAA45G 0,5919 0,17 0,0006 0,0988
TRIM54 0,4735 0,13 0,0002 0,0930
RPS6KA2 0,4535 0,13 0,0006 0,0988
SRSF5 -0,5615 0,16 0,0003 0,0930
CASC4 -0,3993 0,11 0,0004 0,0977
DOCK9 -0,3495 0,10 0,0005 0,0988
SIK3 0,3658 0,10 0,0003 0,0930
RALY 0,3903 0,09 0,0001 0,0625
uBC 0,4579 0,11 0,0001 0,0625
FAM134B 0,5410 0,15 0,0004 0,0977
ASB2 0,4459 0,12 0,0002 0,0930
MVD 0,4067 0,12 0,0006 0,0988
POLR2C 0,2464 0,06 0,0001 0,0625
NAPA 0,3479 0,10 0,0006 0,0988
MED25 0,6188 0,16 0,0001 0,0930
TUBG1 0,3791 0,11 0,0004 0,0930
PCYT2 0,3099 0,09 0,0005 0,0988
NFATC1 0,4728 0,13 0,0003 0,0930
TWF2 0,4786 0,14 0,0006 0,0988
CISH 0,6089 0,17 0,0003 0,0930
RHOA 0,2586 0,07 0,0003 0,0930
PPP22R5D 0,3417 0,10 0,0005 0,0988
PKNOX2 0,4907 0,12 0,0001 0,0625
AIP 0,3909 0,10 0,0001 0,0930
LDB3 0,5073 0,10 0,0001 0,0067

O gene MVD (Mevalonate diphosphate Decarboxylase) localizado no
cromossomo 18, na posicdo 13 Mb, diferencialmente expresso para o grupo AGS, é

um codificador de proteina (Tabela 2). A enzima codificada a partir desse gene,
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mevalonato difosfato descarboxilase (MDD), atua no inicio da biossintese de
colesterol. Em um estudo com Enterococcus faecalis, Chen et al. (2017) sugeriram
que a MDD como alvo terapéutico para tratamentos de infeccbes bacterianas
resistente a antibidticos, ja que MDD é enzima final no Via do Mevalonato, via crucial
para o desenvolvimento da bactéria em estudo. No mesmo cromossomo, BTA18, na
posicdo 56 Mb, o gene MED25 apresentou expresséo diferencial diferencialmente
expresso também para AGS e sua atividade estd relacionada em co-ativacédo
transcricional do complexo PPARYy, o qual regula o metabolismo lipidico. O complexo
PPARYy é para regulagdo do metabolismo adiposo da glicose e dos acidos graxos de
cadeia longa (Hauner, 2002; Stienstra et al., 2007). Os PPARs pertencem a uma
superfamilia de receptores hormonais nuclares e possui trés subtipos diferentes ja
identificados (PPARy, PPARa e PPARPB). Além do metabolismo lipidico, o complexo
PPAR regula processos biolégicos como reproducdo, cicatrizacdo e até
carcinogénese (Abbott, 2009).

Localizado no BTAL9, regiao 50 Mb, o gene PCYT2 apresentou expressao
diferencial para o grupo dos AGS. Esse gene tem papel importante na biossintese de
fosfolipidios como a fosfatidiletanolamina, que sdo precursores em Varias vias
biologicas em mamiferos (Vance e Tasseva, 2013). Em humanos as
fosfotidiletanolaminas sao consideradas importante no coragdo por interromper
membranas quando o fluxo sanguineo esta restrito; e ainda desempenha funcéo

secretora de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no figado.

Tabela 4 - Genes diferencialmente expressos para componente principal 1 (PC1) da
somatoria de 4cidos graxos monoinsaturados (AGMI).

Genes log2(fold Desvio p-valor g-valor
change)* padrao

KLHL34 0,5835 0.16 0.0002 0.0706
CARF -0,4558 0.13 0.0004 0.0980
ENSBTAG00000037804 -0,5887 0.16 0.0003 0.0779
ENSBTAG00000048210 -0,6577 0.17 0.0001 0.0706
ADGRB2 0,6001 0.16 0.0002 0.0706
MUL1 0,4372 0.10 0.0001 0.0706

ATP1A1 0,6414 0.15 0.0001 0.0706
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STXBP3
LRRC40
MYF5
ATP2B1
NAGA
TMEM140
UBAG
NMRK2
RADS0
FCHSD1
CKMT2
ZC3H6
THNSL?2
AAK1
TRIM54
LYRM2
AKAP7
TMEMS87A
CASC4
DOCK9
UCP3
P4HA3
WNT11
PDE7A
LRRCC1
TRAFS5
TMEM9
SLC25A1
FAM134B
AEN
ALPK3
POLR2C

-0,4998
-0,4581
-0,5736
-0,4283
0,4856
0,4846
-0,4439
0,5451
-0,6794
0,5718
0,4430
-0,5041
-0,5670
0,5208
0,5435
-0,4443
-0,5606
-0,3521
-0,3898
-0,4162
0,5508
0,6047
0,4301
0,5012
-0,5923
-0,6073
0,4515
0,5405
0,5608
0,5157
0,5331
0,2551

0.13
0.12
0.16
0.12
0.13
0.13
0.12
0.15
0.16
0.15
0.11
0.14
0.14
0.14
0.13
0.10
0.15
0.09
0.10
0.10
0.16
0.17
0.11
0.14
0.17
0.17
0.12
0.15
0.15
0.14
0.14
0.07

0.0001
0.0001
0.0004
0.0004
0.0002
0.0001
0.0001
0.0004
0.0001
0.0002
0.0001
0.0002
0.0001
0.0002
0.0001
0.0001
0.0002
0.0002
0.0001
0.0001
0.0004
0.0003
0.0002
0.0003
0.0004
0.0003
0.0002
0.0003
0.0002
0.0002
0.0001
0.0001

0.0706
0.0706
0.0980
0.0940
0.0706
0.0706
0.0706
0.0913
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
0.0528
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
0.0940
0.0860
0.0706
0.0779
0.0940
0.0779
0.0706
0.0896
0.0706
0.0706
0.0706
0.0706
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LIPE
GYS1
TNNI3
NATD1
CNTNAP1
WIPI1
BCL2
ITIH4
TWF2
ENSBTAG00000002960
AVPI1
ENSBTAGO00000030999
ANKS
LDB3
ADCY9
ABHD11
ENSBTAGO00000043557

0,6201
0,4523
0,6126
0,3791
-0,5616
0,3950
0,4400
-0,5678
0,4601
0,5715
0,5872
0,5220
-0,5908
0,4178
0,4952
0,4988
0,5965

0.13
0.12
0.17
0.10
0.16
0.11
0.12
0.15
0.13
0.16
0.15
0.14
0.15
0.12
0.13
0.13
0.17

0.0001
0.0002
0.0003
0.0002
0.0003
0.0002
0.0003
0.0002
0.0004
0.0003
0.0001
0.0001
0.0001
0.0004
0.0001
0.0002
0.0004

0.0116
0.0706
0.0849
0.0706
0.0849
0.0706
0.0849
0.0706
0.0896
0.0896
0.0706
0.0706
0.0706
0.0896
0.0706
0.0706
0.0896

Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos para componente principal 2 (PC) da

somatoria de acidos graxos monoinsaturados (AGMI).

Genes log2(fold Desvio p-valor g-valor
change)* padréo
IFI16 -0,7996 0,18 0,0001 0,0475
RWDD3 -0,6298 0,15 0,0001 0,0475
PTN -0,7685 0,17 0,0001 0,0475
EPHX2 -0,6916 0,17 0,0001 0,0907
NUSAP1 -0,7660 0,18 0,0001 0,0475
MRC1 -0,7707 0,18 0,0001 0,0504
KLHL21 0,5343 0,13 0,0001 0,0554
ENSBTAG00000045494 -0,7718 0,19 0,0001 0,0554
DMPK -0,6619 0,17 0,0001 0,0907
EMX2 -0,7378 0,18 0,0001 0,0831
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Para AGMI, identificou-se o gene UCP3 com expressao diferencial para o PC1,
ele esta localizado no BTA15, na posi¢cdo 53 Mb. O UCP3 (uncoupling protein 3)
codifica proteinas desacopladoras no metabolismo oxidativo da sintese de ATP,
producao de calor em vez de armazenamento de energia. Berton et al. (2016) e Cesar
et al. (2016) relataram em estudos com animais Nelore, apresentaram o gene UCP3
diferencialmente expresso para perfil de AG da gordura intramuscular da carne
bovina. Van Abeelen et al. (2008) e Salopouro et al. (2009) exploraram a associagao
do gene UCP3 com obesidade em humanos. Ambos encontraram associacao de
algumas variantes no gene com o aumento da capacidade de armazenar energia
como gordura, aumento de concentracdo lipidica na corrente sanguinea e
consequentemente o aumento do indice de massa corpérea do individuo,
expressando assim fenotipo de obesidade.

O gene LIPE é codificador de proteina, atua nas vias de degradacdo de
triacilglicerol e no complexo enziméatico da AMPK. LIPE se encontra na posi¢cdo BTA18
50 Mb. O gene SLC25A1 esté4 localizado no cromossomo 17 (72 Mb). Esté relacionado
as vias de regulacédo do metabolismo lipidico pelo PPARY e pela biossintese de acido
acil-CoA (biossintese de acido graxo). O PPARYy é um fator de transcricdo que atua
como um importante regulador do metabolismo lipidico e da homeostase de energia,
desempenha um papel fundamental no controle das vias envolvidas na absorcao de
acidos graxos, ligacdo de acidos graxos, oxidacdo de acidos graxos, cetogénese e
sintese de carnitina (vitamina B11) (Bogna Grygiel-Gérniak, 2014). Nos adipécitos o
PPARYy regula a expresao de outros genes envolvidos no metabolismo de lipidios,
como o gene LPL (Tavares et al., 2007). Lemos et al (2018) em estudo de associacéo
de CNV com perfil de acidos graxos na carne de animais Nelore, identificou dois genes
da mesma familia SLC (solute carrier family), o SLC9A1 e SLC9C2 associados com
AG com miristico (C14:1) e AGPI, respectivamente. Os genes LIPE e SLC25A1
apresentaram expressoes diferenciais para mais de um grupo, o AGMI e w-6, em
ambos no PC1.

Para o PC2 do grupo AGMI, o gene EPHX2 apresentou-se diferencialmente
expresso. EPHX2 (Epoxide hydrolase 2) que participa do processo de regulacédo do
metabolismo de colesterol, ou seja, participa da via metabdlica dos acidos graxos. O
gene DHRS11 (Dehydrogenase/Reductase 11), localizado no BTA19 na posigéo 12
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Mb apresentou expressao diferencial para o 6mega 6 (w6), o PC1. Entre as vias
metabdlicas, a biossintese de de hormdnio esteroides. Para o PC2 do mesmo grupo
de AG (w6), o gene MBNL1 (Muscleblind like splicing regulator 1) esta presente no
cromossomo 1, localizado em 115 Mb com expresséo diferencial para o grupo w6, no
PC2. O MBNL1 esta presente na via metabdlica da Adipogénese, onde ha processos
de diferenciacéo celular a partir do pré-adipdcito para adipécito (células de gordura,

reservas de energia).

Tabela 6 - Genes diferencialmente expressos para componente principal 1 (PC1)

da somatoria de acidos graxos poli-insaturados.

Genes log2 (fold Desvio p-valor g-valor
change)* padréo

HAUSG6 -0.4257 0.10 0,0001 0.0991

LDB3 0.4947 0.11 0,0001 0.0991

* log2(fold change): expressao relativa

Tabela 7 - Genes diferencialmente expressos para componentes principais 1 e 2 (PC1

e PC2) da somatdria de 6mega 3 (w3) e 6mega 6 (w6).

log2 (fold Desvio

Genes change)* padrao p-valor  g-valor
ENSBTAG00000014536 -0.7300 0.16 0.0000 0.0366

PC1 ASB10 0.4747 0.11 0.0001 0.03029
w3 SLC25A1 0.6607 0.14 0.0001 0.01853
ALPK3 0.5637 0.13 0.0001 0.03029

LIPE 0.5805 0.12 0.0001 0.01853

PC1 ENSBTAG00000038755 -0.5550 0.13 0.0001 0.04478
w6 TNNI3 0.6954 0.16 0.0001 0.03029
DHRS11 0.4297 0.10 0.0001 0.03029

MBNL1 0.5834 0.14 0.0001 0.09317

PC2 ENSBTAG00000007816 -0.7006 0.17 0.0001 0.09317
w6 UCK1 -0.3504 0.08 0.0001 0.09317

* log2(fold change): expresséo relativa

A andlise de enriguecimento relacionadas com a lista total de genes com
expressao diferencial do presente estudo identificou quatro vias metabdlicas com
valores significativos (p-valor<0,05): Via de sinalizagdo cAMP (bta 04024), Sinalizag&o
adrenérgica em cariomiécitos (bta 04261), Via de sinalizacdo cGMP-PKG e Secrecéo
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pancreatica (04972) (Tabela 7). A via metabdlica mais significativa encontrada foi a
de sinalizacdo para cCAMP, que € sintetizada a partir de ATP). A adenosina 3',5 —
ciclica monofosfatase (CAMP) é um nucleotidio que regula varias funcdes celulares,
incluindo desenvolvimento e diferenciacdo celular, transcricdo génica e expressao
proteica. CAMP regula processos fisiologicos, enddcrinos, cardiovasculares, neurais e
imunoldgicos (Yan et al., 2016). A cAMP é um mensageiro secundario na transducao
de 66 regulacdo de genes, sinalizacdo celular e biossintese de hormonios esteroides
(Gonzalez, Ceroni da Silva, 2017). Feitosa (2018) em estudo de associa¢cao gendmica
de hapl6tipos com acidos graxos em bovinos da raga Nelore também identificou
anotacdes sobre a CAMP.

Dentre os processos endocrinos, a via de secrecdo pancreatica (bta 04972)
uma das vias metabdlicas identificadas no presente estudo, esta relacionada a
insulina, que é secretada pelas células B-pancreaticas em resposta a concentracao
elevada de glicose plasmatica. Quando ha uma complicacdo e a secrecdo desse
liquido pancreatico é modificada com varios fatores, na espécie humana torna-se um

sério problema de salude mundial: o diabetes.

Tabela 7 — Enriquecimento funcional da vias metabdlicas (KEGG_Pathway) para
todos os genes diferencialmente expressos (GDE) (p<0. 0,05).

GO Termo n° Genes p-valor
Bta 04024: Via de 7 NFATC1, ATP1A1, RHOA, 0.0003
sinalizacdo cAMP TNNI3, ATP2B1, ADCY9, LIPE
Bta 04261: Sinalizacao 6 TNNI3, ATP1A1, BL2, 0.0004
adrenérgica em PPP2R5D, ADCY9, ATP2B1
cariomiocitos
Bta 04022: Via de 5 NFATC1, ATP1A1, RHOA, 0.0060
sinalizacdo cGMP-PKG ATP2B1, ADCY9
Bta 04972: Secrecao 4 ATP1B1, RHOA, ATP2B1, 0.0097
pancreatica ADCY9

CONCLUSAO
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O uso de componentes principais substituindo as variaveis originais, nao
prejudicou a busca por GDE, dada a grande porcentagem da variacdo fenotipica
explicada por dois primeiros componentes. O estudo realizado com dados
transcriptdbmicos para perfil de acidos graxos na carne, identificou genes envolvidos
com metabolismo de lipideos e acidos graxos, lipolise, adipogénese, fornecimento de
energia a célula e componente de membrana celular. Esses resultados contribuem
para o conhecimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos no perfil de acidos graxos
na carne. Demonstram a possibilidade de futuramente utilizar alguns desses GDE
como marcadores genéticos em bovinos Nelore para selecionar a composicao lipidica

que possa contribuir da melhor maneira para nutricdo e saide do consumidor.
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ANEXO 1 — Termos de enriguecimento por Gene Ontology (GO) com total de genes
identificados.

GO Termo ne p-valor Genes
PB GO0O:0030182 3 0.0279 EMX2, WNT11, NAP
Diferenciacéo
neural
PB G0:0048743 2 0.0359 BCL2, MYF5

Regulacéo positive
da fibra muscular
esquelética
PB GO0:0001952 2 0.0359 BCL2, MYF5
Regulacéo de
célula- matriz de
adeséo
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PB G0O:0033235 2 0.0409 MUL1, RWDD3
Regulagéo positive
de proteina
sumolaicéo
PB GO:0006874 3 0.0426 TNNI3M, ATP2B1, DMPK
Célcio cellular —
homeostase ibnica
CC GO0:0005829 13 0.0056 AKAP7, RHOA, UBAG,
citosol STXBP3, AIP, UCK1, TRAFS5,
MVD, DMPK, EPHX2, BCL2,
LIPE, WIPI1
CC GO0O:0005737 25 0.0195 PKNO2, NFATC1, POLRC2,
citoplasma GYS1, GADDA45G, LRRC1,
THNSL2, ITIH4, KLHL2, NAGA,
AIP, NUSAP1, WNT11, SRSF5,
SIK3, ASB10, TUBAS, ANK3,
HAUS6, RWDD3, RPS6KA2,
CISH, UBC, LIPE,
CC GO0:0005813 6 0.0242 LRRC1, MBNL1, KLHL21,
centrossomo TRAF5, HAUSG6, TUBG1
CC GO0:0005827 2 0.0253 KLHL21, TUBG1
microtubo polar
CC GO0:0031965 4 0.0306 DMPK, AEN, BCL2, RPS6KA2
Membrana nuclear
CC GO0:0043209 4 0.0355 ATP1A1, NAPA, CNTNAP1,
mielina BCL2
CC GO0:0033270 2 0.0451 ANK3, CNTNAP1
paranode regiao de
axon
FM GO:0004674 5 0.0223 ALPKS3, AAK1, DMPK, SIK3,

Proteina serina/
atividade treonina
guinase

RPS6KA2

*PB=Processo bioldgico; CC = Componente celular; FM= Fun¢&o molecular.
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CAPITULO 3 — INVESTIGACAO DE REDES CAUSAIS PARA PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS EM BOVINOS NELORE TERMINADOS EM CONFINAMENTO

RESUMO - Identificar as relacbes causais entre atividades génicas e variacoes
fenotipicas de caracteristicas de interesse, permite elucidar mecanismos regulatorios
de um sistema biolégico. As redes bayesianas sdo um tipo de modelo grafico
probabilistico que calcula probabilidades através da inferéncia bayesiana, e assim
obter a causalidade indicada por arestas em um grafico direcionado. Assim, objetivo
do presente estudo foi explorar relacdo causal entre genes e fenétipos por meio de
redes bayesianas para perfil acidos graxos na carne bovina de animais da raca Nelore.
Foram coletadas amostras do musculo Longissimus thoracis, entre a 122 a 132 costela
de cada meia-carcaca esquerda para as analises. O perfil de acidos graxos da carne
(AG) foi determinado pelo método de extracdo de Folch et al. (1957) e os ésteres
metilicos foram formados de acordo com Kramer et al. (1997). Para a genotipagem
dos 967 animais foi utilizado um painel com mais de 777.000 SNP do BovineSNP
BeadChip (High-Density Bovine BeadChip). Gendtipos perdidos foram imputados
usando o software Fimpute, v. 2.2. Os dados sequenciados gerados por meio da
Plataforma HiSeq System foram convertidos ao format FastQ, separados por
bibliotecas através do software Casava por, e analizados utilizando o software R. Para
consisténcia dos dados, foram utilizados o FastQC (version 0.10.1) e Hisat2 (2.1.0).
Foram exploradas associacdes entre genoétipos com fenotipicas (pQTL) e gendtipos
com dados expressdo (eQTL). Apds as regibes significativas co-locazidas
encontradas, a rede gene-fenétipo foi construida utilizando algoritmo de
aprendizagem estrutural causal - IAMB. Quatro regides genbmicas mostraram
associacles significativas (p-valor<0,05) com sete caracteristicas, C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1c9, C18:2, CLA, C22:6, e também com a expressdo de 30 genes,
incluindo SREBF1, MDE9, ACSF2, relacionados a metabolismo e catabolismo de
lipideos; ABCC3, ADCY1, OGDH, metabolismo energético. O estudo esclarece a
relacdo causal entre a expressdo do perfil de &cidos graxos e 0s processos
metabdlicos que envolvem tal expressédo. O presente estudo é primeiro com redes
causais e AG em animais da raca Nelore. E pode ser aplicado para desvendar redes
causais com fenétipos complexos subjacentes em outras espécies.

Palavras-chave: Bos indicus, genes, metabolismo lipidico, redes bayesianas, RNA-
Seq
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CHAPTER 3 - INVESTIGATION OF CAUSAL NETWORKS FOR FATTY ACID
PROFILE IN NELORE CATTLE FINISHED IN FEEDLOT

ABSTRACT - Identifying the causal relationships between gene activities and
phenotypic variations of traits of interest allows to elucidate the regulatory mechanisms
of a biological system. Bayesian networks are a kind of probabilistic graph model that
calculates probabilities through Bayesian inference, and thus obtain the indicated
causality by edges in a directed graph. Thus, the objective of the present study was to
explore the causal relationship between genes and phenotypes by means of Bayesian
networks to profile fatty acids in bovine meat of Nelore breed. Samples of the
Longissimus thoracis muscle were collected between the 12th to 13th ribs of each half
carcass left for analysis. The fatty acid profile of the meat (FA) was determined by the
extraction method of Folch et al. (1957) and the methyl esters were formed according
to Kramer et al. (1997). For the genotyping of the 967 animals a panel with more than
777,000 SNPs of the BovineSNP BeadChip (High-Density Bovine BeadChip) was
used. Lost genotypes wereimputed using the Fimpute software, v. 2.2. The sequencing
data generated through the HiSeq System Platform were converted to the FastQ
format, separated by libraries through the Casava software, and analyzed using the R
software. For data consistency, FastQC (version 0.10.1) and Hisat2 (2.1.0).
Associations between genotypes with phenotypes (pQTL) and genotypes with
expression data (eQTL) were explored. After the significant co-located regions found,
the gene-phenotype network was constructed using learning causal structural with
algorithm - IAMB. Four genomic regions showed significant associations (p-
value<0.05) with seven traits, C16: 0, C16: 1, C18: 0, C18: 1c9, C18: 2, CLA, C22: 6,
and also with expression of 30 genes, including SREBF1, MDE9, ACSF2, related to
lipid metabolism and catabolism; ABCC3, ADCY1, OGDH, energy metabolism. The
study clarifies the causal relationship between the expression of the fatty acid profile
and the metabolic processes that involve such expression. The present study is first
with causal and AG networks in Nelore animals. And it can be applied to unravel causal
networks with complex underlying phenotypes in other species.

Keywords: Bos taurus indicus, bayesian network, genes, lipid metabolism, RNA-Seq
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INTRODUCAO

O conhecimento de efeitos causais, que sdo mais informativos do que as
correlagdes, possibilita desvendar elos funcionais entre as partes multiplas e
interdependentes que controlam um sistema biolégico. O entendimento causal pode
ainda permitir a previsdo de como as partes de um sistema podem se comportar em
resposta a intervencdes especificas. Para a pecuaria, entender os mecanismos de
causa e efeito que fundamentam as inter-relacées entre fatores ambientais, praticas
de manejo, fisiologia animal e resultados de desempenho é, sem duvida, um pré-
requisito para a tomada efetiva e eficiente de decisbes no contexto de um sistema
integrado de producéao (Bello et al, 2018).

Embora estudos de associacdes gendmicas possam ser usados para fornecer
evidéncias sobre 0 modo como as caracteristicas fenotipicas e a expressédo se
conectam, na maioria das vezes essas conexdes sédo exploradas apenas para conectar
as variaveis, mas sem direcdo causal (Pefiagaricano et al, 2015). Em estudo de
caracteristicas complexas € importante descobrir ndo apenas as conexdes, mas as

direcBes dessas relacbes entre as variaveis em estudo.

Os modelos de equacfes estruturais (SEM: Structural Equation Model) é uma
metodologia estatistica cada vez mais utilizado em estudos cientificos na ultima década
(Rosa et al, 2011). A principal raz&o da propagacdo desse método estatistico é o fato
de calcular as relacBes diretas ou indiretas entre varidveis causais com apenas um
modelo (Civelek, 2018). Afirmacdes causais sobre a relagdo entre informacgdes
fenotipicas, genbmicas e transcriptdmicas séo justificadas pela lei mendeliana da
multiplicacdo aleatoria de alelos, que ocorre durante a meiose e o efeito unidirecional

do gendtipo na expressao génica e no fendtipo (Rosa et al, 2011; Chen, 2012).

O conhecimento biol6gico da atuacdo dos genes e funcionamento dos
processos metabdlicos auxiliam signifcativamente a interpretacdo dos dados de
expressao génica. Redes causais construidas a partir de relagfes individuais sao
particularmente adequadas para essa tarefa, uma vez que criam hip6teses
mecanicistas que explicam as mudancas de expressao observadas em conjuntos de

dados.



49

As redes bayesianas sdo um tipo de modelo grafico probabilistico que utiliza a
inferéncia bayesiana para calculos de probabilidade. As redes bayesianas visam
calcular a a causalidade, representando a dependéncia condicional por arestas em
um grafico direcionado (Heckerman, 1998; Friedman et al 2000; Scutari, 2011). A
identificacdo de genes que controlam metabolismo dos acidos graxos da carne, auxilia
no entendimento do mecanismo das redes reguladoras e os mecanismos fisiolégicos
por tras. O objetivo do atual estudo foi investigar por meio de redes bayesianas o0s
efeitos causais entre perfil de acidos graxos, genotipos e dados expressado na carne

bovina de animais Nelore.

MATERIAL E METODOS
Dados Fenotipicos

Animais e informacgdes sobre manejo

Foram coletadas amostras de aproximadamente 967 para realizacéo perfil de
acido graxo. Todos machos da raca Nelore terminados em confinamento, com idade
média de 24 meses, provenientes de 8 fazendas que integram trés programas de
melhoramento genético (DeltaGen, CRV PAINT e Nelore Qualitas). A avaliacdo dos
animais nestas fazendas € realizada para varias caracteristicas de importancia
econbmica como, pesos em Vvarias idades, escores visuais para caracteristicas
morfolégicas como a conformacgédo da carcaca, sua musculosidade e precocidade. O
banco de dados fenotipicos e de genealogia completos com as informacdes
constantes dos arquivos zootécnicos destes programas foi disponibilizado. O critério
utilizado nas fazendas para o abate dos animais foram o peso (500 a 550 kg.) e grau
de acabamento.

Os periodos de nascimento dos bezerros concentraram-se de agosto a outubro
e novembro a janeiro, e 0s mesmos foram mantidos com suas maes até os sete meses
de idade. Os animais foram criados em sistema de pastagem, com lotac&o variando
de 1,2 a 1,6 UA/ha, utilizando forrageiras do género Brachiaria sp e Panicum sp, com
sal mineral a vontade. ApGs o sobrano, os animais que nao foram selecionados para

reprodutores, foram destinados para o abate e permaneceram no confinamento por
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um periodo de no minimo 90 dias. Foram utilizados volumosos de alta qualidade como
silagem de planta inteira de milho ou sorgo. Como concentrado energético foi utilizado
graos de milho e/ou sorgo, e grdos de soja, farelo de soja, ou girassol como
concentrado proteico. A composicdo da dieta foi obtida em cada confinamento em
virtude das possiveis alteracdes que a dieta possa causar sobre a composicdo dos
acidos graxos. Contudo, o efeito da dieta ou manejo no confinamento foi ajustado no
modelo, uma vez que este efeito foi considerado na formacdo dos grupos de

contemporaneos.

Formacéo dos lotes e procedimento no abate

Para a formacao dos lotes de abate foram utilizados dados dos animais em
relacdo a fazenda de nascimento, ano e época de nascimento, e manejo alimentar
desde o nascimento até o abate.

Os animais foram abatidos em func¢éo do peso e acabamento pré-estabelecido
em frigorificos sob inspecdo Federal, de acordo com o procedimento padrédo
comercial. Durante o resfriamento das carcacas dos animais selecionados, minimo de
24 horas pos abate, entre 0 e 2°C, foram retiradas amostras de 2,5 cm de espessura
do masculo Longissimus na regido da 122 - 132 costelas, das meias-carcacas

esquerdas para a determinacao do perfil de acidos graxos.

Determinag&o do Perfil de Acidos Graxos em carne

A quantificacdo do perfil de &cidos graxos da carne foi realizada no Laboratério
de Ciéncia da Carne pertencente ao Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da
FMVZ/USP. O perfil de acidos graxos da carne foi determinado pelo método de
extracdo de Folch et al. (1957). Foi utilizada uma amostra de 2,5 g do centro do
musculo Longissimus thoracis, acondicionada em um tubo Falcon de 50 mL. Os
lipideos foram extraidos por homogeneizacdo da amostra com uma solucdo de
cloroférmio e metanol 2:1. Em seguida os lipideos foram isolados apds a adicdo de

solucéo de NaCl a 1,5% e centrifugacao por 20 min a 2400 rpm. Os lipideos isolados
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foram transferidos para um tubo de ensaio com tampa e secos com nitrogénio (N2) em
bloco digestor a 50 °C.

A gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de
acordo com Kramer et al. (1997). No tubo de ensaio com os lipideos isolados e secos
com N2 (extragdo), foi adicionado metoxido de sdédio e levado ao banho-maria por 10
minutos a 50 °C. Apés o banho-maria foi resfriado em gelo por 5 minutos. Adicionou-
se acido cloridrico metandico e levado ao banho-maria por 10 minutos a 80 °C. Foi
retirado do banho-maria e resfriado em temperatura ambiente por 15 minutos.
Adicionou-se hexano, carbonato de potassio e ficou em espera no escuro por 30
minutos. Retirou-se o sobrenadante e foi acondicionado em outro tubo de ensaio com
sulfato de sddio. Os tubos foram resfriados em gelo por 30 minutos. Posteriormente
foi retirado o sobrenadante e colocado em vial com padrao interno que foram secos
com N2 e depois diluidos em hexano para apds fazer a leitura em cromatdgrafo
gasoso. Foi utilizado padréo interno C23:0 (tricosandico) a fim de corrigir as perdas
durante o processo de metilacdo dos &cidos graxos. Os acidos graxos foram
guantificados por cromatografia gasosa (GC-2010 Plus - Shimadzu, auto-injetor AOC
20i), usando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de
espessura, Supelco, Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C, com
aquecimento progressivo (13 °C/min) até chegar a 175 °C, mantendo por 27 minutos.
Em seguida, um novo aumento de 4 °C/minuto foi iniciado até 215 °C, mantendo
durante 31 minutos. Hidrogénio (H2) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40
cm3/s. Durante o processo de identificagcdo foram utilizados os seguintes padrdes:
standard C4-C24 de acidos graxos (F.A.M.E. mix Sigma®), C8-C28 (F.A.M.E. mix
Sigma®), acido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1G, Sigma®), C18 CLA:2 trans-10,
cis-12 (UC-61M 100mg), CLA e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-
PREP EUA ®) e &cido tricosandico (Sigma®) para identificacdo dos &cidos graxos que
foram formados durante a biohidrogenacao de acidos graxos insaturados.

No presente estudo apenas sete acidos graxos individuais foram considerados:
palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1 cis-9),
linoleico (C18:2 cis-6), acido linoleico conjugado (CLA) e docosahexaendico (C22:6).
Estes AGs foram escolhidos devido a sua maior importancia e impacto em relacéo a

salde humana.
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Dados Gendbmicos

Genotipagem dos animais

Para a genotipagem dos 967 animais foi utilizado um painel com mais de
777.000 SNP do BovineSNP BeadChip (High-Density Bovine BeadChip). Gendtipos
perdidos foram imputados usando o software Fimpute, v. 2.2 (Sargolzaei et al., 2014).
Foi realizada a limpeza e o controle de qualidade dos marcadores SNPs, excluindo-
se aqueles com posicdo gendmica desconhecida, marcadores monomorficos além
dos que apresentaram MAF (frequéncia de alelos menores) menor que 0,05. Também
foram excluidos das analises marcadores SNPs que apresentaram taxa de atribuicdo
dos gendtipos (Call Freq) menor a 93%. Ainda serdo retirados marcadores que

apresentarem intensidade média do cluster baixa.

Dados Transcriptémicos

Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada em 78 amostras, que foram processadas
no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) do Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP de
Jaboticabal, SP. Para isso, foram utilizadas, em média, 50 mg de tecido muscular
previamente estocado em RNA holder (BioAgency, Sao Paulo, SP, Brasil) e o kit para
extracdo de RNA RNeasy Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), como descrito
abaixo:

As amostras foram retiradas do freezer a -80 °C, acondicionadas em gelo,
pesadas, e entdo foi realizada a ruptura e homogeneizagédo do tecido com 1 ml da
solugdo Qiazol Lysis Reagent no homogenizador de tecidos ultraturrax T50 (IKA).
Cada amostra foi homogeneizada trés vezes durante 30 segundos e nos intervalos,
também de 30 segundos, foram mantidas no gelo. ApOs esta etapa foi adicionado

200pl de cloroféormio e as amostras permaneceram durante 15 minutos a temperatura
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ambiente. Logo apds, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a
4°C.

Formaram-se entdo trés fases, sendo a superior, incolor e aquosa, na qual
estava contido o RNA, que foi transferida para um novo tubo. Foram adicionados 600l
de etanol 70% e a amostra foi homogeneizada em vortex. Em seguida, esta solugéo
foi transferida a uma coluna e centrifugada a 8000 x g por 15 segundos para a
eliminagao dos residuos. Foram adicionados a membrana, o mix contendo 10 pl de
DNase | (1500 kunitz units) e 70 ul de tampao RDD, fornecidos pelo Kit RNase-Free
DNase set (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 350 pl de tamp&o RW1
e as amostras foram centrifugadas novamente a 8000 x g por 15 segundos para
eliminacao de residuos. A coluna foi lavada com 500 ul do tampao RPE por duas
vezes e 0 RNA ligado a coluna foi eluido em 30 ul de agua livre de RNase por
centrifugacdo a 8000 x g, durante um minuto. As amostras foram novamente

armazenadas em freezer a -80°C.

Verificacdo da concentracao e integridade do RNA extraido

A determinacao da concentracdo e pureza do RNA foi realizada com leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro NanoDrop 1000 Spectrophotomether® (Thermo
Fisher Scientific, Santa Clara, CA, EUA, 2007) nos comprimentos de onda de 260nm,
280nm e 230nm. Foi utilizado o valor de absorbancia a 260 nm para a determinacéo
da concentracdo do RNA (ng/ul), as razbes A260nm/A280nm para avaliar a
contaminagdo por proteinas e A260nm/230nm para avaliar as contaminacfes por
outros compostos, como sais, polissacarideos e compostos organicos como fenol. Os
valores de referéncia para estas razdes sdo de 1,8 a 2 e maior ou igual a 2,
respectivamente.

A qualidade do RNA total foi verificada através do aparelho Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EUA, 2009), e do kit Agilent RNA 6000 Nano
Chips (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Além disso, a concentracdo do RNA extraido
foi medida por meio de Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, 2010).

Resultados iguais ou superiores a 7 foram considerados satisfatorios. Foi confirmada



54

a auséncia de contaminacao por DNA gendémico nas amostras através do aparelho
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, 2010), e o kit de quantificacao
de DNA, Qubit dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Além disso,
utilizando o mesmo aparelho e o kit Qubit RNA Assay, o RNA total foi quantificado e
entdo, uma fragdo deste a uma concentragdo de 2ug foi retirada para que pudesse

ser enviado para 0 sequenciamento.

Alinhamento das sequéncias

Os dados sequenciados gerados por meio da Plataforma HiSeq System foram
convertidos ao format FastQ, separados por bibliotecas (dados multiplexos) através

do software Casava por https://support.ilumina.com/sequencing/sequencing_softwa-

re/casava.html, e analizados utilizando o software R. Para consisténcia dos dados
foram utilizados o FastQC (version 0.10.1) e HiSAT2 (2.1.0). O controle de qualidade

foi realizado através do pacote Trimmomatic (0.36). Consequentemente, foi utilizado

0 pacote Hisat2 (2.1.0) (Pertea et al., 2016) para mapear e realizer o alinhamento das
reads com genoma bovino de referéncia (Bos taurus UMD3.1.89), qual continha
24.616 genes avaliados pelo banco de dados do NCBI. Apds obter um mapeamento
gerado pelo HiSAT2, as amostras foram submetidas ao pacote StringTie, para
qguantificacdo dos transcritos (Pertea et al., 2016). Apds a quantificacéo, foi realizada
a contagem total das reads utilizando Feature Counts. Para cada biblioteca, foi gerado
um arquivo com a extensdo ".bam", contendo todas as reads que se alinharam ao
genoma de referéncia de todas as amostras.

Para a identificacdo de genes diferencialmente expressos foi utilizado o pacote
DESeg2 (versdo 1.22.1) no Software R para identificar os genes ou regides do
genoma diferencialmente expressos (Love et al., 2014). Para a identificacdo de
regides diferencialmente expressas foi considerado um valor de q (p-value adjust)

menor que 0,10.

Treinamento de Redes Bayesianas
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A construcdo da rede bayesiana iniciou-se com os mapeamentos utilizando tais
informacdes: fenotipicas (967 animais), genotipica (967 animais) e transcriptdmicos
(78 animais). Foram realizadas duas analises genémicas completa. A primeira foi um
mapeamento de QTL (Quantitative trait loci) classico, integrando dados fenotipicos e
genotipicos (pQTL — phenotipe Quantitative trait loci); e a segunda, realizamos um
mapeamento de QTL de expressdo (eQTL — expression Quantitative trait loci)
integrando informacdes transcriptdmicas com genotipicas.

Para o mapeamento pQTL, foi realizada a partir de um modelo linear com teste
de Wald (Wald, 19434) utilizando a matriz G, para cada acido graxo individiualmente.
Foram selecionados 0s genes que estavam localizados em uma janela de até 1 Mb
dos pQTLs mais significativos (menor p-valor) para cada acidos graxos em estudo.

O mapeamento de eQTL foi realizado utilizando modelo linear misto utilizando
GCTA-loci com matriz de G foram usados para explicar a populagcéo de estrutura
incluindo correcdo de multiplos testes com taxa de descoberta falsa (FDR) de 5%
(Benjamini & Hochberg, 1995). Incluimos a idade ao abate, como covariaveis valores
de PCA para considerar os fatores de variagcdo nos dados de expressdo génica e a
data de sequenciamento como efeito fixo. Os eQTL locais (cis-eQTL putativo) foram
identificados quando os SNPs significativos estavam localizados até de 1 Mb do gene
associado. Apos a localizar as regides compartilhadas pelo mapeamento, iniciou-se a
construcdo da rede causal.

A rede Bayesiana (BN) € um modelo probabilistico em que um grafico G aciclico
dirigido € usado para definir as dependéncias estocasticas quantificados por uma
distribuicdo de probabilidade (Pearl 1988; Koller and Friedman 2009). As variaveis X
= {Xi} sob investigacdo no contexto incluem T caracteristicas (¥t:+----%ix) e S SNPs (
Kepronos X.2), cada um dos quais estdo associados a um nd no grafico G. Os arcos
entre os nés representam dependéncias estocasticas diretas e determinam como a

distribuicdo global de X se decompde em um Conjunto de Distribuicées Locais,
P(X)=[[P(Xi[iLy,).

(1) Para cada variavel Xi, dependendo somente de progenitores !1x.. Este modelo de
representacdo pode capturar associacdes diretas e indiretas entre SNPs e fenétipos

e associagOes entre SNPs devido a ligacao e estrutura da populagéo.
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Uma aplicagédo da rede bayesiana, é na formacdo de estruturais causais. As
estruturas causais séo representadas usando modelos graficos. Os modelos graficos
sdo compostos de duas partes: um conjunto V de variaveis aleatérias que descrevem
as quantidades de interesse e um grafico G = (V, E) em que cada vértice v € V é
chamado no, e cada aresta e € E, também chamada arco ou link, € usado para
expressar a estrutura de dependéncia dos dados, ie, 0 conjunto de relagdes de
dependéncia entre as varidveis em V. O algoritmo IAMB (Incremental association
Markov Blanket/baseada no algoritmo de deteccdo de coberturas de Markov — MB:
Markov Blanket), que é baseado em um esquema de sele¢cdo de duas fases
(Tsamardinos et al, 2003). A coberturar de Markov de um atributo T, denotado por MB
(T), € um conjunto minimo de atributos (ou caracteristicas, variaveis, 0s usamos
alternadamente) condicionados, nos quais todos o0s outros atributos sao
probabilisticamente independentes do alvo T (Definicdo 1), assim, conhecer os valores
do MB (T) é suficiente para determinar a distribuicdo de probabilidade de T e os
valores de todos os demais atributos tornam-se supérfluos. Obviamente, s6 podemos
usar atributos no MB (T) em vez de todos os atributos para classificagdo 6tima. Além
disso, sob certas condi¢cGes (fidelidade a uma Rede Bayesiana) o MB (T) é o
subconjunto onde estdo o0s nds do alvo T na rede Bayesiana.

Foi avaliada a estabilidade da estabilidade da rede, deixando de fora uma
observacéo por vez do conjunto de dados, avaliamos cada aresta da rede original em
termos de presenca (variavel binaria; presenca ou auséncia na rede reamostrada) e a
direcdo de aresta (trés resultados possiveis; mesma direcdo que a seta original,
direcdo oposta ou arco nao direcionado). Todos estes as analises foram realizadas

usando o pacote bnlearn (Scutari, 2010) implementado na linguagem do software R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira fase deste estudo foi realizar uma associa¢cdo gendmica, utilizando
informacgdes fenotipicas com genotipicas (mapeamento pQTL). Os fendtipos foram
sete 4cidos graxos (AG) individuais: palmitico (C16:0), palmitoléico (C16:1), estearico
(C18:0), oleico (C18:1c9), linoleico (C18:2c6), CLA e e docosahexaendico (C22:6).
Foram identificados, em média, para as sete caracteriscas 403.000 pQTLs. A segunda
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fase do estudo foi realizar o mapeamento a partir de dados de expressao e fenotipos.
Nessa fase foram identificados 10026 eQTLs. A fase seguinte, o objetivo era identificar
as regides no genoma que os dois mapeamentos compartilhavam. Dos 7 AG apenas
quatro apresentaram regides co-localizadas (FDR<0,05), que foram: C18:0, C18:2c6,
CLA e C22:6. Dentre as quatro regides compartilhadas, genes que estivessem
proximos até 1 Mb seriam identificados. No total, 30 genes foram identificados em

associacao com as 7 caracteriscas e 0s 4 eQTLs.

Com os resultados obtidos nas etapas anteriores, construimos a rede causal
(Figura 1). A avaliacdo da rede a fim de decifrar ligacbes causais potenciais foi
utilizado o algoritmo IAMB (algoritmo baseado em restricdo eficiente baseado no
algoritmo de inducdo causal) em conjunto com o teste Z de Fisher para avaliar
independéncia (a = 0,05) foram utilizados para inferir a relagées envolvendo estas 41
variaveis (fenotipicas, genotipica e de expressao) ajustadas. De informacdes prévias,
0s eQTLs receberam a ligacdo para seu gene em associacdo direta (ex: eQTL7 -
KLHL25).

A estabilidade da rede foi avaliada usando reamostragem Jackknife. Em cada
iteracdo, a rede foi inferida a partir de um novo conjunto de dados que foi criado pela
remocao de um animal de cada vez do conjunto de dados original. A estrutura dessa
nova rede foi entdo comparada com a estrutura original. Em particular, avaliamos a
estabilidade de cada elo (presenca ou auséncia) e também a estabilidade da direcéo
do elo (Figura 2)
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Figura 1 - Rede causal integrando informag¢des genotipicas, fenotipicas (vermelho) e

transcriptomico (verde).
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Figura 2 - Avaliacdo da estabilidade da rede usando o reamostragem Jackknife. Os resultados séo
expressos como freqiiéncia (porcentagem) que um dado arco foi apresentados (com a mesma dire¢ao)
nas redes reamostradas.

No total, foram identificados 30 genes nas regides génicas compartilhadas. Os
quais apresentaram fun¢des relacionadas a metabolismo energético (OGDH), sistema
imunologico (ABCC3, MAPK2K3), funcdes estruturais (MYO1G) e com metabolismo

ou catabolismo de gordura, o gene SREBF1.

O gene SREBF1 (Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 1) é
um dos principais fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo lipidico e
reguladores esterol ligados as proteinas (SREBP -1c). SREBF1 esta relacionado a
fator de transcricao, regulacéo de biossintese de colesterol e relacionado ao complexo
PPARa (Regulation of lipid metabolism by Peroxisome proliferator-activated receptor
alpha). O PPARa € um fator de transcricdo que atua como um importante regulador

do metabolismo lipidico e da homeostase de energia, desempenha um papel
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fundamental no controle das vias envolvidas na absorcédo de &cidos graxos, ligacao
de acidos graxos, oxidacdo de &cidos graxos, cetogénese e sintese de carnitina
(vitamina B11) (Bogna Grygiel-Gorniak, 2014).

CONCLUSAO

O estudo realizado € um dos pioneiros em redes bayesianas com AG em
animais da raca Nelore em busca de respostas para relacbes causais. Pode ser
aplicado para desvendar redes causais com fendtipos complexos subjacentes em
outras espécies. O procedimento que foi realizado em varias etapas para inferir a rede
causal integrando dados fenotipicos, genotipicos e transcriptbmicos demonstrou que
€ possivel decifrar relacdes entre variaveis de caracteristicas complexas e esclarecer

relacdes causais entre variaveis que influenciam as caracteristicas complexas
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