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EXPRESSAO DE GENES E PROTEINAS RELACIONADOS A DEPOSIGAO DE
GORDURA INTRAMUSCULAR EM BOVINOS NELORE

Resumo - Produtos carneos que contenham propriedades organolépticas especificas e que
atendam as exigéncias dos consumidores, sdo cada vez mais valorizados no mercado.
Apesar da sua importancia, as caracteristicas de qualidade da carne em geral ndo séo
consideradas em programas de melhoramento genético animal, em razdo do alto custo e
dificuldade de mensuracéo. Marcadores moleculares identificados em analises gendmicas,
tém sido estudados em rebanhos Nelore. Trabalhos que visam o entendimento da expresséo
de genes e proteinas envolvidos na determinacao de caracteristicas relacionadas a gordura
intramuscular da carne, sdo realizados com o intuito de auxiliar no entendimento da expressao
dos genes relacionados a possiveis biomarcadores. Assim, inUmeros trabalhos que visam
avaliar a expressao diferencial de genes podem ser encontrados na literatura, ho entanto,
devido a divergéncias entre o manejo e as racas estudadas, os resultados séo discordantes,
e a validacdo dos genes mais comumente encontrados, se faz necessario para que essas
informagfes possam ser uteis em programas de melhoramento genético. Assim, este estudo
teve como finalidade buscar na literatura genes diferencialmente expressos associados a
caracteristica de deposi¢édo de gordura intramuscular, avaliada por meio de duas técnicas, e
valida-los em uma populacdo de bovinos Nelore com fenétipo extremo para a caracteristica
gordura intramuscular por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real. Além disto, foi
verificado se 0s genes diferencialmente expressos estao sendo traduzidos em proteinas
diferencialmente expressas, por meio da técnica de espectrometria de massas avancada (LC-
MS/MS). Para isso, foram selecionadas 24 amostras divergentes para cada método de
avaliacdo de deposicdo de gordura. FOoram selecionados 5 genes para o método do escore
visual (FABP4, DAGT1, DGAT2, SCD e PPARG) e oito genes para o contetdo lipidico,
medidos pelo método quimico (SREBF1, LPL, ACACA, BARX2, EGR1, CDS1, STAT5A e
HTATIP2). Foram observadas diferencas significativas nos niveis de expressdo dos genes
FABP4, DGAT1, DGAT2, BARX2, STAT5A e SDC. Além disso, as proteinas PRDM1 e
CO1A2, reguladas pelo fator de transcricdo STAT5A parecem exercer papel importante no
processo de deposicdo de gordura intramuscular, podendo ser possiveis marcadores
moleculares para o melhoramento dessa caracteristica. Em relacédo as demais proteinas nédo
identificadas em nossos estudos, os resultados sugerem a importancia dos mecanismos pés-
transcricionais e pos-traducionais na regulacdo do metabolismo.

Palavras chave: Gordura intramuscular, LC-MS/MS, Nelore, gRT-PCR, Validacéo.



EXPRESSION OF GENES AND PROTEINS RELATED TO INTRAMUSCULAR FAT
DEPOSITION IN NELORE BOVINE

Abstract: Meat products with specific organoleptic properties and that attend the requirements
of consumers, are increasingly valued in the market. Despite its importance, meat quality traits
have not been widely used in animal breeding programs because of the high cost and difficulty
of measurement. Molecular markers identified in genomic analyzes have been studied in
Nellore herds. Studies aimed at understanding the expression of genes and proteins involved
in the determination of characteristics such as intramuscular fat from meat are performed with
the aim of helping to understand the expression of the genes related to possible biomarkers.
Several studies that aim the expression of differentially expressed genes can be found in the
literature, however, because of differences between management and breeds studied the
results are discordant, and the validation of the common genes found is necessary for this
information to be useful in breeding programs. Thus, this study aimed to search the literature
for differentially expressed genes related to the marbling trait, by means of the two techniques
for the evaluation of this trait and to validate them in a commercial herd of Nellore cattle, by
quantitative real time PCR techniques. Besides that, this study will verify if the differentially
expressed genes are being translated into differentially expressed proteins, using advanced
mass spectrometry technique (LC-MS/MS). For this, 24 divergent samples were selected for
each intramuscular fat deposition evaluation method. Five genes were selected for the
marbling, measured by visual score method (FABP4, DAGT1, DGAT2, SCD and PPARG) and
eight genes for the lipid content, measured by the chemical method (SREBF1, LPL, ACACA,
BARX2, EGR1, CDS1, STAT5A and HTATIP2). Significant differences in expression levels of
FABP4, DGAT1, DGAT2, BARX2, STAT5A and SDC were observed. In addition, the PRDM1
and CO1AZ2 proteins, regulated by the transcription factor STAT5A, seem to play an important
role in the intramuscular fat deposition process, and molecular markers may be possible to
improve this characteristic. Regarding the other unidentified proteins in our studies, the results
suggest the importance of post-transcriptional and post-translational mechanisms in the
regulation of metabolism.

Key words: Intramuscular fat, LC-MS/MS, Nellore, qRT-PCR, Validation.



1. INTRODUCAO

A bovinocultura de corte exerce papel de destaque no cenario econdémico
mundial. Desde 2004, o Brasil ocupa o cargo de lider global de exportacao,
canalizando sua producado para mais de 146 paises, totalizando 16% da exportacéo
total mundial. No ano de 2018 o rebanho brasileiro chegou ao efetivo de 214 milhdes
de cabecas, sendo que, em torno de 80% dos animais, sdo de raca Zebuina (Bos
taurus indicus). Considerando essa parcela, a raca Nelore totaliza cerca de 90%, com
efetivo de 160 milhdes de animais (Ferraz & Felicio, 2010; Abiec, 2019).

Embora bovinos Nelore produzidos no Brasil tém se destacado em termos de
producado de carne, ainda ndo ha selecao intensiva para caracteristicas relacionadas
a qualidade da mesma. O alto teor de gordura intramuscular (marmoreio) tem sido
associado a sensibilidade, suculéncia e satisfacdo do consumidor (O'Quinn et
al.,2012). No mercado de carne bovina existe demanda por carne bovina com baixa
gordura e alta qualidade por parte dos consumidores. Além disso, em alguns paises,
0os consumidores tém preferéncias diferentes do valor do FMI. Por exemplo, os
consumidores da Asia e da América do Norte desejam carne com alto FMI, enquanto
0s europeus preferem carne magra, com baixo FMI (Hocquette et al., 2014).

Devido a tendéncia do mercado, a industria tem procurado ampliar a qualidade
da carne bovina, de modo que as exigéncias dos consumidores sejam atendidas
(Scollan et al., 2006).

A gordura intramuscular, ou marmoreio, é um fator essencial na determinagcéo
de parametros importantes que contribuem para a qualidade da carne, como a
suculéncia e sabor. Além disso, esta associada & maciez da carne, uma caracteristica
de relevancia na determinacdo de qualidade em sistemas de classificacao
internacionais (Alves & Mancio, 2007). Outro aspecto no comércio de carne bovina, é
gue alguns nichos de mercado, preferem carcacas que apresentam alto indice de
marmorizacdo, jA que essa caracteristica esta associada a maior palatabilidade
(Shahidi, 2002; Thompson, 2004; Joo et al., 2013), enquanto outros priorizam carnes
mais magras. Sendo assim, a gordura intramuscular € um atributo essencial no valor
econdbmico para o produtor no mercado brasileiro de carne bovina, uma vez que

agrega valor ao produto.
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Embora as caracteristicas de qualidade da carne tenham grande importancia no
comeércio internacional e serem altamente valorizadas pelo consumidor, ndo sdo muito
exploradas em programas de melhoramento genético animal devido a sua dificil
mensuracao e alto custo. Além disso, tais caracteristicas expressam-se tardiamente
na vida do animal, dificultando o processo de melhoramento e, aumentando,
consequentemente, o intervalo de geracdes (Luchiari Filho, 2000; Tizioto, 2013).
Como alternativa, estudos dos genes relacionados a expressdo fenotipica dessas
caracteristicas tém sido realizados, principalmente, utilizando as novas tecnologias de
analise de alta resolucéo disponiveis (Cesar et al. 2014; Piorkowska et al., 2015; Silva
et al., 2019b).

Os diferentes trabalhos revelam grande divergéncia entre as listas de genes
encontradas, sendo assim, existe dificuldade na determinacdo de genes que
realmente atuam na expressao da caracteristica de interesse (Jeong et al 2013; Cesar
et al., 2015; Silva et al., 2019b). Assim, a validacéo dos genes candidatos encontrados
nos diferentes trabalhos, por meio de analise da expressédo génica e proteica, torna-
se uma ferramenta fundamental na determinagcao dos genes que efetivamente atuam
na expressao do fendtipo.

Dentre os genes mais encontrados na literatura que, influenciam na deposicao
de gordura intramuscular estdo os genes FABP4 (Proteina de ligacdo aos acidos
graxos tipo 4) e LPL (Lipoproteina lipase) que parecem contribuir para o
armazenamento de gordura entre as fibras musculares, uma vez que estao envolvidos
na distribuicdo de acidos graxos no tecido muscular (Gerbens, 2004; Wang e Eckel,
2009). O fator de transcricdo PPARG (Receptor ativado por peroxissoma gamma),
desempenha um papel crucial na regulacdo da adipogénese, ou seja, € essencial na
formacao de células adiposas (Grindflek et al., 2000).

Os genes DGAT1 e DGAT?2 (Diacilglicerol O-Aciltransferase 1 e 2), parecem
influenciar nas diferencas de sintese e armazenamento de triglicerideos nos
adipdcitos, principalmente em animais de producdo. O gene SCD (Estearoil CoA
Dessaturase) atua na conversao de acidos graxos saturados em monoinsaturados em
adipécitos, diminuindo a densidade da gordura e consequentemente contribuindo com

maciez e suculéncia (Ntambi, 1999).
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O gene SREBP1-C (Proteinas de ligacdo a elementos reguladores de esterdis
1c), um fator de transcricdo de genes lipogénicos, e os genes ACACA (Acetil CoA
Carboxilase) e HTATIP2 (Proteina Interativa 2 do HIV-1) parecem atuar na sintese de
acidos graxos em ruminantes (Smith, Witkowki & Joshi, 2003; Zhang et al., 2008). O
gene codificador da enzima CDS1 (Diacilglicerol Sintese 1) desempenha papel chave
no metabolismo dos fosfolipidios, no armazenamento lipidico celular e na
diferenciacéo de adipdcitos (Qi et al., 2016).

O fator de transcricdo BARX2 (Proteina Homeodominio BARX2) esta envolvido
na diferenciacdo celular, tendo um papel crucial no crescimento, reparo muscular e
manutencdo muscular (Meech et al., 2012). O Gene STAT5A (Sinal transdutor e
ativador de transcricdo) exerce um papel importante nas células de adiposas, sendo
induzido durante o processo de diferenciacao de adipdcitos (Stephens et al., 1996). A
familia do gene EGR1 (Resposta de crescimento precoce 1) parece ter influéncia na
lipogénese, adipogénese, consequentemente influenciando na deposicédo de gordura
(Chakrabarti et al., 2013).

O estudo da expresséo génica diferencial aliado com a protedmica pode auxiliar
no entendimento das proteinas envolvidas na expressao das caracteristicas estudas,
além da identificacdo de possiveis biomarcadores, permitindo prever a capacidade
dos animais de produzir carne com qualidades desejaveis.

Desse modo, avaliar genes e proteinas diferencialmente expressos
relacionados a gordura intramuscular da carne, em uma populagdo comercial
representativa do sistema de criagcdo de bovinos Nelore no Brasil, pode fornecer
informacBes importantes para o0 avanco das estratégias de selecdo para o
melhoramento de tal caracteristica, juntamente com os métodos quantitativos de

melhoramento animal.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Utilizar uma populagdo comercial de bovinos Nelore para validar genes
descritos na literatura, relacionados a conteudo de lipidios (método quimico) e indice

de marmorizagao da carne (método visual), tendo em vista um melhor entendimento
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dos mecanismos moleculares envolvidos na expressao dessas caracteristicas, além
de identificar se os genes diferencialmente expressos sédo traduzidos em proteinas

diferencialmente expressas.

2.1.1 Objetivo especifico

a) Obter na literatura genes comuns em diferentes trabalhos (RNA-Seq,
Microarranjo, SNPs, Protedmica, entre outros), relacionados a contetdo de lipidios e
indice de marmorizacao da carne.

b) Validar por meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
genes diferencialmente expressos identificados em trabalhos encontrados na
literatura, relacionados as caracteristicas de indice de marmorizacédo e contetido de
lipidios, em tecido muscular (longissimus thoracis) de uma populacdo de bovinos
Nelore pertencentes a um rebanho comercial, representativo do sistema mais comum
de criacdo de bovinos Nelore no Brasil.

c) Verificar, por espectrometria de massas avancada (LC-MS/MS), se os genes
diferencialmente expressos, estdo sendo traduzidos em proteinas diferencialmente

expressas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da bovinocultura de corte

A bovinocultura de corte exerce papel de destaque no cenéario econémico
mundial. Desde 2004, o Brasil ocupa o cargo de lider global de exportacéo,
canalizando sua producao para mais de 146 paises, totalizando 16% da exportacéo
total mundial. No ano de 2018 o rebanho brasileiro chegou ao efetivo de 214 milhdes
de cabecas, sendo que, em torno de 80% dos animais, sdo de raca Zebuina (Bos
taurus indicus). Considerando essa parcela, a raca Nelore totaliza cerca de 90%, com
efetivo de 160 milhdes de animais (Ferraz & Felicio, 2010; Abiec, 2019).

O Nelore (Bos taurus indicus), originario da india, chegou ao Brasil em meados
do século XIX, onde se adaptou muito bem devido a semelhanga das condi¢cdes
ambientais locais e as de seu pais de origem, ambos caracterizados pelo clima
predominantemente tropical (Magnabosco et al., 1997). Esses animais sao resistentes

ao calor, naturalmente resistentes a parasitas e sdo capazes de aproveitar pastagens
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com baixo valor nutricional. Além disso, as fémeas apresentam excelente habilidade
materna, facilidade de parto e o0s bezerros apresentam maior rusticidade
(Albugquerque; Mercadante; Eler, 2007; Canavez et al, 2012).

Apesar de serem adaptados, os animais de origem Bos taurus indicus,
apresentam carne mais dura e menor deposi¢cado de gordura intramuscular quando
comparados aos animais de origem taurina, evidenciando a necessidade de se
produzir animais que tenham boa qualidade de carne para atender as exigéncias do
mercado (Shackelford, et al.,1994, Restle et al., 2003, Cundiff, 2004). Sendo assim, a
melhoria na qualidade de carne tende a ser um dos focos dos programas de selecéo

da raca Nelore, por meio da avaliacéo e selecao genética.

3.2 Gordura Intramuscular

De acordo com o local de deposicao, a gordura na carcaca pode ser classificada
como gordura externa (subcutanea), gordura interna (envolvendo 6rgao e visceras),
gordura intermuscular (ao redor dos musculos) e gordura intramuscular (entremeada
as fibras musculares). O termo marmorizacdo refere-se a gordura entremeada
caracterizada por manchas brancas ou estrias de tecido adiposo, que ndo podem ser
separadas da carne (Harper et al., 2004). A gordura intramuscular € uma caracteristica
poligénica regulada por diversos mecanismos envolvidos diretamente ou
indiretamente na adipogénese e no metabolismo de gordura (Michael et al., 2006). A
deposicao de gordura pode variar de acordo com a raca, nutricao, sexo, idade e varios
outros fatores em um animal (Rule et al., 1997).

O mercado de carne busca cada vez mais fornecer ao consumidor carnes com
alta qualidade e de alto valor nutricional. O marmoreio é um critério importante na
compra por parte do consumidor, uma vez que tem influéncia positiva na qualidade da
carne, devido as caracteristicas sensoriais como, sabor e maciez. Estas
caracteristicas sensoriais podem ser percebidas pelo consumidor, pois garantem a
sensacao de suculéncia da carne a mastigacao. Além disso, a gordura intramuscular
também estd associado a saude humana, devido ao seu valor nutricional (Alves &
Mancio, 2007; Wood et al., 2008; Da Costa et al., 2013; Pickworth et al., 2011).

Alguns nichos de mercado preferem carcacas que apresentam alto indice de
marmorizacdo. Nos paises Asiaticos e na América do Norte, por exemplo, o

marmoreio é considerado um critério de qualidade na classificacdo da carne, com o
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intuito de diferenciar os produtos de carne bovina in natura, e consequentemente,
agregar valor ao produto (Shahidi, 2002; Thompson, 2004; Joo et al., 2013; Hocchette
et al., 2014).

No mercado de carne bovina, no qual o Brasil tem importante papel de
exportador, o marmoreio pode ser responsavel pela entrada da carne brasileira em
novos nichos de mercado, trazendo uma maior rentabilidade ao produtor (Paz e
Lucchiari Fllho, 2000).

Embora a caracteristica de marmoreio da carne tenha grande impacto no
comeércio internacional e seja altamente valorizada pelo consumidor, a viabilidade de
sua inclusdo em programas de melhoramento genético animal € comprometida por
somente poder ser mensurada apos o abate do animal ou por ultrassonografia, o que
consequentemente, dificulta e encarece o processo (Lucchiari Filho, 2000; Tizioto,
2013). Além disso, o0 marmoreio é conhecido como uma caracteristica avaliada
tardiamente na vida do animal, e como resultado, se tem o aumento do intervalo de
geracoes.

A gordura intramuscular, geralmente medida no musculo longissimus thoracis, é
frequentemente avaliada subjetivamente por inspecdo visual de uma secéo
transversal de musculo, chamado de escore de marmoreio, ou mensurada de forma
objetiva por meio de analise quimica (Marshall, 1999; Bertrand et al, 2001).

A avaliagdo por inspecao visual € realizada por meio de uma escala desenvolvida
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA — Quality and Yield
Grade, 2000), que varia de zero a 10, na qual, zero representa gordura intramuscular
ausente e 10 representa gordura intramuscular muito abundante. Com a analise
quimica, desenvolvida por Bligh e Dyer (1959), é possivel obter de forma quantitativa
a proporcao lipidica intramuscular. Ambos os métodos apresentam vantagens, como
a maior precisdao do método quimico, ou facilidade de andlise e o baixo custo da
avaliacdo visual, e sdo amplamente utilizados em programas que visam O

melhoramento da qualidade da carne em todo o mundo.



3.3 Genes Relacionados ao Marmoreio

3.3.1 Receptor ativado por peroxissoma gamma (PPARG)

Os receptores ativados por peroxissoma (PPARs) sdo uma familia de receptores,
que influenciados por acidos graxos, desempenham funcbes importantes na
regulacéo do metabolismo de nutrientes e homeostase energética (Lemay et al.,2006).
Os PPARSs, assim como varios receptores hormonais nucleares, sdo regulados por
fosforilacdo. Basicamente existem trés membros da familia PPAR, PPARA, PPARG e
PPARB, que se diferenciam pelo tecido alvo, propriedades fisiolégicas e por estagios
de desenvolvimento do tecido (Berger et al., 2002).

O PPARG é um fator de transcri¢do que regula o metabolismo lipidico e glicose
em mamiferos e pode ser expresso em muitos tipos de células, incluindo adipdcitos,
células epiteliais, células do musculo liso das células endoteliais, entre outros
(Spiegelman et al., 1997; Clark et al., 2000; Law et al., 2000). Pesquisas anteriores
demonstraram que o PPARG é expresso em bovinos principalmente no tecido
adiposo, especificamente nos adipécitos, e desempenha um papel crucial na
regulacédo da adipogénese, no balanco energético e na biossintese de lipidios, sendo
importante fator de transcricdo para deposi¢cdo de gordura intramuscular (Chawla et
al., 1994; Kliewer et al., 1997; Medina-Gomez et al., 2007; Grindflek et al., 2000; Lim
et al., 2011, Bionaz et al., 2013).

O PPARG é responséavel direto por regular a expressdo de varios genes que
codificam proteinas envolvidas na diferenciacao de adipocitos e deposicao de gordura
(Grindflek et al., 2000), como a lipoproteina lipase (LPL), a proteina de transporte de
acidos graxos (FABP) e a acetil-coenzima A carboxilase (ACACA), esta relacionada a
captacdo de acidos graxos circulantes pelos adipocitos (Schoonjans et al., 1996;
Frohnert et al., 1999).

3.3.2 Proteina de ligac&o aos acidos graxos tipo 4 (FABP4)

A familia de proteinas de ligacdo aos acidos graxos (FABPs) sédo expressas em
todos os orgéaos e tecidos envolvidos no metabolismo de gordura, e apresentam uma
distribuicdo celular e tecidual caracteristica, sendo conhecidas como transportadoras
de nutrientes cruciais no controle do direcionamento de energia (Veerkamp et al.,

1993; Glatz et al., 1993). As FABPs se ligam a compostos hidrofébicos como os acidos
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graxos, mas possuem diferentes estruturas, distribuicdo tecidual e especificidade de
ligacao.

A proteina de ligacdo aos &cidos graxos tipo 4 (FABP-A ou FABP4), esta
envolvida no direcionamento intracelular de &cidos graxos, no transporte e no
metabolismo de lipidios (Kaikaus et al., 1990), e € expressa principalmente em
adipécitos (Matarese & Bernlohr, 1988). No transporte de acidos graxos, a FABP4,
presente no tecido adiposo de animais domeésticos, esta relacionada ao efluxo e
influxo de acidos graxos no adipdcito, devido as condi¢des anabolicas e catabolicas,
respectivamente (Hertzel et al., 2006; Shen et al., 1999; Vural et al.,, 2008). No
metabolismo energético do musculo, a FABP4 contribui para o0 armazenamento de
gordura entre as fibras musculares, direcionando acidos graxos de cadeia longa para
a oxidacao ou esterificacdo nas mitocondrias e nos peroxissomos (Brandstetter et al.,
2002; Gerbens, 2004).

A gordura intramuscular é resposta do equilibrio entre sintese e degradacéo de
triacilglicerdis, como consequéncia, muitas vias metabdlicas dos adip6citos podem
cooperar para a diferenciacdo do teor do marmoreio, incluindo transporte intracelular
de acidos graxos pela FABP4 (Hocquette et al., 1998). A importancia da FABP4 para
a deposicédo de gordura intramuscular ou escores de marmoreio foram observadas em
varios estudos (Wang et al., 2005; Lee et al., 2008; Pannier et al., 2010; Pickworth et
al., 2011, Lee et al., 2013b; Wang et al., 2015).

3.3.3 Estearoil CoA Dessaturase (SCD)

A Estearoil CoA Dessaturase (SCD) é uma enzima do reticulo endoplasmatico
(ER), e esta associada ao aumento do acumulo de gordura e na conversao de acidos
graxos saturados em monoinsaturados no musculo esquelético (Ntambi, 1999).

A SCD é uma enzima lipogénica central que catalisa a sintese de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA), que sdo componentes de triglicérides, cerideos, ésteres de
colesterol e fosfolipidios de membrana (Miyazaki & Ntambi, 2004; Man et
al., 2006). Este gene é altamente expresso no tecido adiposo branco, bem como no
tecido adiposo marrom sob condi¢des dietéticas normais (Jang et al., 2008). Lee et al.
(2011), encontraram no tecido adiposo subcutaneo maior expressao do gene SCD em
relacdo ao tecido intramuscular. Archibeque et al. (2005), encontraram resultados
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semelhantes ao observar que tecido adiposo subcutaneo possui o dobro de
guantidade de mRNA transcrito a partir do gene SCD, em relacéo ao tecido adiposo
intramuscular.

A MUFA sintetizada a partir da agdo da enzima SCD, segundo Zembayashi et
al. (1995), influencia no ponto de fusdo da gordura, assim como o perfil de acidos
graxos, que estéo positivamente correlacionados com a qualidade da carne e com o
conteldo de gordura intramuscular ou marmoreio em bovinos JB (Japanese Black) e
Coreanos (Oka et al., 2002; Jeong et al., 2012).

Sendo assim, o gene SCD pode ser particularmente interessante para a melhoria
da qualidade da gordura de produtos alimenticios carneos e para suas implicacdes na

saude humana.

3.3.4 Diacilglicerol O-Aciltransferase 1 (DGAT1) e Diacilglicerol O-
Aciltransferase 2 (DGAT2)

No tecido adiposo, a diacilglicerol aciltransferase (DGAT), por meio da
catalizacdo pelas enzimas acil-CoA, é responsavel pela biossintese do triacilglicerol
(TAG), principal molécula de armazenamento de energia metabdlica realizada nos
adipdcitos (Cases et al., 1998). Pertencentes a familia DGAT, as enzimas DGAT1 e
DGAT2, embora catalisem a mesma reacao na sintese de TAG, séo diferenciadas
funcionalmente por regulacao (Kelley et al. 2002; Meegalla et al. 2002).

O DGAT1, é membro de uma grande familia de O-aciltransferases ligadas a
membrana (Yu e Ginsberg, 2004). Este gene (DGAT1) é amplamente expresso em
todos os tecidos, porém sua expressao € maior em tecidos ou 6rgdos onde a sintese
de triglicérides é mais ativa, ou seja, tecido adiposo branco, intestino delgado e figado
(Li et al., 2013a). Estudos demonstram que o gene DGATL1 apresenta associacao
significativa com as caracteristicas relacionadas a deposi¢cdo de gordura, como
espessura de gordura e marmoreio da carne bovina (Thaller et al., 2003; Tantia et al.,
2006; Pannier et al., 2010; Li et al., 2013b).

O gene DGAT2 tem influenciado nas diferencas de sintese e armazenamento de
triglicerideos, principalmente em animais de producdo (Winter et al., 2005),
consequentemente, o0 DGAT2 € expresso principalmente em tecidos que sintetizam

grandes quantidades de acido graxos como, por exemplo, tecido adiposo, musculo,
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figado e outros (Yamashita et al., 2014). Segundo Bakhtiarizadeh et al. (2013), o gene
DGAT2 se encontra entre os 10 genes mais abundantes no tecido adiposo em
mamiferos. Jeong et al. (2012), em estudos com tecido de musculo longissimus em
bovinos Coreanos, relataram que a maior expressao do gene DGAT?2 esta relacionada
ao aumento da gordura intramuscular, além disso, esse gene parece ter um papel

crucial no acumulo de acidos graxos durante a fase de terminacdo de bovinos.

3.4 Genes relacionados a deposicédo intramuscular de lipidios

3.4.1 Lipoproteina lipase (LPL)

A lipoproteina lipase (LPL) desempenha um papel importante no metabolismo e
transporte de lipidios. Esta enzima basicamente hidrolisa triglicerideos em
monoacilglicerol (molécula de acido graxo + glicerol), tendo importancia em tecidos de
animais para producdo de carne, por controlar a distribuicdo dos acidos graxos e
lipoproteinas entre o tecido adiposo e muscular (Hocquette & Bauchart, 1999; Wang
e Eckel, 2009).

A atividade da enzima LPL foi identificada em uma ampla variedade de tecidos
e células extra-hepaticas, incluindo tecido adiposo, coracdo, musculo esquelético,
pulmao, glandula mamaria lactante, cérebro, rim e macréfagos (Kirchgessner et al.,
1989). De acordo com alguns autores, apesar dos mRNAs da LPL estarem presentes
no tecido adiposo e no musculo esquelético, seus niveis sdo muito maiores no tecido
adiposo. Estudos relatam que essa diferenca pode ser até 15 vezes maior em
comparacao com o musculo esquelético (Goldberg & Markel, 2001). Vérios estudos
genéticos encontraram associacdo da LPL com a gordura intramuscular em bovinos
(De Jager et al.,2013; Lee et al., 2013b; Zhang et al., 2017).

3.4.2 Acetil CoA Carboxilase (ACACA)
A enzima lipogénica Acetil-CoA carboxilase-a (ACACA) esta associada a sintese
de lipidios em ruminantes e é considerada uma enzima regulatéria, uma vez que a
mudanca na sua atividade influencia na taxa de sintese de acidos graxos, promovida
pela ativacdo do ACACA, por meio da via da insulina (Saltiel e Kahn, 2001; Smith;
Witkowki; Joshi, 2003). Esta enzima € altamente expressa em tecidos lipogénicos,
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como tecidos adiposos, glandula mamaria em lactacédo e figado (Ponce-Castaneda et
al., 1991; Abu-Elheiga et al., 1995).

A enzima ACACA é responséavel por catalisar a carboxilacdo de acetil-CoA e
malonil-CoA, que por sua vez, atua no controle da sintese e oxidagéo de acidos graxos
em respostas as mudancas na dieta. Sendo assim, a atividade da ACACA é
responsavel pela regulacdo da homeostase energética em animais e desemprenha
um papel crucial na deposicao de lipidios em diferentes compartimentos, por meio do
seu produto (Rollin et al, 2003).

Em mamiferos, a ACACA é influenciada por horménios, dieta e fatores
fisiologicos (Kim, 1997). A ingestéo de alimentos que contenham baixo teor de lipidios,
induz a sintese de ACACA e, como consequéncia, ha o aumento da sua atividade
(Abu-Elheiga et al., 2001).

Estudos realizados em bovinos no musculo longissimus thoracis encontraram
associacdo da expressdo do gene ACACA para caracteristicas relacionadas a
deposicao de lipidios (Zhang et al., 2010b; Zhang et al., 2017).

3.4.3 Proteinas de ligacdo a elementos reguladores de esterdis
(SREBPS)

As proteinas de ligacdo a elementos reguladores de esterbis (SREBPS)
desempenham um papel central na homeostase energética, promovendo a glicdlise,
a sintese lipidica a partir da glicose (lipogénese) e a adipogénese (Zhang et al., 2008).

Existem trés membros, intimamente relacionados, da familia de SREBP em
mamiferos: SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2. O SREBP-1 ou SREPBF1, a forma
mais abundante entre as SREBPs no tecido adiposo, € um fator de transcricdo que
regula a expressao de varios genes lipogénicos, incluindo ACACA, DGAT1 e SCD
(Yin et al., 2002; Doran et al., 2006; Man et al., 2006). Ja a SREBP-2 influencia na
regulacéo na sintese e absorcao de colesterol (Goldstein et al., 2006).

A expressdo do SREBP é transcricionalmente controlada por varios fatores
nutricionais e hormonais, sendo a insulina um dos ativadores mais potentes (Hegarty
et al., 2005; Yellaturu et al., 2009). Estudos relatam que o gene SREBP possui
correlacdo positiva ao conteudo de gordura intramuscular em bovinos. Yang et al.

(2017), manipulando a energia da dieta em bovinos Yaks (Bos grunniens), com o
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propésito de aumento no conteddo de gordura intramuscular, observaram correlacao
positiva do SREBP com o0 aumento de gordura intramuscular. Estudo com SNPs tem
associado o gene SREBP com a deposi¢cado de gordura intramuscular em bovinos
Hanwoo (Korean cattle) (Lee et al., 2013a).

3.4.4 Diacilglicerol Sintese 1 (CDS1)

A Diacilglicerol Sintese 1 (CDS1) ¢é uma proteina de membrana integral
localizada no reticulo endoplasmatico. O CDS1 € responsavel pela codificacdo da
enzima que catalisa a formacdo de CDP-diacilglicerol (CDP-DAG), a partir do acido
fosfatidico, o precursor de todos os fosfolipidios e da sintese de triacilglicerois (TAG)
(Qi et al., 2016).

A expanséao de goticulas lipidicas e a diferenciacdo de pré-adipécitos sdo dois
aspectos importantes do armazenamento de lipidios em mamiferos. Qi et al. (2016),
em seus estudos relizados em células Hela, cultivadas in vitro, mostraram o papel da
CDS, uma enzima chave no metabolismo dos fosfolipidios, no armazenamento lipidico
celular, bem como na diferenciacdo de adipdcitos. Eles observaram que CDS1 esta
envolvida na regulacdo da expanséao de goticulas lipidicas por meio da regulacdo do
nivel de &cido fosfatidico no reticulo endoplasmatico. A CDS1, pode ser essencial para
0 armazenamento de lipidios em mamiferos.

Em estudo de RNA-seq realizado por Silvan et al. (2019b), em tecido muscular
de bovinos Nelore, 0 gene CDS1 apresentou maior expressdo em animais que

continham maior deposicdo de gordura intramuscular.

3.4.5 Proteina Homeodominio BARX2

O gene BARX2 codifica um membro da familia do fator de transcricdo homeobox,
que influencia a diferenciacéo celular em varios contextos de desenvolvimento, tendo
um papel crucial no crescimento, reparo muscular e manutengcéo muscular. A proteina
homeobox Barx2 é regulada precocemente durante a diferenciagdo de mioblastos, e
esta associada a fatores responséaveis pela regulagdo muscular, além de promover a
proliferacéo, migracédo e adesédo dessas ceélulas de diferenciacéo (Meech et al., 2003;
Makarenkova et al., 2009; Meech et al., 2012).
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O BARX2 pode ser expresso em varios tecidos mesenquimais e epiteliais
durante o desenvolvimento, incluindo cartilagem, musculo esquelético e liso, sistema
nervoso central e estruturas epiteliais ramificadas, como as glandulas mamaéria,
lacrimal e salivar. No musculo liso e esquelético este gene € regulado positivamente
durante a diferenciacdo dos miotubos esqueléticos (Herring; Kriegel; Hoggatt, 2001;
Meech et al., 2003).

Trabalhos de transcriptoma realizados em bovinos da raca Nelore e bubalinos,
relatam o gene BARX2 como diferencialmente expresso para alto conteudo de
gordura intramuscular e rendimento do leite, respectivamente (Silva et al., 2019b;
Deng et al., 2019).

3.4.6 Resposta de crescimento precoce 1 (ERG1)

Os fatores de transcricdo de respostas precoces ao crescimento (EGR) séo
genes importantes para a inducdo de programas celulares de diferenciacao,
proliferacdo e morte celular em resposta a estimulos ambientais (Thiel et al.,
2002; Carter et al., 2007)

O gene EGR1 é um regulador transcricional importante em diversos tipos de
células atuando em resposta a diferentes estimulos. Uma das possiveis formas de
induzir a expressao desse gene € por meio da insulina e nutrientes, como por exemplo,
dieta ricas em gorduras (Chakrabatrti et al.,2013).

A lipdlise nos adipécitos representa uma importante fonte de acidos graxos
circulantes. Diversos tecidos como o corac¢ao, figado e musculo esquelético utilizam
acidos graxos como forma de energia em periodos de demanda energética. O fator
de transcricdo de resposta de crescimento precoce EGR1, tem influenciado no
controle da lipélise nos adip6citos por meio da inibicdo da transcricdo da lipase
trigliceridica adiposa (ATGL). Esta enzima, ATGL, catalisa o passo inicial da reacao
por meio da hidrdlise dos triacilgliceréis, com subsequente formacgéo de diacilglicerol
(DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e liberando trés acidos graxos livres para re-
esterificacdo ou para a circulacdo sanguinea. Sendo assim, a expressédo do gene
EGR1 pode influenciar no estoque de triacilglicer6is em adipécitos, diminuindo os
niveis de ATGL, nos periodos em que a oferta de alimento é abundante e rica em
lipidios (Chakrabarti et al.,2013).
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Os alvos especificos dos fatores de transcricdo EGR sdo desconhecidos, no
entanto, esta familia tem sido implicada na adipogénese e a biossintese do colesterol.
Além disso, o0 gene EGR1 também parece estar envolvido na diferenciacédo de células
satélites derivadas do musculo esquelético bovino (Boyle et al, 2009; Shen et al., 2011;
Zhang et al., 2018).

3.4.7 Sinal transdutor e ativador de transcricdo (STAT5A)

Em mamiferos, as proteinas STAT (sinal de transdutores e ativadoras de
transcricéo) pertencentes a uma familia de fatores de transcricao citoplasmaticos que
mediam as ac¢des de muitos horménios peptidicos, esterbides e citocinas, além de
estarem envolvidas com crescimento e divisdo celular, apoptose e inflamacéao
(Stoecklin et al 1999). As STATs podem ser rapidamente ativadas para regular a
expressdo génica por meio da fosforilacdo da tirosina, em resposta a diferentes
estimulos, e translocam-se para o nucleo da célula onde atuam como ativadores da
transcricdo (Floyd et al., 2003). As STATs podem ser rapidamente ativados para
regular a expresséo génica e representam um paradigma relativamente inexplorado
na regulacéo transcricional das células adiposas (Darnell, 1997).

Vérios trabalhos demonstraram que as proteinas STAT5 sdo ativadas e
induzidas durante a adipogénese e desempenham um papel importante no
desenvolvimento do tecido adiposo (Stephens et al., 1996; Teglund et al., 1998;
Stewart et al., 1999; Kawai et al., 2007). Além disso, esses ativadores de transcricdo
desempenham papel crucial na regulacdo da producdo da proteina em bovinos
leiteiros. Estes fatores, se ligam a sequéncias especificas localizadas nos promotores
dos genes responsaveis pela producao da proteina e ativam a transcricdo. Portanto,
€ sugerido que esse gene também tenha influéncia no aumento do rendimento da
quantidade de proteina do leite (Brym et al., 2004).

Estudo de expressdo génica global realizado em tecido muscular de bovinos
Nelore, observou o gene STAT5A como diferencialmente expresso em animais que

apresentavam alto conteudo de gordura intramuscular (Cesar et al., 2015).



15

3.4.8 Proteina Interativa 2 do HIV-1 (HTATIP2)

O HTATIP2, também conhecido como TIP30 ou CC3 desempenha um papel
inibitério na regulacédo da importacdo nuclear, e pode funcionar como um regulador
negativo, competindo com substratos de importacdo nuclear para ligacdo de
receptores de transporte nuclear (Ito et al., 2003).

O papel inibitério do produto do gene HTATIP2, pode facilitar sua acdo como um
repressor tumoral, devido a sua regulacdo negativa estar associada ao
desenvolvimento de varios tipos de cancer ou a indugdo de metéstases agressivas
(Shtivelman, 1997; Xiao et al., 1998; King & Shtivelman, 2004; Zhao et al., 2007,
Kavanagh et al., 2008).

Embora a funcéo celular especifica do HTATIP2 permaneca desconhecida, sua
acdo esta envolvida na adaptacdo metabdlica as alteracdes na disponibilidade de
glicose. O silenciamento da expressédo de HTATIP2 em células tumorais, como a
MCF-7, que apresentam altos niveis de glicolise e respiracdo mitocondrial, melhora a
flexibilidade metabdlica, ou seja, aumenta a atividade mitocondrial para produzir
energia e atender a necessidade de sobrevivéncia e proliferacado celular durante a
restricdo de glicose (Chen e Shtivelman, 2010).

Estudos em camundongos observaram que o HTATIP2 esta envolvido no
metabolismo lipidico sendo responsavel pela particdo entre armazenamento lipidico e
oxidacao. Este gene parece influenciar na sintese de acidos graxos em hepatdcitos,
assim como nas células, reduzindo a oxidacdo de acidos graxos e, o silenciamento
da expressdo de HTATIP2 estimula o uso de substratos, como acidos graxos e
aminoacidos (Liao et al., 2014).

Zhang et al. (2011), observaram que o HTATIP2 forma um complexo com acil-
CoA sintase de cadeia longa 4 (Acsl4), necessario para a fusdo da membrana da
vesicula celular. Embora a significancia desta interacdo para o metabolismo lipidico
nao seja clara, a Acsl4 desempenha um papel critico na oxidac¢éo de acidos graxos e
na biossintese de lipidios (Killion et al., 2018).

Estudo gendmico recente, realizado em camundongos, descreveu o gene
HTATIP2 como candidato na regulagcdo do ganho de peso, gordura e controle
glicémico associado ao metabolismo de zinco. Os autores relatam que a anulacdo do

transportador de zinco 7 (znT7.-KO) em camundongos, acompanhada da expressao
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reduzida de HTATIP2 podem exercer um efeito sinérgico sobre o metabolismo lipidico
no tecido adiposo, determinado um fendtipo magro aos camundongos. No entanto, o
mecanismo subjacente a este fenétipo ndo € atualmente entendido e merece estudos
adicionais (Huang et al., 2019).

Estudo de transcriptoma realizados em bovinos Nelore divergentes para a
caracteristica de conteudo de gordura intramuscular relatou o gene HTATIP2 como
diferencialmente expresso em animais que apresentavam alto conteudo de gordura

intramuscular (Cesar et al., 2015).

3.5 Expresséo génica

As andlises de expressao génica, atualmente, séo realizadas por varias técnicas
gue visam a identificacdo global dos transcritos dentro da célula estudada, dentre elas,
o método do microarranjo € responsavel por determinar os niveis de expressao de
milhares de genes ao mesmo tempo (Schena et al., 1995; Tang et al., 2011). Outra
técnica muito utilizada recentemente, € o RNA-Seq, devido sua alta sensibilidade na
deteccdo de novos transcritos e identificacdo de diferentes isoformas, além de
identificar polimorfismos de forma eficaz e com baixo custo (Marioni et al., 2008;
Cénovas et al., 2010). Estas técnicas colaboram para a identificacédo global de genes
diferencialmente expressos em diversas espécies relacionadas as caracteristicas de
qualidade da carne (Piorkowska et al., 2015; Molik e Gurgul, 2015; Fonseca et al.,
2017).

Atualmente, para quantificacéo dos niveis de transcritos de mRNA, o método da
PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR), é o mais eficiente devido a sua acurécia,
sensibilidade e reprodutibilidade (Nygard et al., 2007). Ao contrario do RNA-Seq e
microarranjo, que visam a analise global dos transcritos, esta técnica € gene
especifica e pode ser utilizada na validacdo de genes encontrados a partir de outras
técnicas de analise da expressao génica global (Yuan et al., 2006), além de ser uma
das metodologias mais utilizadas para investigacdo da expressdo génica em
laboratorios de biotecnologia (Regitano & Coutinho, 2001).

A gRT-PCR permite a amplificagdo e quantificacdo simultaneas dos &cidos
nucleicos, permitindo que cada ciclo seja monitorado durante a fase exponencial da

reacao, e assim, pode-se determinar a quantidade inicial do alvo com maior precisao
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(Ahmed, 2002). O Cycle Threshold (CT) € o ponto que detecta o ciclo no qual a reacao
atinge o limiar da fase exponencial, ou seja, € neste ponto que € possivel a
quantificacdo exata e reprodutivel baseada na emissdo da fluorescéncia (Novais;
Pires-Alves, 2004). No decorrer da amplificacdo, quanto mais rapido o sinal
fluorescente atinge o CT na fase exponencial da reacdo, maior € a quantidade da
sequéncia-alvo na amostra original, permitindo, deste modo, a quantificacdo (Valasek
e Repa, 2005).

A gRT-PCR é uma técnica altamente sensivel, que permite a quantificacdo de
transcritos raros e pequenas alteracdes no padrao da expressao génica (Pfaffl, 2001),
e que apresenta ainda muitos beneficios em relacdo a outros meétodos de
quantificacdo da expressdo génica, dos quais se destacam, por exemplo, a
possibilidade de detec¢édo de uma Unica cépia de um transcrito especifico e ndo requer
manipulacdo pés-amplificacdo (Wong e Medrano, 2005).

Dessa forma, a analise de expressao de genes usando qRT-PCR se tornou
importante em pesquisas que envolvem o metabolismo animal, uma vez que é
considerada uma poderosa ferramenta na quantificacdo da expresséo génica, sendo
importante para a identificacdo de regides do genoma que influenciam as
caracteristicas de importancia econémica em bovinos (Livak; Schmittgen, 2001; Ahn
et al., 2014; Fonseca et al., 2015; Huang et al., 2017; Schering et al., 2017).

3.6 Expresséao Proteica

A protedmica € uma area de pesquisa que envolve a analise global de proteinas
celulares usando varias tecnologias, como eletroforese em gel bidimensional (2-DE)
e espectrometria de massa, podendo compor diversas areas do conhecimento, com o
objetivo de analisar os sistemas bioldgicos (Espindola et al., 2010).

A protebmica esta relacionada a um conjunto de tecnologias, com objetivo
separar e identificar proteinas em amostras biolégicas complexas, desde organelas
subcelulares, até ecossistemas (Isfor et al., 2002; Valledor e Jorrin, 2011).

As proteinas controlam grande parte dos diversos processos celulares, podendo
atuar na forma de enzimas, anticorpos, hormdnios, componentes estruturais e
receptores celulares (Aebersold e Mann, 2003). Entretanto, nenhuma das técnicas

existentes é completamente capaz de quantificar todas as proteinas presentes em um
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determinado tecido ou extrato. A eficiéncia da técnica dependera ndo somente das
propriedades do material e do objetivo do estudo, mas também de fatores que podem
prejudicar a identificacdo de proteinas como, a abundancia de proteinas e o nivel de
expresséao (Lippolis e Reinhardt, 2008).

As metodologias empregadas em proteémica podem ser classificadas, de modo
geral, nos tipos bottom-up ou top-down. O bottom-up, também conhecido como
shotgun, inclui separagéo dos peptideos obtidos apos digestao das solucdes proteicas
complexas, seguida de andlise por espectrometria de massas (MS). O top-down,
diferentemente, é um procedimento no qual as proteinas intactas, e ndo os peptideos,
sdo submetidas a analise por MS. As abordagens bottom-up possuem muitas
vantagens, como sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo para proteomas
complexos (Barbosa et al., 2012).

A MS é utilizada quando o objetivo final € a identificacdo da proteina,
guantificacdo ou determinacdo estrutural. Neste caso, sd0 necessarias algumas
etapas prévias que incluem reducdo e alquilacéo das proteinas, a digestdo enzimatica
das proteinas, geralmente com tripsina, em peptideos, seguido de um processo clean
up/desalting das amostras, ou seja, uma purificacdo dos peptideos. A MS é um dos
mais modernos métodos para a identificacdo de proteinas, uma vez que, oferece alta
sensibilidade e capacidade para identificacdo de proteinas de alto rendimento, sem
requerer um conhecimento prévio da existéncia de uma proteina em uma amostra,
como exigido, por exemplo, na técnica de Western blot. Além disso a MS requer
guantidades menores de material e tem uma eficiéncia maior quando comparada a
outros métodos convencionais (Aebersold e Mann, 200 Aebersold e Mann., 20033;
Colantonio e Chan, 2005).

A cromatografia liquida seguida por espectrometria de massa (LC-MS) é uma
técnica quimica analitica que combina as capacidades de separacdo fisica
de cromatografia liquida (ou HPLC) com as capacidades de analise de massa/carga
da espectrometria de massas (MS). Enquanto a cromatografia liquida separa misturas
com multiplos componentes, a espectrometria de massa fornece identidade estrutural
dos componentes individuais com alta especificidade molecular e sensibilidade de
deteccdo. O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) é a conexao de dois MS em série,
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e € capaz de fornecer informacéo sobre a sequéncia de aminoacidos nos fragmentos
peptidicos da proteina original. O primeiro MS fornece informacdes de massa sobre
cada peptideo triptico e 0 segundo MS desintegra cada peptideo e fornece uma
medida dependente de tempo e massa que € usada para determinar o aminoacido
que foi removido e, desse modo, informar a sequéncia de aminoacidos para cada
peptideo (Jamesdaniel et al., 2009). Os espectros MS e MS/MS séo adquiridos e
armazenados para correspondéncia utilizando bases de dados de sequéncias de
proteinas, e o resultado é a identificacdo dos peptideos e, consequentemente, das
proteinas (Aebersold e Mann., 2003).

Dessa forma, a protebmica pode contribuir para a identificacdo de possiveis
marcadores, conjuntamente as técnicas gendmicas e transcriptdbmicas e, proporcionar
melhor conhecimento dos mecanismos que controlam o metabolismo lipidico e
qualidade da carne.

Uma vez que o produto final da expressdo génica séo proteinas, este estudo
pode fornecer informagBes sobre as modificacdes pds-traducionais ocasionadas
nessas moléculas (Salvato & Carvalho, 2010). Diversos estudos protedmicos vém
sendo realizados com o intuito de melhorar a qualidade da carne (Bouley et al 2004;
Shen et al., 2012; Zhou et al., 2019).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comisséo de Etica
no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Campus de Jaboticabal-SP (n°005622/17). Os animais utilizados para o experimento
(n=189) pertenciam a fazenda Sédo Marcelo, membro do programa de Melhoramento
Genético animal Cia do Melhoramento, localizada no municipio de Tangara da Serra,
MT. Os bovinos da raga Nelore, com idade média de 24 meses, s&o oriundos do
mesmo grupo de contemporaneos e foram criados em pastagens e mantidos em
confinamento, para terminacdo, sob condi¢cfes idénticas de nutricdo por um periodo
maximo de 100 dias antes do abate. O abate foi realizado em planta frigorifica
comercial de acordo com o artigo n° 110 do RIISPOA - Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (Brasil 1968).
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Durante a esfola, foram coletadas amostras de tecido muscular (longissimus
thoracis) para extracdo de RNA total e andlise de espectrometria de massa. As
amostram foram acondicionadas em tubo falcon estéril, contendo solucao
estabilizadora (RNA later - BioAgency, Sao Paulo, SP, Brasil) e posteriormente
congeladas a -80 °C. Apds 24 horas de resfriamento da carcaca, entre 0 a 4°C,
durante o processo de corte e desossa, foram separadas amostras de tecido muscular
(longissimus thoracis) na regido entre a 122 e a 132 costela de cada meia carcaca
esquerda para as analises de marmoreio e lipidios totais.

4.2 Analise de Marmoreio e Lipidios Totais

A analise de marmoreio foi realizada por meio da classificacéo visual, usando o
Quality and Yield Grade (2000) do USDA, que varia de 0 a 10, onde O = ausente, 1
praticamente desprovido; 2 = tracos; 3 = ligeiro; 4 = pequeno; 5 = modesto; 6 =

moderado; 7 = ligeiramente abundante; 8 = moderadamente abundante; 9 =
abundante, e 10 = muito abundante. Os lipidios totais das amostras foram
quantificados conforme o método de Bligh e Dyer (1959). As amostras de carne do
musculo Longissimus thoracis com aproximadamente 3,0 g foram transferidos para
um erlenmeyer de 250 mL, onde foram adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
metanol e 8 mL de agua destilada. Apdés a homogeneizacdo das amostras com
bastbes de vidro, os frascos foram colocados em uma mesa horizontal de agitacao
(HITACHI Micro Centrifuga de Alta Velocidade modelo CF16RN himac) por 30 min.
Posteriormente, foram adicionados 10 mL de cloroformio e 10 mL de solucédo aquosa
de sulfato de sodio a 1,5% e as amostras foram agitadas por mais dois minutos,
transferidas para tubos de falcdo de 50 mL e entéo centrifugadas a 1.000 x g por dois
minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o restante foi passado através de papel de filtro para separar os
fragmentos de carne da solugéo que continha os lipidios extraidos. As amostras foram
filtradas em cilindros de medi¢céo de 25 mL. O valor do filtrado foi mantido para ser
utilizado no calculo do lipidio total e 5 mL foram transferidos para um béquer pré-
pesado de 50 mL, seco em estufa, resfriado em dessecador por pelo menos 24 h,
colocado em estufa a 110 ° C até evaporacdo completa do solvente, resfriada num

exsicador (O / N) e pesada novamente. As diferengas no peso inicial do copo (sem
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amostra) e peso final (com amostra apos evaporacdo completa do solvente) foram
usadas para determinar a concentracao lipidica total das amostras.

Apbés a obtencdo dos resultados, os fendtipos dos animais utilizados no
experimento, foram pré-corrigidos para os efeitos fixos de grupo de contemporaneos
e a covariavel idade do animal ao abate, uma vez que os animais foram abatidos em
dias diferentes. Os GC foram definidos como safra e fazenda ao nascimento e grupo
de manejo e fazenda ao sobreano. As solucdes dos efeitos fixos foram obtidas
utilizando um banco de dados com 3755 e 4855 animais para marmoreio e contetdo
de lipidios, respectivamente. Foi utilizado um modelo animal uni-caracteristica por
meio do software AIREMLF90 (Misztal et al., 2014). O modelo na forma matricial &€
representado como:

y=XB+Zu+e,

onde y € o vetor de observag¢des (marmoreio ou lipidios), B é o vetor dos efeitos
sistematicos (GC e idade ao abate), u € o vetor dos efeitos genéticos aditivos
aleatdrios, e € o vetor dos efeitos residuais aleatorios e X e Z sdo matrizes de
incidéncias conhecidas que associam B e u, respectivamente, a y.

Apoés as andlises de correcdes para os efeitos fixos foram identificados dois
grupos de animais (12 por grupo), com fenotipos extremos para cada uma das
caracteristicas, que foram utilizadas nas andlises de expressao génica e proteica

diferencial (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de animais (N), médias ajustadas, desvios-padrdo (DP), valores
minimos e maximos para marmoreio (Escore) e lipidios totais (%) de amostras
musculares de bovinos Nelore com carateristicas extremas para qualidade de carne.

N MEDIAS DP MINIMOS MAXIMOS P-VALOR

Marmoreio Alto 12 4,00 0,27 3,60 4,40 <0,01
Marmoreio Baixo 12 1,90 0,18 1,70 2,10
Lipidios Alto 12 1,19 0,11 1,04 1,35 <0,01
Lipidios Baixo 12 0,50 0,03 0,44 0,57

5. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
5.1 Escolhados genes
Por meio de uma reviséo de literatura aprofundada dos trabalhos publicados em

periodicos, foram selecionados os genes encontrados com maior frequéncia entre 0s
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estudos, relacionados a analise de marmoreio por meio de escore visual e contetudo
de lipidios. Os genes selecionados foram: FABP4, SCD, DGAT1, DGAT2 e PPARG
para marmoreio e SREBF1, LPL, ACACA, BARX2, EGR1, CDS1, STAT5A e HTATIP2

para conteudo de lipidios (Tabela 2 e 3, respectivamente).

Tabela 2: Genes diferencialmente expressos para marmoreio relatados em diversos

trabalhos na literatura e seus respectivos autores.

Gene Autor Método Raca
FABP4 Komolka et al., 2016 Microarray Charolais x Holstein
Lee et al., 2013b RNA-Seq Hanwoo
Lietal., 2018 RNA-Seq Xinjiang brown
Wang et al., 2009 Microarray Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
Wang et al., 2005 Microarray Japanese Black

Piedmontese x Hereford

De Jager et al., 2013 Microarray Wagyu x Hereford

SCD Chen et al., 2015 RNA-Seq Fuzhou Yellow x Limousine x
Wagyu
Komolka et al., 2016 Microarray Charolais x Holstein
De Jager et al., 2013 Microarray Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
Lietal., 2018 RNA-Seq Xinjiang brown
Wang et al., 2005 Microarray Japanese Black
Wang et al., 2009 Microarray Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
DGAT1 Lee et al., 2013b RNA-Seq Hanwoo
Pannier et al., 2010 Genotipagem? Diversas racas Bos Taurus
Thaller et al., 2003 PCR-RFLP? Holstein e Charolais
DGAT2 Bong et al., 2010 SAGE? Korean
De Jager et al., 2013 Microarray Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
Lietal, 2018 RNA-Seq Xinjiang brown
PPARG Limetal, 2011 Network®/qRT-PCR* Hanwoo
Yang et al., 2017 gRT-PCR* Gannan yaks
Duarte et al., 2013 gRT-PCR* Wagyu e Angus

1 Genotipagem SNP especifico, 2 Polimorfismo de Fragmentos de DNA obtidos por Enzimas de
Restricdo, 3 Analise em série da expressdo genética, * PCR em tempo real, ® Plataforma de andlise
visual para perfis abrangentes de expressao génica e meta-analise.
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Tabela 3: Genes diferencialmente expressos para lipidios totais relatados em diversos

trabalhos na literatura e seus respectivos autores.

Gene Autor Método Racas
SREBF1 Leeetal., 2013a RNA-Seq Hanwoo
Yang et al., 2017 gRT-PCR! Gannan yaks
LPL De Jager et al., 2013 Microarray Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
Lee et al., 2013a RNA-Seq Hanwoo
Ding et al., 2012 PCR-SSCP? Wagyu e Angus
Zhang et al., 2017 RNA-Seq Qinchuan
ACACA  Zhang et al., 2009 PCR-RFLP? Piedmontese x Hereford
Wagyu x Hereford
Yang et al., 2017 RNA-Seq
Gannan yaks
Zhang et al., 2017 RNA-Seq
Qinchuan
EGR1 Silva et al., 2019b RNA-Seq Nelore
BARX2 Silva et al., 2019b RNA-Seq Nelore
CDs1 Silva et al., 2019b RNA-Seq Nelore
STAT5A Cesar etal., 2015 RNA-Seq Nelore
HTATIP2 Cesar etal., 2015 RNA-Seq Nelore

1 PCR em tempo real, ?Polimosfismo de conformagéo de filamento Gnico.

5.2 Extracdo do RNA Total

Para a extracdo de RNA total das amostras, foram utilizados 50 mg de tecido
muscular, anteriormente armazenados em RNA later (BioAgency, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e um kit para extracdo de RNA, RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia,

CA, EUA), como descrito pelo protocolo do fabricante.

5.3 Verificacdo da concentracéo e integridade do RNA Total extraido

Por meio da leitura do espectrofotbmetro NanoDrop 1000 Spectrophotomether
(Thermo Fisher Scientific, Santa Clara, CA, EUA, 2007) foi determinada a
concentracdo e a pureza do RNA total nos comprimentos de onda 260nm, 280 nm e

230 nm. Relagbes 260/280 préximas a 2 indicavam amostras mais puras, enquanto
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relacbes menores poderiam indicar a presenca de possiveis contaminantes como
proteinas, substancias residuais do processo de extracdo dos acidos nucleicos e entre
outros absorvidos no comprimento de 280 nm. A proporg¢ao 260/230 foi utilizada como
medida secundaria de pureza.

As razbes estimadas para as amostras estudadas foram proximas a 2 (variando
entre 1,8 a 2,1), sendo assim, o RNA extraido foi considerado um material de boa
qualidade para continuacéo do experimento, por ndo serem detectada evidéncias de
contaminagoes.

Por meio do aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EUA,
2009), o grau de degradacdo do RNA total foi avaliado por eletroferograma no qual
foram observados os picos referentes ao RNA ribossomal 18S e 28S de cada amostra
e o perfil de migracdo do RNA. Além disso, com o Bioanalyzer, determinou-se o indice
RIN (RNA integrity number), que varia de 1 a 10 na escala de qualidade, sendo 10 o
melhor (SCHROEDER et al., 2006).

Os valores de RIN (RNA integrity number) encontrados variaram entre 7,1 e 7,5
(Material suplementar figuras 1 e 2), com média de 7,2, confirmando que as amostras
nao estavam degradadas e que poderiam ser utilizadas na técnica de qRT-PCR.

A quantificacdo do RNA e a contaminacédo por DNA gendmico foi determinada
com Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, 2010). As concentracdes
de RNA total para ambas caracteristicas estudadas variaram de 112ng/uL a 703ng/uL.
Os valores relativos a contaminagédo por DNA gendmico foram insignificantes, ndo

sendo detectaveis pelo Qubit em todas as amostras.

5.4 Sintese da primeira fita de cDNA
Para a sintese da primeira fita do DNA complementar (cDNA) foi utilizado o Kit
SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad,

CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

6. PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL
6.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores
Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados a partir de

sequéncias de nucleotideos de RNA mensageiro obtidas no RefSeq do GeneBank
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(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov), para os 13 pares de oligonucleotideos iniciadores
estudados: FABP4, SCD, DGAT1l, DGAT2 e PPARG para a caracteristica de
marmoreio (Tabela 4) e SREBF1, LPL, ACACA, BARX2, EGR1, CDS1, STAT5A e
HTATIP2 para caracteristicas de lipidios (Tabela 5). Outros trés genes de referéncia
foram escolhidos a fim de normalizar as reac¢des: Beta Actina (ACTB), Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRTT1) (Tabela 6).

O programa Primer Express versédo 3.0 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA,
2019) foi utilizado para desenhar os iniciadores referentes aos genes alvo e referéncia.
Os iniciadores foram selecionados por seu tamanho, o tamanho do amplicon, a
proporcdo de citosina e guanina, Melting Temperature — TM e a inexisténcia de
dimeros e hairpins. Posteriormente, os fragmentos desenhados foram submetidos ao
programa BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), para confirmar
similaridade unicamente com o gene de interesse. Os primers utilizados neste estudo

estao listados na Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores diretos (F) e reversos (R)

utilizados na qRT — PCR para os genes alvo para a caracteristica de marmoreio.

NuUmero de Tamanho do TM do
GENE Acesso (NCBI*) Sequéncia (5’ - 3’) Amplicon Amplicon
(pb2) S
FABP4 F CTGCCACCAGAGTTTATGAGAGA
FABP4 R NM_174314.2 ACCAACATAACCATATCAAAATCAG 54 75
SCD F TGGTCAGCTCCCCTCATAGTAAG
SCDR NM_173959.4 GCTCACCACCATACCACCAAT 57 78
DGAT1-F GGCTCATCTTCTTCTACTGGCTCTT
DGAT1-R NM_174693.2 AACTCGCGGTCTCCAAACTG 70 83
DGAT2-F CCGACGCAGCAGGACATC
DGAT2-R AY675174.1 TTGGTCTTATGCTGGTCGAAGA 61 83
PPARG-F TCAGCTCCGTGGACCTTTCTAT
PPARG -R NM_181024.2 CGGTGGTGAAGGGCTTGAT 60 82

*NCBI: (https://www.ncbi.nim.nih.gov/);* Temperatura De Melting; ? Pares de base.
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Tabela 5: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores diretos (F) e reversos(R)

utilizados na qRT — PCR para os genes alvo para a caracteristica de lipidios.

Ndmero de Tamanhodo TMdo

GENE Acesso (NCBI*) Sequéncia (5’ - 3’) Amplicon  Amplicon
(pb?) (°ch

EGR1 F GACAGCAGCCCCATCTACTCT
EGR1R NM_001045875.1 CCTTGTGGCTCAGGGAAGA 61 84
LPL F TCCTGGAGTGACCGAATCTGT
LPL R NM_001075120.1 TTGGCACCCAACTCTCATACAT 59 80
SREBF1-F TTTCTTCGTGGATGGCAACTG
SREBF1-R NM_001113302.1 CAGTGCTCGCTCCAAGAGATG 62 85
BARX2 -F TGGCCTGCTCTTCCTGAAA
BARX2-R NM_001101266 GGCAGTTCCAAGGCACTGT 60 83
ACACA -F GACTGGGTTGAACGGTTGATG
ACACA -R NM_174224.2 CTGGCATACTGAGCCATTTCC 59 80
CDS1 -F CGCCTCTTGGTTGACTTCTC 59 84
CDS1 -R NCBI: XM_003586222.4 TGATGTCCGTGGGTACAGAAC
STAT5A -F CTAAAGCAGTGGACGGATACG 59 82
STATS5A-R NM_001012673.1 GCAGAGGCGCTCACAAACT
HTATIP2 -F GTGAATGGCTGGTTAGGAAGTT

NM_001040563.1
HTATIP2 -R CCACAGTTATCACTGGCACAGA 58 81

*NCBI: (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/);* Temperatura De Melting; 2 Pares de base.
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Tabela 6: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores diretos (F) e reversos(R) utiliza

dos na gRT — PCR para os genes de referéncia

Tamanho do TM do

NlUmero de

GENE Acesso (NCBI*) Sequéncia (5" — 3’) Amplicon Amplicon
(pb?) (°Cch

GAPDH-F CCGTTCGACAGATAGCCGTAA
GAPDH-R NM_001034034 CGACCTTCACCATCTTGTCTCA 83 69
BACTIN-F CAGCAAGCAGGAGTACGATGAG
BACTIN-R NM_177945 AAGGGTGTAACGCAGCTAACAGT 83 85
HPRT1 -F TGATGAAGGAGATGGGTGGC
HPRT1 -R NM_001034035 CCAACAGGTCGGCAAAGAAC 83 81

*NCBI: (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/);! Temperatura De Melting; 2 Pares de base.

6.2 Titulac&o dos oligonucleotideos iniciadores

Todas as reacdes de gRT - PCR deste trabalho foram realizadas no aparelho
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster, CA, USA), utilizando kit SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Uma fase referente a curva
de dissociacédo foi incluida em todas as reacdes para que sejam monitoradas: 50 °C
por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 60 °C por 1 minuto, em um total de 40 ciclos.
Através do programa 7500 software 2.0.6 (Applied Biosystems Foster, Ca, USA, 2019)
os dados foram analisados.

A determinacdo da concentracdo adequada dos oligonucleotideos nas reacdes
de gRT-PCR foi realizada por meio de diluicdes, onde as concentracdes dos
iniciadores diretos e reversos, variaram entre 100/100, 300/300 e 600/600 nanomolar
(forward/reverse), respectivamente. Todas as reac¢des foram realizadas em triplicatas,
em placas de 96 pocos seladas com adesivo optico. Para isso, foram utilizados 100ng
do pool de cDNA das amostras de tecido muscular para cada par de iniciadores.

Para a realizacao da titulacdo dos oligonucleotideos iniciadores foram utilizadas
nas reacoes 6,25ul de SYBR Green, 2,75ul de agua ultrapura, 1ul de amostra, além
de 1,25ul para cada iniciador (primer). As melhores concentracdes dos primers foram

estabelecidas por meio da andlise da curva de dissociacéo (derivada negativa da taxa



28

de fluorescéncia, - Rn’, em funcdo da temperatura de desnaturagdo) observando a
formacao de um unico pico referente a temperatura de melting (TM). Além disso, foram
escolhidas as combina¢cdes com menores Ct e picos Unicos, que indicam a auséncia
de produtos inespecificos como dimeros ou hairpins.

A partir dos resultados gerados, foi possivel estabelecer as melhores
concentracfes de oligonucleotideos (Material suplementar figura 3, 4 e 5). Na tabela
7 estéo listadas as concentragcdes dos oligonucleotideos iniciadores utilizadas na
amplificagéo dos genes em estudo.

Tabela 7. Melhores concentracfes de oligonucleotideos iniciadores dos genes alvos
(FABP4, SCD, DGAT1, DGAT2, PPARG, SREBF1, LPL, ACACA, BARX2, EGR1,
CDS1, STAT5A e HTATIP2) e dos genes de referéncia (GAPDH, ACTB, HPRTT).

Melhores concentracdes de

Titulagdo dos Genes: oligonucleotideos F/R! (nM) 2

Marmoreio
FABP4 300/300
SCD 300/300
DGAT1 100/100
DGAT2 100/100
PPARG 100/100
SREBF1 100/100
LPL 100/100
Conteudo de lipidios
ACACA 300/300
BARX2 300/300
EGR1 600/600
CDs1 600/600
STAT5A 600/600
HTATIP2 300/300
GAPDH 300/300
ACTB 300/300
HPRT1 100/100

!F:forward (diretos)/R: reverse (reversos); 2nM: nanoMolar

6.3. Curva padréo e eficiéncia de amplificacdo da PCR
Apébs a melhor concentragdo dos iniciadores a ser utilizada no experimento ser

selecionada, foi realizada a construcao da curva padréo para verificacado da eficiéncia
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de amplificacdo, por meio de uma diluicdo em série (2:1) das amostras de cDNA. Para
a realizacao do calculo, os valores do threshold cycle (Ct) sdo plotados em funcéo do
log da quantidade de molécula alvo. Assim, é obtida uma reta, na qual quanto maior
a quantidade inicial de molécula alvo, menor seré o valor do Ct. Uma boa reacéo deve
ter uma eficiéncia entre 90% e 110%, o que corresponde a um coeficiente angular da
curva padréo entre -3,58 e -3,10 (Livak e Schmittgen, 2001; Life Technologies, 2016).
A eficiéncia de amplificagdo deve ser determinada a partir do coeficiente angular da
curva padréao, chamado de slope (Bustin et al., 2009), por meio da equacao:

Eficiéncia da PCR = 10 (-1/slope) — 1

Além disso, foram considerados o coeficiente de determinacgéo (r?) maior ou igual
a 0,99, podendo assim, garantir uma pequena variacao entre as réplicas técnicas, e a
especificidade, que foi avaliada pela curva de desnaturacdo (RIRIE et al., 1997).
Todas as amostras foram ensaiadas em 12,0ul de volume final; sendo 6,25 ul de Syber
Green PCR Master Mix ®, concentracdes do pool cDNA de tecido muscular variando
de 6,25ng, 12,5ng, 25ng, 50ng, 100ng, 200ng, 400ng e a concentracdo 6tima do
oligonucleotideos iniciadores determinada. Todos 0s genes analisados apresentaram

eficiéncia dentro do limiar estabelecido (Material suplementar figura 6 e 7).

6.4 Escolha do Gene de Referéncia

A expressao dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, ou seja,
os valores de expressao sdo normalizados em relagcdo a genes chamados de
“controles enddégenos” ou “genes de referéncia”. O gene de referéncia ideal é aquele
cuja sua expressao nao varia significativamente entre tecidos, estagio de
desenvolvimento e tratamentos (Czechowski et al., 2005). Para certificarmos a
estabilidade dos genes de referéncia escolhidos utilizamos o software Expression
Suite Software v1.0 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA, 2019). Os valores
correspondentes ao escore de variacdo menores que 1,5, sdo considerados
satisfatorios (Expression Suite Software Help, 2016). O escore € uma medida de como
os valores de Ct (cycle threshold) variam em comparagcdo com 0S outros genes
escolhidos como end6genos. Os valores dos genes GAPDH, BETA ACTINA, e HPRT1
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para a caracteristica de marmoreio foram respectivamente: 0,473, 0,461, 0,438 e para

conteudo de lipidios: 0,560, 0,487, 0,457, sendo assim, consideradas satisfatorias.

6.5 Método do Ct Comparativo (AA Ct)

Para o método do Ct comparativo, as amplificacbes dos genes alvo e de
referéncia ocorreram em pocgos diferentes em uma mesma placa (96 pogos). As
reacoes foram realizadas em triplicatas, contendo branco e controle positivo,
garantindo assim a deteccdo de possiveis problemas na corrida, uma vez que as
amostras utilizadas possuem curvas de amplificacdo conhecidas. As condicbes de
reagOes e equipamento utilizado, foram os mesmos exemplificados na titulagdo de
oligonucleotideos iniciadores. Os dados finais da reacao de qRT - PCR foram
transformados em valores de Ct (cycle threshold), representando assim o ciclo inicial
de deteccdo do produto amplificado, anteriormente analisados pelo programa
Expression Suite Software v1.0 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA, 2019).

6.6 Andlises Estatisticas

Apbs a obtencdo dos valores de Ct obtidos por amostra, os dados foram
analisados pelo programa SAS University Edition
(https:/lwww.sas.com/pt_br/software/universityedition/download-software.html). Uma
média geométrica foi realizada dos dados de Ct gerados para os genes de referéncia,
como indicado por Vandesompele et al., (2002). Um modelo linear misto foi ajustado
para analise da expressdo dos genes alvo, como sugerido por Steibel et al., (2009)
como descrito a sequir:

Ygikr = Tig + Dik + €gikr,

onde Ygik = Ct obtido com o software do termociclador para o gene g (média
geométrica dos genes de referéncia e o gene alvo), em poco da placa (réplica técnica)
para a amostra de animal k de tratamento i; Tig representa o efeito do tratamento i na
expressdo do gene g. Dik € um efeito especifico de amostragem aleatdria que capta
as diferencas tal qual extracdo diferencial ou eficiéncias de amplificacdo entre as

amostras. E e, que se refere ao valor de residuo.
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O modelo linear misto utilizado possui vantagem, uma vez que permite computar
p-valor validos com varias hipoteses de interesse (Steibel et al., 2009). Para as
andlises estatisticas no presente estudo, foi definido um valor de p<0,10 para indicar
tendéncias a expressao génica diferencial e valor de p<0,05 para indicar expressao

génica diferencial.

7. ESPECTROMETRIA DE MASSA

As andlises de Espectrometria de Massas Avancada (LC-MS/MS) foram
realizadas com o intuito de detectar proteinas diferencialmente expressas
correspondentes aos genes diferencialmente expressos identificados pela técnica de
PCR em tempo real (RT-qPCR) no presente estudo, uma vez que os mRNAs sao
traduzidos em proteinas, e estas sdo responsaveis pela caracterizacdo final dos
fendtipos dos animais.

As analises foram realizadas de acordo com a metodologia abaixo:

7.1 Extracéo proteica das amostras
As amostras de tecido muscular foram inicialmente lavadas duas vezes com
PBS. O tecido foi pesado, congelado em nitrogénio liquido e pulverizado em almofariz
com auxilio de pistilo. A extracdo das proteinas foi realizada pela adicdo de tampéao
contendo uréia 8M, Tris-HCI 0,15M pH 8.8, detergente O.G. (1-S-Octyl-B-D-
Thioglucopyranoside, Pierce) 0,5% e coquetel de inibidores de proteases 5% (Sigma),
seguida de sonicacéo realizada em 3 ciclos de 1 minuto cada, com amplitude de 30 e
descanso de 2 segundos. Foram adicionados 1 mL de tampé&o para cada 100 mg de
tecido. O extrato proteico foi obtido apds a centrifugacéo a 12.000xg por 5 min a 4°C.
Para as amostras de carne com alto e baixo marmoreio foram encontradas
respectivamente concentracdes médias de 13,21 mg/mL e 20,22 mg/mL de proteina,
com maximo de 20,03 mg/mL e minimo de 9,00 mg/mL para alto marmoreio, e 29,2
mg/mL e 10,8 mg/mL para baixo marmoreio. J4 para as amostras de conteudo de
lipidios, as médias foram respectivamente para alto e baixo lipidios 12,45 mg/mL e
20,09 mg/mL com maximo de 14,90 mg/mL e minimo de 11,00 mg/mL para alto lipidios

e 29,60 mg/mL e 10,04 mg/mL para baixo lipidios.
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7.2 Quantificacao de Proteinas

Para a quantificacdo de proteinas, foi utilizado o método de Bradford com o
reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad). A curva padrao foi
realizada com diferentes diluicbes de BSA, preparadas a partir de estoque adquirido
comercialmente (Protein Standard 200mg/mL, Sigma). As amostras foram distribuidas
nas microplacas em duplicatas de 1uL cada. A absorbéancia em 595 nm foi lida em
espectrofotometro (Molecular Devices, SpectraMax Plus 384). Por meio dos dados
obtidos na quantificacdo, foi estimada a massa total de proteinas presentes nas

amostras.

7.3Preparacdo das amostras para analise proteémica

A preparacao da amostra para a espectrometria de massas avangada consistiu
basicamente de 3 etapas principais: i) reducao e alquilacdo das proteinas, ii) digestéao
enzimatica das proteinas com tripsina e iii) “clean up/desalting” das amostras. Para
isso, foram utilizados 50 pg de cada amostra. Em resumo, as amostras foram
submetidas ao processo de reducdo das pontes de dissulfeto das proteinas pela
adicdo de DTT (ditiotreitol) na proporcdo 1mg DTT/mg proteina e incubacdo por 2
horas em temperatura ambiente seguida da alquilacdo pela adicdo de IA.
(iodoacetamida) na proporcao 3 mg |.A./mg proteina e incubacdo por 1 hora em
temperatura ambiente, no escuro. O volume das amostras foi diluido 5 vezes em
solugao de 0,1 M de bicarbonato de ambnio pH 28,0 obtendo-se um volume final de
500 pL.

As amostras foram entdo incubadas com 1 ug de tripsina (Promega), a 37°C
durante a noite. Previamente a aplicacdo das amostras no espectrémetro de massas,
foi realizado o “clean-up/ desalting” das amostras, utilizando-se a coluna OASIS HLB
Cartridge 1lcc (Waters), conforme descricdo do fabricante. Brevemente, a coluna foi
equilibrada com solucéo acetonitrila 5% contendo &acido férmico 0,1% e a eluicdo do
material de interesse foi realizada com acetonitrila 80%. As amostras foram em
seguida secas em speed vac e aplicadas em espectrometro de massas, conforme

descrito a seqguir.
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7.4Andlise por espectrometria de massas avancada

As amostras digeridas conforme descrito acima, foram analisadas em
espectrometro de massas OrbiTrap Fusion (ThermoScientific), que combina
analisadores de massa de quadrupolo, OrbiTrap e ion trap em um Unico instrumento,
oferecendo o maximo em flexibilidade e utilidade na aquisicdo de dados. Cerca de 1
Mg de cada amostra foram injetados para analise. Os dados adquiridos foram
automaticamente processados pelo Computational Proteomics Analysis System —
CPAS (Rauch et al., 2006). Os peptideos identificados que atingiram o critério minimo
de qualidade foram entdo agrupados em proteinas, utilizando-se o algoritimo Protein
Prophet, e foi gerada uma lista de identificagces com taxa de erro inferior a 2.0%. Foi
utilizado 0 banco de dados Bovine Proteome Uniprot
(https://lwww.uniprot.org/proteomes/UP000009136), como referéncia.

7.5 Analise comparativa e quantificacao

A contagem espectral ou spectral counts, definida como o numero total de
espectros identificados para uma proteina, € aceitdvel como uma medida
semiquantitativa da abundancia de proteinas em estudos protedmicos. As contagens
espectrais, dentro de cada corrida, foram somados as contagens individuais de
proteinas, e entdo divididas (normalizadas), pelas contagens totais em cada corrida.
As contagens espectrais normalizadas foram divididas pelo comprimento da proteina
e os valores foram multiplicados por 100.000, para fins de simplificacdo. O Teste t foi
aplicado para comparar os diferentes grupos. Os critérios para selegéo de proteinas
reguladas, destacadas em cada experimento, foram: proteinas reguladas 1,33 vezes,
para cima ou para baixo, com p<0,05 e proteinas detectadas em um unico grupo em

3 ou mais amostras.

7.5 Analise de enriguecimento

Para a analise de enriquecimento funcional dos fatores de transcrigao que atuam
na regulagdo de genes e proteinas, foi utilizado o plug-in iRegulon para o software
Cytoscape versdo 3.2 (Shannon et al., 2003) , banco de dados MsigDB
(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp), Gene SigDB
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(https://www.genesigdb.org/genesigdb/), GaneSH Clusters
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/software/details/GaneSh).

8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1Expressao Génica Diferencial
8.1.1 Marmoreio
Para a caracteristica de marmoreio, a expressao dos genes FABP4, DGAT]1,
DGATZ2, foram significativamente diferentes (p<0,05), enquanto o gene SCD mostrou
expressdo diferencial entre os grupos com um nivel de significancia de p=0,0786

(Tabela 7), indicando uma tendéncia.

Tabela 7: Expressao dos genes FABP4, SCD, DGAT1, DGAT2 e PPARG em carnes

de alto e baixo marmoreio.

ERRO
GENE GRUPO Fold Change . P - VALOR
PADRAO
ALTO 1 0,37
FABP4 0,0149
BAIXO 0,51 0,37
ALTO 1 0,19
SCD 0,0786
BAIXO 0,92 0,19
DGAT1 ALTO 1 0,15
0,0085
BAIXO 0,78 0.15
ALTO 1 0,20
DGAT2 0,0085
BAIXO 0,74 0,20
ALTO 1
PPARG 0,18 0,1756
BAIXO 0,99

Todos os genes diferencialmente expressos apresentaram maior expressao no

grupo de alto marmoreio, em relagdo ao grupo de baixo marmoreio (Figura 1).
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Figura 1: Expressao relativa dos genes alvo FABP4, SCD, DGAT1 e DGAT2 em

grupos extremos para marmoreio da carne a nivel significancia de 5%* e 10%**.

A proteina de ligacao ao acido graxo (FABP4) foi diferencialmente expressa em
animais com alto marmoreio, evidenciando a acdo do FABP4 na deposi¢éo de gordura
intramuscular. A FABP4 é pertencente a uma familia de proteinas envolvidas na
absorcdo de acidos graxos, transporte e metabolismo (Kaikaus et al., 1990). Os
resultados corroboram com o encontrado em estudos de associacao do gene FABP4
e deposicao de gordura intramuscular em bovinos (Michal et al., 2006; Pannier et a.,
2010; Lee et al., 2013). Wang et al. (2009), encontraram diferenca na expresséo do
gene FABP4 nas primeiras fases da vida em bovinos das racas Wagyu, Piemontes e
Hereford, em musculo longissimus thoracis, ressaltando a sua importancia no
desenvolvimento precoce de adipdcitos em animais com potencial de marmorizagao.
Komolka et al. (2016), também obtiveram maior expressdo do gene FABP4 no
musculo longissimus thoracis de animais cruzados (Charolés x Holstein Friesian) com
alto teor de gordura intramuscular. Lim et al. (2014), em estudo com bovinos Wagyu,
também detectaram maior presenca do gene FABP4 em tecido muscular (musculo
longissimus) de animais do grupo com elevada marmorizacdo. Li et al. (2018),
trabalhando com tecido do musculo longissimus thoracis de bovinos da raga Xinjiang
brown, encontraram diferenca significativa na expressao do gene FABP4 em animais
com alto teor de gordura intramuscular.

O gene SCD, mostrou tendéncia a expressao diferencial (p<0,10), em animais

com maior marmoreio. O Estearoil CoA Dessaturase (SCD) é uma enzima chave na
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lipogénese e a inibicdo da sua atividade prejudica a sintese lipidica (Franck et al.,
2011). O gene é altamente expresso em tecido adiposo branco, tecido adiposo
marrom, glandula meibomiana, glandula harderiana e glandula prepucial sob
condicdes dietéticas normais (Dobrzyn, 2006). Resultados semelhantes ao nosso
foram encontrados por Wang et al. (2009), que em estudo de expressdo génica,
relataram genes diferencialmente expressos, em tecido muscular, durante o
desenvolvimento de gordura intramuscular (marmoreio) em bovinos taurinos cruzados
(Wagyu vs Hereford), observando uma correlacao forte e positiva (0.92) da expressao
do gene SCD com o contetdo de gordura intramuscular. Chen et al. (2015), por meio
de andlises trascriptomica do tecido muscular, em bovinos cruzados japoneses (Bos
taurus), também identificaram maior expressao do gene SCD em animais com alto
marmoreio. Estudos recentes, utilizando a técnica de RNAseq, identificaram genes
diferencialmente expressos no musculo longissimus thoracis em bovinos da raca
Xinjiang brown (Bos taurus), com alto teor de gordura intramuscular, mostrando que o
gene SCD foi diferencialmente expresso para essa caracteristica (Li et al., 2018).

Os genes DGAT1 e DGAT2 foram diferencialmente expressos em animais com
maior escore de marmoreio no presente estudo. A diacilglicerol O-aciltransferase 1 e
a diacilglicerol O-aciltransferase 2 sdo enzimas que catalisam a etapa final da via de
sintese de triacilglicerois, atuando na absorcédo de gordura intestinal, montagem de
lipoproteinas, formacéao de tecido adiposo e lactacdo (Cases et al., 1998). Estudos de
genotipagem mostraram que o gene DGAT1 estd associado com o escore de
marmorizacdo em bovinos em diversas racas taurinas (Pannier et al., 2010). Outros
estudos de polimorfismos (PCR-RFLP) em bovinos holandeses observaram uma
associacdo do gene DGAT1 ao conteudo de gordura intramuscular (Thaller et al.,
2003). Li et al. (2013), trabalhando com polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) em
uma populacéo de bovinos de diversas racas (Angus, Charolais, Hereford, Limousin,
e Simmental) na Suécia, revelaram que o gene DGAT1 também esta associado ao
nivel de marmormorizacdo da carne. De Jager et al. (2013), observaram uma
correlagdo entre um conjunto de genes responsaveis pela sintese e armazenamento
de triacilglicerideos (TAG) e o conteddo de gordura intramuscular em Wagyu X
Hereford e Piedmontese x Hereford cruzado (Bos taurus) e Brahman (Bos indicus).

Esses autores relatam que o DGAT?2 teve correlacdo positiva com o conteudo de
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gordura intramuscular em bovinos Brahman. Li et al. (2018), em estudo de RNA-Seq
com dois grupos de bovinos da raca Xinjiang brown divergentes para conteddo de
gordura intramuscular, encontraram diferenca significativa na expressdo do gene
DGAT2 em animais com alto teor de gordura intramuscular. Nossos resultados
corroboram com os esses estudos, mostrando que DGAT1 e DGAT2 estédo
associados a deposicéo de gordura intramuscular.

O gene PPARG néo teve expressédo diferencial significativa entre os grupos
divergentes para marmoreio em nossos resultados. O receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma y (PPARG) esta envolvido no metabolismo lipidico no
tecido muscular, responsavel por promover a diferenciacao dos adipécitos (Takahashi
et al., 2005). Soretetal. (2016), em estudo de expresséo génica em bovinos Pirenaica
(Bos taurus), com o objetivo de aumentar o conteido de gordura intramuscular
manipulando a densidade de energia da dieta dos animais, observaram que o gene
PPARG nao diferiu entre os grupos experimentais do musculo longissimus thoracis.
Assim como a raca Nelore, a raca Pirenaica, amplamente usada na Espanha, tem
menor tendéncia em acumular contetdo de gordura intramuscular ou marmoreio em
relacdo as demais racas taurinas (Elzo, Johnson, Wasdin, & Driver, 2012; Zhao et al.,
2012; Soret et al.,, 2016). De maneira oposta, Yang et al. (2017), em estudo de
expressao génica diferencial em tecido do masculo longissimus thoracis realizado em
bovinos Gannan yaks, observaram que com o aumento do nivel de energia na dieta,
houve acréscimo na sintese de acidos graxos, resultando na deposicao de gordura
intramuscular por meio da regulacdo positiva da expressao dos genes lipogénicos,
como o PPARG. Duarte et al. (2013), em estudo de expressdo génica no musculo
esternomandibular, comparando duas racas, Wagyu e Angus, com deposi¢ao de
gordura intramuscular distintas, observaram maior expressdo do gene PPARG em

animais da raca Wagyu, que apresentam maior quantidade de gordura intramuscular.

8.1.2 Lipidios
Para a caracteristica de conteudo de lipidios, apenas os genes BARX2 e
STATS5A diferiram significativamente entre os grupos extremos (Tabela 8).
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Tabela 8: Expressao dos genes SREBF1, LPL, ACACA, BARX2 e EGR1 em carnes
de alto e baixo lipidios.

ERRO

GENE GRUPO Fold Change! . P -VALOR
PADRAO

SREBF1 ALTO 1 0,22

0,7366
BAIXO 0,73 0,22
ALTO 1 0,25

LPL 0,7109
BAIXO 0,71 0,25
ALTO 1 0,21

ACACA 0,9070
BAIXO 0,90 0,21
ALTO 1 0,21

BARX2 0,0424
BAIXO 1,09 0,21
ALTO 1 0,31

EGR1 0,8228
BAIXO 0,69 0,31
ALTO 1 0,30

CDS1 0,4572
BAIXO 0,63 0,31
ALTO 1 0,16

STAT5A 0,0066
BAIXO 1,16 0,16
ALTO 1 0,20

HTATIP2 0,1542
BAIXO 1,01 0,21

Os dois genes diferencialmente expressos encontrados, apresentaram maior
expressao no grupo de baixo contetdo de lipidios, em relacédo ao grupo de alto (Figura
2).
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Figura 2: Expresséo relativa dos genes alvos BARX2 e STAT5A em grupos extremos
para conteudo de lipidios da carne a nivel significancia de 5%*.

O gene SREBF1 néo foi diferencialmente expresso entre os grupos divergentes
para a caracteristica de contetdo de lipidios. A Proteina 1c ligadora do elemento
regulatério de esterol (SREBF1) desempenha importante fungdo no metabolismo de
triglicérides e glicose hepaticos (Ahmed e Byrne., 2007). Estudo com SNPs em
bovinos Hanwoo mostrou um efeito significativo do gene SREBF1, também conhecido
como SREBP1, na composicgéo lipidica e conteudo de gordura intramuscular (Lee et
al., 2013).

Nossos resultados mostraram que a lipoproteina lipase (LPL), enzima envolvida
no processo de diferenciacdo de adipocitos (Dani et al.,, 1990), ndo apresentou
diferenca significativa na expressdo do gene para a caracteristica de conteudo de
lipidios em bovinos Nelore. Nosso resultado diferiu dos de Ding et al. (2012) que, em
analise de PCR—-SSCP em bovinos da rac¢a laque, encontrou uma forte associacéo do
gene LPL em relacéo a deposicdo de gordura. Este gene controla o particionamento
de TG (triglicerideos) entre os tecidos adiposo e muscular, aumentando assim a
deposicao de gordura ou fornecimento de energia em forma de &cidos graxos para o
crescimento muscular (Badaoui at al., 2007. Zhang et al. (2017), em trabalho com
analise transcricional do tecido muscular sternomandibularis, em touros e novilhos
chineses da raca Qinchuan, com contetdo de gordura intramuscular divergentes,
também observaram que gene LPL foi diferencialmente expresso, sugerindo
importante papel nas vias de sinalizag&o e contribuindo para melhorar a deposicao de
gordura.

A enzima lipogénica Acetil-CoA carboxilase-a (ACACA) estd associada a
sintese de lipidios em ruminantes e é considerada enzima regulatoria, uma vez que
as mudancas nas suas atividades influenciam na taxa de sintese de &cidos graxos,
promovida pela ativagédo do gene ACACA, por meio da via da insulina (Saltiel e Kahn,
2001; Smith; Witkowki; Joshi, 2003). Entretanto, ao contrario de varios estudos
anteriores, ndo encontramos diferenca significativa na expressao do gene ACACA em
grupos divergentes para a caracteristica de conteudo lipidios em bovinos da raca
Nelore.. Zhang et al. (2010), em estudos com SNPs em bovinos cruzados (Hereford,

Angus, Brangus, Beefmaster, Bonsmara e Romosinuano), observaram uma
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associacdo significativa entre a expressdao do gene ACACA, em tecido muscular
sternomandibularis, em relacdo as caracteristicas relacionadas a lipidios. Estudo
realizado por Bong et al. (2012), mostraram que a castracao regulou positivamente a
expressdo génica lipogénica da acetil-COA carboxilase (ACACA) no musculo
longissimus thoracis em bovinos coreanos. Esses resultados sugerem que a
castracdo contribui para melhorar o efeito de marmoreio por meio do aumento da
captacdo lipidica e da lipogénese, além de diminuir a lipdlise (Bong et al., 2012). A
divergéncia entre nosso resultado para este gene e 0s encontrados na literatura pode
ter ocorrido devido ao fato de termos utilizado animais inteiros em lugar de castrados.

O gene SREBF1, conhecido também como SREPF1, € um fator importante na
transcricdo, e regula a expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico,
como ACACA e LPL. Além disso, o gene SREBF1 esta envolvido na ativacdo da
expressao do fator de transcricdo PPARG (Fajas et al., 1998; Kim et al., 1998). A ndo
expressado diferencial dos genes SREBF1, consequentemente ACACA e LPL, em
animais divergentes da raca Nelore para a caracteristica de conteudo de lipidios, pode
estar sendo influenciada por muitos fatores, como sexo, idade, nutricdo e genética
(Rule et al., 1997).

O gene BARX2 apresentou maior expressao em animais com menor contetdo
de gordura intramuscular. Juntamente a fatores de transcricdo expressos pelo
musculo, 0 BARX2 é responsavel por regular processos iniciais de remodelacdo do
citoesqueleto na diferenciacdo de mioblastos (Makarenkova et al., 2009). Resultado
controverso encontrado por Silva et al. (2019b), em estudo do tecido muscular, por
meio de RNA-Seq, em bovinos Nelore divergentes para conteldo de gordura
intramuscular, que observaram que o gene BARX2 foi regulado positivamente em
animais que continham maior teor de gordura intramuscular.

O gene BARX2 também interage diretamente com os reguladores musculares
positivos da miogénese (Meech et al., 2010), o que leva ao aumento na proporcao de
carne na carcaga e consequentemente, a diminuicdo da deposicao de tecido adiposo
e vice-versa (Arrigoni et al., 2004; Yokoo et al., 2010). Wang et al. (2014), em estudo
realizado com duas racas suinas domésticas (Yorkshire e Landrace), submetidas a
selecdo intensiva para caracteristicas de desenvolvimento e crescimento muscular,

observaram, por meio do sequenciamento, cinco regides no genoma que foram
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selecionadas positivamente e que abrigavam genes relacionados ao crescimento
muscular, dentre eles, o BARX2. Estudo de transcriptoma realizado com animais
divergentes para a caracteristica de area de olho de lombo (AOL) em bovinos Nelore
encontrou expressao significativa do gene BARX2 em animais com maior AOL (Silva
et al., 2019). A expressdo do BARX2 em nosso estudo em animais com menor
conteudo de lipidios pode estar relacionada ao desenvolvimento muscular desses
animais, evidenciando a importante fungéo desse gene no crescimento muscular.

O gene fator de transcrigao de resposta ao crescimento inicial 1 (EGR1), néo foi
diferencialmente expresso para a caracteristica de conteudo de lipidios em bovinos
Nelore. Silva et al., (2019b), em estudo de transcriptoma do tecido muscular utilizando
outra amostra de animais Nelore, divergentes para conteido de gordura
intramuscular, encontraram diferenca significativa na expressédo do gene EGR1, em
animais que continham maior teor de gordura intramuscular. O gene EGRL1 parece ter
influéncia no controle da lipdlise nos adipdcitos, e uma das possiveis formas de induzir
a expressao desse gene é por meio da insulina e nutrientes (Chakrabarti et al., 2013).
Assim, o tempo de jejum dos animais até o momento de abate, pode estar
influenciando nosso resultado, uma vez que a secrecdo da insulina, importante
ativador de EGR1, em periodos de jejum, diminui e consequentemente, ha o aumento
da lipolise (Gonzalez e Silva 2006).

O gene Diacilglicerol Sintese 1 (CDS1) néao foi diferencialmente expresso entre
0s grupos divergentes para contetdo de gordura intramuscular em nossos resultados.
Segundo Qi et al. (2016), em descoberta recente, este gene estd envolvido na
regulacdo da expanséao de goticulas lipidicas, agindo na regulacao do nivel de &cido
fosfatidico no reticulo endoplasmatico. Nosso resultado esta de acordo com o de
Cesar et al. (2015), em estudo similar, que também ndo identificaram expressao
diferencial para este gene, em animais da raca Nelore, em grupos divergentes para a
caracteristica de conteudo de gordura intramuscular. Ao contrario, Silva et al. (2019b),
em estudo de RNA-Seq, em tecido muscular, também com bovinos Nelore,
encontraram expresséo diferencial do CDS1, em animais com maior conteudo de
gordura intramuscular. A divergéncia de resultados pode estar relacionada a multiplos
fatores genéticos e ambientais, podendo afetar a deposi¢éo de gordura intramuscular

em bovinos (Park, et al., 2018). De acordo com Mattos et al. (2000) e Souza et al.
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(2008), a mesma base genética pode ndo ter os mesmos resultados em diferentes
ambientes. Cabe ressaltar que no presente trabalho o fendtipo dos animais foi
ajustado para efeitos de ambiente como grupos de contemporaneos e idade ao abate,
enquanto que Silva et al. (2019b) utilizaram o fenétipo ndo ajustado. Apesar da
importante influéncia do gene CDS1 na formacdo de goticulas lipidicas, e
conseguentemente, no armazenamento de lipidios, a compreensao do crescimento
de goticulas lipidicas ainda é incipiente, e mecanismos reguladores adicionais ainda
precisam ser identificados (Qi et al. 2016).

Nossos resultados mostraram que o gene transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 5A (STAT5A) foi mais expresso em animais com baixo conteddo de
lipidios. As proteinas STAT5 exercem um papel importante nas células adiposas,
sendo altamente induzidas durante adipogénese (Stewart et al., 1999). Nosso
resultado difere do de César et al. (2015) que, em analise de RNA-Seq em bovinos
Nelores, identificaram o gene STAT5A como diferencialmente expresso em animais
com alto contetdo de gordura intramuscular. Estudo realizado por Stewart et al. (1999)
em pré-adipdécitos 3T3-L1 investigando a expressdo de proteinas STAT, observaram
que a expressdo de STATSH5A é aumentada na diferenciacdo e esta fortemente
correlacionada com o fenétipo de adipdcito. Além disso, o autor sugere a STAT5A
como um potencial indutor de genes especificos do tecido, o que contribui para o
desenvolvimento e manutencédo do fen6tipo dos adipécitos (Stewart et al., 1999).

O STATS5A, também pode inibir a expressao de muitos genes nos adipdcitos,
como o gene SLC2A4 (GLUT4), relacionado a sintese dos acidos graxos (Doerrler et
al., 1994). Em camundongos com reducao seletiva de SLC2A4, ha uma reducéo na
captacdo de glicose estimulada por insulina nos adipdécitos e consequentemente na
resisténcia a esse hormoénio (Abel et al.,, 2001). Esses resultados sugerem que
embora as proteinas STAT5 tenham importancia na adipogénese, podem exercer
efeitos negativos sobre a expressdo de alguns genes e consequentemente na
deposicao de lipidios intramuscular (Floyd e Stephens, 2003).

O gene codificador da proteina Interativa 2 do HIV-1 (HTATIP2), nédo foi
diferencialmente expresso para a caracteristica de contetudo de lipidios. A proteina
Interativa 2 do HIV-1 est& relacionada a regulacdo da importacdo nuclear, sendo

importante na fase de transi¢cdo e no metabolismo lipidico (King e Shtivelman, 2004;
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Zhao et al., 2007; Kavanagh et al., 2008; Zhang et al., 2011). Nosso resultado difere
do de Ceésar et al. (2015) que, em analise de RNA-Seq em bovinos Nelores,
identificaram o gene HTATIP2 como diferencialmente expresso em animais com alto
conteddo de gordura intramuscular. No entanto a real fungdo do gene em células
saudaveis relacionada ao metabolismo lipidico permanece desconhecida (Zhang et
al. 2011). Nao foram encontradas mais evidéncias na literatura sobre como a acao

deste gene pode influenciar diferentemente na deposicao de lipidios.

9. PROTEOMICA

A guantificacdo das proteinas diferencialmente expressas foi realizada a fim de
verificar se 0os genes selecionados na literatura, estavam sendo traduzidos em
proteinas.

Por meio de analise de enriqguecimento, foram encontradas as proteinas
reguladas pelos fatores de transcricdo estudados, as quais foram comparadas ao
banco de dados do estudo de protedmica, a fim de verificar se apresentaram traducao
diferencial.

O fator de transcricdo STAT5A, mais expresso no grupo com baixo contetdo de
lipideos, exerce um papel importante como regulador, nas células adiposas, sendo
altamente induzido durante adipogénese, podendo inibir a expressédo de muitos genes
nos adipdcitos. Dentre os genes regulados pelo STAT5A (Figura 8), as proteinas
PRDM1 (PR dominio contendo proteina 1) e COL1A2 (Colageno tipo I, alfa 2),
apresentaram expressao diferencial significativa, ambos mais expressos nos grupos
com alta deposicdo de gordura intramuscular (p<0,05), o que indica a a¢ao inibitéria
do STAT5A sobre a expresséo das proteinas PRDM1 e COL1A2.

A proteina PRDM1, também conhecida por BLIMP1 (a proteina 1 de maturacao
induzida por linfocitos B), atua como repressor da expressdo da proteina Interferon-
Beta (IFNB1), importante para a defesa contra infec¢des virais, diferenciacdo celular
e nas defesas antitumorais (Keller et al., 1991). J4 a proteina COL1A2, ou colageno
tipo 2, tem sido associada a maciez da carne em bovinos de diversas racas (Bailey et
al., 2008; Blanco & Alonso, 2010; Zhang et al., 2011; Fonseca et al., 2017).
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Figura 8: Proteinas reguladas (roxo) pelo fator de transcrigdo STAT5A (verde). Em
amarelo destacam-se as proteinas diferencialmente expressas para conteddo de
lipidios (PRDM1 e CO1A2).

As proteinas traduzidas pelos demais genes que apresentaram expressao
diferencial significativa, FABP4, SCD, DGAT1, DGAT2, e BARX2, ndo foram
detectadas pela analise LC-MS/MS. A baixa correlacdo entre os niveis de expressao
de mRNA e proteina, sugerem que 0s mecanismos de regulacdo génica pos-
transcricionais e traducionais, podem ter influenciado na producgéo final da proteina,
ndo permitindo que os genes diferencialmente expressos fossem traduzidos em

proteinas diferencialmente expressas (Lehninger, 2000).
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Dentre os possiveis eventos pos-transcricionais pode haver acdo dos RNAs de
interferéncia (RNAI), importante mecanismo de silenciamento de genes poés-
transcricional, que regula a expressao de genes codificadores de proteinas, por meio
da eliminacdo do mRNA ou inibicdo da traducao (Hannon, 2002). As modificacdes
pos-traducionais regulam a atividade da maioria das proteinas eucaridticas, e esses
eventos, podem alterar as propriedades de uma proteina por clivagem proteolitica ou
pela adicdo de um grupo modificador a um ou mais aminoacidos. As modificagdes
pés-traducionais de uma proteina podem determinar seu estado de atividade,
localizacéo, turnover e intera¢cées com outras proteinas (Lehninger et al., 2000). Na
sinalizacao, por exemplo, cascatas de quinase sao ativadas e desativadas pela adicdo
reversivel e remocdo de grupos fosfato (Cohen, 2000), e no ciclo celular, a
ubiquitinacdo marca ciclinas para destruicdo em pontos de tempo definidos fazendo
com que sejam encaminhadas ao proteossoma onde serdo degradadas, sendo um
importante mecanismo de controle de permanéncia da proteina no ciclo celular
(Lehninger et al., 2000; Tyers e Jorgensen, 2000).

Outros fatores pés-traducionais que influenciam a correlagdo mRNA-proteina é
a meia-vida das proteinas. As proteinas podem variar o seu tempo de vida util em um
turnover proteico (renovacao de proteinas), que integra a sintese e degradacao de
proteinas variadas. Certas sequéncias de aminoacidos funcionam como sinais que
determinam a localizacao celular, a modificacdo quimica e a meia-vida de uma
proteina, e esta pode variar de alguns segundos a varios dias (Glickman &
Ciechanover, 2002; Pratt et al., 2002).

Além das razbes biologicas, estudos demonstraram uma correlacdo muito
baixa entre os niveis de expressdo de mRNA e proteina em diversas espécies (Gygi,
et al., 1999; Greenbaum et al., 2003; Tian et al., 2004; Dhingra et a., 2005; Rogers et
al., 2008). Isso pode ocorrer devido as divergéncias entre a concentracdo de mRNA e
proteina e aos erros e ruidos nas tecnologias disponiveis, limitando a capacidade de

identificacdo desses substratos (Greenbaum et al., 2003).
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10. CONCLUSAO

A expressao diferencial de genes relacionados a deposicdo de gordura
intramuscular, mais encontrados na literatura, foram validados em uma populacao
comercial de bovinos Nelore, representativa do sistema de criagdo do rebanho
brasileiro, e foram observadas diferencas significativas nos niveis de expresséo dos
genes FABP4, DGAT1, DGAT2, BARX2, STAT5A e SDC. Além disso, as proteinas
PRDM1 e CO1A2, reguladas pelo fator de transcricdo STAT5A parecem exercer papel
importante no processo de deposicdo de gordura intramuscular, podendo ser

possiveis marcadores moleculares para o melhoramento dessa caracteristica.
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Figura 2: Eletroferograma e RIN obtidos para algumas amostras de RNA total extraidas

para a caracteristica de lipidios.
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