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Impacto potencial desta pesquisa

O presente estudo identificou INncRNAs e isoformas de mRNAs relevantes, ampliando o
entendimento dos processos bioldgicos relacionados ao perfil de acidos graxos da
carne. Foram descritas regides gendmicas importantes abrindo caminhos para
pesquisas futuras com o objetivo de elucidar potenciais marcadores genéticos para perfil

de &cidos graxos.

Potential impact of this research

The present study identified relevant IncRNAs and mRNA isoforms, expanding the
understanding of biological processes related to meat fatty acid profile. Important
genomic regions were described opening avenues for future research with the aim of

elucidating potential genetic markers for fatty acid profiling.
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LONG NON-CODING RNAS AND MRNAS ISOFORMS ASSOCIATED WITH THE
FATTY ACID COMPOSITION OF MUSCLE TISSUE IN NELLORE BREED CATTLE

ABSTRACT - In recent decades, considerable attention has been paid to the increase in
beneficial fatty acids (FA) present in foods of animal origin. Traits of economic importance in beef
cattle, as well as the meat fatty acid profile, are polygenic in nature and are influenced by genetic
and environmental factors. In this sense, the RNA sequencing (RNA-Seq) is a technique employed
to examine the expression of functional candidate genes, allowing the identification of significant
molecular mechanisms that lead to variations in pathways responsible for distinct tissue
phenotypes. Therefore, the objective was to study the transcriptome of Nellore cattle muscle,
aiming to identify differentially expressed long non-coding RNAs (IncRNAs) and mRNA isoforms
associated with FAs, through RNA-Seq. For this purpose, 48 animals were sequenced and
phenotyped to seven individual FAs: myristic, palmitic, stearic, oleic, linoleic, conjugated linoleic,
alpha-linolenic; and seven FA groups: sum of saturated FAs, monounsaturated FAs,
polyunsaturated FASs, ®3, 6, PUFA/SFA ratio, and w6/m3 ratio. K-means analysis was employed
to cluster 48 animals into three groups based on their FA patterns. Cluster C1 exhibited
significantly higher proportions (p < 0.05) of polyunsaturated fatty acids (PUFA), including ®3,
6, linoleic, and a-linolenic acids compared with C2 and C3. The proportion of monounsaturated
fatty acids (MUFA) conjugated linoleic acid, and oleic acid in C2 and C3 was significantly (p <
0.05) higher compared to C1, while C3 showed significantly higher proportions (p < 0.05) of
saturated fatty acids (SFA), myristic, palmitic, and stearic acids in comparison to the other
clusters. For transcriptome analysis, a pairwise comparison experiment between two groups (C1
vs. C2, Clvs. C3, and C2 vs. C3) was conducted. The results are presented in Chapters 2 and 3. In
Chapter 2, a total of 265 long non-coding RNA (IncRNA) transcripts were differentially expressed
(p-value < 0.01), being that 75, 113, and 78 identified in the C1 vs. C2, C1 vs. C3, and C2 vs. C3
comparisons, respectively. These INcRNAs were associated with genes belonging to the interferon,
interleukin, G protein-coupled receptor, calponin, and apoptotic Bcl-2 families. Functional
enrichment analysis revealed that many Gene Ontology (GO) terms were associated with the
immune system in genetic profiles with higher saturated fatty acid (SFA) content (e.g,
SERPINEL). In Chapter 3, a total of 65, 26, and 30 mRNA isoforms were differentially expressed
(p-value < 0.01) in the C1 vs. C2, C1l vs. C3, and C2 vs. C3 comparisons, respectively.
Additionally, differentially expressed isoforms, such as C7-203, ADD1-204, OXT-201 and RBM3-
202, were linked to genes affecting polyunsaturated fatty acid content in the C1 vs. C2

comparions, while other mRNA isoforms important for saturated fatty acid content, such as
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EGR1-201, FOSB_mRNA1, and SERPINE1_mRNA1, were identified in the Cl vs. C2
comparison. Moreover, functional enrichment analysis highlighted various terms associated with
fatty acid metabolism, as well as terms related to oxidoreductase activity, lipid transport, and
immune response. This thesis provided insights into potential IncRNA and mRNA isoform
candidates associated with FA in beef cattle, contributing to a better theoretical understanding of
biological processes associated with this feature. This information may contribute to future
research focused into identification of genetic markers to be applied in genetic selection of

animals with better FA profiles.

Keywords: Fatty Acids, genic IncRNAs, lincRNA, mRNA isoforms, RNA-Seq
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RNAS LONGOS NAO CODIFICANTES E ISOFORMAS DE MRNAS ASSOCIADAS A
COMPOSI(;AO DE ACIDOS GRAXOS DO TECIDO MUSCULAR EM BOVINOS DA
RACA NELORE

RESUMO - Nas ultimas décadas, consideravel atencdo tem sido dada ao aumento de acidos
graxos (AG) benéficos presentes em alimentos de origem animal. Caracteristicas de importancia
econdmica na pecuaria de corte, assim como o perfil de acidos graxos da carne, sdo de natureza
poligénica e influenciadas por fatores genéticos e ambientais. Nesse sentido, sequenciamento do
RNA (RNA-Seq) é uma das abordagens utilizadas para identificar transcritos correspondentes a
genes candidatos que provocam variacbes em vias metabolicas, resultando em diferentes
fendtipos. Portanto, o objetivo foi estudar o transcriptoma do musculo de bovinos da raca Nelore,
com o propésito de identificar RNAs longos ndo codificantes (INcRNAS) e isoformas de mRNAs
diferencialmente expressas associados a AG, por meio do RNA-Seq. Para tanto, 48 animais foram
sequenciados e fenotipados para sete individuais: miristico, palmitico, esteérico, oleico, linoleico,
linoleico conjugado, alfa-linolénico; e sete grupos: soma de AG saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados, ®3, w6, razdo PUFA/SFA e razdo w6/w3). A analise K-means foi usada para
agrupar os 48 animais em trés clusters com base em seus padrbes de AG. O cluster C1 apresentou
proporgdes significativamente (p < 0,05) mais altas de AG poliinsaturado, incluindo ®3, ®6,
linoléico e a-linolénico. A proporcdo de AG monoinsaturados, linoleico conjugado e oleico no C2
e C3 foi significativamente (p < 0,05) maior em relagdo ao C1, enquanto o C3 teve propor¢cdes
significativamente (p < 0,05) maiores para AG saturado, miristico, palmitico e estedrico em
relacdo aos demais clusters. Para a analise do transcriptoma o experimento de comparacgdo de dois
grupos (C1 vs. C2, C1 vs. C3 e C2 vs. C3) foi usada. Os resultados foram apresentados nos
capitulos 2 e 3. No capitulo 2, um total de 265 transcritos de IncRNAs foram diferencialmente
expressos (p-value < 0,01), dos quais 75, 113 e 78 foram identificados entre as comparacfes C1
vs. C2, C1 vs. C3 e C2 vs. C3, respectivamente. Os IncRNAs foram associados a genes
pertencentes a familia de interferon, interleucina, receptores acoplados a proteina G, calponina e
apoptoticas Bcl-2. A anélise de enriquecimento funcional mostrou que muitos dos termos da
ontologia genética (GO) estavam associados com o sistema imune para comparacéo (C2 vs. C3),
gue sdo grupos com maior contetdo de SFA (p. ex. IFN-TAU and IFNAG). No capitulo 3, foram
identificados 65, 26 e 30 isoformas de mMRNA (p-value < 0.01) diferencialmente expressas entre as
comparagdes C1 vs. C2, C1 vs. C3 e C2 vs. C3, respectivamente. As isoformas, C7-203, ADD1-
204, OXT-201 e RBM3-202, foram diferencialmente expressa in C1 em ralacdo a C2 e séo
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relacionadas a genes que afetam o contetdo de AG poliinsaturado. Enquanto na comparagdo C1
vs. C2, foram encontradas isoformas de mRNA relacionadas ao conteudo de AG saturado como,
por exemplo, EGR1-201, FOSB_mRNAL, e SERPINE1 mRNAL. Além disso, a analise do
enriquecimento funcional aponta diversos termos associados ao metabolismo de &cidos graxos,
oxirredutase, transporte lipidico e resposta imune. Esta Tese forneceu insights sobre potenciais
candidatos a isoformas de INCRNA e mRNA associados a AG em bovinos de corte, contribuindo
para uma melhor compreenséo tedrica dos processos biologicos associados a esta caracteristica.
Estas informacbes poderdo contribuir para futuras pesquisas focadas na identificacdo de
marcadores genéticos a serem aplicados na selecdo genética de animais com melhores perfis de
AG.

Palavra-Chave: Acidos Graxos, InNcRNAs, lincRNA, isoforms de mRNA, RNA-Seq
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

O interesse do consumidor em alimentos que oferecem excelentes propriedades
nutricionais e sdo benéficos a salde, tém aumentado. Os consumidores estdo cada vez mais
conscientes das relagdes entre dieta e bem-estar, dando origem a um mercado crescente de
alimentos com beneficios comprovados, ou seja, com propriedades funcionais que auxiliem na
prevencdo de doengas e na manutencdo da saude (SCOLLAN et al., 2006).

A carne bovina é um alimento de elevado valor nutricional, sendo uma fonte importante
de proteinas, aminoécidos essenciais, minerais (ferro, zinco e selénio) e vitaminas A, E, D e do
complexo B (B1, B2, B6 e B12) (BRUGIAPAGLIA; LUSSIANA; DESTEFANIS, 2014; DALEY
et al., 2010). Nas ultimas décadas, consideravel atencdo tem sido dada ao aumento de acidos
graxos (AG) benéficos presentes em alimentos de origem animal, especialmente na carne e leite
(GIVENS, 2010; PARODI, 2016; SALTER, 2013; SCOLLAN et al., 2006; SHINGFIELD et al.,
2013). Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3 presentes na gordura da carne, como o0 acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) e o acido docosaexaenoico (DHA,; 22:6 n-3), demonstraram ter
papéis importantes na reducdo do risco de doenca cardiovascular, na prevencdo do cancer, no
desenvolvimento e manutencdo dos tecidos neurais e visuais ao longo da vida (CALDER, 2004,
LEAF et al., 2003).

Além dos beneficios dos AG n-3 na saide humana, os isémeros do &cido linoléico
conjugado (CLA), também tém chamado atencdo devido a suas propriedades bioldgicas
importantes para a manutencdo da sadde (ALDAI et al., 2006). Alguns isomeros de CLA, por
exemplo, os cis 9, trans 11 (c9, t11) e t10, c12 apresentam propriedades fisiol6gicas comprovadas,
incluido fungBes anticarcinogénicas, antiobesidade, antidiabetogénicas, antiaterogénicas,
antiarerosclerose, imunomoduladora e melhora a formacdo dssea (PARK; PARIZA, 2007). As
gorduras presentes em ruminantes € uma fonte natural abundante em ¢9, t11, principal ismero
CLA, comumente conhecido como acido ruménico (KRAMER et al., 1998). Este isémero é
produzido principalmente nos tecidos por dessaturacdo Delta-9 do acido vacénico (MUFA)
(GRIINARI et al., 1999; NUERNBERG et al., 2005; PALMQUIST et al., 2004). Existem relatos
de vinte e quatro diferentes tipos de isdbmeros de CLA presentes naturalmente em alimentos,
especialmente de origem de animais ruminantes, incluindo leite, produtos laticinios e carne
(SEHAT et al., 1998).
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Nesse contexto, pesquisas em todo o mundo tém sido realizadas com o intuito de
melhorar o perfil de AG na carne de ruminantes, e aumentar as concentracdes de AG benéficos a
salde humana, como a proporcdo de AGPI (relacdo n-6/n-3) e reduzir acidos graxos que
podem atribuir algum efeito prejudicial, como o caso dos &cidos hipercolesterolémicos (AGS
como 4&cido palmitico e &cido miristico e insaturados trans) (DUNNE et al., 2011; GULATI,
GARG; SCOTT, 2005; LOTTENBERG, 2009; POUZO et al., 2015; SCOLLAN et al., 2006,
2014; SINCLAIR, 2007). Contudo, como a maioria das caracteristicas economicamente
importantes em bovinos de corte, a composicdo de AG é uma caracteristica poligénica e sofre
influéncia de fatores genéticos e ambientais. Além disso, melhorar o perfil de AG da carne bovina
é desafiador devido a extensa lipdlise e biohidrogenacdo de lipidios da dieta pelo microbiota
ruminal (AHMED et al., 2019; BERTON et al., 2016; FERRINHO et al., 2018). Para contornar
isto, e conseguir melhor essa caracteristica em médio e longo prazo tem sido aplicado estratégias
alimentares (FERRINHO et al., 2018; MWANGI et al., 2021; NOGOY et al., 2022) combinadas a
selecdo genética (CHIAIA et al., 2017; ZHU et al., 2017a), buscando obter fontes de proteinas
com perfil lipidico mais saudavel para atender a crescente demanda dos consumidores mais
exigentes e conscientes em relacdo a uma alimentacdo saudavel e producéo sustentavel.

No ponto de vista genético, as caracteristicas complexas sdo controladas por diversos
genes e suas isoformas, que atuam em praticamente todos os niveis de regulacdo da expressdo
génica e de proteinas que induzem as diferencas no perfil de acidos graxos. Além disso, estudos
relataram que a classe de RNAs reguladores, dentre eles, o0s RNAs longos ndo codificantes
(IncRNAs), desempenham um papel crucial na regulacdo da expressdo génica eucaridtica
(DERRIEN et al., 2012; RAPICAVOLI et al., 2013; ZHU et al., 2017b). Varios estudos relatam a
frequéncia de IncRNAs associados a susceptibilidade a mastite clinica (TONG et al., 2017), a
resposta imune (GUPTA et al., 2019), mecanismos muscular em bovino (BILLEREY et al., 2014),
a gqualidade de carne em bovinos Nelore (Muniz et al., 2022). Atualmente, 0 conhecimento sobre
0s mecanismos moleculares para a expressdo de fen6tipos de qualidade da carne bovina regulados
por eventos de splicing alternativo e regulacdo génica envolvendo IncCRNAs séo ainda limitados,
uma vez que se trata de uma caracteristica de dificil mensuracdo influenciada por diferentes
processos bioldgicos.

A utilizacdo da ferramenta RNA-Seq tem tornado possivel quantificar novas isoformas de
genes expressos gerados através de eventos de ‘“splicing” alternativo, além de auxiliar na

identificacdo de possiveis INCRNA, de maneira mais precisa quando comparado com outras
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metodologias de andlise de expressdo génica, como analise da expressdo génica em série (SAGE,
Serial analysis of gene expression) e microarranjos (CORCHETE et al., 2020; MALONE;
OLIVER, 2011; TANG et al., 2011; WANG et al., 2009). Portanto, RNA-Seq é uma relevante
ferramenta para esclarecer os mecanismos subjacentes de caracteristicas complexas, permitindo
uma melhor compreensao da regulacéo genética do fendtipo pertencente a caracteristicas interesse
(TI1ZIOTO et al., 2015). Os resultados deste trabalho podem melhorar o conhecimento biolégico
associado a composicdo dos AGs da carne bovina e fornecer conhecimento para auxiliar no

desenvolvimento de estratégias de melhoramento da qualidade da carne.
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5. CONCLUSION

This study identified mRNA isoforms of genes that acts on to the modulation of beef FA
profile in the Longissimus thoracis of Nellore cattle finished in feedlot. Among these mMRNA were
highlighted, C7-203, OXT-201, ADD1-204, RBM3-202 and UBE2V1_mRNA1l as potential
regulatory mRNAs of PUFA, ®3 and alpha-linolenic; THRSP-201, ERG1-201 and FABP4-201 as
potential regulatory mRNAs for MUFA, SFA and palmitic acid. New mRNA isoforms associated
with the content of 3 (CIDEC_mRNAL and UBE2V1_mRNA1), MUFA (ADIPQO_mRNA1) and
SFA (SERPINE1_mRNAL) were also identified. These mRNA isoforms were associated with
biological mechanisms involved in immune response, inflammation, lipolysis, oxidation, fatty acid
binding and adipogenesis. Our findings make a valuable contribution to the identification of
potential biomarkers for complex and economically important traits. They highlight reliable
genomic regions for future studies of genetic markers and can help in the selection of animals with

a better profile of bovine fatty acids for human health.
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