RESSALVA

Atendendo solicitacao do autor, o
texto completo desta tese sera
disponibilizado somente a partir

de 10/07/2023.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

MARCO ANTONIO PERPETUO DE SOUSA

Identificacdo de novos microRNAs em tecido testicular de

bovinos Bos indicus

Aracatuba
2023



MARCO ANTONIO PERPETUO DE SOUSA

Identificacao de novos microRNAs em tecido testicular de

bovinos Bos indicus

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, como parte dos requisitos para obtenc¢éo
do titulo de Doutor em Ciéncia Animal.

Orientadora: Profa. Dra. Marina Rufino Salinas
Fortes

Coorientadoras: Profa. Dra. Flavia Lombardi
Lopes e Profa. Dra. Andressa Oliveira de Lima

Aracatuba
2023



Sousa, Marco Antonio Perpétuo de
S725i Identificacdo de novos microRNAs em tecido testicular de bovinos
Bos indicus / Marco Antonio Perpétuo de Sousa. -- Aracatuba, 2023

101 p. @il tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Medicina Veterinaria, Aragatuba
Orientadora: Marina Rufino Salinas Fortes

Coorientadora: Flavia Lombardi Lopes, Andressa Oliveira de Lima

1. microRNA. 2. Anotacdo Funcional. 3. Reproducéo. 4. Bovinos. |.
Titulo.

Sistema de geragao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Medicina Veterinaria, Aragatuba. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

Cémpus de Aracatuba

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo:
Identificagéo de novos microRNAs em tecido testicular de bovinos Bos indicus

AUTOR: MARCO ANTONIO PERPETUO DE SOUSA
ORIENTADORA: MARINA RUFINO SALINAS FORTES
COORIENTADORA: FLAVIA LOMBARDI LOPES
COORIENTADORA: ANDRESSA OLIVEIRA DE LIMA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de Doutor em Ciéncia Animal,
area: Medicina Veterinaria Preventiva e Produgo Animal pela Comiss&o Examinadora:

M (o=
Sl tinug e

Profa. Dra. MARINA RUFINO SALINAS FORTES (Participagao Virtual)
The University of Queensland

Prof. Dr. YURI TANI UTSUNOMIYA (Participagao Presencial)

Programa de Pés-Graduag&o em Ciéncia Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria - Campus de
Aracatuba/UNESP

Prof. Associado GUILHERME DE PAULA NOGUEIRA (Participacao Presencial)

Departamento de Producdo e Salide Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria - Campus de
Aragatuba/UNESP

Dr. DANIEL ROBERT ARNOLD (Participagao Presencial)
Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Université de Montreal, UdeM, Canada

Profa. Dra. ELIANE PATRICIA CERVELATTI (Participagao Presencial)
Centro Universitario Catolico Salesiano Auxilium / Unidade de Aracatuba

Aracatuba, 10 de julho de 2023.

Faculdade de Medicina Veterinria - Campus de Aragatuba -
Rua Clévis Pestana, 793, 16050680, Aragatuba - Sa0 Paulo
http:/fwww.fmva.unesp. br/#!/pos-gradt g NPJ: 4803191800390!




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Aracatuba

CERTIFICADO DE APROVAGAO

Titulo:

Identificagéo de novos microRNAs em tecido testicular de bovinos Bos indicus

AUTOR: MARCO ANTONIO PERPETUO DE SOUSA
ORIENTADORA: MARINA RUFINO SALINAS FORTES
COORIENTADORA: FLAVIA LOMBARD! LOPES
COORIENTADORA: ANDRESSA OLIVEIRA DE LIMA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengao do Titulo de Doutor em Ciéncia Animal
area: Medicina Veterinaria Preventiva e Produgdo Animal pela Comissio Examinadora:

Profa. Dra. MARINA RUFINO SALINAS FORTES (Participagao Virtual)
The University of Queensland

Prof. Dr. YURI TANI UTSUNOMIYA (Participagao Presencial) CEMM :

Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria - Campus de
Aracatuba/UNESP

Prof. Associado GUILHERME DE PAULA NOGUEIRA (Participacao Presencial)

Departamento de Produgdo e Satde Animal / Faculdade de Medicing |

eterinaria - Campus de
Aracatuba/UNESP

S
'\\\\Q,

NS

Profa. Dra. ELIANE PATRICIA CERVELATTI (Participagao Presencial) £ e fon\ svees Clnw cackt
Centro Universitario Catolico Salesiano Auxilium / Unidade de Aracatuba

Dr. DANIEL ROBERT ARNOLD (Participagao Presencial)
Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Université de Montreal, UdeM, Canada

Aragatuba, 10 de julho de 2023.

Facuidade de Medicina Veteringna - Cémpus de Aragatuba
Rua Clovis Pestana, 783 16050880, Aragatuba - Sho Paulo
nitp Hwew lmva unasp tri#iposgraduscacimestiado-doutorade/CNPY 48031918003606



A minha amada mde Claudia,
mulher forte como rocha,

e a Melissa e Nicholas,

filhos maravilhosos!

Amo vocés!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, em especial ao
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria — Campus de Aracatuba.

A CAPES. O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001.

A professora Marina Fortes, que aceitou o desafio de me orientar enfrentando
os percalcos da distancia, contribuindo imensamente para minha formacao académica
e cientifica. Uma pessoa maravilhosa que tem a minha profunda gratidao, respeito e
admiracao.

A minha coorientadora, Andressa Oliveira de Lima que participou intensamente
da elaboracédo deste trabalho sempre a disposicdo para inUmeras horas de reunides
online enfrentando as dificuldades do fuso horério. Se cheguei até aqui foi por sua
dedicacao.

A minha coorientadora Flavia Lombardi Lopes por ter acreditado em mim e
aberto as portas para a minha vida académica na pos-graduacdo. Obrigado por
sempre poder contar com seus conselhos, seja na vida académica ou pessoal.

A Juliana Afonso por sua disponibilidade nas inimeras reunides online e por
compartilhar seu valoroso saber cientifico, sempre indicando opc¢fes e caminhos para
solucionar os mais diversos desafios deste trabalho. Minha eterna gratidao.

A Flavia Athayde por sua mentoria bioinformatica, compartilhado seu
conhecimento cientifico e encarando muitas horas de reunides, dando suporte para a
realizacdo deste trabalho. Muito obrigado pela parceria académica e pessoal.

Aos meus colegas do Laboratorio de Bioinformatica pelo apoio, dedicacao e
companheirismo.

A todos os professores das disciplinas cursadas e todos os colegas de turma,
parceiros na elaboracéo e apresentacao de trabalhos.

A todos os amigos que fiz na organizagédo dos Simposios da Pos-Graduacéo.

Foram momentos incriveis.



A Daniela Denadai, minha dupla preferida na pés-graduacéo, pelo apoio em
toda a minha jornada académica e pessoal. Por sempre me socorrer nos momentos
em que mais precisei.

Ao Professor José Fernando Garcia por ter me aceitado como estagiario
durante o Programa de Aperfeicoamento e Apoio a Docéncia no Ensino Superior
(PAADES). Obrigado pela cordialidade, professor!

Ao Professor Paulo Patto, coordenador da pds-graduagdo por sua pronta
disponibilidade, cordialidade e profissionalismo.

Aos funcionarios do Departamento de pdés-graduacdo por sua costumeira
cordialidade.

A Biblioteca da FMVA, em especial a Cristina Alexandra de Godoy, pela
disponibilidade e gentileza no auxilio das corre¢fes desta tese.

A todos os meus queridos alunos, com 0s quais sempre compartilhei os
desafios e conquistas da vida académica e cientifica e que, em cada pequena
realizacdo no ambiente escolar e pessoal me fazem acreditar que tudo vale a pena.

A Secretaria da Educacédo do Estado de S&o Paulo, Diretoria de Ensino de
Aracatuba-SP, Diretores Escolares e, em especial, a Gerente de Organizacéo Escolar
Katia da escola EE Prof? Purcina Elisa de Almeida pelo afastamento das fun¢fes de
professor de Biologia que foi concedido durante a realizacédo deste trabalho.

A minha familia, minha mée Claudia, meus irmdos Paulo, Simone e Camila,
filnos Melissa e Nicholas, sobrinhos Thamires, Junior, Clara, Maria Paula, Rafaela e
Ravi (além do bebé que esta vindo), cunhados Jilly, Cassio e Daniela, primos Rodrigo
e Thiago (parceiros na elaboracdo das imagens) e demais familiares, por estarem
sempre comigo, torcendo e vibrando a cada vitéria. Da Ultima casa da Ultima rua. Essa

€ para VOCcés e por vocés.



“Se te apetece esforcar, esforca-te;

se te apetece repousar, repousa;

se te apetece fugir, fuja;

se te apetece resistir, resista;

mas saiba bem o que te apetece,

e ndo recue ante nenhum pretexto,

porque o universo se organizara para te dissuadir”.

Friedrich Nietzsche



SOUSA, M. A. P. Identificacdo de novos microRNAs em tecido
testicular de bovinos Bos indicus. 2023. 101 f. Tese (Doutorado) —
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RESUMO

Os consoércios de anotacdo gendmica funcional fornecem um recurso
valioso para pesquisadores no mundo todo. A subespécie Bos indicus tem
importancia economica relevante devido sua adaptacéo a climas tropicais
e seu genoma requer melhor anotagcdo. Os microRNAs sdo pequenos
RNAs enddgenos que atuam na regulacdo da expressao génica atraves
da repressao pos-transcricional, ligando-se ao RNA mensageiro de seus
genes alvo, levando-os a degradacéo. O presente trabalho investigou a
ocorréncia de novos microRNAs em tecido testicular de bovinos Bos
indicus. ldentificamos 85 novos possiveis mMiIRNA em 27 cromossomos
sendo 48,24% expressos na cauda do epididimo, 21,18% no caput do
epididimo e 17,65% no parénquima testicular, dos quais 14 apresentaram
similaridade com 19 miRNAs anotados em outras espécies. OS novos
MIRNAs ocorreram em 978 regioes de QTL, sendo que 12,68% destas
regides estdo relacionadas com reproducéo e fertilidade. A predicao de
ligacdo dos novos miRNAs com seus genes alvo identificou 10 hub
MIiRNAs dos quais 8 tiveram vias enriquecidas para seus genes alvo. O
presente estudo descreveu novos mMIRNAs em tecido testicular e
acrescenta informacdes para o0 genoma de animais Bos indicus
fornecendo caminhos para formulacdo de novas hipéteses e elucidacao
de processos biolégicos, possivelmente relacionados com a fertilidade e

reproducao.

Palavras-chave: microRNA. Anotacao funcional. Reproducgé&o. Bovinos.



SOUSA, M. A. P. Ildentification of new microRNAs in Bos indicus
bovine testicular tissue. 2023. 101 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de

Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Functional genomic annotation consortia provide a valuable resource for
researchers worldwide. The Bos indicus subspecies has relevant
economic importance due to its adaptation to tropical climates, and its
genome requires better annotation. MicroRNAs are small endogenous
RNAs that act in the regulation of gene expression by post-transcriptional
repression, binding to the messenger RNA of their target genes and
leading them to degradation. This study investigated the occurrence of
new microRNAs in Bos indicus bovine testicular tissue. We identified 85
new possible mMiIRNAs on 27 chromosomes, of which 48.24% were found
in the epididymal tail, 21.18% in the epididymal caput, and 17.65% in the
testicular parenchyma. Fourteen of these new miRNAs showed similarity
with 19 miRNAs annotated in other species. The new miRNAs occurred in
978 QTL regions, of which 12.68% were related to reproduction and
fertility. Prediction of the target genes for the new miRNAs identified 10
hub miRNAs. Out of these 8 hub miRNAs had enriched pathways for their
target genes. This study described new miRNAs in testicular tissue and
added information to the Bos indicus genome, providing paths for
formulating new hypotheses and elucidating biological processes,

potentially related to fertility and reproduction.

Keywords: microRNA. Functional annotation. Reproduction. Bovine.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador de carne bovina do mundo. O rebanho brasileiro
ultrapassou 224 milhdes de cabecas de gado em 2021. No mesmo ano o valor bruto
nominal da producdo de leite e carne e leite somados foi aproximadamente 196
bilhdes de reais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -IBGE,
2021; MILLEN et al., 2011). As duas subespécies Bos taurus e Bos indicus possuem
0 mesmo ancestral (Bos primigenius) e tendo origem entre 280.000 e 330.000 anos
atras (UTSUNOMIYA et al., 2019). As racas zebuinas (Bos indicus) sdo originarias da
india e representam mais de 80% do efetivo bovino nacional. A raca Brahman surgiu
nos EUA, foi introduzida no Brasil em 1994 e hoje esta presente em mais de 70 paises
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS CRIADORES DE ZEBU - ABCZ, 2023;
ASSOCIAC;AO DOS CRIADORES DE BRAHMAN DO BRASIL - ACBB, 2023).

Quando comparado com Bos taurus, os bovinos Bos indicus apresentam uma
série de caracteristicas genéticas adaptativas que favorecem sua criacdo em regides
tropicais (BURROW, 2012; CARDOSO et al., 2021; PORTO-NETO et al., 2014). Entre
elas podemos destacar a tolerancia a parasitas internos e externos, o uso de forragens
de baixa qualidade e a resisténcia ao calor (UTSUNOMIYA et al., 2019). A resisténcia
aos efeitos deletérios devido a exposicao a altas temperaturas € observada a nivel
celular, uma vez que embrides de Bos indicus sdo menos propensos a inibicdo de
desenvolvimento quando expostos ao calor que embrides de Bos taurus assim como
a taxa de conversao alimentar, producéo de carne e leite, taxa de crescimento e
fertilidade (HANSEN, 2004).

Apesar do fato das duas subespécies apresentarem taxas de sudorese
parecidas, animais Bos indicus possuem glandulas sudoriparas em maior densidade
(MORRELL, 2020). Em condicbes de aumento de temperatura, a resposta na
alteracdo das taxas de transpiracdo e respiracdo entre 0s dois grupos ocorreu com
diferenca de 8°C, sendo que o grupo Bos taurus foi mais sensivel a variacao
(MORRELL, 2020). O metabolismo basal de Bos indicus € menor que o de Bos taurus
(HANSEN, 2004) gerando menos calor. Os touros Brahman possuem a pelagem
curta, lisa e com cores claras, portanto S40 menos propensos ao estresse térmico.
Essas caracteristicas sdo importantes para a bovinocultura em regiées quentes e

Uumidas, ou seja, na maior parte do Brasil.
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