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ANALISE DO PERFIL DA EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS COM A
EFICIENCIA ALIMENTAR DE ANIMAIS DA RACA NELORE

RESUMO - O Brasil se consolidou como um dos principais produtores e
exportadores mundiais de carne. Entretanto, diversas culturas (animal/vegetal) tém
competido com a bovinocultura por espaco e importancia na balanca comercial
brasileira. Assim, o melhoramento genético animal tem tido, no Brasil, papel
fundamental na pecuéaria de corte de forma a manter crescentes 0s niveis de
producdo ocupando o mesmo espaco e a baixo custo. A eficiéncia alimentar € uma
caracteristica produtiva de extrema importancia, porém nao esta sendo considerada
nos programas de avaliacdo genética no pais, devido ao fato de a mensuracao ser
onerosa e tardia. Nesse cenario a genética molecular pode contribuir para a
implementacédo da selecdo dessa caracteristica em programas de melhoramento por
meio da identificacdo de genes importantes para eficiéncia alimentar. O presente
estudo objetivou comprovar o padrdo de expressdo de genes diferencialmente
expressos previamente identificados por sequenciamento de RNA (RNA-seq) em
animais extremos para eficiéncia alimentar. Nesse contexto foi adotada a
metodologia de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) a fim de estabelecer uma
relacdo quantitativa entre nivel de expressao génica e a eficiéncia alimentar em uma
populacdo experimental de 83 animais da raca Nelore avaliados para diferentes
medidas de eficiéncia alimentar. Um subgrupo composto por 20 animais extremos
para 0 consumo alimentar residual (CAR) foi avaliado quanto ao padrédo de
expressdo global pela tecnologia de RNA-seq para identificacdo de genes
diferencialmente expressos (DE). A partir dos genes DE identificados foram
selecionados seis genes candidatos (PPP1R26, FABP1, FADS2, RGS2, SLC2A5 e
UCP2) com base nos valores de “Fold Change” e sua funcdo metabdlica para a
caracteristica em estudo. As qPCR foram realizadas para identificar associacdes
entre o nivel de expressdo dos seis genes alvo com as medidas de eficiéncia
alimentar. Observou-se associacdo (P <0,05) entre o gene FABP1 com consumo
alimentar residual e ingestdo de matéria seca. Além disso, o gene SLC2A5 foi
associado (P <0,05) com as medidas indice de Kleiber e taxa relativa de
crescimento. Em ambos os casos um aumento do nivel de expresséao foi associado
com diminui¢cdes nos valores das medidas fenotipicas. Assim, FABP1 e SLC2A5
podem ser potenciais candidatos para estar envolvido com a eficiéncia alimentar. Os
resultados obtidos aqui sdo um grande avanco no estudo desta complexa
caracteristica além de contribuir para melhor compreensdo dos mecanismos
bioldgicos envolvidos.

Palavras - chave: Bos indicus, consumo alimentar, expressao génica
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PROFILE ANALYSIS OF GENE EXPRESSION OF CANDIDATES WITH
FOOD EFFICIENCY ANIMALS BREED NELORE

ABSTRACT - Brazil is one of the leading producer and exporter of meat.
However, different livestock and plant production have been competing with cattle for
space and importance in Brazilian trade balance. Thus, the animal breeding has
played a key role in beef cattle to increase production levels occupying the same
space at lower costs. Feed efficiency is a productive trait of extreme importance, but
it has not been considered in genetic evaluation programs in our country. This is
probably due to the fact that the measurement is costly and late. In this scenario
molecular genetics may contribute to the implementation of this trait in breeding
programs by identifying candidate genes for feed efficiency. The present study aimed
to confirm the differential gene expression levels of candidate genes previously
identified by RNA sequencing (RNA-seq) in extreme groups of animals evaluated for
feed efficiency. We adopted the real time quantitative PCR methodology (QPCR) to
verify a quantitative relationship between the level of gene expression and feed
efficiency in an experimental population of 83 Nelore cattle evaluated for different
feed efficiency traits. A subgroup composed of 20 animals extreme for Residual Feed
Intake (RFI) was evaluated for overall standard of expression by RNA-seq
technology to identify genes differentially expressed (DE). From the identified DE
genes six candidate genes were selected (PPP1R26, FABP1l, FADS2, RGS2,
SLC2A5 and UCP2) based on fold change values and its metabolic function related
to feed efficiency. The gPCR analyses were performed to confirm association
between the expression level of the six target genes with measures of feed
efficiency. It was observed association between the FABP1 gene with residual feed
intake and dry matter intake (P <0.05). Also, the SLC2A5 gene was associated with
Kleiber index measurements and relative growth rate (P <0.05). In both cases an
increase in the expression level was associated with decreases in the values of
phenotypic measurements. Thus, FABP1 and SLC2A5 may be potential candidates
for being involved with feed efficiency. The results obtained here are a breakthrough
in the study of this complex trait and can help to a better understanding of the
molecular mechanisms of this trait.

Key - words: Bos indicus, feed intake, gene expression



INTRODUCAO

A bovinocultura de corte € um dos principais destaques do agronegdécio
brasileiro no cenario mundial, sendo o Brasil o segundo pais com o maior rebanho
efetivo do mundo, em que 80% do gado de corte é da raca Nelore ou de seus
cruzamentos, o que equivale a mais de 100 milh6ées de cabecas (ACNB, 2014).

Mudancas estruturais importantes estdo acontecendo na pecuaria brasileira,
principalmente pela disputa por area com grdos e cana-de-acUcar. Assim, a
competicdo da pecuaria com areas agricultaveis prosseguira e ira exigir que a
bovinocultura de corte seja cada vez mais eficiente no Brasil (POLL et al., 2013).
Devido a demanda de eficiéncia dentro do sistema de criacdo da bovinocultura, os
programas de melhoramento animal devem selecionar caracteristicas que
contribuam significativamente para o alcance desta meta.

A eficiéncia alimentar € uma das principais caracteristicas a ser considerada,
pois aumentara o potencial genético para que 0s animais tenham menor consumo
de alimento mantendo os mesmos niveis de producdo. Desta forma sera possivel
diminuir o custo para o produtor, ja que a alimentacdo representa a maior despesa
de todo o sistema de producdo (NKRUMAH et al., 2006). Além disso, contribuira
para a solucdo da competicdo por areas, pois segundo Basarab et al. (2003),
animais mais eficientes contribuem para a reducéo de area de pasto.

Ao longo dos anos, muitas medidas diferentes de eficiéncia alimentar tém sido
propostas. Tradicionalmente, a eficiéncia tem sido definida como uma razdo de
conversdo alimentar (CA) (kg de consumo: kg de ganho) (KOCH et al., 1963;
ARCHER et al., 1999; ARTHUR et al., 2001; MOORE et al., 2008). Entretanto, a CA
€ um parametro altamente correlacionado geneticamente com aumento do tamanho
e do peso adulto das vacas, o que € indesejavel por comprometer a eficiéncia
reprodutiva , bem como reduzir o ganho de peso no setor de cria (MOORE et al.,
2008; LANNA et al., 2003). O consumo alimentar residual (CAR) é a medida de
eficiéncia alimentar mais estudada em bovinos de corte nas ultimas duas décadas
(MERCADANTE et al.,, 2013). A correlacdo genética entre CAR e o tradicional
parametro conversao alimentar € moderada (ARCHER et al., 2001), sugerindo que

essas caracteristicas sado reguladas por genes diferentes.



Devido a dificuldade de mensuracdo, a deteccdo de genes candidatos que
influenciam a eficiéncia alimentar pode contribuir significativamente para o0s
programas de melhoramento genético de bovinos de corte. Segundo Nkrumah et al.
(2006) uma avaliacdo das diferencas na expressdo nos genes envolvidos e
associados em certos tecidos metabolicamente ativos, tais como figado e trato
gastrointestinal, pode ajudar a explicar parte dos mecanismos moleculares que
conduzem as variacdes no gasto de energia. Isto pode ser ainda mais importante
nos ruminantes, devido ao tamanho relativamente grande das visceras, em relacao
ao corpo todo.

Com a finalidade de contribuir para a compreensdo dos mecanismos
biolégicos que concorrem para a variagcdo na eficiéncia alimentar, o objetivo do
presente estudo foi avaliar, via PCR quantitativa, a relacdo entre o padrédo de
expressao de genes candidatos no figado de animais da raca Nelore e as medidas

de eficiéncia alimentar.



REVISAO DE LITERATURA

1. Situagao atual da bovinocultura

A bovinocultura é um dos destagues do agronegdcio brasileiro ocupando a
segunda posicdo no “ranking” mundial com o maior rebanho efetivo e comercial
(SEAB, 2013). De acordo com o balangco da pecudria, realizado pela Associacao
Brasileira da Industria Exportadora de Carne (ABIEC) (2014), o Brasil conta com um
rebanho total de 210 milhdes de cabecas. Do total de bovinos, 80% do gado de corte
sao Nelore ou seus cruzados, o que equivale a mais de 100 milhdes de cabecas
(ACNB, 2014). Aproximadamente 20% da carne produzida no Brasil é exportada
(ABIEC, 2015) e, desde 2004, o pais € lider nas exportacbes de carne, sendo
responsavel por um quinto da carne comercializada internacionalmente e com
vendas em mais de 180 paises (MAPA, 2013 a).

Como a maior parte do rebanho é criada a pasto, estima-se que em 2011 apenas
8,6% dos animais abatidos foram terminados em confinamento (ABIEC, 2014). Essa
escolha depende do custo das terras, custos fixos dos confinamentos, custo da
alimentacao, entre outros (RAUPP; FUGANTI, 2014).

Uma vez que a rentabilidade desse sistema € dependente das “entradas” e
‘saidas”, e 0 maior custo na maioria dos empreendimentos pecuarios é o
fornecimento de alimentos aos animais, existe crescente interesse pelo uso de
indices de eficiéncia alimentar (EA), estes sdo de grande importancia para melhorar
economicamente e ambientalmente a industria de bovinos de corte (HERD et al.,
2003; ARTHUR et al., 2004).

2. Eficiéncia alimentar (EA): conceitos e importancia econémica

A eficiéncia alimentar (EA) é definida pela quantidade de produto animal por
guantidade unitaria de alimento, € uma das principais caracteristicas a ser
considerada, pois aumentara o potencial genético para que 0s animais tenham
menor consumo de alimento mantendo os mesmos niveis de producdo. Desta forma

havera reducdo dos custos de producgédo, ja que a alimentacdo representa a maior



despesa de todo o sistema (NKRUMAH et al., 2006). Além disso, a selecdo para EA
trarda grande contribuicdo para a solucdo da competicdo por areas produtivas, uma
vez que animais mais eficientes contribuem para a reducdo de area de pasto
(BASARAB et al., 2003). Ainda segundo Basarab et al. (2003), outros beneficios do
aumento da eficiéncia alimentar estdo relacionados a reducdo de problemas
ambientais, tais como emisséo de carbono, metano e producgéo de esterco.
Mudancas estruturais importantes estdo acontecendo na pecuaria brasileira,
principalmente pela disputa de area com gréos e cana-de-agucar, essa competicao
da pecuéria por areas agricolas prosseguira e exigird da bovinocultura de corte o
aumento da sua eficiéncia (POLL et al., 2013). Devido a demanda de eficiéncia no
sistema de producdo de bovinos, os programas de melhoramento animal devem

incorporar a selecdo de caracteristicas que contribuam para esta meta.

3. Fatores que afetam a eficiéncia alimentar

Num contexto amplo, os fatores ambientais, genéticos, fisioldgicos e de manejo
comprometem e influenciam na producdo de bovinos. Para entender mecanismos
relacionados diretamente ao animal € no fator fisiologico que se deve tentar
compreender os diferentes processos que causam a variagao da EA.

Véarios sdo o0s processos bioldgicos associados a essa caracteristica, como:
digestdo de nutrientes, composi¢cao corporal, gastos de energia associados com o
metabolismo basal, atividade fisica, termorregulacdo, “turnover” proteico, estresse,
metabolismo dos tecidos, transporte de ions e comportamento ingestivo (HERD et
al., 2004; RICHARDSON; HERD, 2004; CARSTENS; KERLEY, 2009).

Richardson e Herd (2004) determinaram porcentagens para 0S mecanismos
biolégicos que causam a variacdo na conversao alimentar residual (CAR). Esses
autores utilizaram animais da raca Angus, divergentes para esta caracteristica, e
observaram que os fatores que contribuem para a variagdo da CAR apresentaram
as seguintes proporcdes: composicao corporal (5%); padroes de alimentacao (2%);
“turnover” proteico, metabolismo do tecido e estresse (37%); incremento de calor e
de fermentacdo (9%); digestibilidade (10%); atividade fisica (9%) e outros
mecanismos (27%).



A caracteristica de eficiéncia alimentar pode ser expressa por diferentes
medidas. A mais comum aqui citada para subsidiar a discussdo de fatores
fisiol6égicos importantes, sera a conversao alimentar residual (CAR) encontrada pela
diferenca entre o consumo observado e o consumo estimado, por meio de ajustes
para peso médio metabdlico (PMM) e taxa de ganho de peso (GMD). Animais que
apresentam CAR negativo (baixo CAR) sdo mais eficientes quando comparados a
animais com CAR positivo (alto CAR), pois ingerem menos alimento que o estimado
para 0 mesmo ganho de peso.

Quando comparados animais divergentes para essa caracteristica observam-se
muitas diferencas em aspectos fisiolégicos de cada grupo. Richardson et al. (2004)
estudando as diferencas metabodlicas em novilhos Angus divergentes para CAR,
constataram que com relagdo ao tempo de alimentacdo os animais menos
eficientes permaneceram 5% mais tempo se alimentando e de pé. Tal fato é
resultado de maior exigéncia de consumo por parte dos animais com alto CAR. A
selecdo para esta caracteristica ao longo das geracdes mostra-se uma alternativa
eficiente.

O consumo esta diretamente relacionado a ingestdo de matéria seca (MS) e a
digestibilidade de nutrientes. A digestibilidade da dieta é negativamente
correlacionada com o CAR, indicando que baixo CAR é associado com maior
digestibilidade (Richardson et al., 2004). Dessa forma animais de alto CAR tém um
baixo aproveitamento dos alimentos, necessitando de maior ingestdo de MS para
poder atender os niveis de energia necessarios para mantenca (Nkrumah et al.,
2006). As diferengas na digestibilidade podem influenciar a velocidade de passagem
do alimento pelo trato gastrointestinal e consequentemente nas diferencas da
ingestdo do alimento, pois 0 maior consumo alimentar € negativamente associado
com a digestibilidade (NRC, 1996).

A energia contida na dieta é retida e transformada em produto animal (carne e
leite), sendo que esse processo depende da eficiéncia de utilizagdo da energia
contida nos alimentos. Sua deficiéncia acarreta falta de crescimento, falhas na
reproducdo e perdas de reservas corporais, reduzindo a produtividade animal
(FREITAS et al., 2006). Segundo Lima et al. (2011), em bovinos a deficiéncia de

energia desencadeia acentuada diminuigdo no peso e no consumo de alimentos.



O metabolismo basal esta relacionado a minima producdo de calor necessaria
para que ocorram 0S processos vitais de um animal saudavel, em jejum e em
repouso (FERREL et al., 1988). Segundo Ferrel et al. (1988) a energia gasta pelos
orgaos corresponde a cerca de 50 a 65% do metabolismo basal, esse gasto ainda
pode ser explicado pelo “turnover” proteico e pelas atividades de transporte de ions,
podendo variar de acordo com o nivel nutricional, estado fisioldgico e a raca.

O conceito de mantenca ndo € o mesmo que metabolismo basal, pois na
mantenca o animal ndo estd em jejum (LAWRENCE; FOWLER, 1997). As
exigéncias de energia para mantenca podem corresponder a 70% das exigéncias
totais de energia nos bovinos destinados a producédo de carne (NRC, 1996). Alguns
autores afirmam que as diferencas nas exigéncias de mantenca sdo componentes
chaves e definem as variagcdes na eficiéncia entre os animais, e que, esta pode
variar de 10 a 12% em bovinos de corte (HOTOVY et al.,, 1991; SWANSON;
MILLER, 2008).

A producao de calor do animal alimentado corresponde a energia metabolizavel
para mantenca, esta considera o incremento caldrico da dieta e produz mais calor
comparado a energia liquida de mantenca, pois o processo de comer, digerir e
metabolizar o alimento requer energia, aumentando a producdo de calor
(LAWRENCE; FOWLER, 1997). Ainda, segundo Lawrence e Fowler (1997) a energia
liguida de mantenca pode sofrer influéncia de varios fatores para a produgédo de
calor como: idade, peso, raca, espécie, sexo, estagio fisioldgico, nutricdo e
condi¢des ambientais.

Foi verificado que a producdo de calor influencia diretamente a eficiéncia
alimentar de bovinos. Nkrumah et al. (2006) mediu a producao de calor de novilhos
com fendtipos diferentes para CAR, utilizando a técnica de calorimetria indireta, e
observou que os animais de baixo CAR produziram 21% menos calor do que
novilhos com alto CAR.

Carcacas de animais divergentes para CAR ja foram comparadas verificando-se
diferencas na composicédo corporal. Arhtur et al. (2008) observaram que animais
com CAR negativo possuem alteracdo na composicao corporal e na atividade das
proteases, cujas mudancas no metabolismo de proteinas e gorduras podem ter

efeito sobre a qualidade da carne. Em relagdo a composi¢éo corporal, animais com



maior proporgéo de tecido muscular sédo considerados mais eficientes em relagdo a
animais com maior deposicéo de tecido adiposo na carcaca (BASARAB et al., 2003;
NKRUMAH et al., 2004). Em animais da raca Angus foi observado que as diferencas
na composic¢ao corporal contribuem para 5% da variacdo genética do CAR e que a
deposicdo de gordura subcutdnea na 123/132 costelas foi positivamente
correlacionada com o CAR (0,17) (ARTHUR et al., 2001a). Nkrumah et al. (2004)
encontraram correlacdo genética positiva entre CAR e deposicdo de gordura na
carcaca variando de 0,14 a 0,30. Também ja foram observadas correlacbes
negativas entre CAR e deposicao de musculo variando de -0,21 a -0,14 (BASARAB
et al., 2003). Lemes e Gomes (2007), em um estudo com animais Nelore, também
relataram que animais de baixo CAR apresentam menor deposicdo de gordura
subcutanea, menores quantidades de gordura renal pélvica e inguinal e maior area
de olho de lombo, corroborando com os demais autores que animais mais eficientes
para CAR apresentam um ganho maior em proteina e menor em gordura.

A definicdo de estresse, dada por Bearden e Fuguay (1980), sdo as mudancas
ambientais suficientemente bruscas que afetam a fisiologia, comportamento e a
producdo animal. Animais de alto CAR sdo mais susceptiveis ao estresse devido as
evidéncias de associacfes genéticas para o CAR e o nivel de cortisol plasmatico
(RICHARDSON et al., 2004). Gomes et al. (2008), avaliando animais Nelore
extremos para CAR e submetidos a privagdo de agua e alimentos por 24 horas,
encontraram menores niveis séricos de cortisol nos animais mais eficientes para
CAR. O estresse desencadeia respostas fisiologicas que incluem aumento no
consumo e na taxa de energia metabdlica juntamente com o0 aumento de processos
catabdlicos, tais como aumento da lipolise e da degradacgéo de proteinas (KNOTT et
al., 2008), indicando que existe uma relacdo da eficiéncia alimentar com as

respostas ao estresse de bovinos.

4. Medidas de eficiéncia alimentar

As diversas medidas de eficiéncia alimentar consideram fatores como ingestao

de alimentos, peso vivo do animal, estado fisioldgico, composi¢do do ganho de peso,



condi¢cbes ambientais, idade, taxas de digestdo e absorcdo, além da eficiéncia de
utilizacdo da energia e proteina metabolizavel (NRC, 1996).

Ao longo dos anos, muitas medidas diferentes de eficiéncia alimentar tém sido
propostas, em virtude disso a eficiéncia de utilizacdo do alimento pode ser expressa
de varias formas como: converséao alimentar (CA), eficiéncia bruta (EB), eficiéncia de
mantenca (EM), consumo alimentar residual (CAR), eficiéncia parcial de crescimento
(EPC), taxa relativa de crescimento (TRC), indice de Kleiber (IK), ganho residual
(GR), dentre outras (ARCHER et al., 1999; ARTHUR; HERD, 2005; GOMES et al.,
2012).

A maioria dos indices de eficiéncia alimentar tem a desvantagem de ser medida
a partir do consumo individual dos animais, com excecédo do indice de Kleiber,
tornando os custos mais altos na identificacdo dos animais superiores para essa
caracteristica (ROBINSON, ODDY, 2004).

O indice de Kleiber (IK), descrito por Kleiber em 1936, ndo necessita da
mensuracdo de consumo individual dos animais, sendo utilizado para identificar
individuos com alta eficiéncia de crescimento relativo ao tamanho corporal. O IK é

calculado pelo ganho de peso diario por unidade de peso vivo metabdlico (Peso Vivo
0,75
)

IK=GPD/PV °®7°

Para a interpretacdo do indice, valores altos indicam maior diluicdo das
exigéncias de mantenca, ou seja, maior é o0 crescimento corporal obtido sem
aumento do custo da energia de mantenca (ARCHER et al., 1999).

Outro indice, sugerido por Fitzhugh e Taylor (1971) mede a eficiéncia como o
ganho de peso referente ao tamanho instantdneo do corpo, denominado taxa
relativa de crescimento (TRC), a qual € definida como a razdo da diferenca do
logaritmo do peso final e do logaritmo do peso inicial pelo tempo em confinamento,

calculando a porcentagem de mudanca no peso corporal por dia:

TRC=log segundo peso — log primeiro peso/segunda idade- primeira idade. 100



A eficiéncia parcial de crescimento (EPC) é definida como a razdo do ganho
médio diario (GMD — ganho de peso adquirido por dia) pela diferenca do consumo
de matéria seca (CMS — conteudo em quilos de matéria seca ingerida) observado e
do CMS estimado para mantenca. EPC é a quantidade de massa ganha para cada
kg de alimento disponivel para esta finalidade. Maiores valores de EPC sdo mais
favoraveis (ARTHUR et al., 2001). Para seu calculo a formula usada é:

EPC=GMD/CMS — CMSm

O consumo de matéria seca estimado para mantenca (CMSm) usado para
mensuracdo da EPC é calculado conforme o NRC (1996) pela razdo do
requerimento de energia liquida do animal para mantenca pela energia liquida de
mantenca da dieta.

A taxa de conversédo alimentar (CA) é definida pela divisdo entre a ingestdo de
matéria seca diaria (IMS) e o ganho médio de peso diario (GMD):

CA = IMS/GMD.

A eficiéncia alimentar bruta (EB) é a razdo inversa da conversao alimentar,
considerando a IMS e o0 GMD:
EA = GMD/IMS (GUNSETT, 1984).

A eficiéncia é definida como uma razdo de conversao alimentar (CA) (kg de
consumo: kg de ganho) (KOCH et al., 1963; ARCHER et al., 1999; MOORE et al;
2008; ARTHUR et al., 2001). E um parametro altamente correlacionado com a taxa
de crescimento e ganho de peso a idade adulta (KOOTS et al., 1994 apud MOORE
et al., 2008; LANNA et al., 2003). A conversdo alimentar, sendo usada como
parametro na selegéo para eficiéncia alimentar, leva ao aumento do tamanho adulto
das vacas, o que é indesejavel por comprometer a eficiéncia reprodutiva, bem como
reduzir o ganho de peso no setor de cria (LANNA et al., 2003).

Um indice alternativo para medir a eficiéncia alimentar e que nao levaria ao
aumento do tamanho adulto dos animais seria 0 consumo alimentar residual (CAR)
(NASCIMENTO, 2011). Esta medida é geneticamente independente do peso vivo e
do nivel de producdo (ARTHUR et al., 2001) e apresenta potencial de utilizacdo que
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permite comparacgdes de eficiéncia energética liquida e alimentar entre animais de
peso a idade adulta inalterado (NASCIMENTO, 2011).

O CAR é a medida de eficiéncia alimentar mais estudada em bovinos de corte
nas ultimas duas décadas (MERCADANTE et al., 2013 ). Em bovinos de corte o
conceito de CAR foi usado pela primeira vez por Koch et al. (1963), este permite
comparar a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos entre animais contemporaneos
com diferentes pesos vivos e niveis de producdo. O CAR é calculado como a
diferenca entre o consumo real e a quantidade de alimento que um animal deveria
comer baseado no seu peso vivo médio e na sua velocidade de ganho de peso:

CAR = IMSgpservada - IMSestimadal f(GMD; PV0,75)]

Animais eficientes tém CAR negativo, ou seja, 0 consumo observado é menor do
gue o predito. J& os animais menos eficientes tem CAR positivo, sendo o consumo
observado maior do que o predito (ALMEIDA et al., 2004; NKRUMAH et al., 2006).

O ganho residual (GR) tem o mesmo conceito para mensuracdo do CAR, é
obtido pela diferenca entre o ganho individual observado daquele predito por
equacdo de regressado composta pelo CMS e o peso vivo metabdlico para mantenca
(PVMM) (KOCH et al., 1963).

O consumo e ganho residual (CGR) foi proposto por Berry e Crowley (2012).
Segundo o0s autores essa medida tem como objetivo identificar animais de
crescimento rapido e que consumam menos alimento que o esperado, sem
apresentar diferencas no peso vivo. Este é estimado pela seguinte formula:

CGR =-1*CAR + GR

Quando o melhoramento genético para animais mais eficientes para a eficiéncia
alimentar é almejado n&o se aconselha a utilizagdo de um uUnico indice de eficiéncia,
entretanto, esta caracteristica deve ser incluida no melhoramento genético para
aumentar a rentabilidade e a sustentabilidade da bovinocultura de corte (ARCHER et
al., 1999).
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5. Araca Nelore

O Nelore é uma raca de origem indiana, do Estado de Andra, oriunda da antiga
provincia Madras, cujos primeiros animais chegaram ao Brasil no ano de 1868 na
cidade de Salvador/BA (BRITO, 2012). Na india, por questdes culturais e religiosas o
bovino ndo se destina a producdo de carne, sendo utilizado mais nos transportes de
cargas e na producéao de leite (BRITO, 2012).

Logo ap6s as importacdes da india, a raca Nelore se multiplicou de forma
espantosa (LIMA, 1989), isso se deve aos seus indices elevados de desempenho
produtivo e reprodutivo em climas tropicais (OLIVEIRA et al., 2002), pois apresentou
a capacidade de aproveitar alimentos grosseiros para se manter (ACNB, 2014).
Além disso, a raca Nelore passou por intenso melhoramento genético, sendo
direcionada quase que exclusivamente a producao de carne (ACNB, 2014).

O Nelore apresenta resisténcia natural a parasitas, € resistente ao calor, pois seu
metabolismo é mais baixo e gera menor quantidade de calor comparado aos bovinos
de origem europeia, assim como machos e fémeas apresentam elevada longevidade
reprodutiva. Este é o motivo que leva o Brasil a ter um rebanho de quase 200
milhdes de bovinos criados a pasto, dos quais 80% do gado de corte sédo Nelore ou
anelorado (ACNB, 2014).

O Nelore é um animal extremamente adaptado as condic¢des brasileiras, tanto ao
ambiente quanto ao sistema de producdo. A criagdo destes animais é

predominantemente a pasto, com suplementac¢ao mineral (ABIEC, 2014).

6. Biologia molecular no estudo da eficiéncia alimentar de bovinos

A Biologia Molecular € o estudo que coloca em foco a estrutura e funcdo do
material genético, investigando as interacdes entre os diversos sistemas celulares,
incluindo a relacdo entre DNA, RNA e sintese protéica (APA, 2015).

A selecdo baseada no genotipo tornou-se importante na criacdo de bovinos, uma
vez que, segundo Walsh (2000), o melhoramento genético de bovinos € baseado na
selecédo fenotipica. A selecdo baseada no fenoétipo é limitada e influenciada pela
idade do animal e ambiente (MONTALDO; MEZA-HERRERA, 1998).
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No Brasil, em 1997 mais de 170 touros foram testados para eficiéncia alimentar,
esse numero cresceu até o ano 2000 com mais de 500 touros testados por ano
(ALMEIDA, 2005; HERD; ARTHUR, 2012). Ainda segundo os mesmos autores, a
adocdo pelos criadores tem diminuido desde 2004 devido ao alto custo e
complexidade de obtencdo dos registros de consumo alimentar individual. Para
Moore et al. (2008) o uso da biologia molecular € uma alternativa atraente para a
medicao direta em um grande namero de animais.

A deteccdo de genes candidatos pode contribuir significativamente para os
programas de melhoramento genético de bovinos de corte, auxiliando a explicar
parte dos mecanismos moleculares que conduzem as variagdes que influenciam a

eficiéncia alimentar (Nkrumah et al., 2006).

7. RNA-seq (Sequenciamento do acido ribonucleico)

O RNAseq (sequenciamento de RNA) é utilizado para sequenciar o DNA
complementar (cDNA) (CHEPELEV et al., 2009), e permite construir uma biblioteca
de transcritos, catalogando os diferentes tipos de transcricdo para determinar a
estrutura da transcricdo de genes, os padrdoes de “splicing” e outras modificagbes
pés-transcricionais (CHEPELEV et al., 2009).

Nas analises de RNAseq, realizadas por Tiziotto (2014), de animais Nelore
com fendtipo divergente para CAR foram encontrados 138 genes classificados como
diferencialmente expressos (<0,05), dos quais 112 genes sao anotados ou
conhecidos. Foram identificados 54 genes com menor nivel expresséo (“‘down-
regulated”) e 84 com maior nivel de expressao (‘up-regulated”) para o grupo de
baixo CAR. Chen et al. (2011) analisaram perfis de expressdo génica de figado por
microarranjos para identificar genes diferencialmente expressos em bovinos da raca
Angus divergentes para CAR, e seis genes se repetiram nos estudos desses dois
autores, dentre eles o0 RGS2 (“regulator of G-protein signaling 2”) e SLC2A5 (“solute

carrier family 2 (facilitated glucose/fructose transporter), member 5)°).

Nas analises de RNAseq, realizadas por Tiziotto (2014), de animais Nelore.
*TIZIOTTO, P.C. (Embrapa Pecuaria Sudeste — Sao Carlos/SP) Comunicacdo Pessoal, 2014.
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8. PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A PCR guantitativa é utilizada na determinacdo da expressao absoluta ou relativa
de um gene de interesse. Neste caso, a extracdo do RNA da amostra € realizada,
seguida por conversdao do RNA em cDNA pela técnica de transcricdo reversa e,
finalmente, amplificagdo do cDNA por PCR (NASCIMENTO et al., 2010).

A técnica de PCR em tempo real, permite a deteccao, ciclo a ciclo, com elevada
sensibilidade e especificidade da intensidade de fluorescéncia emitida em
decorréncia da amplificacdo da sequéncia de cDNA-alvo, possibilitando a analise
comparativa da expressao de um determinado gene entre as amostras logo no inicio
da fase exponencial de amplificacdo, em que ndo ha saturacdo da amplificacéo. Isso
s6 é possivel porque corantes fluoréforos, com capacidade intercalante na molécula
de dupla fita, sdo adicionados as reacdes de qPCR. Por ser uma técnica de elevada
sensibilidade e acuréacia, a PCR em tempo real tem sido uma ferramenta aplicada
em diversas areas (NASCIMENTO, 2010), dentre elas, na validacdo de padrées de
expressdo génica observados por outras técnicas, tais como microarranjos e

sequenciamento de RNA.

9. Genes alvos

E importante fazer o reconhecimento dos genes envolvidos nas rotas biolégicas
dos fatores que interferem na variagdo da eficiéncia alimentar, pois compreendendo
o efeito da expressdo dos mesmos, podemos criar alternativas para sua

manipulacéo.

9.1. Gene candidato SLC2A5

O gene SLC2A5 (“solute carrier family 2” (facilitated glucose/fructose transporter)
member 5), também chamado de GLUT5, esta presente no cromossomo 16 de
bovinos e conta com 7 éxons em sua estrutura. Sua principal funcdo € a absorcao
da frutose no intestino. E abundantemente expresso no intestino delgado, também

encontrado em niveis elevados na membrana plasmatica do espermatozoide, em
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células do endotélio cerebral, musculo e gordura, embora a sua fung¢éo nestes locais
ainda seja desconhecida (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR002442).

Ja foi observado que a baixa expressdo deste gene causa reducédo na absorcéo
de frutose, reducdo da ingestdo de alimentos com alta quantidade de frutose
(BARONE et al., 2009), reducao do tecido adiposo branco (DU; HEANEY, 2012) e
reducao do peso corporal (DIETRICH et al., 2012; WATERS et al., 2013).

9.2. Gene candidato PPP1R26

PPP1R26 (“protein phosphatase 1, regulatory subunit 26”) esta presente no
cromossomo 11 de bovinos e contém 1 éxon. Este gene inibe a atividade da
proteina fosfatase 1 (PP1), a qual esta envolvida na desfosforilacdo dos residuos de
serina e treonina nas células (ZHANG et al., 2013) e 0 aumento da sua atividade ja
foi relacionada a insuficiéncia cardiaca em humanos (CARR et al. 2002). Além disso,
e pode regular positivamente a proliferacéo celular e interage com UTP20 (“UTP20,
small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)”) (YANG et al., 2005)
e PPP1CA (“protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isozyme”) (HENDRICKX
et al., 2009). UTP20 esta envolvido no processamento de formacgdo do pré-rRNA
18S (WANG et al., 2007) e a PPP1CA é essencial para a divisédo celular, participa da
regulacdo do metabolismo do glicogénio, contragdo muscular e sintese de proteina
(SCHMUTZ et al., 2011).

9.3. Gene candidato RGS2

O gene RGS2 (“regulator of G-protein signaling 2, 24kDa”) esta localizado no
cromossomo 16 dos bovinos e tem 5 éxons. A proteina deste gene esta envolvida
em varios processos bioldgicos, alguns ja conhecidos estao relacionados ao controle
da pressao arterial, sistema imune, relaxamento do musculo liso vascular, aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico (SANTOS et al., 2000; LE; COFFMAN,
2003). O nocaute deste gene em camundongos resultou em diminuicdo do peso
corporal, reducdo no depésito de gordura e diminuicéo nos niveos de leptina (OTA et
al., 2013)
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9.4. Gene candidato UCP2

Segundo Tsuboyama-Kasaoka et al. (2001) o gene UCP2 (“uncoupling protein 2
(mitochondrial, proton carrier)’) estd envolvido no controle da termogénese
adaptativa (exposicdo ao frio e a dieta), producao de oxigénio reativo na mitocondria,
sintese de ATP e regulacdo da oxidacdo de &cidos graxos. Devido a sua ampla
expressdo em varios tecidos, o UCP2 pode ter um papel importante na
determinacdo da taxa de metabolismo basal (LENTES et al.,, 1999). Nos bovinos
esta localizado no cromossomo 15 (STONE, 1999) e € composto por 8 exdns
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/281562).

9.5. Gene candidato FADS2

Este gene estd no cromossomo 29 de bovinos e apresenta 12 éxons em sua
estrutura. FADS2 (“fatty acid desaturase 2”) codifica enzimas para a biossintese de
acido graxos poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFA) (SIMOPOULOS, 1999), o
A6-dessaturase que é codificado pelo FADS2 pode ser um limitante na velocidade
da biossintese de LCPUFA (MATHERS; BAILEY, 1975). Park e colaboradores
(2011) verificaram que a perda de atividades do FADS2 em células cancerosas
desliga a biossintese normal de LCPUFA, além de ser um supressor de tumor em
distlrbios neoplasicos. Estudo com marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) encontrados neste gene mostrou associacdo com caracteristica de
gualidade de carne de bovinos como rendimento de carcaca e aumento na
espessura de gordura subcutanea (MATSUMOTO et al, 2014).

9.6. Gene candidato FABP1

Gene localizado no cromossomo 11 e composto por 4 éxons. A proteina de
ligacdo de acidos graxos no figado (L-FABP) produzida pelo gene FABP1 (“fatty acid
binding protein 1, liver”) tem alta afinidade e capacidade de se ligar a acidos graxos
de cadeia longa (AGCL) (EK-VON et al., 2001). Também possui a habilidade de

aumentar a absorcdo celular dos AGCL, minimizando os efeitos toxicos destes
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lipidios pouco solaveis, além disso, faz transporte de &cidos graxos para o ndcleo
para a regulacdo de receptores nucleares importantes na transcricdo de genes que
codificam proteinas envolvidas no metabolismo da glicose (ATSHAVES et al., 2010).
Wang et al. (2005) sugerem que a proteina L-FABP tem papel importante no stress
oxidativo das células, pois linhagens de células cultivadas que expressavam L-FABP

apresentaram menor nivel de oxigénio reativo celular.

OBJETIVO

Contribuir para a compreensdo dos mecanismos biolégicos que concorrem
para a variacdo na eficiéncia alimentar em bovinos Nelore, observando a relacao
entre 0 padrdo de expressdo de genes candidatos e as medidas de eficiéncia

alimentar.
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MATERIAL E METODOS

Este experimento utilizou dados fenotipicos e amostras biolégicas coletadas no
projeto denominado “Estratégias genéticas para melhoria da eficiéncia de produgéo
e da qualidade da carne bovina no Brasil’, coordenado pela Embrapa Pecuéria
Sudeste.

Os detalhes da obtencéo desses dados sdo apresentados no item 1 dessa secao
para facilitar a compreenséo, apesar de nao terem sido realizados no presente

estudo.

1. Os animais experimentais

Um total de 83 novilhos foram gerados por meio de inseminacdo artificial em
tempo fixo (IATF), no ano de 2009. Estes animais ficaram confinados na Embrapa
Pecuaria Sudeste (Latitude: 21°57'42"(S), Longitude: 47°50'28" (W), Altitude: 860m),
onde foram avaliados para caracteristicas de desempenho, consumo, eficiéncia
alimentar em confinamento, caracteristicas de carcaca e deposicéo de gordura.

A eficiéncia alimentar foi mensurada utilizando os dados de consumo individual
diario de matéria seca, ganho em peso e conversdo alimentar dos animais
confinados em baias coletivas, providas de cochos individuais com portéo eletrdnico,
ou em baias individuais. O periodo de adaptacao foi de aproximadamente 28 dias e
o periodo experimental foi cerca de 100 dias, sendo esse ultimo dependente do grau
de terminacédo dos animais (Nascimento, 2011).

A dieta fornecida aos animais era composta por silagem de milho contendo, no
minimo, 35% de matéria seca e alto teor de gréos, e concentrado constituido de
milho em grdo moido, farelo de soja, calcéario calcitico, mistura mineral, uréia e
monensina sodica (Rumensin®). A dieta foi formulada para ter 13% de proteina
bruta e 71% de nutrientes digestiveis totais estimados, numa propor¢cédo de 60:40
(volumoso:concentrado). No periodo de confinamento, a dieta foi fornecida duas
vezes ao dia e a quantidade de ragédo oferecida (mistura total composta de silagem
de milho + concentrado) foi ajustada em funcdo das sobras observadas, procurando

garantir consumo a vontade. O consumo foi mensurado diariamente e as sobras do
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cocho retiradas e pesadas uma vez ao dia, sempre pela manha. As analises de
matéria seca de alimentos e de sobras foram realizadas semanalmente. Os animais
foram pesados a cada 14 dias, sem jejum, no inicio e no fim do periodo
experimental, apos 16 horas de jejum de agua e de alimento (Nascimento, 2011).

Para mensurar o consumo alimentar residual foram usados os valores obtidos do
consumo predito de matéria seca (CMS) utilizando o programa estatistico SAS (SAS
INSTITUTE, 2009), onde foi obtida uma regressdo conjunta do consumo diario de
matéria seca em funcdo do peso vivo metabdlico médio (PVMM) e ganho de peso
médio diario (GPD) dos animais. A partir da regresséo obtida foram estimados os
valores preditos de consumo de matéria seca e calculado o consumo alimentar
residual (CAR) para cada animal (consumo observado menos o consumo predito).
Além do CAR, as medidas de CMS (consumo de matéria seca), CMSpv (consumo
de matéria seca em relacdo ao peso vivo), CA (conversdo alimentar), IK (indice de
Kleiber), PM (peso médio), EA (eficiéncia alimentar), PMM (peso médio metabdlico),
GPDreg (ganho de peso diario medido pela regressdo) e TRC (taxa relativa de
crescimento) também foram mensuradas (Nascimento, 2011).

ApOs cerca de 100 dias de confinamento os animais foram abatidos nos meses
de Novembro e Dezembro de 2011, no frigorifico da cidade de Bariri, para avaliacdo
de composicdo e qualidade da carcaca e da carne. Amostras de figado dos 83
animais foram coletadas em linha de abate para realizacdo do presente estudo.
Foram transportadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C até o

processamento.
1.1. Animais extremos para EA e analise de RNAseq
1.1.1. Seleg&o dos animais extremos para eficiéncia alimentar
Dos 83 animais avaliados para eficiéncia alimentar, as amostras de figado
procedentes de animais com desempenhos extremos para eficiéncia alimentar foram

selecionadas com base no valor genético predito calculado por meio de um modelo

animal, no qual os dados de pedigree foram incluidos de forma agregada para os
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respectivos animais, com avaliacdo da variancia genética para as caracteristicas
incluidas na analise (OLIVEIRA, 2014).

Os animais foram classificados como extremos com base no valor genético
para CAR, sendo selecionados 10 animais em cada categoria, totalizando 20
animais (OLIVEIRA, 2014).

1.1.2. Sequenciamento do RNA (RNAseq)

O perfil transcricional desses 20 animais foi obtido mediante o sequenciamento
de RNA realizado no laboratorio multiusuario FAPESP, localizado no laboratério de
Biotecnologia Animal da ESALQ-USP. As sequéncias obtidas pelo HiScanSq
(Mumina, Inc., San Diego, CA) foram analisadas a fim de identificar os transcritos
diferencialmente expressos entre os extremos de CAR. Nessas andlises foram
identificados 138 genes diferencialmente expressos (DE), dentre os quais 84 foram
upregulated e 54 foram down-regulated em animais com baixo CAR (TIZIOTTO,
2014).

Mediante a caracterizacdo e andlise funcional dos genes DE identificados nas
analises de RNAseq foram escolhidos seis genes que apresentavam-se

funcionalmente importantes para a determinacdo do fenétipo em estudo.

2. Extracgao, analise de qualidade e quantificacdo do RNA

O procedimento da extragdo de RNA foi realizado de forma cuidadosa para
preservar a integridade do material extraido, pois a degradacéo do produto afeta no
desempenho da técnica de PCR quantitativa em tempo real.

O tecido (figado) foi submetido a pulverizacédo em nitrogénio liquido e destinado a
extracdo de RNA com Trizol® (Invitrogen), seguindo o protocolo adaptado de
Chomczynski e Sacchi (1987).

As amostras de RNA total foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1%, e vinte e quatro amostras aleatorias foram avaliadas no equipamento Agilent
Bioanalyzer 2100® (Agilent Technologies). Os testes foram feitos para verificar a

integridade dos RNAs extraidos.

O perfil transcricional desses animais foi obtido mediante o sequenciamento de RNA.
*TIZIOTTO, P.C. (Embrapa Pecuéria Sudeste — S&o Carlos/SP) Comunicagéo Pessoal, 2014.
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A concentragdo do RNA total foi quantificada por um espectrofotbmetro
Nanodrop ND-1000, e a pureza foi avaliada pela relagdo de absorbancia 260/280
considerando aceitaveis as amostras que apresentaram relacdes entre 1,8 e 2,2.

Todas as amostras passaram por tratamento com a enzima DNase |
(Deoxyribonuclease | — Invitrogen®) para remocédo de vestigios do DNA genémico.
ApoOs tratadas, as mesmas foram armazenadas em freezer -80 °C para posterior

realizacdo da sintese de cDNA (DNA complementar).
3. Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA, 1 ug de RNA total, tratado com a enzima DNAse I, foi
submetido a transcricdo reversa utilizando a enzima transcriptase reversa
(SuperScriptlll - Invitrogen®) de acordo com as instrucdes dos fabricantes. Apés a
transcricdo reversa as amostras foram diluidas a 1:5 (0,2X) para serem usadas nas
reacbes de gPCR (PCR quantitativa em tempo real). As amostras foram

armazenadas a -20 °C para andlises subsequentes.
4. Reacao da PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As reac0des foram realizadas em placas oOpticas de 96 pocgos (Applied Biosystems,
Warrington, UK). Cada reacdo continha 1uL de cDNA diluido 1:5 (0,2X), 5 pL de
SYBR green master mix (Applied Biosystems), oligonucleitideos (“Forward” (F)/
‘Reverse” (R)) e agua para completar o volume de 10uL por reacdo. A Tabela 1

apresenta as concentragdes iniciais e finais para cada reagente.
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Tabela 1: Reagentes e concentracdes iniciais e finais da reacdo de qPCR.

Reagentes [inicial] [final] Volume - 1 reagao
SYBR master mix 2X 1x 5uL
cDNA 0,2x 0.04x 2 uL
Forward/Reverse:
UCP2/RGS2/ 5uM 0,125uM 0,25uL
YWHAZ/RPL19
Forward/Reverse:
5uM 0,150uM 0,3 puL
SLC2A5
Forward/Reverse:
PPP1R26/FABP1 5UM 0,100uM 0,2pL
FADS2
Agua - - Completar para 10pL

O modelo de ensaio seguido foi segundo Hellemans et al. (2007), o qual sugere
uma estratégia de maximizacdo, que separa as réeplicas em placas diferentes de
modo que as reacdes passem por uma randomizacao, para evitar os efeitos de
variacdes sistematicas que podem ser introduzidas dentro de uma placa. Além
disso, o autor sugere o uso de calibradores internos para melhorar a avaliacdo da
variagao entre placas. Para ser considerado um calibrador interno o seu padréo de
amplificacdo deve ser conhecido. Neste ensaio o calibrador interno usado foi o gene
RPL19.

Desta forma, as reacfes foram dispostas em duas placas como duplicatas
completas, ou seja, todas as amostras foram colocadas em uma placa e repetidas
em outra de forma aleatéria, com a presenca de um calibrador interno (amostra de
amplificacdo j& conhecida (gene RPL19)) e NTC (“No Template Control”) para cada

par de oligonucleotideo amplificado na placa (Figura 1).
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Figura 1: Organizacao das replicatas nas placas de forma aleatdria. *As numeracdes significam:

Ex: 1.16 - gene 1, amostral6; C.interno = calibradores internos.

O equipamento de tempo real utilizado durante o experimento foi o ABI 7500

Applied Biosystems, o qual teve os seguintes parametros de ciclagem: 50 °C durante

2 min e 95 °C durante 10 min para ativacdo da enzima taq DNA polimerase, 40

ciclos de 95 °C durante 15 s e 60 °C durante 1min seguidos de 95 °C durante 15 s e

60 °C durante 1min mais 95 °C durante 30 s e 60 °C durante 15 s para formar a

curva de dissociacéao (Figura 2).

Figura 2:

Ativacio da enzima

Formacio da curva de dissociacio

Amplificacio do fragmento

Ciclos para amplificacéo das reacdes de PCR em tempo real.
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5. Genes do experimento

5.1. Genes referéncia

Os genes candidatos a referéncia testados foram: RPS9 (“Ribosomal protein
S9”), RPL19 (“Ribosomal protein L197), HPRT1 (“Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1”) e YWHAZ (“Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta”), com os pares de oligonucleotideos ja
utilizados por Ibelli (2012).

Os mesmos foram amplificados via gPCR e analisados pelo programa RefFinder
(http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference).

Na Tabela 2 estdo presentes as identificacbes dos genes (GenBank), as
sequéncias dos oligonucleotideos (Sequéncias (5' - 3")), temperatura de anelamento
(TA), tamanho do fragmento amplificado em pares de bases (pb), identificacdo dos
éxons onde estd o fragmento de amplificacdo, e a referéncia dos pares de

oligonucleotideos utilizados.

5.2. Genes alvos

Os genes alvos foram escolhidos com base nas analises de RNAseq para
extremos para CAR. Dos genes escolhidos como alvos para o desenvolvimento
desse trabalho UCP2 (FC: 0,527659), RGS2 (FC: 0,899205), FADS2 (FC: 0,904949)
e FABPL1 (FC: 0,686609) foram classificados como de maior expressao, enquanto 0s
genes PPP1R26 (FC: -0,38877) e SLC2A5 (FC: -3,41192) com de baixa expressao,
para o grupo de baixo CAR (mais eficientes), em andlise realizada e resultados
encontrados por Tiziotto (2014).

Suas funcgbes, vias metabdlicas, redes génicas, dentre outras caracteristicas
foram buscadas em bancos de dados de diferentes organismos, sendo os principais
bovino, humano e camundongos (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Ingenuity -
https://targetexplorer.ingenuity.com/; GeneCards - http://www.genecards.org/).

As sequéncias dos éxons de cada gene alvo foram retiradas da sequéncia

completa de MRNA (RNA mensageiro) descrita no Ensembl

Os genes alvos foram escolhidos com base nas andlises de RNAseq. *TIZIOTTO, P.C. (Embrapa
Pecuaria Sudeste — S&o Carlos/SP) Comunicacéo Pessoal, 2014.
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(http://www.ensembl.org/index.html). Os pares de oligonucleotideos foram
desenhados com o programa Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). A qualidade dos oligonucleotideos desenhados foi
avaliada com o programa NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/
netprimer.html) seguido de BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para
verificar sua especificidade a sequéncia de bovinos. Os oligonucleotideos para
genes-alvo especificos foram obtidas a partir de um fornecedor comercial (Sigma-
Aldrich Ireland, Dublin, Irlanda). As caracteristicas dos pares de oligonucleotideos

dos genes alvos se encontram descritos na Tabela 3.
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6. Eficiéncia de amplificacdo e Padronizacao dos dados

Os dados de fluorescéncia obtidos no equipamento ABI 7500 Applied
Biosystems foram exportados para o programa LinRegPCR (RUIJITER et al.,
2009) para obter a eficiéncia individual, utilizando o minimo de trés pontos da
curva de amplificacdo na fase exponencial, e os valores de Cq para cada
amostra. Para determinar a quantidade de RNAm e a eficiéncia de amplificacédo
0 programa utiliza uma analise de regresséo linear dos dados de fluorescéncia
da fase exponencial da PCR.

Com a eficiéncia individual de cada amostra foi realizado o procedimento
de correcéo para a eficiéncia ideal, definida como 2 (significa que a cada ciclo
da gPCR est4 dobrando a quantidade do produto inicial (BUSTIN et al., 2009)),

pela seguinte equacéao:
Cq ij = log » (E_gene ij/c"9eneliy

Sendo:

Cq ij € Cq da amostra ij corrigido para eficiéncia 2.0,

E_gene ij®-%"0 & 3 eficiéncia real calculada pelo LinRegPCR elevado o
Cg da amostra para o gene ij.

Para a normalizagcdo dos Cq dos genes alvos, foi preciso obter valores
BLUP (“Best linear unbiased predictor’) para o efeito animal, sendo estes
considerados como fatores de ajustes dos dados. Para isso, os valores de Cq
dos genes referéncia foram considerados em um modelo que inclui efeito fixo
do gene referéncia e aleatério associado ao animal, considerando a
variabilidade natural do individuo amostrado, adotando a seguinte equacéo

com abordagem de modelos mistos:

Yijk = H+ Ci + Gj + by (A — A) + &5 (1)
Onde:
yijk € o Cq na base 2 observado para grupo de contemporaneo i, no gene
referéncia j no animal k;
U € a média geral,
ci é o efeito fixo do ith grupo de contemporéneos (i=1, 2);
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gj é o efeito fixo do jth gene referéncia (j=genel, gene 2);
ak é o efeito aleatdrio associado ao kth animal (ak ~ N (0;l0a2);
eijk & o efeito aleatorio residual (eijk ~ N (0;loe2).
A correcdo dos graus de liberdade foi feita utilizando-se o método de
Satterthwaite (SATTERTHWAITE, 1946). Adicionalmente, foi considerado

variancias especificas para cada um dos genes de referéncia.
7. Analise de Associacao

Para avaliar as implicagcdes dos resultados associados a qPCR em
relacdo aos fenGtipos para a caracteristica de eficiéncia alimentar, tais medidas
foram utilizadas como variaveis dependentes. Para a associacdo da
guantificacdo das expressdes dos genes PPP1R26, UCP2, SLC2A5, RGS2,
FABP1 e FADS2 com as medidas: PM, PMM, GPDreg, CMS, CMSpv, CA, EA,
IK, TRC e CAR foi utilizado um modelo denominado completo, que considera a
expressdo de todos os genes concomitantemente. Este modelo foi escolhido
por ndo ter colinearidade entre as variaveis.

O modelo matemético utilizado foi o seguinte:
Yij =+ C;i+bi(Ay —A) + 51 9i(Gij — Gi) + &5 (2)

Onde:

yij € a resposta fenotipica,;

U, Ci e by sdo os parametros fixos associados respectivamente a média
geral, ao fator grupo de contemporaneos (definido por data de abate, i=1, 2), ao
efeito linear de idade do novilho ao abate;

gk sao parametros fixos associados as expressdes lineares dos genes
alvos (k=1, 2, ..., 6, previamente ajustadas pelos fatores estimados no modelo
1), respectivamente, para os genes: RGS2, SLC2A5, UCP2, FABP1, FADS?2,
PPP1R26;

gikim € 0 efeito aleatdrio do erro experimental, gjum ~ N (0; loe?).

A corregcdo dos graus de liberdade foi feita utilizando-se o método de
Satterthwaite (SATTERTHWAITE, 1946).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Qualidade do RNA extraido

As amostras de RNA submetidas a eletroforese em gel de agarose
apresentaram-se integras, conforme representado na Figura 3. Nessa figura
observa-se a nitidez do RNA ribossomal 28S e 18S, o qual é indicativo da
integridade do RNA (PALMER; PREDIGER, 2014).
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Figura 3: Amostras (1 a 83) de RNA submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. *M:
marcador de peso molecular de 100 pb.
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Das amostras em estudo, 24 delas foram escolhidas aleatoriamente e
submetidas novamente a eletroforese no equipamento Agilent Bioanalyzer
2100. Os resultados corroboram aqueles observados no gel de agarose. A
integridade do RNA ¢é visualizada mediante um eletroferograma no qual dois
picos bem definidos de RNA ribossomal 28S e 18S sé&o visualizados. Além
disso, é apresentada a relacdo da intensidade entre os picos a qual deve ser
2:1, respectivamente (Figura 4). O equipamento Agilent Bioanalyzer 2100
utiliza uma combinacao de microfluidos, eletroforese capilar e de fluorescéncia
para avaliar tanto a concentracdo de RNA quanto a integridade (PALMER,;
PREDIGER, 2014). Dessa forma, o equipamento determina o indice “RNA
Integrity Number” (RIN) que varia de 1 a 10, sendo valores acima de cinco
favoraveis a realizagdo de ensaios de qPCR. Os valores de RIN encontrados
estdo apresentados na Figura 5 e demostram a integridade das amostras
analisadas.
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Figura 4: Eletroferograma mostrando a relacdo de intensidade dos RNA ribossomais 28 e 18S.
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Figura 5: Resultado da integridade do RNA pelo equipamento Agilent Bioanalyzer
2100. * RIN: “RNA Integrity Number”

As quantidades obtidas, assim como os valores de pureza do RNA foram
satisfatorias e estdo apresentados na Tabela 4. A quantificacdo em
espectrofotdbmetro é importante para que, por meio de dilui¢cdes, as diferentes
amostras tenham aproximadamente as mesmas quantidades de RNA (BUSTIN
et al., 2009). Além disso, a avaliacdo da relacdo de absorbancias 260/280,
realizada pelo mesmo equipamento, consiste em verificar a pureza do acido
nucleico, a qual deve apresentar uma razéo entre 1,8 a 2,2(WIECZOREK et al.,
2012).
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Tabela 4: Quantificacdo e razdo (Abs.260/280) das amostras (1 a 83) de RNA total
extraido de figado de animais Nelore.

Quantificacdo e razédo (Abs. 260/280 ) de RNA total
extraido de figado

Amostra ng/ul  260/280 | Amostra ng/ul  260/280
1 722,33 2,15 43 1168,31 1,93
2 808,7 1,99 44 3492,94 1,9
3 857,38 1,98 45 1563,26 1,98
4 874,71 2,09 46 2974,76 1,95
5 900,37 2,01 47 2566,5 1,96
6 985,3 1,76 48 2365,69 1,94
7 697,24 1,77 49 2419,49 1,96
8 410,54 1,87 50 351349 1,88
9 223527 1,99 51 4275,15 1,56
10 1882,86 1,94 52 2693,18 1,98
11 1812,61 1,98 53 3518,6 1,9
12 1398,4 1,96 54 3446,71 1,89
13 124199 1,97 55 3490,49 1,9
14 2207,8 1,95 56 222491 2,02
15 1532,62 1,99 57 2972,38 1,98
16 725,89 1,86 58 3704,86 1,84
17 1710,05 1,98 59 2000,8 2,02
18 1830,61 1,92 60 1860,27 2
19 1380,54 1,91 61 2686,26 2
20 211783 1,92 62 2175,28 2
21 547,55 1,85 63 2880,83 1,99
22 1961,02 1,92 64 391459 1,79
23 432,76 1,83 65 3446,33 1,88
24 573,33 1,78 66 2184,64 2
25 877,62 1,85 67 3216,89 1,96
26 453,68 1,84 68 2481,68 1,88
27 933,39 1,87 69 1996,36 2,04
28 124577 1,87 70 3643,63 1,88
29 1874,35 1,9 71 2399,24 1,96
30 1333,27 1,87 72 3385,76 1,9
31 2894,05 1,9 73 266456 1,99
32 2187,16 1,91 74 3147,87 1,98
33 2079,51 1,9 75 2815,56 2
34 1323,28 1,89 76 1767,98 1,91
35 154981 1,97 77 2656,65 1,98
36 2681,63 1,95 78 3728,33 1,86
37 1766,24 1,89 79 3602,29 1,89
38 2608,61 1,94 80 3471,82 1,9
39 2754,28 1,91 81 4040,42 1,74
40 2791,68 1,91 82 3239,17 1,97
41 3625,09 1,87 83 4366,82 1,53
42 279582 1,93

As relagdes de absorbancia demonstraram boa qualidade das amostras
extraidas.
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2. Andlise da estabilidade dos genes candidatos a referéncia

Dentre os quatro genes avaliados o mais estavel na avaliacdo do RefFinder
foi 0 RPL19 seguido do YWHAZ, HPRT1 e RPL19. Os escolhidos para gene
referéncia foram RPL19 e YWHAZ, os quais se apresentaram mais estaveis
(Figura 6).

O RefFinder é um programa que integra 0s principais programas
computacionais (geNorm, Normfinder, BestKeeper, e do método comparativo
Cq (ciclo quantitativo)) que comparam e classificam genes de referéncia. A
partir dos resultados de cada programa ele monta um ranking, mostrando o0s
genes mais e menos instaveis

(http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference).

Ranking Order (Better--Good--Average)

Method 1 2 3 4
Delta CT RPL1S TWHAZ HPRT1 RPSg
BestKeeper RPL1S RP=3 TWHAZ HPRT1
Normfinder RPL1% YWHAL HPRT1 RPSS
Genorm HPRT1 | YWHAZ RPL1S RPSS
Recommended comprehensive ranking RPL19 YWHAZ HPRT1 RP59

Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm

GenesGeomean of ranking values
RPL191.32
YWHAZ 1.86
HPRT12.45
RP593.36

Comprehensive gene stability

35 3.384
3
25 2,448
2 1.881
1.5 1.316
0s
o
RPL1E YWHAZ HPRT1 EEET]

<== Most stable genes Leaost stable genes ==>
Figura 6: Ranking dos candidatos a gene referéncia no programa RefFinder.
O teste de estabilidade é importante para confirmar que os genes referéncia

selecionados apresentam baixa variacdo de expressao no tecido em estudo

(PEREZ et al.,2008). Além disso, os genes referéncia atuam como controles
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internos das reacdes de PCR em tempo real, tendo a finalidade de remover ou
reduzir as diferencas da amostragem que muitas vezes estdo relacionadas a
guantidade e qualidade do RNA extraido (OLSVIK et al., 2005).

3. Resultados da amplificacio e da eficiéncia dos

oligonucleotideos

Para os genes PPP1R26, FABP1 e FADS2 ap6s a amplificagdo foi
identificado duplo pico de “Melting” (Figura 7A), indicando a presenca de
dimeros. Os mesmos passaram por uma matriz de concentracdo de
oligonucleotideos (Tabela 5), gerando nove combinacBes de diferentes
concentragdes para reduzir a quantidade de “Foward” (F) e “Reverse” (R) na
reacao, de modo que eliminasse o duplo pico de “Melting” e mantivesse um
pico com alta fluorescéncia. A concentracdo de oligonucleotideos F e R que

mais se adequou para os trés genes foi 100nM/100nM, respectivamente.

A Melt Curve
E o Dimero de primer |
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Figura 7: Duplo pico de “Melting”. Gene PPP1R26 com presenca de dimero de
oligonucleotideos. *NTC- “No Templete Control” (auséncia de cDNA na reacdo de gPCR
para detectar possiveis contaminantes).
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Tabela 5: Matriz de concentracao de oligonucleotideos.
F/IR 50nM 75 nM 100 nM

50 nM 50/50 75/50 100/50
75nM 50/75 75/75 100/75

100 nM | 50/100 75/100 100/100

Todas as amostras em estudo apresentaram o tamanho de pares de base
(pb) especifico para cada par de primer (Figura 8) e, a andlise da curva de
Melting também demonstrou especificidade da amplificacdo (Figura 9),
apresentando um pico na curva de dissociacdo. O aparecimento de um Unico
pico na curva de “Melting” sugere a existéncia de um Uunico produto
(NASCIMENTO et al., 2011).
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Figura 8: Gel de agarose 1%, contendo o produto amplificado por PCR dos genes UCP2
(8A), RGS2 (8B), FADS2 (8C), YWHAZ (8D), SLC2A5 (8E) e PPP1R26 (8F) para verificar o
tamanho e a especificidade do produto amplificado. Nas figuras 8A, B, C e F estdo presente o
produto amplificado de 8 amostras, mais o controle negativo (N) para UCP2, RGS2, FADS2 e
PPP1R26, para o gene PPP1R26 (8F) o N apresenta um produto de amplificacdo de
oligonucleotideos (dimero). Em 8D, 9 produtos de amplificacdo do gene YWHAZ, com tamanho
de 146pb. Em 8E, produtos de PCR em gradiente para o gene SLC2A5, mais controle
negativo, sendo as seguintes temperaturas para cada produto: 60°C (1), 59,4°C (2), 58,4°C (3),
56,9°C (4), 55,1°C (5), 53,5°C (6), 52,5°C (7) e 52°C (8). *M: marcador molecular de 100 pb
(DNA Ladder — Life Technologies).
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Figura 9: Verificacdo da especificidade de amplificagcdo do fragmento de interesse com
a observacao da curva de melting para os genes em estudo.

A verificacdo de conteudo contaminante e presenca de dimeros de
oligonucleotideos na curva de “Melting” sé é possivel devido a dissociacéo
da molécula (Figura 10). Produtos maiores necessitam de maior energia, ou
seja, maior temperatura para se dissociar, no entanto fragmentos menores
requerem menos energia (NASCIMENTO et al, 2011). Por isso,
temperaturas de “Melting” (TM) sdo menores para fragmentos pequenos

como os dimeros (Figura 7B).
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Figura 10: Mecanismo de dissociacao da molécula. TM (78,44°C) de uma amostra
aleat6ria do gene RGS2.

Dentre as amostras analisadas os Cqs gerados pelo programa
(LinRegPCR) variaram de: 22,347 — 24,995 (RGS2); 0 — 35,701 (SLC2A5);
21,115 — 24,277 (UCP2); 17,016 — 20,399 (FABP1); 22,520 — 30,955 (FADS2);
27,402 - 35,105 (PPP1R26) para os genes alvos, e de: 17,692 — 21,154
(RPL19) e 21,943 - 24,698 (YWHAZ) para os genes referéncia (Tabela 6).

Entre os genes estudados,0 FABP1 apresentou a maior expressao (menores

valores de Cqgs) e o PPP1R26 a menor expressdo (maiores valores de Cq). O

SLC2A5 apresentou a maior variacdo entre os Cgs em virtude de apresentar

amostras com express()es altas enquanto outras nao apresentaram nenhuma

expressao.

Tabela 6: Cgs méaximos (méx) e minimos (min) gerados pelo programa LinRegPCR.

Gene

Cg (max — min)

RGS2
SLC2A5
UCP2
FABP1
FADS2
PPP1R26
RPL19
YWHAZ

22,347 — 24,995
0-35,701
21,115 - 24,277
17,016 - 20,399
22,520 — 30,955
27,402 - 35,105
17,692 — 21,154
21,943 - 24,698
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Na analise de eficiéncia dos oligonucleotideos pelo programa LinRegPCR
as eficiéncias individuais de cada amostra foram calculadas usando no minimo
trés pontos da curva de amplificacdo na fase exponencial (RUIJITER et al.,
2009) (Figura 11). A eficiéncia relatada pelo programa, para as amostras dos
genes alvos, variou de: 1,755 - 1,966 (RGS2); 1,0 - 1,962 (SLC2A5); 1,470 -
1,96 (UCP2); 1,812 -1,963 (FABP1); 1,754 - 2,011 (FADS2); 1,691 — 2,115
(PPP1R26) e para os genes referéncia, de: 1,748 — 1,971 (RPL19) e 1,728 —
2,042 (YWHAZ) (Tabela 7). Para todos os genes a eficiéncia foi corrigida para

2, assumindo a mesma eficiéncia para todas as reacoes.

' LAmpde ne osciuded

e o

2 - -
ala '-".---t-.""-.--i-t'"'t-t--l-t+--i---'i-.--"-*'-¢'.' -I.-"‘l"'t-".‘."-'i-'“ll' as *a

Figura 11: Sele¢do dos pontos na curva de amplificacdo, na fase exponencial, pelo
programa LinRegPCR.

Tabela 7: Eficiéncia de amplificacdo maxima (méx) e minima (min) gerada pelo

programa LinRegPCR.

Gene Eficiéncia (max — min)
RGS2 1,755 - 1,966
SLC2A5 1,0 - 1,962
ucpP2 1,470 - 1,96
FABP1 1,812 -1,963
FADS2 1,754 - 2,011
PPP1R26 1,691 - 2,115
RPL19 1,748 — 1,971

YWHAZ 1,728 — 2,042
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A curva formada durante a amplificacdo da reacdo de gPCR é exponencial
em sua fase inicial, o processo desta curva é determinado pela eficiéncia de
amplificagéao (E) (RIEU; POWERS, 2009). A eficiéncia de amplificagcdo pode ser
definida como o aumento do numero de cépias do produto por ciclo (RUIJTER
et al., 2009). A eficiéncia pode variar consideravelmente entre os pares de
oligonucleotideos e entre placas, por isso € mais preciso estimar a E para cada
par oligonucleotideos por meio da andlise de uma curva de diluicdo ou por
meio da analise das curvas de amplificacdo de todas as reacdes (RAMAKERS
et al., 2003; RUIJTER et al., 2009).

Os resultados mais precisos foram obtidos assumindo a mesma E para
todas as reacbes (COOK et al.,, 2004), pois as diferentes amostras geram
diferentes cinéticas de fluorescéncia, diferindo no grau de inclinacdo da curva
de amplificacdo o que causa um impacto sobre a precisdo do resultado da
expressao calculada (Bustin, 2004). Ainda, segundo Bustin (2004) uma
correcdo para a eficiéncia, usando modelos matematicos adequados é

altamente recomendavel para tornar os resultados mais confiaveis.

4. Anélise de associagédo

Foram encontradas associa¢des dos genes alvos com as caracteristicas de
eficiéncia alimentar. Os niveis de expresséo do gene FABP1 foram associados
com as medidas de CAR (P <0,0347) e CMS (P < 0,0221). Outras associacdes
observadas foram do gene SLC2A5 e as medidas de IK (P <0,0282) e TRC (P
< 0,0327). Nao houve associagédo dos genes FADS2, RGS2, PPP1R26 e UCP2

com as medidas em estudo (Tabela 8).



Tabela 8: Valores de efeito estimado e P valor da andlise de associacdo. *Valores com P valor

significativo (P < 0,05).
Efeito
Caracteristicas Gene estimado +EP Pvalor
RGS2 0,09699 0,09514 0,3117
SLC2A5 0,001473 0,006028 0,8078
CAR UCP2 -0,01232 0,06309 0,8458
FABP1 -0,2471 0,1146 *0,0347
FADS2 0,02909 0,04856 0,5512
PPP1R26 0,02051 0,05328 0,7015
RGS2 -16,438 47,441 0,7300
SLC2A5 0,08352 0,3048 0,7849
PM UCP2 23,049 32,159 0,4759
FABP1 -35,760 57,730 0,5376
FADS2 -0,9858 24,655 0,6905
PPP1R26 45,295 26,733 0,0945
RGS2 -0,2704 0,8265 0,7445
SLC2A5 0,01462 0,05310 0,7839
PMM UCP2 0,3981 0,5602 0,4796
FABP1 -0,6275 10,057 0,5346
FADS2 -0,1799 0,4295 0,6765
PPP1R26 0,7902 0,4657 0,0941
RGS2 -0,02203 0,03856 0,5695
SLC2A5 -0,00446  0,002478 0,0761
GPDreg UCP2 0,04469 0,02614 0,0917
FABP1 0,004610 0,04693 0,9220
FADS2 0,005056 0,02004 0,8016
PPP1R26 0,002327 0,02173 0,9150
RGS2 0,1132 0,1406 0,4233
SLC2A5 -0,00132 0,009031 0,8846
CMS UCP2 0,07979 0,09528 0,4051
FABP1 -0,4001 0,1710 *0,0221
FADS2 0,01109 0,07305 0,8797
PPP1R26 0,09995 0,07921 0,2110




Tabela 8: Continuacéo.

Efeito
Caracteristicas Gene estimado +EP Pvalor
RGS2 0,03700 0,03581 0,3049
SLC2A5 -0,00095 0,002300 0,6795
CMSpv UCP2 0,005550 0,02427 0,8198
FABP1 -0,08531 0,04357 0,0541
FADS2 0,01275 0,01861 0,4955
PPP1R26 -0,00578 0,02018 0,7752
RGS2 0,1133 0,1226 0,3585
SLC2A5 0,01346 0,007874 0,0917
CA UCP2 -0,1034 0,08308 0,2173
FABP1 -0,1855 0,1491 0,2177
FADS2 -0,01195 0,06370 0,8517
PPP1R26 0,05686 0,06907 0,4130
RGS2 -0,00432 0,004219 0,3090
SLC2A5 -0,00040 0,000271 0,1490
EA UCP2 0,003182 0,002860 0,2695
FABP1 0,007766 0,005134 0,1347
FADS2 0,000502 0,002193 0,8195
PPP1R26 -0,00172  0,002377 0,4709
RGS2 -0,00016  0,000400 0,6951
SLC2A5 -0,00006  0,000026 *0,0282
IK UCP2 0,000459 0,000271 0,0952
FABP1 0,000114 0,000487 0,8163
FADS2 0,000130 0,000208 0,5329
PPP1R26 -0,00018 0,000226 0,4252
RGS2 -0,00115 0,004109 0,7801
SLC2A5 -0,00057 0,000264 *0,0327
TRC UcCP2 0,003041 0,002785 0,2786
FABP1 0,001992 0,005000 0,6914
FADS2 0,001141 0,002135 0,5949
PPP1R26 -0,00153 0,002315 0,5115
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Segundo a analise de associagdo a cada unidade de expressdo aumentada
do gene FABP1 ha um decréscimo no valor de CAR (-0,2471+ 0,1146) e CMS
(-0,4001 + 0,1710), o mesmo ocorreu com o gene SLC2A5 para as medidas do
IK (-0,00006 + 0,000026) e da TRC (-0,00057 = 0,000264) (Tabela 9).
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Tabela 9: Valores de efeito estimado e P valor das associacdes encontradas.

Caracteristicas Gene Efeito estimado + EP P valor
CAR FABP1 -0,2471 0,1146 *0,0347
CMS FABP1 -0,4001 0,1710 *0,0221

IK SLC2A5 -0,00006 0,000026 *0,0282
TRC SLC2A5 -0,00057 0,000264 *0,0327

Com o0 aumento da expressdo de FABP1 hd uma diminuicdo de CAR e
CMS. Outros trabalhos corroboram com esse resultado, demostrando que CAR
tem uma correlag@o positiva com a ingestdo de matéria seca, a qual varia de
0,44 a 0,72 (ARTHUR et al.,2001a; HOQUE et al.,2006; NKRUMAH et al. 2007;
CASTRO BULLE et al., 2007; KELLY et al., 2010).

A relacéo entre niveis de expressdo do gene FABP1 e balanco energético ja
foi descrita em gado de leite. McCarthy et al (2010) submeteram dois grupos
de vacas holandesas a um leve Balanco Energético Negativo (BEN) e outro a
um severo (BEN) e observaram o efeito sobre a expressao génica em vacas
leiteiras de alta producédo. Os resultados obtidos no estudo citado tanto nas
analises por microarranjo quanto por PCR quantitativo em tempo real,
demonstraram, entre outros genes, que o FABP1 teve sua expressao diminuida

em vacas com BEN severo.

Na fase de BEN o principal desafio enfrentado pelas vacas é o aumento
expressivo na demanda de nutrientes para producéo de leite associado ao
baixo consumo de matéria seca (CMS) (DRACKLEY et al.,, 2001). Devido a
esse motivo, McCarthy et al. (2010) acreditam que a diminuicdo da expresséo
encontrada para o gene FABP1 ocorreu para que os AGCL (acidos graxos de
cadeia longa) fossem redirecionados para serem armazenados no tecido
adiposo e induzir ao ganho de peso, uma vez que esse gene esta envolvido na
biossintese e remocdo de AGCL (ATSHAVES et al., 2004; LISOWSKI et al.,
2014). Do ponto de vista fisiologico o ganho de peso resulta em um balanco
energético positivo, no qual a energia em excesso € armazenada em forma de
gordura no tecido adiposo (GUILLOU et al. 2008 ).

O nocaute deste gene em camundongos submetidos a jejum de 48 horas

mostrou que os niveis de oxidacdo de acidos graxos eram muito menores do
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gue nos animais controle (Newberry et al., 2003). Os acidos graxos produzidos
na mobilizacdo de reservas de gordura sao convertidos no figado em
acetoacetato e depois em BHB (beta-hidroxibutirato), o qual pode ser utilizado
como fonte de energia (Gonzalez, 2000). Os acidos graxos livres (AGL) séo as
moléculas mais significativas para estimar o status energético em gado de
corte, respondendo a mudangas no consumo de alimento, ou seja, quanto mais

acidos graxos livres no plasma menor é o consumo (Russel, 1983).

A partir dos nossos resultados, podemos inferir que a expressao aumentada
do gene FABP1 ocasiona maior ocorréncia de oxidacdo nos acidos graxos,
tornando-os livre no plasma sanguineo, limitando a ingestdo de matéria seca,
desta forma, o FABP1 pode potencialmente ser um limitante para o CMS nos

bovinos em estudo.

Para o indice de Kleiber valores altos sdo mais favoraveis para a eficiéncia
alimentar, indicando que maior é o crescimento corporal obtido sem aumento
do custo da energia de mantenca (ARCHER et al., 1999). Da mesma forma €&
para taxa relativa de crescimento que mede a eficiéncia como o ganho de peso
referente ao tamanho instantaneo do corpo. O gene SLC2A5 mostrou que o
aumento da sua expressédo reduziu os valores de TRC e IK. Essas medidas
(Taxa Relativa de Crescimento e indice de Kleiber) apresentaram forte
correlacdo com ganho de peso (Arthur et al. 2001), desta forma o gene
SLC2A5 contribui de forma negativa para a eficiéncia alimentar.

Todos os genes selecionados como alvos séo diferencialmente expressos
em estudos de RNAseq de animais extremos para CAR, na populagcéo alvo
desse estudo (Tizioto, 2014) e apresentam fungBes ou relacdes biologicas
compativeis a fatores que podem influenciar a eficiéncia alimentar (proliferagéo
celular, regulacdo do metabolismo do glicogénio, contracdo muscular, sintese
de proteina, peso corporal, controle da termogénese, sintese de ATP,
regulacdo da oxidacdo de Aacidos graxos, codificacdo de enzimas para a
biossintese de &acido graxos), no entanto, os genes PPP1R26; RGS2; UCP2 e
FADS2 nao apresentaram associacdo com nenhum fenotipo de eficiéncia

alimentar na populacéo estudada.
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CONCLUSAO

Entre os genes candidatos a referéncia, o YWHAZ e RPL19, tiveram a
menor variacdo de expressdo para estudo do tecido do figado de animais
Nelore.

Os resultados de andlise de associacdo da expressao dos genes
(SLC2A5, UCP2, FADS2, FABP1, RGS2 e PPP1R26) com as medidas de
eficiéncia alimentar permitiram concluir que o aumento da expressédo do gene
FABP1 diminui os valores de CAR e CMS, contribuindo para melhor eficiéncia
alimentar. No entanto, o aumento de expressédo do gene SLC2A5 foi também
associado a diminuicdo das medidas de IK e TRC contribuindo de forma
negativa para a eficiéncia alimentar nos animais em estudo.

Desta forma, os resultados encontrados contribuem para a compreensao
do mecanismo biolégico envolvido na variacdo da eficiéncia alimentar, além
disso, os genes FABP1 e SLC2A5 séo potenciais candidatos a serem usados

nos programas de melhoramento da eficiéncia alimentar em bovinos.
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