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“Caminante, son tus huellas el camino y nada mas;

Caminante, no hay camino, se hace camino al andar."
(A. Machado, 1973)

“Ando devagar porque ja tive pressa,

E levo esse sorriso, porque ja chorei demais,
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe,
SO levo a certeza de que muito pouco eu sei, ou
Nada sei, conhecer as manhas e as manhas,

O sabor das massas e das macas.

E preciso amor pra puder pulsar, é preciso paz
Pra poder sorrir, € preciso a chuva para florir.

Penso que cumprir a vida, seja simplesmente
Compreender a marcha, ir tocando em frente,
Como um velho boiadeiro, levando a boiada

Eu vou tocando os dias pela longa estrada, eu vou,
Estrada eu sou, conhecer as manhas e as manhas,
O sabor das massas e das macas,

E preciso amor pra puder pussar, € preciso paz
Pra poder sorrir, é preciso a chuva para florir

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora,

Um dia a gente chega, no outro vai embora,

Cada um de nos compde a sua historia, cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz, e ser feliz,

conhecer as manhas e as manhas,

O sabor das massas e das macas,

E preciso amor pra puder pussar, é preciso paz

Pra poder sorrir, é preciso a chuva para florir

Ando devagar porque ja tive pressa,

E levo esse sorriso, porque ja chorei de mais,

Cada um de nos compde a sua historia, cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz, e ser feliz”

Almir Sater e Renato Teixeira
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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO MUSCULO ESQUELETICO DE
BOVINOS DAS RACAS NELORE E ABERDEEN ANGUS E SUA RELACAO
COM O DESENVOLVIMENTO MUSCULAR E A MACIEZ DA CARNE.

RESUMO - A divergéncia genética entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus é
estimada em ~ 250.000 anos mas, apesar dessa proximidade filogenética, estes
dois grupos de bovinos apresentam diferencas marcantes em relacdo a taxa de
crescimento muscular e a maciez da carne. De maneira que este estudo foi
delineado para avaliar perfil da expressdo génica diferencial no musculo
Longissimus dorsi das ragcas Nelore e Aberdeen Angus com o objetivo de
identificar conjuntos de genes cuja expressao estd associada a manifestagdo das
caracteristicas acima mencionadas. Vinte bezerros machos de cada raga foram
criados e terminados em regime de confinamento, metade dos quais foi abatida
aos 15 e a metade restante aos 19 meses de idade. Nossos resultados sugerem
fortemente que a acdo autécrina e/ou paracrina do IGF-1 produzido no tecido
muscular deve exercer um papel crucial na modulacdo da taxa de crescimento
muscular e na maciez da carne de bovinos. Por outro lado, nossa anélise das
redes de interacdo génica mostrou um grande numero de genes que codificam
proteinas que agem na protedlise muscular, pequeno nimero de inibidores e
reguladores de proteases, assim como diversos genes relacionados com a morte
celular programada nos animais que apresentaram maior maciez da carne,
reforcando a hipotese do envolvimento de um complexo multi-enzimético
(incluindo as calpainas e outras proteases) no processo de amaciamento da

carne, o qual seria semelhante ao processo de apoptose.

Palavras-Chave: bovinos, transcrissoma, desenvolvimento muscular, maciez da

carne, PCR em tempo real, microarranjos.
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TITLE — GENE EXPRESSION ANALYSIS IN THE SKELETAL MUSCLE OF
NELLORE AND ABERDEEN ANGUS BREEDS AND ITS RELATIONSHIP WITH
MUSCLE GROWTH AND MEAT TENDERNESS.

SUMMARY - The genetic divergence between Bos taurus taurus and Bos taurus
indicus is estimated to be ~ 250.000 years but, in despite of their phylogenetic
proximity, this two bovine groups show remarkable differences in regard to the
muscle growth rate and meat tenderness. Thus, this study was aimed to evaluate
the differential gene expression profile in Longissimus dorsi muscle of Nellore and
Aberdeen Angus breeds in order to identify set of genes whose expression is
associated with the manifestation of the above-mentioned traits. Twenty male
calves of each breed were grown and finished in the feedlot system, half of which
was slaughtered at 15 and the remaining half at 19 months of age. Our results
strongly suggest that the autocrine and/or paracrine action of the IGF-1 produced
in the muscle might play a crucial role in the modulation of muscle growth rate and
meat tenderness in beef cattle. On the other hand, our gene interaction network
analysis revealed a large number of genes encoding proteins acting in the skeletal
muscle proteolysis, a small humber of inhibitors and regulators of proteases, as
well as several genes related to the programmed cell death in animals that had
greater tenderness of meat, reinforcing the hypothesis of the involvement of a
multi-enzymatic complex (including calpains and other proteases) in the meat

tenderization process, which resembles the apoptosis process.

Keywords: bovines, transcriptome, muscle development, tenderness, real-time

PCR, microarrays.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O rebanho de corte brasileiro €é composto majoritariamente
(aproximadamente 80%) por animais da subespécie Bos taurus indicus (zebuinos)
de origem indiana e por produtos de seu cruzamento com animais da subespécie
Bos taurus taurus (taurinos) de origem européia. Apesar da proximidade
filogenética, estas duas subespécies apresentam caracteristicas fenotipicas
bastante distintas com reflexos marcantes na eficiéncia produtiva, reprodutiva e na
gualidade da carne produzida (ANUALPEC 2003).

De maneira geral o0s zebuinos apresentam grande rusticidade,
caracterizada pela adaptacéo as condicdes climaticas das regides tropicais e pela
resisténcial/tolerancia aos endo e ectoparasitas, bem como algumas doencas
infecto-contagiosas. Os taurinos, por sua vez, sdo menos adaptados ao clima
tropical e apresentam maior suscetibilidade as doencas e infestacbes parasitarias,
porém, sao significativamente mais eficientes no que se refere aos parametros
produtivos e reprodutivos. Duas caracteristicas contrastantes que tém sido bem
documentadas na literatura cientifica sdo a velocidade de crescimento e a maciez
da carne produzida por essas subespécies bovinas (Rubensam et al. 1998 ;
Silveira, 2003).

Segundo Burrow e colaboradores (2001) nenhuma das ragas bovinas,
taurinas ou zebuinas, possui todos os atributos necessarios para produzir carne
eficientemente em todos os ambientes e atingir a todos os requerimentos do
mercado, uma vez que existe uma grande variabilidade nas caracteristicas
produtivas e adaptativas entre esses subgrupos de bovinos.

Diferencas na velocidade de crescimento e na maciez da carne das
diferentes racas vém sendo avaliadas ha algum tempo e ja foram revisadas por
Marshall (1994) e Franke (1997). Frisch e colaboradores (1997) e MRC (1997) ja

demonstraram que animais taurinos apresentam uma maior taxa de crescimento e



melhor qualidade de carne do que animais zebuinos. Posteriormente, Cundiff e
Gregory (1999) estudaram animais de ragas puras e verificaram que racas
taurinas (Angus, Hereford, Piemontese, Belgian Blue) com peso de abate
proximos a 580 Kg apresentavam valores de Forca de Cisalhamento (FC) de 5,13
Kg, enquanto que os animais de racas zebuinas (Brahman, Boran) apresentaram
valores bem superiores (7,30 Kg e 6,58 Kg, respectivamente). Contudo, Brondani
e colaboradores (2006), trabalhando com animais mais jovens e, portanto, mais
leves, verificaram valores de FC inferiores (3,0 Kg) para animais da raca Angus e
Hereford, resultados que sugerem fortemente a existéncia de uma interagédo entre
idade e a FC.

De acordo com Brown e Feder (2005) a variagdo na expressao génica entre
membros da mesma espécie € a matéria prima da evolu¢cdo. Neste sentido,
diversos trabalhos consideraram que a principal fonte de variacdo genética entre
individuos pode ser atribuida as diferencas de expressdo génica, motivadas por
alteracBes em regides regulatorias, e ndo as diferencas localizadas nas regides
codificantes (Kohn et al. 2004; Wittkopp et al. 2004; Stamatoyannopoulos, 2004).

Segundo Tautz (2000) a taxa de divergéncia em genomas de vertebrados
gue evoluem de forma independente é de apenas 0,1 — 0,5% por milhdo de anos.
No caso das duas subespécies bovinas a similaridade genética deve ser ainda
maior, tendo em vista que estudos com o DNA mitocondrial estimaram que a
divergéncia genética entre zebuinos e taurinos é aproximadamente de apenas 250
mil anos (Bradley et al. 1996; Miretti et al. 2002,) fato que permite inferir que estes
dois genomas devam ser altamente semelhantes. Assim sendo, estas duas
subespécies bovinas constituem-se num modelo biolégico ideal para o
desenvolvimento de estudos comparativos de gendmica funcional, visando a
identificacdo de genes diferencialmente expressos relacionados com a velocidade
de crescimento e qualidade da carne.

Assim, considerando estes fatos, este presente estudo teve por objetivo
comparar o transcrissoma de animais das racas Nelore (Bos taurus indicus) e

Aberdeen Angus (Bos taurus taurus) em diferentes idades, visando caracterizar os



padrbes de expressao génica dessas duas subespécies e identificar conjuntos de
genes envolvidos na determinacdo da velocidade de crescimento e da qualidade
de carne, mediante uso das técnicas de PCR quantitativo em tempo real (QRT-
PCR) e microarranjos.

A expectativa é que os resultados deste estudo venham contribuir de forma
significativa para a melhor compreensdo dos mecanismos genéticos, bioquimicos
e fisiologicos envolvidos no desenvolvimento muscular e na determinacdo da
maciez da carne, permitindo o desenvolvimento de tecnologias auxiliares que
possam ser utilizadas nos programas de melhoramento genético (selecdo
assistida por marcadores moleculares, introgresséo génica ou mesmo a produgéo
de animais geneticamente modificados) e no desenvolvimento de produtos
biotecnologicos (marcadores moleculares, drogas controladoras de expressao
génica, etc.) que poderao ser de grande valia para o incremento da produtividade

da pecuaria de corte nacional.

2. Revisao de Literatura

2.1 Desenvolvimento muscular em bovinos

Os bovinos pertencem ao Género Bos, Familia Bovidae, Ordem Artiodactyla
e sao encontrados em praticamente todos os paises do mundo. Sao divididos em
dois grandes grupos, zebuinos (com cupim, como animais da raca Nelore) e
taurinos (sem cupim, como animais da raca Angus), mas que, devido a sua
completa inter-fertilidade, sdo mais freqientemente considerados subespécies,
Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, respectivamente (Loftus et al. 1994).

De maneira geral o0s zebuinos apresentam grande rusticidade,
caracterizada pela adaptacao as condicdes climaticas das regides tropicais e pela
resisténcial/tolerancia aos endo e ectoparasitas, bem como a algumas doencas
infecto-contagiosas. Os taurinos, por sua vez, sdo menos adaptados ao clima

tropical e apresentam maior suscetibilidade as doencas e infestacfes parasitarias,



porém, sdo significativamente mais eficientes no que se refere aos parametros
produtivos e reprodutivos.

Sabe-se que a eficiéncia alimentar, a sintese e degradacédo de proteinas, as
taxas de crescimento dos tecidos (Ferrel e Jenkins, 1998) e a deposicdo de
gordura na carcaca de bovinos (Owens et al. 1993) dependem em grande parte do
genotipo animal.

Quando alimentados com volumosos de alta qualidade (Moran, 1976) ou
dietas mistas com volumoso e concentrado (Ledger et al. 1970; O’'Donovan et al.
1978) os taurinos consomem mais em relacdo aos seus requerimentos de
manutencdo, ganham peso mais rapido e sdo mais eficientes do que os zebuinos.
Beaver et al. (1989) relataram que novilhos da ragca Angus consumiram mais
alimento e ganharam peso mais rapido do que novilhos da raca Brangus.

Ferrel e Jenkins (1998) encontraram diferencas de ganhos de peso entre
animais da raca Angus (taurinos) e Bramahn (zebuinos) e Safudo e
colaboradores (2004) trabalhando com animais de racas de crescimento rapido e
animais de ragas consideradas rusticas também encontraram um maior peso de
abate para os animais do primeiro grupo.

De fato diferencas fenotipicas entre animais Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus podem ser encontradas na literatura, e ja foram revisadas por Marshall
(1994) e Franke (1997). Neste mesmo sentido, Frisch e colaboradores (1997) e
MRC (1997) demonstraram que animais taurinos apresentam uma maior taxa de
crescimento quando comparados com animais zebuinos.

O musculo é um tecido altamente plastico e capaz de se adaptar a
mudancas da demanda funcional (Velloso et al. 2008). Dessa maneira a hipertrofia
e atrofia muscular sdo mecanicamente ligadas e é a atividade e inatividade de um
conjunto comum de moléculas que controlam as poucas vias metabdlicas que
determinam se o tecido muscular responderd a estimulos com o aumento da
sintese protéica e crescimento celular (hipertrofia) ou com o aumento da
degradacéo protéica e reducdo da proliferacdo celular (atrofia) (Sartorelli e Fulco,

2004). Neste sentido o crescimento muscular € determinado pelo balanco entre a



sintese e a degradacéo protéica (Sandri, 2007) processo conhecido como taxa de
renovacao proteéica.

Desta forma, parece bastante claro que, tanto os gendétipos do animal,
guanto as caracteristicas nutricionais da dieta, desempenham um importante
papel na utilizacdo dos nutrientes e, consequientemente, no crescimento do
animal. Contudo, o desconhecimento de todos os mecanismos moleculares
envolvidos nesse processo dificulta a manipulacdo dessas caracteristicas, seja

através de ajuda no melhoramento genético animal, ou pelo uso da biotecnologia.

2.2 Qualidade e maciez da carne.

,

De forma geral, os fatores que afetam a maciez da carne podem ser
divididos em dois grandes grupos: os fatores ante-mortem, tais como gendtipo
(raca), idade, sexo, nutricdo, exercicio, estresse antes do abate, presenca de
tecido conjuntivo, espessura e comprimento do sarcomero, uso de promotores de
crescimento, e outros; e os fatores post-mortem como estimulacao elétrica, rigor-
mortis, esfriamento da carcaca, maturagdo, método e temperatura de cozimento,
pH final e aplicacdo de substancias quimicas (Sirol, 2007).

A maciez da carne pode ser avaliada de duas maneiras distintas: 1)
subjetivamente realizada por degustadores treinados que pontuam a carne pela
maciez experimentada. 2) objetivamente através da medida de forca de
cisalhamento (FC) a qual indica que quanto maior a forca necesséria para cortar a
carne, maior sera a dureza da mesma, ou pelo indice de fragmentacdo das
miofibrilas (IFM), que indica que quanto maior o indice, maior foi a fragmentacéo
das miofibrilas musculares e, portanto, mais macia é a carne. Cabe ressaltar que
todos estes métodos de analise sdo altamente correlacionados.

Segundo Rubensam e colaboradores (1998), as proteases neutras ativadas
pelo ion calcio, denominadas calpainas, sao parcialmente responsaveis pela
protedlise post-mortem, que conduz a um aumento progressivo da maciez da

carne. Entretanto, apesar do importante papel das calpainas na maturacdo, € o



efeito inibidor de protedlise da calpastatina, igualmente ativada pelo ion calcio livre
no sarcoplasma, determinado 24 horas post-mortem, que apresenta maior
correlagdo com a maciez da carne conservada sob refrigeracao.

O sistema calpaina—calpastatina € considerado um dos principais
responsaveis pela maciez da carne. Este sistema Ca®" dependente é composto
pelas proteases p-calpaina (CAPN1) e m-calpaina (CAPN2) que diferem pela
quantidade de Ca** necesséria para a sua ativacdo e um inibidor de ambas, a
Calpastatina — CAST.

As calpainas ndo tem acdo sobre a actina e miosina muscular (Penny,
1974). De acordo com Hughes e colaboradores (2001), a acdo dessas enzimas
ocorre em proteinas musculares que apresentam sitios de ligacdo e clivagem
especificos. Dentre as proteinas identificadas como substrato para as calpainas
encontram-se a tropomiosina, a desmina, a titina, a nebulina, a filamina, e a
troponina T.

A importancia da calpaina durante o processo de amaciamento da carne foi
verificado em alguns estudos (Koohmaraie, 1992, 1994 e 1996; Geesink e
Koohmaraie, 1999) bem como a inibicdo da calpastatina no sistema (Whipple et al.
1990; Morgan et al. 1993; Koohmaraie, 1994; Geesink e Koohmaraie, 1999; Soria
e Corva et al. 2004; Geesink et al. 2006).

A literatura tem demonstrado que a textura da carne de Bos taurus indicus
(zebuino, origem indiana) é relativamente pior quando comparada a de Bos taurus
taurus (taurina, origem européia) (Norman, 1982; Shackelford et al. 1991; Crouse
et al. 1993; Shackelford et al. 1994). De fato, Koohmaraie (2003), descreve que
46% das variagcbes na maciez da carne se devem a genética animal e 54% a
variagdes ambientais quando se compara ragas distintas.

No Brasil, a menor maciez da carne bovina é devida a grande proporc¢éo de
genes Bos taurus indicus nos animais cruzados que forma o rebanho nacional.
Tais cruzamentos e a utilizacdo de genética inferior para producdo de carne de
gualidade tornam-se as principais causas da menor aceitabilidade desse produto

no mercado externo (Hadlich, 2004).



Neste sentido, existe uma relacdo positiva entre a maior porcentagem de
genes de Bos taurus indicus no animal e menor maciez da carne maturada
(Cundiff et al. 1993; Wheeler et al. 1994). Estes autores mostraram que animais
com menos de 25% de genes de Bos taurus indicus sdo similares aos animais Bos
taurus taurus no que diz respeito a maciez da carne. Entretanto, a diferenca de
maciez dentro de racas (incluindo Bos taurus indicus) é tdo grande quanto aquela
entre racas.

De fato, em trabalho publicado por Rubensam e colaboradores (1998), o
aumento da proporcdes de genes de Bos taurus indicus mostrou consideravel
diminuicdo da maciez da carne, resultados estes que ja haviam sido observados
por Crouse e colaboradores (1993), Shackelford e colaboradores (1994) e por
Sherbeck e colaboradores (1995).

O aperfeicoamento no controle da qualidade da carne é de grande
importancia para produtores, industria e rede varejista, pois somente desta
maneira serdo correspondidas as expectativas dos consumidores em relacdo ao
produto (Hadlich, 2004).

2.3 Estudo da expressao génica diferencial

2.3.1 Técnica de Microarranjos

Com o grande avanco que a ciéncia vem obtendo por meio do progresso do
estudo do Projeto Genoma Humano e de outras espécies, abriu-se uma nova
possibilidade para estudar a expressdo génica em larga escala (transcrissoma).
Dentre as metodologias utilizadas nos estudos de transcrissoma a mais
abrangente € a técnica de microarranjos, que tem como objetivo determinar quais
sdo os genes diferentemente expressos entre duas ou mais classes, espécimes

ou condicdes bioldgicas distintas.



Esta abordagem tem sido largamente empregada na determinacdo de
genes ou conjunto de genes diferencialmente expressos em amostras
procedentes de uma mesma condi¢cdo experimental e/ou condi¢cdes contrastantes
(Robinson et al. 2000), bem como na monitoracdo dos genomas de uma forma
abrangente, permitindo deste modo a melhor compreensdo das possiveis
interacdes que ocorrem entre milhares de genes simultaneamente (Shi, 2000).

Devido a complexidade dos fatores envolvidos nas respostas aos estados
patolégicos e na determinacdo das caracteristicas produtivas nos animais
domeésticos, a utilizagdo da tecnologia de microarranjos tem despertado um
grande interesse por parte dos setores ligados a producédo animal. Entretanto, a
disponibilidade de arranjos de DNA para os estudos de expressao génica em
animais domeésticos ainda é muito restrita, inclusive no caso da espécie bovina
(Suchita et al. 2003). Dentre as plataformas que temos disponiveis
comercialmente estdo: MEM array, NBFGC Microarray, Bovi Analyzer, Beef CRC
muscle and fat array e laminas de oligosnucleotideos (OpArray-Operon, Gene
Chip-Afymetrix, Agylent (Furlan et al. 2007).

Embora o volume de publicagdes sobre o assunto ainda ndo seja
expressivo para bovinos, como € para outros organismos (humanos,
camundondos, organismos procariontes, etc.), ja existem diversos estudos de
transcrissomas na area de saude animal, fisiologia ou patologia em bovinos
(Hocquette et al. 2007). A tecnologia de microarranjos também ja esta sendo
utilizada nos estudos de nutricAo dos ruminantes, desenvolvimento muscular
embrionario e acimulo de gordura intramuscular (Sudre et al. 2003; Wang et al.
2008; Wang et al. 2005; Lehnert et al. 2007; Loor et al. 2007; Birne et al. 2005;
Reverte et al. 2003).

Contudo, estudos que abordam as variacfes do transcrissoma de animais
que apresentam taxa de crescimento muscular contrastante (Sudre et al. 2005),
assim como no de animais cuja analise sensorial evidenciou diferencas
significativas na qualidade da carne (Bernard et al. 2007), comecam a se tornar

mais frequentes na literatura.



2.3.2 PCR quantitativo em tempo real

Uma inovagdo tecnolégica resultante da PCR, denominada de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR), vem ganhando espaco nos diagnosticos
clinicos e nos laboratérios de pesquisa por apresentar a capacidade de gerar
resultados quantitativos. Essa técnica permite 0 acompanhamento da reacado e a
apresentacdo dos resultados de forma mais precisa e rdpida em relacdo a PCR
gue apresenta somente resultados qualitativos.

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo
de quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real realiza a
guantificacdo destes &cidos nucléicos de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, determinando valores durante a fase exponencial da reacdo. O
ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial é
denominado de “Cycle Threshold” (CT).

A reacdo é medida através da emissdo dos compostos fluorescentes que
geram sinais que aumenta na proporcédo direta da quantidade de produto da PCR.
Sendo assim, os valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e
representam a quantidade de produto amplificado formando, um grafico de
amplificacéo.

Dois diferentes métodos de analise sao utilizados para analises de PCR em
tempo real: quantificacdo absoluta e quantificacao relativa. A primeira determina o
numero de coépias do transcrito de interesse baseado numa curva padréo,
enquanto que o segundo descreve a diferenca de expresséo entre dois grupos, no
qual, geralmente se usa um grupo controle ou referéncia (Livak e Schimittgen,
2001).

No caso de quantificacdo relativa, a escolha correta dos genes de
referéncia para normalizar a expressao do gene alvo em PCR em tempo real é
essencial para refletir verdadeiramente o processo biologico (Robinson, et al.
2006). Estes autores avaliaram 4 genes candidatos a genes normalizadores em
bovinos (18S rRNA, gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPDH), RPLPO e j3-
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actina) e verificaram que o GAPDH e B-actina se comportaram melhor como
genes constitutivos. Em outro trabalho de validagdo de genes de referencia
especificamente em musculos Perez e colaboradores (2008) testaram 10 genes
(18S, GAPDH, ACTB, B2M, RPII, UBC, CASC3, HMBS, SF3Al1, EEF1A2) no qual
verificaram que os trés Ultimos se apresentaram mais consistentes para uso como
genes normalizadores.

A PCR quantitativa em tempo real € uma dos mais sensiveis e confidveis
métodos para analise de expresséo génica e tem sido largamente utilizado como
validacdo de experimentos de microarranjos, quantificacdo de patdgenos,
guantificacdo de expressao de genes cancerigenos, determinagdo do numero de
copias transgénicas e estudos de terapia com drogas (Yuan et al. 2006).

A PCR quantitativa em tempo real é usada em experimentos de validacéo
de microarranjos uma vez que, apesar de possuir uma grande capacidade de
analises com muitos genes, a qualidade dos dados de expressdo génica nesse
tipo de método pode variar muito dependendo da plataforma e do procedimento
utilizado. Sendo assim, a qRT-PCR é comumente utilizado como ferramenta de
validacdo para confirmar os resultados de expressdo obtidos pela técnica de
microarranjos (Morey et al. 2006).

Estes mesmos autores, ressaltam que apesar de serem largamente
utilizados, tanto os microarranjos como a gRT-PCR frequentemente apresentam
resultados discordantes, e que isto € possivelmente devido a falhas inerentes de
cada um dos métodos. Neste mesmo trabalho, os autores demonstram que existe
uma correlagdo de aproximadamente 70% entre estes dois métodos, podendo
variar para mais ou para menos em fungéo do “Fold Change”, p-valor, e de genes

estimulados ou deprimidos.
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CAPITULO 2 - Estudo da associacdo entre a expressdo de genes
pertencentes ao complexo calpaina/calpastatina e ao eixo somatotrofico com
as caracteristicas de maciez da carne, desempenho e qualidade da carcaca
em bovinos das racas Nelore (Bos taurus indicus) e Aberdeen Angus (Bos
taurus taurus).

RESUMO - Diferencas na velocidade de crescimento e na maciez da carne das
diferentes ragas bovinas vém sendo avaliadas ha algum tempo e demonstram que
animais taurinos apresentam uma maior taxa de crescimento e melhor qualidade
de carne do que animais zebuinos. O presente estudo tem como objetivo avaliar e
comparar desempenho, caracteristicas de composicao e qualidade da carne,
assim como a expressdo de genes sabidamente relacionados com estas
caracteristicas em novilhos Abeerden Angus (Bos taurus taurus) e Nelore (Bos
taurus indicus) abatidos aos 15 e 19 meses de idade. Vinte animais de cada raca
foram utilizados, sendo metade abatida em cada uma das idades, os parametros
avaliados foram peso de abate (PA), ganho de peso diario (GD), area do musculo
L. dorsi (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS), rendimento de carcaca
(REND), forca de cisalhamento (FC) e indice de fragmentagdo das miofibrilas
(IFM), bem como a expressao dos genes GHR, IGF1, IGF1R, CAPN1, CAPN2 e
CAST. Os resultados mostraram haver diferenca significativa (p<0,05), na qual
animais Angus apresentaram maior PA, GD, FMI e menor FC, estes resultados
foram acompanhados de uma maior expressdo do gene IGF1l. Enquanto que,
animais Nelore apresentaram uma maior expressdo dos genes GHR, CAPN1 e
CAST. Estes resultados demonstram que o desenvolvimento muscular
possivelmente é modulado a nivel muscular pelo IGF1 e que a menor maciez da

carne possivelmente se deve a maior expressao do gene CAST.

Palavras-Chave: bovinos, desenvolvimento muscular, maciez da carne, PCR em
tempo real.



17

Introducéo

Na taxonomia a nomenclatura utilizada para os bovinos e a de subespécies
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, sendo que a divergéncia genética
estimada entre elas é de aproximadamente 250 mil anos. Apesar desta
proximidade filogenética, as duas subespécies apresentam caracteristicas
fenotipicas bastante distintas, com reflexos marcantes na eficiéncia produtiva,
reprodutiva e na qualidade da carne produzida. Segundo Burrow e colaboradores
(2001) nenhuma das ragas bovinas, taurinas ou zebuinas possui todos o0s
atributos necessarios para produzir carne eficientemente em todos os ambientes e
atingir a todos os requerimentos do mercado, uma vez que existe uma grande
variabilidade nas caracteristicas produtivas e adaptativas entre esses subgrupos
de bovinos.

Diferencas na velocidade de crescimento e na maciez da carne das
diferentes racas vém sendo avaliadas h& algum tempo e ja foram revisadas por
Marshall (1994) e Franke (1997). Frisch e colaboradores (1997) e MRC (1997) ja
demonstraram que animais taurinos apresentam uma maior taxa de crescimento e
melhor qualidade de carne do que animais zebuinos. Contudo, Crouse e
colaboradores (1989) sugeriram que racas Bos taurus indicus podem ser usadas
para otimizar a eficiéncia de producdo em programas de cruzamentos sem levar
em consideragdo o impacto negativo da heranca dos animais Bos taurus indicus
na palatabilidade da carne.

Segundo revisdo sobre o processo de hipertrofia e atrofia muscular,
Solomon e Bouloux (2006), Sandri (2008) e Velloso (2008) apontam entre os
genes controladores do crescimento muscular, o eixo somatotropico (GH, IGF-1)
como um dos principais reguladores.

Em relacdo a maciez da carne, segundo Rubensam e colaboradores (1998)
as proteases neutras ativadas pelo ion célcio, denominadas calpainas (CAPNL1 e
CAPN2), sao parcialmente responsaveis pela protedlise post-mortem que conduz
a um aumento progressivo da maciez da carne. Entretanto, apesar do importante

papel das calpainas na maturacgédo, € o efeito inibidor de protedlise da calpastatina
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(CAST), igualmente ativada pelo ion calcio livre no sarcoplasma, que apresenta
maior correlagdo com a maciez da carne conservada sob refrigeracéo.

A andlise molecular do genoma dos animais de interesse pecuario pode
contribuir de forma expressiva para solucionar algumas destas limitacbes, o que
no caso da bovinocultura deve trazer ganhos significativos de produtividade. A
utilizacdo de informacdes contidas no DNA dos individuos, tais como: QTLsS
(Locus de caracteristicas quantitativas), regides microssatélites ou polimorfismos
em genes candidatos, podem aumentar a acuracia das predi¢des e a intensidade
de selecdo aplicada ao rebanho, diminuindo o intervalo entre geracdes e
economizando esforgos em testes de progénie de touros.

Como conseqiiéncia, a indastria da carne tem investido em pesquisas na
busca por indicadores de qualidade da carne e no aumento do conhecimento da
biologia do musculo na tentativa de controlar esta caracteristica (Hocquette et al.
2007).

Consequentemente, esse estudo foi conduzido para avaliar e comparar
desempenho, caracteristicas de composicdo e qualidade da carne, assim como a
expressao génica de genes sabidamente relacionados com estas caracteristicas
em novilhos Abeerden Angus (Bos taurus taurus) e Nelore (Bos taurus indicus)

abatidos aos 15 e 19 meses de idade.

Materiais e métodos

O experimento zootécnico de campo foi conduzido nas dependéncias do
setor de confinamento do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da
FMVZ, Unesp, Botucatu/SP. Foram utilizados 40 animais machos inteiros ndo
aparentados, sendo 20 da raca Nelore (Bos taurus indicus) e 20 da raca Aberdeen
Angus (Bos taurus taurus), desmamados aos 240 dias de idade com peso
variando entre 200 e 230 Kg. Os grupos genéticos foram alocados em baias
experimentais separadamente, onde apds um periodo de adaptacdo de 60 dias
receberam uma dieta experimental que foi formulada de acordo com as normas do

NRC (1996) para ganhos de peso diarios acima de 1,4 Kg/dia.
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Durante o periodo experimental, que durou 255 dias, os animais foram
pesados a cada 28 dias para monitoramento do ganho de peso diario e ajustes
nas dietas, sempre antes da primeira refeicdo do dia e com jejum alimentar prévio
de 16 horas.

Os animais foram divididos em dois lotes, cada qual contendo metade dos
animais de cada raca. O primeiro lote foi arracoado com uma dieta mais
energética, com 70% de concentrados e 30% de volumosos, visando a obtencéo
de maiores ganhos de peso diarios para que 0s animais pudessem atingir o0 peso
de abate (ao redor de 430 kg) precocemente (15 meses de idade). Para que os
animais da raca Nelore pudessem suportar um periodo de confinamento mais
longo e atingirem peso de abate por volta dos 19 meses de idade, o segundo lote
recebeu uma dieta menos energética, formulada para conter 50% de concentrados
e 50% de volumosos.

O alimento foi fornecido ad libitum, duas vezes ao dia, em sistema de racao
completa, utilizando-se feno de graminea “coast cross” como volumoso e uma
mistura comercial contendo milho, caro¢o de algodéo, farelo de soja e sal mineral,
como concentrado.

O abate dos animais foi realizado em abatedouro comercial, seguindo-se
fluxo normal do estabelecimento. Apds a identificacdo e pesagem, as duas meias
carcacas quentes foram resfriadas por 24 horas a 0 °C, periodo apés o qual foram
coletadas amostras de aproximadamente 2,5 cm de espessura, obtidas por cortes
transversais do musculo Longissimus dorsi entre a 122 e a 132 costela da meia
carcaca esquerda. Estas amostras foram identificadas e embaladas em sacos de
polietilieno, sendo submetidas ao processo de maturacdo por 14 dias em
temperatura que variou de 0 a 1°C. Em seguida, elas foram congeladas e
armazenadas a - 20°C para posterior analise da espessura de gordura subcutanea
(EGS) e das medidas de maciez da carne (Forca de Cisalhamento e indice de
Fragmentacéo Miofibrilar).

Por ocasido do abate também foi tomada a medida da area de olho de

lombo (AOL) no musculo Longissimus dorsi (LD), de acordo com a metodologia
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descrita por Muller (1987), que utiliza uma grade de plastico quadriculado (padrédo
USDA), enquanto que a EGS foi medida no terco médio da secc¢éo transversal
desse corte, utilizando-se um paquimetro.

As andlises de maciez da carne pelas medidas da forca de cisalhamento
(FC) e do indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM) foram executadas no
Laboratério de Qualidade de Carnes do Departamento de Melhoramento e
Nutricdo Animal da FMVZ, Unesp, Botucatu, SP.

A FC foi determinada seguindo o procedimento descrito por Wheeler e
colaboradores (1995). Brevemente, as amostras foram assadas em forno elétrico
até atingirem a temperatura interna de 71 °C e resfriada até 22 °C. Entao foram
extraidos 8 cilindros de 1,27 cm de didmetro paralelamente a direcdo das fibras e
usados para determinar a forca maxima de corte utilizando um Warner-Bratzler
Shear Force (WBSF) mecanico com capacidade de 25 kg (Marca Chatillon), com
uma sonda de espessura de lamina de corte de 1,016 mm, e uma barra
deslizadora de 1,245 mm de espessura entre barras e velocidade de 200 mm/min.
A forca méaxima de cisalhamento foi obtido pela média dos 8 cilindros de cada
amostra.

O IFM da carne foi determinado de acordo com Culler e colaboradores
(1978). Foram retirados trés cilindros de 1,27cm de diametro, dos quais foram
utilizados 3 gramas do musculo que foram homogeneizados em triturador por 30
segundos, com 40 mL da solucdo de extracdo (KCl 100 mM, fosfato de potassio
20 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 1 mM e azida sodica 1 mM). Em seguida, a solugéo
homogeneizada foi centrifugada, por 15 minutos, a 1000 x g, a 4°C. O precipitado
foi dissolvido em 40 mL de solugdo de extracdo, agitado e centrifugado
novamente, por 15 minutos, a 1000 x g, a 4°C. Foram adicionados ao precipitado
10 mL de solucdo de extracdo e a suspensdo obtida foi submetida a peneira de
polietilieno para remocdo do tecido conectivo. Para facilitar a obtencdo das
miofibrilas foram adicionados mais 10 mL da solucdo de extracdo. Nesta
suspensédo de miofibrilas foi determinada a concentracdo de proteina pelo método

do biureto, como descrito por Gornall e colaboradores (1949). Uma aliquota da
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suspensdo de miofibrilas foi diluida com a solucdo de extragcdo até uma
concentracdo protéica de 0,5 £ 0,05 mg/mL e realizada a leitura da densidade
Otica a 540 nm em espectrofotdmetro. Para obtencdo do indice de fragmentacao
miofibrilar, o valor obtido de densidade 6tica a 540 nm foi multiplicado por 200.

Uma semana antes do abate foram colhidas amostras do musculo LD,
mediante procedimento cirdrgico realizado entre a 122 e a 132 costela, cujos pesos
variaram entre 1 e 2 g de tecido. Estas amostras foram divididas em sub-
amostras de aproximadamente 250 mg, embrulhadas em papel aluminio,
identificadas, e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para serem
posteriormente armazenadas em freezer a -80°C.

Para a extracdo do RNA total das amostras do musculo LD utilizou-se o
reagente Trizol (Invitrogen) e o kit PureLink Micro-to-Midi System (Invitrogen),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante e, para eliminar fragmentos
residuais de DNA, as amostras de RNA foram tratadas com 20 unidades da
enzima RQ1 RNase-free DNase (Promega). A quantificacdo do RNA total e a
avaliacdo de sua qualidade foram realizadas pela leitura das absorbéncias a 260
nm em espectrofotbmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies), assim como por
eletroforese capilar no equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies).

Os cDNAs utilizados nas analises de PCR quantitativo em tempo real gRT-
PCR foram sintetizados através de reacdo de transcricdo reversa, com a utilizacdo
do conjunto de reagentes comercial SUPERSCRIPT Ill FIRST-STRAND
SYNTESIS SUPER MIX (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Para a avaliacdo da expresséo dos genes, CAPN1 (u-calpaina), CAPN2 (m-
calpaina), CAST (Calpastatina), GHR (Receptor de Horménio de crescimento),
IGF-1 (Fator de crescimento semelhante a insulina 1) e IGF1R (Receptor de IGF-
1) por gRT-PCR foram utilizados 6,25 uL do reagente POWER SYBR Green
(Applied Biosystems), 0,6 uM de cada iniciador especifico para cada gene, 30 ng
de cDNA (molde) e agua MilliQ (ultrapura) autoclavada para completar o volume
de 12,5 pl.
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A reacéo foi submetida ao protocolo de ciclos, seguindo as orientagdes do
fabricante em um aparelho GeneAmp 7500 (Applied Biosystems), descrito a
seguir: dois minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e quarenta ciclos de 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C. Por fim, foi empregado um ciclo
final de 20 minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C para obtencdo da
curva de dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para analise da
especificidade da amplificacéo.

Os valores de “threshold cycle” (Ct) foram obtidos utilizando-se o software
ABI Prism 7500 SDS versédo 1.1 (Applied Biosystems, USA), sendo posteriormente
normalizados (ACt) com base nos valores de Ct obtidos para o gene constitutivo
beta-2microglobulina (B2M). Ja os niveis relativos de expressdo entre as racas
foram calculados de acordo com o método AACH, descrito por Livak e Schmittgen,
(2001).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se no
modelo raca e idade de abate, para tal foi realizado o procedimento GLM do
programa computacional “Statistical Analysis System” (SAS, 2004), enquanto que
para a analise para verificar a existéncia de correlagbes entre as variaveis
estudadas utilizou-se o procedimento COR do mesmo programa computacional.

Resultados e discussodes

Os resultados de desempenho, caracteristicas de carcaca e maciez da
carne estdo apresentados na Tabela 1, na qual se pode observar que o PAe a FC
foram as Unicas caracteristicas que apresentaram diferencas significativas, tanto
para a variavel raca, quanto para a idade de abate, enquanto que o IFM diferiu
significativamente apenas entre as racgas. De todas as caracteristicas estudadas,
somente o GD apresentou diferencas significativas para a interacao raca x idade
de abate (Tabela 2).
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Como podem ser observados nessas tabelas, os animais da raca Angus
tiveram melhor desempenho do que os da raca Nelore, pois apresentaram GD e
PA superiores aos dos zebuinos, cujas magnitudes foram da ordem de
aproximadamente 30 e 8%, respectivamente. Contudo, é preciso ressaltar que
tanto na ragca Angus, quanto na Nelore, os animais abatidos aos 15 meses de
idade foram aqueles que tiveram os melhores GD, superando em 62 e 30%,
respectivamente, os valores observados para os animais abatidos aos 19 meses
de idade.

Estes resultados j4 eram esperados, uma vez que uma das caracteristicas
marcantes da raca Angus é a sua precocidade produtiva, enquanto que a da raca
Nelore é a rusticidade, que na maioria das vezes esta associada a um
desenvolvimento um pouco tardio. A semelhanca do que foi observado no
presente trabalho, Ferrel e Jenkins (1998) também encontraram diferencas nos
GD de animais da raca Angus (taurinos), quando comparados com os da raca
Bramahn (zebuinos), enquanto que Safiudo e colaboradores (2004), verificaram
maiores pesos ao abate em animais pertencentes a racas de crescimento rapido,
quando comparados aos pertencentes as racas consideradas mais rusticas.

Estas diferencas fenotipicas entre animais Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus ja foram revisadas por Marshall (1994) e Franke (1997) e, em muitos
casos, até ja foram incorporadas nas praticas zootécnicas, como € o caso das
tabelas de exigéncias nutricionais do NRC (National Resource Council) que séo

diferentes para as duas subespécies em questao (Chizzoti et al, 2007).

No tocante a maciez da carne, os resultados obtidos para ambas as
varidveis estudadas (FC e IFM), evidenciaram que o0s animais da raca Angus
possuem carne mais macia do que os da raca Nelore, pois o valor médio da FC
dessa ultima raca (5,16 = 1,24) foi aproximadamente 50% maior do que o
observado para a raga Angus (3,42 + 1,00), enquanto que o valor de IFM da raga
Nelore foi 31% menor do que o da raca Angus (57,03 + 13,15 e 83,50 + 12,13,

respectivamente). E preciso lembrar que no método IFM, quanto maior os valores
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observados, maior a degradacdo das miofibrilas e, portanto, maior a maciez da

carne.

Com relacédo a idade, observou-se que 0s animais mais jovens, embora
mais leves, apresentaram valores de FC ~15% menores e de GD 47% maiores,
quando comparados com os animais mais velhos (19 meses de idade). De
maneira que 0s animais mais jovens reanem caracteristicas mais desejaveis para
animais de abate, como maior maciez da carne e melhor desempenho produtivo,
considerando-se a classificagcdo adotada por Abularach e colaboradores (1998) e
Dikeman e colaboradores (2005), na qual o valor maximo da FC para se
considerar uma carne macia € de 5 Kg, quando medido pelo método de WBSF-.

A diferenca na maciez da carne quando se compara racas taurinas e
zebuinas ja vem sendo documentada ha muito tempo (Damon et al. 1960;
Carpenter et al. 1961; Ramsey et al. 1963; Lucket et al. 1975; Crouse et al. 1987,
Wheeler et al. 1996), mas ainda continua sendo um assunto atual.

Publicagcdes mais recentes também reportam resultados similares aos
encontrados no presente trabalho. Neste sentido, trabalhando com animais puros
da raca Angus terminados em confinamento, Costa e colaboradores (2002)
verificaram que o aumento da idade e do peso de abate ndo alteraram de forma
drastica os indices de FC, que variaram na faixa 4,6 a 3,3 Kg. Trabalhando com
animais pertencentes a racas taurinas, Chambaz e colaboradores (2003),
Cuvelier e colaboradores (2006) e Revilla e Vivar-Quintana (2006), verificaram
gue, além dos valores de FC ndo terem variado significativamente entre essas
racas, todos eles se encontram abaixo do limite superior para se considerar uma
carne como macia (< 5,0).

Com relacdo a maciez da carne de animais das racas zebuinas, os
resultados do presente trabalho também se assemelham aos encontrados na
literatura, nos quais 0s animais abatidos com menos de 15 meses de idade
apresentam maior maciez do que animais abatidos em idades mais avancadas.

Neste sentido Riley e colaboradores (2005), trabalhando com animais da raca
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Brahman abatidos com 13 meses encontraram valores médios de FC de 4,9 kg
para carne maturada por 14 dias, enquanto Pringler e colaboradores (1997)
relataram valores de 6,1 kg para animais 100% Brahman abatidos com
aproximadamente 20 meses de idade. No mesmo sentido, Leme e colaboradores
(2000) determinaram a FC na carne de animais de racas puras, bem como
resultantes de distintos cruzamentos entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus,
que foram abatidos em varias idades e verificaram um aumento dos valores da
FC nos animais com maior grau de sangue Bos taurus indicus, enquanto que 0s
animais de racas taurinas e seus cruzamentos praticamente mantiveram o0s
mesmos valores de FC com o passar do tempo.

Segundo Gerrard e colaboradores (1987) a maciez da carne é influenciada
pela interacdo existente entre idade ao abate e a condicdo sexual do animal, que
resulta em uma grande oscilacdo na FC da carne dos animais inteiros, cujos
valores tendem a aumentar com o avanco da idade, sendo que 0s menores
valores sdo encontrados nos animais que possuem entre 12 e 18 meses de idade.

Cabe ressaltar que os valores mais altos de FC (> 7.0 kg) encontrados na
literatura foram obtidos em animais Bos taurus indicus castrados, abatidos com
mais de 20 meses de idade (Vaz et al. 2001; Heinemann et al. 2003), fato que
pode estar associado a taxa de crescimento muscular, que também €& um fator
importante para a determinacédo da maciez da carne.

Os resultados do estudo da expressdo dos genes CAPN1, CAPN2, CAST,
GHR, IGF1, IGF1R por gRT-PCR estdo apresentados na Tabela 3, na qual se
pode observar que o IGF1 foi o Unico gene diferencialmente expresso para os dois
fatores estudados (raca e idade ao abate), enquanto que os genes CAPN1, CAST
e GHR se mostraram diferencialmente expressos somente para o fator raca. Os
resultados da andlise da expresséo relativa AACt (ou “Fold change”) dos genes

que apresentaram diferencas significativas estdo apresentados na Figura 1.



T BUIINSUI B SlUeY|SWaSs 0JUSWIISaII ap Joje) Op 101daday = YT49| T BUlNSUl B ajuey|aWwas 0juswlidsald ap Jojed = T49)|
0JUBWIDSaI0 8p oluguioy op 101dadsy = YHO euneiseded = 1SyD  zeujeded = ZNdVD T eujede)d = TNAVD
sogssaldxa salorew wedylubis Sa10[en SaI0USIN

T0'0>d 4«  GO'0>d «

‘gluaweonsnelsa seAnealubis sedualayip weluasaide vUNOD BWSSW BU S3)1UBIJIp Sea

BZ2SG0+ €L'S *EVO0+ V8L BT1G0+ ¢9¢ BT190+ 0C°€ BOV'0+ 89€ BEY O+ LST Sosaw 61
BY90+ 699 A0+ 651 B150+ 99€ /90+ 6T°€ B8EO0+ G9€ eOV'0+ 9V'1 Sosaw GT
opep|

e8y'0+ 099 »BEV0F G6'L «QEVOF OPE 0090+ €6°¢C eOV'0+ 859°€ »xq6E0+F TET 9I0|SN
BS990+ 289 =»dGV'0F vv'L «BZS0F ¢8E «BQ90+ 9FV'E ®©IP0+ GL'E »BTV0+ TLT snbuy
d749I T49I dHO 1SVO ¢NdVO TNdVO sedey

SIanele )

LT

“d4Dd-14b ap sasijeue seu sopigo 1DV ap SaiojeA sop sagiped SOINSap 8 SOIPaW SaI0eA — € elagel



28

1.60 - 1.45 1.42

140 - 1.28

1.20 - 1.00 1.00 1.00 100

1.00 -

0.80 - H Nelore

mA
0.60 - neus
0.40
020 -

0.00 1 I I I I
CAPN1 CAST GHR IGF1

Figura 1- Expressao relativa dos genes diferencialmente expressos por gqRT-PCR
(p<0,05)

CAPNL1 = Calpaina 1 CAST = Calpastatina GHR = Receptor do Horménio de crescimento
IGF1 = Fator de crescimento semelhante a insulina

No tocante a expressao relativa dos genes relacionados com desempenho,
verifica-se que a expressao do GHR foi 28% maior nos animais da raca Nelore,
enquanto que a do IGF1l se mostrou 42% superior naqueles da raca Angus,
sugerindo que o IGF1 endocrino (IGF1 muscular) também deve apresentar um
papel de modulador do crescimento muscular, pois segundo Sandri, (2008), o
aumento da massa muscular depende da taxa de renovacao protéica e celular,
gue ocorre principalmente pelo aumento da sintese e diminuicdo da degradacao
protéica.

Santorelli e Fulco (2004) em revisdo sobre o processo de atrofia e
hipertrofia muscular, ressaltaram que este fendbmeno esta ligado a algumas
moléculas que pertencem a vias metabdlicas estabelecidas e, que entre elas, a
molécula do IGF1 ocupa um lugar de destaque. Mesmo sendo o IGF1 sintetizado
pelo figado o principal estimulador do crescimento muscular, o interesse dos

pesquisadores pelo IGF1l sintetizado no musculo tem aumentado
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substancialmente, devido a hipétese de que isoformas especificas expressas no
musculo estdo envolvidas com hipertrofia muscular (Musaro et al. (2001) e MccCall
et al. (2003)). Por outro lado, o fato de seu receptor (IGF1R) ndo estar
diferencialmente expresso em nenhum dos tratamentos experimentais sugere que
a acdo autocrina e/ou paracrina do IGF1 independe da quantidade de receptores
disponiveis.

O IGF1 também se mostrou diferencialmente expresso entre as idades
estudadas, sendo sua expressdo maior aos 15 meses do que aos 19 meses de
idade, mostrando coeréncia com os resultados de desempenho do presente
trabalho, uma vez que os animais mais jovens foram os que apresentaram maior
desenvolvimento.

J& em relacdo aos genes envolvidos com o processo de amaciamento da
carne, CAPN1 e CAST foram mais expressos nos animais da raca Nelore,
apresentando valores 32% e 45% superiores aos observados nos animais da raca
Angus, respectivamente (Figural), sugerindo que a menor maciez da carne dos
animais zebuinos provavelmente ndo é resultante da menor expressdo das
proteases (CAPN1 e CAPN2), mas sim a maior expressao do seu inibidor (CAST).
Esta hipotese é reforcada pelos resultados obtidos por Whipple et al. (1990), que
ao medir a atividade dessas enzimas em taurinos e zebuinos detectaram maior
atividade enzimatica do inibidor CAST nos animais zebuinos, porém néao
observaram diferencas na atividade enzimatica das proteases em nenhum dos
grupos genéticos. Ainda de acordo com Geesink e Koohmaraie, (1999) e Geesink
e colaboradores (2006), o aumento do nivel de atividade da CAST resulta na
reducdo da taxa de protedlise mediada pelas calpainas e, consequentemente,
uma diminuicdo da maciez da carne, sugerindo que este fato comprovaria a
inibicdo do processo de protedlise por esta enzima.

Neste sentido, a degradacdo das miofibrilas e das proteinas que fazem
parte do citoesqueleto pelo sistema calpaina-calpastatina tem sido apontada como
o principal fator responsavel pelo processo de amaciamento da carne
(Koohmaraie, 1992; Taylor et al. 1995; Koohmaraie, 1996; Boeh et al. 1998;
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Wheler et al. 2000; Delgado et al. 2001 e Koohmaraie et al. 2002). Entretanto, a
hipotese de que o amaciamento da carne é realizado por um complexo
multienzimatico composto pelas calpainas e por outras enzimas com funcdes
menos conhecidas (proteosomas e caspases, p. €X), num processo que Sse
assemelha a apoptose, estd sendo cada vez mais aceita pela comunidade
cientifica (Luciano et al. 2007)

Diversos autores tém documentado a maior atividade enzimatica da CAST
e maiores valores de FC no musculo de animais zebuinos, quando comparados
com os taurinos (Wheler et al. 1990; Whipple et al. 1990; Shackelford et al. 1991;
Cundiff, 1993; Morgan et al. 1993; Pringle et al. 1997; O"Connor et al. 1997;
Ibrahim et al. 2008). Todavia, a quantificagdo de seu RNAmM em estudos de
expressao génica nao havia sido relatada até o presente momento.

Dessa maneira, apesar da sintese do RNAm e a producéo da proteina
correspondente nem sempre serem correlacionadas, os resultados do presente
trabalho sugerem que a maior expressdo do gene CAST nos animais da raca
Nelore pode estar realmente relacionada com uma maior atividade da enzima
calpastatina, que por sua vez tem forte influencia sobre a menor maciez da carne
apresentada por estes animais.

Os resultados da andlise de correlacdes entre os parametros estudados
estdo apresentados na Tabela 4, na qual fica evidente que o PA esteve
positivamente correlacionado com a AOL e o IFM, enquanto que o GD apresentou
correlagbes positivas com AOL e IFM e negativa com FC. Estes resultados
robustecem a hipétese de que existe uma relacdo entre crescimento muscular e
maciez da carne, na qual a alta taxa de crescimento antes do abate esta
relacionada com a maior maciez da carne (Fishell et al. 1985; Thomson et al.
1999; Vestergaard et al. 2000b; Purchas et al. 2002; Zgur et al. 2003).
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Thomson e colaboradores (1999) relataram que o aumento da taxa de
crescimento foi acompanhado pelo aumento da atividade da enzima p-calpaina.
Sendo assim, uma alta taxa de degradacédo de proteinas miofibrilares no “ante
mortem”, levaria a uma alta taxa de degradacdo também no “post mortem”
melhorando a maciez da carne (Zgur et al. 2003). Estes mesmos autores
concluem que a influencia da taxa de crescimento na maciez da carne depende
principalmente das mudancas na taxa de renovacao protéica. Assim, se a alta taxa
de crescimento estiver relacionada com altas taxas de sintese e de degradacao
protéica, espera-se que ocorra um aumento da maciez da carne, pois 0 processo
de sintese cessa no “post mortem”, mas o de protedlise néo.

Os dois parametros utilizados para avaliar a maciez da carne (FC e IFM)
apresentaram uma correlacdo negativa. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados na literatura, que apresenta correlagbes entre -0,47 e -0,61 em
musculos bovinos (Barkhouse et al. 1996; Purchas et al. 1999; Vestergard et al.
2000).

Os resultados da Tabela 4 também mostram que GD apresenta uma
correlagdo negativa com o ACt do gene IGF1l, sendo que o0 mesmo gene
apresentou uma correlagdo positiva com a FC. Cabe ressaltar que, quanto menor
o valor de ACt maior sera a expressdo do gene. Dessa maneira uma correlacao
negativa significa que quanto maior o GD maior sera a expressao de IGF1, este
resultado era esperado, uma vez que o IGF1 é o maior modulador de crescimento
muscular como discutido anteriormente.

O ACt do IGF1 também apresentou uma correlagdo negativa com o IFM,
mostrando que animais com maior expressdo de IGF1 (maiores GD)
apresentaram maior fragmentacao das miofibrilas, ou seja, maior maciez da carne.
Por outro lado, a FC também apresentou uma correlacdo negativa com o ACt do
gene calpastatina, mostrando que quanto maior for a FC (menor maciez) maior é a
expressao de calpastina, que € o inibidor das calpainas.

Finalmente, os resultados da expressao relativa obtida por gRT-PCR foram

validados pela técnica de microarranjos e sdao mostrados na Figura 2, onde se
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pode observar que dos 6 genes avaliados por gRT-PCR, 4 apresentaram o
mesmo padréo de expressédo pela técnica de microarranjos (CAPN2, CAST, GHR
e IGF1R). A diferenca entre os outros dois genes (CAPN1 e IGF1l) pode ser
atribuida a diferencas na abordagem estatistica utilizada em cada método, fato
gue é aceitavel, pois Morey e colaboradores (2006) ressaltaram que as técnicas
de microarranjos e de (gRT-PCR frequentemente apresentam resultados
discordantes, e que isto ocorre devido as falhas inerentes a cada um dos métodos.
Neste mesmo trabalho, os autores demonstram que existe uma correlagcdo de
aproximadamente 70% entre os resultados destes dois métodos, podendo variar
para mais ou para menos em funcdo da magnitude das diferengcas na expresséao,
do p-value e “fold change”. De maneira que no presente trabalho foi possivel
validar aproximadamente 67% de genes avaliados, resultado que pode ser

considerado bastante satisfatorio.

® gRT-PCR
2.00 -
1.45 1.49 1.6

150 - 132 1.17 1.28 1.23

1.13 116 4 o3

1.00 -

0.50 -

O-OO l I I I I 1 1
CAPN1 CAPN2 CAST GHR IGF1 IGF1R

-0.50 -

-1.00 -
-1.08

-1.50 - -1.42

Figura 2 — Expresséao relativa dos genes diferencialmente expressos comparando
resultados de “Fold Change” entre qRT-PCR e Microarranjo

Valores positivos significam maior expressdo na raca nelore e valores negativos significam maior
expressdo na raga angus

CAPNL1 = Calpaina 1 CAPN2 = Calpaina2 CAST = Calpastatina GHR = Receptor do
Hormdnio de crescimento IGF1 = Fator de crescimento semelhante ainsulinal IGF1R =
Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1
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Conclusdes

Uma maior expressdo dos genes tanto do CAPN1 quanto do CAST nos
animais da raca Nelore demonstra que possivelmente é a maior expressao
do inibidor do complexo de protedlise das miofibrilas e ndo da protease em
si, o principal responséavel pela menor maciez da carne apresentada por

estes animais quando comparados com animais da raca Angus.

Uma maior expressao do gene IGF1 nos animais da raga Angus sugere que
a producéo de IGF1 no tecido muscular (IGF1 enddgeno) parece ter um
papel importante e determinante no desenvolvimento muscular e no
processo de amaciamento da carne de bovinos, devendo ser estudada sob

uma 6tica mais ampla.

As expressoes dos genes GHR, IGF1, CAPN1 e CAST no tecido muscular
de bovinos devem ser avaliadas em um numero maior de amostras,
coletadas em periodos diferentes do desenvolvimento animal, visando a

confirmacao dos resultados do presente trabalho.

Os indices de correlagdes encontrados no presente trabalho, apesar de ndo
serem altos demonstram uma evidencia de relagdo entre desenvolvimento
muscular e maciez da carne, sendo assim apesar de 0s animais das racas
Aberdeen Angus e Nelore apresentarem diferencas marcantes em relagéo
a estas caracteristicas, estas diferencas podem ser reduzidas quando se
utiliza manejos intensivos de producdo, que permitem o abate de animais

mais jovens.
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CAPITULO 3 - Efeitos da raca e da idade ao abate sobre o perfil
transcricional do musculo Longissimus dorsi de bovinos das racas Nelore
(Bos taurus indicus) e Aberdeen Angus (Bos taurus taurus).

RESUMO - Apesar de se conhecer alguns dos mecanismos envolvidos no
processo de desenvolvimento muscular e de amaciamento da carne, ainda nao se
tem um conhecimento global de todos os fatores que participam da manifestacao
dessa caracteristica. O presente trabalho teve como objetivo analisar e comparar
o perfil do transcrissoma do musculo Longissimus dorsi de animais que possuem
caracteristicas contrastantes no desenvolvimento muscular e na maciez da carne
(Nelore (Bos taurus indicus) e Aberdeen Angus (Bos taurus taurus)) em diferentes
idades de abate. Foram identificados aproximadamente 850 e 350 genes
diferencialmente expresso para as racas Angus e Nelore, respectivamente, nas
duas idades de abate. Animais Angus apresentaram maior nimero de genes em
todas as categorias funcionais de processos metabolicos (proteinas, lipideos,
carboidratos, DNA e RNA) e apresentaram como categorias mais relevantes:
regulacéo de secrecao da insulina, diferenciacdo de células T-helper, atividade de
ATPase, atividade de isomerase de esterdides e atividade de hidrolase, enquanto
que animais Nelore apresentaram categorias relevantes como gliconeogénese,
fosforilagdo de proteinas e aminoacidos, resposta a estimulos bidticos,
translocacédo de proteinas nucleares STAT e migracdo de células glial. Também
foi possivel identificar redes de genes envolvidas com as caracteristicas
fenotipicas estudadas. A comparacdo dos resultados do presente trabalho com
trabalhos anteriores indicaram 17 e 8 genes como possiveis genes candidatos

para desenvolvimento muscular e maciez da carne, respectivamente.

Palavras-Chave: Bovinos, tecido muscular, Microarranjos, Transcrissoma.
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Introducéo

Em paises de clima tropical, animais Bos taurus indicus sdo largamente
utilizados devido a melhor produtividade das fémeas, tolerdncia ao calor e
resisténcia a parasitas exibido por animais dessas racgas, 0 que tem feito deles
parte valiosa da producéo de carne nesses paises, entretanto animais Bos taurus
indicus sédo frequentemente discriminados devido as percep¢des negativas do seu
mérito de carcaca e palatabilidade quando comparados com animais Bos taurus
taurus (King et al. 2006).

Os programas de melhoramento genético em bovinos tem buscado
alternativas na selecdo de animais Bos taurus indicus puros, que apresentam
caracteristicas desejaveis, comparaveis aquelas apresentadas por Bos taurus
taurus, sem o inconveniente da ma adaptacdo ao ambiente tropical, e tém
conseguido um grande avanco no melhoria de diversas caracteristicas produtivas,
todavia, a eficiéncia desse método de selecdo € bastante limitada quando se trata
de caracteristicas de dificil mensuracdo ou que ndo podem ser mensuradas
diretamente (resisténcia a doencas, caracteristicas de carcaga), que possuem
baixa herdabilidade (fertilidade), ou ainda que apresentam correlacées genéticas
negativas (producéo de leite e concentracdo de gordura no leite) (Schwerin et al.
1995).

Apesar de se conhecer alguns dos mecanismos envolvidos no processo de
desenvolvimento muscular e de amaciamento da carne, ainda ndo se tem um
conhecimento global de todos os fatores que participam da manifestacdo dessa
caracteristica. Dessa maneira, conhecer mais sobre diferencas genéticas,
moleculares e bioquimicas entre racas e animais que apresentam estas diferencas
€ de extrema importancia (Sudre et al. 2005).

A expanséao da era gendmica foi um fenébmeno que ocorreu a nivel mundial,
resultando no crescimento significativo do ndmero de espécies a terem seu
genoma sequenciado, incluindo os animais domésticos tais como bovinos, suinos
e frangos. Estes conhecimentos irdo contribuir mais rapidamente para a

identificacdo de marcadores que serdo Uteis para o melhoramento animal, todavia
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estes conhecimentos ndo elucidam por completo a forma de atuacdo dos genes
na formacao das diferencas fenotipicas.

Neste sentido, nos Uultimos anos a ciéncia gendmica tem evoluido
gradualmente para a descoberta de determinantes genéticas (genémica estrutural)
e assinaturas genéticas (gendmica funcional) (Hocquette et al. 2007). A genémica
funcional, através do transcrissoma e do proteoma, é a vertente da gendmica cujo
foco estd voltado para a elucidacdo das funcbes que cada gene exerce no
organismo e, a0 mesmo tempo, como esses genes interagem entre si dentro das
redes biolégicas que controlam as caracteristicas fenotipicas (Furlan et al. 2007).

De acordo com Brown e Feder (2005), a variagdo na expressao génica
entre membros da mesma espécie é a matéria prima da evolucdo. Neste sentido,
diversos trabalhos consideraram que a principal fonte de variacdo genética entre
individuos pode ser atribuida as diferencas de expressao génica, motivadas por
alteracbes em regides regulatorias, e ndo as diferencas localizadas nas regides
codificantes (Kohn et al. 2004; Wittkopp et al. 2004; Stamatoyannopoulos, 2004).

Assim sendo, estas duas subespécies de bovinos Bos taurus taurus e Bos
taurus indicus, constituem um modelo bioldgico ideal para o desenvolvimento de
estudos comparativos de gendmica funcional, visando a identificacdo de genes
diferencialmente expressos e relacionados com a determinacdo das
caracteristicas fenotipicas contrastantes.

Embora o volume de publicacbes sobre o assunto ainda nao seja
expressivo para bovinos, a tecnologia de microarranjos ja esta sendo utilizada em
estudos de nutricdo dos ruminantes, desenvolvimento muscular embrionario e
acumulo de gordura intramuscular (Sudre et al. 2003; Wang et al. 2008; Wang et
al. 2005; Lehnert et al. 2007; Birne et al, 2005; Reverte et al. 2003). Além desses
existem alguns trabalhos publicados que estudaram o trascriptomas de musculos
de animais adultos em varias racas (Sudre et al. 2005; Bernard et al. 2007,
Sadkowski et al. 2009).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar e

comparar o perfil do transcrissoma do musculo Longissimus dorsi de animais das
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racas Nelore (Bos taurus indicus) e Aberdeen Angus (Bos taurus taurus) que
possuem caracteristicas contrastantes no desenvolvimento muscular e na maciez

da carne, em diferentes idades de abate.

Materiais e Métodos

O experimento zootécnico de campo foi desenvolvido nas dependéncias do
setor de confinamento do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da
FMVZ, UNESP, Botucatu/SP. Foram utilizados 24 animais machos inteiros Bos
taurus indicus da raca Nelore e 24 animais machos inteiros Bos taurus taurus da
raca Aberdeen Angus. Os animais foram desmamados (n=48) com pesos entre
200 e 230 Kg e transferidos para os currais de confinamento. Os grupos genéticos
(n=24) foram alocados em baias coletivas cobertas, com area livre de 25 m? e
disponibilidade de cocho de 1,0 m /cabeca. As baias eram providas de
bebedouros e cochos para fornecimento de agua e de mistura mineral. Foram
alojados 5 animais por baia, sendo separados por raga estes receberam durante
um mesmo periodo de 28 dias, uma dieta de adaptacdo. Apds este periodo os
animais passaram a dieta experimental que foi formulada de acordo com as
normas do NRC (2000) para ganhos de peso diarios acima de 1,4 Kg/dia. Sendo
assim todos os animais foram terminados em confinamento dentro dos critérios
estabelecidos pelo modelo biolégico superprecose. O desenvolvimento dos
animais foi acompanhado por pesagem a cada 28 dias, até a determinacdo do
ponto de abate.

Os animais foram abatidos em dois periodos distintos, aos 15 meses
quando os animais da ragca Angus atingiram peso de abate de aproximadamente
450 Kg (15 arrobas) e 19 meses de idade quando os animais da raca Nelore
atingiram este critério, em cada periodo foram abatidos doze (12) animais de cada
grupo racial.

Uma semana antes de cada abate foram colhidas por biopsia amostras de
1,0 a 2,0 g de tecido dos musculos Longissimus Dorsi (Musculo Glicolitico) entre a
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122 e 132 costela, estas foram subdivididas em amostras menores e mantidas a -
80°C até a hora da extracao de RNA.

Para extragdo do RNA total, utilizou-se 350 mg de tecido muscular
seguindo o principio do reagente Trizol (Invitrogen) e o kit “PureLink Micro-to-Midi
System” (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante e as amostras de
RNAtotal assim obtidas foram imediatamente quantificadas e avaliada a qualidade
das mesmas atraves de espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies) e
de eletroforese capilar com o 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies),
respectivamente.

Apés a confirmacado da qualidade do RNA total, 15 ug foram utilizadas para
a sintese das fitas de DNA complementar (cDNA) dos RNAs mensageiros (mMRNA)
e posterior marcacdo com os corantes fluoroféros Alexa 555 e Alexa 647
(Invitrogen). Para isso utilizou-se o “kit SuperScript ™ Plus Indirect cDNA Labeling
System” (Invitrogen) que contém um nucleotideo aminoalil-modificado e uma
aminohexil-modificada junto com outros dNTPs. Os passos foram o0s
recomendados pelo fabricante, sendo modificado somente a forma de purificagédo
do cDNA marcado na qual foram utilizadas colunas de “sephadex lllustra
ProbeQuant G-50 Micro Columns” (GE healthcare), seguindo as diretrizes do
fabricante dos fluoréforos, uma vez que estes deveriam ser purificados em tampéo
de separacédo PBS pH 7,2.

Os cDNAs marcados e purificados foram hibridados utilizando
microarranjos de oligonucleotideos longos (70 mers) de alta densidade
(microarranjos) denominados BLO Plus, desenhados com bases nas sequéncias
de Bos taurus taurus que estdo depositados no “GeneBank”, representando mais
de 8.400 genes bovinos. Entretanto, como a anotacdo do genoma bovino ainda
se encontra incompleta, a anotacdo da lamina foi realizada com base em varias
espécies, como mostrado na Tabelal (GeneLink database - http://cafg.msu.edu)
fornecidos pelo Centro de Gendmica Funcional Animal (CAFG) da Universidade
Estadual de Michigan (MSU).
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Nesta etapa, foi utilizado uma estacdo de hibridizacdo (“GeneTAC
Hybridization Station Microarray Hybridization Chamber, Genomic Solutions,
USA”), as hibridizacdes foram realizadas em sistema “stepdown” em trés passos,
seguindo as seguintes temperaturas, 42, 35 e 30 °C por seis horas cada uma.
ApOs esse processo, a estacao realizou lavagens autométicas para a remogao das
sondas néo incorporadas.

Apés as lavagens, as laminas foram lidas em scanner GenePix4000B
(Molecular Devices) para obtenc&o das imagens. Para este propésito foi utilizado o
protocolo padrédo segundo a recomendagéo do fabricante, com a preocupacéo de
balancear e equilibrar previamente as intensidades dos sinais de verde e
vermelho. Os dados de intensidade luminosa de cada spot para ambos os canais
foram obtidos pelo préprio programa do equipamento. Para isso foi utilizado um
arquivo contendo 0os nomes e posi¢coes de cada gene no arranjo.

Os dados gerados foram processados utilizando-se o pacote computacional
LIMMA, desenvolvido em linguagem R (http://www.r-project.org/), o qual é
oferecido sem qualquer custo a partir da website do projeto BioConductor

(http://www.bioconductor.org/download). Dessa forma foram normalizados através

da técnica de regresséao local robusta LOWESS (Cleveland e Devlin, 1988), e os
genes diferencialmente expressos foram analisados estatisticamente utilizando-se
um teste F moderado, sendo ajustado, em decorréncia da multiplicidade do teste,
pelo procedimento de menor valor de FDR (“False Discovery rate”) e B-estatistico
implementado pelo pacote LIMMA.
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Tabela 1. Distribuicdo por espécies dos Entrez ID utilizados para a anotacdo do

“BLO plus array”.

A lamina possui 9854 Entrez ID
assim distribuidos

N° genes Espécies

5200 Bos taurus
2411 Homo sapiens
648 Canis familiaris
202 Pan troglodites
110 Mus musculus
105 Sus scrofa

57 Rattus norvengicus

35 Ovis aries

7 Felix catus

4 Rattus sp.

25 outros

12 desconhecidos

Os conjuntos de genes diferencialmente expressos foram analisados
através de andlises de agrupamento e caracterizacado funcional com base no
banco de dados do “Gene Ontology” (GO). Para estas analises foram utilizados as

ferramentas: “onto-express” (http://vortex.cs.wayne.edu/projects.htm) (Draguici et

al. 2003), que compara a frequiéncia dos genes diferencialmente expresso em
todas as categorias do GO bem como a frequéncia dessas categorias em toda a

lamina; o programa DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/summary.jsp) (Dennis et

al. 2003), que utiliza além da categorizagdo do GO outras informacgdes relevantes
ao gene para formar conjuntos funcionais, ou seja grupos de genes que
pertencem a uma mesma funcdo e o programa Gene Ontology Tree Machine

(http://bicinfo.vanderbilt.edu/gotm), que classifica e seleciona as categorias que

apresentam maior numero de genes observado do que o esperado (categorias
enriquecidas).

Uma analise de redes de interagdo entre genes foi realizada utilizando o
software Ingenuity Pathway Analysis® (IPA; http://www.ingenuity.com, Redwood

City, CA). Este aplicativo possibilita a descoberta, visualizacdo e exploragdo de
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interacdes em rede. Para tal, o software utiliza conhecimentos de relacdes entre
genes/proteinas publicados em artigos cientificos em humanos, ratos e

camundongos.

Resultados

1) Diferencas fenotipicas

Baseado nos resultados de estudos prévios (Ferraz et al. 2009 — dados ndo
publicados) a Figura 1 mostra a distribuicdo dos animais que tiveram a carne
classificada como dura ou macia. Esta classificacdo € baseada em Abularach e
colaboradores (1998) e Dikeman e colaboradores (2005) na qual uma carne €
considerada dura se apresentar forca de cisalhamento (FC) > 50 Kg e
considerada macia se apresentar FC < 5,0 Kg. Os resultados mostram que o0s
animais da raca Nelore apresentaram uma maior proporcdo de individuos com
carne dura nas duas idades, quando comparados com animais da ragca Angus.
Porém, é preciso destacar que a maior diferenca na maciez da carne entre as
racas se verificou aos 19 meses de idade, quando aproximadamente 73% dos
animais da raca Nelore apresentaram carne considerada dura, contra apenas 20%
dos individuos da raga Angus.

Na Figura 2 podem ser vistos os resultados do ganho de peso diario (GD)
dos animais das racas Angus e Nelore em cada um dos periodos estudados, onde
se verifica que os individuos da raca Angus apresentaram desempenho superior
aos da raca Nelore. De maneira que estes resultados evidenciaram que, na
mesma idade e sob as mesmas condicbes de manejo e alimentagdo, os animais
da raca Angus apresentaram uma taxa de crescimento 30% maior do que os da
raca Nelore (1,12 e 0,86 Kg/dia, respectivamente), embora seja necessario
ressaltar que, independente da raca, a maior taxa de crescimento se verificou no

periodo dos 8 aos 15 meses de idade.
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Figura 1 — Distribuicdo do numero de animais conforme a maciez do musculo
Longissimus dorsi.
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Figura 2 — Ganho de peso diario (GD) dos animais das racas Angus e Nelore nos
dois periodos estudados (8 a 15 meses e 15 a 19 meses de idade).
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2) Analise da expresséo génica diferencial

2.1) Resultados gerais dos ensaios de expressdo génica pela técnica de

microarranjos de oligosnucleotideos

Os resultados gerais de todas as andlises efetuadas (andlise estatistica,

classificacéo funcional e redes de interacdo génica) encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Resumo geral dos resultados das analises efetuadas

15 meses 19 meses
Angus Nelore Angus Nelore

Andlise estatistica

Genes DE 857 374 856 347
Genes DE exclusivos 200 238 219 211
Variagédo do FC 129a344 132a246 131a3.11 133a285
Classificagao funcional

Processo Biolégico 342 162 350 146
Proc. Biologicos

Enriquecidos 16 17 9 22
Funcéo Molecular 368 169 377 151
Func. Molecular

Enriguecidos 9 3 17 5
Analise do IPA

Redes génicas 33 14 32 13
Vias de Metabolismo 1 5 1 5
Vias de Sinalizacéo

Crescimento 0 6 0 6

DE = Diferencialmente expresso; FC = “Fold Change”.

2.2) Andlise estatistica para identificacdo de genes diferencialmente

EXPressos

Na Tabela 3 encontram-se discriminados 0s numeros de genes
diferencialmente expressos selecionados dentro dos parametros estudados (raca

e idade de abate) em cada um dos diferentes graus de confiabilidade estatistica



50

utilizados: p-valor (p<0,05), FDR < 0,05, e B>0 vide Materiais e Métodos. Como
esperado, estes resultados evidenciam uma diminuicdo no niumero de genes DE
selecionados em fung¢é@o do aumento do grau de confiabilidade estatistica utilizado.
Contudo, este efeito parece ser mais pronunciado na raca Nelore do que na Raca
Angus, haja vista que as reduc¢des no nimero de genes selecionados na raga
Nelore foram de aproximadamente 22%, 15% e 3,5% respectivamente quando se
passou do menor para o maior grau de confiabilidade, enquanto que na raca
Angus foi de 23%, 19% e 7,9%.

Tendo em vista que a estatistica B é a que apresenta 0 maior grau de
confiabilidade estatistica, os grupos de genes diferencialmente expressos
identificados por este método foram o0s selecionados para as andlises de

classificacédo funcional e de redes de interacdo génica.

Tabela 3. Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos de acordo com o
grau de confiabilidade estatistica.

Genes DE

Total de oligos
arranjados P <0,05 FDR<0,05 B >0

15 meses Angus 10179 2297 1843 857
Nelore 10179 2125 1493 374
19 meses Angus 10179 2436 1955 856
Nelore 10179 2293 1673 347

Os grupos de genes selecionados para cada raca nas duas idades de abate
estdo apresentados sob forma de diagrama de Venn na Figura 4, onde é possivel
observar que apesar de a raca Angus possuir um maior numero de genes DE em
comparagdo com a raca Nelore, a maioria deles (637 genes) estdo presentes em
ambas as idades fazendo com que o numero de genes DE exclusivos de cada
raca em cada idade de abate seja bastante semelhante. Assim sendo, verifica-se
gue a grande diferenca no numero total de genes DE entre as racas se deve
aparentemente a um menor nimero de genes comuns a ambas as idades de

abate na raca Nelore.



51

Figura 4. Diagrama de Venn da distribuicdo dos genes mais expressos A) Genes

DE em animais Angus B) Genes DE em animais Nelore.
Oliveros (2007)

A lista com os genes diferencialmente expressos de maiores diferencas, se
encontram na Tabela suplementar 1. Nesta Tabela é possivel observar que dentre
0s vinte genes da Raga Angus que apresentaram maior diferenca de expressao
(maior “Fold Change”) aos 15 meses, 14 deles (NBL1, MGC143374, BTN1Al,
JUP, ATP6VOB, TES, MGC152269, LOC540045, PSMA1, Vpsl3c, DQX1,
RGD1306917 e MGC139610) também se encontram entre 0s vinte genes com
maior FC aos 19 meses. Por outro lado, somente dois genes (ITGB4 e MED®6)
estao selecionados como mais expressos nas duas idades na raca Nelore entre os

vinte primeiros genes.

2.3 Cateqorizacao funcional

Na tabela de anotacdo da lamina BLO Plus fornecida pelo fabricante estédo
presentes 9854 Entrez gene ID dos quais somente 8816 foram identificados pelos
programas de anotacdo funcional (DAVID e Onto-express). Destes 4411 (46%),
4470 (51%) e 4119 (46%) foram classificados como Processos Bioldgicos, Funcao
Molecular e Componente Celular, respectivamente. Proporgdes similares também
foram observadas para os genes considerados DE no presente trabalho.

A distribuicdo dos genes DE nos principais processos metabdlicos listados

pelo Gene Ontology (GO) estdo apresentados na Figura 5. Nesta é possivel
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verificar que, por possuirem um maior nimero de genes DE em relagdo a raca
Nelore, os individuos da raca Angus também apresentaram maior nimero de
genes dentro dos principais processos metabdlicos. Contudo, dentro dos
processos metabolicos de proteinas, DNA e RNAmM, somente 0s animais da raca
Nelore apresentaram discrepancia no numero de genes em func¢do da idade de
abate.

120 4 113111

100 -
B Angus 15 meses

80 B Angus 19 meses

Nelore 15 meses
60 - H Nelore 19 meses
40 -

20 -

Processo Processo Processo Processo Processo Processo
metabdlico metabdlico metabolico metabdlico metabdlico de metabdlico
de proteinas de RNA de DNA de lipideos carboidratos  de RNAm

Figura 5. Distribuicdo dos genes entre as categorias de processos metabdlicos do
GO.

A distribuicdo dos genes DE dentro de outras categorias listadas no GO
gue apresentam relevancia para a qualidade da carne e desempenho animal esta
apresentada na Tabela 4. De forma similar ao que ocorreu com 0s principais
processos metabdlicos, os animais da raca Angus apresentaram maior numero de
genes DE em todos os processos relacionados com estas duas caracteristicas.

Cabe ressaltar que somente os animais da raca Angus apresentaram genes
nas categorias atividade de hormonios, ativacdo de caspases e secrecdo de
insulina, enquanto que apenas os individuos Angus abatidos aos 15 meses

apresentam genes envolvidos com desenvolvimento de fibras musculares.
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Tabela 4. Distribuicdo dos genes DE entre as categorias com maior importancia
para desenvolvimento e maciez da carne.

Angus 15 Angus 19 Nelore 15 Nelore 19
meses meses meses meses
ID GO Category Count % Count % Count % Count % i%?gt
GO:.0045449 reQUAtioNof 990 64 1074 28 470 25 419 596
transcription
Go:0030154 .. Cel 47 1429 52 1581 36 1094 30 912 329
differentiation
signal
GO:0004871  transducer 41 807 43 846 41 807 30 591 508
activity
GO:0006950 resgt‘r’gssseto 30 773 35 902 21 541 16 412 388
GO0:0005509 Cat')%?;éon 28 996 27 961 13 463 12 427 281
GO:0006508  proteolysis 23 1004 18 7.86 13 568 9 393 229
GO:0006915  apoptosis 23 849 27 996 15 554 14 517 271
GO:0008289 lipid binding 19 17.12 16 1441 8 721 6 541 111
. cytoskeletal
GO:0008092 | S, 18 1268 16 1127 4 282 9 634 142
G0:0030246 Cargﬁ’]2¥g;ate 17 2237 15 1974 4 526 8 1053 76
G-protein
coupled
G0:0007186 rgrcc'ftgtigr 16 13.01 19 1545 6 488 6 4.8 123
signaling
pathway
GO:0003779 actin binding 14 1333 11 1048 3 286 7 667 105
protein
GO:0006461  complex 13 2063 17 2698 2 317 2 317 63
assembly
enzyme
GO0:0008047  activator 12 1395 14 1628 3 349 3 349 86
activity
lipid
G0:0008610  biosynthetic 11 1325 12 1446 4 4.82 0 0.00 83
process
GO:0030029 2ctnfilament- ., 1536 19 1236 6 674 6 674 89
based process
G0:0009888 tissue 10 1163 10 1163 2 233 6 698 86
development
steroid
G0:0008202  metabolic 9 1915 8 17.02 2 426 2 426 47
process
GO:0008083 drowthfactor o 1104 6 896 7 1045 3 448 67
activity
G0:0040007 growth 7 761 8 87 0 000 5 543 92
GO:0001501 , Skeletal 1538 6 1538 3 769 2 513 39

development
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G0:0046034 31.58 26.32 000 2 1053 19
process

GO:0005179 ~ normone 21.74 21.74 000 O 0.00 23
activity

G0:0007517 LR 8.47 6.78 000 3 508 59
development

GO0:0007599 hemostasis 13.51 10.81 8.11 2 5.41 37

GO:0005261 Cation channel 8.89 8.89 444 0 000 45
activity

GO:0005516  calmodulin 10.26 10.26 513 0 000 39
binding
cholesterol

GO:0008203  metabolic 18.18 18.18 0.00 2 9.09 22
process

G0:0005496  steroid binding 15.00 0.00 1000 0 000 20

GO:0006919 ~ Ccaspase 23.08 23.08 000 0 000 13
activation

. insulin

G0:0030073 ; 60.00 60.00 000 O 0.00 5
secretion

G0:0030414 ., Protease 5.77 5.77 1154 3 577 52
inhibitor activity
transforming
growth factor

GO:0007179 beta receptor 15.00 20.00 1500 O 0.00 20
signaling
pathway

GO:0048747  Muscle fiber 15.00 0.00 000 0 000 20
development
glucose

GO:0006006  metabolic 8.57 20.00 571 3 857 35
process
monocarboxylic

G0:0032787 acid metabolic 4.23 8.45 563 4 563 71
process

GO0:0006096  glycolysis 12.50 18.75 1250 0 0.00 16
fatty acid

GO:0006631  metabolic 4.08 6.12 816 2 408 49
process
vitamin

GO:0006766  metabolic 8.00 8.00 8.00 2 8.00 25
Process

J& pela analise de enriquecimento das categorias do GO (usando GO tree

machine) (dados ndo mostrados), que leva em consideragdo 0 numero de genes

observados em relacdo do esperado para cada categoria, observa-se que as

categorias regulacao de secrec¢do da insulina, diferenciacdo de células T-helper,

atividade de ATPase, atividade de isomerase de esterdides e

atividade de



55

hidrolase se mostraram enriquecidas nos individuos da raca Angus em ambas as
idades estudadas.

Entretanto, para esta mesma raca as categorias atividade de oxiredutase,
gametogénese, organizacdo de peroxissomos e transporte, se mostraram
enriquecidas somente aos 15 meses de idade, enquanto que as categorias
sinalizagcdo mediada por fosforoinosideos, atividade de helicase, atividade de
metiltransferase e atividade de receptor de peptideos estiveram enriquecidas

exclusivamente aos 19 meses.

Por outro lado os animais da raca nelore apresentaram em ambas as
idades o enriqguecimento de categorias como gliconeogenese, fosforilacdo de
proteinas e aminoacidos, resposta a estimulos bidticos, translocacdo de proteinas
nucleares STAT e migracdo de células glial. JA4 as categorias biossintese de
proteinas e fase G1 da mitose, assim como regulagdo do sinal de transducéo,
desenvolvimento de tecidos, regulacdo da endocitose e transporte de anions,

mostraram-se enriquecidas somente aos 15 e 19 meses respectivamente.

2.4 Andlise de redes metabdlicas

Como pode ser observado na Tabela 2, foram identificadas
aproximadamente 33 e 14 redes para as racas Angus e Nelore, respectivamente,
em ambas as idades. Na impossibilidade de se avaliar todas elas foram
destacadas dois agrupamentos de redes, uma aos 15 meses que englobam genes
envolvidos no processo de desenvolvimento muscular (Figura 6) e outro aos 19
meses que contém genes envolvidos no processo de maciez da carne (Figura 7),
ambos altamente relacionados com as diferencas fenotipicas apresentadas
anteriormente.

Aos 15 meses foi possivel observar que animais da raca Angus
apresentaram uma maior quantidade de genes envolvidos com proliferacéo celular
(EIF4E, E2F4, EDN1, GHR, CEP57, PTN, HOxC10, GDF9) e processo de
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transcricdo (POP7, LSM7, LSM10, SRRM2, PMF1), enquanto que animais da raca
Nelore apresentaram genes relacionados com morte celular (IL1, RAC1, LAMB2,
PLA2, IFNGR4, ANPEP).

Aos 19 meses foi possivel observar que animais da raca Nelore
apresentam um menor numero de genes envolvidos no processo de proteodlise (F2
e F11), bem como genes envolvidos com inibicdo desse processo (CAST e
SERPINB). Além disso, esses animais apresentaram genes da familia das
integrinas (ITGB4, ITGAV, B-INTEGRINA), cuja funcdo esta relacionada com
regulacdo de proteases, bem como os genes HSP70, BIN1, MTF1, PGLYRP1 que
estédo envolvidos com morte celular.

Por outro lado, animais da raca Angus apresentam maior nimero de genes
envolvidos no processo de protedlise (CASP2, PLAT, UBE2G1, UBE2L3,
ADAMTS4 e MMP15), assim como genes da familia das actinas (ACTN1, ACTN4,
a-actina, G-actina) envolvidos com a formacdo do tecido muscular. Outra familia
de genes DE mais abundante na raca Angus foram os da familia HSP40
(DNAJB11, DNAJC14, DNAJC13), que estdao envolvidos com conformacdo e

transporte de proteinas e modificacdo de RNAm.
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Discussao

Ja faz algum tempo que os trabalhos de pesquisa vem demonstrando a
existéncia de diferencas fenotipicas marcantes entre animais Bos taurus taurus
(taurinos) e Bos taurus indicus (zebuinos), dentre as quais pode-se destacar a
maior precocidade ou maior taxa de crescimento dos taurinos (Marshall, 1994;
Franke, 1997, Frisch et al. 1997; Ferrel e Jenkins, 1998 e Safudo et al. 2004) e a
menor maciez da carne dos zebuinos (Crouse et al. 1987; Shackelford et al. 1991;
Gallinger et al. 1992, Wheeker et al. 1996 e O Conners et al. 1997). Nao obstante,
o volume de informacdes sobre 0s mecanismos genéticos que determinam tais
diferencas, além de insignificante, € oriundo de estudos que utilizam os mais
variados modelos biolégicos e metodologias analiticas, dificultando a comparacao
dos resultados dos trabalhos realizados nessa éarea.

No presente trabalho, a utilizacdo da técnica de microarranjos para estudo
da expressdo génica permitiu a identificagdo de um numero significativo de genes
DE no musculo LD de taurinos e zebuinos que apresentaram diferencas
fenotipicas quanto a taxa de crescimento e maciez da carne nas diferentes idades
de abate.

Entretanto, ficou bastante evidente que o critério estatistico utilizado para
selecdo dos genes DE exerceu forte influéncia nos resultados obtidos, e que as
ferramentas de bioinformética disponiveis apresentaram certa limitagdo quando

utilizadas para analise funcional do transcrissoma da espécie bovina.

Analise Estatistica

Independentemente do modelo estatistico utilizado, o grande desafio dos
estudos de expressdo génica com microarranjos € o de se fazer uma estimativa
precisa da proporcao de genes verdadeiramente DE.

Dentre os modelos mais utilizados encontra-se o teste t, que estima o valor

de p (ou p-value), que representa a probabilidade de que as diferencas
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observadas tenham ocorrido ao acaso e ndo por influéncia das condicdes
experimentais testadas. Entretanto, devido a multiplicidade de testes que séo
efetuados em cada experimento com microarranjos, uma vez que estes possuem
milhares de genes, é bastante comum se gerar uma alta taxa de falsos positivos
dentro do conjunto de genes identificados como DE (Rosa et. al., 2007). Na
tentativa de se corrigir este tipo de erro, um dos procedimentos recomendados é a
utilizacdo do ajuste da significancia pela Taxa de Falsos Positivos ou FDR (do
inglés “False Discovery Rate”), que estima a propor¢édo de falsos positivos
esperados dentro do experimento e recalcula o valor do p-valor (p-valor ajustado).

No mesmo sentido, Lonnsterdt e colaboradores (2002), sugerem o uso de
critérios mais robustos, utilizando inferéncias Baesianas para ordenar 0os genes
pelo critério estatistico B, que utiliza a distribuicdo “a priori” dos resultados para
estimar a probabilidade “a posteriori” de cada gene ser realmente DE. Tanto os
resultados observados por esses autores, quanto aqueles reportados por Qin e
colaboradores (2004), demonstram claramente que, quanto mais robusto o critério
estatistico utilizado, menor € o numero de falsos positivos entre 0s genes
selecionados como DE.

Considerando-se os resultados da analise que utilizou o método estatistico
mais conservador (B>0), verifica-se que a taxa média de genes DE identificados
para o conjunto dos tratamentos (~6%), quando se considera o nimero de genes
DE em relagéo ao total de oligonucleotideos arranjados na lamina, foi ligeiramente
superior a encontrada por Rocha (2009), cujo valor médio foi de ~4,8 %, porém foi
3 vezes maior do que a quantidade relatada por Sadkowski e colaboradores
(2009), que identificaram ~2,1% de genes DE quando compararam o0
transcrissoma do musculo Semitendinoso de animais com 12 meses de idade
pertencentes a racas com diferentes aptiddes produtivas (corte e leite).

Tais comparacfes exemplificam bem a influéncia que as variacdes
metodologicas (p. ex. tipo de microarranjo, nimero de genes representados no
arranjo, delineamento experimental, método estatistico utilizado, etc...) exercem

sobre a proporcéo de genes DE identificados em cada trabalho.
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Quando as metodologias sdo muito similares, como no caso de Rocha
(2009), as diferencas nas taxas de genes DE sdo minimas, porém tendem a
aumentar & medida que as diferencas metodoldgicas se tornam maiores. E o caso
dos resultados relatados por Sadkowski e colaboradores (2009) que, apesar de
terem realizado procedimentos laboratoriais idénticos aos do presente trabalho,
utilizaram musculo (Semitendinoso), microarranjo (feito de cDNAs, sem repeticdes
na lamina) e método estatistico totalmente diferentes. De maneira que as
diferencas metodolégicas dificultam sobremaneira as comparagdes dos resultados
relatados na literatura com aqueles obtidos no presente trabalho.

Por outro lado, o elevado nimero de genes DE comuns a ambas as idades
nos animais da raca Angus (667 genes), sugere fortemente que a expressao
génica no tecido muscular desses animais é mais estavel do que naqueles da raca
Nelore, que apresentaram apenas 136 genes comuns aos 15 e aos 19 meses de
idade. Ou seja, diferentemente do que ocorre com os animais da raca Nelore, o
perfil da expressdo génica no musculo LD dos animais da raca Angus ndo se
altera de forma tdo expressiva ao longo do tempo, uma vez que o numero de
genes DE exclusivos em cada idade € bastante semelhante entre as duas racas,
enquanto que o numero de genes DE comuns a ambas as idades na raca Angus é
aproximadamente cinco vezes maior do que na raca Nelore (Figura 4).

Tal hipotese é ainda reforgada pelo fato de que 70% dos 20 genes DE com
maior FC estdo presentes em ambas as idades na raca Angus, enquanto que na
raca Nelore, apenas 10% dos genes que tiveram maior FC foram selecionados

como DE em ambas as idades de abate (Tabela Suplementar 1).

Genes Diferencialmente Expressos

Apesar de algum avanco no conhecimento sobre o0os mecanismos
moleculares envolvidos nos processos de crescimento muscular e amaciamento
da carne, as informacdes disponiveis ainda sdo bastante escassas e fornecem

uma visdo fragmentada sobre esses assuntos. Contudo, alguns trabalhos que
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utilizaram a tecnologia de microarranjos para estudar o transcrissoma no tecido
muscular de bovinos estdo contribuindo para melhorar o entendimento do papel
exercido pelos genes na manifestacdo dessas caracteristicas (Sudre et al. 2003;
Sudre et al. 2005; Wang et al. 2005; Lehnert et al. 2007; Lee et al. 2007; Wang et
al. 2008; Birne et al, 2005; Reverte et al. 2003; Bernard et al. 2007 e Sadkowski et
al. 2009).

No presente trabalho foram identificados 1661 genes DE, sendo 1076 na
raca Angus e 585 na raca Nelore, independentemente da idade de abate (Figura
4). Destes, 87 genes (~ 5 % do total) também foram identificados em outros
estudos de transcrissoma do tecido muscular de bovinos.

Dentre os 87 genes DE acima citados, 17 deles (GHR, SREBF2, ANKRD1,
TMSB10, COL24A1, CTNNBL1, ITGB4BP, ITGB1BP3, KCTD8, MTMR9, AKAP13,
TRIP11, VAMP2, GOT1, ARL6, BECN1 e CDH4), apresentaram maior expressao
em animais de maior desenvolvimento muscular, tanto no presente trabalho (nos
animais da raca Angus), quanto naqueles da literatura cujo foco estava voltado
para o estudo do desenvolvimento muscular e, assim sendo, podem ser
considerados como candidatos para estudos de genética molecular.

O receptor do horménio de crescimento (GHR) € um importante
componente do eixo somatotréfico, o principal responsavel pelo controle do
crescimento muscular, cujo envolvimento com 0s mecanismos de atrofia e
hipertrofia muscular ja se encontra bem documentado na literatura (Sartorelli e
Fulco, 2004; Solomon e Bouloux, 2006 e Sandri, 2008). Juntamente com o gene
VAMP2 (vesicle-associated membrane protein 2), o GHR também esta
relacionado com o desenvolvimento fetal, sendo que a expressdo de ambos se
mostra aumentada nos individuos que apresentam maior desenvolvimento
muscular, como relatado por Listrat e colaboradores (2005) e Tajika e
colaboradores (2008), respectivamente.

Ainda dentro desse grupo encontram-se genes que codificam fatores de
transcricdo, como o ANKRD1 (ankyrin repeat domain 1), cuja expressao €

modulada pela miostatina e, portanto, esta envolvido com o0 processo de
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miogenese (Yang et al. 2005), assim como o ITGB4BP, também denominado EIF6
(eukaryotic translation initiation factor 6), que podem estar relacionados com o
aumento da producéo de proteinas celulares nos animais que apresentam maior
taxa de crescimento.

Outros genes interessantes que se encontram inclusos nesse grupo séo
agueles que codificam proteinas envolvidas nos processos de proliferacédo celular
e apoptose, estando, portanto, relacionados com o controle do desenvolvimento
muscular.

E o caso do gene MTMR9 (myotubularin related protein 9), que segundo
Mei e colaboradores (2009), atua na regulacao positiva da modulacéao do filamento
de actina durante o desenvolvimento muscular e, possivelmente, participa da via
de sinalizacdo Hedgehog, que estimula a proliferacdo celular nos vertebrados,
enquanto que os produtos dos genes CDH4 (cadherin 4) e ITGB1BP3 (integrin
beta 1 binding protein 3) estdo associados com a apoptose, com a inibicdo da
miogenese (Kucharczak et al. 2008) e com a regulagédo negativa da diferenciagédo
de mioblastos na célula (Sadkowski et al. 2008), participando, portanto, da
regulacdo negativa do desenvolvimento muscular. Dois outros genes desse grupo
gue também estdo relacionados com o controle negativo da proliferacdo celular
sdo o TMSB10 (thymosin beta 10) e o BECN1 (beclin 1), cujas proteinas estédo
associadas ao processo apoptotico (Lee et al. 2001; Rho et al. 2005) e (Liang et
al. 1999; Wang et al. 2007), respectivamente.

Estas observagcbes sugerem que, mesmo nos animais que apresentaram
maiores taxas de desenvolvimento muscular, como foi 0 caso dos pertencentes a
raca Angus no presente trabalho, esse processo necessita ser controlado para
gue ndo haja um crescimento desordenado do tecido muscular. Por outro lado, é
preciso lembrar que o crescimento muscular nos animais adultos se deve
principalmente a hipertrofia e ndo a hiperplasia das células musculares. De
maneira que estes genes relacionados com o0 apoptose e com o controle negativo
da proliferacao celular podem estar associados com outras func¢des relacionadas

ao desenvolvimento muscular, que ainda nao estéo descritas na literatura.
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Por outro lado, alguns genes pertencentes a esse grupo parecem estar
relacionados com a precocidade na deposi¢cdo de gordura corporal, haja vista que
essa caracteristica parece estar associada com o desenvolvimento muscular
precoce em bovinos. E o caso dos genes CTNNBL1 (catenin, beta like 1) e ARL6
(ADP-ribosylation factor-like 6), que estdo relacionados com a obesidade em
humanos (Andreassen et al. 2009 e Vogel et al. 2009 e Fan et al. 2004; Schrick et
al. 2006, respectivamente), assim como o do gene SREBF2 (sterol regulatory
element binding transcription factor 2), cuja funcdo esta associada a homeostase
do colesterol e de lipideos e com a sinalizacdo pela insulina (Kotska et al. 2004;
Wang et al. 2005; Chittur et al. 2008).

Finalmente, ndo se sabe até o presente momento qual € o envolvimento
gue dois genes pertencentes a esse grupo, GOT1 (glutamic-oxaloacetic
transaminase 1), que participa do metabolismo de aminoacidos, ciclo da uréia e
de Krebs e KCDT8 (potassium channel tetramerisation domain containing 8),
cujas funcdes ainda ndo foram descritas na literatura, possam ter com 0 processo
de desenvolvimento muscular.

Com relacdo a maciez da carne, até a presente data existe somente um
trabalho na literatura que utilizou a tecnologia de microarranjos para estudar
diferencas na expressdo génica no musculo LD de animais que apresentavam
caracteristicas de qualidade de carne contrastantes (Bernard et al. (2007). Estes
autores identificaram 146 genes DE relacionados com a maciez da carne, 8 dos
quais (ANXA1ll, ANXA2, ASGR1, CCND2, CCND3, CCNJ, CASP2 e TPM4)
pertencentes a familias de genes que também se mostraram DE nos animais que
apresentaram maior maciez da carne no presente trabalho (no caso, os da raca
Angus), sugerindo que os genes que fazem parte dessas familias deveriam ser
considerados candidatos para futuros estudos de genética molecular relacionados
com essa caracteristica.

Alguns pesquisadores acreditam que o processo de amaciamento da carne
€ resultante da acdo sinérgica de sistemas enzimaticos enddgenos e, embora as

principais peptidases desses sistemas ainda nao tenham sido identificadas, este
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processo poderia ser explicado pela morte celular programada (Herrera-Mendez,
et al. 2006). Segundo Luciano e colaboradores (2007), existem alguns aspectos
que sao comuns aos dois processos (apoptose e amaciamento da carne), dentre
0S quais a inversao na polaridade da membrana, aumento na concentracdo do ion
calcio no citoplasma, que € necessario para ativacdo de diversas proteases, além
de ser um importante efetor na sinalizacdo e controle da apoptose. Os mesmos
autores ressaltam que durante o estresse as células se defendem principalmente
com a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs), que possuem atividade
anti-apoptotica, fato que explicaria a menor maciez da carne de animais que
sofrem estresse antes do abate, que pode ocorrer tanto pela diminuicdo do pH,
como pela inibicdo da apoptose celular.

Neste sentido, os genes da familia anexina (ANXA2 e ANXAll) estdo
envolvidos com a proliferacdo celular e apoptose, sendo que ANXA2 estd
relacionada com sinalizacdo de calcio e a fosforilacdo da tirosina (Chiang et
al.,1999). No mesmo sentido, as ciclinas D (CCND2 e CCND3) também estdo
envolvidas na estimulacdo do processo de proliferacdo celular. Ambas tém sido
descrito na literatura como antiapoptoticos (Banerji et al 2001; Ausserlechner et al.
2004).

A CASP2 (Caspase 2) € membro da familia de proteases acido cisteina-
aspartico, e sua ativacdo tem o papel central de executar a fase de apoptose
celular. Apesar do CCND3 ser relacionado com o estimulo da proliferacdo celular,
guando este interage com o CASP2, ele potencializa a ativagdo da protease
iniciando o processo de morte celular (Mendelsohn et al. 2002).

Por outro lado, existe uma correlacdo positiva entre taxa de crescimento
muscular e a maciez da carne (Purchas et al. 2002 e Zgur et al. 2003), que
depende principalmente da taxa de renovagdo protéica, ou seja, que O
amaciamento da carne pode ser favorecido pelas proteases que participam desse
processo, notadamente quando as taxas de sintese e degradacdo das proteinas

celulares se encontram bastante elevadas.
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Cabe ressaltar que o gene da tropomiosina 4 (TPM4) é uma proteina muito
importante na organizagdo dos filamentos de actina e, consequientemente na
estruturacdo do tecido muscular e pode ser definido como um marcador
citoesquelético de crescimento (Vlahovich et al. 2007) .

Por fim, até o presente momento ndo foi encontrado na literatura algum
possivel envolvimento dos genes, CCNJ (Cyclin J) e ASGR1 (asialoglycoprotein

receptor 1) no processo de amaciamento da carne.

Categorizagédo Funcional

Inicialmente, & preciso salientar que houve certa dificuldade em se fazer
categorizacéo funcional desses genes DE, uma vez que maioria dos programas
disponiveis para tal funcao, inclusive os usados no presente trabalho (DAVID e o
Onto-express), utilizam a terminologia padronizada (Ontologia) do Gene Ontology
(GO), que faz a classificacdo funcional dos genes em trés categorias: Fungéo
Molecular, Processo Biologico e Componente Celular, com o0 objetivo de
sistematizar a descricdo dos genes e das funcbes das proteinas na célula de
forma padréo, para que possam ser aplicados a qualquer tipo de organismo.

Sucede que o banco de dados do GO ainda esta incompleto, ou seja, nem
todos os genes que ja foram identificados e anotados nos diferentes organismos
estdo incluidos nas categorias ontologicas, fato que limitou a categorizagao
funcional de boa parte dos genes DE identificados nesse trabalho. Embora 89,5%
dos genes anotados representados no arranjo tenham sido identificadas pelos dois
programas de categorizacdo, somente cerca de 50% dos genes DE foram
selecionados dentro de cada categoria ontolégica. Nao obstante o efeito aditivo
que se observa no processo de categorizacdo, que faz com que o percentual total
de genes DE categorizados seja maior do que o observado individualmente em
cada uma das trés categorias ontolégicas € inegavel que houve uma perda

significativa de informacao neste tipo de analise.
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Contudo, os resultados obtidos no processo de categorizagdo reforcam
ainda mais a hipétese de que a expressao génica no musculo LD dos animais da
raca Angus é mais estavel ao longo do tempo, uma vez que estes nao
apresentaram grandes discrepancias no numero de genes DE dentro das
categorias que representam o0s principais processos metabodlicos (Figura 5),
enquanto que os da raca Nelore, apresentaram maior variagdo no numero de
genes DE nas diferentes da idades de abate dentro das categorias que englobam
genes envolvidos no metabolismo de proteinas, DNA e RNAm.

No tocante ao desenvolvimento muscular e qualidade da carne, 0s
resultados da categorizacdo funcional dos genes DE evidenciaram algumas
diferengas marcantes entre as racas, bem como entre as idades de abate dentro
da raca Angus (Tabela 4), sugerindo que o maior nimero de genes DE envolvidos
com a atividade hormonal, secrecdo de insulina, bem como ativadores do
mecanismo de apoptose podem estar relacionados com maior ganho de peso e
maior maciez da carne apresentados pelos animais dessa raga. O possivel
envolvimento da secrecdo de insulina e do metabolismo de esteréides com estas
caracteristicas é reforcado pela andlise de enriquecimento das categorias (dados
nao mostrado), na qual estas categorias se mostram enriquecidas na raca Angus
em ambas as idades de abate.

Cabe ainda ressaltar que os animais da raca Angus também apresentaram
maior nimero de genes relacionados com o metabolismo de proteinas, sinalizacao
da transducao e com o metabolismo de acidos nucléicos, categorias relacionadas
com a taxa de renovacdo protéica e celular (Sartorelli, 2004), que podem ter
favorecido o desenvolvimento muscular nesses animais, refletindo no maior GPD
observado para esta raca, quando comparada com a Nelore. Resultados
semelhantes foram relatados por Wang e colaboradores (2005) e Sadkowski e
colaboradores (2009) que compararam o transcrissoma do muasculo de animais
pertencentes a racas bovinas com diferentes aptiddes (producdo de carne ou de
leite) e observaram maior nimero de genes DE pertencentes a estas trés

categorias nos animais selecionados para producao de carne.
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Por outro lado, a categoria sinalizacdo mediada por fosfoinositideos, que
esta relacionada com a proliferacé@o celular e hipertrofia das células em diferentes
tecidos, assim como com a mobilizacdo de calcio dentro da célula e, portanto,
potencialmente relacionada com o crescimento muscular e a maciez da carne, se
mostrou enriquecida somente nos animais da raga Angus que foram abatidos aos
19 meses de idade, enquanto que o0s genes pertencentes a categoria
desenvolvimento de fibras musculares foram identificados somente nos animais da
raca Angus abatidos aos 15 meses, sugerindo que 0S mesmos possam estar
relacionados com a precocidade produtiva que é uma caracteristica marcante
dessa raca.

Isto posto, verifica-se que a categorizacdo funcional se mostrou uma
ferramenta pouco eficiente para auxiliar no entendimento de como os genes DE
identificados nesse trabalho poderiam estar relacionados com os diferentes
fendtipos observados nos animais das ragas Angus e Nelore abatidos em
diferentes idades. De maneira que foi necessario lancar mao de outra ferramenta
de bioinformética, a montagem das redes de interagcBes génicas (Ingenuity
Pathways Analisys - IPA), na tentativa de melhor elucidar a relagdo entre os genes

DE e as caracteristicas fenotipicas estudadas.

Redes de interacdes génicas

Embora a analise IPA tenha identificado um namero significativo de redes
de interagOes formadas com os genes DE, tanto para os animais da raca Angus
(n=33), quanto para os da Nelore (n=14), o fato das maiores diferencas no
crescimento (GD) e na maciez da carne entre os animais das duas racas terem
sido observadas aos 15 e aos 19 meses, respectivamente, fez com que se
optasse por uma andlise detalhada das redes de interacdo génicas mais
envolvidas com essas caracteristicas fenotipicas em cada idade de abate (Figuras
6 e 7). Por outro lado, € preciso deixar claro que as inferéncias sobre a biologia

destas duas caracteristicas, tendo como base apenas o perfil do transcrissoma,
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devem ser vistas com a devida cautela, pois, como j4 se sabe, 0 processo de
traducdo ndo tem uma relacéo direta com a quantidade RNAm especifico de cada

proteina presente na célula (Gygi et al. 1999, Chen et al. 2002).

Desenvolvimento Muscular (15 meses)

A analise da rede de interacdo dos genes relacionados com o crescimento
aos quinze meses de idade evidencia a importancia do eixo somatotréfico no
controle dessa caracteristica, sugerindo que o IGF-1 deve exercer um papel
central no controle do desenvolvimento muscular, uma vez que esta direta ou
indiretamente relacionado com a atividade dos genes que se encontram nos
principais pontos de entroncamento da rede e, dessa forma, pode influenciar na
atividade da maioria dos genes que dela fazem parte. Além disso, o fato desse
gene ndo se apresentar DE no musculo LD de nenhuma das ragas estudadas
sugere que o mesmo deve atuar de forma enddécrina (IGF-1 produzido no figado),
e nao de forma parécrina ou autdcrina (IGF-1 sintetizado no préprio musculo).

Por outro lado, a maior expressao do gene GHR (receptor do horménio de
crescimento) nos animais da raca Angus indica que, possivelmente, o horménio do
crescimento (GH) também est& envolvido na regulacédo dessa caracteristica, uma
vez que seu receptor esta diretamente relacionado com o uUnico regulador da
traducdo que faz parte dessa rede (EIF4E) e, a semelhanca do que ocorre com o
GHR, est4 DE somente nos animais da raca Angus.

E importante ressaltar que de forma diferente do que ocorreu nos animais
da raca Nelore, a maioria dos genes presentes nessa rede se mostrou DE
exclusivamente nos animais da raca Angus, inclusive aqueles que se encontram
nos principais entroncamentos, onde estdo posicionados um regulador da
traducéo (EIF4E), um regulador do ciclo celular (E2f4) e um ativador das vias de
sinalizag&o celular (EDN1), cujas fungdes estéo relacionadas, entre outras, com a
prevencao do apoptose, estimulacdo da proliferacéo celular e com o processo de

hipertrofia, respectivamente.
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Além disso, dentre os genes DE exclusivos dos animais da raca Angus que
fazem parte da rede encontram-se 2 fatores de crescimento (PTN e GDF9), 4
reguladores da transcricdo (E2F4, ATRX, HOXC10 e PMF1) e 1 da traducgéo
(EIF4E), enquanto que os animais da raca Nelore néo tiveram nenhum gene DE
com essas funcgdes essenciais para o desenvolvimento muscular.

De maneira que, além dos genes acima citados, h&a ainda uma
predominancia de genes relacionados com a proliferacdo e crescimento celular
(PTPN3, GPR161, CCND2, CCND3), bem como com o aumento do processo de
transcricdo (POP7, LSM7, LSM10, SRRM2, PMF1), e consequentemente com o
aumento na producéo de proteinas musculares, que estdo DE exclusivamente nos
animais da ragca Angus.

Por outro lado, esta rede de interacdes evidenciou que embora os animais
da raca Nelore apresentem alguns genes relacionados com o crescimento e
diferenciagéo celular (IL1, CDK2, CCRK), os mesmos possuem maior numero de
genes envolvidos com a morte celular (RAC1, LAMB2, FgFr, PLA2, ANPEP,
IFNGR4), sugerindo que o tecido muscular destes animais tenderiam a ter
numero e tamanho de células menores do que os da raga Angus.

Tendo em vista que o musculo € um tecido altamente plastico e capaz de
se adaptar as demandas funcionais (Velloso et al. 2008), e que a hipertrofia e
atrofia musculares séo processos bioldgicamente ligados, sendo que as poucas
vias metabdlicas que determinam se o tecido muscular respondera aos estimulos
com o aumento da sintese protéica e crescimento celular (hipertrofia) ou com o
aumento da degradacédo protéica e reducdo da prolifereacédo celular (Atrofia) séo
controladas pela atividade ou inatividade de um conjunto Gnico moléculas
(Sartorelli e Fulco, 2004), as informacfes contidas nessa rede de interacfes
sugerem fortemente que a taxa de renovacao protéica nos animais da raca Angus
deve ser positivo e maior do que nos da raga Nelore, devendo ser um dos
principais fatores que determinou a maior taxa de crescimento muscular

apresentada pela raga Angus neste trabalho.
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Maciez da Carne (19 meses)

Os fatores que afetam a maciez da carne sao divididos em ante-mortem
(raca, idade, sexo, dentre outros) e post-mortem (maturacdo, esfriamento da
carcaca, pH da carne, dentre outros) (Sirol, 2007).

Alguns aspectos ndo enzimaticos, tais como: temperatura, pH e
concentracdo de Ca?*, influenciam o processo de amaciamento da carne no post-
mortem (Takahashi, 1999), porém, segundo Koohmaraie e Geesink, (2006), a
acdo das proteases sobre as proteinas musculares, notadamente nas miofibrilas,
Sao essenciais para esse processo. Segundo estes autores, sao trés os principais
sistemas proteoliticos presentes no musculo que tém sido considerados
responsaveis pelo amaciamento da carne: sistema calpaina-calpastatina, sistema
das catepsinas, e complexo multicatalitico de proteases.

O sistema Ca®" dependente calpaina—calpastatina, que é composto pelas
proteases CAPN1, CAPN2 e CAPN3 (calpainas), assim como pelo inibidor das
duas primeiras, a CAST (calpastatina), € aquele que tem sido mais estudado até o
momento (Whipple et al. 1990;Morgan et al. 1993; Koohmaraie, 1994; Geesink e
Koohmaraie, 1999; Geesink et al. 2006). Segundo Hugues et al. (2001) as
calpainas séo proteases que degradam as proteinas miofibrilares do musculo tais
como: troponina T, desmina, conectina, titina, tropomiosina, nebulina e proteinas
da linha M. Porém, as sequéncias helicoidais da calpastatina impedem as
calpainas de se ligarem as membranas resultando numa reducdo da degradacgéo
dessas proteinas e consequentemente diminuindo a maciez da carne (Mellgren et
al. 1989).

Ainda que as duas calpainas presentes no microarranjo BLO PLUS
(CAPN1 e CAPN2) nao tenham se mostrado diferentemente expressas em
nenhuma das racas estudas, a maior expressdao do gene da calpastatina
observada nos animais da raca Nelore sugere uma possivel relagdo desse inibidor
do sistema com a menor maciez da carne apresentada por esse grupo de animais.

Contudo, é preciso lembrar que as amostras de tecido muscular utilizadas na



72

analise do transcrissoma foram coletadas através de biopsias realizadas antes do
abate. Assim sendo, € possivel que tais resultados ndo representem exatamente o
perfil transcricional que seria encontrado no tecido musculo no post-mortem,
embora o estudo realizado por Pringle et al. (1997) tenha evidenciado que a
atividade da calpastatina aumentava e a da calpaina se reduzia nos animais que
apresentavam maior proporcao de genes Bos taurus indicus.

Esta rede de interacdo dos genes relacionados com a maciez da carne
evidencia ainda que o processo de protedlise deva estar mais ativo nos animais da
raca Angus, que apresentam maior numero de genes DE relacionados com a
protedlise (PLAT, CASP2, MMP15, ADAMT54, UBE2G1 E UBE2L3) do que os da
raca Nelore (F2 e F11), tendo ainda um nimero de inibidores menor (apenas o
TFP12) do que os apresentados pela raca zebuina (CAST e SERPINB2). Além
disso, os animais da raca Nelore apresentam maior nimero de genes da familia
das integrinas (ITGB4, ITGAV, B-INTEGRINA), os quais estdo envolvidos com
regulacdo da atividade das proteases.

Apesar de ndo estarem presentes nessa rede de interacdes, € preciso
ressaltar que diversos genes da familia do colageno (COL4A6, COLG6A3,
COL11A1, COL12A1, COL17Al1) se mostraram mais expressos nos animais
Nelore e, segundo Bayley, (1985), a natureza e a extensdo das ligacdes entre as
moléculas do colageno aumentam em funcdo da idade, prejudicando o processo
de amaciamento da carne.

De maneira que a maciez da carne € uma caracteristica complexa, sendo
determinada por uma série de fatores intrinsecos ao musculo, muitos dos quais
podem ser influenciados ndo somente pela genética ou idade do animal, mas
também por fatores externos. De fato, Koohmaraie (2003) afirma que, na
comparacdo de racas distintas, somente 46% das variacbes na maciez da carne
se devem a genética, enquanto os outros 54 % estdo associados as variagcbes
ambientais.

Por outro lado, sedimenta-se cada vez mais a hipotese de que o

7

amaciamento da carne € realizado por um complexo multienzimatico composto
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pelas calpainas e outras enzimas com fun¢cdes menos conhecidas (proteosomas e
caspases), hum processo que se assemelha a apoptose (Luciano et al. 2007),
hipotese esta que é reforcada pelos resultados do presente trabalho, onde os
animais que apresentaram carne mais macia (raca Angus), também tiveram maior
namero de proteases, menor niumero de inibidores de proteases, além de outros
grupos de genes DE que estédo relacionados com a conformacéo e transporte de
proteinas (DNAJB11, DNAJC14, DNAJC13) e com a estruturacdo do tecido
muscular (ACTN1, ACTN4, a-actina, G-actina), que podem interferir positivamente
nessa caracteristica.

Finalmente, deve-se ressaltar que os resultados ja podem ser considerados
validados com os resultados apresentados no trabalho anterior, no qual 4 genes
(CAPN2, CAST, GHR e IGF1R) confirmaram o mesmo padrdo de expressdo do
microarranjo quando avaliados pela técnica de qRT-PCR. Porém, mais genes

devem ser avaliados para aumentar ainda mais a confiabilidade da validagéo.

Conclusoes

e Embora utilizando um microarranjo no qual estavam representados
aproximadamente 1/3 do total de genes presentes no genoma
bovino, o uso de uma abordagem estatistica mais conservadora para
se analisar o transcrissoma do tecido muscular de bovinos que
apresentaram taxa de crescimento e indice de maciez da carne
divergentes, permitiu a identificacdo de um numero significativo de
genes DE entre os fendtipos estudados, mostrando que o
transcrissoma do tecido muscular dessas duas ragcas bovinas €

bastante distinto.
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e A distribuicdo dos genes DE dentro dos tratamentos experimentais
permitiu levantar a hipétese de que, comparados aos da raca Nelore,
0Ss animais da raca Angus apresentam maior estabilidade na

expressao génica ao longo do tempo.

e A analise funcional dos genes DE evidenciou novos mecanismos que
podem estar relacionados com os processos de desenvolvimento
muscular e/ou com o amaciamento da carne, permitindo ainda a
selecdo de dois conjuntos de genes que devem desempenhar papéis
importantes na manifestacdo dessas caracteristicas, cujos
componentes estdo sendo apresentados como candidatos para

estudos de genética molecular.

e Os resultados obtidos no presente trabalho, notadamente aqueles
gerados pela anélise das redes de interagcdes génicas, robustecem
ainda mais a hipétese emergente de que o amaciamento da carne é
realizado por um complexo multienzimatico, do qual fazem parte as

calpainas, cujo processo se assemelha muito ao da apoptose.
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CAPITULO 4

Apéndices

1) Tabela suplementar 1

Tabela suplementar 1 — Lista dos vinte genes de maiores “fold change” para cada grupo

estudado.

Genes DE para Animais Angus aos 15 meses

GENE SYMBOL GeneName FC FDR
MGC138117 similar to Dullard homolog 3.44 8E-04
NBL1 S|m|lar to pguroblastoma, suppression of 3.24 9E-06

tumorigenicity 1 precursor
MGC143374 similar to B aggressive lymphoma gene 3.19 1E-05
BTN1Al butyrophilin, subfamily 1, member Al 3.08 5E-07
TMEM55B transmembrane protein 55B 3.08 4E-06
JUP junction plakoglobin 3.03 6E-05
ATP6VOB similar to Atp6v0Ob protein 2.99 1E-04
TES similar to Testin (TESS) 2.86 1E-05
MGC152269 similar to keratin 20 2.81 4E-05
NDST?2 N-deacetylase/N-squotransferase (heparan 280 5E-06
glucosaminyl) 2
ACTN4 actinin, alpha 4 2.792782 | 2E-05
LOC540045 hypothetical LOC25946 2.745997 | 4E-06
HD similar to HD protein 2.741885 | 5E-05
similar to Proteasome subunit alpha type 1
(Proteasome component C2) (Macropain subunit
PSMA1 C2) (Multicatalytic endopeptidase complex subunit |2.685517 | 2E-05
C2) (Proteasome nu chain) (30 kDa prosomal
protein) (PROS-30)
Vpsl3c similar to mKIAA3021 protein 2.684722 | 3E-05
IRE2BP1 S|m|la_1r to interferon regulatory factor 2 binding 2 67478 | 5E-06
protein 1
DQX1 DEAQ box polypeptide 1 (RNA-dependent ATPase) |2.674245 | 2E-05
RGD1306917 similar to RIKEN cDNA 2900010M23 2.664405 | 1E-05
LOC515836 similar to novel protein 2.649867 | 4E-06
MGC139610 similar to progesterone membrane binding protein 2.647856 | 3E-05
Genes DE para Animais Angus aos 19 meses
JUP junction plakoglobin 3.11 6E-05
NBL1 S|m|Ia_r to lje_uroblastoma, suppression of 286 3E-05
tumorigenicity 1 precursor
BTN1Al butyrophilin, subfamily 1, member Al 2.83 2E-06
MGC143374 similar to B aggressive lymphoma gene 2.77 4E-05




similar to Eukaryotic translation initiation factor 5A

EIFSALL (elF-5A) (elF-4D) (Rev-binding factor) 274 | 3B-04
MGC152269 similar to keratin 20 2.74 6E-05
ATP6VOB similar to Atp6vODb protein 2.69 3E-04
TES similar to Testin (TESS) 2.68 3E-05
DQX1 DEAQ box polypeptide 1 (RNA-dependent ATPase) 2.64 3E-05
LPHN3 latrophilin 3 2.64 5E-05
Vpsl3c similar to mKIAA3021 protein 2.64 5E-05
Zic3 similar to zinc finger protein of the cerebellum 3 2.55 9E-05
similar to Proteasome subunit alpha type 1
(Proteasome component C2) (Macropain subunit
PSMAL C2) (Multicatalytic endopeptidase complex subunit 2.55 4E-05
C2) (Proteasome nu chain) (30 kDa prosomal
protein) (PROS-30)
MGC139610 similar to progesterone membrane binding protein 2.52 5E-05
LOC540045 hypothetical LOC25946 251 1E-05
TUMOR NECROSIS FACTOR (LIGAND)
TNFSF9 SUPERFAMILY, MEMBER 9 251 4E-04
FLJ20436 similar to hypothetical protein 2.49 2E-04
BECN1 becllr_1 1 (coiled-coil, myosin-like BCL2 interacting 249 2E-05
protein)

TMEM55B transmembrane protein 55B 241 3E-05
RGD1306917 similar to RIKEN cDNA 2900010M23 2.41 3E-05
Genes DE para Animais Nelore aos 15 meses
ITGB4 S|m|lar to Integrin beta-4 precursor (GP150) (CD104 246 9E-06

antigen)
similar to RNA polymerase transcriptional regulation
mediator, subunit 6 homolog (Activator-recruited
MED6 cofactor 33 kDa component) (ARC33) (NY-REN-28 223 2E-03
antigen)
MGC133891 similar to chromosome 10 open reading frame 27 2.11 2E-04
RELN reelin 2.07 1E-03
CITED1 transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal 205 2E-05
domain, 1
RAI16 similar to RAI16 protein 2.04 1E-05
LOC504235 similar to dudulin 2 isoform a 2.03 3E-04
KITLG KIT LIGAND 2.00 9E-05
similar to differentially expressed in FDCP 6
DEF6 homolog; IRF4-binding protein 1.98 3E-04
CITED2 (_:bp/p300-|nteracpng transactivator, with Glu/Asp- 195 6E-04
rich carboxy-terminal domain, 2
NTNG2 netrin G2 1.95 1E-03
AHNAK AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) 1.92 7E-04
SLC25A5 solute carrier family 25 member 5 1.92 2E-04
similar to YLP motif containing protein 1 (Nuclear )
LOC540849 protein ZAP3) (ZAP113) 1.92 3E-05
EEF1G EUKARYOTIC TRANSLATION ELONGATION 1.90 4E-05

FACTOR 1 GAMMA

83



SIMILAR TO TRANSCRIPTION FACTOR PU.1 (31

LOC507100 KDA TRANSFORMING PROTEIN) 1.90 SE-05
DNAJB5S DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 5 1.89 2E-04
MAD2L1 MAD?2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 1.89 8E-05
CAMK1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase | 1.89 4E-05
AP4M1 adaptor-related protein complex 4, mu 1 subunit 1.89 3E-04
Genes DE para Animais Nelore aos 19 meses
OoDz1 similar to Ten-m1 2.85 1E-03
NELL2 NEL-like 2 (chicken) 2.10 3E-03
similar to RNA polymerase transcriptional regulation
T oS (et | 209 | 3503
antigen)
C4BPB SSIC\)AEEIIIE\JMEEIACOMPONENT 4-BINDING 206 2E-03
PDzD3 similar to intestinal and kidney enriched PDZ protein 2.06 3E-03
ITGB4 zi:twigaernt)o Integrin beta-4 precursor (GP150) (CD104 205 9E-05
NFKB1 similar to NFKB1 1.96 7E-04
ZNF462 zinc finger protein 462 1.96 2E-03
C160RF80 likely ortholog of mouse gene trap locus 3 1.90 5E-04
SH3KBP1 similar to SH3KBP1 binding protein 1 1.89 2E-04
SLIT2 slit homolog 2 (Drosophila) 1.88 8E-05
PPP2R5A sir_nilar to protein phosphatase 2, regulatory subunit 185 2E-04
B isoform 1
LOC484784 similar to FLJ00341 protein 1.84 1E-04
USP40 similar to ubiquitin specific protease 40 1.84 2E-04
DGCR2 LOC458644 1.82 1E-03
MGC159395 similar to FLJO0052 protein 1.82 9E-05
TBK1 TANK-BINDING KINASE 1 1.82 1E-04
VPS13C similar to VPS13C-2A protein 1.82 5E-04
ANKRD1 similar to cardiac ankyrin repeat protein 1.81 7TE-04
similar to Golgi-specific brefeldin A-resistance
CNC05000 guanine nucleotide exchange factor 1 (BFA- 1.79 8E-04

resistant GEF 1)
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2) TRABALHOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO SANDWICH

PEREZ-ENCISO, MIGUEL, FERRAZ, A. L. J., OJEDA, ANA, LOPEZ-BEJAR, MANEL
Impact of breed and sex on porcine endocrine transcriptome variability: A Bayesian
biometrical analysis. BMC Genomics. , v.10, p.89 -, 20009.

FERRAZ, A. L.J., OJEDA, A., LOPEZ-BEJAR, M., FERNANDES, L. T., CASTELLO, A.,
FOLCH, J. M., PEREZ-ENCISO, M. Transcriptome architecture across tissues in the pig.
BMC Genomics. , v.9, p.173 -, 2008.

3) MATERIAL E METODOS DETALHADO

Animais

O experimento zootécnico de campo foi desenvolvido nas dependéncias do
setor de confinamento do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da
FMVZ, UNESP, Botucatu/SP. Foram utilizados 24 animais machos inteiros Bos
taurus indicus da raca Nelore e 24 animais machos inteiros Bos taurus taurus da
raca Aberdeen Angus. Os animais foram desmamados (n=48) com pesos entre
200 e 230 Kg e transferidos para os currais de confinamento. Os grupos genéticos
(n=24) foram alocados em baias coletivas cobertas, com éarea livre de 25m2 e
disponibilidade de cocho de 1,0 m /cabeca. As baias eram providas de
bebedouros e cochos para fornecimento de agua e de mistura mineral. Foram
alojados 5 animais por baia sendo separados por raga estes receberam durante
um mesmo periodo uma dieta de adaptacdo. Apds este periodo os animais
passaram a dieta experimental que foi formulada de acordo com as normas do
NRC (1996) para ganhos de peso diarios acima de 1,4 Kg/dia. Sendo assim todos
os animais foram terminados em confinamento dentro dos critérios estabelecidos
pelo modelo biolégico superprecose. O desenvolvimento dos animais foi
acompanhado por pesagem a cada 28 dias, até a determinacdo do ponto de

abate.
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Os animais foram abatidos em dois periodos distintos, aos 15 meses
guando os animais da raca angus atingiram peso de abate de aproximadamente
450 Kg (15@) e 19 meses de idade quando os animais da raga nelore atingiram
este critério, em cada periodo foram abatidos doze (12) animais de cada grupo

racial.

Coleta e armazenamento das amostras de mudsculo

Uma semana antes do periodo de abate foram colhidas amostras de 1,0 a
2,09 de tecido dos musculos Longissimus Dorsi (MUsculo Glicolitico) entre a 12a e
13a costelas estas foram removidos mediante procedimento cirlrgico, no qual os
animais foram sedados com xilasina (Rompun® Bayer) na dose de 1mL para cada
100 kg de peso vivo, por via intramuscular. Foi realizada a tricotomia e anti-sepsia
da regido, utilizando solucdo a base de iodo. A anestesia local foi feita pela
infiltracdo de cloridrato de lidocaina a 2% (Lidovet® Bravet) na dose média de 10
mL. O pos operatério consistiu de aplicagdo de antibiotico a base de penicilinas na
dosagem de 10 mL/100 Kg de peso e curativos diarios com solucdo iodada. A
retirada dos pontos foi feita no décimo dia. As amostras de musculos foram
divididas em sub-amostras de aproximadamente 250mg, embrulhadas em papel
aluminio, devidamente identificadas, e imediatamente congeladas em nitrogénio
liguido. Na sequiéncia estas amostras serdo armazenadas em freezer —80° C para
aguardar a posterior extracdo de RNA.

Todos os procedimentos foram realizados no setor de clinica de grandes
animais do hospital veterinario da FMVZ UNESP de Botucatu sob a coordenacéo

do Prof. Dr. Rogério Martins Amorim.

Extracdo de RNA total das amostras de musculo

Para extracdo do RNA total, utilizou-se o reagente Trizol (Invitrogen) e o kit
PureLink Micro-to-Midi System (Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado

pelo fabricante. Em sintese, aproximadamente 0,350 mg de tecido foram
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transferidos para um tubo de polipropileno descartavel de 15 mL contendo 4mL de
Trizol (Invitrogen) e homogeneizado em ultra-turrax por 3 x de 40 segundos, com
intervalos de 40 segundos no gelo.

Apdés a homogeneizacdo, as amostras foram transferidas para tubos de
polipropileno descartavel de 1,5 mL (tipo eppendorf) e incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos para permitir a completa dissociacdo das nucleoproteinas.
Apés este periodo adicionou-se 200 pL de BCP (1-bromo-3-chloropropane,
Molecular Research Center, Inc. USA), incubando novamente a amostra, a
temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugando por 30 segundos a 12.000 x g
para a separacado das fases. Em seguida foi transferido para um novo tubo
aproximadamente 600 ul da fase aquosa que continha o RNA total adicionou-se
igual volume de etanol 70% (v/v) para manutencéo da solucdo na concentracao de
35% de etanol, neste ponto as amostras foram agitadas rapidamente para evitar a
formacdo de precipitados. A solugdo foi transferida para as colunas com
membrana a base de silica, sendo centrifugada por 30 segundos a 12,000 x g, o
processo foi repetido até que todas as fragbes dos 4 tubos foram passadas pela
mesma coluna, apos foi adicionado 350 pL de Wash Buffer | e novamente
centrifugado por 30 segundos a 12,000 x g, descartando-se conteudo do tubo
coletor.

Para eliminar fragmentos de DNA residuais, utilizou-se 20 unidades da
enzima RQ1l RNase-free DNase (Promega) com seu respectivo 10X Reaction
Buffer estes foram adicionados a coluna e incubado por 30 minutos a 38°C. Apés
esse periodo completou-se a lavagem com 350uL de Wash Buffer | e
centrifugando por 30 segundos a 12,000 x g. A coluna foi novamente transferida
para um outro tubo e foi novamente lavada por duas vezes com 500uL de Wash
Buffer 1l e centrifugacdo por 30 segundos a 12,000 x g. O RNA foi eluido de cada
coluna, adicionando-se 50uL de agua milliQ livre de RNAse aquecida a 46 °C e
centrifugacao por dois minutos a 12.000 x g a temperatura ambiente.

As amostras de RNAtotal assim obtidas foram imediatamente quantificadas

e avaliadas as respectivas qualidade.
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Quantificacao e verificacdo da qualidade dos RNAs extraidos

Para determinagdo da quantidade dos RNAs extraidos, todas as amostras
foram quantificadas por meio da medida das absorbancias nos comprimentos de
ondas 260 e 280nm, em espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies).

Para a determinagéo da integridade do RNA total foi avaliada a relacao
28s/18s atraves de eletroforese em geéis de agarose (1,5%) em condicbes
desnaturantes, na qual uma aliquota correspondente a 2,5 ug de RNA total foi
preparada com 1ug de brometo de etideo e de 1X tampao de amostra (formamida
66,7%, formaldeido 8%, azul de bromofenol 0,4%), incubada a 65 °C durante 7
minutos e imediatamente aplicadas em gel de agarose fundida em tampéo de
corrida (MOPS 20 mM, pH 7,0, acetato de sodio 5 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0) e

adicionado formaldeido, a fim de se obter a concentragéo final de 2,2 M (8%).

. ' -
. . <+ 18S

Figura 8 — Eletroforese para verificacdo da integridade do RNA total,
apresentando as bandas 28s e 18s.

Sintese e marcacdo do cDNA para as Hibridacdes

Para realizacdo da sintese das fitas de DNA complementar (cDNA) dos
RNAs mensageiros (mMRNA), utilizou-se o kit SuperScript ™ Plus Indirect cDNA

Labeling System (Invitrogen) que contém um nucleotideo aminoallyl-modificado e
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uma aminohexyl-modificada junto com outros dNTPs. Foram utilizados 15ug de
RNA total combinado com 5 ug de oligo-dT que foram incubados a 70°C por 5
minutos para completo relaxamento das estruturas secundarias dos RNAs e em
seguida colocados no gelo por 1 minuto para anelamento dos oligos dTs. A reacao
foi completada com 1X First-Strand buffer, 0,005M de DTT, 0,5 mM de dNTP mix
(incluido os nucleotideos amino-modificados), 40 wunidades da enzima
RNaseOUT™ e 800 wunidades da enzima para transcriptase reversa
(SuperScript™Ill RT) e incabadas a 46°C, durante 3 horas.

Os moldes de RNAs foram removidos por hidrélise alcalina adicionando-se
15uL de NaoOH 1IN a 70°C por 10 minutos e em seguida as reacdes foram
neutralizadas com 15puL de 1N HCI.

Para a remocdo dos nucleotideos nédo incorporados e residuos da reacao
as amostras foram purificadas pelo sistema PureLink™PCR Purification System
(Invitrogen), na qual o cDNA sintetizado foi misturado com Binding Buffer
proveniente do kit, esta solucdo (cDNA/ Binding Buffer) foi transferida para uma
coluna de afinidade que foi centrifugada a 3.300 x g por 1 minuto. Apos foi
realizado uma lavagem da coluna utlizando a solucdo Wash Buffer e
centrifugando a 12.000 x g por 30 segundos. Os residuos da lavagem foram
removidos por centrifugacdo a maxima velocidade por 1 minuto.

O cDNA purificado foi obtido apos duas eluicdes adicionando-se 25uL de
agua tratada com DEPC previamente aquecida a 46 °C e incubado por 1 minuto,
seguida por uma centrifugacéo a 12.000 x g por 1 minuto e quantificados por meio
da medida das absorbancias nos comprimentos de ondas 260 e 280nm, em
espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies).

Nas reacfes de acoplamento o cDNA com amino-modificado foi marcado
com o corante fluorescente N-hydroxysuccinimide (NHS)-ester através de ligacdes
guimicas. Para isso utilizou-se 2X Coupling Buffer suplido pelo préprio kit e os
dyes (AlexaFluor 555 e AlexaFluor 647) sendo estes referentes ao cy3 e cy5

respectivamente, os corantes foram suspendidos em DMSO para a reacao de
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acoplamento ser otimizada, as amostras foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente e protegidas da luz.

O produto do acoplamento também foi purificado para remogdo dos
corantes que ndo reagiram pelo sistema PureLink™PCR Purification System
(Invitrogen). Para este fim foi utilizado o colunas de sephadex illustra ProbeQuant
G-50 Micro Columns (GE healthcare), segundo as diretrizes do fabricante dos
dyes, estes deveriam ser purificados em buffer de separacdo PBS pH 7,2 sendo
assim as colunas do kit foram equilibradas com este tampdo e as solucdes
contendo os cDNAs marcados foram diluidas com o mesmo, sendo em seguida
passada através da coluna por 1 minuto a 750 x g.

O cDNA marcado recuperado foi também quantificado pelo
espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies), quando o rendimento de
cDNA marcado era >= a 200 ng de cada amostras estas eram combinadas e
concentradas através de tubos de concentragdo Nanosep 30K Omega (PALL, Life
Science). Apos foram recuperadas com 40 pL de solugéo SlideHib 1 (Ambion) pré-
aguecida a 70°C sendo posteriormente adicionado 70 pL da mesma solucéo e

mantidas a essa temperatura até o momento da aplicacao nos “microarrays”.

Hibridagdo das |aminas de microarranjos de oligonucleotideos com cDNAs
marcados com fluoroforos

Os cDNAs marcados e purificados foram hibridados utilizando arranjos de
oligos longos (70 mer) de alta densidade (microarranjos) desenhados com bases
nas sequencias de Bos taurus taurus que estdo depositados no GeneBank,
representando mais de 8.400 genes bovinos. Entretanto como a anotacdo do
genoma bovino ainda se encontra incompleta, a anotacdo do chip foi realizada
com base em varias espécies, como mostrado na Tabelal. As laminas foram
adquiridas do Centro de gendmica funcional animal (CAFG) da Universidade
estadual de Michigan (MSU) /http://cafg.msu.edu).

O “chip” dispde também de multiplos “spots” que servem como controles

positivos, nos quais estdo depositados sequéncias de genes que ndo apresentam
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variacdo no padrdo de expressao (PPIA, GAPDH, PGK1, RPL19, B2M, GUSB,
RFLP2, 28S RNA, ACTB, 60S RNA), bem como de multiplos “spots” para o
controle negativo, nos quais estdo depositados 10 sequéncias artificiais
cuidadosamente elaboradas (Stratagene “Alien” Genes) para ndo apresentarem
hibridizagdo. Os oligos longos (70 mers) que compdem o microarranjo foram
sintetizados pela Operon Biotechnologies, Inc., com base em sequéncias
consenso depositadas no TIGR (The Institute for Genomic Research). Esta lamina
foi adquirido junto ao Center for Animal Functional Genomics - Michigan State
University, local onde foi desenvolvido a lamina de DNA bovino utilizado nos
projetos do National Bovine Functional Genomics Consortium dos Estados Unidos.

As laminas foram previamente tratadas com solu¢cdo de SDS 1% e agua
milliQ, momentos antes da hibridizacdo estas eram rehidratadas com vapor de
agua a 70 °C e transferidas para uma estacdo de hibridizacdo (GeneTAC
Hybridization Station microarray hybridization chamber, Genomic Solutions, USA),
gue aguecia as laminas a 70 °C para a aplicagdo da solucéo de hibridizacéo.

ApOs a aplicacao das sondas marcadas, as hibridizagbes foram realizadas
em sistema de queda de temperaturas em trés passos, seguindo as seguintes
temperaturas, 42, 35 e 30 °C por seis horas cada uma. ApOs esse processo, a
estacdo realizou lavagens automaticas para a remogdo das sondas néao
incorporadas, sendo a primeira com tampdao de alta estringéncia (2 x SSC + 0,5%
SDS) a 37 °C, em seguida com tampao de média estringéncia (0,5 x SSC) a 25
°C, passando para um tampao poés lavagem (0,05 x SSC) a 25 °C e por ultimo com
agua MilliQ a 42 °C. Todos os tampdes foram preparados no momento do uso.
Cada lavagem foi realizada cinco vezes com duragao de dois minutos cada, antes
de passar para proxima solucdo. Posteriormente as laminas foram secas por
centrifugacdo a 1.000 RPM, em temperatura ambiente por 2 minutos, dentro de
tubos conicos de polipropileno com capacidade de 50 mL.

As laminas foram estocadas e protegidas da luz até o momento da leitura
em scanner GenePix4000B (Molecular Devices) para obtencéo das imagens foi

utilizado o protocolo padrdao segundo a recomendacdo do fabricante com a
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preocupacdo de balancear e equilibrar previamente as intensidades dos sinais de
verde e vermelho alterando os “‘ganhos” em cada canal separadamente. Os
dados de intensidade luminosa de cada spot para ambos canais foram obtidos
pelo proprio software do scanner, para isso foi utilizado um “Gal.file” contendo os

nomes e posi¢cdes de cada gene na lamina.
Normalizacdo e anélise estatistica dos dados de microarranjos

Na etapa de elaboracdo de modelos estatisticos apropriados para a analise
dos dados e interpretacdo dos resultados, o projeto contou com a colaboracao de
pesquisadores do Center for Animal Functional Genomics (CAFG) da Michigan
State University.

Efeitos sisteméticos dos fluoroforos nas intensidades observadas em cada
hibridizacdo foram estudados utilizando-se o grafico de dispersdo M vs A
construido para cada um dos microarrays, no qual cada par de ordenadas (X,Y)
representa o logaritmico da relacdo de intensidades M = log (Cy3/Cy5) = logCy3 —
logCy5 em funcdo das meédias das intensidade na escala logaritmica A =
(logCy3+logCy5)/2 para cada um dos pontos (spots) do microarranjo, como
descrito por YANG et al. (2002).

A corregdo de possiveis efeitos sistematicos observados nos diagramas M
vs A, usualmente denominada normalizacdo dos dados, foi realizada através da
técnica de regressdo local robusta LOWESS (CLEVELAND e DEVLIN, 1988),
implementada no pacote computacional LIMMA (SMYTH e SPEED, 2003). A
eficiéncia da normalizacdo com a técnica LOWESS foi avaliada pela
monitoramento dos graficos M vs A e dos diagramas de dispersao logCy3 vs
logCy5 em cada um dos arranjos, antes e depois da normalizacao.

Os valores normalizados (ajustados) de M, logaritmico das relacdes de
intensidades, foram entdo analisados estatisticamente utilizando-se um teste F
moderado, no qual as estimativas dos erros-padréo para cada gene foram obtidas
a partir de uma técnica de “shrinkage” utilizando-se um procedimento Bayesiano

empirico para maior estabilidade nas inferéncias (SMYTH, 2004). Todas as
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analises foram conduzidas utilizando-se o pacote computacional LIMMA,
desenvolvido em linguagem R (http://www.r-project.org/), o qual é oferecido sem
qualguer custo a partr da website do projeto BioConductor
(http://www.bioconductor.org/download).

Para o ajuste do nivel de significaAncia em decorréncia da multiplicidade de
testes, referente a cada gene considerado no microarranjos, o procedimento
descrito por STOREY (2003), definido como o menor valor de FDR para o qual
uma determinada hipotese seria rejeitada (g-valor), tem sido amplamente usado
em experimento de microarrays.

O pacote LIMMA também produz um indice estatistico chamado (B-
estatistico) no qual estima a probabilidade de que o gene seja diferencialmente
expresso, para isso assume-se que um B >= 0 corresponde a 50% de chance ou
mais de este gene ser diferencialmente expresso (DE). Desse modo os genes
considerados (DE) foram obtidos através da combinagdo das duas analises

estatistica valores de g-valor e B.

Sintese de cDNA para técnica de PCR quantitativo em tempo real

Os cDNAs utilizados nas analises de PCR quantitativo em tempo real foram
sintetizados através de reacao de trasncricdo reversa (RT), com a utilizagédo do kit
comercial SUPERSCRIPT Il FIRST-STRAND SYNTESIS SUPER MIX
(Invitrogen). Para isso, em uma aliquota de 5 ug de RNA total foi adicionado 1 pL
de Oligo dT (50 uM), 1 uL de Anneling buffer e se necessério, 4gua tratada com
DEPC completando o volume para 8ul. Ass amostra foram incubada a 65°C por
cinco minutos e em seguida colocadas no gelo. Foi adicionado 10 pL de 2X first-
strand reaction Mix e 2 uL de Super script 1ll RNA out enzime MIX e incubadas a
50°C por 1 hora. Ap6s esse periodo, para a inativacdo da enzima, as amostras
foram incubadas a 85°C por 5 minutos. As fitas moldes de RNA foram removidas
por digestdo com enzima RNAse H (1U). O cDNA foi quantificado em
espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies) e em seguida foi estocado
a -20°C até o momento do uso.



94

Reacdo de PCR quantitativo em tempo real

A expressao dos genes B2M (beta-microglobulina), CAPN1 (Calpainal),
CAPN2 (Calpaina 2), CAST (Calpastatina), GHR (Receptor de Hormonio de
crescimento), IGF-1 (Fator de crescimento semelhante a insulina 1) e IGF1R
(Receptor de IGF-1) foram avaliadas pela técnica de PCR em tempo real. Para
isso foram utilizadas 6,25uL do reagente POWER SYBR Green (Applied
Biosystems), 0,6 uM de cada iniciador especifico para cada gene, 30ng de cDNA
(molde) e agua MilliQ (ultrapura) autoclavada completando o volume final para
12.5 ul. A reacéo foi submetida ao protocolo de ciclos, seguindo as orientacdes do
fabricante em um aparelho GeneAmp 7500 (Applied Biosystems), descrito a
seguir: dois minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e quarenta ciclos de 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C. Por fim, foi empregado um ciclo
final de vinte minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C para obtencédo da
curva de dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para analise da
especificidade da amplificagéo.

Os valores de threshold cicle (Ct) foram obtidos utilizando-se o software ABI
Prism 7500 SDS versédo 1.1 (Applied Biosystems, USA). Os dados de expressao
foram normalizados utilizando gene beta-2microglobulina (B2M) e o0s niveis
relativos de expressédo foram calculados de acordo com o método AACt (Livak e
Schmittgen, 2001).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados no gqRT-PCR

Gene SeqUiéncia dos oligonucleotideos amplicon Temp. GeneBank
Dissoc Acession

B2M-F 5'- TACCTTGGGTGCTACATGTCCAT-3 70 pb 79°C NM_173893

B2M-R 5'- CTGAAATTGTCTTCCCCACCTCTA-3'

GHR-F 5'- GATTCATGCCGACATCCTAGTG- 3 110 pb 76°C NM_ 176608

GHR-R 5'- GGGTCTCATTTAGTTCTTTATAGTGCAGTT- 3'

IGF1-F 5- TGTGATTTCTTGAAGCAGGTGAA-3 72 pb 78°C NM_001077828

IGF1-R 5'- CAAGCACAGGGCCAGATAGAAG-3'

IGF1R-F 5-CCCTGGTGTTCCGAGTCTTG-3’ 52 pb 78°C XM_606794
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IGF1IR-R 5"-CCCCAGATAACCTCGTCAGAAG-3

CAPN1-F 5'- AACAGTTTGATGTTGACCGTTCA-3 74 pb 81°C NM_174261
CAPN1-R 5'- GAATCCTGCTGCCTCAAAGG-3'

CAPN2-F 5-AAACCCCCAGGGAAACCA-3 64 pb 76°C XM_864105
CAPN2-R 5-TGTCATTAGCATTTTCCCCAAGT-3

CAST-F 5'- CCGAGCAGCCGCTGTTA- 3 78 pb 83°C NM_174003
CAST-R 5'- CCCAACTTCCATTAAGCCACAT- 3'

Analises de maciez da carne
Por ocasidao do abate foram colhidas sec¢des transversais do musculo LD

de 2,54 cm de espessura entre a 12a e 13a costelas da meia carcaga esquerda
dos animais. Essas amostras foram embaladas em sacos plasticos a vacuo e ap0s
o resfriamento por 24 horas foram congeladas a -20°C até o momento da
realizacdo das analises de maciez da carne, mediante a determinacéo da forca de
cisalhamento e do indice de fragmentacdo miofibrilar (IFM), medida da area do
musculo LD (AOL) e a espessura de gordura subcutéanea (EGS).

As analises de maciez da carne por meio da for¢a de cisalhamento e indice
de fragmentacdo miofibrilar (IFM) foram executadas no Laboratério de Qualidade
de Carnes do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da FMVZ,
Unesp, Botucatu, SP.

A determinacdo da forca de cisalhamento das amostras do musculo LD
coletadas no abate dos animais foram realizadas segundo procedimento descrito
por Wheeler et al. (1995). Brevemente, as amostras foram descongeladas sob
refrigeracéo a 4°C durante 24 horas e quando apresentarem temperatura interna
de 5 a 6°C foram assadas em forno elétrico até atingirem a temperatura interna de
71°C. ApoOs este processo, foram retirados oito cubos de cada amostra. Esses
cubos foram utilizados na determinacéo da forca de cisalhamento em um Warner-
Bratzler Shear Force (Chatillon) mecanico com capacidade de 25 kg, o valor
considerado foi a média das oito medidas por amostra.

O indice de fragmentagcdo miofibrilar da carne foi determinado de acordo
com Culler et al. (1978). Foram retirados trés cilindros de 1,27cm de diametro,

destes foram utilizados gramas do musculo que foram homogeneizados em
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triturador por 30 segundos, com 40 mL da solucdo de extracdo (KCl 100 mM,
fosfato de potassio 20 mM, EDTA 1 mM, MgCI2 1 mM e azida sodica 1 mM). Em
seguida, a solucdo homogeneizada foi centrifugada, por 15 minutos, a 1000 x g, a
4°C. O precipitado foi ressuspendido em 40mL de solucéo de extracéo, agitado e
centrifugado novamente, por 15 minutos, a 1000 x g, a 4°C. Foi adicionados ao
precipitado 10 mL de solucédo de extracdo e a suspensado obtida foi submetida a
peneira de polietileno para remocéo do tecido conectivo. Para facilitar a obtencéo
das miofibrilas foi adicionado mais 10 mL da solugdo de extracdo. Nesta
suspensédo de miofibrilas foi determinada a concentracdo de proteina pelo método
do biureto, descrito por Gornall et al. (1949). Uma aliquota da suspensao de
miofibrilas foi diluida com a solucao de extracdo até uma concentracao protéica de
0,5 £ 0,05 mg/mL e realizada a leitura da densidade 6tica a 540 nm em
espectrofotdmetro. Para obtencdo do indice de fragmentacdo miofibrilar, o valor
obtido de densidade 6tica a 540 nm foi multiplicado por 200.

A area do olho de lombo foi medida diretamente na carcaca utilizando uma
gride de plastico quadriculado (padrdo USDA), e a espessura de gordura foi
medida no ter¢co médio da seccao transversal utilizando um paquimetro.

Os resultados de desempenho, maciez e expresséo génica foram avaliados
por intermédio do programa computacional Statistical Analysis System (SAS,
2004) e os dados foram submetidos a analise de variancia, por intermédio do
procedimento GLM, foi também realizada uma analise se correlacdo entre as
variaveis por intermédio do procedimento COR, para as analises foi considerado

no modelo raca (Angus e Nelore) e idade ao abate (15 e 19 meses).



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE ABREVIATURAS
	RESUMO
	SUMMARY
	1. CONSIDERAÇÕES GERAIS
	2. ESTUDO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE A EXPRESSÃO DE GENES PERTENCENTES AO COMPLEXO CALPAÍNA/CALPASTATINA E AO EIXO SOMATOTRÓFICO...
	3. EFEITOS DA RAÇA E DA IDADE AO ABATE SOBRE O PERFIL TRANSCRICIONAL DO MÚSCULO Longissimus dorsi DE BOVINOS DAS RAÇAS NELORE E ABERDEEN ANGUNS
	APÊNDICES

