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VIABILIDADE DO NASCIMENTO DE BEZERROS DA RACA NELORE COM
MUTAGAO NO GENE DA MIOSTATINA OBTIDOS POR CONGENIA

RESUMO- Os animais congénicos possuem apenas uma regiao especifica do
cromossomo transferida de uma linhagem para outra através de cruzamentos
monitorados por analises genéticas. Essa metodologia foi utilizada para
produzir linhagem congénica de bovinos da raga Nelore carreando o
polimorfismo no gene da miostatina proveniente do Belgian Blue. O objetivo
desse trabalho foi comparar o peso ao nascimento, incidéncia de partos
distocicos e taxa de mortalidade neonatal em animais de 3 variagdes genéticas
para o gene da miostatina (homozigotos sem o polimorfismo, heterozigotos e
homozigotos mutados). Animais homozigotos sem a mutagdo nasceram com
31,19 kg = 0,32 kg, os heterozigotos com 35,82 kg + 0,32 kg (diferenca de 4,63
kg) e os homozigotos mutados nasceram com 40,46 + 0,32 kg, com acréscimo
médio de 9,26 kg acima dos bezerros homozigotos ndo mutados (p=2 x 107'°).
Além disso bezerros machos apresentaram um acréscimo de 1,55 Kg em
relagdo as fémeas. A taxa de distocia dos bezerros homozigotos sem o
polimorfismo e dos heterozigotos foram de 5,4% e 5,7%. A taxa de mortalidade
dos bezerros homozigotos sem o polimorfismo e dos heterozigotos foram de
5,4% e 5,2%, dentro das normalidades esperadas. Entretanto, animais
homozigotos mutados apresentaram altas taxas de distocia 47,5% e de
mortalidade de bezerros 37,3%. Os dados indicam que a mutagdo no gene da
miostatina quando em heterozigose gera um aumento de peso ao nascimento
sem causar aumento de distocia ou de mortalidade neonatal. Concluimos que
heterozigotos podem ser produzidos em larga escala, podendo ser uma
estratégia vantajosa para aumentar a produtividade da pecuaria de corte.

PALAVRAS-CHAVE: Belgian Blue, Distocia, Bovinos, Peso ao nascimento.



BIRTH VIABILITY OF NELORE CALVES WITH MYOSTATIN GENE
MUTATION PRODUCED BY CONGENY

ABSTRACT- Congenic animals have only one chromosome specific region
transferred from one lineage to another through crosses monitored by genetic
analysis. This methodology was used to produce a Nellore cattle congenic line
carrying the myostatin gene polymorphism from Belgian Blue. The objective of
this study was to compare birth weight, incidence of dystocy and neonatal
mortality rate in animals from the 3 genetic variations for the myostatin gene
(homozygotes without the polymorphism, heterozygotes and mutated
homozygotes). Homozygous animals without the mutation were born with 31,19
+ 0,32 kg, heterozygotes werte born with 35,82 + 0,32 kg, a difference of 4,63
kg and the mutated homozygotes were born with 40,46 + 0,319 kg, with an
increase of 9,26 kg above homozygotes without the polymorphism calves (p =
2*107°). In addition, male calves showed an increase of 1,55 kg in relation to
females. The rates of dystocia of calves homozygous within polymorphism and
heterozygotes were 5,4% e 5,7%. The rates of mortality of calves homozygous
within polymorphism and heterozygotes were 5,4% e 5,2%, within expected
normalities. However, mutated homozygous animals had high rates of dystocia
(47.5%) and calves mortality (37.3%). The data indicate that mutation in the
myostatin gene when in heterozygosis results in an increase birth weight
without causing increased dystocia or neonatal mortality. We conclude that
animals heterozygotes can be produced on a large scale, and may be an

advantageous strategy to increase the productivity of beef cattle.

KEYWORDS: Belgian Blue, Dystocia, Beef Cattle, Birth weight.
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1 INTRODUGAO

De acordo com dados publicados pela Associacdo Brasileira das
Industrias Exportadoras de Carnes — ABIEC (2018) o Brasil reduziu a area
ocupada com a pecuaria de corte, mas ainda assim aumentou a producao de
carne. Entre os anos de 1990 até 2017 a produtividade aumentou em 146% e
neste mesmo periodo a produtividade passou de 1,63 @/ha/ano para
4,01@/ha/ano. A expectativa é que até 2027, a pecuaria devera aumentar sua
producdo em 45% (ABIEC, 2018). O Brasil ocupa posicdo de destaque
internacional na industria da carne, pois € detentor do maior rebanho bovino
comercial do mundo, atingindo a marca record em 2016, com 218,23 milhdes
de cabecgas (IBGE, 2017). Além disso, a bovinocultura de corte representa a
maior fatia do agronegdcio brasileiro, gerando faturamento de mais de R$ 50
bilhdes/ano, oferecendo cerca de 7,5 milhdes de empregos e colocando o pais

como o0 maior exportador de carne bovina nos ultimos anos.

As racas zebuinas representam cerca de 80% do rebanho nacional
(ABIEC, 2014), representando a grande maioria do rebanho brasileiro, devido
sua plena capacidade de adaptacao as condi¢cbes edafoclimaticas de um pais
subtropical, resisténcia a carrapatos e a infec¢des, adaptagdes as pastagens,
fertilidade, facilidade de parto e rusticidade (ACNB, 2018; SANTIAGO, 1987,
SILVA, 2012). Entretanto, as racas taurinas apresentam maiores indices
produtivos com relagdo as ragas zebuinas, mas com grande dificuldade de
adaptacdo ao nosso sistema produtivo e clima. Por essas razdes, uma das
estratégias utilizadas na pecuaria brasileira € a utilizagdo de touros de ragas
taurinas para acasalamento com matrizes da raga Nelore, com o objetivo de
aumentar a produtividade (BO, et al., 2003; JORGE et al., 1999, RESTLE.,
2000).

Dentre as ragas taurinas, o Belgian Blue se destaca pela grande
capacidade de producdo de carne, com elevados niveis de rendimento de
carcaga e de maciez, apresentando a caracteristica conhecida como Dupla

Musculatura (ARTHUR, 1995). Essa caracteristica € causada por uma mutagao
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no gene da miostatina, que controla o desenvolvimento da musculatura
esquelética de varias espécies (MCPHERRON et al., 1997).

A miostatina foi descoberta em 1997, por McPherron. Ele descobriu um
novo membro da familia de fatores de diferenciagao e crescimento 3 (do inglés
Transforming growth factor beta, TGF-B). Esta proteina apresenta uma
sequéncia N-Terminal, seguida de uma regido de processamento proteolitica
dibasica, e uma regido C-Terminal bioativa apresentando nove cisteinas. Sua
atividade fisiolégica foi posteriormente relacionada ao desenvolvimento
anormal de musculatura em animais como o gado bovino da raga Belgian Blue
e Piemontés, e ovelhas da raga Texel. A miostatina foi experimentalmente
comprovada como sendo um fator de inibicdo do crescimento e diferenciacéo
da musculatura esquelética em camundongos nocaute para o seu gene
correspondente (MSTN) (WEINTRAUB et al., 1991)

O conceito de congenia é amplamente conhecido cientificamente para a
producdo de linhagens de ratos e camundongos utilizados em modelos
experimentais, e as principais aplicacbes desta metodologia sdo para estudo
de mutagcbes especificas em linhagens padronizadas e o efeito de
determinados haplétipos para fenétipos de interesse (BOYSE, 1977; ROGNER;
AVNER, 2003).

Os animais congénicos s&o caracterizados como uma linhagem
(receptora) de animais que apresentam uma regiao especifica de seu genoma
proveniente de outra linhagem (doadora), adquirida através de cruzamentos
especificos. O termo congénico se aplica quando apenas uma regido do
cromossomo ¢ transferida de uma linhagem para outra (SILVER, 2001).

Em trabalho conduzido por Alonso et al.,, (2013) a metodologia de
congenia assistida por marcadores moleculares foi utilizada para producao de
linhagem de bovinos da raga Nelore carreando a mutagdo no gene da
miostatina proveniente do Belgian Blue, aumentando o rendimento de carcaca

do gado Nelore e a produtividade. Entretanto, apesar das provaveis vantagens
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relacionadas aos ganhos de carcaga dos animais com a variante genética no
gene da miostatina, uma das grandes limitagbes para a multiplicagcédo e difuséo
dessa nova linhagem em larga escala é que, o polimorfismos no gene da
miostatina tém sido associados com dificuldade de parto (distocia); aumento do
peso ao nascimento e reducao da viabilidade do bezerro.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a viabilidade do
nascimento de bezerros da raga Nelore com mutacdo no gene da miostatina
produzidos por congenia, com grau de sangue 15/16 Nelore x Belgian Blue,
comparando as 3 variantes genéticas: homozigotos sem a mutagéo

(Myo*/Myo™), heterozigotos (Myo/Myo’) e homozigotos mutados (Myo/Myo").

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cenario da pepuaria nacional

A pecuaria brasileira tem se tornado a cada ano mais alto sustentavel.
Nos ultimos anos, o Brasil reduziu a area ocupada com a pecuaria de corte,
mas ainda assim aumentou a producdo de carne. De acordo com dados
publicados pela ABIEC (2018), entre os anos de 1990 até 2017 a produtividade
aumentou em 146% e neste mesmo periodo a produtividade passou de 1,63
@/ha/ano para 4,01@/ha/ano. A expectativa € que até 2027, a pecuaria devera
aumentar sua producdo em 45%, o que deve liberar mais de 10 milhdes de
hectares em area (ABIEC, 2018).

Atualmente o Brasil possui 19% de seu territorio em pastagens com
condigcbes de uso e 51% de vegetacdo nativa, a quantidade de florestas
protegidas no brasil equivale a seis vezes o tamanho da Alemanha. Além disso
99% da agua utilizada na pecuaria pertence ao ciclo natural das chuvas
(ABIEC, 2018).



21

O Brasil ocupa posigao de destaque internacional na industria da carne,
pois & detentor do maior rebanho bovino comercial do mundo, atingindo a
marca record em 2016, com 218,23 milhdes de cabegas (IBGE, 2017). Além
disso, a bovinocultura de corte representa a maior fatia do agronegocio
brasileiro, gerando faturamento de mais de R$ 50 bilhdes/ano, oferecendo
cerca de 7,5 milhées de empregos e colocando o pais como o maior exportador
de carne bovina nos ultimos anos. De acordo com a previsdo da FAO (2017),
precisara aumentar em mais de 200 milhdes de toneladas a producao de carne
até o ano 2050 para suprir o0 aumento na demanda de alimentos provocada
pelo grande crescimento populacional dos proximos 30 anos, o que faz do

Brasil um ator de fundamental importancia nesse contexto.

2.2 Fenétipo de Dupla Musculatura em bovinos devido a mutagao

no gene da miostatina

O fendtipo de dupla musculatura (DM) foi primeiramente ducumentado
em 1807 por Culley e descrito em detalhes por Kaiser em 1888. Em 1929,
Wriedt propés que a determinagcdo genética da hipertrofia muscular era
monogénica. Entretanto, esta hipdtese foi contestada posteriormente por
Kronacher (1934), sugerindo um modelo poligénico com envolvimento de trés
genes. Um novo modelo foi proposto em 1971 por Sopefa Quisada e Blanco
Cachafeiro, com dois genes, apresentando nove possibilidades de gendtipos
com expressao de quatro fendtipos. Posteriormente, varios pesquisadores
chegaram a conclus&o de que apenas um gene autossémico esta envolvido na
sindrome de dupla musculatura (HANSET; MICHAUX, 1985; LOGEAY;
VISSAC et al., 1974; OLIVER, 1968).

Em 1997, McPherron e colaboradores, enfim, descobriram a causa da
dupla musculatura, que chamaram de miostatina, proteina codificada no gene
MSTN ou GDF-8 (do inglés: Growth Differentiation Factor 8), pertencente a

familia TGF-p (do inglés: Transforming Growth Factor (). A proteina miostatina
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possui efeito inibitério do crescimento muscular, regulando negativamente a

proliferagdo de mioblastos e sua diferenciagdo (MCPHERRON et al., 1997).

Apos a descoberta da relagdo da miostatina com a dupla musculatura
nos bovinos, foi entdo identificada tal caracteristica em diversas ragas taurinas:
Asturiana de los Valles, Charolesa, Limousin, Maine Anjou, Marchiana,
Parthenaise, Rubea Galela e com maior frequéncia fenotipica nas ragas
Belgian Blue e Piemontesa, as quais apresentam extrema musculosidade
(TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2005).

McPherron e colaboradores, em 1997 também descobriram em seu
trabalho uma delec&o, na raga Belgian Blue, de 11 pares de base no terceiro
éxon, intitulada nt 821 (del 11), que muda a fase de leitura do RNAm resultando
em um codon de parada prematuro e produzindo uma proteina truncada, sendo
os 102 aminoacidos da ponta C-terminal ausentes e sem atividade bioldgica,
apresentando dessa maneira o fenétipo de dupla musculatura (GROBET et al.,
1997; MCPHERRON et al., 1997; DUNNER et al., 1997; SMITH et al., 2000).

2.3 Regulagao da massa muscular pela miostatina

O processo de formagao do tecido muscular se inicia na embriogénese e
€ denominado como miogénese, consistindo basicamente na transformacéo
dos somitos (estrutura originada da mesoderme) em mioblastos
(BUCKINGHAM et al., 2003).

Como descrito na Figura 1, Buckingham et al., (2003), propuseram que a
miogénese fosse dividida em 5 etapas, sendo: delaminagdo, migracgéo,
proliferagdo, determinagcdo e diferenciacdo. Primeiramente ocorre a
delaminagdo do demomidétomo hipoaxial e entdo as células provenientes dos
somitos (precursoras dos musculos) séo liberadas e migram para o broto dos

membros, ocorrendo a proliferagado celular aumentando o numero de células



23

pré-musculares, ocorrendo assim a determinacao e a diferenciagao das células

precursoras em células musculares.

Miétomo Epaxial

Dermomiétomo

T.N

N.C.

O

Broto do
membro

Ventral

Delaminagdo: Pax3 —» c-met
Migragio: C-met/HGF, Lbx1
Proliferagdo: 7 Pax3, C-met, Mox2, Msx1, Six, (MyfS, MyoD)
Determinacho: Myfs, MyoD
Dferenciacios Miogenina, (MyoD, MRF4), Mef2, Six...

FIGURA 1 — Esquema indicando as etapas para formagdo da musculatura nos membros e
genes potencialmente envolvidos nesse processo. Onde, N.C= Notocorda; T.N=
Tubo Neural; S.E= Superficie da Ectoderma. (BUCKINGHAM et al., 2003).

Esses processos sdo determinados em parte pela expressao dos fatores
de regulacdo miogénicas MyoD (do inglés: Myogenic Differentiation 1), Myf5
(do inglés: Myogenic Factor 5) e Mrf4 ou miogenina (do inglés: Myogenic
Regulatory Factor 4) que sdo produzidos por genes reguladores, funcionando
como fatores de transcrigdo, que inibem ou ativam os demais genes da via de

diferenciacdo (LANGLEY et al.,, 2002). A miostatina promove bloqueio da
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miogénese pela regulagdo negativa na expressédo do fator Pax 3 (do inglés:
transcricional paired box 3) e consequentemente inibicdo na expressdo da
MyoD (MCFARLANE et al., 2006). Alguns trabalhos mostraram que a
inativagdo da miostatina em camundongos e bovinos pode aumentar a
expressdo da MyoD e da miogenina, levando assim um aumento na
proliferagdo dos mioblastos e a intenso crescimento muscular (LANGLEY et al.,
2002; JOULIA et al., 2003).

2.4 Biosintese, sinalizagao e agao biolégica da miostatina

A miostatina atua tanto no periodo embrionario como durante o ciclo
pés-natal (MCPHERRON et al., 1997; ZIMMERS et al., 2002; WHITTEMORE et
al., 2003; MANCEAU et al., 2008), inibindo a diferenciagdo de mioblastos e
induzindo a quiescéncia celular, funcionando também como antimitético
induzindo assim a atrofia muscular (TAJBAKHSH et al., 1997).

Mcpherron et al., em 1997 inativaram o gene que codifica a miostatina
em ratos, promovendo a perda da fungdo desse gene, produzindo 3 tipos de
descendentes: homozigoto com a mutac&o no gene da miostatina, heterozigoto
e homozigoto sem a mutagdo no gene da miostatina. Os autores observaram
que os ratos homozigotos com a mutagcéo no gene da miostatina apresentaram
de duas a trés vezes mais massa muscular comparados com os ratos sem o

polimorfismo, como ilustrado na Figura 2.
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FIGURA 2 — Aumento da massa muscular esquelética em ratos com a mutagdo no gene da

miostatina (imagens de baixo) comparados com ratos sem a mutagéo no gene da
miostatina (imagens de cima). a) face, b) membro superior e ¢) membro inferior
(MCPHERRON et al., 1997).

O gene da miostatina da espécie bovina foi mapeado a 3,1 cM
(centimorgan) da regido centromérica do cromossomo 2 e chamado de locus
mh (SOLINAS-TOLDO et al., 1995; CHARLIER et al., 1995; DUNNER et al.,
1997; CASAS et al.,, 1998). O gene da miostatina consiste de 3 éxons e 2
intros. Os éxons 1, 2 e 3 apresentam respectivamente 373, 374 e 381 pb.
Podendo o éxon 3 apresentar variagbes em seu tamanho (1701, 1812 ou 1887
pb), devido a insercdo de uma regidao codificadora - UTR (do inglés:
Untranslated Region) O 1° intron apresenta 1840 pb e o 2° apresenta 2033 pb
(CHARLIER et al., 1995; GROBET et al., 1997; SMITH et al., 1997). O mRNA
do MSTN apresenta 2767 nucleotideos (Gene Bank ID 281187) e traduz uma
proteina com 375 aminoacidos (JEANPLONG et al.,, 2001; SHIBATA et al.,
2003).
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A miostatina é sintetizada como uma proteina precursora, sendo
necessarios dois processos proteoliticos para se tornar ativa. O primeiro evento
remove a sequencia N-terminal da extremidade com 24 aminoacidos da
extremidade, necessaria para enviar a proteina para vias de secrecao celular.
O segundo evento ocorre no sitio RSRR (Arginina — Serina — Arginina —
Arginina) localizado nos aminoacidos 240-243 (ou 264-267 se levarmos a
sequencia sinal em consideragdo). Ocorre uma clivagem neste local o que
produz dois fragmentos: o N-terminal de 243 aminoacidos nomeado como
Proteina Associada a Laténcia (LAP, do inglés: Latency Associated Protein), e
o C-terminal de 108 aminoacidos. Este peptideo C-terminal se transformara em
um dimero por pontes de dissulfeto entre dois residuos de cisteina especificos
(DOMINIQUE; GERARD, 2006). Este dimero é conhecido como miostativa na
forma ativa (LEE, 2004, LEE; MCPHERRON, 2001).

O LAP tem um papel importantissimo no metabolismo da miostatina,
inibindo seus efeitos bioldgicos, assim como outras proteinas: Folistatina,
FLRG (do inglés: follistatin-related gene), GASP-1 (do inglés: Growth and
differentiation factor-associated serum protein-1) e LAP (Figura 4) (HILL et al.,
2002; LEE, 2004; LEE; MCPHERRON, 2001; RODGERS; GARIKIPATI, 2008).

A miostatina na sua forma ativa interage com seu receptor de membrana
(Activina 11B), exercendo assim a sua fungao bioldgica de inibicdo da hipertrofia
e hiperplasia muscular (AOKI et al., 2008).

Estudos in vivo e in vitro indicam que a miostatina atua na hiperplasia de
mioblastos de mamiferos através da inibicdo da progressédo do ciclo celular
através dos estagios G1 e G2. Sua agao se da pela reducédo dos niveis de
Cdk2 (Cinase dependente de ciclina 2), um aumento da p21 (inibidor de Cdk) e
uma consequente hipofosforilagdo de retinoblastoma - Rb (proteina relacionada

a inibicdo da expressao de genes relacionados a Fase S), como ilustrado na
Figura 3 (THOMAS et al., 2000).
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FIGURA 3 — Modelo do papel da miostatina no crescimento muscular. Modelo A: Com a
expressao da miostatina e Modelo B: Sem a expressao da miostatina (THOMAS et
al., 2000).

A acdo da MSTN sobre o controle da massa muscular esquelética é
exercido de maneira autocrina-paracrina. Em sua forma ativa essa proteina é
capaz de interagir com seu receptor de membrana ActlIB (receptor quinase do
tipo serina/treonina) que recruta receptores do tipo | (receptor quinase 4 e ou 5

semelhantes a activina), como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Expresséo, sintese, ativacdo e agdo da MSTN (adaptado de REBBAPRAGADA et
al., 2003; RODINO-KLAPAC et al., 2009; ELKINA et al., 2011).

A sinalizagdo da miostatina ocorre pela ligagdo a complexos de
receptores heteroméricos de cinase de serina-treonina compostos de dois
receptores do tipo 1 (receptor de activina do tipo I, ActRI) e dois do tipo 2
(receptor de activina do tipo Il, ActRIIB). A ligacdo da miostatina ao
homodimero de receptor do tipo Il propicia que o homodimero de receptor | se
ligue formando um complexo heterotetramérico. A formagdo do complexo
aproxima os dominios cinase intracelulares, ocorrendo a transfosforilacédo do
receptor do tipo | pelo do tipo Il. Entdo os ActRI fosforilados irdo fosforilar,
através de seu dominio C-terminal, uma classe de proteinas sinalizadoras

intracelulares denominadas R-Smads (Smad regulado por receptor), mais
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especificamente os R-Smad 1, 2, 3, 5 e 8. As R-Smads fosforiladas irdo se ligar
a Co-Smads (de Smad mediador comum). Este complexo heteromeérico ira ser
translocado para o nucleo celular se ligando a fatores de transcrigdo
especificos (co-ativadores e co-repressores), ativando ou reprimindo genes
especificos. O Smad 7 € denominado |-Smad (Smad de inibi¢do) e inibe a via
de sinalizagdo de duas maneiras: se ligando aos dominios intracelulares dos
receptores transmembrana ativados (evitando a fosforilagdo dos R-Smads), ou
se ligando diretamente aos complexos de R-Smad ativados localizados no
nucleo inibindo sua atividade transcricional. As R-Smads ainda podem sofrer
modificagdes pobs-traducionais como a ubiquitinagdo e sumoilacdo, sendo
transportadas para fora do nucleo e inibindo sua agédo nuclear. Os complexos
de R-Smads também recrutam histonas acetiltransferases para facilitar a
transcricao, inlusive os préprios complexos podem ser acetilados, aumentando
sua eficiéncia na transcrigdo (DOMINIQUE; GERARD, 2006; MOUSTAKAS;
HELDIN, 2009; RODGERS; GARIKIPATI et al., 2008).

Nas duas ultimas décadas, diversos trabalhos foram publicados com
estudos referentes ao gene da miostatina em varias espécies (bovinos, ovinos,
suinos, cachorros e até em humanos) (DU et al., 2007; GROBET et al., 1998;
KARIM et al., 2000; MOSHER et al., 2007; SCHUELKE et al., 2004). Nos
bovinos foram descritos pelo menos 6 tipos diferentes de mutagdes no gene da
miostatina associados ao fenotipo da Dupla Musculatura: NT419 (del 7 —
ins10), NT910 (C->T), NT676 (G>T), NT821 (del11), NT874 (G>T) e NT938
(G>A) (CAPPUCIO et al., 1998, GROBET et al., 1998; MCPHERRON et al.,
1997).
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2.5 Origem da raca Belgian Blue

De acordo com a Associagdo Internacional de Criadores de Belgian
Blue (BBI), a raga comegou a ser formada com a importagdo de bovinos da
raga Shorthorn da Inglaterra para a Belgica no inicio do século XIX.
Inicialmente a raga Shorthorn foi cruzada com outras ragas locais, sendo
utilizada tanto para producédo de carne como para producao de leite. Apenas
quando os cruzamentos foram focados para a produgdo de carne € que a
caracteristica fenotipica de Dupla Musculatura (DM) se destacou dando origem
a raca atual Belgian Blue (Figura 5) (BBI, 2017).
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FIGURA 5 — Bovino macho da raga Belgian Blue, mostrando o fenétipo de Dupla Musculatura
(McPherron et al., 1997).
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A partir de 1950, a raca Belgian Blue ja estava tdo intensamente
selecionada, apresentando Dupla Musculatura em grau extremo, que chegou
ao ponto de ndo ser mais possivel encontrar animais dessa raca sem a
mutac¢ao da miostatina (GENGLER et al., 1995).

A raca Belgian Blue é uma das ragas que apresentam maior rendimento
de carcaga devido a exuberante musculatura, chegando a médias acima de
65% de rendimento de carcaga com altos niveis de maciez. Além disso, a
carcaga apresenta quantidade reduzida de gordura (até 16% a menos de
marmoreio e marmorizagdo, comparando com um animal sem a mutacao do
gene da miostatina), com cortes bastante apreciados pelo mercado europeu
que propiciaram alta valorizagado e expansao da raca (WEBER; ILSEN, 1934;
OLIVER, 1968).

2.6 Origem da raca Nelore

O primeiro registro de entrada do bovino da raga Nelore no Brasil
ocorreu em 1868, quando um navio que destinava-se a Inglaterra, ancorou em
Salvador, com apenas um casal de reprodutores da raca. Em 1878, houve a
segunda importacdo de um lote de animais da raga Nelore diretamente da
India, e assim comegou a sua expansao pelos principais estados brasileiros
(Séo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais), sendo atualmente a raga que
representa a grande maioria do rebanho de corte nacional, devido sua alta
adaptacgao ao clima brasileiro (ACNB, 2018; SILVA, 2012).

Apesar do grande avango do melhoramento genético da raga Nelore
ocorrido nos ultimos anos, os animais zebuinos ainda apresentam indices
inferiores de produtividade quando comparados a animais de racas taurinas, ou
até mesmo quando comparados com animais provenientes de cruzamento
industrial (PASTOR et al., 2017). As ragas taurinas apresentam altos indices

produtivos, mas com baixa adaptacdo ao clima subtropical brasileiro,
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principalmente nas regides centrais e ao norte do pais, onde esta localizada a
maior parte da pecuaria de corte nacional, o que justifica a maior
preponderanica das ragas zebuinas no Brasil. Uma estratégia bastante
utilizada € o acasalamento entre animais de racas taurinas e zebuinas, visando

aumento da produtividade com a manutencgao da rusticidade.

2.7 Nelore com polimorfismo no gene da miostatina e Dupla

Musculatura

Grisolia et al. (2009) trabalhou na identificacdo de polimorfismos no gene
da miostatina (GDF8) em bovinos da raga Nelore (Bos primigenius indicus). A
analise revelou a existéncia de 14 polimorfismos nos éxons e 38 em regides
nao traduzidas e introns. Entretanto, nenhum dos polimorfismos descritos
previamente e associados com sindrome da Dupla Musculatura em ragas
taurinas foi encontrado, ndo sendo possivel associar as variantes genéticas
com o aumento de musculatura na raga Nelore.

A primeira linhagem de bovinos da raga Nelore com mutagdo no gene da
miostatina e com o fenétipo de Dupla Musculatura foi produzida por Proudfoot e
colaboradores em 2015, com a utilizagdo de técnicas de edicdo génica,
injetando  TALEN RNAm (do inglés: Transcription Activator-like Effector
Nucleases) em zigotos bovinos produzidos in vitro. Conforme demonstrado na
Figura 6 € nitida e diferenca de musculatura entre um bezerro macho com

polimorfismos no gene da miostatina e uma bezerra fémea “wild type”.
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FIGURA 6 — Comparagao fenotipica da musculatura de uma novilha sem o polimorfismo no
gene da miostatina (& esquerda) e um garrote com a presenga de 3 diferentes
polimorfismos no gene da miostatina (a direita) produzido por edigdo génica
(PROUDFOOT et al., 2015).

Embora as técnicas de edicdo génica estejam sendo cada vez mais
difundidas e empregadas na comunidade cientifica, ainda ha muita discusséo
sobre a regulamentagao e aprovacédo dos animais editados geneticamente na
cadeia alimentar (SUZUKI, 2005.; LIMA et al., 2018).

Dessa maneira, a metodologia de congenia € uma estratégia de
introgressao génica que nao utiliza ferramentas de engenharia genética ou de
transgenia, e consequentemente, sem a producdo de um organismo

geneticamente modificado (OGM) ou de um animal transgénico.
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2.8 Congenia: introgressao génica em uma linhagem receptora

O conceito de congenia € amplamente conhecido cientificamente para a
producdo de linhagens de ratos e camundongos utilizados em modelos
experimentais, e as principais aplicagbes desta metodologia s&o para estudo
de mutagcbes especificas em linhagens padronizadas e o efeito de
determinados haplétipos para fenétipos de interesse (BOYSE, 1977; ROGNER;
AVNER, 2003).

Os animais congénicos sao caracterizados como uma linhagem
(receptora) de animais que apresentam uma regiao especifica de seu genoma
proveniente de outra linhagem (doadora), adquirida através de cruzamentos
direcionados e monitorados por testes genéticos. O termo congénico se aplica
quando apenas uma regido do cromossomo € transferida de uma linhagem
para outra (SILVER, 2001).

Para se obter uma linhagem congénica receptora com apenas a regiao
de interesse da outra linhagem doadora, s&o feitos retrocruzamentos sempre
entre a progénie do cruzamento entre as duas linhagens (doadora e receptora)
e a sua linhagem de interesse (a receptora). Ao se cruzar duas linhagens
distintas, serdo obtidos animais da primeira geragdo (F1) com 50% de seu
genoma provindo da geragédo parental de uma linhagem (receptora) e 50%
provindo da outra linhagem (doadora). Ao retrocruzar-se a geragado F1 com a
linhagem receptora, em média tem-se animais de segunda geragdo (F2) com
75% do genoma proveniente da linhagem receptora. Se for repetido este
procedimento e retrocruzar-se a geragao F2 com a linhagem receptora, seréo
obtidos animais de terceira geragao (F3) com média de 87,5% do genoma
proveniente da linhagem receptora. Ou seja, ao retocruzar-se a progénie com a
linhagem receptora, a cada geragcédo, em média, metade da carga genética da
linhagem doadora presente no animal é substituida pela carga genética da
linhagem receptora. Portanto, ao fim de 10 cruzamentos, tem-se uma linhagem
com aproximadamente 99,9% de seus genes provenientes da linhagem

receptora. Como o objetivo da metodologia de congenina é fazer a introgresséo
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de parte especifica do genoma da linhagem doadora na linhagem receptora,
todos os animais produzidos ao longo das geragbes sao submetidos a testes
genéticos por tecnologias de biologia molecular para identificagdo da pesencga
ou auséncia da regido genética alvo, utilizando apenas animais que matenham
a caracteristica genética para produgao das proximas geragdes. Se o objetivo é
criar uma linhagem congénica homozigota para a determinada caracteristica,
basta endocruzar a décima geragédo (F10), que, em média, serdo obtidos um
quarto da progénie de individuos homozigotos para esta caracteristica
(NADEAU, 2001; ROGNER; AVNER, 2003).

Na bovinocultura, a metodologia de congenia também é conhecida por
“backcross” ou introgressado génica. Entretanto, uma das grandes limitagdes
para aplicacdo dessa estratégia em bovinos é o longo intervalo de geragdes
que compreende de 3 a 4 anos (YANG; WOMACK, 1997). De acordo com
Rogner e Avner (2003) é necessario a produgdo de no minimo nove geragdes
para que se obtenha uma linhagem congénica pela metodologia classica.
Entretanto, novos esquemas que utilizam tanto a selegdo positiva para a
segmento genético desejado quanto a selegao contra os segmentos genémicos
indesejados provinientes da linhagem doadora, permitem a obtencdo de

linhagem congénica mais rapidamente.

Essa metodologia, conhecida como "speed congenics", é baseada no
grau de heterozigosidade entre os individuos de cada progénie, assumindo-se
que existe uma distribuicdo normal entre o grau de heterozigosidade entre
esses individuos, ou seja, existem animais com maior e menor quantidade de
alelos herdados da linhagem doadora e da linhagem receptora. Os animais
mais indicados para serem selecionados para darem origem as proximas
geracgdes, sdo aqueles que possuem a variante genética desejada, mas que
possuam em sua composicdo genética a menor propor¢do de genes
provenietes da linhagem doadora. Teoricamente, esse processo pode levar a
criacdo de uma linhagem congénica com menos de 0,5% de composi¢céo
genética da linhagem doadora em cinco geragbes. Dessa forma, o tempo
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necessario para criagdo de uma linhagem congénica € reduzido pela metade
(Figura 7)

Generation of congenic strains by backcrossing
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FIGURA 7 — Comparagao do modelo de cruzamento classico e cruzamento seletivo para
obtengé@o de uma linhagem congénica (ROGNER; AVINER, 2003).
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Peso ao nascimento: fator predisponente a distocia e aumento da

taxa de mortalidade neonatal

O peso ao nascimento é uma caracteristica importante, devido a vasta
gama de informag¢des associadas com tragos relacionados ao crescimento,
porte do animal e peso da carcagca (COOPMAN et al., 2004; RICE; WILTBANK,
1972). Varios fatores genéticos e ambientais influenciam no peso ao
nascimento. Fatores genéticos: sexo, duragcdo da gestagdo, raga, heterosis,
consanguinidade e genotipo (BROWN; GALVEZ, 1969; DICKERSON, 1959;
KOCH; CLARK, 1955). Fatores nao genéticos: idade, quantidades de partos da
vaca e nutricdo durante as fases da gestacdo (BOURDON; BRINKS, 1982;
ERIKSSON et al., 2004).

No Brasil a grande maioria do gado de corte € da raga Nelore,
apresentando média de peso ao nascimento, segundo Lopes et al (2008), de
30,44 + 2,43 Kg. A estratégia dos criadores de gado de corte no Brasil para
evitar a ocorréncia de distocia, principalmente na inseminagao de primiparas, é
utilizar touros com bons indices produtivos, mas com valores genéticos de peso
ao nascimento abaixo da média da raga, ou seja, touros que produzem

bezerros com baixo peso ao nascimento (ALIANCA, 2011).

Entretanto as racas taurinas apresentam maior peso ao nascimento,
principalmente ragcas com o fendétipo de Dupla Musculatura (MENISSIER, 1982;
VISSAC et al., 1974). Varios trabalhos sugerem que animais com a mutag&o no
gene da miostatina tem apresentado maior peso ao nascer quando
comparados aos animais sem a mutacdo, cerca de 30% a mais (ARTHUR et
al., 1988; HANSET, 1967).

Kolkman et al. (2010), apresentou em seu trabalho a média de peso ao
nascimento de bezerros da raca Belgian Blue de 49,2 + 7,1 Kg. Em 1991,
Hanset em seu trabalho observou que o periodo de gestagcdo de animais com
Dupla Musculatura é mais longo, resultando assim em bezerros com maior

peso ao nascimento.
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O sexo também é um fator que influencia no peso ao nascimento,
diversos autores demonstraram que bezerros machos nascem mais pesados
que as fémeas (ALBUQUERQUE et al., 1993; AMARAL et al., 1991; CUBAS, et
al.,, 2001; JARDIM; PIMENTEL, 1998; NEWMAN; DELAND, 1991; PEROTTO
et al., 1999; ROVIRA, 1974). De acordo com trabalho desenvolvido por
Mendonga et al. (2003), bezerros machos apresentaram peso 3,94 kg superior
ao peso das fémeas.

A produgao de embrides in vitro também tem influenciado no peso ao
nascimento de bezerros, acredita-se que seja devido a exposi¢cédo dos odcitos e
embrides ao meio de cultivo contendo componentes como soro fetal bovino
(SFB) (BREUKELMAN et al., 2004). Na espécie bovina, a técnica de produgéo
in vitro de embrides (PIV), associada a coleta de odcitos a partir da pungéo
folicular guiada por ultrassom (ovum pick up — OPU), tem sido utilizada para
maximizagdo da produtividade, diminuindo o intervalo entre geragdes,

acelerando o melhoramento genético animal (VARAGO et al., 2008).

Alguns autores mostraram, que animais provenientes da produgéo in
vitro apresentam maior peso ao nascimento comparados com animais
produzidos in vivo (JACOBSEN et al., 2000; YOUNG et al., 1998). Animais com
peso anormal, juntamente com algumas alteragdes fenotipicas (macroglossia,
microgenitalia, inser¢do anterior da cauda) sdo consideradas como parte da
Sindrome da Cria Grande ou LOS (do inglés: Large Offspring Syndrome)
(JACOBSEN et al., 2000) e Sindrome da Cria Anormal ou AOS (do inglés:
Abnormal Offspring Syndrome) (WILSON et al., 1995).

A técnica de clonagem também tem sido associada com bezerros de
tamanho gigante (BATCHELDER et al.,, 2007; GARRY et al.,, 1996). Estes
casos nao estdo claramente elucidados pela literatura, entretanto atualmente o
que tem sido observado na pratica € que o nascimento de bezerros gigantes
provenientes da técnica de producado in vitro esta sendo cada vez menos
frequente, provavelmente devido ao aprimoramento das técnicas de cultivo de

embrides.



39

Varios trabalhos tem mostrado alto indice de distocias associadas a
animais com dupla musculatura (DM) devido ao alto peso dos bezerros ao
nascimento (ARTHUR et al.,, 1988; ARTHUR, 1995; HANSET; JANDRIAN,
1979). Além disso esses bezerros apresentam baixa viabilidade apds o
nascimento devido a dificuldade no parto e alta taxa de deformidades, como a
macroglossia (dificultando o bezerro de mamar adequadamente), aumentando
assim a taxa de mortalidade neonatal nesses animais (ARTHUR et al., 1988;
ARTHUR, 1995; HANSET; JANDRIAN, 1979; VISSAC et al., 1974).

2 OBJETIVO
2.10 3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do polimorfismo no gene
da miostatina; introgredido pela raca Belgian Blue, de quarta geragao (15/16
Nelore x Belgian Blue); no aumento do peso ao nascimento, na taxa de distocia
e na taxa de mortalidade neonatal.

2.11 3.2 Objetivos especificos

» Analisar a variavel de peso ao nascimento associada com:

- As 3 possiveis variagbes no gene da miostatina (homozigotos sem o
polimorfismo (Myo*/Myo®), heterozigotos (Myo'/Myo’) e homozigotos mutados
(Myo'/Myo’).

- Sexo do bezerro (macho ou fémea).

- Método reprodutivo utilizado na producdo das prenhezes: Inseminacao
Artificial em Tempo Fixo (IATF) ou Transferéncia de Embriées Produzidos in
vitro (TE-FIV).

» Avaliar a taxa de distocias dos bezerros produzidos pelo método
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de transferéncia de embrides produzidos in vitro (TE-FIV),
associado com as trés variagbes genéticas ((Myo'/Myo”),
(Myo*/Myo’) e (Myo/Myo")).

» Avaliar a taxa de mortalidade neonatal dos bezerros produzidos
pelo método de transferéncia de embrides produzidos in vitro (TE-
FIV), associado dom as trés variagbes genéticas ((Myo'/Myo®),
(Myo*/Myo’) e (Myo/Myo)).

» Avaliar a taxa de mortalidade neonatal dos bezerros produzidos
pelo método de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF),
associado com as duas variagbes genéticas ((Myo'/Myo”),
(Myo*/Myo)).

3 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma analise retrospectiva dos nascimentos de bezerros de
linhagem congénica de bovinos da ragca Nelore com polimorfismo no gene da
miostatina. A produc&o dos animais foi iniciada em 2004, quando vacas da raga
Nelore foram inseminadas com sémen de touros da raca Belgian Blue. Em
2005, nasceram os animais meio sangue (1° geracgdo), sendo todos

heterozigotos para a variante genética.

A Figura 8 ilustra o esquema de acasalamentos realizados desde o
inicio do projeto até a quarta geragdo e produgdo dos primeiros animais
homozigotos mutados.
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FIGURA 8 — Esquema de retro-cruzamento (Backcross) para introgressdo da mutagédo do gene
da miostatina na raca Nelore, proveniente do Belgian Blue, visando a producgéo
dos primeiros animais homozigotos.

Fonte: Aragatuba, 2017.



Em 2007, as fémeas heterozigotas foram acasaladas com touros Nelore,
para producdo de animais 3/4 Nelore x Belgian Blue (2° geragdo), que
nasceram no inicio de 2008. As bezerras nascidas nessa geragao foram
submetidas a coleta de material biolégico (pelos da cauda) para extragdo e
purificagdo de DNA e posterior analise do gene da miostatina pela técnica de

reacao em cadeia da polimerase (PCR) para selegao das heterozigotas.

Apos a selecao das fémeas 3/4 Nelore x Belgian Blue heterozigotas para
a variante no gene da miostatina, nos anos de 2009 e 2010, 15 novilhas foram
escolhidas como doadoras para os trabalhos de aspiracao folicular e producao
de embrides in vitro, realizados em laboratérios comercias, de acordo com
protocolo padrdo de cada empresa. Nessa fase do projeto, foi utilizado sémen
de touros da raca Nelore para a fertilizacdo in vitro dos odcitos. Os embrides
foram transferidos em receptoras previamente sincronizadas. O nascimento
dos animais da terceira geragéo (7/8 Nelore x Belgian Blue) ocorreu até o final
de 2011.

Assim como na fase anterior, foi realizado PCR de todos os animais
nascidos para identificagdo da mutagdo no gene da miostatina e selegcédo de
machos e fémeas heterozigotos. Além disso, o DNA foi submetido a
genotipagerm em plataforma de alta densidade de marcadores do tipo SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) da lllumina, utilizando o BeadChip Bovine
HD, com aproximadamente 777 mil marcadores genéticos. Esses dados foram
submetidos a analises de bioinformatica que permitiram avaliar a proporgao
genbmica racial de cada individuo, ou seja, quanto cada animal possui de
genoma proveniente da raga Nelore e quanto ainda existe de DNA proveniente
da raga Belgian Blue. Essa informacg&o, junto com a avaliagdo visual, foi
utilizada para selecionar os touros e doadoras com maior propor¢gédo genémica
da raca Nelore para a produgdo dos animais 15/16 Nelore x Belgian Blue (4°

geracgéao), que tiveram inicio em 2013.
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Para a producdo dos animais 15/16 Nelore x Belgian Blue, machos e

fémeas, foram utilizadas diferentes estratégias:

1)

Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) de vacas Nelore
(Myo*/Myo®) com sémen de touros heterozigotos (Myo'/Myo’), 7/8
Nelore x 1/8 Belgian Blue. Produg&o de animais 15/16 Nelore X 1/16
Belgian Blue, sendo 50% sem a mutagdo (Myo'/Myo’) e 50%
heterozigotos (Myo*/Myo).

Aspiracao folicular de doadoras Nelore (Myo*/Myo®) acasaladas com
touros heterozigotos (Myo/Myo’), 7/8 Nelore x 1/8 Belgian Blue.
Producéo de animais 15/16 Nelore X 1/16 Belgian Blue, sendo 50%
sem a mutagao (Myo'/Myo”) e 50% heterozigotos (Myo*/Myo’).
Aspiragdo folicular de doadoras heterozigotas (Myo'/Myo’), 7/8
Nelore x 1/8 Belgian Blue, acasaladas com touros Nelore lideres dos
principais sumarios de avaliagdo genética do pais: Orff AJ, CFM
Orgulho, Quark da Colonial, Bacana da MN, Torpedo da Paqueta,
Kulal AJ, dentre outros. Producdo de animais 15/16 Nelore X 1/16
Belgian Blue, sendo 50% sem a mutagdo (Myo'/Myo’) e 50%
heterozigotos (Myo*/Myo).

Essa fase do projeto foi realizada em 4 diferentes fazendas localizadas
uma no Estado de Sdo Paulo (Latitude: -21.2115, Longitude: -50.4261), duas
em Goias (Latitude: -16.6651, Longitude: -49.28604), e uma em Mato Grosso
do Sul (Latitude: -20.4435, Longitude: -54.6478). Os primeiros animais 15/16

Nelore X Belgian Blue (4° geragdo) nasceram entre 2013 e 2014.

Em 2015 foram realizados os primeiros procedimentos de aspiragao

folicular de doadoras 15/16 Nelore x Belgian Blue acasaladas com touros 15/16

Nelore x Belgian Blue, ambos heterozigotos (Myo*/Myo’), visando a produgdo

de embrides das trés possiveis variantes genéticas, ou seja, homozigotos sem

a mutagdo (Myo*/Myo™ = “wild type”), heterozigotos (Myo*/Myo’), que carregam

a variagdo em apenas um dos cromossomos e homozigotos mutados (Myo

/Myo’), com duas copias mutadas do gene da miostatina.
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Dessa forma, os primeiros bezerros homozigotos mutados nasceram em
2016, possibilitando a realizagcdo de analises fenotipicas que permitiram
comparar os animais com os trés diferentes gendtipos (Figura 9).

FIGURA 9 — Imagem dos bezerros nascidos com as trés variacdes no gene da miostatina. A)
homozigoto sem a mutag&o no gene da miostatina; B) heterozigoto; C) homozigoto

com a mutagao no gene da miostatina.

Fonte: Aragatuba-SP, 2017.
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No dia do nascimento, todos os bezerros foram submetidos aos
cuidados neonatais de cura de umbigo e aplicacdo de medicamento
antiparasitario e foram devidamente identificados com tatuagem na orelha ou
com brinco. Foram coletados dados de peso ao nascimento, sexo (macho ou
fémea) e amostra de pelos da vassoura da cauda para extragcdo de DNA e
analise do polimorfismo no gene da miostatina pela técnica de PCR.
Para as analises, inicialmente foi utilizado o seguinte modelo de
regresséo multipla:
Yijk = 4+ Myo; + Sexo; + TRy, + (Myoi * Sexo; * TRk) + ek

onde,

Yijx= Observagao associada ao i-eésimo nivel de Myo, j-ésimo nivel de Sexo e k-

ésimo nivel do método reprodutivo empregado;

u= meédia geral,

Myo;= i-ésimo nivel de Myo;

Sexo;= j-ésimo nivel de Sexo;

TR;= k-ésimo nivel do método reprodutivo;

(Myo; * Sexo; = TR, )= representac&o de todas as possiveis interagdes entre as
variaveis explicativas;

e;jx= erro aleatorio;

Apoés ajuste desse modelo de regressdao multipla e verificagdo dos
efeitos de interagdo entre as variaveis explicativas do modelo, a continuidade
das analises utilizou novo modelo de regressao linear multipla:

Yijik = 4+ Myo; + Sexo; + e
onde,
Yijx= observagao associada ao i-eésimo nivel de Myo, j-ésimo nivel de Sexo e k-
ésimo nivel do método reprodutivo empregado;
u= meédia geral,
Myo;= i-ésimo nivel de Myo;
Sexo;= j-ésimo nivel de Sexo;

e;jx= erro aleatorio;
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Além das analises de peso ao nascimento, foram observados os indices
de distocia e as taxas de mortalidade neonatal (0 — 28 dias) dos bezerros
produzidos por transferéncia de embrides produzidos in vitro (TE-FIV), entre as
3 possiveis variantes no gene da miostatina. Os partos foram classificados em
partos normais (sem necessidade de nenhum auxilio) e partos distécicos (com
necessidade de auxilio). Dentre os partos distocicos foi realizada a subdvis&o
em: auxilio obstétrico, quando foram utilizadas apenas manobras obstétricas
para facilitar a liberagdo do neonato no momento do parto, e cesaria, quando

houve necessidade de intervencéo cirurgica.

No grupo dos animais produzidos por IATF foi avaliado a taxa de
mortalidade neonatal apenas entre os bezerros homozigotos sem o
polimorfismo na miostatina e os heterozigotos, pois nessa fase do projeto n&o
foi produzido nenhum animal homozigoto com a mutagdo no gene da

miostatina proveniente da técnica de IATF.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi acompanhado o nascimento de 898 bezerros
15/16 Nelore x Belgian Blue com as trés possiveis variantes no gene da
miostatina, sendo: 331 (37%) homozigotos sem o polimorfismo (Myo*/Myo®),
508 (57%) heterozigotos (Myo'/Myo’) e 59 (6%) homozigotos mutados (Myo’
/Myo’); Das prenhezes produzidas pela técnica de Inseminagao Artificial em
Tempo Fixo (IATF) nasceram 273 fémeas (148 Myo'/Myo* e 125 Myo'/Myo’) e
300 machos (146 Myo/Myo* e 154 Myo'/Myo’), totalizando 573 animais. Das
prenhezes produzidas por transferéncia de embrides produzidos in vitro (TE-
FIV) nasceram 158 fémeas (28 Myo/Myo™; 108 Myo'/Myo™ ; 22 Myo'/Myo*) e
167 machos (31 Myo/Myo™ ; 121 Myo'/Myo™ ; 15 Myo'/Myo®), totalizando 325
animais (Quadro 1).
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QUADRO 1 — Descrigdo quantitativa do numero de bezerros nascidos (n) dos grupos
analisados de acordo com a variante no gene da miostatina, sexo e método
reprodutivo utilizado.

IATF TE-FIV
MIOSTATINA | —zmvER MACHO | FEMEA | MACHO TOTAL
Myo/Myo- 0 0 28 31 59
Myo*/Myo" 125 154 108 121 508
Myo*/Myo* 148 146 22 15 331
TOTAL 273 300 158 167 898

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.

Esses dados foram submetidos a analise estatistica com o objetivo de
avaliar quais foram os fatores associados com o peso ao nascimento dos

bezerros.

A variante no gene da miostatina apresentou efeito altamente significativo
(p=2 x 107"°) sobre o peso ao nascimento, com acréscimo de 4,63 + 0,32 kg para
cada alelo com a mutagdo no gene da miostatina. Dessa forma, os animais
homozigotos sem a mutagdo no gene da miostatina (Myo'/Myo®) tiveram em
média de 31,19 + 0,32 kg ao nascimento. Os bezerros heterozigotos (Myo*/Myo
), apresentaram em média 4,63 + 0,32 kg superior ao grupo anterior, com média
de 35,82 = (Myo/Myo’)
apresentaram acréscimo médio de 9,26 kg com relagado aos bezerros wild type,
com meédia de 40,46 £ 0,32 kg (Quadro 2).

0,32 kg. Os bezerros homozigotos mutados

O peso dos animais homozigoto sem a mutagdo no gene da miostatina
(31,19 = 0,32) foram semelhantes aos valores de peso ao nascimento de
animais da raca Nelore (30,44 + 2,43 kg) apresentados por Lopes et al. (2008)
em seu trabalho. O peso dos animais homozigoto com mutagdo no gene da
miostatina (40,46 + 0,32 kg) foram inferiores aos valores de peso ao nascimento
de bezerros da raga Belgian Blue (49,2 + 7,1 kg) apresentados por Kolkman et
al. (2010).



QUADRO 2 — Peso ao nascimento de bezerros com as 3 variagdes
genéticas da miostatina (kg).

SEXO PESO ENTRE AS VARIANTES DA MIOSTATINA (Kg)
Myo+/Myo+ Myo+/Myo- Myo-/Myo-
MACHO 32,74 37,37 42,01
FEMEA 31,19 35,82 40,45

valor de p=2x10™"°

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.
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Esses dados foram submetidos a analise estatistica com o objetivo de

avaliar quais foram os fatores associados com o peso ao nascimento dos

bezerros, considerando: 1)

polimorfismo no gene da miostatina (Myo/Myo’;

Myo*/Myo’; Myo/Myo®); 2) sexo (macho ou fémea); 3) método reprodutivo

utilizado (IATF ou TE-FIV), conforme apresentado no Quadro 3.

QUADRO 3 - Andlise de varidncia da varidvel resposta “peso ao nascimento” em kg,
apresentando os resultados de niveis de signicancia, grau de liberdade, soma de
quadrados, quadrado médio e residuos das variaveis comparativas sexo e método

reprodutivo.
VARIAVEIS GL sQ QM F p-valor(>F)
MYO 1 6771,7 6771,7 216,0 |[< 2,270 =
SEXO 1 537,5 537,5 17,1 3,794 ***
METODO 1 8,10 8,10 0,26 0,61
MYO:SEXO 1 0,00 0,00 0,00 0,98
MYO:METODO 1 57,90 57,90 1,85 0,17
SEXO:METODO 1 9,20 9,20 0,29 0,59
MYO:SEXO:METODO 1 19,00 19,00 0,61 0,44
RESIDUOS 890 27905,5 31,4

Niveis de significancia: 0 *** 0.001 “* 0.01 ** 0.05°” 0.1 " 1
GL = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio;
F = Teste F; p-valor (>F) = Valor da probabilidade

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.
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De acordo com o modelo de regressao multipla utilizado nas analises
de peso ao nascimento, ndo ocorreram efeitos de interagdes entre as
variaveis explicativas do modelo. Somente os efeitos principais do
polimorfismo no gene da miostatina e do sexo apresentaram significancia
estatistica, conforme apresentado no Quadro 3.

Como o método reprodutivo n&o interferiu de forma significativa no peso
ao nascimento (p=0,6110) o modelo foi ajustado considerando apenas as

variaveis de polimorfismo no gene da miostatina e sexo.

As estimativas dos coeficientes mostraram o comportamento da variavel
‘peso ao nascimento” quando ha diferenca significativa da variavel sexo em
relagdo a variagdo no polimorfismo no gene da miostatina, conforme descrito

no Quadro 3.

QUADRO 3 - Estimativas dos coeficientes das variaveis explicativas de peso ao nascimento
em kg, considerando o polimorfismo no gene da miostatina e o sexo dos bezerros.

VARIAVEIS |ESTIMATIVA (Kg)| ERRO-PADRAO T P-VALOR (>]t])
MEDIA 31,19 0,34 90,63 < D 10 *xx
MYO 4,63 0,32 14,52 < 2g716 *x
SEXO (MACHO) 1,55 0,37 4,15 3.72e705 ***

Niveis de significancia: 0 *** 0.001 “* 0.01 ** 0.05 " 0.1 " 1
Erro padrao residual: 5.593 sobre 895 graus de liberdade (GL)

R2: 0.207, R?ajustado: 0.2052
Estatistica F: 116.8 sobre 2 e 895 GL, p-valor: < 2.2e-16

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.

Com relacdo a variavel sexo, os machos (n = 467) apresentaram 1,55 +
0.37 kg no peso ao nascer acima das fémeas (n = 431) (p = 3,72™%). O peso ao
nascimento em relacdo a variavel sexo se comportou como descrito na
literatura, em diversos trabalhos, em que os machos apresentaram peso
superior as fémas (ALBUQUERQUE et al., 1993; AMARAL et al., 1991; CUBAS
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et al, 2001; JARDIM; PIMENTEL, 1998; MENDONCA, 2003; NEWMAN;
DELAND, 1991; PEROTTO et al., 1999; ROVIRA, 1974).
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FIGURA 10 — Boxplot para peso ao nascimento em fungdo do sexo dos bezerros. Valores
estdo expressos em termos de desvios padrdo da média geral para peso ao

nascimento em fungao do sexo (macho ou fémea) dos bezerros.

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.
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FIGURA 11 — Boxplots para peso ao nascimento em fungdo do polimorfismo no gene da
miostatina. Valores estdo expressos em termos de desvio padrao da média geral
para peso ao nascimento em fungdo da mutacdo do gene da miostatina
(Myo*'Myo") — Homozigoto sem a mutacéo; (Myo'/Myo’) — Heterozigoto, com uma

copia mutada; (Myo/Myo’) — Homozigoto com as duas copias mutadas).

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.

As analises das taxas de parto distocico e mortalidade de bezerros
foram subdivididas entre o grupo proveniente de bezerros nascidos pela
técnica de transferéncia de embrides bovinos produzidos in vitro (TE-FIV) e
pela técnica de inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF).

No grupo TE-FIV em que foram produzidos bezerros com as 3 possiveis
variagbes no gene da miostatina, dos 325 nascimentos, foram relatados 282
partos normais (sem nenhum tipo de auxilio) e 43 partos distocicos. Dos 59
partos de bezerros homozigotos para o polimorfismo no gene da miostatina, 28
foram distocicos (47,5%). Dos 229 partos de heterozigotos, 13 foram distocicos
(5,7%). E dos 37 partos de homozigotos sem o polimorfismo, 2 foram distécicos
(5,4%), conforme apresentado no Quadro 4.
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QUADRO 4 - Taxa de partos distocicos de bezerros produzidos por transferéncia de embrides
produzidos in vitro.

VARIANTE NA MIOSTATINA NASCIMENTOS | PARTO NORMAL | DISTOCIA | TAXA DE DISTOCIA
Myo-/Myo- 59 31 28 47,5%
Myo+/Myo- 229 216 13 5,7%
Myo+/Myo+ 37 35 2 5,4%

TOTAL 325 282 43 13,2%

Fonte: Aracatuba —SP, 2018.

Os 43 partos distécicos foram subclassificados em 37 casos em que
apenas houve necessidade de auxilio obstétrico para liberacdo do neonato no
momento do parto e 6 cesarianas. Nos animais homozigotos sem a mutacéo,
apenas em 2 casos houve necessidade de auxilio obstétrico. Nos animais
heterozigotos, houve necessidade de realizacdo de uma cesariana de um
bezerro com peso de 55 kg ao nascimento, sendo que os outros 12 partos
distécicos foram apenas realizadas manobras obstétricas. Nos animais
homozigotos mutados, a incidéncia de intervenc&o cirurgica por cesariana foi
de 8,5% (5/59) tendo sido realizadas 5 cirurgias e 23 auxilios apenas com

manobras obstétricas realizadas no momento do parto.

Com relacdo aos animais produzidos por IATF em vacas primiparas e
multiparas utilizando sémen de touros heterozigotos para o polimorfismo no
gene da miostatina 15/16 Nelore x 1/16 Belgian Blue, ndo houve relatos de
partos distécicos dentre os 282 nascimentos de bezerros heterozigotos e 291

homozigotos sem o polimorfismo no gene da miostatina.

Para a analise de taxa de mortalidade neonatal foram consideradas os
animais que morreram até os primeiros 28 dias, apds o nascimento. As taxas
de mortalidade dos neonatos produzidos por TE-FIV e IATF estdo descritas nos
Quadros 5 e 6, respectivamente.
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QUADRO 5 — Taxa de mortalidade de bezerros produzidos pela técnica de transferéncia de
embrides produzidos in vitro, das 3 variagdes no gene da miostatina.

VARIANTE NA MIOSTATINA NASCIMENTOS VIVOS MORTOS | TAXA DE MORTALIDADE
Myo-/Myo- 59 37 22 37,30%
Myo+/Myo- 229 217 12 5,20%
Myo+/Myo+ 37 35 2 5,40%

TOTAL 325 289 36 11,10%

Fonte: Aracatuba —SP, 2018.

A taxa de mortalidade de bezerros produzidos por TE-FIV nas variantes
homozigotos sem a mutacéo e heterozigotos foi bastante semelhante, com taxa
de 5,4% (2/37) para homozigotos normais e 5,2% (12/229) para heterozigotos.
Entretanto, a taxa de mortalidade dos animais homozigotos mutados foi
significativamente superior, com 22 bezerros mortos dentre os 59 nascidos, 0
que representa taxa de mortalidade de 37,3%.

QUADRO 6 — Taxa de mortalidade de bezerros produzidos pela técnica de inseminagao
artificial em tempo fixo de vacas Nelore (primiiparas e multiparas) com sémen de
touros heterozigotos para o polimorfismo no gene da miostatina.

MIOSTATINA NASCIMENTOS| VIVOS MORTOS |TAXA DE MORTALIDADE
Myo+/Myo- 282 276 6 2,1%
Myo+/Myo+ 291 284 7 2,4%
TOTAL 573 560 13 2,3%

Fonte: Aragatuba — SP, 2018.

A taxa de mortalidade dos bezerros produzidos pela técnica de IATF foi
bastante semelhante entre animais heterozigotos (2,1%) e animais
homozigotos sem o polimorfismo (2,4%).

Além da alta taxa de distocia e mortalidade de bezerros encontradas nos

animais homozigotos mutados, foram observados alguns dos sinais clinicos
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descritos na literatura para as ragas que possuem a dupla musculatura, como
macroglossia (Figura 12A), subdesenvolvimento de genitalia externa (Figura
12B) e inserg¢ao da cauda anterior (Figura 12C).

Figura 12 — Imagem demonstrando sinais clinicos associados com bezerros homozigotos para
o polimorfismo no gene da miostatina A) macroglossia; B) subdesenvolvimento de
genitdlia externa; C) inser¢do da cauda anterior.

Fonte: Aragatuba —SP, 2018.

O projeto denominado de Nelore Myo vem sendo conduzido ha mais de
13 anos, com o objetivo de introduzir o polimorfismo no gene da miostatina na
raca Nelore, através da metodologia de congenia, com o objetivo principal de
aumentar o rendimento de carcaga e, consequentemente, a produtividade e

lucratividade da pecuaria de corte.

Enquanto animais da raca Nelore apresentam variagédo de 50% a 56%
de rendimento de carcacga, as racas taurinas que possuem o polimorfismo no
gene da miostatina chegam a alcancgar até 70% nessa caracteristica, o que
representa consideravel aumento na lucratividade da cadeia de produgao de

carne. Entretanto, embora o rendimento de carcaga seja uma das
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caracteristicas mais impactantes financeiramente, uma das principais
preocupagdes relacionada com essa nova linhagem da raga Nelore esta
relacionada com o nascimento dos bezerros com polimorfismo no gene da
miostatina, visto que a literatura cientifica e os relatos de campo demonstram
alto indice de distocia nas racas que apresentam dupla musculatura, como a
Belgian Blue, Piemontés, Limousin, Charolés, Marchigiana, entre outras. Dessa
forma, antes de multiplicar a linhagem Nelore Myo em fazendas de terceiros, foi
realizada criteriosa avaliagdo do nascimento dos bezerros das trés variacdes
genéticas, permitindo avaliagdo critica sobre o impacto da mutacdo da
miostatina no nascimento, e os eventuais prejuizos que isso poderia causar no
sistema de produgdo extensivo normalmente utilizado no pais. Os dados
demostraram que os bezerros homozigotos sem a mutagdo genética nascem
com média de peso semelhante a raga Nelore, com média de 31,2 kg, sendo

que os machos apresentaram em média 1,5 kg acima das fémeas.

Nas analises referentes ao peso ao nascimento dos bezerros, foi
evidenciado que o polimorfismo no gene da miostatina apresentou efeito
altamente significativo sobre o peso ao nascimento dos bezerros, comparando
as trés possiveis variagdes genéticas. Os dados demonstraram que cada copia
mutada do gene representa, em meédia, o acréscimo de 4,6 kg no peso ao
nascimeneto dos bezerros. Apesar desse acréscimo, os bezerros heterozigotos
nao apresentaram altas taxas de distocias e de mortalidade neonatal quando
comparados com os bezerros wild type em ambos os métodos reprodutivos
empregados.

Por outro lado, o peso ao nascimento dos bezerros homozigotos
mutados foi extremamente alto, com média de 40,5 kg, mas com individuos
que atingem até 60 kg ao nascer. No caso desses animais com peso
extremamente elevado, foram encontrados diversos problemas tanto no

nascimento como na sobrevivéncia dos bezerros apos o parto.

Vale ressaltar que, até o presente momento, todos os animais

homozigotos mutados foram produzidos pela técnica de transferéncia de
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embrides produzidos in vitro. Diversos autores ja relataram alguns problemas
envolvidos com o aumento no tamanho desses bezerros, conhecido com a
sindrome do bezerro grande (LOS, do inglés: Large Offspring Syndrome). Uma
possibilidade a ser considerada é a associacdo dos efeitos da miostatina
somada aos efeitos da produgdo in vitro (BERTOLINI; ANDERSON, 2002;
NUMABE et al., 2001; SINCLAIR et al., 1994). Dessa forma, uma das
propostas futuras € produzir animais homozigotos mutados pelas técnicas de
producdo de embrides in vivo e até mesmo pela inseminacdo de fémeas

heterozigotas.

CONCLUSAO

Os dados sugerem que na raga Nelore a mutagdo no gene da miostatina
quando em heterozigose produz bezerros com maior peso ao nascimento sem
causar aumento na taxa de distocia ou na taxa de mortalidade neonatal e que
que a producdo de bezerros homozigotos com o polimorfismo no gene da
miostatina ainda apresenta altas taxas de distocia e mortalidade. Concluimos
que heterozigotos podem ser produzidos em larga escala, podendo ser uma
estratégia vantajosa para aumentar a produtividade da pecuaria de corte.
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