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RESUMO

UTEMBERGUE, B. L. Estudo da expressdo de genes associados ao perfil de &cidos
graxos em bovinos Nelore confinados. [Study of the gene expression associated to fatty acid
profile in Nellore cattle feedlot]. 2014. 86 f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2014.

Nos ultimos anos tem-se destacado a importancia dos acidos graxos presentes na carne e leite,
em especial aqueles que poderiam influenciar a satde humana. A deposi¢cdo de gordura, e
também sua composicdo, é resultado da interacdo entre os fatores genotipicos e fenotipicos.
Sendo assim, o continuo melhoramento genético, com a selecéo de determinados genes, pode
influenciar na qualidade do produto que chega & mesa do consumidor. Objetivou-se com este
estudo avaliar os padrdes de expressdo dos genes diferencialmente expressos relacionados ao
perfil de 4cidos graxos da carne de bovinos Nelore confinados, por meio da verificacdo dos
padrbes de expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico e na sintese dos &cidos
graxos palmitico (C16:0), esteérico (C18:0), oléico (C18:1 cis-9), linoléico (C18:2 cis-9 cis-
12), CLA (C18:2 cis-9 trans-11) e linolénico (C18:3). Foram utilizados 48 bovinos machos
inteiros, Nelore, com idade aproximada de 24 meses, dos quais foram coletadas amostras do
musculo Longissimus para a realizacdo das andlises. Verificou-se um total de 1173 genes
diferencialmente expressos entre 0s grupos de baixa e alta concentracdo de cada um dos
acidos graxos. Os genes diferencialmente expressos identificados no masculo Longissimus
foram ACAT1, ACOX2, ACOT11, ACSM3, ACSS1, AGPAT6, BDH1, CIQTNF3, CYP4B1,
DGAT2, FABP3, FABP4, FABP7, GK, IGF2, LCAT, LIPE (HSL), LPL, PLIN1, PLIN5, SCD5
e SLC27A6, que possuem acles nas vias metabolica dos acidos graxos ou nas vias adjacentes,
podendo influenciar sobre o perfil lipidico da carne. Estudos com RNAseq envolvendo o
perfil de acidos graxos na carne ainda sdo escassos, € em animais zebuinos ndo ha relatos.
Desta forma, ainda sdo necessarios mais estudos a fim de esclarecer como determinados genes
podem influenciar as caracteristicas desejadas, como por exemplo, o perfil de &cidos graxos

da gordura intramuscular.

Palavras-chave: Composicao lipidica. Expresséo diferencial de genes. Perfil de acidos graxos.

RNA-seq. Bovinos.



ABSTRACT

UTEMBERGUE, B. L. Study of the gene expression associated to fatty acid profile in
Nellore cattle feedlot. [Estudo da expressdo de genes associados ao perfil de acidos graxos
em bovinos Nelore confinados]. 2014. 86 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2014.

Recently, the importance of fatty acids on meat and milk has been highlighted, especially
those that could affect human health. The fat deposition, and its composition, is a result of the
interaction between genotypic and phenotypic factors. In this way, the continuous genetic
improvement, with the selection of some genes, can influence the quality of the product
acquired by the consumers. The aim of this study was evaluate the patterns of expression of
differentially expressed genes related to the fatty acid profile of Nellore cattle feedlot, by
verifying the patterns of expression of genes involved in lipid metabolism and in the synthesis
of fatty acids palmitic (C16: 0), stearic (C18: 0), oleic (C18: 1 cis-9), linoleic (C18: 2 cis-cis-
9-12), CLA (C18: 2 cis-9 trans-11) and linolenic acid (C18: 3). Forty-eight bovine, male,
Nellore, with an average age of 24 months, from which were collected samples of
Longissimus Muscle to carry out the analysis. There were a total of 1173 differentially
expressed genes between groups of low and high concentration of each of the fatty acids.
Differentially expressed genes identified in Longissimus were ACAT1 ACOX2, ACOT11,
ACSM3, AGPAT6, BDH1, ACSS1, CIQTNF3, CYP4B1, DGAT2, FABP3, FABP4, FABP7,
GK, IGF2, LCAT, LIPE (HSL), LPL, PLIN1, PLIN5, SCD5 and SLC27A6, that are related to
metabolic pathways of fatty acids or the adjacent pathways, and may influence on meat lipid
profile. Studies with RNAseq involving fatty acid profile in meat are still rare, especially in
Zebu cattle, in which there are no reports. In this way, further studies are still needed in order
to clarify how certain genes can influence the desired characteristics, for instance, the fatty

acid profile of intramuscular fat content.

Keywords: Lipid composition. Differential expressed genes. Fatty acids profile. RNA-seq.

Bovine.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura de corte apresenta destaque na pecuaria brasileira, sendo um dos
principais contribuintes para o PIB do agronegdcio brasileiro. Um dos fatores responsaveis
por este importancia econdémica é o fato do Brasil possuir o maior rebanho comercial do
mundo, com cerca de 210 milhdes de cabecas (IBGE, 2012), sendo o maior exportador, tendo
seu rebanho diluido ao longo de todo o territério nacional, com areas de concentragcdes nas
regides Centro-oeste, Norte e Sudeste, conferindo a cadeia produtiva da carne bovina
brasileira uma alta representatividade nos cenarios nacional e internacional (FAO, 2013).

H& uma preocupacéo por parte da populacao e dos 6rgdos de salde publica quanto ao
consumo excessivo de gorduras, bem como o tipo de gordura ou o perfil de &cidos graxos e
seu impacto sobre o consumidor. Isso porque o perfil de acidos graxos € de suma importancia
para a salde humana, uma vez que esta gordura ndo pode ser removida ou extraida durante o
preparo e consumo do alimento (SMET et al., 2004).

Como muitas outras caracteristicas de interesse econdmico, tais como ganho de peso
médio diario, peso ao desmame e peso ao sobreano, a deposi¢do de gordura nos animais pode
ser explicada a partir da interacdo entre os fatores genéticos e ambientais. Desta forma, o
aumento do conhecimento sobre 0 mecanismo de acdo dos genes ligados a esta caracteristicas
permite a complementacdo dos métodos quantitativos de melhoramento animal (LEDUR,
2001).

A funcionalidade do genoma é determinada pelas respostas fisiolégicas a horménios,
nutricdo, desafios ambientais e outros importantes estagios do desenvolvimento, que levam a
um estimulo fisioldgico altera a sintese proteica. Esta resposta genémica aos estimulos
externos pode influenciar diversas caracteristicas dos animais, entre elas aquelas de interesse
econémico, como ganho de peso, producdo de musculos ou leite e resisténcia as doencas
(PAREEK et al., 2011).

Dentre as diferentes tecnologias disponiveis para analise do genoma, a técnica de
RNAseq tem se destacado. Esta técnica é uma abordagem desenvolvida recentemente que
possibilita a observagdo de todo o transcriptoma por meio de tecnologias de sequenciamento
(WANG et al., 2009), permitindo realizar o sequenciamento e a quantificagdo dos transcritos,
independente do seu tamanho, com uma grande resolugéo.

Por ser um método quantitativo, pode ser utilizado a fim de determinar os niveis de

expressao génica de maneira mais acurada que 0s microarranjos €, por nao existirem etapas de
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clonagem, o RNAseq requer uma quantidade muito menor de amostras de RNA. Além disso,
a deteccdo dos transcritos ndo fica restrita somente aqueles correspondentes a uma sequéncia
genbmica pré-existente, tornando possivel a identificacdo de novos transcritos, através da
avaliacdo de todo o genoma (WANG et al., 2008; OSHLACK et al., 2010; FONSECA, 2013).
Deste modo, propde-se avaliar os padrdes de expresséo dos genes diferencialmente expressos
relacionados ao perfil de acidos graxos da carne de tourinhos Nelore confinados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Objetivou-se avaliar os padrdes de expressdo dos genes diferencialmente expressos

relacionados ao perfil de acidos graxos da carne de bovinos Nelore confinados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Identificar genes diferencialmente expressos pela técnica de RNAseq no
musculo Longissimus de bovinos Nelore confinados.

ii.  Correlacionar os genes diferencialmente expressos envolvidos no metabolismo
lipidico e na sintese dos acidos graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0),
oléico (C18:1, cis-9), linoléico (C18:2, cis-9 trans-12), &cido linoléico
conjugado (CLA, C18:2, cis-9, trans-11) e linolénico (C18:3).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SAUDE HUMANA E CONSUMO DE CARNE BOVINA

No Brasil, nos altimos anos, houve um aumento na renda per capita da populacéo,
com expansdo da classe média, melhor distribuicdo da renda e reducdo da pobreza. O
incremento no poder de compra da populacdo, sobretudo por produtos alimenticios de alto
custo, tem modificado os habitos de consumo da populacédo brasileira, com uma tendéncia de
aumento no consumo de produtos carneos, principalmente carne bovina. Neste sentido, o
consumo per capita no Brasil de carne bovina tem aumentado consistentemente, chegando a
aproximadamente 40 kg de carne por habitante em 2013 (USDA, 2014). O mercado interno e
externo esta cada vez mais exigente em relacdo ao tipo de produto demandado, portanto,
conhecer melhor os atributos da carne mais valorizados pelos consumidores, resulta em um
elemento imprescindivel para o delineamento de estratégias comerciais para a conquista e
manutengdo de mercados.

O desenvolvimento da sociedade, nas ultimas décadas, tem implicado diretamente na
mudanca de alguns habitos alimentares, fazendo com que as pessoas procurem, cada vez
mais, alimentos que estejam associados a imagem de uma vida mais saudavel, com maiores
beneficios a saide (XIMENES, 2009).

Dentre estes alimentos, destaca-se a carne bovina, por possuir um alto valor nutritivo,
de grande importdncia na alimentacdo da populacdo, sendo um dos alimentos mais
importantes na composi¢do de uma dieta balanceada (SAUCIER, 1999). Isto ocorre porque a
carne bovina é rica em proteinas de alto valor bioldgico, a presenca de vitaminas do complexo
B, como a vitamina B12, &cidos graxos essenciais €, em menor proporcao, a sua concentragdo
de determinados minerais, como ferro e zinco. Ainda, as proteinas da carne ainda apresentam
uma composicdo interessante de aminoacidos essenciais (PENSEL, 1998).

Com relagdo ao grupo das carnes, sabe-se que a carne bovina magra, similarmente a
carne branca das aves (sem pele) e ao lombo suino, é fonte importante de proteina e deve
fazer parte de uma dieta balanceada com os nutrientes dos demais grupos de alimentos. Os
teores de colesterol e gordura da carne bovina magra sdo também semelhantes aos da carne

branca das aves sem pele, como também ao do lombo suino (VALLE, 2000).
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Entretanto, a partir do século XX, principalmente em funcdo da mudanca nos habitos
alimentares e do estilo de vida da populagéo, a incidéncia de doencas cardiovasculares passou
a assumir maior importancia por ser uma das principais causas de mortalidade nas sociedades
desenvolvidas. Este fato é atribuido ao elevado consumo de gorduras, em especial as de
origem animal, por aumentarem os niveis de colesterol sanguineo (LOBATO; FREITAS,
2006).

Devido a possibilidade de conter niveis elevados de colesterol e de acidos graxos
saturados (AGS), a carne bovina passou a ser motivo de preocupacdo com relacdo a saude
humana, apesar de seu alto valor nutritivo, sendo ainda relacionada a incidéncia de doencas
cardiacas. Por outro lado, alguns compostos da carne podem beneficiar o seu consumidor,
como € o caso do acido oleico, que é responsavel pela reducdo do colesterol e por outros
atributos saudaveis, incluindo a reducdo do risco de enfarto e efeitos benéficos na pressao
sanguinea (BRUGIAPAGLIA et al., 2014).

De acordo com Valle (2000), em documento sobre o consumo de carne bovina, alguns
fatores de risco séo ditos como “ndo controlaveis” e outros “controlaveis”. Os primeiros sao a
idade e o histdrico familiar (genética), e os Ultimos sdo caracterizados pela inatividade fisica,
fumo, obesidade, diabete, pressdo alta, altos niveis de colesterol total e LDL colesterol
(lipoproteinas de baixa densidade) e baixos niveis de HDL colesterol (lipoproteinas de alta
densidade). Estes sdo aspectos extremamente relacionados com a ocorréncia das doencas
cardiovasculares que devem ser ressaltados, por contribuirem de maneira significativa para o
aumento dos niveis de colesterol no sangue. Portanto, observa-se que a ingestdo de gorduras
de origem animal nédo deve ser considerada isoladamente, pois a associagdo de um ou mais
desses fatores pode ser muito prejudicial a saide humana (LOBATO; FREITAS, 2006).

Nas ultimas décadas, a carne de animais ruminantes sofreu intenso ataque de
profissionais da area da salde, que a colocavam como um produto prejudicial a saude
humana. Isto ocorreu devido aos maiores teores de acidos graxos saturados (AGS) nas carnes
de ruminantes, em relacdo as carnes de outros animais, principalmente de peixes e aves. O
principal motivo da limitacdo de carne bovina na dieta humana ocorre pela restricdo ao
consumo de gordura saturada. Ainda, ha uma preocupagdo com 0 aumento da concentracdo
destes acidos graxos na carne, devido a seus efeitos adversos sobre o sabor, coloracdo e
estabilidade em relacdo a oxidacdo dos lipideos (MANDELL et al., 1997; MORRISSEY et
al., 1998).



23

3.2 COMPOSICAO LIPIDICA DA CARNE

O termo lipideos € usado normalmente para indicar, de forma pouco exata, uma ampla
variedade de produtos organicos que possuem a caracteristica comum de ndo serem sollveis
em agua e sim em solventes apolares (hexano, éter, cloroférmio). Os lipideos sdo formados
por diversos compostos quimicos, bastante diferentes entre si, sendo os triglicerideos
(combinacédo de trés moléculas de acidos graxos e uma molécula de glicerol) os compostos
presentes em maior quantidade nos alimentos (SOUZA, 2006; OLIVEIRA, 2012). Os &cidos
graxos sdo acidos monocarboxilicos, contendo um ndmero par de carbonos, podendo ou nao
ter insaturagcdes (MARZOCCO; TORRES, 2010).

Quanto aos tipos, os acidos graxos podem ser classificados em: saturados (acidos
graxos sem dupla ligacdo em suas cadeias) e insaturados (acidos graxos com uma ou mais
ligagbes duplas em suas cadeias), sendo estes divididos em: monoinsaturados (com uma
insaturacdo ou dupla ligacdo) e, di-insaturados e poli-insaturados (com duas ou mais
insaturacdes, respectivamente). Os acidos graxos com mais de uma ligagéo se subdividem em
O0mega 6 (06) ¢ dmega 3 (®3), e sdo considerados essenciais devido a incapacidade do
organismo de sintetiza-los, motivo pelo qual devem ser incorporados na dieta. O interessante
em ruminantes é que ha grande diferenca na concentracdo de acidos graxos ingeridos (dieta
alimentar), os encontrados no contetido digestivo (organismo animal) e 0 que é depositado na
gordura intramuscular (carne) (LOBATO; FREITAS, 2006).

3.3  ACIDOS GRAXOS DE INTERESSE EM CARNE

Como a maioria das caracteristicas de interesse econdmico na producdo animal, por
exemplo o ganho de peso médio diario, peso a desmama, peso ao nascimento e etc., a
composicgdo de &cidos graxos € influenciada por fatores ambientais e genéticos. Estudos tém
comprovado grandes mudangas na composi¢do de &cidos graxos por alteragcBes provocadas
nas estratégias de alimentacédo, principalmente em animais monogastricos (DEMEYER et al.,
1999; JAKOBSEN, 1999) e em ruminantes (WOOD et al., 2003). Os fatores genéticos que
afetam a composigdo dos &cidos graxos em bovinos tem sido menos investigados, apesar de

varios estudos relatarem diferencas entre racas para a composicao de acidos graxos (GILLIS
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etal., 1973; MILLS et al. 1992; HUERTA-LEIDENZ et al., 1993, 1996; MALAU-ADULI et
al., 1997, 1998; PITCHFORD et al., 2002). Apesar das diferencas existentes entre ragas para a
composicdo de acidos graxos, as mesmas sdo muitas vezes confundidas por diferencas na
deposicdo de gordura ou diferencas em precocidade entre as racas (SMET et al., 2004).

Brugiapaglia et al. (2014) realizaram estudo com animais da raca Piemontese,
Limousin e Friesian, e identificaram diferengas no perfil de &cidos graxos no musculo
Longissimus entre as diferentes racas. A grande diferenca ocorreu para 0s acidos graxos
oléico e linoléico, entretanto, ndo foi observada diferenca para os acidos graxos saturados. De
modo geral, a raca Piemontese apresentou os maiores valores para os &cidos graxos poli-
insaturados, fator atribuido pelos autores a baixa quantidade de lipideos totais nos musculo,
possivelmente associada a musculatura dupla, caracteristica da raca. De forma semelhante,
Fernandes et al. (2014) observaram diferencas entre os perfis lipidicos do musculo
Longissimus de animais Nelore e Canchim terminados em confinamento.

Dentre os diversos acidos graxos encontrados em produtos de origem animal, destaca-
se 0 acido linoléico conjugado (CLA). A concentracdo do CLA na carne bovina e de outros
ruminantes é superior quando comparada a outros animais. Isto ocorre porque este acido
graxo é um intermediario da biohidrogenacao ruminal do &cido linoléico. Dessa maneira, caso
haja escape ruminal, ha a absor¢do do &cido graxo pelo epitélio intestinal e deposi¢do na
gordura animal (OLIVEIRA et al., 2008).

As principais fontes de acido linoléico conjugado da dieta humana sdo o leite e seus
derivados e a carne de ruminantes. Dependendo da espécie animal, do tecido e da dieta, o
contetdo de CLA na carne de ruminantes varia entre 1,7 e 10,8 mg/g de lipidio (FRENCH et
al., 2000; MIR et al., 2000; OLIVEIRA, 2012).

O grande interesse pelo CLA é justificado por sua acdo como potente
anticarcinogénico natural e agente repartidor de nutrientes, capaz de alterar a deposi¢do de
gordura e musculo. Entre os isdmeros do CLA, o C18:2 Cis-9 trans-11 € o que predomina na
gordura dos ruminantes e apresenta maior potencial anticarcinogénico (PARODI, 1999).
Fernandes et al. (2014) observaram maior nivel de CLA na carne de Nelore quando compara a
de Canchim, e atribuiram este fato a uma maior concentracdo da enzima Delta9-dessaturase
na carne destes animais.

Com relacdo ao acido graxo palmitico, ele € um dos mais indesejaveis no perfil de
acidos graxos da carne. Isto ocorre, pois ele, assim como o acido graxo miristico, é capaz de
aumentar a sintese de colesterol e favorecer o acimulo de lipoproteinas de baixa densidade, o

que representa um fator de risco para o aparecimento de doencas cardiovasculares
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(MOLONEY et al., 2001), sendo entdo considerados hipercolesterolémicos. Entretanto, o
acido palmitico, junto ao miristico e laurico, também prejudiciais & salude, representam menos
de 30% da gordura bovina (BERCHIELLI et al., 2011). Ja, o &cido estearico (C18:0) é uma
excecdo porque ele é transformado rapidamente em &cido oleico (acidos graxos
monoinsaturados), ndo exercendo efeito de elevacdo do colesterol (COSTA, 2011).

Do mesmo modo, Dhanda et al. (2003) verificaram que animais mais velhos
apresentaram menores concentracdes de acido palmitico (22%), em comparagdo com 0s mais
novos (35%). Normalmente, o aumento da maturidade fisiolégica dos ruminantes promove
uma reducdo dos niveis de acidos graxos saturados no musculo (DIAZ et al., 2002), fato
explicado pelo aumento na atividade da enzima delta-desaturase, que promove uma maior

producdo de acido oléico em detrimento do &cido estearico (COSTA, 2011).

34  RNAseq

A expressdo génica refere-se ao processo no qual as informagfes de um gene sdo
utilizadas na producdo de proteinas ou como modulador da acdo de outros genes. Fatores
ambientais como nutricdo, medicamentos, estresse e doencgas determinam mudangas nos
padrdes de expressdo génica (LOBO et al., 2010).

Avaliacdes qualitativas, entre elas perfil de acidos graxos, podem demandar tempo e
investimento, além de serem dificeis de serem mensuradas, devido a necessidade de
realizacdo de um teste de progénie, quando avaliadas a campo. Portanto, ha a escassez de
estudos com o objetivo de identificar genes ou alelos diretamente relacionados com o perfil de
acidos graxos, de modo a encontrar variantes génicas favoraveis a manifestacdo da
caracteristica desejada (ALMEIDA, 2007).

O conhecimento do padrdo de expressdo de genes em tecidos ou Orgédos especificos,
com funcgdes importantes para o metabolismo animal, pode auxiliar na identificacdo de
regides do genoma que influenciam as caracteristicas de importancia econémica em bovinos.
A presenca de polimorfismos e/ou QTL pode contribuir para a expressdo diferencial de um
gene ou na alteracdo da funcionalidade da proteina que esta sendo codificada (SAN
CRISTOBAL et al., 2006).

Métodos tradicionais de anélise de expresséo génica, como RT-PCR (reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real) ou anélise diferencial, necessitam de uma pré-selecéo de genes
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Unicos. Estes métodos caracterizam uma importante fonte de analise, porém ignoram alguns
processos bioldgicos importantes, como rotas e processos metabolicos, pelo fato de serem
restritos a andlise de determinados genes ou a um grupo pequeno de genes previamente
selecionados. O recente desenvolvimento do sequenciamento de nova geracdo e 0 uso de
andlises envolvendo todo o transcriptoma (RNAseq) permitiu a quantificacdo de todos os
genes expressos em uma amostra. Estes métodos possuem o potencial de se sobrepor as
dificuldades encontradas em analises de microarranjos, por exemplo (ROY et al., 2011).

Ha pouco mais de uma década, houve o inicio do desenvolvimento de experimentos
utilizando técnica de sequenciamento genético, mais especificamente com o0 uso de
microarranjos de DNA. Neste tipo de técnica, foi possivel identificar simultaneamente
milhares de caracteristica em um experimento. Mais recentemente, um crescente nimero de
estudos tem demonstrado o potencial do sequenciamento total do cDNA, de modo a observar
todo o transcriptoma. Estes estudos demonstraram as vantagens desta abordagem: em um
unico experimento com RNAseq é possivel obter ndo somente uma medida acurada e
guantitativa (como nos experimentos de microarranjo), mas também descobrir novas regides
transcritas de forma imparcial (WILHELM; LANDRY, 2009).

O transcriptoma é o conjunto completo de transcritos em uma célula e sua quantidade,
para um estagio de desenvolvimento especifico ou condicdo fisiolégica. Compreender o
transcriptoma € essencial para interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar 0s
componentes moleculares das células e tecidos. Recentemente, o desenvolvimento de novos
métodos de sequenciamento do DNA forneceu um novo método para mapeamento e
quantificacdo de transcriptomas. Esse método, denominado RNAseq, tem claras vantagens
sobre as abordagens existentes. A técnica de RNAseq é o primeiro método baseado em
sequenciamento que permite que todo o transcriptoma seja escaneado com qualidade (WANG
etal., 2009).

A técnica de RNAseq é livre de muitas limitagbes das tecnologias apresentadas
anteriormente, como por exemplo a dependéncia de um conhecimento prévio do organismo,
como necessario para as técnicas de microarranjo e PCR (OSHLACK et al., 2010), pois
permite descobrir novos genes e transcritos e mensurar a expressao destes transcritos, em uma
unica amostra (TRAPNELL et al., 2012).

Para quantificar os niveis de transcritos nas analises de RNAseq, foi proposto por
Mortazavi et al. (2008) o conceito de reads (fragmentos curtos de sequéncia) por kilobase de
éxon por milhGes de reads (RPKM). O RPKM mede a densidade de leitura em uma regido

génica de interesse atraves da normalizacdo da contagem dos reads pela soma de
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comprimento de cada éxon (ou do gene), e do total de reads na medi¢do. Em sequenciamentos
paired end, cuja leitura é dada pelas duas extremidades do fragmento, a medida passa a ser
considerada o FPKM — fragmentos por kilobase de éxon por milhGes de fragmentos mapeados
(WANG et al., 2010).

Entretanto, pode ocorrer de genes que Sd0 expressos em baixos niveis serdo
representados por poucos reads, e podem ser somente parcialmente coberto durante o
sequenciamento (ROBERTS et al., 2011).

Desta forma, esta tecnologia apresenta vantagens distintas sobre a técnica de
microarranjos, incluindo uma deteccdo sensivel de todos 0s genes expressos, sem que haja a
necessidade de gerar uma matriz com base na sequéncia conhecida (MCCABE et al., 2012).
Ainda, experimentos que utilizam o RNAseq, apresentam ndo somente a vantagem de
capturar todo o transcriptoma, mas podem substituir completamente a técnica de
microarranjos, visto que o RNAseq possibilita a obtencdo de muito mais dados e medicdes de
expressao, com um custo menor (MARIONI et al., 2008).

Grande parte dos experimentos envolvendo RNAseq, de forma geral, é realizado a
partir da extracdo de RNA de uma amostra, sua conversdo em cDNA e posterior
sequenciamento em plataforma, como a Illumina GA/HiSeq, SOLID ou Roche 454
(SHENDURE; JI, 2008). Este processo gera milhdes de reads com tamanho entre 25 e 300pb,
lidos a partir de uma das pontas do fragmento de cDNA. Uma variagdo comum, para
possibilitar uma maior cobertura é a leitura a partir das duas extremidades, conhecida como
paired-end (OSHLACK et al., 2010). Independentemente das diferencas tecnoldgicas das trés
plataformas, o fluxo de trabalho para analise e sequenciamento das bibliotecas geradas €
muito similar. A preparacdo da biblioteca € um ponto chave da anélise de RNAseq, pois ela
determinard qudo parecida a sequéncia de cDNA é da populacdo original de RNA
(MARGUERAT; BAHLER, 2010).

Um dos passos criticos desta analise € o mapeamento dos reads provenientes do
sequenciamento de nova geracdo (SNG) a um transcriptoma de referéncia. Entretanto, como
as bases de transcriptoma ainda sdo incompletas, mesmo para espécies de referéncia, como
humanos e ratos, as anélises de RNAseq sdo forcadas a ser mapeadas para um genoma de
referéncia, o que possibilita duas vantagens: (i) identificacdo de novos transcritos; (ii)
estimativa da abundancia desses transcritos a partir da profundidade e cobertura do
mapeamento (TRAPNELL et al., 2009).

Experimentos de RNAseq devem ser analisados por meio de algoritmos robustos e

estatisticamente eficientes. Normalmente as técnicas utilizadas se enquadram em trés
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categorias: (i) ferramentas para alinhamento dos reads; (ii) ferramentas para padronizacéo e

identificacdo das sequéncias geradas; e (iii) ferramentas para quantificagdo dos genes

(TRAPNELL et al., 2012). Dentre estas diferentes ferramentas, destacam-se:

l. TopHat: responsavel por alinhar os reads ao genoma e descobrir locais de jungdes no
transcriptoma;

Il. Cufflinks: utiliza o mapa gerado pelo TopHat para confrontar com o0 genoma e montar
e padronizar as sequéncias em um transcriptoma;

II. Cuffdiff: parte do pacote Cufflinks, utiliza os reads alinhados para duas ou mais

caracteristicas e gera um relatério de genes e transcritos que sdo diferencialmente

expressos nos grupos de interesse, atraves de uma rigorosa analise estatistica.
Ainda, como parte do pacote Cufflinks, é possivel utilizar outras ferramentas, como:
- Cuffcompare: compara os transcritos a uma base sélida e conhecida;

- Cuffmerge: une/mescla dois ou mais conjuntos de transcritos.

Um esquema de como as amostras podem ser analisadas pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 - Passos para sequenciamento e comparagao entre amostras
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Fonte: Adaptado de Trapnell et al. (2012).

35 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES

O principal objetivo da expressdo diferencial de genes (EDG) é aferir
quantitativamente a diferenca nos niveis de transcritos entre dois ou mais grupos distintos, de
forma a mensurar tanto a contagem de cada transcrito como as variancias que estdo associadas
a essas diferengas.

Comparar o transcriptoma de dois diferentes grupos de amostras e identificar a EDG
sdo fungbes bésicas, mas a0 mesmo tempo importantes, para o estudo de expressdo génica
(WANG et al., 2013). Este tipo de comparacdo foi amplamente utilizada para dados gerados a

partir de analises de microarranjos, porém a analise de RNAseq possibilita que seja feita a
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mensuracdo da diferenca de cada gene, demonstrando mais uma vantagem desta técnica
(OSHLACK et al., 2010; TRAPNELL et al., 2010).

Ainda, a baixa sensibilidade das plataformas de microarranjos em detectarem a
expressao diferencial de determinados genes que sdo metabolicamente importante, foi
destacada no estudo de McCarthy et al. (2010), que observaram mudangas na expressao
génica hepética de vacas em balango de energia negativo através da técnica de qPCR, mas ndo
observaram essa diferenca na expressao utilizando a técnica de microarranjos (MCCABE et
al., 2012).

Resultados da andlise de expressdo diferencial sdo essenciais para se obter conclusfes
para diferentes tipos de estudo, identificando diferengas entre tecidos, desenvolvimento de
mudancas adaptativas e predicdo de caracteristicas. Para obter uma andlise de EDG efetiva, é
importante obter estimativas acuradas da expressdo de cada amostra, além de ser importante
contabilizar todas as possiveis fontes de variagdes, técnicas e bioldgicas (GLAUS et al.,
2012).

Em um estudo sobre a EDG, McCabe et al. (2012) utilizaram vacas em balanco
energético negativo, divididas em 2 grupos (balanco energético negativo brando e severo) e
identificaram que a maioria das mudancas no nivel de transcricdo foi relacionada ao
metabolismo da gordura no figado das vacas, quando comparados 0s dois grupos.

As ferramentas da bioinformatica para analisar dados de RNAseq ainda sdo escassas,
se comparadas as de microarranjo. Desta forma, ha ainda uma dificuldade em se identificar a
EDG entre dois grupos de animais fisiologicamente diferentes, como por exemplo, nos
bovinos (MCCABE et al., 2012).

3.6 GENES QUE AFETAM O PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NA CARNE

Na literatura existem poucos trabalhos que associam diferentes padrdes de expressdo
génica com o perfil de acidos graxos da carne ou outros 6rgdos ou tecidos. Neste sentido,
Gerbens et al. (1999) identificaram associa¢Oes entre a expressao de genes A-FABP e H-
FABP (FABP3), nos adipocitos e no coracdo, respectivamente, e o perfil de acidos graxos e
gordura muscular em suinos Duroc, visto que estes genes sdao componentes da proteina
responsavel pelo transporte de &cidos graxos. De acordo com Barber et al. (2000), a deposicéo

de gordura monoinsaturada € mediada pela expressdo do gene da stearoyl-CoA desaturase. A
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manipulacdo da expressao desse gene pode resultar na alteracdo da composi¢do dos &cidos
graxos na carne.

Em estudo realizado, Bakhtiarizadeh et al. (2013) identificaram genes com acéo
especifica no tecido adiposo de trés espécies de mamiferos: humana, suinos e bovinos, com
posterior confirmagdo dos resultados em ovinos. Concluiu-se que sete genes (ADIPOQ,
FABP4, LP, DGAT2, FASN, SCD e CIDEC) sdo comuns as trés espécies pesquisadas. Ainda,
0s autores observaram que os 10 genes mais expressos no tecido adiposo de bovinos foram:
SCD, THRSP, ADIPOQ, FABP4, DGAT2, FGF2, CAV2, C4orf32, CIDEC e ACERS.

Lee et al. (2008) relataram diferenca para os genes FABP4, SCD, PPARy, Titin e
Nebulin entre dois grupos de novilhas da raca Hanwoo (raca de gado nativa coreana)
selecionados com alta e baixa marmoriza¢do no musculo Longissimus, sendo os genes SCD e
PPARy mais expressos no grupo com baixo marmoreio, sendo o SCD relacionado ao perfil de
acidos graxos da carne e a conversdo de acido estearico em &cido oléico e 0 PPARy
relacionado como um fator para a adipogénese e como tendo um papel essencial no
desencadeamento da sintese de acidos graxos. J& o FABP4, que teve maior expressdo no
grupo com carne mais marmorizada, foi relacionado a hidrolise de lipideos, e foi fortemente
correlacionado & marmorizacdo. De modo semelhante, Lim et al. (2014) observaram
correlacdo entre os genes TMEMG60 e o DPYP com a marmorizagdo do musculo Longissimus
de animais da raca Wagyu. Ainda, foi detectada maior presenca dos genes PPARy e CEBPa.
em animais do grupo com elevada marmorizacéo.

Por outro lado, Vaiciunas et al. (2008) trabalharam com genes candidatos e relataram
uma correlacdo entre a precocidade sexual de novilhas Nelore e a concentragdo de leptina no
tecido adiposo das mesmas. A partir da comparagdo da expressdo génica entre a gordura
intramuscular e o tecido adiposo externo de novilhas, Sheng et al. (2014), encontraram 323
genes que foram diferencialmente expressos entre 0s dois grupos. Entre estes genes,
destacaram-se  ALOX15 e CI1QTNF3, correlacionados com a presenca de gordura
intramuscular.

A méxima capacidade de lipogénese de um tecido é determinada pela concentragdo de
enzimas lipogénicas contidas neste tecido. No caso da acidos graxos sintetase (FAS — Fatty
Acid Syntetase), assim como em outras enzimas, a quantidade de proteina da FAS é regulada
pela taxa de sintese, que € determinada pelo nivel de expressdo génica de seu RNAmM no
tecido (CLARKE, 1993). De acordo com Wang et al. (2008), a expressao de alguns genes,
como CEBPB e PPARy, esta relacionada & deposicéo de gordura intramuscular podendo, desta

forma, influenciar o perfil de &cidos graxos da carne.
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Smith et al. (2009) correlacionaram 0 aumento da expressdo génica da stearoyl-CoA
dessaturase com o aumento da deposic¢do de acidos graxos monoinsaturados em animais da
raca Wagyu. Também em animais da raca Wagyu, Lehnert et al. (2007) relataram maior
expressao da proteina FABP5, correlacionada ao carreamento de acidos graxos. Genes
correlacionados com a expresséo de delta 9 desaturase, fator de transcricio CCAT (C/EBPJ,
CRP3, CELF, NF-I1L6p), stearoyl-CoA dessaturase, acetyl-CoA acyltransferase, IGFBP-4 e
PPARy possuem funcdes relativamente conhecidas sobre o perfil de acidos graxos, entretanto,
novas regides podem ser estudadas a fim de encontrar diferentes genes que possam estar
associadas com o perfil de acidos graxos.

Esteve-Codina et al. (2004), utilizando a técnica de RNA-seq, encontraram diferencas
do padrdo de expressdo de genes para composicdo lipidica em espermatozoides suinos. Com
relacdo a gordura intramuscular em suinos, posteriormente, Corominas et al. (2013),
avaliaram 6 suinos, com diferentes composicOes de &cidos graxos (divididos em dois grupos:
alto e baixo nivel de &cidos graxos) e observaram 396 genes diferencialmente expressos entre
0s grupos, sendo 28 deles correlacionados ao metabolismo de &cidos graxos. De forma
similar, Ramayo-Caldas et al. (2012) observaram 9 genes associados com a composic¢do da
gordura intramuscular de suinos, a partir de anélise de GWAS (Genome-wide association).

A partir de um banco de dados € possivel selecionar genes candidatos que estejam
envolvidos na sintese e/ou metabolismo dos &cidos graxos (Quadro 1) com valores de p<0,05

e razBes de expressdo acima de duas vezes.

Quadro 1 - Genes candidatos

(Continua)
Regides Candidatas Acido Graxo
QTL ID Posicdo Referéncias relacionado:
Acido Linoléico
Cromossomo Alexander, Conjugado (C18:2 cis-9
QTL #4855 | 2, posi¢do 5.7cM L. J.etal., 2007 trans-11)
Acido Linoléico
Cromossomo Alexander, Conjugado (C18:2 cis-9
QTL#4865 | 7, posicdo 123.7cM | L.J.etal., 2007 trans-11)
Acido Linoléico
Cromossomo Alexander, Conjugado (C18:2 cis-9
QTL#4871 | 7, posicdo 123.7cM | L.J.etal., 2007 trans-11)
Cromossomo Gutiérrez-
QTL#12235| 8, posicdo 10.6cM | Gil B. et al., 2008 Acido Linoléico
Cromossomo Ashwell M.
QTL#1557 | 4, posigdo 16.3cM S. etal., 2005 Acido Linolénico
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(Continuag&o)

Regides Candidatas

Acido Graxo

QTL ID Posicédo Referéncias relacionado:
Cromossomo McClure

QTL#10704 | 4, posicdo 16cM M. C.. etal., 2010 Acido Linolénico
Cromossomo McClure

QTL#10714 | 4, posicdo 81cM M. C. etal., 2010 Acido Linolénico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#7065 | 4, posicdo 38.3cM | Gil B. etal., 2008 Acido Linolénico
Cromossomo McClure

QTL#10713 | 4, posicdo 70cM M. C. etal., 2010 Acido Linolénico
Cromossomo McClure

QTL#10721 | 4, posicdo 113cM M. C. etal., 2010 Acido Linolénico
Cromossomo Imumorin 1.

QTL#15724 | 4, posicdo 72.31cM G.etal., 2011 Acido Linolénico
Cromossomo Morris C.

QTL#12200 | 4, posicdo 85cM A. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Morris C.

QTL#12171| 13, posicio 84cM A. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#4839 | 18, posicdo 8.6cM | Gil B. etal., 2008 Acido Palmitico
Cromossomo Imumorin 1.

QTL#15735| 18, posicdo 83.4cM | G.etal., 2011 Acido Palmitico
Cromossomo Nkrumah,

QTL#4839 | 18, posicdo 44.2cM | J. D.etal., 2007 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11065 | 18, posi¢do 56cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11069 | 18, posicdo 82cM | M. C.etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Casas E. et

QTL#1336 | 18, posicdo 23cM al., 2003 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11058 | 18, posicdo 8cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#4846 | 22, posicdo 87.6cM | Gil B. etal., 2008 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#4845 | 22, posicdo 52.2cM | Gil B. etal., 2008 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#4844 | 22, posi¢do 33.5cM | Gil B. etal., 2008 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#7105 | 22, posi¢do 52.3cM | Gil B. etal., 2008 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11152 | 22, posi¢do 52.3cM | M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11154 | 22, posicdo 85cM | M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#7104 | 22, posicdo 34.6cM | Gil B. et al., 2008 Acido Palmitico
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(Continuagdo)

Regides Candidatas Acido Graxo

QTL ID Posicédo Referéncias relacionado:
Cromossomo McClure

QTL#11138 | 22, posicdo 9cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11146 | 22, posicdo 47cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#12178 | 23, posicao 44cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11175| 23, posicdo 59cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11132 | 23, posicdo 44cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11160 | 23, posicdo 5¢cM M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11179| 23, posicdo 74cM | M. C.etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo McClure

QTL#11173| 23, posicdo 45cM | M. C. etal., 2010 Acido Palmitico
Cromossomo Morris C.

QTL#12202 | 11, posicio 49cM A. etal., 2010 Acido Estedrico
Cromossomo Taylor J.F.

QTL#1396 | 19, posigdo 18cM etal., 1998 Acido Estedrico
Cromossomo Morris C.

QTL#12175| 19, posicdo 70cM A. etal., 2010 Acido Estedrico
Cromossomo Morris C.

QTL#12183 | 26, posicio 27cM A. etal., 2010 Acido Estedrico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#4819 | 1, posicdo 115.7cM | Gil B. et al., 2008 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12199 | 1, posicdo 27cM A.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Casas, E. et

QTL#1348 1, posicdo 50cM al., 2003 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#10653 | 1, posicdo 151cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#10649 | 1, posicdo 138cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Kim J. J. et

QTL#1317 | 1, posicdo 0.945cM al., 2003 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#15717 | 1, posi¢cédo 50cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12205 | 13, posi¢do 88cM A.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#10943 | 13, posicdo 50cM | M. C.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#10936 | 13, posicdo 25cM | M. C. etal., 2010 Acido Oléico




35

(Conclus&o)

Regides Candidatas Acido Graxo

QTLID Posicédo Referéncias relacionado:
Cromossomo McClure

QTL#11044 | 17, posicao 44cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#11052 | 17, posicdo 92cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Gutiérrez-

QTL#7105 | 22, posicdo 52.3cM | Gil B. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#11152 | 22, posicdo 83cM M. C. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12179 | 26, posicdo 18cM A.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12182 | 26, posicdo 26cM A.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12210| 26, posicio 33cM A. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo Morris C.

QTL#12211| 27, posicio 29cM A. etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#11250 | 27, posicdo 33cM | M. C.etal., 2010 Acido Oléico
Cromossomo McClure

QTL#11261| 27, posicdo 64cM | M. C. etal., 2010 Acido Oléico

Fonte: Animal QTLdb (2012).
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4 INTRODUCAO

Por ser uma atividade de destaque na economia brasileira, a pecuaria de corte necessita
de constantes evolugBes, em todas as etapas, desde a criacdo dos animais até a obtencdo do
produto final: carne. Desta maneira, o aprimoramento genético do rebanho, em busca de
caracteristicas economicamente desejaveis, torna-se essencial.

Dentre as caracteristicas da carne que sdo de fundamental importancia para o produto
final, destaca-se o perfil de acidos graxos de sua gordura, visto que pode influenciar positiva
ou negativamente a salde do consumidor. Entretanto, para a realizacdo de uma selecao
genética com base no desempenho das progénies, sdo necessarios varios anos.

Como muitas outras caracteristicas de interesse econémico, tais como ganho de peso
médio diario, peso ao desmame e peso ao sobreano, a deposi¢do de gordura nos animais pode
ser explicada a partir da interacdo entre os fatores genéticos e os ambientais. Desta forma, o
aumento do conhecimento sobre o mecanismo de acdo dos genes ligados a caracteristicas
econbmicas permite a complementacdo dos métodos quantitativos de melhoramento
(LEDUR, 2001). Para isto, destacam-se tecnologias que permitem o aprimoramento do
rebanho em reduzido espaco de tempo, através da identificacdo de genes de interesse.

O conhecimento do padrdo de expressdo de genes em tecidos ou 6érgdos especificos,
com funcdes importantes para o metabolismo animal, pode auxiliar na identificacdo de
regides do genoma que influenciam as caracteristicas de importancia econémica em bovinos.

A técnica de RNAseq permite a identificacdo de genes que podem estar relacionados a
diversas caracteristicas de interesse, entre elas o perfil de acidos graxos. Esta técnica é uma
abordagem desenvolvida recentemente que possibilita a observacdo de todo o transcriptoma
por meio de tecnologias de sequenciamento (WANG et al., 2009), permitindo realizar o
sequenciamento e a quantificacdo dos transcritos, independente do seu tamanho, com uma
grande resolucdo.

Objetivou-se com este estudo avaliar os padrbes de expresséo dos genes
diferencialmente expressos relacionados ao perfil de acidos graxos da carne de bovinos
Nelore confinados, por meio da verificacdo dos padrdes de expressdo de genes envolvidos no
metabolismo lipidico e na sintese dos acidos graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0),
oléico (C18:1 cis-9), linoléico (C18:2 cis-9 cis-12), CLA (C18:2 cis-9 trans-11) e linolénico

(C18:3) em bovinos da raca Nelore confinados.
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3) MATERIAL E METODOS

5.1  ANIMAIS E FORMACAO DOS LOTES E PROCEDIMENTO DE ABATE

Foram utilizados 48 bovinos, Nelore, machos inteiros, pertencente a0 mesmo grupo
contemporaneo, filhos de 7 diferentes touros com diferenca de idade de no maximo 60 dias,
com idade média de 24 meses e peso vivo médio inicial de 360 kg, oriundos da Fazenda
Capivara, participante do programa de melhoramento genético Nelore Qualitas.

Os animais foram criados em sistema de pastagem, com lotacdo variando de 1,2 a 1,6
unidade animal/ hectare (UA/ha), utilizando forrageiras do género Brachiaria sp e Panicum
sp, com sal mineral a vontade. Ap6s o0 sobreano, os animais que nao foram selecionados para
reprodutores, foram destinados ao abate e permaneceram no confinamento por um periodo de
no minimo 90 dias. No confinamento, a relacdo volumoso:concentrado foi de 50:50. Foi
utilizado como volumoso silagem de milho. Como concentrado energético foi utilizado graos
de milho e/ou sorgo, e grdos de soja, farelo de soja, ou girassol como concentrado protéico. O
efeito da dieta ou manejo no confinamento foi ajustado no modelo, uma vez que este efeito foi
considerado na formacdo dos grupos de contemporaneos. O critério utilizado nas fazendas
para o abate dos animais foi o peso vivo médio final de 550 kg.

Os animais foram abatidos de acordo com os padrdes do Regulamento de Inspecao
Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA, em frigorifico comercial.
Os animais apresentaram peso de carcaca quente médio de 278 kg e espessura de gordura
subcutanea meédia, avaliada com auxilio de paquimetro, de 3,75 mm no masculo Longissimus.

Imediatamente apds o abate, foi coletada uma amostra de tecido muscular (m.
Longissimus) de cada animal (em média 50 gramas), da qual foi extraido o RNA utilizado na
avaliacdo da expressdo génica. Estas amostras foram acondicionadas a -80°C para posterior
extracdo do RNA total dos tecidos.

Durante a desossa foi retirada uma amostra de 2,5 cm de espessura do muasculo
Longissimus na regido da 12% e 132 costelas, de cada meia carcaca esquerda, para a
determinacdo do perfil de acidos graxos e foi retirada uma amostra adicional do mesmo

musculo para avaliagdo dos lipideos totais.
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5.2  DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos da carne foi determinado pelo método de extracdo de Folch
et al. (1957). Os lipideos foram extraidos por homogeneizagdo da amostra com uma solucao
de cloroférmio e metanol 2:1. Em seguida os lipideos foram isolados ap6s a adi¢éo de solugao
de NaCl a 1,5%. Foi utilizada uma sub amostra de 2,5 g do centro do musculo Longissimus,
homogeneizada e adicionada em um tubo Falcon de 50 mL.

A gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de acordo com
Kramer et al. (1997). Foi utilizado um padrdo interno C19:0 a fim de corrigir as perdas
durante o processo de metilacdo dos acidos graxos. Os acidos graxos foram quantificados por
cromatografia gasosa (CG-2010 Plus - Shimadzu, auto injetor AOC 20i), usando coluna
capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco,
Bellefonte, PA). A temperatura inicial foi de 70 °C, com aquecimento progressivo (13°
C/minuto) até chegar a 175 °C, mantendo por 27 minutos. Em seguida, um novo aumento de 4
°C/minuto foi iniciado até 215 °C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (H2) foi
utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm®/s. Durante o processo de identificagdo
foram utilizados os seguintes padrdes: standard C4-C24 de &cidos graxos (F.A.M.E mix
Sigma®), C8-C28 (F.A.M.E mix Sigma®), &cido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1G,
Sigma®), C18 CLA:2 trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), CLA e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-
60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®) e acido tricosandico (Sigma®) para identificacdo
dos é&cidos graxos que foram formados durante a biohidrogenacdo de acidos graxos
insaturados. Foram quantificados os &cidos graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0),
oléico (C18:1 cis-9), linoléico (C18:2 cis-9 cis-12), CLA (C18:2 cis-9 trans-11) e linolénico
(C18:3).

5.3 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS

A quantificacdo de lipideos totais seguiu a metodologia descrita por Bligh e Dyer
(1959). Foram utilizadas amostras de carne crua e moida e com pesos conhecidos
aproximados de 3,0g. Estas amostras foram transferidas para erlenmeyer de 250 mL, onde

foram adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de &gua destilada.
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Apo6s homogenizagdo das amostras, com bastdo de vidro para que as mesmas
obtenham o maior contato possivel com o0s reagentes utilizados, os erlenmeyers foram
colocados em mesa agitadora horizontal por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 10
mL de cloroférmio e 10 mL de solucdo aquosa de sulfato de sédio 1,5%. As amostras foram
agitadas por mais dois minutos e transferidas para tubos falcon de 50 mL e centrifugados a
1000Xg por dois minutos em temperatura ambiente (RT).

Apos a centrifugacdo foi descartada a camada sobrenadante e o restante filtrado em
papel filtro, com o intuito de separar os fragmentos de amostra de carne da solugcdo contendo
os lipideos que foram extraidos dessas amostras. As amostras foram entdo filtradas em
provetas graduadas de 25 mL e tiveram seus valores anotados, pois o volume de lipideos
extraido é utilizado nos calculos da quantidade de lipideos totais. Foram medidos 5 mL do
filtrado e transferido para beckers de 50 mL previamente pesados e secos em estufa e
esfriados em dessecador por pelo menos 24hs para serem pesados em seguida. Cada becker
contendo uma amostra foi colocado em estufa a 110°C até evaporacgdo total do solvente, e
depois foi resfriado em dessecador (O/N) e pesado. As diferencas do peso inicial do becker
(sem amostra) e peso final (com amostra e apds evaporacdo do solvente), determinam a

quantidade percentual de lipideos nas amostras.

5.4  EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo do RNA total das 48 amostras coletadas foi realizada no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) do Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias da UNESP de Jaboticabal, SP. Para isso, foram utilizadas,
em média, 50 mg de tecido muscular previamente estocado em RNA holder (BioAgency, S&o
Paulo, SP, Brasil) e o kit para extracdo de RNA RNeasy Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia,
CA, EUA), como descrito abaixo:

As amostras foram retiradas do freezer a -80 °C, acondicionadas em gelo, pesadas, e
entdo foi realizada a ruptura e homogeneizacdo do tecido com 1 ml da solugdo Qiazol Lysis
Reagent no homogenizador de tecidos ultraturrax T50 (IKA). Cada amostra foi
homogeneizada trés vezes durante 30 segundos e nos intervalos, também de 30 segundos,

foram mantidas no gelo. Apos esta etapa foi adicionado 200ul de cloroférmio e as amostras
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permaneceram durante 15 minutos & temperatura ambiente. Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a 4°C.

Formaram-se entdo trés fases, sendo a superior, incolor e aquosa, na qual estava
contido o RNA, que foi transferida para um novo tubo. Foram adicionados 600ul de etanol
70% e a amostra foi homogeneizada em vortex. Em seguida, esta solucéo foi transferida a
uma coluna e centrifugada a 8000 x g por 15 segundos para a eliminacéo dos residuos. Foram
adicionados a membrana, o mix contendo 10 pl de DNase I (1500 kunitz units) e 70 pl de
tampdo RDD, fornecidos pelo Kit RNase-Free DNase set (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 350 pl de tampdo RW1 e as amostras foram centrifugadas novamente a 8000 x g
por 15 segundos para eliminacgdo de residuos. A coluna foi lavada com 500 pl do tamp&o RPE
por duas vezes e 0 RNA ligado a coluna foi eluido em 30 pl de agua livre de RNase por
centrifugacdo a 8000 x g, durante um minuto. As amostras foram novamente armazenadas em
freezer a -80°C.

55  VERIFICACAO DA CONCENTRACAO E INTEGRIDADE DO RNA EXTRAIDO

A determinacdo da concentracdo e pureza do RNA foi realizada com leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro NanoDrop 1000 Spectrophotomether® (Thermo Fisher
Scientific, Santa Clara, CA, EUA, 2007) nos comprimentos de onda de 260nm, 280nm e
230nm. Foi utilizado o valor de absorbancia a 260 nm para a determinagdo da concentragao
do RNA (ng/ul), as razdes A260nm/A280nm para avaliar a contaminacdo por proteinas e
A260nm/230nm para avaliar as contaminacGes por outros compostos, como sais,
polissacarideos e compostos organicos como fenol. Os valores de referéncia para estas razées
séo de 1,8 a 2 e maior ou igual a 2, respectivamente.

A qualidade do RNA total foi verificada com auxilio do aparelho Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EUA, 2009) e do kit Agilent RNA 6000 Nano Chips
(Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Além disso, a concentracdo do RNA extraido foi medida
por meio de Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, 2010). Resultados
iguais ou superiores a 7 foram considerados satisfatorios. Foi confirmada a auséncia de
contamina¢do por DNA genémico nas amostras por meio do aparelho Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, 2010) e o kit de quantificacdo de DNA, Qubit
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dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Além disso, utilizou-se 0 mesmo
aparelho e o kit Qubit RNA Assay, o RNA total foi quantificado e entdo, uma fracdo deste a

uma concentracdo de 2ug foi retirada para o sequenciamento.

56 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO POR SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERACAO (RNASEQ)

A partir do RNA total extraido de cada uma das 48 amostras selecionadas, foi obtido o
RNA mensageiro, o qual foi utilizado na construcdo das bibliotecas de cDNA com
adaptadores ligados as extremidades. Cada molécula foi sequenciada em ambas as
extremidades (sequenciamento paired-end) em fragmentos de 100 pares de bases. Para o
sequenciamento das 48 bibliotecas de cDNA foi necessario a utilizacdo de uma lamina (flow
cell) com oito canaletas (lanes), sendo que em cada uma das primeiras 6 canaletas foram
aplicadas 7 amostras e na sétima canaleta foram aplicadas 6 amostras com etiquetas (tags)

diferentes e a oitava canaleta foi utilizada para a aplicacdo da amostra controle (PHY X).

57 EXPRESSAO GENICA

A técnica (RNA-seq) permite avaliar a expressdo génica de milhares de regiGes do
genoma, sem a necessidade de conhecer a priori, ou na realidade de definir as regides ou
genes que sera estudada a expressdo génica. No entanto, os dados foram compilados baseados
no QTL Data Base, informando, por exemplo, as caracteristicas, bem como os trabalhos e a
posicdo de possiveis QTL associados com o perfil de acidos graxos em carne. A partir da
tabela 1, citada anteriormente, foi avaliada a expressdo génica nessas regifes (regides
candidatas), por meio do contraste dos dois grupos de animais (baixa e alta concentragéo para
cada &cido graxo). Além disto, novas regides foram investigadas, pois a técnica de RNA-seq,
permite avaliar a expressdao em milhares de regifes, e desta forma, rastrear novos genes
associados a composicdo de acidos graxos em carne bovina.

Para cada acido graxo os 48 animais foram divididos em dois grupos: alta e baixa

concentragdo, por meio do rankeamento da concentragdo de cada amostra. A partir da
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formagdo dos grupos, foram utilizados os 10 animais mais extremos para baixa e para alta
concentragfes, compondo 10 réplicas bioldgicas diferentes para cada &cido graxo a serem
utilizadas em conjunto com os dados de expressdo génica para determinacdo da expressao
diferencial de genes. Os dados de expressdo génica obtidos por sequenciamento do
transcriptoma foram entdo analisados segundo metodologia descrita por Mortazavi et al.
(2008).

5.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para a identificacdo de genes diferencialmente expressos foi utilizado o pacote
Cufflinks (versdo 2.1.1) na plataforma iPlant Collaborative (GOFF et al., 2011), para
identificar os genes ou regides do genoma diferencialmente expressos entre 0s dois grupos
(baixa e alta quantidade de cada &cido graxo proposto) (TRAPNELL et al., 2012). O pacote
Cufflinks monta os transcritos, estima sua abundancia e testa as amostras de RNAseq para
expressao diferencial e regulacdo, baseado em quantos reads cada transcrito possui, levando
em consideracdo os protocolos de preparacdo das bibliotecas.

Na plataforma alinhou-se 0s reads ao genoma bovino (UMD 3.1) com auxilio do
TopHat (versdo 2.1.1), procedendo por uma limpeza dos dados, quando necessario, pela
extensdo FASTQ (versdo 0.10.1). Apds obter um mapeamento gerado pelo TopHat, as
amostras foram rodadas pelo Cuffdiff (Verséo 2.1.1), que utiliza os reads alinhados para duas
ou mais caracteristicas e gera um relatério de genes e transcritos que sdo diferencialmente
expressos nos grupos de interesse, de modo a confrontar com um genoma indicado e
padronizar as sequéncias do transcriptoma.

Para a identificacdo de regides diferencialmente expressas entre os dois grupos foi
considerado o valor de p, ajustado para FDR (Taxa de Falsos Positivos) de 5% (g-
value<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Os resultados observados para o perfil de acidos graxos (PAG) (g/100g de AG) no
musculo Longissimus, para os acidos graxos palmitico, estearico, oléico, linoléico, CLA e
linolénico (Tabela 1). A partir da tabela 1 é possivel observar que o &cido graxo presente em
maior quantidade foi o oléico (C18:1 cis-9), seguidos pelos &cidos graxos palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0).



Tabela 1 - Médias dos acidos graxos (g/100g de AG) no m. Longissimus de tourinhos Nelore confinados

) Grupo de Alta Concentracdo Grupo de Baixa Concentragéo

Acido Graxo Desvio Desvio

Minimo  Maximo  Média padréo Minimo  Méaximo  Média padréo
Palmitico (C16:0) 23,24 28,48 24,48 1,53 16,45 20,35 18,84 1,12
Estearico (C18:0) 15,81 17,88 16,68 0,79 10,86 12,81 11,81 0,62
Oléico (C18:1 cis-9) 34,52 37,52 35,85 1,02 25,57 29,52 27,3 1,38
Linoléico (C18:2 cis-9 cis -12) 8,97 11,83 9,99 1,00 2,47 4,92 4,14 0,75
CLA (C18:2 cis-9 trans-11) 0,33 0,59 0,42 0,08 0,14 0,21 0,18 0,02
Linolénico (C18:3) 0,88 1,21 1,00 0,12 0,23 0,50 0,42 0,07

Fonte: (UTEMBERGUE, 2014)

Ly
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6.2 EXTRAGAO DE LIPIDEOS TOTAIS

Os resultados para a extracéo de lipideos totais podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2 - Médias dos lipideos totais (g/100g) do m Longissimus de tourinhos Nelore confinados

Amostras Minimo Méaximo Média Desvio padréo

48 0,26 1,03 0,62 0,24

Fonte: (UTEMBERGUE, 2014)

6.3 EXTRACAO DE RNA E QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO POR RNASEQ

Apds a extracdo do RNA foram verificadas a concentracdo e a integridade do RNA nas
amostras extraidas (Tabela 3), para a quantificacdo da expressao, por meio do RNAseq.

Cada amostra apresentou, em média, 321,80 ng de RNA para cada 1ul de solucéo,e 0s
RINs (RNA integrity number) das amostras foi, em média, 7,42, mensurado a partir da analise
em Bioanalyser, confirmando que as amostras ndo apresentavam degradacdo e poderiam ser
utilizadas nas etapas posteriores. Para a leitura por espectrofotometria observou-se médias de
2,04 e 1,95, para as raz6es 260nm/280nm e 260nm/230nm, respectivamente.

A partir da concentracdo de RNA de cada amostra calculou-se o volume que foi
utilizado para a realizacdo do sequenciamento, de modo que cada amostra apresentasse, ao
menos, 2000 ng de RNA.

Tabela 3 - Resultados da extracdo de RNA das amostras do m. Longissimus

(Continua)

Amostra ng/ul* 260/280° 260/230° RIN?
1 241 2,03 1,89 7,40
2 148 1,98 1,77 7,70
3 200 2,00 2,01 7,70
4 208 2,07 2,08 7,00
9 452 2,04 1,98 7,00
10 181 2,11 2,14 7,40
12 315 2,05 2,06 7,30
17 620 2,04 1,88 7,60
36 211 2,07 2,14 7,40
37 550 2,12 2,05 7,50
38 56 2,09 2,12 7,10

48 950 2,06 2,23 7,70



49

(Conclus&o)

Amostra ng/ul* 260/280? 260/230° RIN®
49 143 2,04 2,17 7,30
55 620 2,06 2,24 7,80
56 222 2,05 1,94 7,30
59 710 2,11 2,13 7,70
60 199 2,02 2,16 7,50
61 920 2,06 2,05 7,90
69 67,5 2,09 2,07 7,00
70 278 2,03 1,64 7,30
72 496 2,03 2,02 7,90
76 404 2,03 1,65 7,20
79 680 2,07 2,10 7,50
82 198 2,02 2,06 7,20
83 245 1,98 1,69 7,70
84 131 2,05 2,05 7,50
85 220 2,01 1,15 7,80
86 240 1,95 1,94 7,50
88 417 2,03 1,93 7,50
89 376 2,10 1,91 7,70
90 111 2,10 2,01 7,30
94 117 2,01 1,05 7,90
95 267 2,11 2,03 7,10
99 273 2,01 1,85 7,40
105 169 2,04 1,67 7,90
106 790 2,04 2,20 7,00
107 93 2,03 2,01 7,00
108 51 1,99 1,70 7,10
109 297 2,02 1,96 7,30
111 362 2,02 2,15 7,00
112 89 2,00 1,92 7,20
114 399 2,00 2,04 7,60
115 426 2,00 1,32 7,50
122 200 2,02 1,89 7,80
125 4925 2,10 2,23 7,50
126 423 2,02 1,80 7,80

'Quantidade de RNA (ng/uL)

2 Raz&o entre os comprimentos de onda de 260nm e 280nm
¥ Razdo entre os comprimentos de onda de 260nm e 230nm
*Indice de integridade do RNA obtido através de bioanalyser

Fonte: (UTEMBERGUE, 2014)
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6.4 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES

Foram considerados significativos os genes diferencialmente expressos com um valor
de g (g-value) para FDR (Taxa de Falsos Positivos) menor que 5%. A quantidade de genes

diferencialmente expressos, para cada acido graxo, pode ser observada na tabela 4.

Tabela 4- Quantidades de genes diferencialmente expressos para cada acido graxo, entre 0s grupos de alta e
baixa concentracdo dos acidos graxos no m. Longissimus

Acido Graxo Genes diferencialmente expressos
Palmitico (C16:0) 192
Estearico (C18:0) 223
Oléico (C18:1 cis-9) 547
Linoléico (C18:2 cis-9 cis-12) 100
CLA (C18:2 cis-9 trans-11) 24
Linolénico (C18:3) 87

Fonte: (UTEMBERGUE, 2014)

A técnica de RNAseq permitiu, neste estudo, observar um total de 1173 genes
diferencialmente expressos entre 0s grupos de baixa e alta concentracdo de determinados
acidos graxos. Alguns destes genes foram observados em mais de um acido graxo. A partir da
tabela 5, pode-se observar que o &cido graxo que apresentou maior quantidade de genes
diferencialmente expressos foi o0 oléico, seguido pelos &cidos graxos estearico e palmitico.

Os genes diferencialmente expressos (GDE) para o &cido palmitico foram observados,
predominantemente, no cromossomo 1 e no cromossomo 2. Entre os observados, destacam-se
0s genes AGPAT6 (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 6), DGAT2 (diacylglycerol
O-acyltransferase homolog 2) e LPL (lipoprotein lipase), que estdo relacionados a sintese e
degradacéo de triacilglicerol, agindo sobre a sintese de acidos graxos e 0 GK (glycerol kinase)
que influencia a degradagdo do glicerol (Figura 2), aléem dos genes PLIN 5(lipid storage
droplet protein 5), FABP3 (fatty acid binding protein 3), SCD5 (stearoyl-CoA desaturase 5),
ACOT11 (acyl-CoA thioesterase 11) e C1QTNF3 (Clg and tumor necrosis factor related

protein).


http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=591362
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=591362
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597197
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597197
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=573427

Figura 2 - Vias metabdlicas dos genes GK (2.7.1.30), DGAT2 (2.3.1.20) e LPL (3.1.1.34)
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Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (2014a).

Para o &cido graxo estearico, os GDE foram observados em maior numero nos

cromossomos 2 e 7. Entre os genes observados, destacam-se o FABP7 (fatty acid binding

protein 7), relacionado ao transporte intracelular de acidos graxos de cadeia longa, SCD5

(stearoyl-CoA desaturase 5), BDH1 (3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1) e IGF2

(insulin-like growth factor 2). Ainda, o gene ACSS1 (acyl-CoA synthetase short-chain family

member 1), relacionado ao metabolismo do piruvato e, de forma indireta, a gliconeogénese,

também foi observado (Figura 3).


http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=573427
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=573427
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=572906
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=582450
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597351
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597351
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Figura 3 - Via metabdlica do gene ACSS1 (6.2.1.1)
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Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (2014b).

Os GDE para o 4cido oléico foram observados predominantemente nos cromossomos 7
e 19, como por exemplo os genes ACAT1 (acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 1), ACOT11
(acyl-CoA thioesterase 11), SLC27A6 (solute carrier family 27 (fatty acid transporter),
member 6), ACSS1 (acyl-CoA synthetase short-chain family member 1) (Figura 3) e o LCAT
(lecithin-cholesterol acyltransferase), responsavel pela esterificagdo do colesterol, necessaria
para o transporte do mesmo (Figura 4).


http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=579101
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=579101
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597351
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=579057

Figura 4 - Via metabdlica do gene LCAT (2.3.1.43)
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Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (2014c)

Com relacdo ao &cido linoléico, os GDE foram observados majoritariamente nos

cromossomos 2 e 18, com destaque para os genes CLQTNF3 (C1g and tumor necrosis factor

related protein), ACSM3 (acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3) (Figura 5),

gue atua em conjunto com enzimas relacionadas ao metabolismo de acidos graxos (Fatty acid

elongase; Fatty acid activating enzyme), ACSS1 (acyl-CoA synthetase short-chain family
member 1), CYP4B1 (cytochrome P450, family 4, subfamily B, polypeptide 1), membro do
citocromo P450, responsavel, entre outros fatores, pela sintese de colesterol, esterdides e

outros lipideos e o LIPE (Lipase, hormone-sensitive), presente no tecido adiposo e envolvido

no metabolismo de lipideos.


http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=581579
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597351
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597351
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=576685
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=574968
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Figura 5 - Via metabdlica do gene ACSM3 (6.2.1.2)
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Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (2014d)

Em relagdo ao CLA (C18:2 cis-9 trans-11), houve uma concentragdo dos GDE no
cromossomo 3. Entre os GDE, observou-se 0 GHRH (growth hormone releasing hormone) e
GEM (GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle), localizado no mdsculo
esquelético e que faz papel de regulador da membrana plasmaética das células, porém nao
foram observados GDE que possam influenciar a composicao dos acidos graxos na carne.

Os GDE para o acido linolénico estavam presentes principalmente nos cromossomos 1 e
18, entre eles os genes PLIN 1(lipid storage droplet protein 1) e os genes FABP4 (aP2 - fatty
acid binding protein 4, adipocyte) e FABP7 (fatty acid binding protein 7, brain), ambos
envolvidos no metabolismo de &cidos graxos, nos adipdcitos e no cérebro, respectivamente
(Figura 6).


http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=585648
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=574524
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=597197
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=571482
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=571482
http://david.abcc.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=578581

Figura 6 - Via metabolica dos genes FABP4 (aP2) e FABP7 (FABP)
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7 DISCUSSAO

Apesar da baixa variacdo na expressdo dos acidos graxos entre 0s grupos de alta e
baixa concentracdo, devido a homogeneidade dos animais utilizados, foi possivel observar
uma quantidade significante de genes diferencialmente expressos em tecido muscular, o que
pode ter sido possivel devido ao nimero elevado de amostras utilizadas neste experimento em
relacdo aos demais, permitindo que os grupos formados para as analises fossem homogéneos.

Entre os genes observados, destacaram-se 0s que participam de vias metabdlicas que
envolvem o metabolismo ou degradacdo de &cidos graxos, via de sinalizacdo do PPAR,
metabolismo e sintese de insulina e metabolismo ou degradacao de triglicerideos. Entre eles
estdo: ACAT1, ACOX2, ACOT11, ACSM3, ACSS1, AGPAT6, BDH1, C1QTNF3, CYP4B1,
DGAT2, FABP3, FABP4, FABP7, GK, IGF2, LCAT, LIPE (HSL), LPL, PLIN1, PLINS5,
SCD5, SLC27A6 (FATP6), sendo alguns deles mais expressos no grupo de alta e outros no
grupo de baixa concentracao de acido graxo.

Observado na via metabdlica de degradacdo dos acidos graxos, o gene ACATL foi
observado entre os GDE para o &cido oléico e codifica um gene que catalisa a reacdo
reversivel de producdo de acetoacetyl-CoA. Em macrofagos do tecido adiposo ele é
responsavel pela esterificacdo do colesterol, promovendo acumulos lipidicos que podem
causar doencas vasculares. Porém sua deficiéncia causa uma variedade de efeitos na
homeostase do colesterol, incluindo a saida de colesterol de tecidos de reserva e aumento do
turnover de lipoproteinas (LEE et al., 2000; DOVE et al., 2005; DOVE et al., 2006), além de
desbalanco da homeostase da membrana lipidica das células, causando um excesso de alguns
lipideos como colesterol e diacilglicerol (WIFLING et al., 2014). Vale ressaltar que em
bovinos ndo ha relatos da acdo da ACAT1 em tecido muscular.

O gene ACOT11 foi observado no grupo de baixa concentracdo do acido palmitico e
no grupo de alta concentracdo do acido oléico. Tal observacdo provavelmente se deveu ao
fato deste gene pertencer a uma enzima inserida nas vias metabdlicas da formacdo de acidos
graxos de cadeia longa. Esta enzima é responsavel pela conversdo de um é&cido graxo ativo
pela sua forma correspondente ndo esterificada + coenzima A (HUNT et al., 2005). Embora
algumas funcOes desta enzima ainda estejam indefinidas, é conhecido que elas atuam no
balanco de acidos graxos livres, além de agir na biossintese de mediadores inflamatérios
(HAN; COHEN, 2009).
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Com maior expressdo no grupo de baixa concentracdo de &cido linoléico, o gene
ACSM3 exerce funcdo parecida com o ACOT11. Ele é responsavel, assim como outras acyl-
coenzimas A (CoA) sintetase, por ativar a ligacdo tioéster entre os acidos graxos e a enzima
para que os acidos graxos possam ser transportados, sendo que o ACSM3 é responsavel por
esta ligacdo em acidos graxos de cadeia médias, mais especificamente entre 6 e 10 carbonos
(WATKINS et al., 2007). Portanto, a expressao diferencial deste gene pode ter sido detectada
devido a diferenca de expressdo deste gene entre os dois grupos.

Também observado no grupo de baixa concentracdo do &cido linoléico, o ACSS1
também foi observado no grupo de alta concentracdo do acido esteérico. Ele € componente do
metabolismo do piruvato e da glicdlise/gliconeogénese. Assim como 0s genes anteriores, 0
ACSS1 é responsavel por ligar os acidos graxos ao acyl-CoA, para poder ser transportado. Em
tecido mamario bovino, 0 ACSS1 foi relatado como um dos mais abundantes, com expressdo
crescente durante a lactacdo (BIONAZ; LOOR, 2008; NAFKOV, 2010). Ponsuksili et al.
(2007), comparando a expressdo génica de duas diferentes racas de suinos, encontraram maior
expressao de ACSS para animais que apresentavam a carcaca mais pesada, associando ainda
sua presenca a biossintese de lipideos, por meio da producdo de acetyl-CoA, a partir do
acetato.

A enzima AGPAT é crucial para a sintese de triacilglicerol em eucariotos, pois catalisa
0 segundo passo da reacdo (COLEMAN; LEE, 2004; YE et al., 2005; TAKEUCHI; REUE,
2009). Por ser um membro da familia AGPAT, o gene AGPAT6, observado no grupo de alta
concentracdo do acido palmitico, tem um importante papel na biossintese de lipideos (CHEN
et al., 2008). Ele é responsavel por regular a concentracdo de acidos graxos durante a sintese
de gordura do leite (BIONAZ; LOOR, 2008a). Este gene esta associado com as diferencas na
composicao da gordura do leite, como a concentracdo de acidos graxos saturados, insaturados
e suas relagdes (NAFIKOV, 2010). Littlejohn et al. (2014), também observaram uma forte
correlacéo entre a expressdo de AGPATG6 e a quantidade de gordura no leite bovino. Nao ha,
até o momento, trabalhos publicados relacionando a presenca de AGPATG6 e o perfil de acidos
graxos da gordura intramuscular da carne.

O BDH1, observado no grupo de baixa concentracdo de &cido estedrico, participa da
via de sintese e degradagdo de corpos cetbnicos a nivel mitocondrial, podendo produzir
acetoacetato, que ira interferir, apos sua ligacdo a acetyl-CoA, na degradacdo de acidos
graxos, podendo influenciar na composicéo lipidica da carne ou leite.

O gene C1QTNF3, observado nos grupos de baixa concentracdo dos acidos palmitico

e linoléico, foi relatado em adipdcitos humanos, participando como um importante elemento
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na fisiologia dos adipdcitos, na lipdlise e na secrecdo de adipocinas, além de contribuir para as
vias metabolicas acionadas em processos inflamatérios (SCHIMID et al., 2012). Ainda,
Sheng et al. (2014) observaram maior expressdo deste gene no tecido intramuscular de
bovinos mesticos da raca Simental, quando comparado aos tecidos subcutaneo e perirrenal.

O gene CYP4B1, também com maior expressdo no grupo de baixa concentracdo do
acido linoléico, participa da codificacdo de um membro da superfamilia do citocromo P450,
que sdo proteinas monoxigenases que catalisam varias reacdes, envolvendo o metabolismo de
medicamentos, sintese de colesterol, esteroides e outros lipideos. Muitos estudos envolvendo
este gene, o relacionaram principalmente a questdo do metabolismo de drogas (ZHENG et al.,
1988; RAINOQV et al., 1998; SETA et al., 2007). Entretanto, Fisher et al. (1988), em estudo
com coelhos, relataram a correlacdo entre a presenca deste gene e a metabolizacdo de acidos
graxos de cadeia curta (entre 7 e 10 carbonos), enquanto o0 CYP4Al, ndo observado neste
estudo, com a presenca de acidos graxos com cadeias entre 12 e 16 carbonos. A observacao
da diferenca de expresséo entre os dois grupos pode ter acontecido devido ao fato de que a
maioria das vias metabdlicas enriquecidas pelo CYP4B1 sdo reacdes de oxidoreducdo e vias
metabolicas relacionadas ao metabolismo de lipideos, incluindo a via do &cido linoléico e do
acido araquidonico (JIA et al., 2014).

Mais observado no grupo de baixa expressao do acido palmitico, o gene DGAT2 foi o
primeiro gene da familia DGAT que foi identificado em oito diferentes espécies de mamiferos
(CASES et al., 2001) e junto aos demais membros de sua familia (por exemplo DGAT1 e
MOGAT) e é um gene altamente relacionado as diferencas de sintese e armazenamento de
triglicerideos, principalmente em animais de producdo (WINTER et al., 2003), sendo portanto
expresso principalmente em tecidos que sintetizam grandes quantidades de &cidos graxos,
como o tecido adiposo, figado, muasculo entre outros (YAMASHITA et al., 2014). Ainda,
Bakhtiarizadeh et al. (2013) relataram que o gene DGAT2 esta entre os 10 genes mais
abundantes no tecido adiposo de mamiferos, incluindo suinos e bovinos, sendo mais presente
no tecido adiposo e menos na gordura subcutinea e na intramuscular (MOISA et al., 2014).
Jeong et al. (2012) relataram que o aumento da expressdo do DGAT2 esta associado a um
aumento das quantidades intramusculares de gordura, e esses resultados indicaram que o
DGAT2 e um importante agente no acumulo de acidos graxos saturados durante a fase de
terminacédo de bovinos.

No que diz respeito ao metabolismo de é&cidos graxos, o DGAT2 contribui
significativamente para a sintese de triacilglicerdis por meio da atividade do terminal acyl-

transferase, catalisando a Ultima etapa dos triacilglicerdis e com o aumento de triacilglicerois,
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h& um aumento da propor¢édo de &cidos graxos saturados, como acido palmitico, por exemplo,
em relacdo aos demais (BUCHANAN et al., 2013). Por outro lado, Yu et al. (2013) relataram
um aumento dos acidos graxos poliinsaturados relacionado a maior expressdao do DGAT2 no
musculo Longissimus de suinos da raca Landrace.

De acordo com Lozeman et al. (2001), o Palmotoyl-CoA é um 6timo substrato para o
DGAT, tanto em tecido adiposo quanto em tecido subcutaneo e muscular. Portanto, a maior
expressao do gene no grupo de baixa concentracdo do acido graxo pode ser explicada pela
baixa disponibilidade de Palmotoyl-CoA, que participa da formacdo do acido palmitico. Dessa
forma, quanto maior a atividade do DGAT, menor tende a ser a concentra¢do do &cido graxo.

O grupo de proteinas vinculadas aos acidos graxos, conhecido como FABP,
corresponde a algumas proteinas sollveis que possuem alta afinidade por acidos graxos
(CHMURZYNSKA, 2006). FABP3, FABP4 e FABP7 sdo trés membros desta familia e
podem ter uma importante acdo na diferenciacdo dos adipocitos (TANIGUCHI et al., 2008).
Estes trés membros foram observados, neste estudo, entre os GDE de trés diferentes &cidos
graxos, sendo o FABP3 no acido palmitico, o FABP4 no acido linolénico e o FABP7 nos
acidos esteérico e linolénico. Este resultado corrobora com o relatado por Loor et al. (2005),
que observaram a correlacdo de proteinas FABP na glandula mamaria de novilhas com a
presenca dos acidos palmitico, oléico e estearico na gordura. O FABP3 esta envolvido no
transporte de &cidos graxos da membrana celular para os sitios de utilizacdo (VEERKAMP;
MAATMAN, 1995) e é majoritariamente expresso em musculos cardiaco e esquelético e o
FABP4, em bovinos, estd associado com marmorizacdo e deposi¢do de gordura subcutanea
(CHO et al., 2008).

Estudo realizado por Sheng et al. (2014), com expresséo diferencial de genes em trés
diferentes tecidos com gordura (gordura intramuscular, subcutanea e perirrenal) em bovinos
cruzados da raca Simental, observou-se maior presenca de FABP4 em gordura intramuscular,
0 mesmo tipo de tecido analisado no presente experimento. Entretanto, em um estudo com 0s
mesmos tecidos de suinos, Zhou et al. (2010) observaram maior expressdo de FABP4 em
tecido subcutaneo, sugerindo que a regulacdo da diferenciacdo do adipdcito em suinos e
bovinos ocorre de forma diferente. De modo semelhante, Bakhtiarizadeh et al. (2013)
demonstraram que o FABP4 foi altamente expresso em tecido adiposo de suinos e bovinos.
Isto acontece devido ao fato desta proteina estar correlacionada a deposicdo de gordura
intramuscular — marmorizacdo — devido a uma interagdo com o receptor ativado do
peroxissomo, interferindo na atividade da lipase-hormdnio sensivel (HSL — observado neste

estudo), atuando, portanto, no metabolismo lipidico e na homeostase da glicose nos adipocitos
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(MICHAL et al., 2006). Ainda, Bionaz e Loor (2008a) observaram maior expressdo de
FABP3 e FABP4 na glandula maméria de bovinos, sendo o FABP3 dominante durante todos
os periodos de lactacdo, sugerindo que o FABP3, junto ao ACSL1 (ndo observado neste
estudo) e SLC27A6 (observado neste estudo) participam da via de esterificacao, a partir da via
de ativacdo do PPARG. O FABP7, por sua vez, € mais expresso em tecidos como cérebro e
retina, e esta relacionado com o transporte transmembrana de &cidos graxos de cadeia entre 18
e 20 carbonos, e, preferencialmente, por insaturados, como 0s observados neste estudo
(HERTZEL; BERNLOHR, 2000).

O gene GK, mais expresso no grupo de alta concentracdo do acido palmitico participa
de duas importantes vias metabdlicas: i) via de degradacdo do glicerol; ii) via de sinalizacéo
do PPARG no adipdcito, podendo atuar sobre a gliconeogénese.

O gene IGF2, mais observado no grupo de alta concentracdo do acido estearico, é
relatado em suinos como um importante gene que pode atuar na deposicdo de gordura (GAO
et al., 2007), atuando de forma substancial nas caracteristicas de carcacas dessa espécie. A
partir disso, Van den Maagdenberg et al. (2008) verificaram ndo somente um aumento da
guantidade de gordura na carcaca, como relatado anteriormente, mas também um aumento do
crescimento muscular. Entretanto, ndo se observou diferenca no perfil de &cidos graxos dos
animais com diferentes niveis de expressao de IGF2. Por outro lado, Gardan et al. (2008), ndo
observaram diferencas no perfil de acidos graxos de suinos e diferencas para quantidade de
gordura no masculo. A maioria dos estudos com a relacdo ao IGF2 leva considera as
caracteristicas de desenvolvimento e crescimento dos animais de interesse econémico (ABO-
AL-ELA et al., 2014). Porém Oczkowicz et al. (2012) relataram uma importante associacao
entre um polimorfismo do IGF2 e a quantidade de gordura intramuscular de suinos. Deste
modo, a interacdo entre a expressdo de IGF2 e o perfil dos acidos graxos da gordura
intramuscular ainda necessita de mais estudos.

Ja o LCAT, observado no grupo de baixa concentracdo do acido olé€ico trata-se de uma
enzima que atua no metabolismo extracelular de lipoproteinas. E sintetizada majoritariamente
no figado e é responsavel pela esterificacdo do colesterol, para que 0 mesmo possa ser
transportado (CLAY et al., 2000). Aproximadamente 75% da LCAT presente no plasma esta
associada com lipoproteinas de alta densidade (HDL) e é uma das grandes responsaveis pela
manutencgéo dos niveis séricos de HDL (YAMASHIDA et al., 2014). De acordo com Grove &
Pownall (1991), em humanos o LCAT age preferencialmente em fosfolipideos contendo os

acidos graxos linoléico e oléico, como observado neste estudo e a LCAT em bovinos esta



62

altamente correlacionado ao LCAT humano, agindo majoritariamente sobre 0os mesmos sitios
de acdo.

O LIPE (HSL), GDE no grupo de alta concentracdo do acido linoléico, codifica uma
proteina que possui duas formas: longa e curta, sendo a curta expressa em tecido adiposo,
onde hidroliza o trigliceridio ali estocado em acidos graxos livres, participando ativamente da
via metabolica da sinalizacdo de insulina, interferindo sobre a homeostase de glicose e
lipideos. No metabolismo de acidos graxos, 0 HSL é responsavel por praticamente 95% da
hidrélise do triglicerideo, podendo determinar ou estimular a lipolise (GONZALEZ;
SANCHEZ, 2006; HSIAO et al., 2013), e é considerada a enzima limitante da lipolise em
tecido adiposo de animais (BELFRAGE et al., 1984). Em humanos o LIPE est4
correlacionado as concentragdes séricas de colesterol e triglicerideos, além de ser relacionado
a Diabetes do tipo 2, e sua mutacdo LIPE C-60G, correlacionada a distribuicdo e acimulo de
tecido adiposo pelo corpo (GARENC et al., 2009). Sun et al. (2014), trabalhando com
expressdo diferencial de microRNAs entre o tecido adiposo fetal e adulto de bovinos,
observaram uma maior expressao de LIPE em tecido adiposo adulto, correlacionando-o com a
oxidacdo de &cidos graxos, envolvido na adipogénese. Também, Fernandez et al. (2011), que
trabalharam com camundongos com alteracbes no funcionamento do LIPE, relataram uma
maior atividade em animais com menores niveis de triacilglicerol, corroborando com os
estudos anteriormente mencionados. Dessa forma, a maior expressdo no grupo de alta
concentracdo do acido linoléico provavelmente deveu-se a forma curta da proteina codificada
presente, envolvida, portanto, na oxidacao deste acido graxo.

De forma semelhante, o LPL é mais observado em tecidos adiposo e muscular que
tenham nos &cidos graxos uma importante fonte de estoque ou de energia. Ainda, 0
metabolismo de vitaminas lipossolGveis também pode ser influenciado pelo LPL
(GOLDBERG et al., 2009). Xiao et al. (2012), em um estudo com suinos, observaram que a
maior atividade de LPL pode melhorar a qualidade da carne, por meio da diminui¢do do
estresse oxidativo e da regulacdo do metabolismo de triglicerideos, corroborando com o0s
resultados de Lu et al. (2007), que apontaram que o LPL é a enzima-chave que regula o
acumulo de triglicerideos em frangos, por meio do aumento da atividade de LPL com o
aumento do numero de adipécitos. No presente estudo, o LPL foi observado no grupo de alta
concentragdo do acido palmitico. Além disso, esta enzima participa da via metabolica de
sinalizacdo do PPAR junto aos FABP, influenciando no metabolismo lipidico e da via
metabdlica do metabolismo de glicerol, e, consequentemente, sobre a formacdo de &cidos

graxos. Madeira et al. (2014) também observaram uma correlagdo positiva entre o acido
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palmitico e o LPL em suinos, possivelmente pelo aumento da atividade de LPL nas dietas
utilizadas. Entretanto, os autores relataram uma correlacdo moderada com o &cido estearico,
fato este ndo observado no presente estudo.

Os genes PLIN1 e PLIN5 atuam junto aos adipdcitos, agindo sobre o controle da
lipdlise, evitando-a ou estimulando-a, de acordo com a necessidade energética do animal
(WILFLING et al., 2014), permitindo a regulacdo da lipogénese, por meio da via metabdlica
de sinalizacdo do PPAR (BINDESB@LL et al., 2013), juntamente com o FABP4, além de
codificarem uma das principais proteinas estruturais do revestimento dos lipideos no
adipdcito, desempenhando um importante papel no armazenamento do triglicerol
(SUBRAMANIAN et al., 2004). Estes genes foram observados no grupo de alta concentracéo
dos acidos linolénico e palmitico, respectivamente, corroborando com resultados observados
por Shirouchi et al. (2014), que relataram um aumento nos niveis de RNAm de PLIN1 na
gordura intramuscular de animais da raga preta japonesa, quando comparados a gordura de
bovinos da raga holandés. O fato de estes genes terem sido mais observados no grupo de alta
concentracdo deve-se provavelmente ao fato do PLIN aumentar a deposicdo de lipideos em
musculatura, aumentando o porcionamento de acidos graxos por meio do estoque de
triacilglicerol (BOSMA et al., 2012). Porém, de acordo com Bindesbgll et al. (2013), uma
maior expressdo de PLIN5 pode ser associada a uma dieta rica em energia, como a de bovinos
confinados, fato que também foi observado por Sztalryd & Kimmel (2014). No entanto, 0s
autores alimentaram ratos com dieta com baixa energia, € ndo observaram diferencas na
concentracdo de PLINS.

Com relacdo ao SCD5, pode-se destacar sua importante funcdo na ativacdo de
proteinas de membrana que catalisam a formacdo de acidos graxos monoinsaturados, a partir
de &cidos graxos saturados, inserindo uma dupla ligacdo na posicao delta-9 (NTAMBI, 1999;
WANG et al., 2005; JIANG et al., 2008; SHIROUCHI et al., 2014), convertendo acidos
graxos saturados em monoinsaturados, para a producdo de CLA (BRANDA SICA et al.,
2014). Pode-se ainda supor que o acumulo de &cido oléico pode ser relacionado a alta
atividade de SCD (WANG et al., 2005; SHIROUCHI et al., 2014), visto que o SCD pode
converter acido estedrico em acido oléico (LEE et al., 2008). No presente estudo ele foi um
GDE para os acidos palmitico e estearico, no grupo de alta concentracdo de ambos, resultado
similar ao de Moisa et al. (2014), que observaram uma maior expressdo da familia SCD em
animais recebendo uma dieta de terminacdo baseada em gréos de milho.

Ao avaliar o efeito de diferentes racas de bovinos na expressdo do gene SCD,

Taniguchi et al. (2004) relataram que diferencas na expressdo génica de SCD podem
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influenciar a composi¢do do perfil de acidos graxos na carne, mas o inverso ndo é valido,
assim como sua presenca ndo esta correlacionada ao grau de marmoriza¢do dos masculos
(LEE et al., 2008). Ainda, Branda Sica et al. (2014) observaram uma associa¢do entre um
alelo de SCD5 (Alelo C) e a maior porcentagem de acidos graxos poli-insaturados na carne.

O gene SLC27A6, também conhecido como FATP6, possui a fungdo de translocar
acidos graxos de cadeia longa através da membrana plasméatica (STAHL, 2004) e possui
funcdo na via de sinalizacdo do PPAR em varios tecidos, influenciando a atividade do FABP,
ACSL e AGPAT (BIONAZ; LOOR, 2008b). A familia de membros de SLC27A possui 6
diferentes genes, todos ligados de alguma forma ao metabolismo de acidos graxos e sintese de
triglicerideos, através do transporte transmembrana. Porém, a funcdo do SLC27A6 ainda nédo
estd elucidada. Em humanos e camundongos este gene é predominantemente expresso no
coracdo, e possui uma alta afinidade pelos &cidos graxos palmitico e oléico (LEWIN;
COLEMAN, 2003; GIMENO, 2007), como foi observado neste estudo, no qual o gene foi
diferencialmente expresso no grupo de baixa concentracdo do &cido oléico. Em bovinos, o
SLC27A6 foi observado em tecido epitelial mamario e sua expressdo foi correlacionada com o
estagio da lactacdo (BIONAZ; LOOR, 2008a; NAFIKQOV et al., 2013).

Alguns genes foram observados em estudos anteriores no musculo de bovinos ou
ruminantes. Entretanto, sdo necessarios mais estudos nesta area a fim de esclarecer quais
genes podem agir sobre as vias metabdlicas e influenciar a composicdo dos acidos graxos na

carne de bovinos.
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8 IMPLICACOES

Estudos com RNAseq e expressao diferencial de genes envolvendo o perfil de acidos
graxos na carne ainda sdo escassos, e em animais zebuinos ndo héa relatos. Provavelmente este
fato ocorra devido ao pouco tempo de desenvolvimento da técnica, ou ao seu custo, que ainda
é alto, comparado a técnicas mais simples, como o microarranjo.

A grande vantagem deste tipo de estudo é a identificacdo de novos genes que possam
estar relacionado as caracteristicas de interesse, sem a necessidade de conhecimento prévio
dos genes que possam afeta-la, permitindo assim um estudo mais amplo.

O aumento do conhecimento sobre a sequéncia genémica dos animais possibilita
identificar regides do genoma que regulam a expressdo de algumas vias metabdlicas
responsaveis por caracteristicas fenotipicas de interesse econdmico, permitindo selecionar os
animais de producdo a partir do seu perfil genético, em um processo de selecdo assistida por
marcadores, e ndo somente de tragos fenotipicos, podendo melhorar a qualidade da carne e
trazer beneficios para o consumidor final e para 0 meio ambiente.

Os genes diferencialmente expressos observados neste estudo podem servir como
genes cadidatos em estudos futuros, buscando estudar e elucidar o metabolismo de lipideos,
principalmente em animais zebuinos, visto que a maioria dos trabalhos foi com animais

taurinos.
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9 CONCLUSAO

Os genes diferencialmente expressos identificados no musculo Longissimus foram
ACAT1, ACOT11, ACSM3, ACSS1, AGPAT6, BDH1, CIQTNF3, CYP4B1, DGAT2, FABP3,
FABP4, FABP7, GK, IGF2, LCAT, LIPE (HSL), LPL, PLIN1, PLIN5, SCD5 e SLC27A6, que
possuem acdes nas vias metabdlica dos acidos graxos ou nas vias adjacentes, podendo
influenciar sobre o perfil lipidico carne.

Os genes ACOT11, AGPAT6, CIQTNF3, DGAT2, FABP3, GK, LPL, PLIN5 e SCD5
estdo relacionados ao &cido palmitico; os genes ACSS1, BDH1, FABP7 IGF2 e SCD5 ao
acido estearico; os genes ACAT1, ACOT11, LCAT e SLC27A6 ao acido oléico; os genes
ACSM3, ACSS1, CIQTNF3, CYP4B1 e LIPE (HSL) ao acido linoléico; os genes GHRH e
GEM ao CLA,; e os genes FABP4, FABP7 e PLIN1 ao acido linolénico.

Ainda, o uso de técnicas de sequenciamento genético para descoberta de novos genes
podera tornar a selecdo genética dos animais mais eficiente, promovendo uma melhoria das
caracteristicas desejadas em animais de producdo. Porém ainda sdo necessarios mais estudos a
fim de esclarecer como determinados genes podem influenciar as caracteristicas desejadas,

como por exemplo, o perfil de &cidos graxos da gordura intramuscular.
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