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RESUMO

FONSECA, L. D. Caracterizacdo protedbmica do figado de bovinos Nelore
divergentes para eficiéncia alimentar. 2018. 109 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
2018.

A alimentacdo é um dos custos mais relevantes da producéo de bovinos de corte e
melhorar a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes € essencial para a viabilidade da
producéo, dado o atual cenario de crescente demanda por proteina animal e mercado
altamente competitivo. Nesse contexto, a protedmica surge como uma importante
ferramenta na busca por alternativas que aumentem a eficiéncia alimentar (EA) de
bovinos de corte. Assim, o objetivo deste trabalho é caracterizar o proteoma hepatico
de bovinos Nelore classificados quanto & EA. Noventa e oito animais foram avaliados
em projeto anterior e seis individuos de baixa (BEA) e alta eficiéncia (AEA) tiveram
amostras de figado coletadas no abate, congeladas em Nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80 °C. ApGs a extracdo e precipitacdo das proteinas, as
amostras foram processadas por duas abordagens distintas: digeridas com tripsina
em solucdo e analisadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado ao
espectrometro de massas (LC-MS/MS); e previamente separadas em gel para
posterior digestdo e analise (GeLC-MS/MS). Os dados adquiridos por LC-MS/MS
foram analisados com o programa MaxQuant contra os bancos de Bos taurus e Bos
indicus do Uniprot para identificacdo das proteinas, e os resultados analisados com o
programa Perseus. Os dados obtidos por GeLC-MS/MS foram analisados com os
programas Mascot Distiller e X! Tandem e validados no Scaffold Q+ contra o banco
Bos taurus do Uniprot e os resultados analisados com os programas Scaffold Q+ e
Perseus. Para abordagem LC-MS/MS, 376 proteinas foram quantificadas e
submetidas a andlise de abundancia diferencial e construcdo de redes de co-
expressdo pelo WGCNA, identificando 42 proteinas diferencialmente abundantes
(PDAs, p < 0,05) e trés modulos significativamente associados a EA. Pela abordagem
GeLC-MS/MS foram quantificadas 102 proteinas, das quais cinco foram PDAs (p-valor
< 0,05). Trés PDAs foram comuns as duas abordagens protedbmicas. As proteinas
associadas negativamente a EA foram principalmente relacionadas a sintese lipidica,
degradacdo de acidos graxos, enzimas do sistema do citocromo P450 e processos
oxidativos. Por outro lado, as proteinas positivamente relacionadas a EA, foram
principalmente envolvidas em processamento e enovelamento de proteinas, além de
proteinas atuantes na manutencdo da integridade e restauracdo do citoesqueleto
celular. Em ambos os grupos também foram identificadas proteinas que atuam no
sistema imunolégico e resposta inflamatéria. Estes resultados comprovam
experimentos anteriores do grupo e demonstram a existéncia de diferenca entre os
proteomas do figado de animais eficientes e ineficientes.

Palavras-chave: consumo alimentar residual, consumo e ganho residual, bovinos de

corte, proteoma, proteinas hepaticas.



ABSTRACT

FONSECA, L. D. Proteomic characterization of the liver of Nellore cattle divergent
for feed efficiency. 2018. 109 f. Thesis (PhD) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2018.

Feeding is one of the most relevant cost of beef cattle production and improving
nutrient utilization efficiency is essential for the viability of production, given the current
scenario of increasing demand for animal protein and highly competitive market. In this
context, proteomics appears as an important tool in the search for alternatives that
increase the feed efficiency (FE) of beef cattle. Thus, the aim of this work is to
characterize the hepatic proteome of beef cattle selected for divergent FE. Ninety-eight
animals were evaluated in a previous project, and six individuals with low feed
efficiency (LFE) and six with high feed efficiency (HFE) had liver samples collected at
slaughter, frozen in liquid Nitrogen and stored in a freezer at -80 °C. After protein
extraction and precipitation, the samples were processed by two different approaches:
digested with trypsin in solution and analyzed in a high efficiency liquid chromatograph
coupled to the mass spectrometer (LC-MS/MS); and previously separated in gel for
further digestion and analysis (GeLC-MS/MS). Data acquired by LC-MS/MS were
analyzed with MaxQuant software against the Bos taurus and Bos indicus Uniprot
databases for proteins identification and the results analyzed with Perseus software.
The data obtained by GeLC-MS/MS were analyzed with the softwares Mascot Distiller
and X! Tandem and validated in the Scaffold Q+, against Bos taurus Uniprot database
and results analyzed with the softwares Scaffold Q+ and Perseus. For the LC-MS/MS
approach, 376 proteins were quantified and submitted to differential abundance
analysis and co-expression networks by WGCNA, identifying 42 differentially abundant
proteins (DAPs, p < 0.05) and three modules significantly associated with FE. For the
GeLC-MS/MS approach, 102 proteins were quantified, of which five were DAPs (p-
value < 0.05). Three DAPs were common to both proteomics approaches. Proteins
negatively associated with FE were mainly related to lipid synthesis, degradation of
fatty acids, cytochrome P450 system enzymes and oxidative processes. On the other
hand, proteins positively related to FE were mainly involved in protein processing and
folding, maintenance of the integrity and restoration of the cellular cytoskeleton. In both
groups were also identified proteins that play a role on the immune system and
inflammatory response. These results prove previous experiments of the group and
demonstrate the existence of difference between liver proteomes of efficient and
inefficient animals.

Keywords: residual feed intake, residual intake and body weight gain, beef cattle,

proteome, hepatic proteins.
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1. INTRODUCAO

Em todo o mundo, a bovinocultura de corte tem passado por modificagbes cujo
foco tem sido em torno do crescimento da populagdo mundial com consequente
aumento na demanda por alimentos de origem animal. Ao mesmo tempo, percebe-se
também uma crescente conscientizacdo da necessidade de se promover a
sustentabilidade socioeconémica e ambiental de todas as atividades produtivas,
sendo a pecuaria bovina de corte frequentemente apontada como importante
geradora de impactos ambientais. Assim, a pecuaria de corte se vé frente ao desafio
de intensificar a producdo sem se esquecer de que se trata de uma atividade que
requer maior demanda de energia, 4gua e terra para produzir, comparada a outras
criacbes. Desta forma, pesquisas focadas no potencial genético do rebanho e sua
adequacao ao ambiente e manejo sdo de grande relevancia para obtencdo de maior
eficiéncia e sustentabilidade.

Por causa dos avancos ja conquistados pela troca de conhecimento entre o
meio académico e os produtores, que tem aperfeicoado as técnicas de producao
utilizadas comumente, bem como auxiliado na busca por novas estratégias, tanto
alternativas como complementares, o Brasil apresenta potencial para assumir a
posicado de maior produtor, bem como manter o titulo de maior exportador de carne
bovina. Esse intercambio de informacdes tem gerado solucbes que aceleram o
processo produtivo, permitindo a obtencédo de uma carne de qualidade, que atenda as
exigéncias do consumidor consciente e a crescente demanda por alimentos de grande
valor nutritvo e com responsabilidade ambiental e social, garantindo o
desenvolvimento da cadeia produtiva da carne bovina.

Entretanto, ainda ha muito a ser feito para aumentar a produtividade dos
rebanhos nacionais. Na producdo de bovinos de corte, a alimentacdo é um dos
componentes que mais oneram o custo total. Além disso, a intensa demanda por
terras para producéo de pastagens e de grdos compete com areas que poderiam ser
destinadas a producédo de alimentos para consumo humano, o que também se torna
alvo de criticas a pecuéria. Assim, a melhoria na eficiéncia de utilizacédo do alimento &
imprescindivel ndo apenas para manter a viabilidade da produgéo, mas para torna-la
ainda mais competitiva e ambientalmente responsavel. Neste contexto, associada as

informagbes do melhoramento classico, a protebmica surge como importante
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ferramenta para auxiliar no entendimento dos mecanismos biolégicos que atuam para
determinacdo da eficiéncia alimentar. A identificacdo de proteinas que estejam
associadas as vias e processos envolvidos neste fendtipo direcionara a busca por
biomarcadores, o0 que representaria grande avanco na pecuaria, elaborando
estratégias nutricionais adequadas e, consequentemente, minimizando os custos com

alimentacao nos confinamentos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Producéao de bovinos de corte

No Brasil, apesar da crise econbmica da década de 1980, o destaque da
agropecuaria que se iniciou a partir de meados da década de 1970 prosseguiu, sendo
um dos setores de maior crescimento na economia brasileira. A partir desse periodo
e, principalmente, na década de 1990, a inovacgao tecnoldgica e a reestruturacdo das
relacbes de comeércio exterior, dentre outros fatores, modificaram as formas de
concorréncia o que, em conjunto, promoveu ainda mais desenvolvimento (CARRER
et al., 2007). Atualmente, o Brasil € um dos principais paises envolvidos na producéo
e comeércio de carne bovina mundial. De acordo com o relatério bianual Livestock and
Poultry: world markets and trade publicado em abril deste ano pelo United States
Department of Agriculture (USDA, 2018), além de manter o maior rebanho bovino
comercial do mundo, o pais € o segundo maior produtor de carne bovina, atingindo
9,9 milhdes de toneladas, e o maior exportador mundial. Em 2017 os paises Hong
Kong, China e Russia foram o0s principais destinos da producdo nacional,
respondendo por mais de 53% do total comercializado no exterior, de acordo com
dados fornecidos pelos arquivos da balanca comercial da Secretaria de Comércio
Exterior (Secex) do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos (MDIC,
2018). Contudo, a maior parte da producéo ainda € direcionada para consumo interno,
aproximadamente 80%. Assim, com uma producdo mais competitiva, apresenta
potencial para se manter nesta posicao.

Mais recentemente, mesmo apos a crise motivada pelo escandalo envolvendo
a industria da carne brasileira, no inicio de 2017, onde varios importadores impuseram
restricbes temporarias ao produto nacional, o ano de 2017 apresentou 3,8% de
aumento no numero de animais abatidos em relacdo ao ano de 2016, conforme a
Pesquisa trimestral do abate de animais realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), enquanto que as exportacdes da carne bovina
(congelada, resfriada ou fresca) superaram em 16,69% o0 ano anterior e a exportacao
de animais vivos tiveram mais de 32% de aumento (Secex/MDIC, 2018). Dados
preliminares para o ano de 2018 também informam um aumento de 4,4% no nimero

de bovinos abatidos no primeiro trimestre em comparacdo com o mesmo periodo de
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2017 (IBGE, 2018) e, no primeiro semestre de 2018, as exportacdes de carne bovina
superaram em 3,05% o primeiro semestre de 2017 e corresponderam a 1,97% do total
de produtos exportado pelo pais, gerando um montante de quase 2,24 bilhdes de
dolares (Secex/MDIC, 2018).

De acordo com dados publicados no relatério anual da Associacdo Brasileira
das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC, 2018), em 2017 foram abatidos 39,2
milhdes de bovinos no pais, dos quais apenas 10,44% corresponderam a animais
confinados. Confirmando que a producdo de carne no pais ainda ocorre
essencialmente em sistema extensivo que, apesar de avancos nas ultimas décadas,
ainda séo caracterizados por baixa especializacdo e baixo investimento, levando a
baixos indices produtivos. Além disso, aproximadamente 80% das pastagens
cultivadas no Brasil Central, responsaveis por mais de 55% da produc¢&o nacional de
carne, estdo em algum estagio de degradacao (BALBINO et al., 2012).

O aumento da eficiéncia produtiva por sua vez, promove reducdo do impacto
ambiental da pecuéria de corte em decorréncia do efeito de diluicAo da mantenca
(CAPPER, 2011). Neste sentido, 0 aumento da eficiéncia alimentar torna-se de grande
relevancia para manter a viabilidade da criacao, auxiliando na diminui¢cdo de custos,
pela reducdo na quantidade de alimento consumido para cada quilo de carne
produzido. Além disso, apresenta importdncia direta quando se trata da
sustentabilidade dos recursos naturais na producdo, ja que com animais mais
eficientes na utilizacdo de nutrientes da dieta € previsto reducdo nas areas de
pastagens e producédo de poluentes ambientais como esterco e gases de efeito estufa,
principalmente o metano (BASARAB et al., 2003), considerando a emissao por quilo

de carne produzida.

2.2. Eficiéncia alimentar

Os custos com alimentacdo podem ultrapassar 60% do total da producdo em
funcao do sistema de criacdo adotado (ANDERSON et al., 2005). Na produc¢éao animal
o conceito de eficiéncia € utilizado para definir variacdes em ganho de peso em fungéo
da ingestdo de alimentos. Contudo, a eficiéncia de aproveitamento dos nutrientes
fornecidos pelos alimentos varia devido a diversos fatores dentre os quais quantidade

e tipo de alimento ingerido, sexo, raca, bem como condi¢des ambientais (HERD;
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ODDY; RICHARDSON, 2004). O aproveitamento do alimento ingerido pelo animal
envolve processos bioldgicos complexos e interagdes com o ambiente, sendo o
consumo altamente correlacionado com tamanho corporal e nivel de producéo
(ARTHUR; HERD, 2008). Porém, apesar dessa complexidade, diversos parametros
tém sido utilizados. Nas Ultimas décadas, alguns indicadores para mensurar a
eficiéncia alimentar em bovinos de corte foram desenvolvidos e utilizados em
programas de melhoramento para auxiliar na selecdo dos animais mais vantajosos
para a criagao.

As medidas mais utilizadas para bovinos de corte até alguns anos foram a taxa
de conversao alimentar (CA), que é a razao entre a ingestdo de matéria seca (IMS)
diaria observada e o ganho de peso médio diario (GMD) (I:G), e o seu inverso, a
eficiéncia alimentar bruta (EA), que é a razdo entre GMD e IMS (G:l) (ARCHER et al.,
1999). Tanto a CA como a EA bruta possuem herdabilidade de baixa a moderada
(ARTHUR; RENAND; KRAUSS, 2001; BERRY; CROWLEY, 2012; CEACERO et al.,
2016; CROWLEY et al., 2010; GRION et al., 2014; OLIVIERI et al., 2016; SANTANA
et al., 2014a; SCHENKEL; MILLER; WILTON, 2004). Entretanto, estes indicadores
apresentam correlacdes significativas com peso vivo corporal (PV) e GMD, sendo que
a selecdo para estas medidas pode culminar em maior tamanho de fémeas adultas,
que terdo incremento no requerimento nutricional de mantengca (CROWLEY et al.,
2011; HERD; BISHOP, 2000; SANTANA et al., 2012). Outras medidas existentes sao
a taxa de crescimento relativo, que é a razédo da diferenca do logaritmo do peso final
e do logaritmo do peso inicial pelo tempo em confinamento; a eficiéncia parcial de
crescimento, definida como a razdo do GMD pela diferenca do CMS observado e do
CMS estimado para mantenca; taxa de Kleiber, que é o ganho de peso por unidade
de peso vivo metabdlico (PV® %) (ARTHUR, HERD et al., 2008).

Outro indicador que tem se destacado e tem sido amplamente difundido para
identificar animais mais eficientes no aproveitamento de nutrientes € 0 consumo
alimentar residual (CAR). O CAR foi inicialmente utilizado por Koch et al. (1963), que
sugeriram uma corre¢do do consumo alimentar para o peso do animal e para o ganho
em peso. Este indicador é definido como a diferenca do consumo observado e do
consumo estimado baseado na regressdo do consumo em PV®7®> médio e do GMD
durante o periodo de avaliacdo, sendo valor negativo o desejavel para este indicador.
Ou seja, animais mais eficientes apresentam CAR negativo (ARTHUR et al., 2001,
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ARTHUR; HERD, 2008) e, de acordo com Berry e Crowley et al. (2013), com base em
uma analise combinada de varias herdabilidades obtidas de dados da literatura, o
CAR é moderadamente herdavel.

Sua principal vantagem consiste na possibilidade de comparacao da IMS entre
animais, independente das diferencas de tamanho ou da taxa de crescimento, ja que
nao possui correlacdo com PV e GMD (ARTHUR et al., 20010; ARTHUR; HERD,
2008; GRION et al., 2014, SANTANA et al., 2012). Assim, conforme destacado por
Arthur e Herd (2008) em revisdo sobre este indicador, esta independéncia das
caracteristicas de producdo utilizadas em seu célculo sugere que o CAR possa
representar a variacdo inerente aos processos metabdlicos que determinam a
eficiéncia. Para que o CAR fosse aplicavel nas analises genéticas foi necessario
desenvolver protocolos padronizados, permitindo a comparacdo entre animais de
grupos de contemporaneos distintos, onde os fatores que afetam o consumo e sua
utilizacdo sdo controlados ao maximo possivel, como idade ao inicio das medicdes,
sexo, composicéo da dieta e procedimentos adotados (ARTHUR; HERD, 2008).

Crowley et al. (2010) avaliaram outra caracteristica proposta por Koch et al.
(1963), o ganho de peso residual (GPR), que é definido como a quantidade de peso
gue um animal ganha acima ou abaixo da estimativa de ganho de peso baseada na
ingestdo de matéria seca e no seu peso vivo médio, sendo baseado na regressao do
GMD no PV%75 e IMS durante o periodo de teste, sendo que, ao contrario do CAR,
valores positivos de GPR sao desejaveis. Desta forma, aumento no GPR esta
associado a taxas de crescimento mais rapidas, porém sem diferencas no consumo
alimentar (BERRY, CROWLEY, et al., 2012). Assim como o CAR, o GPR também é
fenotipicamente independente de seus regressores (BERRY; CROWLEY, 2013). As
herdabilidades para GPR variam de 0,13 + 0,07 a 0,406 + 0,147 (CROWLEY et al.,
2010; GRION et al., 2014; SANTANA et al., 2014a).

Por sua vez, Berry e Crowley (2012) apresentaram outro indicador de eficiéncia
alimentar, o consumo e ganho residual (CGR), para ser utilizado em bovinos em
crescimento. Esta caracteristica € expressa como a soma do CAR com o GPR, onde
cada um tem a mesma ponderacédo apoés transformacdo do CAR positivo em favoravel
pela multiplicacdo por menos um. O principal objetivo desse indicador € permitir
identificar os animais de crescimento rapido e que consumam menos alimento que o

esperado, proporcionalmente, sem diferengas no peso vivo do animal. Assim, animais



17

eficientes quanto ao CGR consomem menos matéria seca e possuem maior ganho
de peso. O CGR é uma caracteristica moderadamente herdavel, sendo que a principal
motivagao para seu desenvolvimento foi minimizar a chance de animais de
crescimento lento serem identificados como eficientes (BERRY; CROWLEY, 2012).

Em animais taurinos, Berry e Crowley (2012) descreveram fortes correlacdes
genéticas e fenotipicas entre 0 CGR e suas caracteristicas formadoras CAR e GPR,
com valores superiores a |0,80|, além de correlagbes moderadas entre o CGR e
consumo de concentrado e GMD. Ja em bovinos Nelore, Santana et al. (2014a),
entretanto, além de fortes correlagcbes do CGR com CAR e GPR, também obtiveram
fortes correlacbes genéticas e fenotipicas do CGR com IMS (-0,61 e -0,87,
respectivamente) e fracas para GMD (0,20 e 0,12 para genética e fenotipica,
respectivamente). Grion et al. (2014), por sua vez, obtiveram correlacfes fenotipicas
moderadas entre CGR e IMS (-0,29) e GMD (0,37) e correlagbes genéticas fracas (-
0,14 para IMS e 0,18 para GMD) também em animais Nelore.

Embora poucos estudos tenham sido realizados com o CGR, as elevadas
correlacdes observadas entre este e 0 CAR permitem pressupor que os fatores que
influenciam este indicador também possam estar associados a variacées no CGR,
além de também ser influenciado pelos mecanismos envolvidos na determinacdo do
ganho de peso. Em revisGes sobre os fatores biolégicos que influenciam as variacées
no CAR em bovinos de corte Herd, Oddy e Richardson (2004) e Richardson e Herd
(2004) listaram padrées de alimentacéo contribuindo com 2% da variacao, diferencas
na digestao de alimento com 10%, composicdo corporal com 5%, incremento calérico
por alimentacdo com 9%, atividade locomotiva geral com 10%, sendo o turnover de
proteinas, metabolismo tecidual e estresse responsaveis por cerca de 37% e fatores
até entdo ndo mensurados 27%.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém analisado os mecanismos genéticos
e moleculares que podem estar associados as diferencas na eficiéncia de utilizagédo
do alimento pelos animais, principalmente considerando animais classificados quanto
ao CAR. Varios estudos para identificacao de regides gendmicas, genes candidatos e
SNPs potencialmente associados a eficiéncia alimentar em bovinos tem sido
realizados tanto em taurinos ( ABO-ISMAIL et al., 2014, 2018; HARDIE et al., 2017,
KARISA et al., 2013; KARISA; MOORE; PLASTOW, 2014; SERAO et al., 2013;
SNELLING et al., 2011; WIDMANN et al., 2015) como em animais zebuinos da raca



18

Nelore (ALEXANDRE et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; OLIVIERI et al., 2016;
SANTANA et al., 2014b, 2015, 2016), sendo que o metabolismo de lipidios, proteinas
e energético, resposta imune, vias de sinalizagdo e transporte de ions séo
freqientemente associados com EA nesses estudos. A andlise da expressao génica
pela transcriptdmica também tem sido amplamente difundida, com diversos érgaos
alvo, relacionando diferencas na expressdo e redes de interacdo génica a este
fendtipo (ALEXANDRE et al., 2015; BENEDETI et al., 2018; KHANSEFID et al., 2017;
PARADIS et al., 2015; SALLEH et al., 2017; TIZIOTO et al., 2015, 2016; WEBER et
al., 2016; ZAREK et al., 2017). Estes estudos confirmaram a relacdo entre este
fendtipo e processos relacionados ao metabolismo protéico e lipidico, com énfase no
metabolismo do colesterol e na resposta do sistema imunoldgico, confirmando a
complementariedade entre dados gendmicos e transcriptomicos.

Por outro lado, outras abordagens 6micas tém sido aplicadas a passos lentos
no estudo da eficiéncia alimentar em bovinos. Poucos trabalhos foram realizados com
as ferramentas da metabolomica, por exemplo, tendo sido realizados em fracdes
sanguineas como plasma (KARISA; MOORE; PLASTOW, 2014; MEALE et al., 2017,
WIDMANN et al., 2015) e soro (CLEMMONS et al., 2017; NOVAIS, 2017), além do
fluido ruminal (ARTEGOITIA et al., 2017). Os estudos com a abordagem proteémica
na eficiéncia alimentar em bovinos, por sua vez, sdo ainda mais escassos, sendo
identificados apenas dois trabalhos na literatura, um analisando o proteoma de liquido
seminal (MONTANHOLI et al., 2016) e o outro do musculo longissimus dorsi (JUNG
etal., 2017), sendo que poucos trabalhos também foram realizados em aves (BOTTJE
et al., 2017a; 2017b; KONG et al., 2016) e suinos (FU et al., 2017; GRUBBS et al.,
2013, 2014; VINCENT et al., 2015). O conhecimento do perfil de abundancia dos
genes em diferentes condi¢cdes auxilia no conhecimento da funcdo do gene e das rotas
de regulacédo (BUNNIK; LE ROCH, 2013). No entanto, nem sempre existe uma relacao
entre a expressdo génica e a abundancia de proteinas, que sdo as estruturas
funcionais da célula, em decorréncia de mecanismos distintos de controle nesses
niveis (BUNNIK; LE ROCH, 2013; BERRY et al., 2011).

Apés a transcricdo, os RNAs mensageiros (mRNAs) sdo submetidos a
mecanismos regulatorios relacionados a localizagdo subcelular, propriedades fisicas
e estabilidade, turnover do mRNA, atuagdo de micro RNAs e sitios alternativos de

traducao (ZAHA, 2014). Alem disso, a atuacao de proteinas reguladoras nas etapas
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de traducéo também influencia a correlacéo entre os niveis de expressdo de mRNA e
abundancia da respectiva proteina. Ainda podem ser citados, conforme revisado por
Maier, Guell e Serrano (2009), fatores como viés de codon, que diz respeito a
utilizacdo de cdédons sindnimos com frequéncias distintas em Varios organismos,
densidade ribossomal, ocupacao do ribossomo, que por sua vez esta relacionada ao
enriquecimento de determinados tipos de mRNA nos ribossomos, bem como o tempo
de meia-vida das proteinas, considerado o principal fator pdés-traducional que
influencia a correlacdo mRNA-proteina. Além dos fatores bioldgicos, esses autores
destacam que a ocorréncia de erros e ruidos experimentais durante as analises para
obtencdo de informacdo nos niveis de transcritos e proteinas também estéo
associados as baixas correlacdes observadas para estas moléculas em diversos
estudos. Desta forma, torna-se interessante determinar se as vias € pProcessos
biologicos associados a EA ao nivel dos genes também seriam relevantes ao nivel da

proteina.

2.3. Andlises protebmicas

Os projetos genoma englobam o sequenciamento dos conjuntos de genes de
um organismo inteiro ou de parte dele. Entretanto, ndo revelam dados sobre a
expressdo dos genes, a quantidade expressa e o funcionamento dos seus produtos.
Para isto as abordagens do genoma funcional foram desenvolvidas, como a
transcriptdmica e a protedmica (SILVA; CORREA; REIS, 2007). O termo protedmica
foi definido como a caracterizacdo em larga escala do conjunto de proteinas
expressas em uma célula ou tecido (WILKINS et al., 1996), sendo este conjunto
denominado de proteoma (SILVA; CORREA; REIS, 2007). Diferente do genoma, o
proteoma € dindmico e variavel. Considera-se, atualmente, que 0s genomas humano
e bovino contém de 20 mil a 25 mil genes codificadores de proteinas, sendo o
proteoma potencialmente mais complexo (BERRY et al.,, 2011). Os genes sao
compostos de sequéncia linear de nucleotideos relativamente invariavel, ja as
proteinas resultantes destes sdo muito mais variadas na estrutura, funcdo e faixa
dindmica. Esse aumento na complexidade ocorre em funcéo do splicing alternativo do
gene, das modificacdes pos-traducionais e de interacfes proteina-proteina (BERRY

et al., 2011). Assim, o estudo do proteoma, nos Ultimos anos, passou a ser uma
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importante ferramenta na elucidacéo de algumas das varias informacdes fornecidas
pela caracterizacdo do genoma funcional (BENDIXEN, 2005; HAN; WANG, 2008).

A protedmica aborda, entdo, a estrutura, a fungéo e o controle dos sistemas
biolégicos por meio da analise das propriedades das proteinas. Tenta traduzir a
informacédo gendmica, que é diversa e ambigua, em concreta e quantificavel dentro
dos sistemas bioldgicos de proteinas responsaveis por fungdes fisioldgicas (ZAPATA,
WICK, 2012). Esses estudos surgem para complementar os dados de andlise e
sequenciamento de genomas, com grande contribuicdo no entendimento das redes
de funcionamento e regulacao celular, sendo um elo entre o gendtipo e o fendtipo de
um organismo (SILVA et al., 2007). Segundo Rocha et al. (2005) o estudo da
protebmica pode levar a trés vertentes que sao a descoberta de vias metabdlicas nas
diversas etapas celulares; viabilizar a identificacdo de novas moléculas bioativas em
extratos biolégicos naturais; e identificacdo e caracterizacdo de marcadores
biologicos. A utilizacdo dessa ferramenta possibilita tanto a obtencdo de mapas
proteébmicos de todo o tecido ou de proteinas apdés o pré-fracionamento, como
comparacao das modificagdes do proteoma em duas ou mais condicdes (MOLETTE
et al., 2012). Assim, esta analise torna-se uma importante ferramenta para estudos
sobre a fisiologia e a genética de dos organismos vivos (ROSSIGNOL et al., 2006).

A busca por biomarcadores tem se tornado um dos principais focos nos estudos
proteémicos (BERGMAN; BERGQUIST, 2014). De acordo com Vasan (2006) o termo
biomarcador foi introduzido como um termo Medical Subject Heading (MeSH) em 1989
e em 2001 um grupo de trabalho do National Institutes of Health dos Estados Unidos
padronizou sua definicdo como sendo “‘uma caracteristica que é objetivamente
mensurada e avaliada como um indicador de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencgao terapéutica”. E desejavel
gue um biomarcador seja especificamente e quantitativamente correlacionado com o
estado ou doenca de interesse e que possa ser mensurado por métodos sensiveis e
especificos que permitam resultados reprodutiveis. Contudo, existe uma gama de
métodos que podem ser utilizados para identificacdo de biomarcadores na abordagem
protedmica, sendo que o0s principais métodos sdo geralmente baseados na
espectrometria de massas associada a diferentes técnicas de separagdo (BERGMAN;
BERGQUIST, 2014). De acordo com Ghodasara et al. (2017), a principal vantagem
dessa abordagem para identificacdo de biomarcadores consiste nas elevadas
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especificidade e sensibilidade para mensurar proteinas chaves para regulacdo
fisiologica e do metabolismo energético, que por sua vez, refletem alteracdes na
homeostase. De forma geral, duas abordagens principais tém sido descritas nos
estudos proteémicos, a top-down e a bottom-up.

Nos ultimos anos, grandes esforcos tém sido despendidos no aprimoramento
das técnicas de analises por espectrometria de massas das proteinas intactas e
complexos proteicos. A estratégia conhecida como top-down tem como fundamento a
caracterizacdo de proteinas intactas e algumas de suas vantagens séo identificacéo
de modifica¢des pos-traducionais e determinacéo de isoformas e proteoformas, o que
leva a identificacdo precisa das proteinas (AHLF; THOMAS; KELLEHER, 2013;
ZHANG et al., 2013a). Entretanto, além das dificuldades técnicas de se analisar as
proteinas intactas, e a baixa cobertura por inje¢cdo quando se trata de amostras com
misturas complexas de proteinas, a necessidade de espectrobmetros de massas de
alta performance leva esta técnica a apresentar um elevado custo de implementacao,
sendo este ainda um fator limitante para muitos grupos de pesquisa (AHLF et al., 2013;
CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014).

Na abordagem bottom-up por sua vez, as proteinas sao digeridas,
guimicamente ou por protedlises enzimaticas, e 0s peptideos resultantes séo
analisados por MS (BERGMAN; BERGQUIST, 2014). Dentre suas limitagoes estao
cobertura incompleta da sequéncia de proteinas, perda das modificacbes pos-
traducionais (MPTs) e degradacdes decorrentes da digestdo (SALVATO;
CARVALHO, 2010). Contudo, apesar dessas deficiéncias, € a abordagem mais
amplamente utilizada para caracterizacdo e quantificacdo de proteinas em amostras

biolégicas (AMUNUGAMA et al., 2013), alcancando resultados altamente confiaveis.

2.4. Abordagem protedmica na producado animal

O maior objetivo da produgéo animal € a de fornecer alimentos para 0 consumo
humano. A carne, leite e ovos séo as principais fontes proteicas da dieta humana. As
ciéncias animais, portanto, buscam essencialmente compreender 0os mecanismos
biolégicos relacionados com a producéo de alimentos. As industrias agropecuarias
procuram minimizar os custos de producdo e otimizar a produtividade, a0 mesmo

tempo em que necessitam adotar praticas para garantir a sanidade e o bem-estar
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animal. Isso para serem mais competitivas e terem a capacidade de atender as
exigéncias de um mercado em expansao (BENDIXEN et al., 2011). Mesmo com todo
potencial dos estudos proteémicos na aplicacdo em producéo e saude animal, esta
abordagem ainda é pouco explorada nos animais de producdo, sendo limitada
principalmente em funcdo dos custos das andlises, caréncia de bons dados
genbmicos para espécies de interesse, bem como falta de conscientizacdo das
potencialidades dessa ferramenta por profissionais da area (ALMEIDA et al., 2015).
Os estudos protedmicos na producdo animal tém abordado principalmente o
monitoramento da saude e bem-estar animal por meio da identificacdo de
biomarcadores, compreensdao de vias metabdlicas, definicho do status sanitario,
mecanismos  patogénicos, interacdo  patdégeno-hospedeiro,  diagnésticos,
desenvolvimento de vacinas (ALMEIDA et al., 2015; BENDIXEN et al., 2010;
DANIELSEN et al., 2010).

Embora o volume de trabalhos na medicina veterinaria e saude animal que se
utilizam dessa ferramenta tenham aumentado nos ultimos anos, ainda configuram
uma pequena porcao de todos os resultados gerados com a abordagem protedmica
(BILIC et al., 2018). Quando se refere aos estudos direcionados para as
caracteristicas de producdo e melhoria da qualidade do produto, o numero de
pesquisas € ainda menor. Tholey et al. (2017) apresentou em sua revisdo a
importancia dos estudos de proteomas ndo-humanos, onde relata os avancgos obtidos
apos seis anos do lancamento da iniciativa em proteomas multiorganismos (initiative
on mutiorganism proteomes — iIMOP). Esta iniciativa partiu da necessidade de
ampliacao do estudo protedmico além do organismo humano, sendo imprescindivel o
estudo do ambiente e das espécies com as quais o ser humano interage para maior
compreensao da biologia e satde humana. Neste contexto, os autores destacaram a
relevancia do conhecimento sobre a biologia dos animais de producéo.

Além do cérebro e do plasma, o figado foi um dos 6rgaos selecionados para a
fase inicial do Projeto Proteoma Humano, onde varios mapas de proteomas foram
publicados com um maximo de 2495 proteinas identificadas (YING et al., 2006). Na
producéo animal, os primeiros mapas de proteomas de figado estudados foram os de
bovinos (Bos taurus). Estes proteomas foram publicados por Talamo et al. (2003) e
D’Ambrosio et al. (2005), por meio da técnica de 2-DE. Esses projetos objetivaram

definir mapas protedmicos em tecidos distintos como figado, rim, masculo e células
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vermelhas do sangue e fluidos como o plasma e compara-los para elaborar um banco
de dados do proteoma bovino. Talamo et al. (2003) distinguiram 484 spots nos geis
elaborados com proteinas hepaticas, dos quais 112 corresponderam a 58 proteinas,
gue foram identificadas por espectrometria de massas. Segundo os autores, dessas
proteinas, um grande numero de espécies poderia estar relacionado com funcdes
bioquimicas e fisiolégicas especializadas, sendo enzimas envolvidas na geracédo de
energia, no metabolismo de carboidratos, lipidios, aminoacidos e xenobidticos, além
de proteinas envolvidas na sintese de polipeptidios, flexibilidade e estrutura celular.
D’Ambrosio et al. (2005), por sua vez, identificaram 134 spots que corresponderam a
71 proteinas, que apresentaram as mesmas funcfes descritas por Talamo et al.
(2003).

A partir desses estudos, novos projetos de mapeamento de proteomas de
figado comecaram a ser desenvolvidos para diversas espécies de animais de
interesse econdmico. Pesquisas estas que focaram desde comparacdes dos
proteomas em condic¢des distintas a trabalhos visando a busca de biomarcadores e
rotas envolvidas nos processos fisioldgicos e bioquimicos relevantes na producéo
animal. Tsujita et al. (2008), por exemplo, fizeram uso das ferramentas proteémicas
para determinar o estado de diferenciacdo de progenitores das células da glandula
salivar (células-tronco) de suinos, comparando amostras da glandula salivar, fonte
dessas células, e do figado, destino das células diferenciadas, sendo o primeiro
trabalho a relatar catalogos de proteinas em larga escala para os 6rgaos de suinos.
Golovan et al. (2008), por outro lado, descreveram o proteoma do figado de suinos
avaliando em segundo momento a expressao com relacdo ao sexo e duas linhagens
distintas, o transgénico Enviropig e o convencional Yorkshire, além de compararem o
proteoma hepéatico suino com proteomas de figado humano e de rato, relatando que
80% das proteinas foram comuns aos trés proteomas.

O figado é um o6rgdo complexo que desempenha funcdo fundamental no
organismo, sendo responsavel por muitos processos metabdlicos essenciais. Esta
relacionado ao metabolismo de lipidios e carboidratos, a sintese de acidos graxos e
de proteinas do plasma, producédo da bile, além de processos de desintoxicacdo de
substancias agressivas ao organismo e medicamentos, sintese de ureia para eliminar
residuos nitrogenados, armazenamento de glicogénio e vitaminas (MOLETTE et al.,
2012Db; JIANG et al., 2013). As células hepaticas apresentam diversas enzimas que
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sdo encontradas no citosol, microssomas, mitocéndrias e outras organelas, essenciais
para a chave de interconversdes metabdlicas (JIANG et al., 2013). Como 6rgao central
para a rede de distribuicdo de energia, é responsavel pelo processamento de produtos
da digestdo e gerenciamento de fornecimento de nutrientes para suprir as
necessidades nutricionais do organismo (DOELMAN et al., 2012), desempenhando
funcdo essencial no metabolismo intermediario e nas respostas homeostaticas para
alteracdes nutricionais (VALLE et al., 2008).

Os projetos desenvolvidos com proteomas do figado permitem além de melhor
entendimento do funcionamento do proprio 6rgao, maior compreensao de aspectos
bioquimicos e fisiologicos do metabolismo animal como um todo (MOLETTE et al.
2012). Além disso, o conhecimento mais detalhado do organismo e a utilizacdo de
biomarcadores sédo ferramentas importantes que também podem auxiliar na
otimizacao do equilibrio sustentavel entre produtividade, qualidade do produto e bem-
estar animal (BENDIXEN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi a partir da analise do proteoma hepatico de
bovinos da raca Nelore, identificar biomarcadores, assinaturas e vias associadas a

Eficiéncia Alimentar.

3.2. Objetivos especificos

e |dentificar proteinas diferencialmente abundantes no figado de bovinos da raca
Nelore divergentes para eficiéncia alimentar utilizando-se a metodologia de
digestdo das proteinas em solucédo seguida de analise por cromatografia liquida
acoplada ao espectrobmetro de massas com analise em tandem (LC-MS/MS);

e I|dentificar proteinas diferencialmente abundantes no figado de bovinos da raca
Nelore divergentes para eficiéncia alimentar utilizando-se a metodologia de
digestdo das proteinas em gel seguida de andlise por cromatografia liquida
acoplada ao espectrdmetro de massas com anélise em tandem (GeLC-MS/MS);

e Caracterizar processos biolégicos e vias metabdlicas relacionadas as proteinas
diferencialmente expressas;

e Identificar médulos de proteinas co-expressas associados ao fendtipo de eficiéncia
alimentar a partir do proteoma do figado dos animais eficientes e menos eficientes;

e Caracterizar vias metabdlicas relacionadas aos moédulos de proteinas co-
expressas associados a eficiéncia alimentar;

e I|dentificar potenciais biomarcadores proteicos para o fenétipo de eficiéncia

alimentar em bovinos de corte da raca Nelore.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao das amostras

O presente projeto foi conduzido como parte de um estudo anterior sobre
eficiéncia alimentar em bovinos da raca Nelore. InformacBes completas sobre a
metodologia experimental, manejo dos animais e coleta de dados estao descritas em
Alexandre et al. (2015). Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de Séo Paulo (FZEA/USP) sob niumero 14.1.636.74.1.

Brevemente, foi realizado confinamento de 98 bovinos machos inteiros da raca
Nelore com aproximadamente 18 meses de idade e média de 376 + 29 kg de peso
vivo, para classificacdo dos animais quanto a eficiéncia alimentar. Os animais
provenientes do rebanho da prefeitura do Campus USP Fernando Costa (PPUSP-FC),
localizado em Pirassununga-SP, foram instalados no Confinamento Experimental do
Departamento de Zootecnia. O periodo experimental compreendeu 21 dias de
adaptacao e 70 dias de avaliacdo. A dieta consistiu em milho grao (50,9%), silagem
de milho (27%), farelo de soja 45% (13,7%), polpa citrica peletizada (6%), uréia (1%),
calcario (0,6%), sal mineral (0,6%) e cloreto de potassio (0,2%), sendo 75% de
concentrando e 25% de volumoso, com 79% de nutrientes digestiveis totais e 17% de
proteina bruta.

Estes animais foram classificados para os indicadores de eficiéncia alimentar,
sendo identificados 40 animais como extremos em fungdo do CGR, 20 para alta
eficiéncia (CGR médio = 1,40 + 0,4 kg/dia; CAR médio = -1,14 + 0,4 kg/dia) e 20 para
baixa eficiéncia (CGR médio = -1,53 + 0,6 kg/dia; CAR médio = 1,24 + 0,5 kg/dia), que
foram abatidos no abatedouro da PUSP-FC, dos quais foram coletados fragmentos
do figado que foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer
-80°C (ALEXANDRE et al., 2015).

Nesta tese foram utilizadas seis amostras oriundas de animais classificados
como alta eficiéncia (AEA) e seis de baixa eficiéncia alimentar (BEA), tanto em funcao
do CGR como em funcdo do CAR, embora ranqueados distintamente para estes
indicadores. As amostras foram analisadas por duas abordagens protedmicas

distintas:
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a) LC-MS/MS: apo0s extracdo e precipitacdo procedeu-se a digestdo enzimatica em
solucéo, sem separacao prévia, e analise dos peptideos tripticos ap0s separacao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com colunas nano (Nano-LC), acoplada ao
espectrometro de massas. Para esta estratégia foram analisadas amostras de seis
animais de AEA (CGR médio = 1,91 + 0,27; CAR médio =-1,47 £ 0,34) e seis de BEA
(CGR médio =-2,08 £ 0,42; CAR médio = 1,67 + 0,48).

b) GeLC-MS/MS: as proteinas foram separadas por eletroforese unidimensional em
gel. O gel foi fragmentado e digerido (digestdo em gel). A solucéo de peptideos obtida
foi submetida a separacédo por Nano-LC acoplada ao espectrometro de massas. Nesta
estratégia foram utilizadas amostras dos mesmos animais da abordagem anterior,
contudo foram analisadas apenas quatro amostras de cada grupo: AEA (CGR médio
= 1,94 + 0,35; CAR médio = -1,46 + 0,44) e BEA (CGR médio = -2,17 + 0,50; CAR
médio = 1,77 £ 0,58).

4.2. Analises protedmicas

4.2.1 Extracao, precipitacdo e quantificacdo das proteinas

Para extracdo das proteinas as amostras de figado de cada animal foram
processadas individualmente, de acordo com Xu et al. (2008) com pequenas
modificacdes. Quinhentos miligramas foram homogeneizados em tampao de extracao
contendo ureia 8 M, CHAPS 4%, DTT 65 mM e inibidor de protease (GE Healthcare,
Little Chalfont, United kingdom) na concentracdo de 50 pl/g de amostra, com auxilio
de triturador automético por um minuto, com as amostras incubadas em gelo. Apés a
homogeneizacéo, os extratos foram incubados em gelo por trés horas sob agitacéo.
Posteriormente procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 10.000g por 30 minutos
a temperatura de 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer
-80 °C até utilizacao.

Os extratos proteicos foram precipitados em acetona. Para tal, foram
adicionados 600 pl de acetona gelada em 100 pl de cada extrato e incubados
overnight a temperatura de -20°C. Ap0s a incubagéo as amostras foram centrifugadas
por 10 min a 10.000g, descartando-se o sobrenadante. Posteriormente adicionou-se
200 pl de acetona gelada ao pellet que ficou no tubo, agitou em agitador tipo vortex,
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incubou-se por 30 min a -20°C e centrifugou-se por 10 min a 10000g, descartando
novamente o sobrenadante, sendo que esta etapa foi realizada cinco vezes, até o
pellet ficar bem claro. O pellet foi entdo solubilizado em 200 pl de tampéao de ureia 8
M em bicarbonato de aménio (AmBic) 100 mM e armazenado a -80°C para analises
posteriores.

O teor de proteinas das amostras foi quantificado com auxilio do kit 2-D Quant
(GE Healthcare, Little Chalfont, United kingdom), seguindo recomendacdes do
fabricante. O kit utiliza a albumina sérica bovina como padrdo em quantidades
correspondentes a 0, 10, 20, 30, 40 e 50 ug de proteina, analisadas em duplicata,
para elaboracdo da curva padrdo, a partir da qual se obteve a equacdo para
determinacao dos teores de proteinas nas amostras. Os extratos foram quantificados

em duplicata e a curva em triplicata.

4.2.2. Processamento das amostras para analise LC-MS/MS

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Espectrometria de Massas
e Pesquisas de Proteoma (Biomass), do Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa
(CEFAP) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP para processamento e
identificacdo das proteinas pela plataforma NanoLC Easy-LTQ Orbitrap Velos-ETD
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Conforme protocolo
disponibilizado, foi adicionado 0,5 pyL de ditiotreitol (DTT) 1M em 20 pL de cada
amostra e incubou-se em termomixer a 100 rpm por 30 min a 37°C. ApGs atingir
temperatura ambiente, adicionou-se 5 pL de iodoacetamida (IAA) 200mM, misturadas
e incubadas por 30 min no escuro, sendo adicionados 2 pL de DTT em seguida.
Posteriormente, para diluir a concentracdo de ureia, foram acrescentados 90 pL de
tampéao de digestdo contendo 50 mM de AmBic + acetonitrila (ACN) 10%. A enzima
tripsina foi acrescentada a uma proporcao de 1:50 (enzima:proteina). A solucéo foi
incubada por aproximadamente 16h a 37°C. Para interromper a digestdo, apos o
periodo de incubacéo, foi adicionado acido férmico 10%. A ACN foi removida por
centrifugagcdo a vacuo e o0s peptideos dessalinizadas e concentrados com
microcolunas de purificacdo de fase reversa ZipTip® C18, P10 (Merck Millipore,

Billerica, Massachusetts, USA).
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4.2.2.1. Analise em espectrometro de massas e identificacdo das proteinas

Os peptideos oriundos da digestédo foram analisados em espectrémetro LTQ-
Orbitrap Velos ETD (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) acoplado ao
sistema de cromatografia Easy NanoLC Il (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). A separacao foi em coluna de fase reversa C18 com um
gradiente de 90 min e a metodologia de fragmentacao adotada foi a colisao induzida
de alta energia (HCD). A aquisicdo dos espectros foi no modo Data Dependent
Acquisition (DDA). Cada amostra foi analisada em duplicata técnica que
posteriormente foram combinadas para realizacdo da busca contra o banco de dados.
Os espectros dos peptideos obtidos foram submetidos a identificacdo das proteinas
utilizando o programa MaxQuant versdo 1.5.8.3 com a ferramenta de busca
Andromeda (COX; MANN, 2008; COX et al., 2014).

Foram utilizados para as buscas os bancos Bos taurus_Uniprot (48.738
entradas, janeiro de 2018) e Bos indicus_Uniprot (1.252 entradas, janeiro de 2018),
contendo formas canodnicas + isoformas. Os parametros de busca consistiram em:
carbamidometilacdo de residuos de cisteina como modificacdo fixa; oxidacdo dos
residuos de metionina, acetilacdo e deamidacao (NQ) como modificacGes variaveis;
enzima tripsina com tolerancia de duas clivagens perdidas; tolerancia de erro de
massa para peptideo precursor de 20 ppm na primeira busca e 6 ppm na busca
principal; tolerdncia de erro de massa para fragmentos (MS/MS) de 0,5 Da; taxa de
falso positivo (false dicovery rate - FDR) de 1% para proteinas e peptideos. As
proteinas identificadas foram submetidas a quantificacdo relativa com base no método
sem marcacao (label free quantification — LFQ), onde os perfis de intensidade
normalizados (LFQintensity) foram calculados considerando no minimo 1 peptideo
identificado por MS/MS para comparacdes pareadas (“LFQ minimun ratio count = 17)
(CHENG et al., 2016; GEYER et al., 2016; NELISSEN et al., 2015).

4.2.3. Processamento das amostras para analise GeLC-MS/MS
As amostras foram preparadas para obtencdo de 50 pg de proteinas e

solubilizadas em tampéao de diluicdo, composto por tris-HCI 0,5 M (pH 6,8); glicerol
10% (v/v); SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol, para um
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volume final de 10 uL. Para a corrida eletroforética utilizou-se o gel pronto 10%, 10
pocos, o tampao de corrida e a cuba horizontal do kit Amersham ECL Gel Box (GE
Healthcare, Little Chalfont, United kingdom). Os extratos foram incubados a 100°C por
guatro minutos e aplicados nos pocos do gel. A corrida foi realizada com voltagem
constante (160V) por 20 min. Ao finalizar a corrida, o gel foi retirado e fixado por 30
min em soluc&o contendo acido acético (10%) e etanol (40%) sob agitacao. Apos este
periodo, foram submersos em solucao corante de Coomassie Blue G250 overnight
sob agitagdo. Posteriormente, a solucdo corante foi substituida por agua ultrapura
para eliminar o excesso de pigmentacdo e o0 gel escaneados para obtencdo das

imagens com Image Scanner Il (GE Healthcare, Little Chalfont, United kingdom).

4.2.3.1. Digestao em gel

A etapa de digestdo em gel foi realizada conforme Shevchenko et al. (2006).
Os géis fragmentados foram descorados com trés lavagens de 10 min cada, usando
200 pl de solucdo ACN 50% (viv) em AmBic 25 mM. Posteriormente foram
desidratados por 10 min com a adi¢ao de 200 pl de ACN 100%. Apds retirar a ACN, o
residuo de gel foi mantido a temperatura ambiente para completa evaporacdo. Os
fragmentos foram reduzidos por 40 min a 56°C com 40 pl de solu¢do de DTT 20 mM
em AmBic 50 mM. Apo6s remocao da solucdo, foram alquilados pela incubacéo das
amostras com 60 pl de IAA 55 mM em AmBic 50 mM por 30 min, a temperatura
ambiente e no escuro. Esta solucéo foi removida e os fragmentos lavados com 200 pl
de solucdo de AmBic 25 mM. Em seguida, procedeu-se a desidratacdo, duas vezes,
por 10 min com 200 pl de ACN 100%.

Para digestédo adicionou-se 15 pl de tripsina na concentracdo de 20ng/ul aos
fragmentos e incubou-se por 15 minutos a 4°C. O excesso de tripsina foi retirado e 70
pl de AmBic 50 mM foram acrescentados, para cobertura completa dos fragmentos.
As amostras foram incubadas a 37°C por 14 horas e ap0és a incubacao, acrescentou-
se 15 pl de solugédo bloqueadora contendo acido férmico 5% em ACN 50%, para
interromper a acdo da tripsina. O sobrenadante foi recuperado e transferido para outro
microtubo. Os fragmentos de gel remanescentes foram submetidos a eluicdo, que
consistiu em trés etapas, sendo que a primeira e a segunda foram repetidas duas

vezes. Na primeira etapa incubou-se os fragmentos por 15 minutos a 40°C, com
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agitacdo a cada cinco minutos, em 40 pl da solucéo de eluicéo | (acido férmico 1% em
metanol 60%). Na segunda etapa as amostras foram incubadas em 40 pl da solugéo
de eluicédo Il (acido formico 1% em ACN 50%). A terceira elui¢cdo consistiu na adi¢éo
de 40 pl de ACN 100% para desidratacéo dos fragmentos. Ao final de cada passo
descrito 0 sobrenadante foi recuperado e transferido para 0 mesmo microtubo que
continha o sobrenadante da digestdo com a solucéo bloqueadora. Esta solucéo final
contendo os peptideos eluidos do gel foi concentrada a vacuo e a temperatura
ambiente até aproximadamente 1 pl.

As amostras foram ressuspendidas em 10 ul de acido trifluoracético 0,1% em
ACN 100% e dessalinizadas pela passagem em colunas de fase reversa ZipTip® C18,
P10 (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) conforme recomendagdes do
fabricante. Logo ap6s foram concentradas a vacuo, a temperatura ambiente e
armazenadas a -80°C até serem encaminhadas ao Laboratério Nacional de
Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM), localizado na cidade de Campinas-SP, para realizacdo das andlises de

espectrometria de massas.

4.2.3.2. Analise em espectrometro de massas e identificacdo das proteinas

No LNBio/CNPEM as amostras contendo os peptideos foram reconstituidas em
acido férmico 0,1% em ACN 50%, homogeneizadas, centrifugadas e o sobrenadante
coletado para andlise armazenado em vials. Aliquotas de 4,5 pl foram separadas em
colunas cromatograficas de fase reversa C18 (100 pm x 100 mm) RP-nanoUPLC
(nanoACQUITY, Waters, Milford, Massachusetts, USA) acoplado ao espectrédmetro de
massas Q-TOF Premier (Waters, Milford, Massachusetts, USA) com fonte de
ionizacdo nanoeletrospray a uma taxa de 0,6 pL/min. O gradiente utilizado foi de 2-
90% de ACN em acido formico 0,1% por 50 min com tenséo ajustada para 3,5 kV e
voltagem do cone de 30 V com temperatura da fonte a 100 °C. A aquisicdo dos
espectros foi no modo DDA e o instrumento foi programado para o modo “top three”,
no qual um espectro parental (MS) é adquirido seguido por fragmento (MS/MS) dos
trés principais picos identificados com maior intensidade. Os espectros foram

adquiridos com o programa MassLynx v.4.1 (Waters, Milford, Massachusetts, USA) e
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0s arquivos brutos (.raw) foram convertidos ao formato peak list (.mgf) pelo software
Mascot Distiller versdo 2.3. 02 (Matrix Science Ltd., London, United Kingdom).

Para identificacdo das proteinas utilizou-se o banco de dados Bos
taurus_Uniprot (44.491 entradas, abril de 2016). As ferramentas de busca utilizadas
foram o Mascot Distiller verséo 2.3. 02 (Matrix Science Ltd., London, United Kingdom)
e X! Tandem versdo Ciclone 2010.12.01.1, disponibilizada no Scaffold Q+ 4.8.4
(Proteome Software, Portland, Oregon, USA), que foi utilizado para validar a
identificacdo. Os parametros de busca foram enzima tripsina; maximo de dois sitios
de clivagem perdidos; carbamidometilacgdo como modificacdo fixa; oxidacdo de
metionina como modificacédo variavel; tolerancia de massa de 10 ppm para peptideo
e de 0,5 Da para fragmentacdo (MS/MS). Aplicou-se a opg¢éao de agrupamento pelo
meétodo “Shared Peptide Grouping”, que reduz a probabilidade de se identificar como
proteinas distintas aquelas que compartilham muitos peptideos entre si, agrupando-
as em uma mesma familia. Foram aceitos os peptideos com probabilidade maior que
95% e proteinas maior que 99% e pelo menos um peptideo Unico identificado,

culminando em FDR igual a zero.

4.3. Analises estatisticas

4.3.1. Dados obtidos por LC-MS/MS

As analises estatisticas foram realizadas com os valores de intensidade
normalizados (LFQintensity) com o programa PERSEUS versao 1.6.0.7 (TYANOVA
et al.,, 2016). Antes das analises estatisticas as proteinas contaminantes e
identificadas pelo banco reverso foram eliminadas. Os valores LFQintensity foram
submetidos a transformacao logaritmica (log2) e filtrados para um minimo de amostras
com valores ausentes (zero), sendo mantidas apenas as proteinas com ocorréncia em
pelo menos 50% das replicatas biologicas de ambos os grupos experimentais (BEA e
AEA).

Os dados ausentes foram substituidos por valores imputados com a opcao
“‘Replace missing values from a normal distribution” separadamente para cada coluna
(amostra), que consiste na substituicAo dos valores zero por numeros aleatorios

extraidos de uma distribuicdo normal, considerando todos os dados de expresséo. A
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imputacdo de dados é recomendada porque nas analises protedmicas pelo método
DDA nem todos os peptideos presentes sao identificados. Desta forma, a auséncia de
valores de expressdo ndo significa necessariamente que as proteinas ndo estejam
presentes nas amostras, mas apenas que seus peptideos ndo foram captados e
analisados pelo espectrobmetro de massas. Posteriormente, os dados foram
submetidos a andlise de correlagdo linear de Pearson e ap0s normalizagdo por Z-
score ao agrupamento hierarquico ndo supervisionado utilizando-se a distancia
Euclidiana e pré-processamento com o algoritmo particional K-Means com k = 300
(sendo k um valor arbitrario que define o niumero de grupos iniciais e este valor
recomendado pelo programa). Para visualizar a distribuicdo e intensidade de todas as
proteinas foi elaborado um mapa de calor considerando os niveis de expressao das
proteinas em funcdo das amostras biolégicas.

Os valores de LFQintensity transformados (log2) foram comparados entre 0s
grupos de alta e baixa eficiéncia alimentar adotando-se o teste-t (p-valor < 0,05). As
proteinas diferencialmente abundantes (PDAs) foram agrupadas hierarquicamente
ap6s normalizacdo por Z-Score utilizando-se a distancia Euclidiana e pré-
processamento com K-Means, sendo k = 300. A andlise de componentes principais
(Principal Component Analysis — PCA) foi realizada utilizando-se o programa
estatistico R, com o pacote ropls (THEVENOT et al., 2015).

4.3.2. Dados obtidos por GeLC-MS/MS

Os dados obtidos pela abordagem de digestdo em gel foram analisados no
programa Scaffold Q+S versao 4.8.4 (Proteome Software, Portland, Oregon, USA) e
no PERSEUS versao 1.6.0.7 (TYANOVA et al., 2016). Para a analise estatistica foram
mantidas apenas proteinas identificadas em pelo menos trés amostras de cada grupo.
Os valores de abundéncia relativa das proteinas normalizados com base na contagem
de espectros corrigido pelo tamanho da proteina, Normalized Spectral Abundance
Factor (NSAF), foram obtidos no Scaffold Q+S. Posteriormente, esses dados foram
exportados e analisados no PERSEUS verséo 1.6.0.7 (TYANOVA et al., 2016).

Para obtenc&o de uma distribuicdo aproximadamente normal os valores NSFA
foram transformados (log2) e os dados ausentes substituidos por valores imputados

com a opgéao “Replace missing values from a normal distribution” separadamente para
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cada amostra, que consiste na substituicdo dos valores zero por nimeros aleatorios
extraidos de uma distribuicdo normal, considerando todos os dados de expressao.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de correlacéo linear de Pearson
e apos normalizacdo por Z-score ao agrupamento hierarquico ndo supervisionado
utilizando-se a distancia Euclidiana e pré-processamento com o algoritmo particional
K-Means com k = 300. Para visualizar a distribuicdo e intensidade de todas as
proteinas foi elaborado um mapa de calor considerando os niveis de expressao das
proteinas em fungcdo das amostras biolégicas. A comparacao entre os grupos de baixa
e alta eficiéncia alimentar foi realizada pelo teste t, considerando-se diferencas como
significativas com p-valor < 0,05. A PCA foi realizada utilizando-se o programa
estatistico R, com o pacote ropls (THEVENOT et al., 2015).

4.4. Anéalises de Bioinformatica

Em decorréncia do reduzido niumero de amostras utilizadas na abordagem
GeLC-MS/MS e PDAs obtidas nesta estratégia, as analises subsequentes foram

realizadas apenas com os dados originados pela abordagem LC-MS/MS.

4.4.1. Interagao proteina-proteina

As PDAs foram submetidas a andlise de interacdo proteina-proteina com o
software online STRING verséo 10.5 (SZKLARCZYK et al., 2015, 2017), utilizando-se
as definicdbes de conexdes (pontes entre as proteinas) representando o tipo de
evidéncia da interacdo e escore minimo de confianca requerido para cada interacao
de 0,40 (média). Este escore indica a probabilidade de uma interagcéo ser verdadeira
em funcdo das evidéncias disponiveis, sendo que o escore final para cada interacéo
representa uma combinacdo entre os escores obtidos para cada tipo de evidéncia. A
rede de interacdo é associada a um p-valor (significancia da rede) que representa a
probabilidade de se obter um nimero igual ou superior de interagbes ao acaso. O
banco de dados utilizado neste software considera interacdes diretas (fisicas) e

indiretas (funcionais) e possui tanto dados experimentais quanto dados preditos.
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4.4.2. Enriguecimento funcional

As PDAs foram submetidas a categorizacao funcional dos termos do Gene
Ontology (GO) para processo biolégico (PB), componente celular (CC) e funcao
molecular (FM) com auxilio do programa Analysis Toolkit and Database for Agricultural
Community (agriGO), uma plataforma disponivel online (DU et al., 2010; TIAN et al.,
2017). Foi utilizado o teste estatistico Hipergeométrico, sendo considerados
significativamente enriquecidos 0s termos com p-ajust < 0,05 (corrigido para testes
multiplos pelo método de Bonferroni) e no minimo cinco proteinas presentes em cada
termo. Como background foi adotado o genoma de Bos taurus do InterProScan com
total de 14927 termos. Apés obtencao dos valores de p-ajust dos termos enriquecidos
pelo agriGO, as categorias com numero elevado de termos significativos foram
analisadas com o software Reduce + Visualize Gene Ontology — REVIGO (SUPEK et
al.,, 2011) para simplificar a lista obtida pela remocdo dos termos redundantes.
Utilizou-se a medida de similaridade semantica SimRel e limiar baixo (0,50) para
obtencdo de maior sintese da lista, utilizando-se os demais parametros padrdo. A
analise de enriquecimento de vias metabdlicas com base no Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) também foi realizada. Foi utilizado o programa STRING
versao 10.5 (SZKLARCZYK et al., 2015, 2017), adotando-se como significativas as
vias com p-valor < 0,05, corrigido para testes multiplos por FDR pela metodologia de

Benjamini e Hochberg (p-ajust < 0,05), que € o método padréo do software.

4.5. Redes de co-expressao e enriquecimento de vias metabdélicas dos moédulos

significativos

As proteinas foram submetidas a analise de co-expressao por meio do pacote
Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA), disponivel no software estatistico
R (LANGFELDER; HORVATH, 2007, 2008; ZHANG; HORVATH, 2005). Os dados
LFQ intensity transformados (log2) e imputados foram utilizados para esta analise. Foi
construida uma matriz de correlacdo de Pearson, onde o sinal da correlacdo foi
preservado (“signed network”), que posteriormente foi convertida a matriz de
adjacéncia ponderada, ajustando as correlagées com um fator exponencial B = 17 (soft

threshold), obtendo-se a topologia de escala livre com R? = 0,85. Os mddulos foram
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definidos utilizando-se a matriz topologica de sobreposicdo (TOM) com base nas
medidas de dissimilaridade (1-TOM) entre os n0s em conjunto com o método de
agrupamento hierarquico, considerando um numero minimo de 15 proteinas por
moédulo. Os moédulos formados foram identificados com cores distintas, sendo que no
modulo cinza sdo agrupadas as proteinas que nao foram atribuidas a nenhum maodulo
de co-expressdo. Os modulos foram correlacionados aos indicadores de eficiéncia
alimentar CGR e CAR. Correlagbes com p-valor < 0,10 foram consideradas
significativas. As proteinas com valor de filiacdo ao médulo (module membership —
MM) superior a 0,60 (p-valor < 0,05) e significancia da proteina (SP) superior a |0,60]|
(p-valor < 0,05) para algum dos indicadores, CGR ou CAR, foram consideradas
biologicamente significativas para eficiéncia alimentar. Os mdodulos significativamente
relacionados as caracteristicas de eficiéncia alimentar foram visualizados com o
Cytoscape versao 3.6.0 (SHANNON et al., 2003).

A analise de enriquecimento de vias KEGG foi realizada para os modulos
significativamente correlacionados a eficiéncia alimentar obtidos na analise de co-
expressdo, sendo utilizadas para o enriquecimento apenas aquelas proteinas com
valor de MM igual ou superior a 0,60 e p < 0.05, além de correlacdo com outros
modulos inferior a 0,60. As andlises foram realizadas com o programa STRING versao
10.5 (SZKLARCZYK et al., 2015, 2017) e, assim como para as PDAs, as vias foram
consideradas significativas caso apresentassem p-ajust < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagdo protedmica do figado de bovinos Nelore

5.1.1. Abordagem LC-MS/MS

Como muitas proteinas compartilham elevado niumero de peptideos entre si,
dificultando a distincdo entre elas, o programa MaxQuant faz a identificacdo e
guantificacdo das proteinas a nivel de grupo para que a informacao quantitativa seja
inequivoca. Desta forma, os grupos identificados poderdo apresentar isoformas de
uma mesma proteina ou proteinas homélogas de diferentes loci (TYANOVA; TEMU,;
COX, 2016). Assim, a partir desta analise foram identificados 529 grupos de
proteinas, dos quais 226 corresponderam a proteinas Unicas e 303 grupos com pelo
menos duas proteinas. Para controle de qualidade dos dados, excluiram-se 25 grupos
de proteinas contaminantes identificadas pelo proprio programa e cinco proteinas
identificadas pelo banco reverso, além das proteinas que ndo estavam presentes em
pelo menos 50% das amostras de ambos 0s grupos experimentais. Apds 0s critérios
de eliminacao foram mantidas 376 proteinas, todas identificadas com ao menos um
peptideo Unico. Deste total, 292 proteinas (77,66%) estavam presentes em todas as
replicatas biologicas, havendo a necessidade de se imputar uma pequena quantidade
de dados, minimizando vieses.

Foi realizada uma andlise de correlacdo de Pearson entre as amostras
bioldgicas, revelando elevada correlagdo entre elas, superiores a 0,90 (Figura 1).
Estas correlagbes implicam em grande similaridade entre os proteomas dos animais
eficientes e menos eficientes, sendo que as diferencas observadas podem de fato

apontar direcdes para 0s mecanismos gue tornam estes animais distintos.



38

Figura 1 - Correlacdes de Pearson entre os valores de quantificacdo relativa das proteinas
identificadas nas amostras de figado de bovinos Nelore de alta (AEA) e baixa eficiéncia alimentar
(BEA) pela abordagem LC-MS/MS.

Fonte: Prépria autoria.

Na PCA, os quatro primeiros componentes explicaram mais de 50% da
variabilidade total dos dados, sendo o primeiro e segundo componentes graficamente

representados em um plano bidimensional (Figura 2).
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Figura 2 - Andlise de componentes principais do proteoma das amostras de figado de bovinos Nelore
de alta (AEA) e baixa eficiéncia alimentar (BEA) obtido pela abordagem LC-MS/MS. A: representacao
em plano bidimensional das duas componentes de maior variabilidade.

Fonte: Prépria autoria.

Pela analise de PCA pode-se observar que as amostras do grupo de baixa
eficiéncia alimentar apresentaram-se mais dispersas, sendo que a amostra BEA 6
encontra-se no circulo limite para caracterizacdo como outlier e a amostra BEA 2
aproxima-se mais do grupo de alta eficiéncia. Entretanto, no grupo de alta eficiéncia
todas as amostras mantiveram-se no mesmo quadrante, indicando possivelmente
maior homogeneidade entre esses animais. Este mesmo comportamento pode ser
observado no dendrograma resultante da analise de cluster hierarquico néo

supervisionado (Figura 3).
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Figura 3 - Agrupamento hierarquico das amostras de figado de bovinos Nelore de alta (AEA) e baixa
eficiéncia alimentar (BEA) e das proteinas expressas e mapa de calor ilustrando os niveis de
abundancia destas proteinas identificadas pela abordagem LC-MS/MS.

Fonte: Prépria autoria.

5.1.2. Abordagem GeLC-MS/MS

Na abordagem GeLC-MS/MS, apés a corrida de eletroforética, as linhas do gel
correspondentes a cada animal foram separadas e cortadas em cinco fragmentos de
tamanhos semelhantes com auxilio de uma lamina de bisturi em placa de petri. Desta
forma, obteve-se 40 fragmentos distintos que foram processados individualmente para
digestdo e identificacdo. A imagem do gel escaneado foi utilizada como molde para
identificar as areas de corte (Figura 4).
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Figura 4 - Imagem do gel obtido por 1D-SDS-PAGE das proteinas extraidas do figado de bovinos
Nelore classificados quanto a eficiéncia alimentar

As delimitacdes das bandas ilustram onde os cortes foram realizados para processamento das
amostras individualmente. 1D-SDS-PAGE: eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida; AE:
alta eficiéncia alimentar; BE: baixa eficiéncia alimentar. Fonte: Prépria autoria.

Foram identificadas 229 proteinas distribuidas em 177 grupos. Em decorréncia
do reduzido nimero de amostras analisadas nesta estratégia proteémica, optou-se
por manter para as analises subsequentes apenas as proteinas identificadas em pelo
menos trés replicatas bioldégicas de cada grupo experimental. Ainda, proteinas
contaminantes em potencial também foram excluidas. Desta forma, obteve-se um
banco com 102 proteinas, das quais 78 (76,47%) estavam presentes em todas as
amostras.

A andlise de Pearson revelou correlacbes de moderadas a altas entre as
amostras, com correlagdo minima de 50,10% e maxima de 87,54%, sendo que a
amostra BEA_1 apresentou as menores correlagbes com amostras de ambos os

grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Correlacdes de Pearson entre os valores de quantificagdo relativa das proteinas
identificadas nas amostras de figado de bovinos Nelore de alta (AEA) e baixa eficiéncia alimentar
(BEA) pela abordagem GeLC-MS/MS.

Fonte: Prépria autoria.

Na PCA, os dois primeiros componentes explicaram 53% da variabilidade total
dos dados, sendo graficamente representados em um plano bidimensional (Figura 6).
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Figura 6 - Analise de componentes principais do proteoma das amostras de figado de bovinos Nelore
de alta (AEA) e baixa eficiéncia alimentar (BEA) obtido pela abordagem GeLC-MS/MS.

Fonte: Prépria autoria.

Observa-se que nenhuma amostra se comportou como outlier, contudo, uma
amostra de cada grupo (AEA_1 e BEA 1) afastou-se das demais, sendo que a
amostra BEA_5 também permaneceu em quadrante distinto, demonstrando, assim
como observado na PCA e cluster hierarquico dos dados obtidos pela abordagem LC-
MS/MS, que o grupo de baixa eficiéncia apresenta maior heterogeneidade. O
dendrograma resultante da analise de cluster hierarquico ndo supervisionado bem
como o perfil de expressao das proteinas entre as amostras pode ser observado na

figura 7.
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Figura 7 - Agrupamento hierarquico das amostras de figado de bovinos Nelore de alta (AEA) e baixa
eficiéncia alimentar (BEA) e das proteinas expressas e mapa de calor ilustrando os niveis de
expressdao destas proteinas identificadas pela abordagem GeLC-MS/MS.

Fonte: Prépria autoria.

5.2. Andlise proteémica diferencial

5.2.1. Abordagem LC-MS/MS

Comparando-se os proteomas dos grupos classificados quanto a eficiéncia
alimentar foram identificadas 42 PDAs (p < 0,05), das quais 23 apresentaram maior
abundancia nos animais de BEA (Tabela 1) e 19 menos abundantes neste grupo
(Tabela 2).



Tabela 1 - Proteinas mais abundantes nas amostras de figado de bovinos Nelore classificados como baixa eficiéncia alimentar, considerando p-valor < 0,05,
identificadas pela abordagem LC-MS/MS.

Uniprot ID? Gene Nome da proteina PU? PM3 % SC* FC® p-valor®
P55859 PNP Purina nucleosideo fosforilase 4 32,066 23,50 0,69 0,003
P19120 HSPAS8 Proteina do choque térmico cognata 71 kDa 3 71,240 7,40 0,35 0,003
Q9BGI3 PRDX2 Peroxirredoxina 2 2 21,946 14,60 1,32 0,004
P00171 CYB5A Citocromo b5 5 15,329 45,50 0,36 0,004
Q3ZBF6 ACADS Qgg;}%gi'?ades'droge”ase de cadeia curta 5 44,552 1550 036 0,005
F1MM82 SLC39A10 Familia transportadora de soluto 39 membro 10 1 94,305 2,20 0,44 0,006
Q3SzJ4 PTGR1 Prostaglandina redutase 1 3 35,706 9,40 0,50 0,006
P50227 SULT1Al Sulfotransferase 1A1 5 33,987 21,40 0,33 0,008
Q3T1087 RPL11 Proteina ribossomal L11 1 20,252 7,90 0,58 0,011
P80311 PPIB Peptidil-prolil cis-trans isomerase B 4 23,743 19,90 0,45 0,012
A5PKH3 FAH Fumarilacetoacetase 5 46,121 12,60 0,71 0,024
Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 9 26,689 49,40 0,28 0,027
Q8HYJ9 FMO3 Flavina monooxigenase 3 hepatica 4 60,092 8,80 0,32 0,028
E1BQ33 KHK Cetohexoquinase 1 37,766 3,50 0,33 0,030
Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, mitocondrial 9 35,668 36,40 0,31 0,031
A4FUZ6 HSDL2 Hidroxiesteréide desidrogenase semelhante 2 1 45,232 3,10 1,72 0,038
G3MYH2 LOC540707 Proteina ndo caracterizada 4 50,443 9,60 0,58 0,042
P48644 ALDH1Al Retinal desidrogenase 1 16 54,805 37,30 0,37 0,043
A7YY67 ALDH1L1 10-formiltetrahidrofolato desidrogenase 24 98,737 37,40 0,33 0,043

Q88(§I3%;7|232?;2007 SLCZ%IA%;ZSS'IA\_?:,ZSAG ;ggfx'?g??'?;:sepﬁr?zzgj (;:’el’&glr:‘a;z;%)gador e 4 32,967 17,10 0,60 0,045
Q2KII0 ADH6 Alcool desidrogenase 6 (classe 5) 4 39,846 17,10 0,46 0,045
gSgPNIBI\\/I/(A)f; GSTML: GSTM2 (G':I:J;gtlr;):rios)-transferase Mu 1; proteina GSTM2 6 25 656 33,00 0,85 0,045
Q3T0S5 ALDOB Frutose-bisfosfato aldolase B 11 39,543 30,20 0,27 0,049

1Uniprot ID: codigo de identificacéo da proteina no banco de dados do UniprotKB; 2PU: nimero de peptideos Unicos identificados; 3PM: peso molecular da
proteina em kDa; % SC: porcentagem da sequéncia da proteina coberta pelos peptideos identificados; °FC: fold change em log2 da razdo entre a média de
LFQintensity das replicatas biolégicas de baixa e alta eficiéncia alimentar (BEA/AEA); 5p-valor: valor de significancia do teste t.

i
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Tabela 2 - Proteinas menos abundantes nas amostras de figado de bovinos Nelore classificados como baixa eficiéncia alimentar, considerando p-valor <
0,05, identificadas pela abordagem LC-MS/MS.

Uniprot ID? Gene Nome da proteina PU?2 PMm3 % SC* FC® p-valor®
Q27975 HSPA1A Proteina do choque térmico 70 kDa 1A 4 70,258 12,20 -0,42 0,001
Q3SzZK8 SLC9A3R1 Fator 1 de regulacao da troca Na*-H* 2 39,603 9,20 -0,69 0,002
Q5E9F1 BCAP31 Proteina associada a receptor de célula B de 31 kDa 1 27,901 5,70 -0,90 0,005
FIMDC1 ENSBTAGO00000015438 Proteina ndo caracterizada 4 166,910 3,50 -0,19 0,008
Q51597 BHMT Betaina--homocisteina S-metiltransferase 1 5 44,878 17,40 -0,96 0,012
E1BEG2 HNRNPAS3 Proteina néo caracterizada 1 39,650 5,80 -0,28 0,013
Q2KIE6 HMGCS2 Hidroximetil-glutaril-CoA sintase, mitocondrial 9 56,894 19,30 -0,40 0,014
P49951 CLTC Cadeia pesada 1 da clatrina 1 189,940 1,00 -0,34 0,017
Q5E9P9 SHMT1 Serina hidroximetil-transferase, citosoélica 11 52,977 26,70 -0,23 0,021
F1MQ37 MYH9 Proteina ndo caracterizada 3 227,100 6,20 -0,63 0,022
P52193 CALR Calreticulina 8 48,038 24,90 -0,27 0,023
Q3B7M5 LASP1 Proteina constituida pelos dominios LIM e SH3 2 29,677 9,60 -0,38 0,025
Q3szB7 FBP1 Frutose-1,6-bisfosfatase 1 5 36,728 21,90 -0,38 0,034

QOIIL6 HSD17B4 17B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 4 9 79,772 18,50 -0,51 0,036
Q2HJ73 HIBCH 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolase, mitocondrial 2 43,349 6,20 -0,27 0,043
P81623 ERP29 Proteina 29 residente no reticulo endoplasmatico 3 28,806 20,20 -0,49 0,045
QOP5K3 UBE2N Enzima E2N conjugada & ubiquitina 1 17,138 7,20 -0,77 0,046
Q17QCO0 PGRMC1 Receptor de progesterona componente de membrana 1 4 21,622 17,00 -0,67 0,048
E1BF59 PLEC Plectina 2 527,520 0,60 -0,38 0,049

1Uniprot ID: codigo de identificacéo da proteina no banco de dados do UniprotKB; 2PU: nimero de peptideos Unicos identificados; 3PM: peso molecular da
proteina em kDa; % SC: porcentagem da sequéncia da proteina coberta pelos peptideos identificados; °FC: fold change em log2 da razdo entre a média de
LFQintensity das replicatas biolégicas de baixa e alta eficiéncia alimentar (BEA/AEA); ép-valor: valor de significancia do teste t.

o
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As PDAs foram agrupadas hierarquicamente, confirmando a separacdo em
dois grupos distintos (AEA e BEA). Os niveis de abundancia entre as amostras

encontram-se representados pelo mapa de calor (Figura 8).

Figura 8 - Dendrograma representando agrupamento hierarquico ndo supervisionado das proteinas
diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore classificados como alta
(AEA) e baixa eficiéncia alimentar (BEA).

Fonte: Prépria autoria.

5.2.2. Abordagem GeLC-MS/MS

Nesta abordagem foram identificadas cinco PDAs (p < 0,05) entre os animais de
BEA e AEA, sendo quatro mais abundantes nos animais menos eficientes, das quais

uma correspondeu ao grupo de proteinas alcool desidrogenases, composto por trés
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isoformas, sendo que duas correspondem a fragmentos da mesma proteina, a alcool
desidrogenase 1C (F1MZP8 e Q2T9S5) (Tabela 3).

Tabela 3 - Proteinas diferencialmente abundantes nas amostras de figado de bovinos Nelore
classificados como baixa e alta eficiéncia alimentar, considerando p-valor < 0,05, identificadas pela
abordagem GelLC-MS/MS.

Uniprot ID? Gene Nome da proteina PU2 PM3 9% SC* FC° vaFI)c-)re
Alcool
desidrogenases
F1MZPS8 - Proteina ndo caracterizada 1 41,702 32,00 0,93 0,006
Q2T9S5 ADH1C Proteina ADH1C (Fragmento) 2 45,971 37,00
F1MZN9 ADH6 Alcool desidrogenase 6 2 39,832 9,10
P48644 ALDH1Al1 Retinal desidrogenase 1 19 54,806 50,00 1,18 0,017

UDP-glicuronosil-
transferase

Proteina do choque térmico
P31081 HSPD1 60 kDa, mitocondrial

Q3szB7 FBP1 Frutose-1,6-bifosfatase 1 3 36,741 10,00 -1,09 0,047

E1BCE2 MGC152010 3 60972 8,70 1,74 0,018

7 60978 16,00 0,61 0,033

1Uniprot ID: cédigo de identificagdo da proteina no banco de dados do UniprotKB; 2PU: nimero de
peptideos Unicos identificados; 3PM: peso molecular da proteina em kDa; “% SC: porcentagem da
sequéncia da proteina coberta pelos peptideos identificados; SFC (log2): fold change em log2 da razéo
entre a média de contagem de espectros normalizada (NSAF) das replicatas biolégicas de baixa e alta
eficiéncia alimentar (BEA/AEA); 8p-valor: valor de significancia do teste t.

Observa-se que trés PDAs identificadas na analise LC-MS/MS também
apresentaram abundancias significativamente distintas e com mesmo comportamento
entre os animais de BEA e AEA pela estratégia GeLC-MS/MS. A alcool desidrogenase
6 (ADHS6), inserida no grupo das proteinas alcool desidrogenases, mais abundante
nos animais de baixa eficiéncia, bem como a retinal desidrogenase 1 (ALDH1A1l),

enquanto a frutose-1,6-bisfosfatase 1 (FBP1) foi menos abundante neste grupo.

5.3. Interagao entre as proteinas diferencialmente abundantes

Com a ferramenta STRING obteve-se uma rede altamente significativa, com p-
valor < 1016, o que indica que as proteinas sdo pelo menos parcialmente conectadas
biologicamente (Figura 9). A rede apresentou 42 nds (correspondentes as proteinas)
e 61 arestas entre as proteinas, sendo que o niumero esperado de conexdes para uma
rede de tamanho similar, com proteinas aleatoriamente extraidas do genoma seria de

16. Apenas 11 proteinas ndo apresentaram interagdes com as demais.
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Figura 9 - Rede de interagdo proteina-proteina das proteinas diferencialmente expressas no figado
de bovinos Nelore classificados como alta e baixa eficiéncia alimentar.

Os n@s representam as proteinas diferencialmente expressas que estdo identificadas com o simbolo
dos genes codificadores. As linhas representam as conexfes entre as proteinas. Fonte: Propria autoria.
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5.4. Enriquecimento funcional para proteinas diferencialmente abundantes

As PDAs identificadas pela abordagem LC-MS/MS foram submetidas a analise
de enriquecimento de termos ontoldgicos para os quais foram identificados 67 termos
significativos com no minimo cinco proteinas (p-ajust < 0,05). Os termos significativos
(redundantes ou ndo) para estas ontologias estdo apresentados integralmente nos
apéndices A, B e C. Quatro destes termos corresponderam a funcédo molecular e estao
apresentados na figura 10. A maioria das proteinas classificadas nos termos atividade
catalitica (G0:0003824) e atividade Oxido-redutase (G0:0016491) foram mais

abundantes no grupo de baixa eficiéncia alimentar.

Figura 10 - Termos enriquecidos (p-ajust < 0,05, corrigido pelo método de Bonferroni) para fungéo
molecular das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre bovinos Nelore classificados
quanto a eficiéncia alimentar.

A intensidade da cor dos circulos € proporcional a significAncia do termo enquanto o tamanho é
proporcional ao numero de proteinas identificadas em cada termo. Fonte: Prépria autoria.

A ontologia PB apresentou 41 termos enriquecidos (p-ajust < 0,05),
permanecendo com 28 apds sintese semantica com o REVIGO (Figura 11). Os cinco
processos nao redundantes mais significativos foram regulacéo da qualidade biol6gica
(GO:0065008), processo metabdlico celular de cetonas (GO:0019752), processo
catabolico celular (G0O:0044248), processo metabdlico de acido monocarboxilico
(G0O:0032787), regulacéo negativa de processo biolégico (GO:0048519) e regulacao
positiva de processo bioldgico (GO:0048518).
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Figura 11 - Termos enriquecidos (p-ajust < 0,05, corrigido pelo método de Bonferroni) para processos
biolégicos apds sintese semantica pelo Revigo das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes
entre bovinos Nelore de alta e baixa eficiéncia alimentar.

A intensidade da cor dos circulos é proporcional a significAncia do termo enquanto o tamanho é
proporcional ao niumero de proteinas identificadas em cada termo. Fonte: Propria autoria.

O termo processo de oxidacdo-reducdo (GO:0055114) apresentou apenas
proteinas mais abundantes nos animais de BEA, enquanto 0S processos
desenvolvimento de sistema (G0:0048731), processo de organismo multicelular
(GO:0032501), processo de desenvolvimento (GO:0032502), biogénese de
componente celular (GO:0044085), regulagao da transducédo do sinal (GO:0009966)
localizacdo de macromoléculas (GO:0033036), localizagcdo de proteinas
(GO:0008104), localizacado celular (GO:0051641), localizacdo (GO:0051179) e
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transporte intracelular (GO:0046907) apresentaram predominantemente proteinas
menos abundantes neste grupo. O processo regulacado positiva da funcdo molecular
(G0O:0044093), por sua vez, apresentou exclusivamente proteinas menos expressas
nos animais de BEA.

Para componentes celulares 22 termos foram enriquecidos, restando 14 apés
a sintese semantica (Figura 12). Os termos ndo redundantes mais significativos foram
vesicula (G0:0031982), citoplasma (GO:0005737), parte da regido extracelular
(G0O:0044421), parte citoplasmica (G0O:0044444) e proteinas ligadas a organelas com
membranas (G0:0043227), sendo que estes cinco termos apresentaram proteinas
mais expressas em ambos 0s grupos. Entretanto, foi observado predominio de
proteinas menos expressas nos animais de BEA nos seguintes termos: citosol
(GO:0005829), reticulo endoplasmatico (GO:0005783), parte da membrana
plasmatica (G0O:0044459), juncao celular (GO:0030054), sistema de endomembranas
(G0:0012505) e citoesqueleto (GO:0005856).

Figura 12 - Termos enriquecidos (p < 0,05, corrigido pelo método de Bonferroni) de componentes
celulares apés sintese semantica pelo Revigo das proteinas hepéticas diferencialmente abundantes
entre bovinos Nelore de alta e baixa eficiéncia alimentar.

A intensidade da cor dos circulos é proporcional a significancia do termo enquanto o tamanho é
proporcional ao niumero de proteinas identificadas em cada termo. Fonte: Prépria autoria.
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As PDAs também foram submetidas a andlise de enriquecimento de vias
metabdlicas, com base nas vias KEGG, sendo identificadas 17 vias significativas (p-
ajust < 0,05) (Tabela 4). As vias Metabolismo de farmacos pelo citocromo P450
(00982), Metabolismo de xenobiédticos pelo citocromo P450 (00980) e Metabolismo de
tirosina (00350) apresentaram apenas proteinas mais abundantes no grupo de menor
eficiéncia, enquanto Processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico (04141)

apresentou predominio de proteinas menos abundantes neste grupo.

Tabela 4 - Vias metabdlicas significativamente enriquecidas (p-ajust < 0,05) das proteinas hepaticas
diferencialmente abundantes entre bovinos Nelore de alta e baixa eficiéncia alimentar.

KEGG ID? Descrigdo NP p-valor  p-ajust? Genes?

Metabolismo microbiano MDH2; ALDOB; FMO3; SHMT1,;
01120 em diversos ambientes 8 7.11X10% 2,02X10 FBP1; FAH; SULT1AL; TPI1
PNP; FAH; BHMT; ALDOB;
SHMT1; MDH2; FBP1; ADHG6;
HSD17B4; ALDH1A1; KHK;
ACADS; TPI1; HMGCS2
ACADS; MDH2; ALDOB;
SHMT1; FBP1; TPI1

01100 Vias metabdlicas 14 5,34X1008 5,77X10°06

01200 Metabolismo do carbono 6 6,10X10708 5,77X1006

Metabolismo da frutose e

00051 4 5,08X1097 3,61X10 ALDOB; FBP1; TPI1; KHK
manose
Processamento de . . .
04141  proteinas no reticulo 6 1,10X10% 6,26X1005 ERP29; BCAP31; CALR,

endoplasmatico HSPAS8; HSPA1A; RRBP1
00010  Glicolise/Gliconeogénese 4 6,57X109 3,11X10%  ALDOB: ADH6: FBP1: TPI1
05204  Carcinogénese quimica 4 8,05X10° 3,26X1004 ADHG6; LOC540707; SULT1A1;

GSTM2
ooggz ~ Metabolismo de farmacos 54 gay1g0 5 60x1008 ADH6; FMO3; GSTM2
pelo citocromo P450
Metabolismo de
00980  xenobiodticos pelo citocromo 3  1,77X10%4 5,60X10%  ADH6; LOC540707; GSTM2
P450

Processamento e

04612 € ) 3 3,76X1004 1,07X1092 CALR: HSPAS8: HSPA1A
apresenta(;ao de antlgenos

01230 Zf]‘q’;so'gﬁgsde 3 4,28X1004 1,10X1092 ALDOB: SHMT1; TPI1

00670  One carbon pool by folate 2 6,45X10%4 1,53X1002 SHMT1; ALDH1L1
Metabolismo de glioxilato e 03 02 )

00630  yioopo oo 2 1,15X100 2,52X10 SHMT1; MDH2

00650 Metabolismo do butanoato 2 1,25X1003 2,54X10°02 ACADS; HMGCS2

00030  Via pentose-fosfato 2 1.36X1003 2,57X1002 ALDOB: FBP1

00270 Metabolismodecisteinae 35y 90.05 4717102 BHMT: MDH2
metionina

00350 Metabolismo de tirosina 2 2,89X109 4,82X10°02 ADH6; FAH

1KEGG ID: Identificacdo da via metabdlica conforme Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes
(KEGG); ?p-ajust: p-valor corrigido para testes mudltiplos por FDR; 3Genes: simbolo dos genes
correspondentes as proteinas diferencialmente abundantes. Os genes sublinhados correspondem as
proteinas mais abundantes no grupo menos eficiente.



54

5.5. Redes de co-expressado por WGCNA

O pacote WGCNA, desenvolvido no ambiente R, foi utilizado para a analise de
redes de co-expressdo. As proteinas foram distribuidas em oito modulos identificados
com cores distintas: turquesa (88 proteinas), azul (73), marrom (70), amarelo (38),
verde (33), vermelho (25), preto (24), e cinza (25) (Figura 13). O modulo cinza, por
sua vez, ndo é propriamente um méddulo, nele sdo agrupadas aquelas proteinas que

ndo se ajustaram a nenhum maodulo de co-expressao.

Figura 13 — Agrupamento hierarquico das proteinas hepaticas de bovinos Nelore de alta e baixa
eficiéncia alimentar e caracterizacao dos modulos de co-expressao por cores.

Fonte: Prépria autoria.
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Os modulos foram correlacionados aos indicadores de eficiéncia alimentar
CGR e CAR e trés foram significativos (p < 0,10), marrom, vermelho e turquesa (Figura
14).

Figura 14 - CorrelagGes entre os médulos de co-expresséo de proteinas hepaticas e os indicadores
de eficiéncia alimentar consumo e ganho residual (CGR) e consumo alimentar residual (CAR) de
bovinos Nelore.

As correlagbes sdo apresentadas nos retdngulos seguidas do p-valor entre parénteses. MAdulos em
destaque sédo significativamente correlacionados (p < 0,10) aos indicadores de eficiéncia alimentar.
Fonte: Prépria autoria.

Das 42 proteinas classificadas como diferencialmente expressas entre o0s
grupos de BEA e AEA nas analises protedmicas, apenas sete nao foram relacionadas
aos modulos significativos. As proteinas betaina--homocisteina S-metiltransferase 1
(BHMT), frutose-1,6-bisfosfatase 1 (FBP1) e a proteina ndo caracterizada F1IMQ37
(MYH9) foram inseridas no modulo amarelo; a proteina 29 residente no reticulo
endoplasmatico (ERP29), proteina do choque térmico 70 kDa 1A (HSPA1A) e enzima
E2N conjugada a ubiquitina (UBE2N) no médulo verde e a plectina (PLEC) no mdodulo
preto. Entretanto, todas apresentaram correlagdes significativas com algum dos

indicadores de eficiéncia alimentar (R2 > |0,60[; p < 0,05) (Apéndice D). Os modulos
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significativos foram visualizados de forma conjunta pelo Cytoscape (versdo 3.5.1),
selecionando-se todas as conexdes com peso superior a 5x10%. Este valor foi
selecionado para ser possivel a visualizacdo de pelo menos uma conexao entre duas
proteinas (Figura 15).

Figura 15 - Conectividade entre os madulos correlacionados significativamente (p < 0,10) com
eficiéncia alimentar.

Os circulos representam os genes codificadores das proteinas. As linhas representam as conexdes
(peso > 5x1094). Os genes em destaque correspondem as proteinas diferencialmente abundantes
(PDA) entre bovinos Nelore de baixa e alta eficiéncia. Fonte: Prépria autoria.

Dentre os modulos significativamente associados ao fenétipo de eficiéncia

alimentar, o vermelho foi o que apresentou maior correlacéo entre os valores de MM
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e a KIN das proteinas, seguido pelo marrom, sendo que o turquesa apresentou menor
correlacdo entre estas medidas, mas ainda assim altamente significativa, conforme

pode ser observado na figura 16.

Figura 16 — Correlacdes e p-valor entre a filiagdo ao modulo (MM) elevada ao poder 17 e
conectividade intramodular das proteinas hepaticas de bovinos Nelore para os moédulos
significativamente associados a eficiéncia alimentar.

A: Turquesa; B: Marrom; C: Vermelho. Fonte: Prépria autoria.

No moddulo turquesa, que foi correlacionado negativamente com CGR e
positivamente com CAR foram classificadas 88 proteinas das quais 18 foram mais
abundantes nos animais de BEA, conforme analise protedbmica diferencial. Das 88
proteinas, 34 foram fortemente filiadas ao médulo, com valor de MM superior a 0,60
(p-valor < 0,05), sendo 14 delas significativas para algum dos indicadores de eficiéncia
alimentar (SP > |0,60| e p-valor < 0,05), das quais 12 sdo PDAs. As cinco proteinas
com maiores MM e SP > |0,60| (p-valor < 0,05), simultaneamente, sdo PDAS, sendo
gue a prostaglandina redutase 1 (PTGR1) também esta entre as cinco proteinas com
maior KIN neste médulo (Apéndice E). As proteinas mais fortemente associadas ao

modulo turquesa e suas conexdes estdo apresentadas na figura 17.
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Figura 17 - Conectividade das proteinas hepaticas de bovinos Nelore co-expressas no médulo
turquesa.

Os circulos representam genes das proteinas com valor de filiagdo ao médulo (MM) superior a 0,60 (p-
valor < 0,05), sendo o tamanho do circulo proporcional ao MM. As linhas representam as conexdes
(peso > 0,001) entre as proteinas, onde a espessura da linha é proporcional ao peso da conexdo RB:
proteinas que apresentam relevancia bioldgica para eficiéncia alimentar, considerando valor de
significancia da proteina > 0,60 (p-valor < 0,05) para pelo menos um indicador; PDA: proteinas
diferencialmente abundantes entre animais dos grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar (p-valor <
0,05). Fonte: Propria autoria.

A andlise de enriquecimento de vias metabdlicas, com base nas vias KEGG,
para o modulo turquesa identificou 11 vias significativas (p-ajust < 0,05) (Tabela 5).
Destas, nove vias sdo as mesmas identificadas na andlise para as PDAs, incluindo
Metabolismo de farmacos pelo citocromo P450 (00982), que havia apresentado

representantes exclusivamente mais abundantes no grupo de animais de BEA.



59

Tabela 5 - Vias metabdlicas significativamente enriquecidas (p-ajust < 0, 05) das proteinas hepaticas
de bovinos Nelore co-expressas no moédulo turquesa.

KEGG ID* Descrigéo NP p-valor  p-ajust? Genes?®

FAH; ALDOB; DPYS; HADHB;
PSAT1; COX5A; MTHFDZ;
ADHG6; ACADL; ADH4;
EPHX2; KHK; ACADS; TPI1
PSAT1; ALDOB; EMOS3; FAH;

em diversos ambientes EPHX2; TPI1; HADHB
Degradacéo de acidos 09 07 ACADL; ADH6; ADH4;
graxos 5 7,27X10™ 6,88X10 ACADS; HADHB
00010  Glicdlise/Gliconeogénese 4 2,45X100% 1,74X10% ALDOB; ADH6; ADH4; TPI1

Metabolismo de frutose e

01100 Vias metabdlicas 14 1,36X10° 3,85X10°97

Metabolismo microbiano

01120 7  3,84X10°%° 5,45X107

00071

00051 ° 00 3 1,78X10% 1,01X103 ALDOB; TPI1; KHK
01200  Metabolismo de carbono 4 2,16X1005 1,02x100  OATL A%Ap?ls; ALDOB;
00350 Metabolismo de tirosina 3 3,32X1095 1,35X10°03 ADH6; ﬁm FAH
01212 g';"r:("’:)bso"smo de acidos 3 6,74X10°5 2,39X10°%  ACADS: ACADL; HADHB
ooggz  Metabolismo de farmacos 5 7 5oy 1005 5 40x1000 ADH6: EMO3; ADH4

pelo citocromo P450
Biossintese de
aminoacidos

00670  One carbon pool by folate 2 3,98X10%4 1,03X10702 MTHFD1; ALDH1L1

01230 3 2,08X10°%4 5,91X1003 ALDOB; PSAT1,; TPI1

IKEGG ID: Identificacdo da via metabdlica conforme Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes
(KEGG); ?p-ajust: p-valor corrigido para testes mudltiplos por FDR; 3Genes: simbolo dos genes
correspondentes as proteinas diferencialmente abundantes. Os genes sublinhados correspondem as
proteinas diferencialmente abundantes entres os grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar, sendo
todas mais abundantes no grupo menos eficiente.

O modulo vermelho também foi correlacionado negativamente com CGR e
positivamente com CAR e, das 25 proteinas classificadas neste moédulo, 17
apresentaram MM maior que 0,60 (p-valor < 0,05). Cinco PDAs foram distribuidas
neste modulo e apenas a purina nucleosideo fosforilase (PNP) apresentou MM inferior
ao limite determinado (MM = 0,58; p-valor = 0,047), contudo seu valor de SP foi
elevado para os dois indicadores, sendo negativamente correlacionada com CGR (SP
=-0,76; p-valor = 0,004) e positivamente com CAR (SP =0,76; p-valor = 0,004) (Figura
16). A proteina rab-7a relacionada a Ras (RAB7A5) foi a Unica proteina
biologicamente significativa para eficiéncia alimentar, sendo positivamente associada
ao CAR (SP = 0,67; p-valor = 0,016), nao diferencialmente abundante pela analise
proteémica, porém também a unica entre as cinco de maior KIN neste modulo. Todas
as proteinas significativas para o médulo vermelho estéo listadas no apéndice F. As
proteinas significativamente associadas ao médulo vermelho estdo apresentadas na

figura 18.
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Figura 18 - Conectividade das proteinas hepaticas de bovinos Nelore co-expressas no médulo
vermelho, significativamente correlacionado a eficiéncia alimentar.

Os circulos representam genes das proteinas com valor de filiagdo ao moédulo (MM) superior a 0,60 (p-
valor < 0,05), sendo o tamanho do circulo proporcional ao MM. As linhas representam as conexdes
(peso > 0,001) entre as proteinas, onde a espessura da linha é proporcional ao peso da conexao. RB:
proteinas que apresentam relevancia bioldgica para eficiéncia alimentar, considerando valor de
significancia da proteina > 0,60 (p-valor < 0,05) para pelo menos um indicador; PDA: proteinas
diferencialmente abundantes entre animais dos grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar (p-valor <
0,05). Fonte: Propria autoria.

Para o modulo vermelho sete vias metabolicas foram enriquecidas, das quais
seis foram comuns as vias enriquecidas para as PDAs, sendo Metabolismo do retinol
(00830) a unica via ndo observada para as PDAs e a Via da pentose-fosfato (00030)

as unicas que ndo estavam presentes no modulo turquesa (Tabela 6).
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Tabela 6 - Vias metabdlicas significativamente enriquecidas (p-ajust < 0,05) das proteinas hepaticas
de bovinos Nelore co-expressas no modulo vermelho.

KEGG ID* Descrig&o NP p-valor p-ajust? Genes?

MDH2; AOX1; ADH1C; CKB,;

. ST -06 -04

01100 Vias metabdlicas 8 1,94X10 5,51X10 RGN: ADK: ALDHIAL: TKT

01120 Metabolismomicrobiano ;5 a0v9006  904x10%  RGN: MDH2: AOX1: TKT
em diversos ambientes E—

00830 Metabolismo de retinol 3 1,16X10% 1,10X10°03 ALDH1A1; ADH1C; AOX1

01200  Metabolismo de carbono 3 7,85X109% 5,57X10°03 RGN; MDH2; TKT

00030 Via pentose-fosfato 2 2,19X10% 1,24X10°2 RGN; TKT

00350 Metabolismo de tirosina 2 4,70X1004 2,22X1002 ADH1C; AOX1

ooggz  Metabolismo de farmacos g4 vq0m 3 30x1002 ADH1C: AOX1

pelo citocromo P450

1IKEGG ID: Identificagdo da via metabdlica conforme Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes
(KEGG); ?p-ajust: p-valor corrigido para testes mudltiplos por FDR; 3Genes: simbolo dos genes
correspondentes as proteinas diferencialmente abundantes. Os genes sublinhados correspondem as
proteinas diferencialmente abundantes entres os grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar, sendo
todas mais abundantes no grupo menos eficiente.

O moébdulo marrom apresentou 71 proteinas sendo 32 com valores de MM
elevados (> 0,60 e p-valor < 0,05) (Apéndice G). Destas, 10 sdao PDAs, de 12
presentes no modulo, todas de menor abundancia nos animais de BEA. A 3-
hidroxiisobutiril-CoA hidrolase, mitocondrial (HIBCH) apresentou SP > |0,60| (p-valor
< 0,05) apenas para CGR. As duas que apresentaram MM inferior ao minimo
estabelecido foram a proteina associada a receptor de célula B de 31 kDa (BCAP31)
(MM = 0,48; p-valor = 0,11) e serina hidroximetil-transferase, citosoélica (SHMT1) (MM
= 0,31; p-valor = 0,33), entretanto ambas apresentaram SP significativas (SP > |0,60]|
e p-valor < 0,05) para os dois indicadores de eficiéncia alimentar. A figura 19
apresenta as proteinas com MM superior a 0,60 (p-valor < 0,05).
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Figura 19 - Conectividade das proteinas hepaticas de bovinos Nelore co-expressas no modulo
marrom, significativamente correlacionado a eficiéncia alimentar.

Os circulos representam genesas proteinas com valor de filiagdo ao médulo (MM) superior & 0,60 (p-
valor < 0,05), sendo o tamanho do circulo proporcional ao MM. As linhas representam as conexdes
(peso > 0,001) entre as proteinas, onde a espessura da linha é proporcional ao peso da conexdo. RB:
proteinas que apresentam relevancia bioldgica para eficiéncia alimentar, considerando valor de
significancia da proteina > 0,60 (p-valor < 0,05) para pelo menos um indicador; PDA: proteinas
diferencialmente abundantes entre animais dos grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar (p-valor <
0,05). Fonte: Propria autoria.

Das cinco vias metabodlicas enriquecidas no moédulo marrom, que foi
positivamente correlacionado com CGR e GPR e negativamente com CAR, trés foram
comuns as PDAs, destacando-se a via Processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico (04141), que teve predominio de proteinas menos abundantes nos
animais de BEA (Tabela 7).
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Tabela 7 - Vias metabdlicas significativamente enriquecidas (p-ajust < 0,05) das proteinas hepaticas
de bovinos Nelore co-expressas no médulo marrom.

KEGG ID? Descrigéo NP p-valor  p-ajust? Genes?®
ACSM2A; GRHPR; ACY1,;
LAP3; RDH16; PGM2;
DHRS4; HSD17B4,; LDHB;
HMGCS2

00480  Metabolismo da glutationa 3 6,94X10%5 9,85X1003 GSTAS; GSTAL; LAP3
Processamento de . ) )

04141  proteinas no reticulo 4 1,28X10%4 1,21X1002 PDIABH%AI;;EB@,
endoplasmatico

04918 S_ln'Ees_;e de horménio da
tireddie

00650 Metabolismo de butanoato 2 7,28X100%4 4,13X10°02 ACSM2A; HMGCS2

01100 Vias metabdlicas 10 8,48X10°%6 2,41X10°03

3 1,74X10°%4 1,23X10°2 ASGR1; ATP1A2; HSP90B1

1IKEGG ID: Identificacdo da via metabdlica conforme Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes
(KEGG); ?p-ajust: p-valor corrigido para testes mudltiplos por FDR; 3Genes: simbolo dos genes
correspondentes as proteinas diferencialmente abundantes. Os genes sublinhados correspondem as
proteinas diferencialmente abundantes entres os grupos de baixa e alta eficiéncia alimentar, sendo
todas menos abundantes no grupo menos eficiente.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho € parte de uma ampla linha de pesquisa que visa
caracterizar os mecanismos envolvidos na determinacdo do fenétipo de eficiéncia
alimentar em bovinos da raca Nelore. Nesta tese, verificou-se que o comportamento
do proteoma dos animais de AEA e BEA € muito préximo quando observamos as
analises de Pearson para as duas abordagens proteémicas, com correlacdes de
moderadas a muito fortes entre animais de ambos os grupos. Os dados obtidos por
LC-MS/MS por sua vez, apresentaram maior similaridade, o que pode ser justificado
pelo fato dessas amostras passarem por menos etapas de processamento. Além das
técnicas de digestéo e separacdo dos peptideos diferirem entre as duas metodologias,
embora ambos espectrémetros de massas utilizados apresentem alta acuracia e
resolucdo, também sdo distintos quanto as tecnologias de analise e deteccédo dos
espectros. Estas diferencas também podem explicar as fortes correlacdes observadas
entre as amostras analisadas por LC-MS/MS e moderadas correlagbes entre as
amostras analisadas por GeLC-MS/MS, sugerindo menor variabilidade na primeira
analise. Por outro lado, tanto na PCA como no agrupamento hierarquico dos
proteomas obtidos por ambas as abordagens se observa maior dispersédo entre as
amostras do grupo de BEA, sugerindo maior variabilidade nestes animais. Bottje et al.
(2017b) também observaram este comportamento em andlise de expressao génica
diferencial do musculo esquelético de frangos de corte divergentes para EA, com aves
menos eficientes apresentando maior dispersao que as mais eficientes.

As andlises protedbmicas diferenciais revelaram mudancas significativas na
abundancia relativa de proteinas entre os animais de BEA e AEA para ambas as
abordagens, sendo identificadas 42 PDAs com LC-MS/MS e cinco PDAs para o0s
dados obtidos por GeLC-MS/MS. As abordagens apresentaram trés PDAs em comum,
a alcool desidrogenase 6 (classe 5) (ADH6), a retinal desidrogenase 1 (ALDH1A1l),
ambas mais abundantes nos animais menos eficientes, e a frutose-1,6-bifosfatase 1
(FBP1), menos abundante nos animais de BEA, demonstrando por técnicas distintas
a relacdo entre a abundancia das proteinas hepaticas e o fenétipo de EA. Na analise
de redes de co-expresséao elaboradas a partir do WGCNA com o banco de proteinas
identificadas pelo método LC-MS/MS, trés modulos apresentaram elevadas

correlagcdes com os indicadores de eficiéncia alimentar abordados. O modulo marrom
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foi positivamente associado ao CGR e negativamente ao CAR, sendo assim,
diretamente relacionado a maior eficiéncia, enquanto os médulos turquesa e vermelho
com comportamento inverso foram diretamente associados a menor eficiéncia. Das
42 PDAs identificadas, 35 foram distribuidas entre os médulos significativos, sendo
gue as proteinas mais abundantes em BEA foram classificadas entre os modulos
turguesa e vermelho, e as de menor abundancia neste grupo no modulo marrom.

As proteinas associadas a menor eficiéncia relacionaram-se ao metabolismo
lipidico, com proteinas envolvidas na sintese lipidica, confirmando o maior potencial
em deposicdo de gordura corporal por esses animais. Também foi observado
enriquecimento de degradacédo de 4cidos graxos, que por sua vez pode indicar maior
demanda energética, sendo que outras vias associadas ao metabolismo energético
também foram enriquecidas, ou maior peroxidac¢éao lipidica em decorréncia do excesso
de formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS), ja& que também apresentou
enriquecimento para o metabolismo oxidativo, incluindo proteinas que atuam no
combate ao estresse oxidativo celular. Também foram associadas ao sistema do
citocromo P450 (Cit p450), relacionado a degradacéo de substancias tanto endégenas
como externas ao organismo com potencial toxicidade. Por outro lado, maior EA foi
relacionada ao processamento e enovelamento proteico, bem como proteinas que
atuam na manutencao do citoesqueleto, indicando maior capacidade em reestruturar
as células apoés os danos oxidativos e de outras naturezas, como no combate a
infeccoes.

Em estudo anterior realizado com 0os mesmos animais analisados no presente
trabalho, Alexandre et al. (2015) relataram que nao houve diferenca no ganho de peso
corporal entre os grupos BEA e AEA, mas observaram maior ingestao de matéria seca
desde o inicio do periodo de confinamento e aumento nos niveis plasmaticos de gama
glutamil transpeptidase (GGT) nos periodos finais para animais menos eficientes. Os
autores também encontraram maior deposi¢cdo de gordura visceral e subcutanea e
maior expressao de genes associados a sintese lipidica no grupo de BEA. Além disso,
animais de ambos 0s grupos apresentaram infiltrado mononuclear na triade portal,
mas em niveis mais elevados nos animais menos eficientes (ALEXANDRE et al.,
2015). Com base nessas observacbes e outros comportamentos, 0s autores
hipotetizaram que os bovinos menos eficientes apresentam maior suscetibilidade a

inflamacédo devido a alteracbes no metabolismo lipidico e / ou pelo aumento de
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infeccbes devido ao maior consumo de racdo. Assim, os resultados da abordagem
protedmica do presente estudo foram condizentes com alguns desses achados.

A via “Metabolismo microbiano em diversos ambientes” foi a mais enriquecida
para as PDAs, com predominio de proteinas mais abundantes nos animais menos
eficientes, e a segunda via mais enriquecida para os médulos turquesa e vermelho.
Essa via apresentou proteinas principalmente relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, aminoacidos, lipidios e vitaminas. Entretanto, também podem ser
destacadas proteinas associadas ao metabolismo de farmacos e xenobio6ticos pelo Cit
P450. O figado é o primeiro local de contato para componentes microbianos, toxinas
enddgenas e exdgenas presentes no sangue portal, sendo também responsavel pela
resposta imune inicial (ABU-SHANAB; QUIGLEY, 2010). Enriquecimento da via
“Processo e apresentacgao de antigenos” também foi observado para as PDAs, sendo
gue esta via e processos relacionados ja foram associados a eficiéncia alimentar
(GONDRET et al., 2017; KARISA et al., 2013; VINCENT et al., 2015). Duas proteinas
inseridas nesta rota pertencem a familia das proteinas do choque térmico 70 kDa
(HSP70), a HSP70 membro 8 (HSPAS8), mais abundante no grupo de BEA, e a HSP70
membro 1A (HSPA1A), menos abundante nestes animais. Estas chaperonas atuam
na protecdo do proteoma sob estresse, formacdo e dissociacdo de complexos
proteicos, correcdo de proteinas mal-enoveladas, direcionamento de proteinas para
degradacdo. Também participam da resposta inflamatéria, sendo que a
superexpressao das HSP70 foi relacionada a regulacdo da expressado de citocinas
induzidas por lipopolissacarideos (LPS) em ratos infectados experimentalmente com
adenovirus Ad70 (DOKLADNY et al., 2010).

Outras proteinas envolvidas na resposta imunolégica foram associadas a
menor EA. A chaperona peptidil-prolil cis-trans isomerase B (PPIB), também
conhecida por ciclofiina B, rotamase B ou S-ciclofilina. Dentre os papéis
desempenhados por esta proteina estd a participagdo no enovelamento da
imunoglobulina G, onde atua acelerando o processo (FEIGE et al.,, 2009). Em um
estudo realizado por Deist et al. (2017) sobre a susceptibilidade de diferentes
linhagens de frango a infeccdo pelo virus Newcastle com base no perfil
transcriptémico do pulmao, o gene PPIB apresentou maior expressdo no periodo de
10 dias pos infec¢cdo em aves da linhagem Fayoumis, comparadas ao grupo controle

(ndo desafiado). Dentre as proteinas identificadas no modulo vermelho, a proteina
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rab-7a relacionada a Ras (RAB7A5) foi a Unica biologicamente significativa para
eficiéncia alimentar nédo identificada como diferencialmente abundante. Esta proteina
€ um regulador chave do transporte endo-lisossomal, participando de diversos
processos metabdlicos como metabolismo lipidico, maturagdo e acidificacdo de
fagossomos, bem como na fusdo destes com o0s lisossomos, além de também
apresentar papel relevante na infeccédo e sobrevivéncia de patégenos microbianos e
participagdo no ciclo de vida de diversos tipos virais (CANTALUPO et al., 2001,
LIZASO; TAN; LEE, 2013). Cheng et al. (2012) observaram que o blogueio da RAB7A,
e da RAB5 tem impacto na expressao proteica e no rendimento do virus da febre
efémera bovina.

As andlises de enriguecimento de processos e vias metabdlicas revelaram duas
proteinas mais abundantes nos animais menos eficientes e co-expressas nos modulos
negativamente correlacionados a EA do metabolismo de carboidratos, mas que
também foram relacionadas a sintese lipidica. Uma delas é a cetohexoquinase (KHK),
classificada no médulo turquesa, e a supressao da expressao do gene KHK no figado
de camundongos alimentados com frutose ocasionou reducdo na expressado de
enzimas que atuam na sintese de acidos graxos (SOFTIC et al.,, 2017). A outra
proteina, a malato desidrogenase, mitocondrial (MDH2), foi inserida no mddulo
vermelho. Esta é uma enzima chave no ciclo do &cido citrico e sua reducdo em
camundongos obesos foi associada a perda de peso corporal (PARRAY; YUN,
2015). Em concordancia com estes resultados, estudos anteriores também
associaram maior teor de gordura corporal a menor eficiéncia em bovinos (BASARAB
et al., 2003; HERD et al., 2014; LINES et al., 2014; WEBER et al., 2016). Outra
proteina classificada no modulo vermelho também foi associada ao metabolismo
lipidico, a hidroxiesteroide desidrogenase semelhante 2 (HSDL2) que, embora seja
uma oxidorredutase pouco descrita, apresenta um dominio de proteina carreadora
de esterdis 2 (SCP2) que esta envolvido no transporte e metabolismo de lipidios,
incluindo o colesterol, sugerindo a participacdo desta proteina nestas vias
(GRONEMEYER et al., 2013; KOWALIK et al., 2009; LI; FAN; PAPADOPOULOS,
2016; SKOGSBERG et al., 2008; VAN VELDHOVEN, 2010). Em estudo sobre EA,
Olivieri et al. (2016) identificou o gene HSDL2 como candidato para este fenotipo na

regido gendmica BTA8 em bovinos Nelore. A BTA8 também foi relacionada a EA por
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Santana et al. (2014b) e Lu et al. (2013), sendo que varios QTLs associados ao CAR,
IMS e GMD foram detectados nesta regido por Seabury et al. (2017).

Ainda relacionada ao metabolismo de carboidratos, a via
glicolitica/gliconeogénica, uma das mais relevantes rotas no metabolismo energético,
também foi enriquecida para as PDAs, com predominio de proteinas mais abundantes
no grupo de BEA e para o médulo turquesa. Conforme estudos realizados por Tavakoli
et al. (2013; 2017), a polarizacdo de macréfagos estimulada por LPS promove
aumento na absorcéo de glicose e na glicélise, dando preferéncia a esta via para suprir
a demanda energética dos processos pro-inflamatérios em vez da fosforilacdo
oxidativa. Representantes da familia das alcool-desidrogenases (ADHS) associadas a
menor eficiéncia alimentar também foram inseridas na via glicolitica / gliconeogénica.
Além da ADH6 e da alcool desidrogenase 4 (ADHA4), co-expressas no madulo
turguesa, a proteina ndo caracterizada F1IMZP8 que se refere ao fragmento da alcool
desidrogenase 1C, classificada no mddulo vermelho e que foi descrita no grupo das
ADHs identificado por GeLC-MS/MS, também atuam no metabolismo de co-produtos
da degradacéo da tirosina, que foi enriquecido tanto para as PDAs como para 0s
modulos turqguesa e vermelho. A degradacdo deste aminoacido, por sua vez, pode
levar a formacé&o de fumarato e acetoacetato, que podem ser direcionados ao ciclo do
acido citrico, sendo assim relacionada ao metabolismo energético (MAK et al., 2013).

As vias de metabolismo e degradacao de acidos graxos também foram super-
representadas para o médulo turquesa, destacando-se enzimas das familias acyl-coA
desidrogenases (ACADs) e ADHs. As enzimas ACADs catalisam a desidrogenacéao
de ésteres acil-CoA, primeiro passo na degradacdo do ciclo mitocondrial da beta-
oxidacao. A degradacdo de &cidos graxos é uma importante via de producdo de
energia celular em forma de ATP, principalmente para tecidos que possuem elevada
demanda metabdlica, como € o caso do figado, principal 6rgdo envolvido na regulacao
da homeostase em mamiferos (GHOSH et al., 2016). Os acidos graxos sao liberados
na corrente sanguinea a partir do tecido adiposo e absorvidos pelos hepatécitos, onde
serdo oxidados para producdo de ATP que, por sua vez, atuara como fonte energética
ou podera ser convertido em diversas moléculas lipidicas e seus derivados (XU; LIN;
QIN, 2008). O enriquecimento destas vias associadas a producdo de energia sugere
gue os animais menos eficientes apresentam maior demanda energética que 0s

animais mais eficientes.
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As ADHs e a ALDH1A também atuam no metabolismo do &cido retindico, que
foi enriquecido para o médulo vermelho. As ADHs séo responsaveis pela oxidacéo do
retinol a retinaldeido, que € oxidado de forma irreversivel pelas aldeido-
desidrogenases (ALDHS) para sintese de 4cido retindico. Estas proteinas e o retinol
ainda atuam na regulacao da diferenciacdo, crescimento e migracdo de células do
sistema imunoldgico. Recentemente, Cho et al. (2016) comprovaram a acao antiviral
de enzimas destas familias, incluindo as isoformas ADH4, ADH6 e ALDH1A1, frente
ao virus da hepatite C. O retinol e seus metabdlitos sdo relacionados ao controle da
adipogénese e homeostase energeética, com efeito em varias doencas, inclusive
obesidade (VILLARROYA; IGLESIAS; GIRALT, 2004; KIEFER et al., 2012). Outra
enzima associada ao metabolismo do retinol, a UDP-glicuronosil-transferase
(MGC152010), identificada pela abordagem GeLC-MS/MS, foi mais abundante nos
animais de BEA. O acido retindico € metabolizado por enzimas do Cit P450 e UGTSs,
sendo que a catalise destas Ultimas resulta na formacgéo do metabdlito ativo all-trans-
retinoyl-beta-glucuronide (BARUA; SIDELL, 2004). Corroborando com estes
resultados e comprovando a relevancia do metabolismo do retinol para eficiéncia
alimentar, ao analisar o metaboloma sérico do periodo de 21 dias antes do
confinamento de bovinos Nelore, incluindo os animais avaliados no presente trabalho,
Novais (2017) identificou este metabdlito em um dos modulos de co-expressao
correlacionado positivamente ao CAR (r = 0,52, p-valor < 0,01). Ainda, Salleh et al.
(2017) observaram uma superregulacédo da via do metabolismo do retinol ao analisar
o transcriptoma hepéatico de animais da raca Jersey menos eficientes, identificando o
gene ALDH1A1 nesta via.

As ADHs e ALDHs também participam do Cit P450, um dos mais relevantes
complexos envolvidos nos processos de detoxificacdo em mamiferos. Vias
relacionadas a este sistema foram enriquecidas para as PDAs, exclusivamente
representadas por proteinas mais abundantes em BEA, e para os modulos turquesa
e vermelho. Outras PDAs presentes no modulo turquesa relacionadas a este sistema
foram a flavina monooxigenase 3, hepatica (FMO3), proteina ndo caracterizada
G3MYH2 (LOC540707, CYP2A13), glutationa S transferase Mu 1, 2 (GSTML1,
GSTM2) e sulfotransferase 1A1 (SULT1A1l). A citocromo b5A (CYB5A), também
classificada no modulo turquesa, foi a proteina mais fortemente associada aos

indicadores de EA neste moédulo. Ela interage com diversos membros da superfamilia
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do Cit P450, modulando a atividade destas enzimas por distintos mecanismos (BHATT
et al., 2017).0 metabolismo de farmacos e xenobidticos pelo sistema da Cit P450 ja
foi associado & eficiéncia alimentar em bovinos da ragca Nelore (TIZIOTO et al., 2016)
e taurinos (CHEN et al., 2011; CONNOR et al.,, 2010; FOOTE et al.,, 2017;
KHANSEFID et al., 2017). Nos animais, 0s processos de respiracdo mitocondrial,
metabolismo de xenobidticos, inflamacéo, dentre outros, geram agentes oxidantes
gue contribuem para a formagéo de EROs (SINGH et al., 2013), sendo as mitocondrias
e enzimas do Cit P450 as principais fontes nos hepatécitos expostos a agentes
causadores de lesdes de forma aguda ou cronicamente (LOGUERCIO; FEDERICO,
2003).

Os termos enriguecidos associados a oxido-reducéo para as PDAs também
apresentaram principalmente proteinas mais expressas no grupo de BEA. Alexandre
et al. (2015) observaram enriquecimento do processo de Oxido-reducdo em méddulo
de co-expressao negativamente associado a eficiéncia alimentar, enquanto Tizioto et
al. (2015) sugeriram aumento no metabolismo oxidativo em bovinos Nelore
ineficientes e relacionaram esse aumento a possivel incremento do estresse oxidativo
nestes animais. O estresse oxidativo também ja foi associado a menor eficiéncia
alimentar em outras espécies de animais de producdo como aves e suinos (BOTTJE;
CARSTENS, 2009; GRUBBS et al., 2013; IQBAL et al., 2005; KONG et al., 2011). Os
radicais livres apresentam papel relevante no organismo, atuando nos processos de
fagocitose e em reac6es como hidroxilacéo, carboxilacdo, peroxida¢cédo e na reducéo
de ribonucleotideos, além de atuarem como moléculas de sinalizacdo (DURACKOVA,
2010). Contudo, quando em excesso, podem ocasionar danos as moléculas celulares
caso o sistema antioxidante ndo seja capaz de neutraliza-los, levando a prejuizos
irreversiveis, com consequente morte celular por processos apoptoéticos ou necréticos
(DURACKOVA, 2010; HUSSAIN et al., 2016). O estresse oxidativo é uma condic&o
fisiologica que decorre da producgéo excessiva de radicais livres e metabolitos reativos
como EROs e espécies reativas de nitrogénio.

Outras proteinas com atuacdo durante o estresse oxidativo foram mais
abundantes nos animais menos eficientes e associadas ao médulo turquesa, dentre
elas a 10-formil tetrahidrofolato desidrogenase (ALDH1L1), fumarilacetoacetase
(FAH), peroxirredoxina 2 (PRDX2) e prostaglandina redutase 1 (PTGR1). A atividade
da FAH esta relacionada a prevencao de danos oxidativos de hepatocitos, sendo que
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mutacdes no gene que codifica esta enzima foi relacionado a elevada mortalidade em
decorréncia de falhas nos programas de morte celular induzidas por estresse oxidativo
em humanos (STEPANOVA et al.,, 2010; VOGEL et al., 2004). A PRDX2 regula a
proliferacéo celular e metabolismo de lipideos, além de apresentar papel relevante na
regulacdo de doencas inflamatorias e resposta imunoldgica (PARK et al., 2016),
atuando como mediador do processo inflamatorio dependente de reacdes redox e
ativando macréfagos para producao e liberacdo de TNF-a (HUSSAIN et al., 2016).
Recentemente, Senhaji et al. (2017) observaram maior expresséo da proteina PRDX2
em amostras de sangue de individuos acometidos por doencas inflamatoérias
intestinais sem alteracdo nos niveis de transcritos. Estes autores ainda destacaram
que, com base na literatura, a atuacdo desta enzima nos processos patolégicos nao
apresenta um consenso, sendo relatadas participacdo tanto como protetiva como
efetiva nas rotas envolvidas nos processos de inflamacéo e patogéneses.

A PTGR1, proteina que apresentou maior valor de filiagcdo ao mdédulo turquesa,
além de antioxidante, também atua nas respostas inflamatéria e imunolégica e na
regulacdo da adipogénese (POULOS et al.,, 2016). Esta enzima multifuncional
participa do metabolismo de prostaglandinas, atuando como redutase, e da oxidacao
de leucotrienos (LT), eicosanoides derivados do metabolismo do acido araquiddnico
(FORMAN et al., 2008; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2014), catalisando a oxidac¢&o
do LTB4 a sua forma menos ativa, 0 12-0xo-LTB4 (HAEGGSTROM; FUNK, 2011;
POWELL; ROKACH, 2015; HUANG et al., 2016). Vale destacar que Novais (2017)
identificou o metabdlito 11-hydroxyeicosatetraenoate glyceryl ester, produto de uma
das rotas do metabolismo do &cido araquidénico, bem como enriquecimento da via
“Prostaglandina provinda do acido araquidénico” para um mddulo de co-expresséo de
metabdlitos associado positivamente ao CAR, mais uma vez confirmando a
complementariedade entre os dados protedbmicos e metabolémicos. Além disso,
Salleh et al. (2017) também observaram uma super-regulacdo do metabolismo do
acido araquidonico em bovinos Jersey menos eficientes. Estes resultados em conjunto
reforcam o envolvimento do metabolismo do acido araquidénico nas vias que
determinam a eficiéncia alimentar em bovinos.

A peroxidacdo lipidica, uma das consequéncias do acumulo de EROs no
organismo, pode ocorrer mesmo sobre estresse minimo e transiente, sendo as

bicamadas lipidicas das membranas um dos primeiros alvos. A oxidacdo dos
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fosfolipideos leva a formacao de diversos produtos, sendo o 4-hydroxy-2-nonenal (4-
HNE) um dos mais estudados, obtido da oxidacdo de acido linoleico, linoleato de
metila, acido gama-linolénico e acido araquidénico (CHAUDHARY et al.,, 2010;
SPICKETT, 2013). Chaudary et al. (2010) constataram que a 4-HNE induziu a
sinalizacdo para apoptose das rotas mediadas pelas proteinas p53 e Fas em
hepatocitos e a super-regulacdo de proteinas HSP70. A detoxificacdo do 4-HNE tem
sido associada a atuacdo de diversas enzimas incluindo algumas ADHs, ALDHs,
enzimas do Cit P450, GSTs e PTGR1 (DICK et al., 2001; ZHENG et al., 2014), todas
mais abundantes nos animais de menor eficiéncia.

Das 19 proteinas menos abundantes nos animais de BEA, 12 foram co-
expressas no médulo marrom, sendo que apenas a proteina associada a receptor de
célula B de 31 kDa (BCAP31) e a serina hidroximetil-transferase, citosoélica (SHMT1)
nao foram significativas para o modulo, embora tenham sido correlacionadas
fortemente aos indicadores de eficiéncia alimentar. Processos enriquecidos para
PDAs associados a localizacédo e transporte apresentaram principalmente proteinas
menos abundantes em BEA, assim como 0os componentes celulares associados ao
reticulo endoplasmatico (RE) e via metabdlica de processamento de proteinas no RE,
gue também foi significativa para 0 moédulo marrom. O RE € uma organela celular que
controla a homeostase intracelular de Ca?*, sintese lipidica e enovelamento de
proteinas. Este Ultimo processo é altamente sensivel as alteragbes decorrentes do
estado redox, niveis nutricionais e de Ca?*, taxa de sintese proteica, presenca de
patégenos ou estimulos inflamatérios, que podem resultar no acimulo de proteinas
desenoveladas ou enoveladas erroneamente, culminando no estresse do RE (ERE)
(GIAMPIETRI et al., 2015; HIRSCH et al., 2014).

Classificada no médulo marrom, a PDA néo caracterizada E1IBEG2 pertence a
familia das ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas, envolvidas no
processamento e transporte de RNAm, transcricdo, reparo e formacdo de DNA
telomérico, sendo importantes reguladores cuja alteracdo nos padrbes de expressao
pode interferir em varias func¢des celulares (HAN; TANG; SMITH, 2010;
PAPADOPOULOU et al., 2012). Outra proteina ndo caracterizada, a FIMDCL1 refere-
se ao gene RRBP1, codificador da proteina 1 de ligagdo de ribossomo, componente
integral da membrana do RE que atua como receptor de ribossomos, no processo de

traducdo do RNAmM e transporte de proteinas transmembrana (CHIVA; ORTEGA;
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SABIDO, 2014). A chaperona BCAP31, que também é uma proteina integral de
membrana de elevada abundancia no RE, atua na degradacéo proteica e exportacao
de proteinas do RE para o complexo golgiense, regulacdo da concentracdo de Ca?*
do RE, citosdlica e mitocondrial, morte celular programada, além de atuacdo no
rearranjo do citoesqueleto durante a apoptose (ADACHI et al., 1996; ANNAERT et al.,
1997; CACCIAGLI et al., 2013; NAMBa et al. 2013; PAQUET et al., 2004). Outra
chaperona menos abundante em BEA, a calreticulina (CALR), também participa da
homeostase do calcio e atua no enovelamento e estabilizacdo de proteinas no RE
(CACCIAGLI et al., 2013). Por estar envolvida na montagem e enovelamento de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe | (MHC-I), também é
associada ao processo de apresentacdo de antigenos (RAGHAVAN et al., 2013).

Outras proteinas que apresentam relacdo com 0s processos de resposta do
sistema imunolégico foram associadas a maior EA. O fator 1 de regulacao da troca
Na*-H* (NHERF1) pertence a familia NHERF de moduladores que realizam interacfes
entre proteinas e regulam a transducdo de sinal intracelular (BRETSCHER et al.,
2000; OH et al., 2004). Também foram relacionadas a regulacdo dos processos de
sinalizacdo e transporte enddécrino dos receptores acoplados a proteina G (DUNN;
FERGUSON, 2015), que apresentam papel relevante nas vias do processo
inflamatério (SUN; YE, 2012). A clatrina, por sua vez, € uma proteina constituida por
trés cadeias leves e trés cadeias pesadas, sendo que a cadeia pesada 1 da clatrina
(CLTC) foi uma PDA classificada no mddulo marrom. Esta proteina apresenta grande
relevancia na formacao de vesiculas, sendo que a entrada de virus no organismo
hospedeiro por via endocitica pode ocorrer tanto de maneira dependente da clatrina
como de forma independente (CHENG et al., 2012). Jans et al. (2016) investigaram a
atuacao da clatrina e da actina na resposta imunolégica a infeccao pelo virus sincicial
respiratorio em células humanas e constataram que 0s processos pés-endociticos de
aumento da expressédo de MHC-Il em monacitos, ativacao de células T e liberacéo de
IFN-y sdo clatrina-dependentes. Por fim, a enzima E2N conjugada a ubiquitina
(UBE2N), classificada no modulo preto, pertence a familia das enzimas conjugadoras
de ubiquitina E2 que atuam no passo intermediario do processo de ubiquitinacdo de
proteinas, sendo esta modificacdo poés-traducional uma estratégia regulatoria
essencial tanto para a resposta imune inata como adaptativa (BHOJ; CHEN, 2009;
LENTUCCI et al., 2017; POPOVIC; VUCIC; DIKIC, 2014).
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Trés proteinas estruturais também foram menos abundantes nos animais de
BEA. Classificada no modulo marrom, a proteina constituida pelos dominios LIM e
SH3 (LASP1) se liga a actina atuando na reorganizacao do citoesqueleto (WANG et
al., 2009). J4 a proteina ndo caracterizada FIMQ37, co-expressa no médulo amarelo,
cujo gene codificador € o MYH9, € uma miosina ndo muscular que atua em rotas de
manutencao da arquitetura celular, capacidade contratil e motilidade. Esta proteina
expressa em células T e, apds a deteccdo do antigeno por estas células, ocorre a
fosforilacdo desta miosina com consequente inativacdo, sendo este um dos
mecanismos sugeridos como forma de controle do sinal de parada das células T
(JACOBELLI et al., 2004). Hays et al. (2014) observaram uma reducao da expressao
da MYH9 em glomérulo de camundongos transgénicos HIV-1. Os autores ainda
constataram que a reducdo ao nivel de proteina e de RNAmM em podécitos humanos
transduzidos com HIV-1 é uma etapa associada a resposta do organismo hospedeiro
a nefropatia associada ao HIV. Ja a plectina (PLEC), associada ao modulo preto,
também atua na manutencdo da integridade do citoesqueleto, apresentando sitios de
ligacdo acessiveis a filamentos intermediarios, microtubulos e microfilamentos
(CASTANON et al., 2013). Em estudo recente, Jirouskova et al. (2018) destacaram
seu papel hepatoprotetor ao observarem uma superregulacdo desta proteina em
guadros colestaticos em modelos animais, além de aumento de danos no figado de
camundongos com delecéo do gene PLEC.

Duas proteinas associadas ao metabolismo lipidico co-expressas no modulo
marrom foram biologicamente relevantes para EA. A 17B-hidroxiesteréide
desidrogenase tipo 4 (HSD17B4) participa do metabolismo de acidos graxos de cadeia
longa e, em estudo sobre o crescimento compensatorio, Connor et al. (2010)
observaram maior expressao do gene HSD17B4, dentre outros relacionados ao
metabolismo de &cidos graxos, no periodo de 1 dia apos a realimentacéo de novilhos
da raca Angus que foram submetidos a restricdo alimentar. O receptor de
progesterona componente de membrana 1 (PGRMCL1), por sua vez, participa da
regulacdo da sintese de colesterol e esteroides, homeostase heme, interacdo com
enzimas do Cit P450, além de atuar na protecdo do DNA em resposta ao estresse
oxidativo e na supressao da apoptose (ROHE et al., 2010; PIEL et al., 2016). Esta
proteina encontra-se acoplada a proteina G, sendo um dos receptores para
progesterona. Bottje et al. (2017b) constataram em estudo da expressado génica no
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musculo esquelético do peito de frangos de corte que modificacées na sinalizacdo da
progesterona foi fator chave para diferencas das aves quanto a eficiéncia alimentar.

Relacionada ao metabolismo do butanoato, enriquecido para as PDAs e para o
modulo marrom, a proteina hidroximetil-glutaril-CoA sintase, mitocondrial (HMGCSZ2)
€ uma enzima limitante para cetogénese (NAKAMURA; YUDELL; LOOR, 2014). A
FBP1, por sua vez, identificada como menos abundante nos animais de menor
eficiéncia pelas duas abordagens protedmicas utilizadas, além de atuar no
metabolismo de carboidratos, também foi relacionada ao metabolismo das cetonas.
Visinoni et al. (2012) constataram que um aumento na expressao desta enzima no
figado de camundongos expostos ao excesso nutricional levou a reducdo da
deposicao de gordura corporal e do consumo alimentar em decorréncia de aumento
nos niveis de hormdnios circulantes da saciedade colecistoquinina (CCK) e leptina,
bem como nos niveis da cetona 3-beta-hydroxibutirate (BHB), sugerindo papel
relevante desta enzima na regulacdo da adiposidade e do apetite. Ainda, em trabalho
realizado anteriormente por este mesmo grupo, os autores relataram que os niveis de
BHB foi positivamente relacionado aos niveis de CCK, constatando que as cetonas
reduzem o consumo de alimento pelo estimulo de CCK (CHEARSKUL et al., 2008).
Cheon et al. (2005) consideraram o gene HMGCS2 um dos mais induzidos no figado
de suinos em jejum, enquanto Doelman et al. (2012) observaram maior expressao do
gene FBP1 no figado de novilhas da raca Holandesa ap6s 24h de restricdo. Embora
0 processo metabodlico celular de cetonas enriquecido para as PDAs tenha
apresentado representantes mais abundantes em ambos os grupos avaliados, a
menor abundancia destas enzimas nos animais de BEA pode estar associada aos
mecanismos responsaveis pela maior ingestdo de matéria seca observada por
Alexandre et al. (2015) para este grupo.

Com os resultados obtidos no presente trabalho com a abordagem protedmica,
tanto com base nas analises de expressdo diferencial como de co-expresséao,
podemos sugerir que 0s animais menos eficientes apresentam alteracdes nas vias
relacionadas aos mecanismos de saciedade, o que os leva a maior ingestdo de
alimentos e, consequentemente, alterac6es no metabolismo lipidico. Estas alteracdes
por sua vez, levam ao desequilibrio homeostatico celular, culminando em estresse
oxidativo. Este estado fisiologico altera a capacidade de reac&o do organismo destes

animais frente as possiveis infec¢cbes, levando ao maior gasto energético para
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manutencao da homeostase, desviando esta energia que poderia ser direcionada para
maior ganho de peso. Ainda, embora o proteoma seja dinamico e caracterize o tecido
avaliado no momento de sua coleta, a compatibilidade entre os resultados obtidos
nesta abordagem com os dados transcriptbmicos e metaboldomicos obtidos por
Alexandre et al. (2015) e Novais (2017), respectivamente, nos permite supor que
exista uma relacdo entre as vias expressas antes e ao final do confinamento. Isto
comprova que a analise protedmica pode auxiliar no direcionamento da busca por
marcadores associados a eficiéncia alimentar que possam ser precocemente
identificados por técnicas menos invasivas e auxiliar tanto no manejo alimentar do

rebanho, como na selecdo de animais para programas de melhoramento.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo confirmam que o proteoma
hepéatico de bovinos Nelores menos eficientes apresenta diferencas quanto a
expressdo de determinadas proteinas em comparacdo aos animais mais eficientes.
Ainda, a maioria das proteinas diferencialmente abundantes foram co-expressas nos
moédulos  significativamente correlacionados com os indicadores de eficiéncia
alimentar, sendo biologicamente relevantes para este fendétipo, sendo principalmente
relacionadas ao metabolismo lipidico, processos oxidativos e detoxificacdo pelo
sistema do citocromo P450 nos animais menos eficientes e associadas ao
processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, manutencdo do

citoesqueleto e resposta imunolégica nos animais mais eficientes.
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APENDICE A - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para fungéo molecular das
proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre bovinos Nelore classificados quanto a
eficiéncia alimentar.

GO ID? Descricéo

NP2

p-ajust®

Genes*

G0:0019899 enzyme binding

G0:0003824 catalytic activity

oxidoreductase

G0:0016491 o
activity

GO0:0005515 protein binding

8

27

10

15

3,00X1012

9,70X10°

2,90X10+4

2,50X103

HSPAS; UBE2N; PPIB; CYB5A; TPIL;
CLTC; SLC9A3R1; HSPA1A

SULT1AL; ADH6; PNP; PTGRI;
ALDH1A1; ALDH1L1; MDH2; TPIL;
HSPA1A; KHK; PPIB; ERP29; BHMT:
HMGCS2; SHMT1; ALDOB: HIBCH;
LOC540707; HSPA8; PRDX2; GSTM1;
FBP1: ACADS: HSD17B4; FMO3; MYHO:
EAH

FMO3: PRDX2; ALDH1A1: ALDH1L1:
MDH2; LOC540707; HSD17B4; ACADS;
ADH6; PTGR1

BCAP31; PLEC; HSPAS: UBE2N; PPIB:
LASP1; CYBSA; FBP1; TPI1; CALR:
CLTC; SLC9A3R1; HSPA1A; MYHO:
HSD17B4

1GO ID: identificagdo do termo pelo Gene Ontology; 2NP: numero de proteinas identificadas por termo;
3p-ajust: p-valor corrigido pelo método de Bonferroni; “Genes: simbolos dos genes codificadores das

proteinas.
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APENDICE B - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para processos biol6gicos
das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore
classificados quanto a eficiéncia alimentar.

continua...
GO ID? Descricéo NP2  p-ajust® Genes*
BCAP31; HSPAS8; SLC39A10; PPIB;
) regulation of 13 ALDH1A1; FBP1; CALR; HSD17B4;
G0O:0065008 biological quality 13 1,50x10 ACADS:; SLC9A3R1; HSPA1A; MYH9;
PRDX2
cellular ketone ALDH1L1; MDH2; FBP1; TPI1; BHMT;
G0:0042180 metabolic Drocess 12 9,40X1012 ACADS; HIBCH; LOC540707; SHMTZ;
P PTGR1; FAH; HSD17B4
cellular catabolic ALDOB; UBE2N; ALDH1L1; MDH2; FBP1;
G0:0044248 process 12 7,20X10** TPI1; BHMT; ACADS:; HIBCH; MYH9; FAH;
HSD17B4
cellular
G0:0044265 macromolecule 5 7,00X10% FBP1; TPI1; UBE2N; ALDOB; MYH9
catabolic process
. monocarboxylic acid 10 ALDHI1L1; FBP1; TPI1; HSD17B4; ACADS,
GO:0032787 metabolic process 8 180x10 HIBCH; LOC540707; PTGR1
oxoacid metabolic ALDH1L1; MDH2; FBP1; TPI1; BHMT; ACADS;
G0:0043436 rocess 12 7,80X1012 HIBCH; LOC540707; SHMT1; PTGR1; FAH;
P HSD17B4
carboxvlic acid ALDH1L1; MDH2; FBP1; TPI1; BHMT; ACADS;
GO0:0019752 metabolicyrocess 12 7,80X1012 HIBCH; LOC540707; SHMT1; PTGR1; FAH;
P HSD17B4
. negative regulation o HSPAS; SLC39A10; SLC25A4; ERP29;
G0O:0048519 of biological process / 3,00X10 FBP1; SLC9A3R1; HSPAl1A
. positive regulation of s HSPALA; SLC39A10; UBE2N; PPIB;
G0O:0048518 biological process 6 1,40X10 ERP29; HSPA8
ALDOB; SLC25A4; SLC9A3R1; PNP;
PTGR1; RPL11; UBE2N; ALDH1A1;
cellular metabolic ALDH1L1; MDH2; TPI1; CALR; HSPA1A,
G0:0044237 rocess 29 2,80X107 KHK; RRBP1; PPIB; ERP29; BHMT;
P HMGCS2; SHMT1; ACADS; HIBCH;
LOC540707; PRDX2; FBP1; HSD17B4;
HSPA8; MYH9; FAH
GO:0044093 positive regulation of 5 3 30X107 SLC9A3R1; BCAP31; ERP29; HSPA1A;
' molecular function ' UBE2N
ALDOB; SLC25A4; LOC540707;
SLCY9A3R1; PNP; PTGR1; RPL11; UBE2N;
ALDH1A1; ALDH1L1; MDH2; TPI1; CALR;
G0:0008152 metabolic process 33 5,50X107 HSPAI1A; KHK; RRBP1; PPIB; ERP29;
CYB5A; BHMT; HMGCS2; SHMT1; ACADS;
HIBCH; ADH6; HSPAS8; PRDX2; GSTM1;
FBP1; HSD17B4; EMO3; MYH9; FAH
G0:0048731 system development 5  7,90X107 ;LDIC;A?’RL MYHS; HSD17B4; RRBPL;
GO:0048856 a”atomif:\'/;t(;gf:]‘éft 5  1,30X10° SLC9A3RL; MYH9; HSD17B4; RRBPL; PPIB
. multicellular organism 5 RRBP1; PPIB; TPI1; HSD17B4; SLC9A3R1,
G0:0007275 development 6 7,60X10 MYH9
cellular nitrogen . . . . .
G0:0034641 compound 7 1,10X10 %_" BHMT, SHMTL; HIBCH; PNP;
metabolic process —_—
. oxidation-reduction s EMOS3; PRDX2; CYB5A; ALDH1AZ;
GO:0055114 process 8 3,00x10 ALDH1L1; LOC540707; ADH6; PTGR1
GO:0032501 multicellular 8 3 30X106 BCAP31; RRBP1; PPIB; TPI1; HSD17B4;

organismal process

SLC9A3R1; HSPA1A; MYH9
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APENDICE B - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para processos biologicos
das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore
classificados quanto a eficiéncia alimentar.

continuacgdo...

GO ID? Descricao NP?  p-ajust® Genes*
. macromolecule s BCAP31; RPL11; RRBP1; ERP29;
G0O:0033036 localization 8  800x10 HNRNPA3; CLTC; SLC9A3R1; MYH9
BCAP31; SLC39A10; RRBP1; SLC25A4;
G0:0006810 transport 11  4,40X102 LASP1; ERP29; HNRNPAS; CLTC;
SLC9A3R1; MYH9; RPL11
. cellular lipid s ALDH1Al; HMGCS2; HSD17B4;
G0:0044255 metabolic process 7 9,60X10 ACADS; HIBCH; LOC540707; PTGR1
GO:0006631 fatty acid metabolic 5 6.20X10° LOC540707; PTGR1; HSD17B4; ACADS;
process HIBCH
ALDOB; UBE2N; ALDH1L1; MDH2;
G0:0009056 catabolic process 12 8,40X10° FBP1; TPI1; BHMT; ACADS; HIBCH;
MYH9; FAH; HSD17B4
. I BCAP31; RPL11; RRBP1; ERP29;
. -4 1 A == ’ ’
G0:0008104 protein localization 7  1,10X10 CLTC: SLCIA3R1L: MYHO
GO:0045184 est_abllshment of 6  1,20X103 RPL11; RRBP1; ERP29; CLTC; SLC9A3R1,
protein localization MYH9
G0:0015031 protein transport 5 1,50X102% ERP29; MYH9; CLTC; RRBP1; RPL11
ALDOB; SLC25A4; SLC9A3R1; PNP;
PTGR1; RPL11; UBE2N; ALDH1A1;
fimary metabolic MDH2; TPI1; CALR; HSPA1A; KHK;
G0:0044238 proces)é 27 2,40X10“4 RRBP1; PPIB; ERP29; BHMT;
P HMGCS2; SHMT1; ACADS; HIBCH,;
LOC540707; FBP1; HSD17B4; HSPAS;
MYH9; FAH
. homeostatic 3 SLC9A3R1; BCAP31; SLC39A10;
G0:0042592 process 5 1,60X10 ACADS: PRDX2
. developmental s RRBPL1; PPIB; TPI1; HSD17B4;
G0:0032502 process 6 1,80X10 SLC9A3R1; MYH9
. cellular 5 BCAP31; RPL11; ERP29; CLTC;
G0:0051641 localization 6 230x10 SLCY9A3R1; MYH9
regulation of . ) : :
- SLC39A10; UBE2N; ERP29; FBP1
. 3 2O JINAY, ’ ' ’
G0:0009966 signal _ 6 2,40X10 SLC9A3R1: HSPAIA
transduction
. regulation of cell 3 SLC39A10; UBE2N; ERP29; FBP1,
G0:0010646 communication 6 2,40X10 SLC9A3R1; HSPA1A
) intracellular P . . . .
G0:0046907 transport 5 1,30X102? BCAP31; ERP29; MYH9; CLTC; RPL11
GO:0046483 heterocycle 5  1,00X102 SLC9A3R1; PNP; HSPA1A; ALDH1L1;
metabolic process HSPAS8
nucleobase-
GO:0055086 containing small 5  250X102 SLCY9A3R1; PNP; TPI1; HSPA1A,;
molecule HSPA8
metabolic process
organic acid ALDH1L1; MDH2; FBP1; TPI1; BHMT;
G0:0006082 metabol?c rocess 12 7,80X10*2 ACADS; HIBCH; LOC540707; SHMT1;
P PTGR1; FAH; HSD17B4
ALDOB; SLC25A4; LOC540707; PNP;
PTGR1; BCAP31; SLC39A10; UBE2N;
ALDH1A1; ALDHI1L1; MDH2; TPIZ1;
GO:0009987  cellular process 33 3,60x102 CALRI HSPALA; KHK, PLEC; RRBPL;

PPIB; ERP29; BHMT; HMGCS2;
SHMT1; CLTC; ACADS:; HIBCH,;
SLCY9A3R1; RPL11; PRDX2; FBP1;
HSD17B4; HSPAS8; MYH9; FAH
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APENDICE B - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para processos biologicos
das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore
classificados quanto a eficiéncia alimentar.

concluséao.
GO ID? Descricao NP?  p-ajust® Genes*
cellular
PLEC; RPL11; FBP1; SHMT1,;
. -2 ’ ’ ’
G0:0044085 cpmpone_nt 6 4,90X10 SLC9A3RL: HSPAIA
biogenesis

cellular component PLEC; RPL11; UBE2N; SLC25A4; FBP1,

. -3
G0:0016043 organization ° 1,80x10 SHMT1; SLC9A3R1; HSPA1A; MYH9
. cellular component , PLEC; RPL11; FBP1; SHMT1; SLC9A3R1,
G0:0022607 assembly 6 3,60X10 HSPALA
BCAP31; SLC39A10; RRBP1;
G0:0051179 localization 11 4,90X102 SLC25A4: LASP1; ERP29; HNRNPAS;

CLTC; SLC9A3R1; MYH9; RPL11
1GO ID: identificagdo do termo pelo Gene Ontology; 2NP: numero de proteinas identificadas por termo;
3p-ajust: p-valor corrigido pelo método de Bonferroni; “Genes: simbolos dos genes codificadores das
proteinas. Os termos em itdlico correspondem aqueles classificados como redundantes por
similaridade seméntica, identificados pelo programa REVIGO.
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APENDICE C - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para componentes celulares
das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore
classificados quanto a eficiéncia alimentar.

continua...

GO ID?

Descricao

NP2

p-ajust®

Genes*

G0:0031982

GO:0005737

G0:0044421

G0:0044444

G0:0043227

G0:0044422

G0:0043229

G0:0043231

G0:0043228

vesicle

cytoplasm

extracellular region
part

cytoplasmic part

membrane-bounded
organelle

organelle part

intracellular organelle

intracellular

membrane-bounded
organelle

non-membrane-

bounded organelle

19

36

18

28

22

28

23

12

8,80X10-34

3,50X10-32

3,00X10-%4

1,90X10-%?

8,80X10-18

7,00X10-%5

1,60X10%0

4,40X10°

1,00X10®

PLEC; RPL11; UBE2N; PPIB; LASP1;
ERP29; CYB5A; ALDH1AL; BHMT;
MYH9; FBP1; TPIL; CLTC;
SLC9A3R1; PGRMC1; HSPA8; KHK:
FAH; PRDX2

ALDOB; SLC25A4; PNP; PTGR1;
BCAP31; RPL11; UBE2N; PGRMC1;
LASP1; ALDH1A1; ALDH1L1; MDH2;
TPI1; CALR; HNRNPA3; HSPAILA;
KHK; PLEC; RRBP1; PPIB; ERP29;
CYB5A; BHMT; HMGCS2; SHMT1;
CLTC; ACADS; HIBCH; SLC9A3R1;
HSDL2; HSPA8; PRDX2; FBP1;
HSD17B4; FMO3; MYH9

PLEC; RPL11; UBE2N; PPIB; LASP1;
ERP29; CYB5A; ALDH1AL: BHMT;
MYH9; FBP1; TPI1; SLC9A3R1;
PGRMC1; HSPAS; KHK; FAH; PRDX2
ALDOB; SLC25A4; BCAP31; RPL11;
LASP1; MDH2; TPI1; CALR;
PGRMC1; HSPA1A; PLEC; RRBP1;
PPIB; ERP29; CYB5A; BHMT;
HMGCS2; SHMT1; CLTC; ACADS;
HIBCH; SLC9A3R1; HSDL2; HSPAS;
FBP1; HSD17B4; EMO3; MYH9
SLC25A4; BCAP31; RPL11; UBE2N;
LASP1; ALDH1A1; MDHZ2; TPI1;
CALR; PGRMC1; KHK; PLEC;
RRBP1; PPIB; ERP29; CYB5A:
BHMT; HNRNPA3; HMGCS2; CLTC;
ACADS; HIBCH; SLC9A3R1; HSDL2;
HSPAS; PRDX2; FBP1; HSD17B4;
FMO3; MYH9; FAH

ACADS; SLC25A4; BCAP31; RPL11;
UBE2N; MDH2; CALR; PGRMCL;
HSPALA; RRBP1; PPIB; ERP29; CYB5A;
HNRNPA3; HMGCS2; CLTC; ALDOB:
SLCYA3RL; HSPAS; HSD17B4; FMO3;
MYH9

ALDOB; SLC25A4; PNP; BCAP31; RPL11;
UBE2N; LASP1; MDH2; TPI1; CALR;
PGRMC1; HSPA1A; PLEC; RRBP1; PPIB;
ERP29; CYB5A; HNRNPA3; HMGCS2;
CLTC; ACADS; HIBCH; SLC9A3R1;
HSDL2; HSPAS8; HSD17B4; EMO3; MYH9
SLC25A4; BCAP31; RPL11; UBE2N;
MDH2; TPI1; CALR; HNRNPA3; PGRMC1;
RRBP1; PPIB; ERP29; CYB5A; HMGCS2;
CLTC; ACADS; HIBCH; SLC9A3RI;
HSDL2; FMO3; HSD17B4; HSPA8; MYH9
PLEC; HSPA8; RRBP1; UBE2N; LASP1;
ALDOB; SLC9A3R1; PGRMC1; PNP:
HSPA1A; MYH9; RPL11
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APENDICE C - Termos de ontologia génica enriquecidos (p-ajust < 0,05) para componentes celulares
das proteinas hepaticas diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore
classificados quanto a eficiéncia alimentar.

conclusao.

GO ID?

Descricao

NP2

p-ajust®

Genes*

G0:0043226

G0O:0070013

G0:0031090

G0:0031981

G0:0044428

G0:0005829

GO0:0005739

GO0:0005783

G0:0005789

G0:0044459

G0O:0030054

G0O:0012505

G0:0005856

organelle

intracellular
organelle lumen

organelle membrane

nuclear lumen
nuclear part

cytosol

mitochondrion

endoplasmic

reticulum

endoplasmic reticulum
membrane

plasma membrane
part
cell junction

endomembrane
system

cytoskeleton

34

10

7

7

3,60X10-17

5,40X10-14

2,70X107

1,50X10°%
4,70X10°

1,40X10-1°

3,80X10-10

6,20X10°

9,90X10°®

1,70X107

4,10X107
5,60X106

8,90X10+4

ALDOB; SLC25A4; PNP; BCAP31,;
RPL11; UBE2N; PGRMC1; LASP1;
ALDH1A1; MDH2; TPI1; CALR;
HNRNPAS; HSPA1A; KHK; PLEC;
RRBP1; PPIB; ERP29; CYB5A; BHMT;
HMGCS2; CLTC; ACADS; HIBCH;
SLC9A3R1; HSDLZ2; HSPAS; PRDX2;
FBP1; HSD17B4; EMO3; MYH9; FAH
RPL11; UBE2N; PPIB; ERP29; MDH2;
HNRNPA3; ACADS; PGRMC1; CALR;
HSPAS

BCAP31; RRBP1; SLC25A4; CYB5A;
HMGCS2; CLTC; PGRMC1; EMO3;
HSD17B4

PGRMC1; HSPAS8; HNRNPA3; RPL11;
UBE2N

RPL11; UBE2N; HNRNPA3; PGRMC1;
HSPAS8; MYH9

HSPAS; RPL11; BHMT; MYH9; FBP1;
SHMT1; HSPA1A; TPI1

HSDL2; BCAP31; SLC25A4; CYB5A;
MDH2; HMGCS2; CLTC; ACADS;
HIBCH; HSD17B4

BCAP31; RRBP1; PPIB; ERP29;
CYB5A; CALR; PGRMC1; FMO3
FMO3; BCAP31; CYB5A; RRBP1;
PGRMC1

BCAP31; PLEC; HSPAS; SLC39A10;
PPIB; LASP1; CLTC; SLC9A3R1;
HSPA1A; MYH9

PLEC; HSPA1A; PPIB; LASP1; HSPAS;
MYH9

BCAP31; RRBP1; CYB5A; CLTC;
SLC9A3R1; PGRMC1; FMO3

PLEC; LASP1; ALDOB; SLC9A3R1;
PNP; HSPA1A; MYH9

1GO ID: identificacdo do termo pelo Gene Ontology; 2NP: nimero de proteinas identificadas por termo;
3p-ajust: p-valor corrigido pelo método de Bonferroni; “Genes: simbolos dos genes codificadores das
proteinas. Os termos em itdlico correspondem aqueles classificados como redundantes por
similaridade semantica, identificados pelo programa REVIGO.



APENDICE D - Valores de significancia da proteina e seus respectivos p-valores para os indicadores de eficiéncia alimentar das proteinas diferencialmente
abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore classificados quanto a eficiéncia, inseridas em maodulos de co-expressao ndo correlacionados com
este fendtipo.

Uniprot ID!  Gene Nome da Proteina Modulo SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR
E1BF59 PLEC Plectina Preto 0,63 2,90x10-02 -0,67 1,67x10-02
P81623  ERP29 E;%fgl‘:sﬁqgé[ﬁ%'deme no reticulo Verde 0,61 3,50x10-02 10,60 3,73x10-02
Q27975 HSPA1A Proteina do choque térmico 70 kDa 1A Verde 0,83 8,00x10-04 -0,83 9,01x10-02
QOP5K3 UBE2N Enzima E2N conjugada & ubiquitina Verde 0,59 4,28x10-02 -0,59 4,39x10-02
Q51597 BHMT Betaina--homocisteina S-metiltransferase 1 Amarelo 0,76 3,89x10-03 -0,77 3,45x10-02
Q3szB7 FBP1  Frutose-1,6-bisfosfatase 1 Amarelo 0,67 1,72x10-02 -0,66 1,96x10-02
F1MQ37 MYH9 Proteina ndo caracterizada Amarelo 0,65 2,12x10-02 -0,63 2,70x10-02

1Uniprot ID: cddigo de identificacdo da proteina no banco de dados do UniprotkKB; 2SP-CGR: significancia da proteina para consumo e ganho residual; 3SP-
CAR: significancia da proteina para consumo alimentar residual.
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APENDICE E - Valores de significancia de proteina, filiagdo ao moédulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-
expressas no maédulo turquesa, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

continua...

Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR  MM* p-valor MM  KI®
Q3SzJ4 PTGR1 -0,73 6,75X102 0,71 9,75X102 0,89 1,13X10* 1,92
F1MM82 SLC39A10 -0,71 9,06X103 0,66 1,85X102 0,85 4,52X10* 1,64
P52556 BLVRB -0,42 1,70X101 0,41 1,80X101 0,84 5,43X104 2,39
Q5E956 TPI1 -0,61 3,58X102 0,57 5,38X102 0,84 6,29X104 1,61
Q2KII0 ADH6 -0,60 3,96X102 0,58 4,87X102 0,84 6,41X104 2,04
ASPK65 DDT -0,46 1,29X101 0,43 1,60X101 0,81 1,38X103 2,07
Q3zZBD3 PCBD1 -0,44 1,52X101 0,43 1,63X101 0,81 1,42X1073 2,51
Q3ZBF6 ACADS -0,77 3,58X103 0,77 3,11X103 0,80 1,84X10°3 1,71
A4FUDO MTHFD1 -0,31 3,30X101 0,23 4,65X101 0,79 2,27X103 1,07
Q3T0S5 ALDOB -0,65 2,22X1072 0,61 3,66X102 0,77 3,30X102 1,57
ATYY67 ALDHI1L1 -0,63 2,93X102 0,56 5,75X102 0,75 4,72X103 1,43
Q3T114 RIDA -0,20 5,26X101 0,18 5,79X101 0,75 4,80X103 1,64
097680 TXN -0,51 8,71X102 0,50 1,01X101 0,74 5,66X103 1,21
QOIl75 KHK -0,65 2,09X102 0,64 2,47X10? 0,74 6,11X103 1,20
Q17QK4 EPHX2 -0,26 4,06X101 0,25 4,35X101 0,74 6,44X103 1,59
A6QR28 PSAT1 -0,61 3,47X102 0,60 4,03X102 0,71 9,23X103 1,54
Q5E9F7 CFL1 -0,32 3,14X101 0,31 3,34X101 0,71 9,68X103 1,85
A5PKH3 FAH -0,62 3,09X10% 0,60 3,72X10? 0,71 1,00X102 1,19
Q9BGI3 PRDX2 -0,80 1,60X10°% 0,80 1,63X10°3 0,69 1,29X102 1,52
A7YY28 ABHD14B -0,25 4,41X101 0,21 5,04X101 0,69 1,31X102 1,50
P00426 COX5A -0,27 3,94X101 0,21 5,09X101 0,68 1,44X102 1,15
Q9BGI2 PRDX4 -0,29 3,56X101 0,25 4,32X101 0,68 1,59X10-2 1,25
Q3ZBT1 VCP -0,26 4,24X101 0,25 4,35X101 0,67 1,69X102 1,24
Q8HYJ9 FMO3 -0,70 1,21X1072 0,71 9,56X10-3 0,66 1,99X102 1,41
F1IMFZ4 ADH4 -0,64 2,61X102 0,65 2,11X102 0,66 2,06X102 0,90
P79134 ANXAG -0,46 1,36X101 0,41 1,83X101 0,65 2,23X102 0,85
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APENDICE E - Valores de significancia de proteina, filiagdo ao médulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-
expressas no madulo turquesa, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

concluséao.
Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR  MM* p-valor MM  KI®
P00171 CYB5A -0,82 9,82X10* 0,81 1,39X10°3 0,65 2,24X102 0,97
P80311 PPIB -0,69 1,32X10%2 0,68 1,57X10? 0,65 2,31X10% 0,83
P07107 DBI -0,42 1,77X101 0,39 2,15X101 0,65 2,34X102 0,70
Q08D92 ACADL -0,28 3,81X101 0,30 3,43X101 0,64 2,48X102 1,19
Q3T149 HSPB1 -0,58 4,73X102 0,56 5,57X102 0,64 2,55X102 1,04
E1BFNG6 DPYS -0,20 5,36X101 0,16 6,17X101 0,63 2,70X102 0,91
046629 HADHB -0,44 1,56X101 0,39 2,06X101 0,63 2,73X102 1,16
P05307 P4HB -0,39 2,10X101 0,39 2,12X101 0,62 3,30X102 1,02

1Uniprot ID: cddigo de identificacdo da proteina no banco de dados do UniprotkKB; 2SP-CGR: significancia da proteina para consumo e ganho residual; 3SP-
CAR: significancia da proteina para consumo alimentar residual; “MM; valor de filiagdo ao mddulo; °KI: conectividade intramodular. As proteinas destacadas
em negrito foram diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore classificados quanto a eficiéncia alimentar.
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APENDICE F - Valores de significancia de proteina, filiacdo ao mddulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-

expressas no maédulo vermelho, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR MM* p-valor MM KI®
A4IF97 MYL12B -0,37 2,30X101 0,44 1,52X101 0,92 2,85X10%5 2,37
F1MX88 SLC25A13 -0,43 1,64X101 0,48 1,11X10? 0,88 1,63X10+4 1,13
Q28034 PRKCSH -0,28 3,72X101 0,35 2,60X101 0,88 1,67X10+4 2,23
F1IMJQ1 RAB7A -0,60 4,03X102 0,67 1,65X102 0,84 5,94X104 0,81
P19120 HSPAS -0,77 3,61X10° 0,79 2,11X10° 0,82 1,08X10° 0,73
A4FUZ6 HSDL2 -0,59 4,21X10? 0,62 3,00X102 0,82 1,08X10°3 0,70
ATE3W4 TKT -0,54 6,82X102 0,55 6,56X10-2 0,81 1,48X1073 0,74

P12234-2 SLC25A3 -0,15 6,34X101 0,23 4,78X101 0,80 1,94X103 1,75
P48034 AOX1 -0,45 1,42X101 0,48 1,16X101 0,71 1,03X102 0,34
Q32LG3 MDH2 -0,61 3,57X102 0,65 2,21X10? 0,70 1,09X102 0,38
P48644 ALDH1A1l -0,67 1,71X102 0,70 1,13X10 0,68 1,46X10 0,31
A1A4AMO TIMM13 -0,37 2,38X101 0,43 1,65X101 0,67 1,67X102 0,39
ENSBTAGO000
F1MZP8 00034189 -0,30 3,43X101 0,30 3,39X101 0,66 2,07X102 0,58
Q5EA61 CKB -0,07 8,21X101 0,11 7,26X101 0,64 2,40X102 0,43
Q17R18 ADK -0,54 7,16X102 0,52 8,10X102 0,64 2,64X102 0,41
Q9TTJ5 RGN -0,54 7,07X102 0,57 5,20X102 0,61 3,46X102 0,31
A5D9H5 HNRNPD -0,19 5,48X101 0,23 4,62X101 0,61 3,60X10-2 0,34
P55859 PNP -0,76 3,79X103 0,76 3,84X103 0,58 4,73X107? 0,43
Q3SzD7 CBR1 -0,28 3,73X101 0,34 2,87X101 0,57 5,44X102 0,23
Q95M40 TXNDC17 -0,26 4,08X101 0,29 3,64X101 0,57 5,48X102 0,19
Q2TBQ3 GAMT 0,00 9,99X101 0,10 7,65X101 0,46 1,36X101 0,22

continua...
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APENDICE F - Valores de significancia de proteina, filiacdo ao mddulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-
expressas no maédulo vermelho, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

concluséao.
Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR MM* p-valor MM KI®
Q29437 AOC3 -0,60 4,08X102 0,63 2,78X102 0,37 2,40X101 0,17
E1BAJ4 STBD1 -0,39 2,08X101 0,35 2,66X101 0,32 3,13X101 0,32
Q2KJ32 SELENBP1 0,10 7,68X101 -0,05 8,84X101 0,30 3,35X101 0,07
Q3zZBvVS8 TARS -0,25 4,29X101 0,23 4,79X101 0,23 4,64X101 0,10

1Uniprot ID: cddigo de identificagdo da proteina no banco de dados do UniprotKB; 2SP-CGR: significancia da proteina para consumo e ganho residual; 3SP-
CAR: significancia da proteina para consumo alimentar residual; “MM; valor de filiagdo ao mddulo; °KI: conectividade intramodular. As proteinas destacadas
em negrito foram diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore classificados quanto a eficiéncia alimentar.
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APENDICE G - Valores de significancia de proteina, filiagdo ao modulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-
expressas no médulo marrom, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

continua...

Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR MM* p-valor MM KI®
Q95M18 HSP90B1 0,45 1,44X101 -0,41 1,91X101 0,96 4,82X10097 4,14
Q5E9B1 LDHB 0,46 1,32X101 -0,44 1,48X101 0,89 8,95X109 2,96
Q2KIE6 HMGCS2 0,62 3,21X10% -0,58 4,92X10% 0,88 1,51X10* 2,36
Q2HJ73 HIBCH 0,61 3,66X102 -0,59 4,42X10? 0,88 1,84X10* 2,83
P68250-2 YWHAB 0,42 1,73X101 -0,43 1,59X101 0,86 3,24X104 2,71
A5PJEO GSTAS 0,53 7,92X102 -0,51 9,25X102 0,86 3,33X10* 2,66
Q3SZK8 SLC9A3R1 0,79 2,12X10° -0,77 3,64X10° 0,85 3,96X10* 2,83
QOIIL6 HSD17B4 0,62 3,24X10? -0,62 3,14X10 0,85 4,00X10* 2,52
Q58DW5 RPL5 0,49 1,09X101 -0,43 1,62X101 0,85 4,49X104 2,58
Q32KMO ASGR1 0,59 4,44X102 -0,59 4,34X102 0,84 6,27X10+ 2,33
Q17QCO0 PGRMC1 0,56 6,02X102 -0,51 9,01X10%2 0,83 8,46X10* 2,04
P05786 KRT8 0,11 7,32X101 -0,09 7,81X101 0,82 1,20X103% 2,53
A6QQ11 PGM2 0,24 4,57X101 -0,24 4,46X101 0,79 2,35X103 1,70
Q28035 GSTA1l 0,44 1,48X101 -0,43 1,66X101 0,78 2,85X103 1,99
E1BEG2 HNRNPA3 0,66 1,87X10%2 -0,64 2,42X10%2 0,77 3,62X10° 2,09
P68103 EEF1Al 0,32 3,04X101 -0,27 3,98X101 0,76 3,75X103 1,67
F1MB84 GRHPR 0,54 6,84X102 -0,54 6,91X102 0,76 4,29X103 1,22
A2VDL6 ATP1A2 0,45 1,39X101 -0,44 1,56X101 0,75 5,31X10-3 1,31
FIMDC1 RRBP1 0,72 7,68X10°3 -0,66 1,90X102 0,73 6,74X102 1,42
P52193 CALR 0,67 1,69X10%2 -0,62 3,12X107 0,73 7,38X102 1,13
F6S1Q0 KRT18 -0,05 8,86X101 0,05 8,83X101 0,71 9,39X10° 1,86
A7Z035 CLINT1 0,46 1,30X101 -0,39 2,08X101 0,71 1,02X10-2 1,52
Q0Ov8DO0 RDH16 0,23 4,77X101 -0,18 5,73X101 0,69 1,24X102 1,25
Q8SPUS DHRS4 0,48 1,14X101 -0,45 1,38X101 0,69 1,27X102 1,09
P49951 CLTC 0,65 2,08X102 -0,66 1,85X102 0,69 1,28X102 1,23
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APENDICE G - Valores de significancia de proteina, filiagdo ao modulo e conectividade intramodular com seus respectivos p-valores para as proteinas co-
expressas no médulo marrom, significativamente correlacionado com os indicadores de eficiéncia alimentar (p-valor < 0,10).

Uniprot ID? Gene SP-CGR? p-valor SP-CGR SP-CAR® p-valor SP-CAR MM* p-valor MM KI®
QOV8K9 SLC29A1 0,16 6,30X101 -0,17 6,02X101 0,65 2,15X102 0,90
Q3TOV2 ACY1 0,14 6,74X101 -0,11 7,43X101 0,65 2,26X102 0,72
P38657 PDIAS 0,59 4,32X102 -0,54 7,01X102 0,64 2,46X102 1,04
Q3B7M5 LASP1 0,63 2,96X107 -0,59 4,25X107 0,64 2,61X102 0,69

P00727-3 LAP3 0,30 3,50X101 -0,26 4,14X101 0,62 3,03X102 0,71
A6QPL2 FNDC4 -0,04 8,96X101 0,03 9,17X101 0,62 3,31X102 1,06
A7MBEG6 ACSM2A 0,14 6,68X101 -0,09 7,69X101 0,60 3,85X102 0,86

conclusao.

1Uniprot ID: cédigo de identificacdo da proteina no banco de dados do UniprotKB; 2SP-CGR: significancia da proteina para consumo e ganho residual; 3SP-
CAR: significancia da proteina para consumo alimentar residual; “MM; valor de filiagdo ao mddulo; 5Kl: conectividade intramodular. As proteinas destacadas

em negrito foram diferencialmente abundantes entre amostras de figado de bovinos Nelore classificados quanto a eficiéncia alimentar.
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