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RESUMO

CAVALLIN, M. D. Identificacdo de marcadores moleculares de precocidade reprodutiva
e produtiva em bovinos da raga Angus. 2022. 116 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

O crescimento e desenvolvimento de bovinos de corte esta relacionado a uma sequéncia de
fases dependentes da idade composta pelas fases pré e pos-puberal. No entanto, animais da raca
Angus desenvolvem caracteristicas de terminacéo para o abate com idades entre 11 e 24 meses.
Essa variagdo tem grande impacto no sistema produtivo e ainda ndo h& biomarcadores
disponiveis que incluam genes relacionados a essas caracteristicas. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar caracteristicas relacionadas a precocidade produtiva e
reprodutiva de bovinos da raca Angus abatidos em diferentes idades. Para isso, 0S animais
foram divididos em grupo hiperprecoce (abatidos até os 13 meses) e grupo precoce (abatidos
acima de 17 meses). Avaliamos as caracteristicas produtivas de peso Vvivo, peso de carcaca e
cobertura de gordura, as caracteristicas reprodutivas de volume testicular, avaliacdo seminal
por técnicas convencionais e de funcionalidade e as dosagens séricas hormonais de testosterona,
di-hidrotestosterona, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). Por meio do ensaio RTgPCR, no
tecido testicular analisamos genes relacionados com a espermatogénese (NDRG2, ADAM11,
TRIP13, SPA17, CSNK2A1 e CSNK2A2), a esteroidogénese (STAR e HSD3B1) e a puberdade
(AMH). No tecido muscular analisamos genes relacionados com a proliferacdo e a diferenciacéo
celular (MYOD, MYF5, RB1 e MSTN) e o crescimento (IGFR1 e LEP). Por fim, realizamos
sequenciamento do transcriptoma testicular e muscular por RNA-seq. N&do foram observadas
diferencas nos parametros produtivos entre 0s grupos, no entanto, observamos maior volume
testicular e concentracdo espermatica nos animais do grupo precoce. Ndo foram observadas
diferencas em relacdo a funcionalidade espermatica, ja a analise de morfologia das mesmas
celulas evidenciou maior nimero de defeitos maiores nos animais do grupo hiperprecoce. Em
relacdo as dosagens hormonais, observamos menores niveis na concentracdo sérica de
testosterona, dihidrotestosterona e T4 no grupo precoce. A expressdao de genes TRIP13,
ADAM11, STAR e HSD3B1 foram maiores no grupo precoce. Em contrapartida, a expresséo de
genes MYOD1 e MYF5 foram maiores no grupo hiperprecoce. No RNA-Seq, identificamos no
tecido testicular 12 genes diferencialmente expressos (DEGSs), 7 genes down-regulated e 5
genes up-regulated no grupo hiperprecoce em relagdo ao precoce. No tecido muscular,
identificamos 50 DEGs, dos quais 40 genes foram down-regulated e 10 genes up-regulated no
grupo hiperprecoce em relacdo ao precoce. No tecido testicular, destacamos o aumento da



expressdo dos genes PODNL1, UPK1A e TRIM40 e a reducdo da expressao dos genes WAP,
GSK3B, ZNF, G3N2E2 e FIMUF2 no grupo hiperprecoce. No tecido muscular destacamos o
aumento da expressdo dos genes EDN1, MRC1, CDC6 e CCBEL1 e a reducéo da expressao dos
genes SPATA3, TNP2, FSCB, PRM2, IQCF1 e CDKN1A no grupo hiperprecoce. Os resultados
sugerem que as variaces na idade de abate podem estar relacionadas as diferentes fases de
crescimento em que 0s animais se encontram, estando o grupo hiperprecoce na fase peripuberal
e ainda em crescimento, enquanto 0 grupo precoce parece ja ter atingido a maturidade sexual e
a fase adulta. Os genes identificados a partir da metodologia de RNA-Seq sdo potenciais
candidatos a biomarcadores simultaneos relacionados a caracteristicas de precocidade

reprodutiva e desenvolvimento muscular precoce.

Palavras chave: Puberdade. Crescimento. Biomarcadores. Expresséo génica. RNA-Seq.



ABSTRACT

CAVALLIN, M. D. Identification of molecular markers of reproductive and productive
precocity in Angus breed cattle. 2022. 116f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

The growth and development in beef cattle is related to a sequence of age-dependent phases
composed of pre - and postpubertal phases. However, Angus breed animals develop finishing
characteristics for slaughter at ages between 11 and 24 months. This variation has a great impact
on the production system, and there are still no biomarkers available that include genes related
to these traits. Thus, the present study aimed to evaluate characteristics related to the productive
and reproductive precocity of Angus cattle slaughtered at different ages. For this, the animals
were divided into a hyperprecocious group (slaughtered up to 13 months) and a precocious
group (slaughtered over 17 months). We evaluated the productive characteristics of live weight,
carcass weight and fat cover, the reproductive characteristics of testis volume, seminal
evaluation by conventional and functionality techniques and the hormonal serum levels of
testosterone, dihydrotestosterone, thyroxine (T4) and triiodothyronine (T3). Using the RT—
gPCR assay, we analyzed genes related to spermatogenesis (NDRG2, ADAM11, TRIP13,
SPAL17, CSNK2A1 and CSNK2A2), steroidogenesis (STAR, HSD3B1) and puberty (AMH) in
testis tissue. In muscle tissue, we analyzed genes related to cell proliferation and differentiation
(MYOD, MYF5, RB1 and MSTN) and growth (IGFR1 and LEP). Finally, we performed testis
and muscle transcriptome sequencing by RNA-seq. No differences were observed in the
productive parameters between the groups; however, we observed greater testicular volume and
sperm concentration in the animals of the precocious group. No differences were observed in
relation to sperm functionality; morphology analysis of the same cells showed a greater number
of major defects in the animals of the hyperprecocious group. Regarding hormone dosages, we
observed lower levels in the serum concentration of testosterone, dihydrotestosterone and T4
in the precocious group. The expression of TRIP13, ADAM11, STAR and HSD3B1 genes was
higher in the precocious group. In contrast, the expression of the MYOD1 and MYF5 genes was
higher in the hyperprecocious group. In RNA-Seq, we identified 12 differentially expressed
genes (DEGs), 7 downregulated genes and 5 upregulated genes in testis tissue in the
hyperprecocious group. In muscle tissue, we identified 50 DEGs, of which 40 genes were
downregulated and 10 genes were upregulated in the hyperprecocious group. In the testis tissue,
we highlight the increase in the expression of the genes PODNL1, UPK1A and TRIM40 and the
reduction in the expression of the genes WAP, GSK3B, ZNF, G3N2E2 and F1IMUF2 in the



hyperprecocious group. In muscle tissue, we highlight the increased expression of the EDN1,
MRC1, CDC6 and CCBE1 genes and the reduced expression of the SPATA3, TNP2, FSCB,
PRM2, IQCF1 and CDKN1A genes in the hyperprecocious group. The results suggest that
variations in slaughter age may be related to the different stages of growth in which the animals
are, with the hyperprecocious group in the peripubertal phase and still growing, while the
precocious group seems to have reached sexual maturity and adulthood. The genes identified
from the RNA-Seq methodology are potential candidates for simultaneous biomarkers related

to characteristics of reproductive precocity and early muscle development.

Keywords: Puberty. Growth. Biomarkers. Gene expression. RNA-Seq.
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1. INTRODUCAO

Com indiscutivel importancia para a economia do pais, a pecuaria brasileira conta com
um rebanho de 187,55 milhdes de cabecas e se posiciona no ranking mundial como segundo
maior produtor de carne. O Brasil registrou em 2020 um abate de 41,5 milhdes de animais, 0
que corresponde a 11,8% de toda producdo mundial (ABIEC, 2021). O constante aumento da
produtividade alcancado pelo setor é associado as boas préticas de producédo, obtido por meio
do investimento em tecnologias de melhoramento genético e do controle de elementos
altamente influenciadores no processo. Alguns exemplos desses elementos sdo o ganho de peso
dos animais, diminuicdo da mortalidade, aumento nas taxas de natalidade e diminuicdo
progressiva da idade de abate (BENTO; FERRAZ; DE FELICIO, 2010; GOMES; FENO;
CHIARI, 2017).

No entanto, segundo dados do IBGE, no mesmo ano de 2020 cerca de 25 milhdes dos
bovinos abatidos no pais foram de animais com idade superior a dois anos, enquanto o abate de
novilhos, com idade inferior a dois anos, foi de somente 4,6 milhdes de cabegas (IBGE, 2020).
Nota-se, portanto, que a pecuaria brasileira ainda ndo expressou todo seu potencial em
eficiéncia de producdo, pois ainda é caracterizada pela terminagéo de bovinos com idade acima
dos 2 anos, apresentando uma selecdo ndo efetiva dos programas de melhoramento em relagédo
a precocidade de bovinos de corte.

Uma vez que a transformacdo dos alimentos consumidos em ganho de peso decresce
com o aumento da idade do animal, a eficiéncia do sistema de producéo pecuaria correlaciona-
se diretamente com a busca pela reducdo de idade de abate (HARRIS, 1970; BIANCHINI et
al., 2008; GOMES; FEIJO; CHIARI, 2017). Ademais, o aumento da precocidade através da
intensificacdo do sistema resulta em uma melhor qualidade da carne produzida (BIANCHINI
et al.,, 2008; KOPUZLU et al., 2018). Isso possibilita 0 aumento da competitividade no
mercado nacional e internacional e o investimento em nichos seletivos de consumo, uma vez
que a preferéncia do consumidor por maciez, suculéncia e sabor tem sido confirmada por
diversos autores (DELGADO et al., 2006; DESTEFANIS et al., 2008; GRUNERT;
MADALENA; AGUIAR, 2010; COLLE et al., 2015; GONZALEZ; PHELPS, 2018).

Além de eficiéncia do sistema e qualidade do produto, a redugdo da idade de abate
atende a preocupacdes em relacdo ao respeito ambiental da producéo pecuaria. O aumento do
uso de recursos naturais e sua degradacéo, contribuicéo para ocorréncia de aquecimento global,

esgotamento dos recursos hidricos e destrui¢do da biodiversidade sdo consequéncias ambientais
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associadas ao crescimento do setor pecuario. Tais consequéncias podem ser minimizadas
através da combinacédo de fatores que objetivam a busca pela reducgéo na idade de abate (OPIO
etal., 2013; BERRY; CROMIE; JUDGE, 2017).

A determinacdo da idade de abate dos animais de producédo é definida pelo estagio de
desenvolvimento animal. Essa determinagdo sofre influéncia de um complexo sistema
neuroenddcrino que controla o crescimento e o desenvolvimento, sendo os processos de
hiperplasia e hipertrofia muscular controlados por interacdes entre fatores nutricionais,
hormonais e génicos (OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993).

O crescimento e desenvolvimento de bovinos de corte esta relacionado a uma sequéncia
de fases dependentes da idade composta pelas fases pré-pubere e pds-puberal, em que as taxas
de crescimento aumentam até a puberdade, mas comecam a diminuir apés essa fase. Por esse
motivo, caracteristicas reprodutivas e de maturidade sexual tém sido utilizadas como
indicadores de desenvolvimento e crescimento em bovinos por meio da selecdo de animais com
precocidade puberal para a producdo de carne bovina (OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993).
A melhor compreensdo desses processos bioldgicos pode ajudar a elucidar os mecanismos
genéticos e, consequentemente, aumentar a precisao da selecao de animais ainda jovens através
do direcionamento de programas de melhoramento genético (GUO et al., 2021).

No entanto, os fatores que influenciam no crescimento e que deveriam ser avaliados
podem ser de dificil mensuracdo estarem ou indisponiveis para serem avaliadas. Isso pode
ocorrer, por exemplo, quando sdo expressas mais tarde no desenvolvimento, como peso,
acabamento de carcaca e circunferéncia escrotal (PENITENTE-FILHO et al., 2018; RUSSELL;
POLLAK; SPANGLER, 2021). Assim, a selecdo genética usando técnicas modernas de
melhoramento podem ser utilizadas para estimar e prever fen6tipos especificos de crescimento
acelerado e precocidade reprodutiva (LOPES et al., 2013).

Como alternativa, o desenvolvimento de metodologias de biologia molecular de alta
performance tém contribuido para o conhecimento desses mecanismos e das bases genéticas da
variacdo entre individuos. Tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (Next Generation
Sequencing ou NGS) transformaram a andalise do genoma e do transcriptoma, gerando grandes
conjuntos de dados e permitindo a identificacdo de novos genes, vias metabdlicas e processos
biologicos que influenciam o fenotipo (BLASCO; ANGEL, 2014; WICKRAMASINGHE et
al., 2014; ROYER et al., 2015; SILVA-VIGNATO et al., 2019).

A técnica de sequenciamento em larga escala RNA Sequencing (RNA-Seq) se apresenta
como o0 método de escolha e atualmente o mais eficiente para analise e quantificacdo dos

transcriptomas, tanto para a avaliacdo do perfilde expressdo génica global de determinado
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organismo quanto para a quantificagdo dos niveis de expressdo diferencial envolvendo
condices especificas (ZHANG et al., 2014; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Embora a técnica de RNA-Seq venha sendo utilizada com éxito na investigacao de
possiveis genes candidatos e vias metabdlicas que regulam caracteristicas produtivas e de
interesse econdmico na pecuaria de corte (PAPALEO MAZZUCCO et al., 2016; FONSECA
et al., 2017; GONCALVES et al., 2018; SILVA et al., 2020), estudos de genes e vias
relacionadas com crescimento, precocidade reprodutiva e de abate sdo raros.

A hipdtese desse trabalho se baseia no fato de que animais da raca Angus desenvolvem
caracteristicas de terminacdo para o abate com idades variando entre 11 e 24 meses. Essa
diferenca de tempo tem grande impacto no sistema produtivo e ainda ndo h& biomarcadores
disponiveis que incluam, além de genes relacionados com a precocidade reprodutiva, genes que
se relacionem com caracteristicas de precocidade na producao de carne.

Desta forma, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de metodologias funcionais
e de biologia molecular caracteristicas relacionadas a produtividade de carne, como 0 peso Vivo,
peso de carcaca e cobertura de gordura, caracteristicas reprodutivas, como a avaliacdo seminal
por técnicas convencionais e de funcionalidade espermatica, dosagens séricas hormonais de
testosterona, di-hidrotestosterona, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), analise da expressdo de
genes alvo e analise da expressdo génica global nos tecidos muscular esquelético e testicular.

Para isso, 0 abate de dois grupos de animais foi acompanhado e estes foram classificados
de acordo com a faixa etaria em hiperprecoce e precoce. Destes animais, foram obtidos os
parametros produtivos, colhido as amostras de testiculos e epididimos para a avaliacdo
espermatica, colhido o sangue para as dosagens hormonais e colhido amostras dos tecidos
muscular esquelético e testicular para as analises de expresséo génica.

O melhor entendimento dos mecanismos moleculares associados a expressao dessas
caracteristicas de interesse econdmico e ambiental podera contribuir para a descoberta de
possiveis marcadores que poderdo complementar os métodos quantitativos de melhoramento

animal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO MUSCULAR EM BOVINOS

Para a bovinocultura de corte, a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
crescimento e desenvolvimento muscular dos tecidos e do organismo como um todo sdo
fundamentais. Tal compreensdo € til para adequacédo de programas de melhoramento genético,
manejo nutricional, ambiéncia, controle da qualidade de carne produzida e definicdo da idade
de abate, sendo um dos fatores determinantes na busca pela eficiéncia dos sistemas de producéo
(OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993; REHFELDT et al., 2000; OKSBJERG; GONDRET;
VESTERGAARD, 2004).

O crescimento é caracterizado pelo aumento de peso, comprimento, altura e
circunferéncia em funcio da idade. E definido como a producéo de novas células e engloba a
multiplicaco celular (hiperplasia), 0 aumento do tamanho celular (hipertrofia) e a incorporagéo
de componentes especificos do ambiente, como a deposi¢do de gordura, sendo esses processos
consequéncias da duplicacdo de DNA e sinteses proteicas (BEERMANN; CASSENS;
HAUSMAN, 1978; OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993).

O numero e o tamanho das células musculares sdo 0s principais determinantes da massa
muscular, sendo estes estabelecidos seguindo uma sequéncia complexa de eventos pré e pos-
natais influenciados por fatores nutricionais e principalmente genéticos (REHFELDT et al.,
2000; MALTIN et al., 2001).

O processo de formacgdo do tecido muscular é denominado miogénese, que pode ser
dividido em miogénese primaria e miogénese secundaria. A miogénese primaria se refere a
formacdo das miofibras durante o estagio embrionario. Como em outras espécies, a miogénese
bovina envolve diferentes geracdes de células, que aparecem por volta dos 60, 90 e 110 dias de
vida fetal (p6s-concepcao) em bovinos. Ap6s o nascimento, ndo ha aumento liquido no nimero
das fibras musculares, sendo que o crescimento muscular pds-natal ocorre principalmente
devido ao aumento do tamanho da fibra muscular, o que caracteriza a miogénese secundaria
(OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993; DU et al., 2015).

Na miogénese primaria ou fase de hiperplasia, ocorre a proliferacdo de células
musculares mononucleadas, os mioblastos, que irdo se fundir e originar os miotubos
(multinucleados), que por sua vez se desenvolverdo em miofibrilas do musculo esquelético
maduro (OKSBJERG; GONDRET; VESTERGAARD, 2004; DU et al., 2015)
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Na miogénese secundaria, como o aumento da massa muscular é devido principalmente
ao aumento no comprimento e circunferéncia das fibras musculares, o processo de crescimento
pos-natal depende do balanco entre a sintese e a degradacdo de proteinas. Uma maior taxa de
sintese leva a maior deposicao de proteinas no musculo levando a hipertrofia muscular. Esses
dois processos ocorrem concomitantemente nas fibras musculares, porém durante o
crescimento a taxa de sintese/deposicdo supera a de degradacdo (OKSBJERG; GONDRET;
VESTEGAARD, 2004; REHFELDT et al., 2000). O principal fator que determina a taxa de
sintese de proteinas é a abundancia de ribossomos ou capacidade de traducdo (WEN; ALIMOV;
MCCARTHY, 2017).

O processo de hipertrofia € acompanhado pela atividade proliferativa das células
satélites, que sdo células musculares indiferenciadas presentes na periferia das fibras
musculares adultas. Em resposta a estimulos como crescimento, remodelacao ou trauma, essas
celulas sdo ativadas, proliferam-se e expressam marcadores da linhagem miogénica (similar ao
crescimento pré-natal). Nesse estagio sdo também denominadas mioblastos e podem se fundir
as fibras musculares ja existentes ou a outras células satélites vizinhas na formacéo de novas
fibras musculares. O acimulo de células satélites durante o desenvolvimento esta fortemente
associado com o potencial hipertrofico das fibras musculares (REHFELDT et al., 2000).

Além das fibras musculares esqueléticas, o muasculo esquelético é constituido também
de células de gordura, tecido conjuntivo ou matriz extracelular e varios outros tipos de células,
incluindo as células satélites citadas anteriormente, células imunes e vasos sanguineos. Da
mesma forma que as células musculares, o crescimento das células adiposas ocorre devido aos
processos de hiperplasia e hipertrofia que ocorrem na adipogénese (DU et al., 2013).

Adipogénese é um termo abrangente que inclui o comprometimento de células-tronco
mesenguimais com pré-adipdcitos, a determinacdo e proliferacdo de pré-adipdcitos e a
diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipocitos maduros (HAUSMAN et al., 2009). Em
ruminantes, a adipogénese tem inicio na metade da gestacdo e a diferenciacdo das células
adipogénicas ocorre também durante os estagios fetal e pos-natal (DU et al., 2010, 2013).

O processo de desenvolvimento do musculo esquelético e do tecido adiposo foi bem
descrito nas revisfes de Du et al. (2013, 2015). Em suma, os autores elucidam que as células
miogénicas, adipogénicas e fibrogénicas sdo derivadas de celulas progenitoras mesenquimais
comuns em que as células-tronco mesenquimais séo primeiro comprometidas com as linhagens
de células miogénicas e adipogénicas-fibrogénicas durante o desenvolvimento muscular fetal.
Em seguida, as células progenitoras miogénicas se desenvolvem em fibras musculares e células

satélites, enquanto as células progenitoras adipogénicas-fibrogénicas se desenvolvem na fragdo
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estromal-vascular do musculo esquelético, onde residem adipécitos, fibroblastos e células
progenitoras adipogénicas - fibrogénicas residentes. Uma mudanga no desenvolvimento de
células-tronco mesenquimais de miogénese para adipogénese pode aumentar a deposicdo de
gordura intramuscular nas etapas seguintes do crescimento (DU et al., 2010).

O aumento da massa corporal do bovino ocorre em funcdo do tempo, com fases de
velocidades de crescimento diferentes: pré-natal e pos-natal até a desmama, da desmama até a
puberdade ou sobreano e da puberdade até a maturidade (OWENS; DUBESKI; HANSON,
1993).

O crescimento pode ser representado por uma curva sigmoide, sendo este 0 modelo
tedrico mais aceito para explicar o crescimento dos animais. A curva é composta por dois
segmentos principais, 0 primeiro segmento caracteriza o crescimento acelerado (fase de
aceleracdo), onde a taxa de ganho de peso aumenta até atingir o ponto de inflexdo da curva que
representa 0 ponto em que a taxa de crescimento é maxima. A juncéo entre as duas fases ocorre
durante a puberdade do animal, e a partir deste ponto que caracteriza o0 segundo segmento da
curva, passa a haver uma diminuicdo no crescimento com um aumento crescente na taxa de
deposicdo de gordura. Portanto, o teor de gordura na carcaca aumenta com o avancar da idade
do animal. Para a maioria das ragas bovinas o ponto de inflex&o (a puberdade) é 0 momento em
que os hormonios do crescimento passam a ser substituidos pelos horménios da reproducao, o
que ocorre entre 0s 12 e 18 meses, dependendo da precocidade do animal (OWENS; DUBESKI;
HANSON, 1993; LUCHIARI, 2000).

Assim, animais que se encontram em estagio avancado de acabamento apresentam um
crescimento muscular muito baixo e lento. Esse fator, associado aos altos custos energéticos
para deposi¢cdo de gordura quando comparados ao custo da deposi¢cdo de tecido muscular,
somado ao alto custo de manutencdo do animal pesado, resultam em uma eficiéncia bioldgica
baixa para o crescimento muscular durante a fase de terminacdo. Ou seja, a medida que o animal
cresce, a sua eficiéncia bioldgica decresce (LUCHIARI, 2000; BRIDI, 2010).

Em geral, animais com maturidade precoce, possuem menor tamanho e, em
consequéncia, iniciam a deposicdo de gordura a um menor peso. A precocidade pode ser
definida como a velocidade que o animal atinge a puberdade, momento no qual cessa o
crescimento 0sseo e a maior parte do crescimento muscular, e ocorre a intensificacdo do
enchimento dos adipdcitos, ocorrendo deposicdo da gordura na carcaca (BRIDI, 2010). Assim,
o0 termo precocidade de terminag&o é utilizado para denotar animais que atingem composicao

corporal da carcaca adequada ao abate a uma idade jovem (LUCHIARI, 2000).
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Em bovinos, € possivel distinguir grupos de acordo com a precocidade: as racas
precoces ou de pequeno porte (Bos taurus britanicos, como o Angus e Hereford), as racas
médias (Bos indicus, como o Nelore e Brahman) e as racas tardias ou de grande porte (Bos
taurus continentais como a Charolesa e Chianina). Para a mesma idade cronologica e regime
alimentar, as ragas precoces apresentam menor peso e maior deposicdo de tecido adiposo na
carcaca (BRIDI, 2010).

Como descrito, as taxas de crescimento e desenvolvimento muscular em bovinos séo
consideradas um parametro multifatorial, pois sdo afetadas por fatores extrinsecos e intrinsecos
que agem na regulacdo da miogénese e adipogénese. Entre os fatores que afetam o crescimento
e desenvolvimento estdo os fatores maternos (PARADIS et al., 2017; COSTA et al., 2021),
fatores nutricionais, hormonais (NUNES, 2003; VELLOSO, 2008) e génicos (DA SILVA
NETO et al., 2020).

2.2. CONTROLE HORMONAL DO CRESCIMENTO

O crescimento animal depende da integracdo de varios hormdnios, sendo 0s principais:
0 horménio do crescimento, esteroides gonadais, hormonios tireoidianos, insulina e
glicocorticoides. Portanto, qualquer alteracdo no balango desses hormdénios implica em
mudangas na taxa de crescimento e mesmo na composicao do animal (NUNES, 2018).

O eixo-somatotréfico, essencialmente constituido pelo fator liberador de horménio de
crescimento (GHRH), hormdnio de crescimento (GH), fatores de crescimento semelhantes a
insulina I e Il (IGF-1 e IGF-1I), suas proteinas carregadoras associadas e seus receptores
(GHRH, GHR, IGF-IR e IGF-IIR), apresentam papel chave na regulacdo do metabolismo e
fisiologia do crescimento em mamiferos (NUNES, 2018).

O GH é um hormonio somatotrofico secretado pela hipéfise anterior na circulacdo, o
qual se liga a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o crescimento
(HERRINGTON; CARTER-SU; CARTER-SU, 2001). A secrecdo de GH ocorre em pulsos e
é controlada pelo hipotalamo por meio do horménio liberador do GH (GHRH), da somatostatina
(SS) e da grelina. A somatostatina exerce um efeito inibitorio, enquanto o GHRH e a grelina
estimulam a secrecdo de GH por intermedio de receptores especificos distintos acoplados a
proteina G (ROSICKA et al., 2002; KHATIB; GAIDHANE; GAIDHANE, 2014).

Em relacéo a pulsatilidade da secre¢do do GH em bovinos, Plouzek e Trenkle (1991)
determinaram o perfil secretor de GH aos 5, 8, 12 e 15 meses de idade em bovinos machos e

fémeas. Os autores observaram que GH é secretado de forma pulsatil irregular com maior



28

amplitude em touros e que as concentracBes plasmaticas de GH foram diminuidas de acordo
com a idade. Burtont et al. (1994) relataram que a concentragdo sanguinea de GH em bovinos
varia de 10 a 15 ng/mL nos primeiros meses de vida, decaindo para 2 a 8 ng/mL durante a fase
pré-pubere, atingindo picos de 15 a 18 ng/mL proximo a puberdade, estabilizando-se na faixa
de 5 a 10 ng/mL no animal adulto.

O GH promove resposta fisiologica através da interacdo direta com seus receptores
teciduais e indiretamente através do estimulo a producdo de fatores de crescimento,
principalmente IGF-1 ou atraveés da modulacdo da atividade de outros horménios como a
insulina (ROSICKA et al., 2002).

Claramente GH-dependente, o IGF-1 pertence ao sistema IGF o qual é composto
também por IGF-I1, dois tipos de receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e seis proteinas de ligacdo
(IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, e -6). Os IGFs | e 11 sdo fatores de crescimento peptidicos com elevado
grau de homologia estrutural com a pré-insulina e exercem atividade sobre o metabolismo
intermediério, a proliferacdo, o crescimento e a diferenciacdo celular (BURTONT et al., 1994).

Cerca de 95% do IGF-1 circulante encontra-se acoplado a seis tipos de proteinas
ligantes, denominadas insulin - like growth factor binding proteins (IGFBP), sendo que em
muitas espécies as formas predominantes sdo a IGFBP-3 e a IGFBP-2. A predominancia de
uma ou de outra no plasma sanguineo é modulada por uma série de fatores dentre 0s quais o
nivel nutricional e as concentracdes plasmaticas de GH, IGF-1 e insulina (BURTONT et al.,
1994).

O IGF-1 se liga a receptores proprios distribuidos pelo organismo (Tipo | e 1), sendo
que essa ligagdo leva a atividade promotora de crescimento. Além disso, se liga a receptores de
insulina no tecido adiposo, promovendo atividade de modulagdo metabdlica como captacdo e
oxidacdo de glicose para a producédo de gordura, induzindo a lipogénese e inibindo a lipolise e
estimulando o transporte de glicose e aminoacidos para os musculos (atividade semelhante a
insulina) (FELD; HIRSCHBERG, 1996).

A concentragdo plasmatica de IGF-1 nos animais domeésticos é estavel, néo
apresentando picos de producdo devido a sua meia vida bioldgica ser longa. A concentracdo
de IGF-1 é baixa até o nascimento quando entdo passa a se elevar concomitantemente com o
aparecimento de receptores de GH no figado, o que comprova sua dependéncia em relagédo
a acdo do GH sobre a concentracdo de secrecdo de IGF-1 (BREIER; GLUCKMAN, 1991). A
concentracdo basal de IGF-1 em bovinos é mais elevada que a do GH, variando de 100 ng/mL
na fase pré-pubere até 2000 ng/mL proximo a puberdade, com valor médio em torno de 100
ng/mL em animais adultos (BURTONT et al., 1994).
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Thomas et al. (2002) avaliaram o perfil hormonal e a glicose sérica de bovinos das ragas
Angus, Brangus e Brahman dos 6 aos 10 meses de idade e relacionaram este perfil com o
crescimento e desenvolvimento reprodutivo. Os autores verificaram que ocorreu um aumento
linear da concentracdo de IGF-1 com o aumento da idade do animal, uma correlacdo positiva
entre IGF-1 e peso corporal (r = 0,52), e também IGF- 1 e insulina (r = 0,61).

Da mesma forma, os hormonios tiroidianos tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) séo
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de varios 6rgéos e tecidos. Embora essa
acao ja ocorra no periodo embrionario, alguns desses 0rgaos e tecidos ainda sdo imaturos ao
nascimento e tém um padrdo de desenvolvimento temporal especifico, o qual depende de um
aporte adequado de T3. Dele também depende o crescimento, a diferenciacéo e a regulacéo da
atividade e metabolismo desses mesmos 6rgdos e tecidos na vida adulta, razdes pelas quais 0s
horménios tiroidianos sdo considerados essenciais para o crescimento e desenvolvimento
(NUNES, 2003).

O horménio liberador de tireotrofina (TRH) produzido no hipotalamo controla a
liberacdo do hormonio estimulador da tireoide (TSH) pela hipdfise anterior. O TSH atua nos
receptores na tireoide para promover a sintese e liberacdo dos horménios tireoidianos,
principalmente de T4, mas também uma pequena quantidade de T3. Embora T4 seja secretado
em maior quantidade pela glandula tireoide, T3 é a forma biologicamente ativa no organismo
produzido pela desiodacdo enzimatica de T4 na glandula tireoide e em tecidos extratireoidianos
(HUSZENICZA; KULCSAR; RUDAS, 2002).

Desta forma, para a manutencdo da atividade normal dos tecidos-alvo, niveis
intracelulares adequados de T3 devem ser garantidos. Tal equilibrio esta na dependéncia ndo
s0O da atividade tiroideana como também da geracéo intracelular deste horménio, processos que
dependem, respectivamente, da integridade do eixo hipotalamo-hipéfise-tiroide e da atividade
de enzimas especificas, as desiodases (D101, DIO2 E DIO3) (BIANCO; DA CONCEICAO,
2018).

Os hormonios tireoidianos aumentam o transporte e 0 armazenamento de glicose, sendo
gue os efeitos de T3 sdo aumentados pela insulina e inibidos pelo glucagon. Esses horménios
ndo afetam somente o crescimento, mas também a composi¢do da carcaga através do aumento
da atividade da lipase lipoproteica, aumentando a mobiliza¢éo dos estoques de triglicerideos do
tecido adiposo e aumentando a concentracdo de acidos graxos nao esterificados (SQUIRES,
2003).

As concentracgdes de T4 e T3 em bovinos séo influenciados por fatores ambientais como

a temperatura ambiente, componentes da dieta e ingestdo alimentar, existindo uma correlagao
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positiva entre as concentracbes hormonais e o balanco energético (HUSZENICZA;
KULCSAR; RUDAS, 2002).

Os glicocorticoides, 0 GH, insulina, T3 e T4 sdo todos fatores que regulam a expressao
da leptina ou seu nivel plasméatico em certa medida. Em bovinos, os niveis plasmaticos de
leptina estdo diretamente correlacionados com a celularidade do tecido adiposo, escore de
condigdo corporal e estado nutricional. Assim, os niveis circulantes de leptina em bovinos de
corte aumentam durante a engorda (DAIX et al., 2008).

Esteroides gonadais participam também da regulacdo hormonal do crescimento animal
(NUNES, 2018). Em relacdo aos andrdgenos, parte de sua a¢do ocorre por estimulo da secrecdo
de GH e parte por propiciar aumento da sintese de IGF-I por acdo direta, sendo que o pico de
crescimento que ocorre na puberdade revela a importancia desses hormdnios no crescimento
(BARTH; BRITO; KASTELIC, 2008).

A associacdo do peso corporal e testosterona pode ser explicada pelos efeitos anabolicos
deste hormonio, dentre os quais se destacam o0 aumento da massa muscular, concentracéo de
hemoglobina, de hematdcrito, retencdo de nitrogénio, deposicdo de céalcio nos 0ssos e
diminuicdo das reservas de gordura do corpo. Os mecanismos anabolicos desencadeados para
aumento da massa muscular incluem: aumento da sintese proteica via RNA mensageiro,
balango nitrogenado positivo, inibi¢do dos efeitos catabolicos da massa muscular esquelética,
estimulagdo da formac&o de o0sso, inibi¢do do catabolismo proteico e estimulo da eritropoiese.
Os efeitos anabolicos ocasionam retencdo de nitrogénio, um constituinte basico da proteina,
promovendo crescimento e desenvolvimento de massa muscular pela melhor utilizacdo da
proteina ingerida (ZHOU et al., 2011).

2.3.  CONTROLE GENICO DO CRESCIMENTO

A selecdo fenotipica ao longo de varias geragdes buscando aumentar e acelerar o
crescimento pds-natal em relacdo ao peso ao nascer de bovinos se mostra eficaz ao longo dos
anos. No entanto, a otimizacdo dessa importante caracteristica pode ser acelerada se a
expressdo de fatores de transcri¢do responsaveis pelo peso ao nascer e de crescimento forem
determinados (MACNEIL, 2003; BENNETT, 2008).

O desenvolvimento embrionario do musculo esquelético é dependente da expresséo

coordenada de uma série de fatores de transcricdo que irdo determinar desde as células
progenitoras do mesoderma até a realizagdo do controle da diferenciagdo dos mioblastos que

dardo origem as fibras musculares (DU et al., 2015).
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Fatores de transcri¢do pertencentes a familia de genes PAX desempenham um papel
essencial na formacdo de tecidos e 6rgdos durante o desenvolvimento embrionario e na
manutencdo da funcdo normal de certas células apds o nascimento por meio do controle da
atividade de genes especificos. No mesoderma (de onde derivam as células musculares),
adipdcitos e fibroblastos, as células que irdo desempenhar atividade miogénica, inicialmente se
expressam como os fatores de transcricdo Pax3+ e na sequéncia Pax7+ sendo que a expressao
subsequente de Myf5 confere a essas células a determinacao da atividade miogénica (DU et al.,
2015).

Dentre os fatores de transcricdo estd a familia das proteinas miogénicas bHLH (basic
helix-loop-helix), que atuam como fatores regulatérios da miogénese (MFRs). Os fatores
regulatérios que compde essa familia sdo: MyoD, miogenina, MFR4 e Myf5. Cada um dos
MRFs possui a capacidade de converter células ndo musculares em células miogénicas
competentes. Estudos sobre a fun¢do dos MRFs revelam uma hierarquia genética em que MyoD
e Myf5 atuam na especificacdo de células indiferenciadas em mioblastos (ou seja, determinacgéo
da linhagem miogénica) enquanto a Miogenina e MRF4 sdo requeridos para controlar os
processos de diferenciacdo final (BRYSON-RICHARDSON; CURRIE, 2008).

Adicionalmente, a miostatina (MSTN), € um membro da superfamilia do fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-f) ¢ um regulador negativo autocrino/paracrino
critico da massa muscular esquelética durante a embriogénese e crescimento muscular pés-natal
precoce (BEYER et al., 2013). Estudos demostram que a expressao de MSTN regula
negativamente Pax3+ (AMTHOR et al., 2002) e que sua inibi¢do por algum fator resulta em
fendtipos de dupla musculatura em funcdo da hiperplasia e hipertrofia dos mioblastos
resultando em um aumento significativo na massa muscular (YANG et al., 2018; SHENG et
al., 2021). Autores relatam que bovinos de dupla musculatura apresentam em seu tecido
muscular o dobro de fibras musculares com cerca de 20% a mais em hipertrofia muscular e
50% a menos de taxa de deposicdo de gordura em sua carcaga em comparagdo com outros com
musculatura normal (WEGNER et al., 2000).

Aiello; Patel; Lasagna (2018) descrevem um modelo para a acdo da miostatina durante
a proliferacéo e diferenciacdo de mioblastos no qual proteinas de retinoblastoma (Rb) em um
baixo estado fosforilado inibem a divisdo celular. A atividade de Rb é atenuada devido a
hiperfosforilagdo pela acdo da quinase de CKD2. No entanto, a atividade da CDK2 € inibida
pela p21, que é induzida pela acdo do MSTN. O MSTN também ativa a sinalizagdo Smad2/3,
que inibe a expressdo de MyoD, necessario para a diferenciagdo normal dos mioblastos. Na

auséncia de MSTN, a atividade de CDK2 ndo ¢ inibida, o que permite inativar Rb resultando
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em aumento da proliferacdo de mioblastos. Ao mesmo tempo, a expressdo de MyoD n&o é mais
inibida pelas vias de sinalizacdo Smad2/3, sendo possivel entdo promover a diferencia¢do dos

mioblastos extranumerarios.

24. O CRESCIMENTO E SUA CORRELACAO COM CARACTERISTICAS
REPRODUTIVAS

Como o crescimento e desenvolvimento de bovinos de corte esté relacionado as fases
pré-pubere e pds-puberal nas quais as taxas de crescimento aumentam até a puberdade mas
comecam a diminuir apés essa fase, as caracteristicas reprodutivas que determinam a puberdade
tém sido amplamente utilizadas como indicadores de desenvolvimento e maturagédo sexual de
touros (OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993). Para os machos, o desenvolvimento sexual
esta associado ao crescimento gonadal acentuado, no qual o perimetro escrotal € a caracteristica
fisica mais comum avaliada para determinar o desenvolvimento testicular e a puberdade
(SILVA et al., 2015; MENEGASSI et al., 2019).

Biologicamente, a puberdade pode ser definida no macho quando o ejaculado alcanca
50 milhdes de espermatozoides totais e 10% de motilidade (WOLF; ALMQUIST; HALE,
1965). A qualidade do sémen em touros pré-puberes € ruim e uma melhora gradual
caracterizada por um aumento na concentracdo, motilidade espermaética e reducdo nas
anormalidades morfoldgicas do esperma é observada apés a puberdade (WOLF; ALMQUIST;
HALE, 1965; BOURGON et al., 2017).

N&o existe uma caracteristica Unica que possa atestar a precocidade reprodutiva em
touros. Em busca da identificacdo de rebanhos bovinos sexualmente precoces, algumas técnicas
e metodologias sdo propostas. A técnica da ultrassonografia testicular é utilizada com o
objetivo de determinar a ecotextura testicular e identificar a capacidade espermatogénica dos
testiculos uma vez que essa caracteristica foi altamente correlacionada com a area de tibulos
seminiferos, assegurando uma avaliacdo dos touros antes de atingirem a puberdade
(ARAVINDAKSHAN et al., 1999). No mesmo contexto, o uso do Horménio Anti-Mulleriano
(AMH) tem sido proposto como marcador biologico de precocidade sexual dos machos bovinos
uma vez que apresenta correlacdo negativa com as concentragcbes de testosterona. A
concentracdo sérica do AMH em animais ndo puberes é elevada enquanto os niveis de
testosterona sao baixos. J& nos animais puberes acontece uma inversdo dessas concentragdes,
quando os niveis de AMH s&o reduzidos e os da testosterona se elevam (SILVA et al., 2015;
KITAHARA et al., 2016).
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Adicionalmente, para a selecdo a puberdade alguns genes tém sido identificados como
provaveis candidatos a marcadores genéticos. Fortes et al. (2012) associaram regides
gendmicas nos cromossomos BTA2, BTA14 e no cromossomo X com caracteristicas de
puberdade em touros Brahman. Stafuzza et al. (2020) realizaram um estudo de associacdo
gendmica ampla para detectar regides gendmicas e genes candidatos putativos relacionadas a
idade & puberdade em touros Nelore. Entre eles, varios genes ja foram identificados relacionado
as fungdes da espermatogénese, como ADAM11, PARP2, PARP9, NECTIN3, SPA17, PRSS21,
TRIP13, NDRG2, RNASE4, TEX14, MEIOC, SLX4, RAD51C, BRCA1, CSNK2A, CREBBP e
TIMP2. Da mesma forma, associagOes putativas entre a idade na puberdade em touros Angus e
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) nos cromossomos BTA 1 e X foram identificadas
por Fernandez et al. (2016).

Além das caracteristicas relacionadas a puberdade, estudos demonstram que alguns
genes que tém impacto significativo nas caracteristicas reprodutivas também podem afetar
caracteristicas de crescimento em animais de producdo. Wang et al. (2017) identificaram que o
gene GDF9 (fator de diferenciacdo de crescimento 9) € um gene candidato para alta
prolificidade em bovinos pois regula enzimas-chave das células da granulosa envolvidas na
expansao do cumulus de odcitos bovinos. Ao mesmo tempo, 0s autores relataram que uma nova
insercdo/delecdo na regido reguladora 3' do gene GDF9 caprino apresentou uma associacdo
com o tamanho da ninhada e caracteristicas de crescimento nesses animais (WANG et al.,
2017).

Duas variantes de insercdo/exclusdao do gene SPAG17 (antigeno 17 associado ao
esperma), que desempenha uma variedade de funcgBes bioldgicas na reproducdo, foram
associadas significativamente com caracteristicas de crescimento corporal em cabras,
especialmente altura corporal (ZHANG et al., 2019).

Pausch et al. (2014) realizaram estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) e
identificaram que uma mutagdo funcional no gene acil-CoA desidrogenase de cadeia muito
longa (ACADVL) estava relacionada com subfertilidade masculina. Outros estudos apontaram
que essa mesma mutagdo foi associada a caracteristicas de crescimento de bovinos de corte
(ZHANG et al., 2015).

O gene da proteina transmembrana 95 (TMEM95) é encontrado na regido acrossomal
de espermatozoides de touros heterozigotos e esta intimamente relacionado ao desempenho
reprodutivo de machos bovinos. Este gene possui relacdo com & interacéo de proteinas e reagdo

acrossémica no momento da capacitacdo espermatica (ZHANG et al., 2016a). Recentemente,
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Guo et al. (2021) relataram que polimorfismos no mesmo gene estdo também relacionados com

as caracteristicas de crescimento corporal de bovinos.

2.5.  ANALISE DO TRANSCRIPTOMA

O transcriptoma € o conjunto completo de transcritos em uma célula ou tecido, e sua
quantidade, para um estagio de desenvolvimento especifico, condicéo fisiologica, tratamento
ou fenotipo. Representa um elo chave entre a informagédo codificada no DNA e o fenotipo e,
portanto, compreender o transcriptoma € essencial para interpretar os elementos funcionais do
genoma e revelar os constituintes moleculares de células e tecidos (MALONE; OLIVER, 2009;
WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2010).

Os objetivos da anélise do transcriptoma incluem a catalogacdo de todas as espécies de
transcritos presentes em uma amostra bioldgica, a determinacéo da estrutura transcricional de
genes (em termos de seus locais de inicio, extremidades 5' e 3', padrdes de splicing e outras
modificacbes pos-transcricionais) e a quantificacdo da mudanca dos niveis de expressao de cada
transcrito durante o desenvolvimento e sob diferentes condi¢des (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2010).

Nas ultimas décadas, algumas metodologias foram propostas visando 0 mapeamento e
a quantificacdo de transcriptomas como por exemplo, analise da expressdo génica em série
(SAGE, Serial analysis of gene expression), microarrays (microarranjos de cDNA), e 0 RNA
Sequencing (RNA-Seq), técnica fortemente influenciada pelo desenvolvimento de tecnologias
de sequenciamento de alto rendimento (High-throughput Sequencing Technologies) (ZHANG
etal., 2014).

Na técnica SAGE, ap0s a transcricdo o cDNA de fita dupla é digerido por enzimas de
restricdo para produzir fragmentos tags de 11 nucleotideos que serdo unidas novamente em
longas fitas (500pb), amplificadas por PCR, concatenadas, clonadas em um vetor plasmidial e
sequenciadas usando o sequenciamento Sanger de leitura longa. O nimero de vezes que uma
determinada tag foi sequenciada reflete diretamente a abundancia de cada RNA mensageiro
(mMRNA) presente no tecido (LOWE et al., 2017). Umas das limitagOes da técnica € o chamado
tag mapping, o estabelecimento de uma correta associacdo entre cada uma das tags
sequenciadas e o transcrito que lhe deu origem (LASH et al., 2000).

Na metodologia de microarranjos, sondas sdo hibridizadas com amostras de cDNA
permitindo a deteccdo destas moléculas. Os cDNAs alvos sdo marcados com moléculas

fluorescentes sendo possivel a sua deteccdo apos a hibridizacdo e obtencdo de sinal que sera
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proporcional ao nimero de moléculas hibridizadas e que por sua vez, sera proporcional a
abundéancia dos transcritos na amostra estudada (BARBULOVIC-NAD et al., 2008). Apesar de
ter sido muito utilizada, a metodologia possui algumas limitagcfes como altos niveis de ruidos
devido a hibridizacdo cruzada, acuracia limitada para a identificacdo de transcritos expressos
em pequena quantidade, o conhecimento prévio da sequéncia do genoma a ser analisada, a ndo
deteccdo de variantes de splicing ou genes novos que ndo estejam presentes no arranjo e a
dificuldade em comparar os niveis de expressdo entre diferentes experimentos (MALONE;
OLIVER, 2009; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2010; LOWE et al., 2017).

A técnica de sequenciamento em larga escala RNA-Seq, em funcdo das suas vantagens
em relacdo as anteriores, se apresenta atualmente como o método mais eficiente para o
mapeamento e quantificacdo dos transcriptomas, sendo o método principal de escolha para
quantificacdo dos niveis de expressdo diferencial envolvendo condicdes especificas (ZHANG
etal., 2014; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

O RNA-Seq resulta em uma determinacdo dos niveis de expressdo génica de maneira
mais acurada que 0s microarranjos pois permite acesso direto as sequéncias de mRNA, evita
viés e variacao devido a hibridizacéo e possibilita a deteccdo de splicing alternativo (MALONE;
OLIVER 2009). Ademais, por ndo existirem etapas de clonagem in vivo (em vetor plasmidial),
a técnica requer uma quantidade muito menor de RNA. Outra vantagem é que a deteccdo dos
transcritos ndo fica restrita somente aqueles correspondentes a uma sequéncia gendmica
preexistente (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2010).

Os sequenciamentos estdo divididos em Sequeciamento de Primeira Geracao
(degradacdo quimica e Interrupcdo da cadeia-Sanger), Sequeciamento de Segunda Geragdo
conhecidos como Sequeciamento NGS - Next Generation Sequencing (454-Roche, Illumina
Genome Analyser-HiSeg/MiSeq, SOLID, lon Torrent, PacBio RS) e Sequenciamento de
Terceira Geracdo (Pacific Biosciences e o Oxford Nanopore). Atualmente, a plataforma
Illumina é a mais popular de sequenciamento de nova geracdo pois € capaz de realizar grandes
sequenciamentos com alta qualidade de reads por um valor mais acessivel.

De uma forma geral, na técnica de RNA-Seq utilizando a plataforma Illumina, apés a
extracdo do mRNA de um organismo, as amostras de RNA s&o fragmentadas em pequenas
sequéncias de DNA complementares (cCDNA) e depois sequenciadas a partir de uma plataforma
de alto rendimento. Essas pequenas sequéncias sao entdo alinhadas a uma sequéncia genémica
de referéncia para reconstruir quais regides do genoma estavam sendo transcritas. Em seguida,
0s niveis de expressdo para cada gene ou isoforma sdo estimados e 0s dados mapeados sdo

normalizados usando métodos estatisticos. Esses dados podem ser entdo utilizados para analises
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de co-expressdo génica, identificacdo de SNPs, identificagdo de expressdo alelo especifica,
identificacdo de padrbes de splicing alternativos e identificacdo de genes diferencialmente
expressos (DEGs). Por fim, a relevancia dos dados produzidos é avaliada a partir de um
contexto biologico (LI et al., 2015; LOWE et al., 2017).

Em bovinos, os primeiros estudos a utilizar a técnica de RNA-Seq foram de Medrano;
Rincon; Islas-Trejo (2010) e Huang; Khatib (2010). Os primeiros autores realizaram uma
analise comparativa do transcriptoma de células somaticas do leite e tecido mamario em
bovinos da raca Holandesa. Ja Huang; Khatib (2010) realizaram levantamento profundo dos
transcriptomas embrionarios fornecendo uma maior compreensdo do desenvolvimento
embrionério de pré-implantacdo em bovinos. Ambos os estudos demonstraram que a técnica de
RNA-Seq é uma ferramenta poderosa para analisar a expressao génica global em tecido animal.

Desde entéo, uma série de trabalhos vem sendo realizados utilizando a técnica de RNA-
Seq para o entendimento de mecanismos moleculares que influenciam em caracteristicas de
interesse econdmico de bovinos de corte.

Em trabalhos recentes, a técnica de RNA-Seq foi utilizada para a identificacdo de
possiveis genes candidatos e vias metabolicas que regulam caracteristicas produtivas como area
de olho de lombo e espessura de gordura (SILVA-VIGNATO et al., 2019; SANTOS SILVA et
al., 2020), para a analise de associacao entre concentracdo mineral e qualidade de carne (DINIZ
et al., 2019), identificacdo de reguladores genéticos da quantidade mineral nas células
musculares (AFONSO et al., 2020), identificacdo de processos bioldgicos relacionados ao
consumo alimentar residual (DE OLIVEIRA et al., 2018), identificacdo de processos bioldgicos
associados ao teor de acidos graxos no musculo esquelético e seus fatores regulatorios (CESAR
et al., 2015, 2016), identificacdo de processos relacionados a maciez e qualidade da carne
bovina (GONCALVES et al., 2018) entre outros.

A técnica de RNA-Seq também tem auxiliado no estudo da expressdo de genes
relacionados a caracteristicas reprodutivas como a investigacdo de transcritos envolvidos na
espermatogénese e associados a fertilidade em bovinos (DE LIMA et al., 2021; PRAKASH et
al., 2021) e a identificacdo de receptores reguladores da secre¢do de hormoénios importantes
como o horménio luteinizante e o hormonio foliculo-estimulante em fémeas (KADOKAWA,
2020).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para este trabalho foram utilizados 129 novilhos machos, néo castrados e certificados
para ragca Angus de acordo com padrao racial definido pela Associacéo Brasileira de Angus —
filhos de touros puros de pedigree Angus e vacas ¥2 Angus. Os animais foram provenientes de
trés fazendas localizadas no municipio de Guarapuava/PR que adotam o0 mesmo sistema de
criacdo (semi-intensivo - modalidade Creep feeding), mesmo manejo sanitario e nutricional e
que realizam intensa selecdo genética para precocidade produtiva e ganho de peso.

Durante a fase de cria, 0s bezerros alimentaram-se de, alem do leite materno, suplemento
concentrado comercial especifico para esta fase contendo 20% de proteina bruta sendo
fornecido a vontade em sistema de creep feeding, o qual proporcionou um consumo médio
diario de 1,2 kg/dia. Os animais foram desmamados com aproximadamente 7 meses de idade
(com cerca de 150-200kg), seguindo para um sistema de recria em pastagens de Tifton 85
(Cynodon spp.) no verdo e Azevém (Lolium multiflorum) no inverno com suplementacdo de
concentrado na quantidade de 1% do peso corporal até atingir peso minimo para entrada no
confinamento (350 kg de peso corporal). Na fase de terminacdo, antes do inicio do
confinamento, os animais foram submetidos a um periodo de 15 dias de adaptacdo a dieta de
terminacdo em que o incremento de concentrado foi realizado gradativamente. No
confinamento, a dieta foi fornecida 3 vezes ao dia, sendo composta por 50% de volumoso
(silagem de milho) e 50% de concentrado comercial com 19% de proteina bruta. O controle da
oferta foi realizado por técnico capacitado através da leitura diaria do cocho. Essa leitura se
trata da observacdo dos alimentos disponibilizados no cocho do fornecimento anterior a fim de
quantificar sobras ou escassez de alimento. Para isso, considera fatores como a observacédo do
escore de cocho (vazio ou quantidade de sobras), o0 comportamento dos animais, 0 escore de
cocho noturno e o periodo do confinamento. Baseado nessas caracteristicas, fatores de correcédo
foram calculados com metodologia de notas que determinaram a necessidade ou nao de ajustes
no volume da dieta.

Os animais permaneceram em confinamento até atingirem peso vivo e cobertura de
gordura suficiente para atender os padrdes de classificacdo de carcaca de acordo com a
Resolugdo N°070/2006 que define o Padrdo do Novilho Paranaense. O peso de carcaga minimo
exigido para machos varia entre 105-225 kg e para espessura de gordura na carcaca, o valor

minimo exigido é de 1 mm enquanto o valor maximo é de 10 mm (PARANA, 2006). No
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momento em que 0s animais atingiram esses padrdes, os mesmos foram encaminhados para
abate, realizado de acordo com as normas de abate e bem-estar animal no manejo pré-abate dos
animais de producdo como proposto pelo Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria dos
Produtos de Origem Animal (RIISPOA).

Os animais foram divididos em 2 grupos de acordo com a idade a qual atingiram o peso
e a cobertura de gordura ideais para abate. Os grupos foram ent&o definidos como: grupo de
animais abatidos até os 13 meses e classificados como hiperprecoces, e grupo de animais
abatidos acima de 17 meses e classificados como precoces.

Todos os procedimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com o preconizado
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O trabalho foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP) sob o parecer CEUA ne
8936230517.

3.2.  AVALIACAO DOS PARAMETROS PRODUTIVOS

Os parametros produtivos mensurados foram: peso vivo, peso e rendimento de carcaca
e espessura de gordura. A classificacdo e tipificacdo das carcacas ocorreram conforme a
Instrucdo Normativa n°® 9, de 4 de maio de 2004 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2004).

A afericdo do peso vivo dos animais ocorreu por pesagem em balanca eletrénica no
momento da saida dos animais da fazenda produtora para o frigorifico de abate.

O peso de carcaca foi verificado no frigorifico logo apos o abate por meio da pesagem
da carcaca quente com utilizacdo de balanca eletronica. O rendimento de carcaca foi calculado
dividindo-se o peso da carcacga (soma das duas meias carcacas resultantes do abate) pelo peso
vivo do animal. Esse resultado multiplicado por 100, forneceu o rendimento expresso em
porcentagem.

A afericdo da espessura de gordura de carcaga foi realizada na carcaga quente, apos sua
pesagem e anteriormente a entrada da mesma na camara de resfriamento. Com auxilio de
paquimetro, trés locais diferentes da carcaga foram avaliados, sendo: a altura da 62 costela, sobre
o musculo grande dorsal, em sua parte dorsal; a altura da 92 costela, sobre 0 musculo grande
dorsal, em sua parte ventral; e a altura da 122 costela, sobre o masculo serrétil dorsal caudal. A

espessura de gordura foi determinada através da média aritmetica das regides analisadas.
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3.3.  AVALIACAO DOS PARAMETROS REPRODUTIVOS

Os parametros reprodutivos avaliados foram: peso e volume testicular, motilidade,
morfologia e concentracdo espermatica, integridade de membrana plasmatica, integridade de

acrossoma e atividade mitocondrial.

3.3.1. Testiculos, epididimos e colheita de espermatozoides

Testiculos e epididimos foram colhidos no frigorifico no momento do abate na etapa de
sangria e imediatamente armazenados em sacos plasticos individuais devidamente
identificados, acondicionados em caixa térmica previamente estabilizada a temperatura de 5°C
e transportados ao laboratério para analises subsequentes. O tempo entre colheita e inicio da
manipulacéo dos testiculos e epididimos no laboratdrio foi de 2 horas pds-abate.

Os testiculos foram avaliados individualmente quanto ao seu peso e volume. Para a
afericdo de peso, utilizou-se balanca de precisdo semi-analitica. Ja a medida de volume
testicular foi realizada através da imersdo do testiculo em célice volumétrico repleto de agua e
a mensuracdo do volume deslocado.

A colheita de espermatozoides do epididimo foi realizada através de pequenas incisdes
com auxilio de um bisturi na cauda do epididimo e as células colhidas com pipeta automatica,
de acordo com Nichi et al. (2017). Para limitar a contamina¢do com sangue, os epididimos
foram cuidadosamente dissecados buscando evitar a incisdo em regides vascularizadas. O
volume da amostra foi suspenso em meio PBS (Tampédo fosfato — salino; 34,72 mM
Na,HPO..2H-0, 18,68 mM KH2PO4, 92,4 mM NaCl) para analises subsequentes.

3.3.2. AvaliacGes espermaticas morfofuncionais: convencionais e funcionais

Os espermatozoides coletados da cauda do epididimo de cada testiculo foram avaliados
guanto as suas caracteristicas através das analises convencionais de motilidade total, morfologia
e concentragdo espermaética segundo técnicas de rotina (CBRA, 1998). As analises funcionais
realizadas foram: integridade das membranas plasmatica e acrossomal e avaliacdo da atividade

mitocondrial.

3.3.2.1. AvaliagOes esperméticas convencionais
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3.3.2.1.1. Motilidade espermatica

Para avaliacdo subjetiva da motilidade total, uma aliquota de 10 puL da amostra
previamente diluida em meio PBS foi avaliada através de visualizacdo em microscopia optica
(Modelo 80i, Nikon, Toquio, Japdo) em aumento de 40x, entre lamina e laminula e mantidas a
temperatura de 37°C sobre placa aquecida. Para motilidade total a amostra foi classificada em

uma escala de 0 a 100% de motilidade.

3.3.2.1.2. Morfologia e concentracao espermatica

A amostra espermatica foi fixada em solucdo salina tamponada contendo 4% de
formaldeido (34.72 mM NaHPO4 2H0, 18,68 mM KH2PO4, 92,4 mM mM NacCl, 4 % (v/v)
formaldeido) previamente aquecida a 37° C. Para a avaliacdo da morfologia espermética, foram
analisadas 200 células pela técnica da cadmara imida sob microscopia de contraste de fase
(Modelo 80i, Nikon, Téquio, Japdo) com aumento de 400x. As células foram classificadas de
acordo com (BLOM, 1973) em porcentagem de defeitos espermaticos maiores [defeitos de
acrossomo; gota protoplasmatica proximal; teratoldgicas; pouch formation; defeitos de cabeca
(subdesenvolvida, isolada patoldgica, estreita na base, piriforme, pequena anormal e contorno
anormal); defeitos de peca intermediéaria; defeitos de cauda (enrolada na cabega, fortemente
dobrada ou enrolada e cauda dobrada com gota)], defeitos menores [gota protoplasmatica distal,
defeitos de cabeca (delgada, gigante, curta, larga, pequena normal e isolada normal); insercao
da cauda anormal (obliqua, retroaxial e abaxial)] e defeitos totais (soma dos maiores e menores).

A concentracdo espermatica foi avaliada por meio da técnica da cAmara de Neubauer
utilizando diluicéo prévia (1:100) em solucéo salina tamponada contendo 4% de formaldeido.
Apds montagem da camara, a contagem dos espermatozoides foi realizada em aumento de 400x

em microscopia de contraste de fase (Modelo 80i, Nikon, Toquio, Japdo).

3.3.2.2. Avaliacdes espermaéticas funcionais

3.3.2.2.1. Integridade de membrana plasmaética

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada por meio da técnica de coloragéo de

eosina-nigrosina, como previamente descrita (BARTH; OKO, 1989). A preparacdo da solugéo

de coloracgéo foi realizada com 1% de eosina Y (referéncia E4009, Sigma-Aldrich Co, MO,
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USA) e 10% de nigrosina (referéncia 198285, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) em &gua
ultrapura. Cinco microlitros de cada amostra foram incubadas com 5 pl de solugdo de coloragao
e o0 volume total foi depositado em lamina de microscopia para realizacdo de esfregaco com
posterior secagem a temperatura ambiente. A andlise foi realizada em microscopia Optica de
imersdo em aumento de 1000x na qual foram analisados 200 espermatozoides por lamina e a

membrana plasmatica classificada em integra ou lesionada.

3.3.2.2.2. Integridade acrossomal

A integridade do acrossomo foi avaliada através da coloracdo simples contendo 1%
(w/v) rosa bengala (Sigma-Aldrich Co, MO, USA), 1% (w/v) fast green FCF (Sigma-Aldrich
Co, MO, USA), e 40% de etanol em 200 mM de tampéao de fosfato dissédico contendo 100 mM
acido citrico pH 7,2, como previamente descrito Pope et al. (1991). Cinco microlitros de cada
amostra foram incubados com 5 pul de solucao de coloragao por 1 min a 37°C. O volume total
foi depositado em lamina de microscopia para realizacdo de esfregaco com posterior secagem
em placa aquecida a 37°C. A analise foi realizada em microscopia Optica de imersdo em
aumento de 1000x na qual foram avaliados 200 espermatozoides por ldamina e 0 acrossomo

classificado em intacto ou ndo intacto.

3.3.2.2.3. Atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada pela medicédo da atividade da enzima citocromo C
oxidase na pega intermediaria como previamente descrito (HRUDKA, 1987). Paraisso, o DAB
(3,3’-Diaminobenzidine, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) foi diluido em PBS (2,7 mM KClI, 137
mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1,4 mM KPO4, pH 7.4) para a concentracdo final de 1 mg/ml e
mantido a - 20° C até o uso. Vinte microlitros de cada amostra foram incubados a 37°C durante
1 hora a 37°C na auséncia de luz com 20 ul de solu¢ao de DAB pré-aquecida. Dez microlitros
de cada amostra foram depositados em lamina de microscopia, para realizacdo do esfregaco e
posterior secagem a 37°C também na auséncia de luz. Apds a secagem, as laminas foram
incubadas por 10 minutos em solucdo contendo 10% de formaldeido (F8775, Sigma-Aldrich
Co, MO, USA) em PBS. ApoOs secagem das laminas em temperatura ambiente, 200
espermatozoides foram analisados em microscopia de contraste de fase em imersdo em aumento
de 400X e classificados com base no grau de coloracdo da peca intermedidria, sendo que quanto

maior 0 grau de coloracdo, maior a atividade mitocondrial da célula. As células foram
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classificadas em: DAB | (completamente corada), DAB Il (mais de 50% corado), DAB IlI
(menos de 50% corado) e DAB IV (néo corada).

3.4. DOSAGENS SERICAS HORMONAIS

Para as dosagens séricas hormonais, amostras de sangue foram colhidas durante a etapa
de sangria no abate e encaminhadas ao laboratério para separacao do soro o qual foi armazenado
a - 80°C. As concentracGes séricas de triiodotironina (T3), tiroxina (T4) e testosterona foram
analisadas por imunoensaio quimioluminescente utilizando-se os kits IMMULITE da
SIEMENS (T3 total, T4 total e testosterona; Siemens, Dublin, Ireland) de acordo com as
instrugdes do fabricante. A diidrotestosterona (DHT) foi analisada por um imunoensaio
enzimatico competitivo colorimétrico usando um kit comercial de ELISA de Diidrotestosterona
Bovina (DHT) (Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, EUA) de acordo com as instrugdes

do fabricante.

3.5.  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA ALVO

No tecido testicular foram analisados seis genes relacionados com a espermatogénese
(NDRG2, ADAM11, TRIP13, SPA17, CSNK2A1 e CSNK2A2), dois genes relacionados com a
esteroidogénese (STAR e HSD3B1) e um gene relacionado com a puberdade (AMH). No tecido
muscular dos mesmos animais foram analisados genes relacionados com a proliferacéo e a
diferenciacdo celular reguladas pela miostatina (MYOD, MYF5, RB1, MSTN), conforme
previamente descrito por Aiello; Patel; Lasagna (2018). Além desses genes, incluimos o IGFR1
e a LEP pelo seu papel ja conhecido no crescimento.

Para a analise de expressdo génica, fragmentos de tecido testicular e do tecido muscular
(musculo Psoas maior) foram colhidos, acondicionados em microtubos e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido. A colheita do tecido testicular foi realizada na etapa de
sangria do processo de abate. Ja o tecido muscular foi colhido ao final do processo de abate
antes da etapa de refrigeracdo. As amostras foram entdo transportadas ao laboratorio e
armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C até analises subsequentes.

A metodologia para andlise da expressao do mRNA de genes que participam da
regulacdo da espermatogénese e do desenvolvimento muscular envolveu as etapas de: extracao

do RNA total dos tecidos testicular e muscular, analise de concentragéo e integridade do RNA
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total extraido, reacdo de transcricao reversa para obtencdo de cDNA, confec¢éo e padronizacao
dos oligonucleotideos especificos e quantificacdo dos transcritos por PCR em tempo real
(RTgPCR). O detalhamento dessas metodologias esta apresentado nos subitens a seguir.

Para a extracdo de RNA total do tecido testicular a metodologia utilizada foi a de
separagdo em coluna de silica. Para a extragdo de RNA total do tecido muscular utilizou-se o

método de guanidina-fenol-cloroférmio.

3.5.1. Extracdo de RNA total do tecido testicular pela metodologia de coluna de silica

Os fragmentos de testiculos coletados e congelados anteriormente foram pulverizados
individualmente em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo de porcelana. O material
pulverizado foi transferido para microtubos em aliquotas contendo 30 mg de tecido de cada
amostra e armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C. Na sequéncia, 0 RNA total dos testiculos foi
extraido pela metodologia de separacdo em coluna de silica com o auxilio do kit RNeasy® Plus
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para isso, as
células do tecido foram inicialmente lisadas através da adi¢do de 600 pl de Buffer RLT Plus
(preparado anteriormente: 10 ul de B - Mercaptoetanol para 1 ml de Buffer RLT Plus) ao tubo
contendo o tecido e homogeneizadas com auxilio de agitador de tubos tipo vortex por 30
segundos. Em seguida, o lisado passou por centrifugacdo durante 3 minutos a velocidade de
10.000 x g. Ap06s a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido por pipetagem
e transferido para a coluna gDNA Eliminator para nova centrifugacdo a 10.000 x g durante 30
segundos. Apds o descarte da coluna gDNA Eliminator, 450 ul de etanol 70% foram
adicionados ao fluxo, homogeneizados e 700 ul dessa solugdo transferidos para uma coluna de
centrifugacdo RNeasy acoplada a um tubo de coleta e centrifugadas a 10.000 x g durante 30
segundos. O fluxo foi descartado e 700 ul de Buffer RW1 adicionado a coluna de rotacdo do
RNeasy seguido de centrifugacdo a 10.000 x g durante 30 segundos. O mesmo procedimento
de centrifugagéo foi realizado adicionando 500 pul de Buffer RPE (preparado anteriormente: 4
volumes de etanol 100% foram adicionados para cada 1 volume de Buffer RPE) a coluna de
rotacdo RNeasy. Para lavagem final da membrana da coluna, outros 500 ul de Buffer RPE foram
adicionados a coluna de rotacdo RNeasy e centrifugada por 2 minutos a 10.000 x g. O fluxo foi
descartado e a coluna centrifugada a 10.000 x g durante 1 minuto para secagem da membrana.
Por fim, a coluna RNeasy foi transferida para um novo tudo de coleta e a eluicdo do RNA

ocorreu através da adi¢do de 40 pl de dgua livre de RNase diretamente 8 membrana da coluna
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seguido de centrifugacdo a 10.000 x g durante 1 minuto. Finalizada a etapa de extragéo, as

amostras foram armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C.

3.5.2. Extracdo de RNA total do tecido muscular pelo método de guanidina-fenol-

cloroférmio

Os fragmentos de tecido muscular colhidos e congelados anteriormente foram
pulverizados individualmente em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo de porcelana.
O material pulverizado foi transferido para microtubos em aliquotas contendo 30 mg de tecido
de cada amostra e armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C. Posteriormente, 0 RNA total dos
testiculos foi extraido através do método guanidina-fenol-cloroformio (CHOMCZYNSKI;
SACCHI, 2006) atraveés da utilizacdo do Reagente Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) de acordo com as instrucfes do fabricante. Para isso, 1 mL do reagente Trizol® foi
adicionado ao microtubo contendo 30 mg do tecido pulverizado e, com auxilio de um agitador
de tubos do tipo vortex, a amostra foi homogeneizada durante 1 minuto. Apos incubacédo por 5
minutos a temperatura ambiente, 200 pL de cloroférmio foram adicionados, homogeneizados
durante 15 segundos e novamente incubados durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Transcorrido o tempo de incubacdo, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g durante 15 minutos
a 4°C para que ocorresse a separacao da solucdo em 3 fases: fase aquosa incolor composta pelo
RNA, interfase de coloracdo branca e fase de fenol de coloracdo vermelha onde estdo presentes
DNA e proteinas. A fase aquosa foi transferida para um microtubo novo e 0 RNA total presente
nesta fase foi precipitado pela adigao de 500 uL de isopropanol e incubado overnight a - 20 °C.
Ap0s periodo de incubacédo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 10 minutos
a 4 °C para formacdo do sedimento de RNA. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado por duas vezes atraves da adi¢do de 500 pL de etanol a 75 % seguido de centrifugagdo
a12.000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Ao término das lavagens, o sobrenadante foi removido
e o sedimento presente no fundo do microtubo passou por secagem a temperatura ambiente
durante aproximadamente 5 minutos. Finalizando a fase de extracdo, o sedimento de RNA de
cada amostra foi diluido em &gua ultrapura (Ultrapure™ Distilled Water, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) em volume proporcional ao tamanho dos sedimentos. Por fim, as
amostras de RNA foram armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C.

3.5.3. Andlise de concentracdo e integridade do RNA total
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A concentracdo do RNA total foi estimada pela densidade dptica da solugdo através de
espectrofotémetro (KASVI Modelo K23-002, S&o José dos Pinhas, PR) mensurando-se a
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. A leitura a 260 nm permitiu o
calculo da concentracdo de RNA na amostra, sendo que uma densidade dptica de 1 corresponde
a aproximadamente 40 pug/ml de RNA de fita simples. Ja a razdo da absorbancia a 260 nm e
280 nm (A260 / A280) forneceu uma estimativa da pureza do RNA, sendo que essa proporgao
deve estar acima de 1,8 no RNA isolado. As preparagdes puras de RNA tém uma razdo A260 /
A280 entre 1,8 e 2,0. Todas as amostras utilizadas no estudo respeitaram esses parametros.

A integridade do RNA total extraido do tecido testicular e tecido muscular foi verificada
por eletroforese em gel de agarose a 1% por meio da visualiza¢&o, em transiluminador UV, das
bandas do RNA ribossomal 18S e 28S coradas com brometo de etideo. Apds confirmacdo de
integridade, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C e posteriormente

submetidas a transcrigéo reversa.

3.5.4. Reacdo de Transcricdo Reversa (RT)

Apos a etapa de extragdo, analise de concentracdo e integridade do RNA, 2,5 pg de RNA
total foram submetidos a reacdo de transcri¢do reversa (RT) para a sintese da fita de DNA
complementar (cCDNA) a fita de mRNA. Para isso, utilizou-se o kit GoScriptTM Reverse
Transcription System (Promega, Madison, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Seguindo o protocolo, uma aliquota de volume correspondente a 2,5 pg de RNA total
juntamente com 0,5 pg/ul de oligonucleotideos de desoxitimidina (oligo dt) e quantidades
suficientes de agua livre de RNase para volume final de 2,5 uL foram adicionados em um
microtubo. As amostras foram incubadas em termociclador (AXYGEN MAXYGENE modelo
term-1000, Foster City, Califérnia, USA) a temperatura de 70 °C por 5 minutos para abertura
da fita de RNA e anelamento dos oligonucleotideos. Transcorrido periodo de incubacdo, as
amostras foram imediatamente resfriadas a 4°C e mantidas nessa temperatura durante 5
minutos. Na sequéncia, foram adicionados para cada amostra uma solugdo contendo 2 pL de
tampdo da enzima (GoScript 5X), 3,25 puL de agua livre de RNase, 0,5 pL de
desoxirribonucleotideos (ddNTPs), 0,25 pL de inibidor de ribonuclease (RNasin), 1 pL de
cloreto de magnésio e 0,5 uL. da enzima M-MLV GoScript Reverse Transcriptase. A reacdo
com volume total de 10 pL foi incubada em termociclador inicialmente por 5 minutos a 25 °C

e em seguida por 1 horaa 42 °C. A inativagao ocorreu a 42 °C por 15 minutos. Para cada reagéo
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foram obtidos 10 pL. de cDNA com concentracao final estimada em 250 ng/ul.. As amostras

foram armazenadas a - 20 °C até subsequentes anélises de PCR em tempo real.

3.5.5. Confeccéo dos oligonucleotideos

Para a confecgdo dos oligonucleotideos, as sequéncias de referéncia dos transcritos dos
genes previamente selecionados TRIP13, ADAM11, AMH, CNK2A1, CNK2A2, HSD3B1,
NDRG2, SPA17, STAR, IGF1R, LEP, MSTN, MYOD1, MYOF5, RB1 e ACTB (constitutivo)
foram obtidos no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Os
oligonucleotideos foram confeccionados com o auxilio do recurso Pick Primer de forma a
amplificar ao menos uma regido de juncéo entre dois éxons distintos, proporcionando maior
especificidade e ndo amplificagio de DNA gendmico. A analise da especificidade das
sequéncias senso e antisenso obtidas dos mMRNAs de estudo foram obtidas pela comparacao
com outras sequéncias do banco de dados do NCBI através do programa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Os pares de oligonucleotideos foram verificados
guanto a ligagbes complementares pelos recursos do  OligoAnalyzer 3.1
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Na tabela 1 estdo descritos os genes, as
sequéncias dos oligonucleotideos e a sequéncia de referéncia utilizada no NCBI.

Tabela 1 - Oligonucleotideos senso (S) e antisenso (A) dos genes utilizados para o ensaio de RTgPCR e as suas
respectivas sequéncias de referéncia

Sequéncia de

Gene Oligonucleotideo (5’ — 3°) referéncia

TRIP13 S: TGGTCTGAGTTTGACGAGCC
(Interator 13 do receptor do A: TTGCACGCGCTCAAATCAAT XM_002696452.4
horménio tireoidiano)

ADAM11 S: AGGGTCTCTCCACACTTGGG

(Metalopeptidase dominio 11) A: GGACCCTGGTATCCAACTGC XM_024980925.1

AMH S: GTGACTTGACCACCTTCGCA
(Hormonio anti-mulleriano)  A: AACCTCAGCAAGGGTGTTGG NM_174110.1
CNK2A1 S: GCCGCCATATTGTCTGTGTG NM 174635.2
(Caseina quinase 2 o, 1) A: GAGAGGCAGCTGGGGAGTAA - '
CNK2A2 S: CAGCCTTGTGCAGATAACGC
. ; NM_174636.2
(Caseina quinase 2 o 2) A: CCGTTTTGTGTCTGCTCACG -

(continua)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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(continuacéo)

Sequéncia de

. . s a»
Gene Oligonucleotideo (5’ — 3°) referéncia
HSD3B1
(Hidroxi-8-5-esterdide S: TGCTTTCTGGTTCCTGGTGAG NM_174343.3

desidrogenase, 3 B esterdide
d-isomerase 1)

NDRG2
(Membro 2 da familia NDRG)

SPAL17
(Proteina autoantigénica Sp
17)

STAR
(Proteina reguladora aguda
esteroidogénica)

IGF1R
(Fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1)

LEP
(Leptina)

MSTN
(Miostatina)

MYOD1
(Diferenciag¢do miogénica 1)

MYF5
(Fator miogénico 5)

RB1
(Co repressor transcricional
RB1)

ACTB
(Actina beta)

A: CTCCACCAACAGGCAGATGAT

ACCCTGACCCCTAACCCTAC
: GAGTGAGTCTTGGCCACCTC

>

ACCTGAAAAACATGAGCCTGGA
: CTGTGGGGGTAAAGCCAGTC

>0

ATCAAAAGCAAGGGACTGAATGG
: CCCCGAGTCAAGCTAAGAGG

>0

AGCGCCTCCAACTTTGTCTT
: CGCTGATCCTCGACTTGGG

>

ACTACAGGACATGTTGCGGC
: AGGATGCCCACATAGGCTCT

>0

CGCCTGGAAACAGCTCCTAA
: GAAGATCAGACTCCGTGGGC

>0

AGCAAGTTTCTGGCAACCCT
: AAGTTGCAGAGAGAGCCGTC

>0

TCTGATGGCATGCCTGAATGT
: AGGTTGAGAATCGGTGCTGG

>0

TTGCCTGGCTCTCAGATTCAC
: ACGTGGAGTTGGCCCTTTTT

>

GCAGGAGTACGATGAGTCCG
: TGTCACCTTCACCGTTCCAG

>

NM_001035304.1

NM_001076440.2

NM_174189.3

NM_001244612.1

NM_173928.2

NM_001001525.3

NM_001040478.2

NM_174116.1

NM_001076907.1

MN_173979.3

Fonte: Cavallin (2022).
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3.5.6. Padronizacéo dos oligonucleotideos

Apobs confeccdo pela empresa Exxtend Biotecnologia Ltda. (Paulinia, SP, BR), 0s
oligonucleotideos foram padronizados a partir de pool de cDNA previamente obtido. Com o
intuito de otimizar as reagOes, foram avaliados diferentes concentracfes de cDNA e
oligonucleotideos. O cDNA foi diluido de forma seriada (1:5, 1:10, 1:20 e 1:40) e as
concentracdes dos oligonucleotideos avaliadas utilizando-se inicialmente 2 uM e, quando
necessario, ajustada para 1 uM, 0,8 uM ou 0,2 uM. O fluorodforo utilizado foi o PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix (Life Technologies Corporation, Van Allen Carlsbad, CA, USA).
Todas as reacOes foram realizadas em duplicata, em placas de 96 pocos MicroAmp (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) no equipamento StepOnePlus™ Real- Time PCR Systems
(Applied Biosystems, Foster City, EUA). Para determinar o desempenho do ensaio, a
especificidade dos produtos amplificados e a eficiéncia da reacdo foi avaliada de acordo com
NOLAN; HANDS; BUSTIN (2006). A especificidade foi determinada através da curva de
dissociacdo (melt curve) que caracteriza a temperatura de dissociacdo da dupla fita de DNA
baseada em tamanho e composicdo dos fragmentos, distinguindo-a de dimeros de
oligonucleotideos e outros produtos inespecificos. A eficiéncia da reacao foi calculada através
da construcéo automatica da curva padrio pela equagdo: E = 10 (P9 _ 1 Uma curva padréo
(standard curve) de PCR em tempo real é representada como um grafico de regresséao linear
semi-log do valor CT em comparacéo ao log da quantidade inicial do acido nucléico. Um slope
da curva padrdo de —3,32 indica uma reacdo de PCR com 100% de eficiéncia. Os slopes mais
negativos que —3,32 (p. ex. -3,9) indicam reagdes com menos de 100% de eficiéncia. Os slopes
mais positivos que —3,32 (p. ex. -2,5) podem indicar m& qualidade da amostra ou problemas de
pipetagem. Dessa forma, a eficiéncia ideal da PCR deve ser de 100% (quando a reacdo
produzira um aumento de 10 vezes no amplicon da PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase

exponencial de amplificacéo log » 10 = 3,3219), sendo indicado valores entre 90% e 110%.

3.5.7. Quantificagdo dos transcritos por PCR em tempo real (RT-qPCR)

Apos a padronizacdo das concentragdes de cDNA e oligonucleotideos e a identificagéo
das condicGes ideais para o ensaio, a expressdo dos genes relacionados com a regulacdo da
espermatogénese e ao desenvolvimento muscular foi avaliada pelo método de PCR quantitativo
em tempo real a partir da transcrigéo reversa (RT-gPCR). O objetivo da avaliagéo foi estimar a

quantidade relativa dos niveis mMRNA dos genes estudados comparando os niveis de mMRNA de
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das amostras com a expressdo de um gene constitutivo. Nesse estudo, utilizamos o gene
constitutivo B-actina (ACTB) devido a sua conhecida consisténcia para uso como gene
normalizador em bovinos (ROBINSON; SUTHERLAND; SUTHERLAND, 2007; PEREZ;
TUPAC-YUPANQUI; DUNNER, 2008).

O ensaio foi realizado com uso do reagente PowerUp™ SYBR® Green Master Mix
(Life Technologies, Carlsbad, USA) de acordo com as instrucOes do fabricante. A amplificacéo
foi realizada com os recursos do equipamento Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Singapore) nas seguintes condi¢ées de ciclo: 50°C (2 min),
95°C (2 min), e 40 ciclos de 95 °C (15 s) e 60°C (30 s). Ao final da amplificacéo, obteve-se a
curva de dissociacdo ou melting curve para confirmar a especificidade da reagdo. Os valores
médios de cycle threshold (Ct) foram automaticamente determinados pelo StepOne™ Software
v2.3 (Applied Biosystems) e a quantificaco relativa realizada pelo método de 224t (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

3.6. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA GLOBAL

Para analise da expressao génica global foram selecionados 6 animais de cada grupo.
Desta forma, para cada grupo foram sequenciadas 12 amostras, sendo 6 provenientes do tecido
testicular e 6 amostras provenientes do tecido muscular de acordo com tamanho amostral
sugerido por Schurch et al. (2016).

A andlise das diferencas génicas a partir da técnica de RNA-Seq abrange as seguintes
etapas: extracdo do RNA total dos tecidos testicular e muscular, analise de concentracdo do
RNA extraido, controle de qualidade das amostras extraidas através do sistema TapeStation
Agilent, preparacdo da biblioteca de mMRNA, sequenciamento de nova geracao (NGS) e analise
da qualidade dos dados do sequenciamento. O detalhamento dessas metodologias esta

apresentado nos subitens a seguir.

3.6.1. Extracdo do RNA total do tecido testicular e muscular pela metodologia de coluna
de silica

O RNA total do tecido testicular foi extraido pela metodologia de separagdo em coluna
de silica com o auxilio do kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo
com protocolo do fabricante, conforme descrito no item 3.5.1. O RNA total livre de DNA
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gendmico extraido para analise de expressdo génica alvo foi utilizado também na etapa de
expressao génica global.

O RNA total do tecido muscular foi extraido pela metodologia de separacdo em coluna
de silica com o auxilio do kit RNeasy® Fibrous Tissue Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha) de
acordo com protocolo do fabricante. Para isso, os fragmentos de tecido muscular colhidos e
anteriormente pulverizados em nitrogénio liquido foram transferidos para microtubos em
aliquotas de 30 mg. As células do tecido foram inicialmente lisadas através da adi¢éo de 300 pl
de Buffer RLT (preparado anteriormente: 10 ul de p-Mercaptoetanol para 1 ml de Buffer RLT)
e homogeneizadas com auxilio de agitador de tubos tipo vértex. Em seguida, 590 ul de agua
livre de RNase e 10 ul de solucdo de proteinase K foram adicionados ao lisado, o qual foi
homogeneizado por pipetagem completa e incubado a 55 °C durante 10 minutos. Transcorrido
tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 3 minutos e o
sobrenadante da centrifugacdo transferido para um novo tubo no qual se adicionou 0,5 volumes
(geralmente 450 ul) de etanol 100%. Ap6s homogeneizagdo por pipetagem, 700 ul da amostra
foram transferidos para coluna RNeasy Mini spin e submetidas a centrifugacdo a 10.000 x g
durante 15 segundos. Apds centrifugacdo, o fluxo foi descartado e 0 mesmo procedimento de
centrifugacdo se repetiu com o restante da amostra. Nessa etapa, a membrana da coluna RNeasy
Mini spin recebeu tratamento com 80 pl de DNase I (preparado anteriormente: 10 ul de solugéo-
mée DNase | e 70 pl de Buffer RDD) para remogéo de tracos de DNA da amostra e obtencédo
de RNA total livre de DNA gendmico. Transcorrido o tempo de digestdo (15 minutos a
temperatura ambiente) a membrana passou por seguidas lavagens, inicialmente através da
adigdo de 350 ul de Buffer RW1, centrifugagdo por 15 segundos a 10.000 x g e descarte do
fluxo. A segunda e terceira lavagens foram realizadas pela adi¢do de 500 ul de Buffer RPE
(preparado anteriormente: 4 volumes de etanol 100% foram adicionados para cada 1 volume de
Buffer RPE), sendo a primeira por 15 segundos a 10.000 x g e a segunda durante 2 minutos a
10.000 x g. Apos realizacdo das lavagens e do descarte do fluxo, a coluna RNeasy Mini spin foi
submetida a centrifugacdo na mesma rotacdo das lavagens durante 1 minuto para completa
secagem da membrana. Por fim, a coluna foi transferida para um novo tubo de colheita e a
eluicdo do RNA ocorreu através da adicdo de 30 pl de agua livre de RNase diretamente a
membrana da coluna seguido de centrifugagéo a 10.000 x g durante 1 minuto. Finalizada a etapa

de extracdo, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C.
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3.6.2. Andlise da concentracao do RNA total

Para o RNA-Seq, a determinacdo da concentracdo e pureza do RNA total foram realizadas
por fluorometria com o uso dos reagentes especificos (Qubit RNA assay kit, ThermoFisher) e
auxilio do equipamento Qubit (ThermoFisher). Para isso, a solucdo de trabalho Qubit® foi
preparada diluindo o reagente Qubit® RNA BR na proporcéo 1: 200 em Tampéo Qubit® RNA
BR. Foram adicionados 190 uL de solucdo de trabalho Qubit® em cada um dos microtubos
utilizados para os padrbes. Na sequéncia, foram adicionados 10uL de cada padrdo Qubit® ao
tubo com solucdo de trabalho e homogeneizados cuidadosamente em vértex durante 3
segundos. Para as amostras, a solucdo de trabalho Qubit® foi adicionada aos microtubos
individuais para um volume final de 200 pL, sendo 198 pL de solucéo de trabalho e 2 pL de
amostra. Na sequéncia, padrbes e amostras foram incubados em temperatura ambiente durante
2 minutos. Apds tempo de incubacdo, realizou-se a calibracdo com os padrfes e a leitura da

concentracdo das amostras.

3.6.3. Controle de qualidade do RNA total

A andlise da integridade do RNA total foi realizada por eletroforese capilar das amostras
utilizando o sistema Agilent 4150 TapeStation System (Agilent Technologies, Germany) e o
kit Agilent RNA Screen Tape Quick, (Agilent Tecnologies). Para isso, os reagentes do kit foram
mantidos a temperatura ambiente durante 30 minutos seguido de homogeneizacdo em vortex.
Para o preparo do Ladder, foram adicionados 5 pl de tampé&o e 1 ul de RNA Ladder. As amostras
foram descongeladas a 4 °C e preparadas adicionando-se 5 pl de tampéo e 1 pul de amostra de
RNA. As amostras e o Ladder foram homogeneizadas e na sequéncia desnaturados a 72 ° C
durante 3 minutos. Com o objetivo de parar a desnaturacdo, os tubos foram resfriados a 4 °C
durante 2 minutos. Em seguida, as amostras foram inseridas no equipamento 2200 TapeStation

para leitura.

3.6.4. Preparo da biblioteca de mRNA

Para o preparo da biblioteca de mRNA, utilizou-se o kit lllumina Stranded mRNA
library Preparation (Illumina Inc) de acordo com protocolo do fabricante. A partir de 500 ng de
RNA total, o mRNA foi purificado utilizando-se sequéncias complementares de timinas (poli

T) ligadas a esferas magnéticas. Apos a purificacdo, o RNA poliA+ isolado foi fragmentado e
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preparado para a sintese de DNA complementar (cDNA). O cDNA foi obtido por meio de
transcricdo reversa utilizando hexdmeros randémicos e gerando assim a primeira fita de cDNA.
Em seguida, a fita de RNAmM que gerou a primeira fita de cONA foi removida e sintetizada uma
segunda fita de cDNA. Nessa reacao utilizou-se esferas paramagnéticas (AMPure XP beads,
Beckman Coulter) para purificar o cDNA, separando-o do restante de reagentes e enzimas
utilizados na reacdo. Em seguida, foi adicionada uma unica base “A” (adenina) as extremidades
3’ cDNA. A base A é necessaria para a proxima etapa de ligacdo dos adaptadores, pois estes
possuem uma base T (timina) complementar ao A nas suas extremidades 3’. Além de auxiliar
na ligacdo dos adaptadores, a adicdo da base A ao cDNA evita a formacdo de concatameros de
cDNA. Multiplos adaptadores (Indexes) foram ligados as extremidades do cDNA utilizando a
enzima ligase e tampdes apropriados contidos no kit. Depois da ligacdo dos adaptadores,
realizou-se reacdo de PCR para enriquecer de forma seletiva os fragmentos de cDNA aos quais
foram ligados os adaptadores e amplificacdo da biblioteca. Foram utilizados oligonucleotideos
complementares aos adaptadores e a PCR realizada com poucos ciclos de amplificagdo para

evitar amplificacdo tendenciosa.

3.6.5. Avaliagéo do tamanho dos fragmentos da biblioteca

Apobs amplificagdo, o tamanho dos fragmentos formados na biblioteca foi avaliado
utilizando-se o equipamento Agilent 4150 TapeStation System (Agilent Technologies,
Germany) e o kit D1000 (Agilent Technologies), utilizado para analisar moléculas de DNA de
35 a 1000 pb. Para isso, os reagentes do kit foram mantidos a temperatura ambiente durante 30
minutos seguido de homogeneizacdo em voértex. Na sequéncia, foram preparados Ladder e
amostra. Para o Ladder foram adicionados e homogeneizados 3 pL de tampao D1000 com 1
pL de Ladder D1000. Para o preparo da amostra foram adicionados e homogeneizados 3 L de
tamp&o D1000 com 1 pL de amostra de DNA. Na sequéncia, 0 Ladder e as amostras foram
distribuidos em duas strips tube (com 8 tubos cada) proprias para o equipamento. As amostras
e 0 Ladder foram homogeneizados durante 1 minuto usando um vortex de placa IKA
programado em 2.000 rpm. As amostras preparadas e a D1000 ScreenTape foram entdo
inseridas no equipamento para leitura. O tamanho dos fragmentos foi de aproximadamente 360
pb. Nesse momento realizou-se também a quantificacdo das bibliotecas em fluorimetro Qubit
com o kit dsDNA HS (ThermoFisher). Apo6s a quantificacdo precisa, as bibliotecas foram

diluidas e desnaturadas para 2,3 nM.
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3.6.6. Sequenciamento de nova geracdo (NGS) e controle de qualidade

O sequenciamento foi realizado no equipamento Illumina NovaSeq 6000 utilizando o
Kit NovaSeq V4 (2x150) (lllumina Inc, San Diego, Ca, USA). Todas as analises de
sequenciamento foram realizadas no Instituto para Pesquisa do Céncer de Guarapuava (IPEC),
em Guarapuava/PR.

As andlises de controle de qualidade para os dados brutos das amostras de RNA-Seq
foram realizadas utilizando os programas FastQC (0.11.3) e MultiQC (v1.10).

As leituras foram alinhadas ao genoma de referéncia (Bos taurus, ARS-UCDL1.2)
utilizando o software STAR (v2.7.8a) (DOBIN et al., 2013). O mesmo software foi utilizado

para a identificacdo e quantificacdo de transcritos.

3.6.7. ldentificacdo de genes diferencialmente expressos, formacédo de redes de interacéo
e perfil de expressédo génica por subtipo celular testicular

A andlise da expressdo diferencial de genes entre os grupos foi realizada com o0s
recursos do pacote DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) em ambiente R (v4.1.0) (R
CORE TEAM, 2021). A analise de componentes principais (PCA), os graficos volcano plots e
os heatmaps foram gerados utilizando o pacote ggplot2 (v3.3.4). O parametro “fazenda”,
referente a fazenda de origem dos animais, foi utilizado no modelo estatistico como fator de
correcdo para este possivel efeito.

O software STRING v11.5 foi utilizado para formacdo das redes de interacdo
conhecidas entre proteinas codificadas pelos genes diferencialemente expressos (DEGS)
(SZKLARCZYK et al., 2017). A rede de interacdo entre proteinas (PPI) foi entdo visualizada
pelo software Cytoscape v3.9.9 (SHANNON et al., 2003). O valor de log2FoldChange > |0,5]
foi utilizado como filtro para visualizacdo das proteinas up regulated e down regulated. Com o
objetivo de identificar as proteinas centrais da rede, a analise de centralidade foi realizada
utilizando o aplicativo CytoHubba disponibilizado pelo proprio Cytoscape. Este tipo de analise
se baseia em dois parametros: degree (K) e betweenness centrality (BC). As proteinas com altos
valores de K sdo consideradas hubs, enquanto que as que possuem altos valores de BC séo
conhecidas como bottlenecks, e quando possuem altos valores para ambos séo denominadas de
hub-bottlenecks.

Para o tecido testicular foi realizado o perfil de expressao por subtipo celular (células de

Leydig, células de Sertoli, espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides, células endoteliais,
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células midides peritubulares, células musculares lisas e macrdfagos) a partir das informac6es
de single cell RNA-seq do experimento The Dynamic Transcriptional Cell Atlas of Testis
Development during Human Puberty que avaliou testiculos humanos da puberdade ao adulto

(GUO et al., 2020) com os recursos da ferramenta Single Cell Expression Atlas disponibilizada

pela EMBL-EBI no enderego https://www.ebi.ac.uk/gxa/sc/home.

3.6.8. Avaliacédo do gene SPEM1 no tecido muscular por RT-gPCR

O gene SPEML1 foi avaliado no tecido muscular pela metodologia de RT-qPCR. A
metodologia para essa avaliacao esta descrita no item 3.5.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram primeiramente submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorov—
Smirnov e o teste de homocedasticidade de Bartlett. Seguiu-se a analise entre os grupos pelo
teste t-Student para as variaveis paramétricas ou a teste U Mann-Whitney para as variaveis ndo-
paramétricas, com a utilizacdo dos recursos do software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software, LLC). As diferencas estatisticas foram consideradas quando o valor de p <0,05. Os
dados de RNA-Seq foram avaliados estatisticamente por metodologia especifica, como
detalhada no item 3.6.7.

4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS PRODUTIVOS NO MOMENTO DO ABATE

Em relacdo as caracteristicas produtivas avaliadas no momento do abate observou-se
que ndo houve diferenca entre os grupos em relacéo aos parametros de peso vivo (PV), peso e

cobertura de gordura da carcacga (Tabela 2).


https://www.ebi.ac.uk/gxa/sc/home
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Tabela 2 - Média e erro padrdo da média dos parametros produtivos de animais da raca Angus classificados em
hiperprecoce e precoce no momento do abate

Variaveis Hiperprecoce Precoce Valor p
Peso Vivo (kg) 512,1+ 4,095 507,6 £ 5,678 0,1780
Peso Carcaca (kg) 281,6+ 3,595 289,1+ 3,647 0,1479
Cobertura Gordura (cm) 4,95+ 0,07 4,917+ 0,14 0,6137

Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. Os valores sdo expressos
como a média = EPM. (n=23/grupo).

4.2.  AVALIACAO DOS PARAMETROS REPRODUTIVOS NO MOMENTO DO
ABATE

Através das mensuracdes testiculares entre os grupos, foi possivel observar um maior

peso e maior volume testicular dos animais classificados como precoces (Figura 1).

Figura 1 - Média e erro padrdo da média do peso (A) e volume testicular (B) de animais da raga Angus classificados
em hiperprecoce e precoce no momento do abate
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Fonte: Cavallin (2022).
Notas: Os valores sdo expressos como a média + EPM. *** indica diferenca entre os grupos com p <0,003 (n=

23/grupo).
Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. EPM: erro padrdo da média.

Em relacdo a avaliacdo espermatica, o grupo de animais precoces apresentou maior

porcentagem de células moveis e maior concentracao espermatica (Figura 2).
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Figura 2 - Média e erro padrdo da média da motilidade (A) e concentracdo total de células méveis (B) de
espermatozoides colhidos da cauda do epididimo de animais da raga Angus classificados em
hiperprecoce e precoce no momento do abate
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média £ EPM; * indica diferenga entre os grupos com p <0,05 (n=
23/grupo).
Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. EPM: erro padréo da média.

Na avaliacdo de morfologia espermatica, 0s animais precoces apresentaram uma maior
porcentagem de defeitos espermaticos menores. Ja os defeitos esperméaticos maiores foram
observados em menor propor¢cdo nos animais precoces (Figura 3). No entanto, ndo houve
diferenca estatistica na caracteristica de defeitos espermaticos totais entre os grupos. Da mesma
forma, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos na avaliacdo de
integridade das membranas plasmatica, acrossomal e atividade mitocondrial das células
espermaticas (Tabela 3).
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Figura 3 - Média e erro padrdo da média dos defeitos maiores, menores e totais de espermatozoides colhidos da
cauda do epididimo de animais da raca Angus classificados em hiperprecoce e precoce no momento do
abate
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média = EPM. * indica diferenca entre os grupos com p <0,05; ** indica
diferenga entre os grupos com p<0,01. (n=23/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. EPM: erro padrdo da média.
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Tabela 3 - Média e erro padrdo da média dos pardmetros funcionais de espematozoides colhidos da cauda do
epididimo de animais da raga Angus classificados em hiperprecoce e precoce no momento do abate

Variaveis Hiperprecoce Precoce Valor p
Integridade Acrossomal (%) 95,68 £ 0,75 96,58 + 0,5 0,336
Atividade Mitocondrial 1 (%0) 90,55 + 3,98 92,05 + 4,26 0,797
Atividade Mitocondrial 11 (%0) 28,00 + 24,48 29,38 + 26,8 0,41
Atividade Mitocondrial 111 (%) 14,78 £ 13,83 16,41 + 15,64 0,399
Atividade Mitocondrial 1V (%) 3,86 £2,78 3,56 + 3,21 0,131
Integridade de Membrana Plasméatica 77,45 + 4,66 85,11+ 4,9 0,95

Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. Os valores sdo expressos
como a média = EPM. (n=23/grupo).

4.3. DOSAGENS SERICAS HORMONAIS

O perfil hormonal dos hormonios triiodotironina (T3), tiroxina (T4), testosterona e
dihidrotestosterona (DHT) de animais classificados como hiperprecoces e precoces no
momento do abate pode ser visualizado na Figura 4. O grupo de animais precoces apresentou
menor concentracdo serica de testosterona e de DHT em relacdo aos animais hiperprecoces.
Embora a concentragao sérica de T3 tenha sido igual entre os grupos, a concentracéo sérica de

T4 foi menor nos animais do grupo precoce.
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Figura 4 - Média e erro padrdo da média da concentragdo sérica de testosterona (A), di-hidrotestosterona (B),

triiodotironina (C) e de tiroxina (D) no momento do abate de animais da raga Angus classificados como
hiperprecoces e precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média £ EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo. * indica
diferenga entre os grupos com p <0,05; ** indica diferenca entre 0os grupos com p<0,01; **** indica
diferenga entre os grupos com p <0,0001. (n=20/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. EPM: erro padrdo da média.

4.4, ANALISE DA EXPRESSAO GENICA ALVO

4.4.1.Padronizacao dos oligonucleotideos dos genes de interesse TRIP13, ADAM11, AMH,
CNK2A1, CNK2A2, HSD3B1, NDRG2, SPA17, STAR, e genes constitutivos ACTB e
MRPL19 no tecido testicular

As concentragdes de oligonucleotideos e cDNA utilizadas nas reagdes de PCR em
tempo real foram testadas em ensaios preliminares como previamente descrito. Na tabela 4
estdo contidos as concentrac@es de oligonucleotideos, concentracdo de cDNA e a eficiéncia da

reacdo obtida em cada padronizacao e utilizada nas analises de expressao génica alvo.
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Tabela 4 - Padronizacdo da concentracdo de oligonucleotideo (uUM), concentracdo de cDNA (ng) e eficiéncia da
reacdo (%) dos genes de interesse e constitutivos do tecido testicular

Concentracédo de primers Concentragdo de

Gene Eficiéncia da reagéo (%)
(UM) cDNA (ng)

TRIP13 1 25 112,55
ADAM11 1 25 97,67
CNK2A1 1 25 96,31

AMH 1 25 92,178

CNK2A2 1 25 102,59
HSD3B1 1 25 133,37
NDRG2 1 25 109,12

SPAL7 1 25 109,57

STAR 1 25 124,87

ACTB 0,8 25 90,59

MRPL19 1 25 103,85

Fonte: Cavallin (2022).

Legenda: TRIP13: Interator 13 do receptor de hormonio tireoidiano; ADAM11: Metalopeptidase dominio 11;
CNK2A1: Caseina quinase 2 a 1; AMH: Hormonio anti-mulleriano; CNK2A2: Caseina quinase 2 o 2;
HSD3B1: Hidroxi-5-5-esteroide desidrogenase, 3 B esteroide -isomerase 1; NDRG2: Membro 2 da
familia NDRG; SPAL17: Proteina autoantigénica Sp 17; STAR: Proteina reguladora aguda
esteroidogénica; ACTB: Actina beta; MRPL19: Proteina ribossomal mitocondrial L19.

As melt curves que determinaram a especificidade das reaces e as standard curves que
determinaram a eficiéncia de cada primer padronizado estdo representadas nas Figuras 5, 6, 7
e 8. Em todos os ensaios, pode-se observar na melt curve apenas um amplicon, o que é reflexo

da especificidade dos oligonucleotideos utilizados.
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Figura 5 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,
respectivamente, para os ensaios dos genes TRIP13 (A), ADAM11 (B) e AMH (C) no tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: TRIP13: Interator 13 do receptor de horménio tireoidiano; ADAM11: Metalopeptidase dominio 11;
CNK2A1: Caseina quinase 2 a 1; AMH: Hormdnio anti-mulleriano.
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Figura 6 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,
respectivamente, para os ensaios dos genes CNK2A1 (A), CNK2A2 (B) e HSD3B1 (C) no tecido
testicular
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Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: CNK2A1: Caseina quinase 2 a 1; CNK2A2: Caseina quinase 2 o 2; HSD3BL1: Hidroxi-3-5-esteroide
desidrogenase, 3 3 esteroide d-isomerase 1.
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Figura 7 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,

respectivamente, para os ensaios dos genes NDRG2 (A), SPAL17 (B) e STAR (C) no tecido testicular
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Legenda: NDRG2: Membro 2 da familia NDRG; SPAL7: Proteina autoantigénica Sp 17; STAR: Proteina reguladora

aguda esteroidogénica.
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Figura 8 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,
respectivamente, para os ensaios do gene ACTB
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Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: ACTB: Actina beta.

4.4.2. Padronizacdo dos oligonucleotideos dos genes de interesse IGF1R, LEP, MSTN,
MYOD1, MYOFS5, RB1 e gene constitutivo ACTB no tecido muscular

Da mesma forma, para a padronizacdo de genes de interesse no tecidos muscular as
concentragdes de oligonucleotideos e cDNA utilizados nas reacdes de PCR foram testados em
ensaios preliminares buscando uma melhor eficiéncia para as reagdes de quantificagcdo por PCR
em tempo real. Na tabela 5 estdo contidas as concentracdes de oligonucleotideos, concentragdo
de cDNA e a eficiéncia da reacdo obtida em cada padronizacdo e utilizada nas analises de

expressao.
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Tabela 5 - Padronizacgéo da concentracdo de oligonucleotideos (UM), concentracdo de cDNA (ng) e eficiéncia da
reagdo (%) dos genes de interesse e constitutivos do tecido muscular

Concentracdo de primers Concentragdo de

Gene Eficiéncia da reagéo (%)
(LM) cDNA (ng)

IGF1R 1 12,5 107,36
LEP 1 12,5 108,45
MSTN 1 6,25 100,75
MYOD1 1 12,5 106,68
MYF5 1 12,5 120,57
RB1 1 12,5 101,03
ACTB 0,5 12,5 93,34

Fonte: Cavallin (2022).

Legenda: IGF1R: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; LEP: Leptina; MSTN: Miostatina; MYOD.:
Diferenciacdo miogénica 1; MYF5: Fator miogénico 5; RB1: Co repressor transcricional RB1; ACTB:
Actina beta.

As melt curves que determinaram a especificidade das reacdes e as standard curves que
determinaram a eficiéncia de cada oligonucleotideo padronizado estdo representadas nas
Figuras 9, 10 e 11. Da mesma forma que no tecido testicular, em todos os ensaios do tecido
muscular pode-se observar na melt curve apenas um amplicon, o que é reflexo da especificidade

do primer utilizado.
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Figura 9 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,
respectivamente, para os ensaios dos genes IGFR1 (A), LEP (B) e MSTN (C) no tecido muscular
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Figura 10 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacdo,
respectivamente, para os ensaios dos genes MYODL1 (A), MYOF5 (B) e RB1 (C) no tecido muscular
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Legenda: MYOD1: Diferenciacdo miogénica 1; MYF5: Fator miogénico 5; RB1: Co repressor transcricional RB1.
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Figura 11 - Melt curve e standard curve demonstrando a especificidade da reacdo e a eficiéncia de amplificacéo,
respectivamente, para os ensaios dos genes ACTB no tecido muscular
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Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: ACTB: Actina beta.

4.4.3. Expressdo relativa de genes que participam da regulacdo da espermatogénese,
esteroidogénese e pré-puberdade em bovinos

A analise da expressdo dos genes que participam da regulacdo da espermatogénese
(NDRG2, TRIP13, ADAMI1, SPAl7, CSNK2Al1 e CSNK2A2) estdo representadas nas
Figuras 12 e 13. O grupo de animais precoces apresentou maior nivel de expresséo relativa dos
transcritos de NDRG2, TRIP13 e ADAM1 quando comparado aos animais hiperprecoces. Ja a
expressao relativa dos transcritos de SPA17, CSNK2A1 e CSNK2A2 néo apresentou diferencas
entre 0s grupos.
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Figura 12 - Média e erro padrdo da média da expressao relativa dos transcritos dos genes NDRG2 (A), TRIP13

(B), ADAML1 (C) e SPA17 (D) no tecido testicular de animais da raga Angus abatidos e classificados
como hiperprecoces e precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média + EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo. * indica
diferenga entre os grupos com p <0,05; ** indica diferenca entre os grupos com p<0,01; *** indica
diferenca entre os grupos com p <0,001. (n=24/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. NDRG2: Membro 2 da
familia NDRG; TRIP13: Interator 13 do receptor de hormoénio tireoidiano; ADAM11: Metalopeptidase
dominio 11; SPAL7: Proteina autoantigénica Sp 17; ACTB: Actina beta. EPM: erro padrdo da média.

Figura 13 - Média e erro padrdo da média da expressao relativa dos transcritos dos genes CSNK2A1 (A), CSNK2A2
(B), no tecido testicular de animais da raca Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e

precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média + EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo.
(n=24/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. CSNK2A1: Caseina quinase
2 a 1; CSNK2A2: Caseina quinase 2 a 2; ACTB: Actina beta. EPM: erro padrdo da média.
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A analise da expressao dos genes que participam da regulacdo da esteroidogénese estéo
representadas na Figura 14. O grupo de animais precoces apresentou maior nivel de expresséo

relativa dos transcritos de STAR e de HSD3B1 quando comparado aos animais hiperprecoces.

Figura 14 — Média e erro padrdo da média da expressdo relativa dos transcritos dos genes STAR (A) e HSD3B1
(B) no tecido testicular de animais da raca Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e

precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média £ EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo. * indica
diferenga entre os grupos com p <0,05; *** indica diferenga entre os grupos com p <0,001. (n=24/grupo).
Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. STAR: Proteina reguladora

aguda esteroidogénica; HSD3B1: Hidroxi-3-5-esteroide desidrogenase, 3 B esteroide d-isomerase 1; ACTB:
Actina beta. EPM: erro padrdo da média.

A expressdo relativa dos transcritos de AMH, relacionado com a pré-puberdade em

bovinos, ndo apresentou diferenca entre os grupos de animais hiperprecoce e precoce (Figura
15).

Figura 15 — Média e erro padrdo da média da expressao relativa dos transcritos do gene AMH no tecido testicular
de animais da raca Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média + EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo.
(n=24/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. AMH: Horménio anti-
mulleriano; ACTB: Actina beta. EPM: erro padréo da média.
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4.4.4. Expressdo relativa de genes que participam da regulagdo do desenvolvimento
muscular

A analise da expressdo dos genes que participam da regulacdo do desenvolvimento
muscular (MYOD1, MYF5, LEP, MSTN, RB1 e IGFR1) estdo representadas na Figura 16. O
grupo de animais precoces apresentou menor nivel de expressdo relativa dos transcritos de
MYOD1 e MYF5 quando comparado aos animais hiperprecoces. Ja a expressdo relativa dos
transcritos de LEP, MSTN, RB1 e IGFR1 (p=0,07) ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos.

Figura 16 - Média e erro padrdo da média da expressao relativa dos transcritos dos genes MYOD1 (A), MYF5 (B),

LEP (C) MSTN (D), RB1 (E) e IGFR1 (F) no tecido muscular de animais da raca Angus abatidos e
classificados como hiperprecoces e precoces
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a média + EPM. A ACTB foi empregada como gene constitutivo. ** indica
diferenga entre os grupos com p<0,01. (n=24/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade. MYOD1: Diferenciagéo
miogénica 1; MYF5: Fator miogénico 5; LEP: Leptina; MSTN: Miostatina; RB1: Co repressor

transcricional RB 1; IGFR1: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; ACTB: Actina beta; EPM:
erro padrdo da média.



72

45. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA GLOBAL

4.5.1.Controle de qualidade do RNA total

Através da eletroforese capilar observamos a integridade do RNA em todas as amostras
evidenciando as duas bandas correspondentes as unidades ribossomais do RNA 18S e 28S,
sendo a banda 28S com o dobro da intensidade em relacdo a 18S, e sem rastros significativos
abaixo das bandas, indicando que ndo houve degradacdo e nem contaminacdo por DNA
gendmico tanto nas amostras do tecido muscular (Figura 17) quanto nas amostras do tecido
testicular (Figura 18). A partir das analises obtidas o equipamento determinou o indice RIN
(RNA integrity number), que varia de 1 a 10 na escala de qualidade. Para amostras de tecido
muscular, devido a caracteristicas de sua atividade, o valor de RIN igual ou superior a 6,5 foi
considerado adequado e as amostras foram aprovadas para analises posteriores. Ja para as
amostras de tecido testicular, o valor de RIN igual ou superior a 7,0 foi utilizado. Portanto,
para todas as amostras o valor de RIN atendeu os parametros de qualidade requeridos para o

sequenciamento.

Figura 17 - Eletroforese capilar do RNA extraido do tecido muscular
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Fonte: Cavallin (2022).



73

Figura 18 - Eletroforese capilar do RNA extraido do tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).

A analise resultou em um eletroferograma para cada amostra composto por dois picos
bem definidos (bandas 18S e 28S) possibilitando também a deteccdo da integridade das
amostras. Em caso de degradacado, os picos do eletroferograma sofreriam uma diminui¢éo no
sinal da fluorescéncia e outros picos correspondentes a fragmentos degradados seriam
detectados. Nas Figuras 19 e 20 podem ser observados os eletroferogramas da analise realizada
no RNA extraido do tecido muscular e testicular, respectivamente.



Figura 19 - Eletroferogramas da anélise do RNA extraido do tecido muscular
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Fonte: Cavallin (2022).
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Figura 20 - Eletroferogramas da analise do RNA extraido do tecido testicular

o2 e

ine
e

TN cLTne

04 TN
L YT

Fonte: Cavallin (2022).

4.5.2. Controle de qualidade dos dados brutos das amostras

O controle de qualidade das sequéncias obtidas a partir das bibliotecas de cDNA foi
realizado utilizando o programa FastQC (0.11.3) e MultiQC (v1.10). Essa etapa permitiu
detectar possiveis problemas ou erros sistematicos que potencialmente afetaram a reacéo de
sequenciamento e que poderiam introduzir vieses nas etapas de interrogagéo das bases pelo
sequenciador, producdo das bibliotecas, designacdo de valores de qualidade as bases
interrogadas e, finalmente, repercutindo em todas as etapas de processamento dos dados,

culminando em erros na classificacdo das variantes e sua eventual interpretacao errénea.
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A qualidade da identificacdo das bases geradas foi avaliada pela pontuacdo de Phred
Score (Q score), definido como uma propriedade que esta logaritmicamente relacionada as
probabilidades de erro na chamada de base. Para um Phred Score de 30 a uma base, as chances
de que essa base seja chamada incorretamente sdo de 1 em 1000, com precisdo de chamada de
99,9%. Para um Phred Score de 40, as chances de que essa base seja chamada incorretamente
séo de 1 em 10.000, com precisdo de chamada de 99,99%.

O sequenciamento realizado gerou aproximadamente 3Th de dados com um Q30 acima
de 90%. O Phred Score atribuido para a qualidade média das sequéncias em seu conjunto de

dados do sequenciamento das amostras pode ser visualizado na Figura 21.

Figura 21 - Histograma de qualidade média das sequéncias em seu conjunto de dados
FastQC: Mean Quality Scores

ed Score
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Fonte: Cavallin (2022).

Notas: O eixo y no gréafico mostra as pontuacdes de qualidade (Phred Score). Quanto maior a pontuagéo, melhor
sera a chamada de base. O plano de fundo do gréafico divide o eixo y em chamadas de qualidade muito boa
(verde), razoavel (laranja) e chamadas de baixa qualidade (vermelho).

Outra analise de qualidade importante se refere ao conteido de guanina-citosina por
sequéncia (conteudo GC). A analise mede o conteddo do GC em toda a extensdo de cada
sequéncia em um arquivo e o compara com uma distribuicdo normal modelada do contetdo do
GC. Nessa analise espera-se uma distribuicdo aproximadamente normal do contetdo de GC em
que o pico central corresponde ao contetudo geral de GC do genoma subjacente. Uma
distribuicdo de formato incomum pode indicar uma biblioteca contaminada ou algum outro tipo
de subconjunto tendencioso. Na Figura 22, observamos uma distribui¢do normal do contetido
de GC dos dados gerados no qual o pico central corresponde ao contetdo geral de GC do
genoma subjacente. Nenhuma contaminac¢do com adaptadores (> 0,1%) foi encontrada nas
amostras sequenciadas. As sequéncias obtidas pelo sequenciamento apresentaram elevado
padrdo qualidade evidenciando a robustez da técnica de RNA-Seq e a confiabilidade dos dados
obtidos.
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Figura 22 - Contetido GC por sequéncia das amostras sequenciadas
FastQC: Per Sequence GC Content

Percentage

Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: GC: guanina-citosina

4.5.3. Identificacdo de genes diferencialmente expressos (DEGS)

45.3.1. Tecido muscular

O sequenciamento do transcriptoma do tecido muscular por RNA-seq identificou 19.581
genes. A analise dos componentes principais das contagens de transcritos no tecido muscular
foi realizada para as 24 amostras analisadas por RNA-Seq.

Para o tecido muscular, PC1 no eixo X captura a maior variagdo e é responsavel por
45% da variancia total em torno dos PCs, enquanto PC2 no eixo Y captura a segunda maior

variacdo e € responsavel por 12% da variacao total em torno dos PCs (Figura 23).

Figura 23 - Anélise de componentes principais das contagens de transcritos identificados no tecido muscular de
animais da raga Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e precoces. Sem efeito fixo e com efeito fixo
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Fonte: Cavallin (2022).
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No tecido muscular, foram identificados 50 genes diferencialmente expressos entre 0s
grupos hiperprecoce e precoce. Desses, 40 genes apresentaram-se down-regulated e 10 genes
up-regulated no grupo de animais hiperprecoces em relacdo ao grupo de animais precoces
(Figura 24).

Figura 24 - Volcano plot da distribuicdo de genes que diferem significativamente entre animais hiperprecoces e
precoces no tecido muscular
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Fonte: Cavallin (2022).
Notas: Os pontos vermelhos representam genes diferencialmente expressos com log2FoldChange > 0,5 (positivo
e negativo) e p valor ajustado < 0,05.

A analise dos dados de sequenciamento possibilitou a visualizagdo do comportamento
global dos genes diferencialmente expressos em cada grupo. Os dados normalizados
(log2FoldChange) foram usados para realizacdo da categorizagdo das amostras, conhecida
como analise de Heatmap. Ela se refere a matrizes de valores representados graficamente que
tém como objetivo agrupar as amostras sequenciadas de acordo com um conjunto de padrdes

de similaridade baseados na quantidade de genes que foram regulados positivamente (up-
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regulated) e negativamente (down-regulated) e aqueles que ndo sofreram alteracdo em cada
amostra. Essas representacfes evidenciam aquelas amostras que apresentaram um
comportamento mais homogéneo entre si e aquelas que mostraram um comportamento mais
heterogéneo em termos de expressao génica.

Conforme observado na Figura 25, o resultado obtido no tecido muscular mostra a
separacdo dos transcriptomas em dois grupos distintos, os quais correspondem exatamente aos
dois grupos de estudo. Entretanto, é possivel observar uma discrepancia na qual uma das
réplicas biologicas do grupo hiperprecoce se agrupa com o transcriptoma do grupo precoce.
Apesar da discrepancia apontada, os dados obtidos sdo suficientemente robustos para as

analises subsequentes.

Figura 25 - Heatmap: Comportamento global dos genes diferencialmente expressos das amostras dos grupos
precoce e hiperprecoce no tecido muscular
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Fonte: Cavallin (2022).

Nota: As colunas representam as amostras indicadas. As linhas representam cada gene analisado. O dendrograma

no topo da figura mostra o agrupamento dos transcriptomas. O grafico no lado direito da figura representa

a gradagdo de cores baseando-se nos valores de log2FoldChange sendo que na escala quanto mais proximo

do vermelho maior a expressdo (genes up-regulated) e, quanto mais préximo do azul, menor a expressao

(genes down-regulated).
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A identificacéo dos genes up e down-regulated identificados no tecido muscular, nomes
dos genes, médias das contagens normalizadas, valores de log2FoldChange, valores de p e p
ajustado sdo apresentadas nas Tabelas 6 e 7. Os genes com log2FoldChange positivos
representam os genes mais expressos no grupo de animais hiperprecoces em relacdo aos animais
do grupo precoce (up-regulated), ja os genes com log2FoldChange negativos representam 0s
genes menos expressos no grupo de animais hiperprecoces em relagdo ao grupo precoce (down-

regulated).

Tabela 6 - Genes up-regulated no grupo hiperprecoce em relagdo ao grupo precoce expressos no tecido muscular

Ensembl Gene ID? Gene?  baseMean® Log2FC* P> P — ajust®

ENSBTAGO00000047621 Novel gene 986.478957 1.329331 1.90E-08 0.000186
ENSBTAGO00000053265 Novel gene 224.723744 1.64783 4.26E-08 0.000278
ENSBTAGO00000018688 CBR3  683.148861 1.296983 5.09E-07 0.002491
ENSBTAGO00000027181 LAMA3  1136.8194 1.278611 2.42E-06 0.007912
ENSBTAGO00000008723 CCBE1 66.1383336 1.201843 1.04E-05 0.015721
ENSBTAGO00000049599 FAM163A 95.8418393 1.66642 1.30E-05 0.017098
ENSBTAGO00000035064 C4H7orf57 192.301791 1.087959 2.00E-05 0.020626
ENSBTAGO00000008096 = EDN1  305.781296 0.745088 3.16E-05 0.024779
ENSBTAGO00000038048 MRC1  1832.31296 1.223434 3.56E-05 0.025833

ENSBTAGO00000010384 CDC6  39.8886877 1.804268 3.77E-05 0.026126

Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: ldentificacdo do gene; 2Nome do gene; 3Média das contagens normalizadas; *log2FoldChange; SValor
de P: significancia estatistica da diferenca entre os grupos; Valor de P ajustado.

Tabela 7 - Genes down-regulated no grupo hiperprecoce em relacdo ao grupo precoce expressos no tecido
muscular

Ensembl Gene ID? Gene? baseMean® Log2FC* p5 P —ajust®

ENSBTAGO00000008353 CDKN1A 8778.13728 -0.91339 3.13E-09 6.13E-05
ENSBTAGO00000044141 MROH7 34.7705661 -5.52711 1.02E-06 0.004006
ENSBTAGO00000027274 Novel gene 42.9531759 -4.46497 7.48E-06 0.014312

(continua)
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Ensembl Gene ID?! Gene?  baseMean® Log2FC* P> P —ajust®
ENSBTAGO00000027162 TMCOS5A 28.1563545 -5.3747  8.04E-06 0.014312
ENSBTAG00000003445 ODF1 54.7982759 -5.4225  7.02E-06 0.014312
ENSBTAGO00000019863 CCDC70 15.667194 -5.77888 6.59E-06 0.014312
ENSBTAGO00000030993 LCASL  63.6242284 -5.2734  1.04E-05 0.015721
ENSBTAGO00000032576 CMTM2 37.0680677 -6.76812 1.31E-05 0.017098
ENSBTAGO00000019849  CABS1  28.3549029 -5.1552  1.53E-05 0.017843
ENSBTAGO00000025266 UBQLN3 27.8405401 -5.33589 1.55E-05 0.017843
ENSBTAGO00000049278 Novel gene 12.4049907 -5.86757 1.99E-05 0.020626
ENSBTAGO00000005270 NT5C1B 33.7585017 -5.81972 2.14E-05 0.020977
ENSBTAG00000018580 CBY2 34.2666279 -5.43349 2.44E-05 0.022727
ENSBTAGO00000030718 SPATA3 22.6301481 -6.20627 2.74E-05 0.023349
ENSBTAGO00000017929 ACTRT2 12.3190472 -6.70641 2.73E-05 0.023349
ENSBTAGO00000053150 FAM227B 12.5397359 -2.66085 2.95E-05 0.024105
ENSBTAGO00000004637 MARCHF10 33.9676695 -3.63695 3.36E-05 0.025282
ENSBTAGO00000032884 TNP2 94.9559838 -5.51865 3.87E-05 0.026126
ENSBTAG00000040477 CHD5  89.2903128 -1.55794 4.48E-05 0.029215
ENSBTAGO00000002407 TDRDS5  20.8594609 -6.17749 4.74E-05 0.029928
ENSBTAGO00000010548 LRRC6  16.1140771 -2.48182 5.13E-05 0.030469
ENSBTAGO00000020929 ARMC3  22.7148099 -6.40256 5.13E-05 0.030469
ENSBTAGO00000020253 SPEM1  28.7335667 -3.26229 5.46E-05 0.031451
ENSBTAGO00000006855 TDRD1  19.4538461 -3.40934 5.80E-05 0.032436
ENSBTAG00000016996 C5H120rf54 22.2737059 -5.66006 6.20E-05 0.032832
ENSBTAG00000031934 FSCB 10.9958994 -6.45027 6.06E-05 0.032832
ENSBTAGO00000032995 LELP1  25.6268873 -6.25321 6.62E-05 0.034131

(continua)
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(continuacéo)

Ensembl Gene ID?! Gene?  baseMean® Log2FC* P> P —ajust®

ENSBTAGO00000021493  PRM1  361.401074 -5.32477 8.24E-05 0.041356
ENSBTAGO00000016550  MAEL  41.1910848 -3.03423 9.32E-05 0.045623
ENSBTAGO00000013050 ZNF277 2447.39792 -0.86052 0.000115 0.045765
ENSBTAGO00000050086 Novel gene 29.4143003 -4.46129 0.000104 0.045765
ENSBTAGO00000013778  DNAI3  16.4231175 -4.78716 0.000114 0.045765
ENSBTAGO00000011508 H3-3D  42.6364054 -4.90839 0.000111 0.045765
ENSBTAGO00000032880  PRM2  40.819258 -5.33175 0.00011 0.045765
ENSBTAGO00000053264 Novel gene 11.7014699 -5.48876 9.78E-05 0.045765
ENSBTAGO00000001495 SPINLW1 17.0080032 -5.82302 9.92E-05 0.045765
ENSBTAGO00000009408 ADAM2  27.835763 -5.95926 0.000114 0.045765
ENSBTAGO00000000805 IQCF1  14.0510201 6.56132 0.000108 0.045765
ENSBTAGO00000027405 FNDC11 21.1948184 -4.86585 0.000117 0.045776

ENSBTAGO00000027320 KCNB1 6889.71502 -0.68042 0.00012 0.046153

Fonte: Cavallin (2022).
Legenda: ldentificagdo do gene; 2Nome do gene; 3Média das contagens normalizadas; *log2FoldChange; *Valor
de P: significancia estatistica da diferenca entre os grupos; ®Valor de P ajustado

45.3.2. Tecido testicular

O sequenciamento do transcriptoma do tecido testicular por RNA-seq identificou 25.710
genes. A anéalise dos componentes principais das contagens de transcritos no tecido muscular
foi realizada para as 24 amostras analisadas por RNA-Seq.

Para o tecido testicular, PC1 no eixo X captura a maior variacdo e é responsavel e é
responsavel por 28% da variancia total em torno dos PCs, enquanto PC2 no eixo Y captura a
segunda maior variacao e é responsavel por 14% da variagéo total em torno dos PCs (Figura
26).
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Figura 26 - Analise de componentes principais das contagens de transcritos identificados no tecido testicular de
animais da raga Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e precoces. Sem efeito fixo e com
efeito fixo (fazenda)
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No tecido testicular, foram identificados 12 genes diferencialmente expressos entre 0s

grupos hiperprecoce e precoce (Figura 27). Desses, 7 genes apresentaram-se down-regulated e

5 genes up-regulated no grupo de animais hiperprecoces em relacdo ao grupo de animais

precoces.
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Figura 27 - Volcano plot da distribuicdo de genes que diferem significativamente entre animais hiperprecoces e
precoces no tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).
Notas: Os pontos vermelhos representam genes diferencialmente expressos com log2FoldChange > 0,5 (positivo
e negativo) e p valor ajustado < 0,05.

A andlise de heatmaps no tecido testicular evidencia a separagdo dos transcriptomas em
dois grupos distintos, correspondentes aos dois grupos de estudo. Entretanto, € possivel
observar discrepancias na qual duas das réplicas bioldgicas do grupo hiperprecoce se agrupam
com o transcriptoma do grupo precoce. Apesar das discrepancias apontadas, os dados obtidos

séo suficientemente robustos para as analises subsequentes (Figura 28).
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Figura 28 - Heatmap: Comportamento global dos genes diferencialmente expressos das amostras dos grupos
precoce e hiperprecoce no tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).

Nota: As colunas representam as amostras indicadas. As linhas representam cada gene analisado. O dendrograma
no topo da figura mostra o agrupamento dos transcriptomas. O grafico no lado direito da figura representa
a gradagdo de cores baseando-se nos valores de log2FoldChange sendo que na escala quanto mais proximo
do vermelho maior a expressao (genes up-regulated) e, quanto mais préximo do azul, menor a expressédo
(genes down-regulated).

A identificacdo dos genes up e down-regulated identificados no tecido testicular, nomes
dos genes, médias das contagens normalizadas, valores de log2FoldChange, valores de p e p
ajustado s@o apresentadas nas Tabelas 8 e 9. Os genes com log2FoldChange positivos
representam 0s genes mais expressos no grupo de animais hiperprecoces em comparagdo com
os animais do grupo precoce (up-regulated), ja os genes com log2FoldChange negativos
representam 0s genes menos expressos no grupo de animais hiperprecoces em comparagao com

o0s precoces (down-regulated).



86

Tabela 8 - Genes up-regulated no grupo hiperprecoce em relagdo ao grupo precoce expressos no tecido testicular

Ensembl Gene ID? Gene?  baseMean® Log2FC* ps P-adj® Ortholog’s’ Species’

ENSBTAG00000006073 PODNL1 703.1215 -0.958806 1.01E-12 2.59E-08

ENSBTAG00000050165 Novel gene 14.55496  3.321052 5.39E-07 0.002543  Ig-like  Pteropus
domain- sp
containing
protein

ENSBTAG00000020543 UPK1A  765.9249  1.481256 5.94E-07 0.002543
ENSBTAGO00000037381 TRIM40  54.90431  1.625448 4.75E-06 0.01661

ENSBTAG00000048470 IFITM1  2306.813  0.974851 1.80E-05 0.038471

Fonte: Cavallin (2022).

Legenda: ldentificacdo do gene; 2Nome do gene; Média das contagens normalizadas; *log2FoldChange; SValor
de P: significancia estatistica da diferenca entre os grupos; 5Valor de P ajustado; "Ort6logos
identificados por homologia

Tabela 9 - Genes down-regulated no grupo hiperprecoce em relacdo ao grupo precoce expressos no tecido
testicular

Ensembl Gene 1D* Gene? base Log2FC* ps P-adj®  Ortholog’s” Species’
Mean
3

ENSBTAGO00000047030 G3N2E2  298.0 -4.58461 2.28E- 2.93E-06

083 10
ENSBTAG00000051997 LncRNA  141.0 -3.6261 1.06E- 0.000909 WAP
Novel gene 384 07
ENSBTAG00000034560 Novel gene 500.2 -1.61182 4.13E- 0.002543 PLEKHB2 Bos
348 07 grunniens
ENSBTAG00000014765 Novel gene 103.5 -1.86116 5.32E- 0.01661 PRKRIP1 Capra
346 06 hircus
hircus
ENSBTAG00000055108  miRNA  0.370 -17.1773 5.81E- 0.01661 ZNF
(Novel gene) 515 06
ENSBTAG00000049413 LncRNA  432.2 -1.2118 1.33E- 0.031398 GSK3B
(novel gene) 897 05

ENSBTAG00000015260 F1MUF2 117.2 -3.16282 1.34E- 0.031398
676 05

Fonte: Cavallin (2022).

Legenda: *ldentificacdo do gene; 2Nome do gene; Média das contagens normalizadas; *log2FoldChange; SValor
de P: significancia estatistica da diferenca entre os grupos; ®Valor de P ajustado; “Ort6logos
identificados por homologia
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4.5.4. Formacéao de redes de interacéo (PPI)

Para a identificacdo da interacdo entre proteinas (PPI) dos DEGs foram criadas redes de
interacdo utilizando o software STRING v11.5. Por meio do software Cytoscape v3.8.2, foram
visualizadas as interagdes dos 50 DEGS no tecido muscular, no entanto por haver apenas 12
DEGs no tecido testicular ndo foi possivel criar rede PPI.

No tecido muscular, observamos uma rede composta por 52 nds e 84 arestas, em que
cada no representa uma proteina e cada aresta a interacao entre elas (Figura 29). O valor de
log2FoldChange foi utilizado como filtro para visualizagcdo das comunidades representadas na
rede como as cores dos nos, sendo que quanto mais intenso os tons de roxo menor o valor de
log2FoldChange e quanto mais intenso os tons de laranja maior o valor de log2FoldChange,
por sua vez a auséncia de cor representa as proteinas preditas. Nem todas as proteinas
identificadas e quantificadas foram representadas nas redes devido a auséncia de interacéo entre
elas. Também sdo observadas proteinas com valores para log2FoldChange, porém que néo
interagem entre si e nem com a rede central.

Com auxilio do aplicativo CyChart do software Cytoscape, foi possivel identificar as 5
proteinas centrais da rede PPI no tecido muscular. Considerando o degree e o betweenness
centrality, as proteinas hubs identificadas foram SPERT (spermatid associated), TNP
(transition protein 1), PRM2 (protamine 2), SPATA3 (spermatogenesis associated 3) e FSCB
(fibrous sheath CABYR binding protein), se apresentando como 0s nés centrais da rede. Destas,
as proteinas TNP1 e SPERT se apresentaram como bottlenecks porém sdo proteinas preditas.

As proteinas hubs e bottlenecks estdo demarcadas dentro de um quadrado vermelho.
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Figura 29 - Rede de interacdo entre proteinas dos DEGs identificados no tecido muscular

STRING network
Legend

Node Fill Color: Log2FC

Fonte: Cavallin (2022).

Nota: Os nos representam as proteinas produto dos genes expressos diferencialmente expressos e as linhas
representam a interagdo entre os nds. Tons de roxo: menor o valor de log2ColdChange (up-regulated). Tons
de laranja: maior o valor de log2FoldChange (down-regulated). N6s em branco: proteinas preditas. Nos
demarcados em vermelho: proteinas hubs e bottlenecks.

4.5.5. Avaliacdo do gene SPEML1 no tecido muscular por RT-gPCR

A expressdo do gene SPEM1 (Maturagdo de espermatides 1; NM_001079586.2) foi
avaliada por RT-gPCR no tecido muscular dos animais selecionados para 0 RNA-Seq e também
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numa amostragem mais ampla com 23 animais por grupo de tratamento. As concentra¢fes dos
oligonucleotideos (senso: CAACATGGTGACGCTGCTCT e antisenso:
CATGGTGCATCGTAGGTGGA) e cDNA utilizadas nas reacdes de foram padronizadas em
ensaios preliminares, como previamente descrito no item 4.4.2. Observa-se na Figura 30 que 0s
transcritos estdo aumentados no grupo precoce, engquanto no grupo hiperprecoce a expressdo é
proxima de zero.

Figura 30 - Mediana e intervalo interquartil da expressdo relativa dos transcritos do gene SPEM1 no tecido
muscular de animais da raca Angus abatidos e classificados como hiperprecoces e precoces

SPEM1
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Z 60 dededede
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E
©
.; 40 =
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e
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2
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1 1
Hiperprecoce Precoce

Fonte: Cavallin (2022).

Notas: Os valores sdo expressos como a mediana e intervalo. **** indica diferenga entre os grupos com p <0,0001
(n=23/grupo).

Legenda: Hiperprecoce: até 13 meses de idade; Precoce: acima de 17 meses de idade.

4.5.6.Perfil de expressédo génica por subtipo celular testicular

O perfil de expressdo dos genes down-regulated no tecido testicular estdo demonstrados
na Figuras 31. O gene WAP esta difusamente expresso entre os diversos tipos celulares, mas
com marcada maior expressao em clusters correspondentes a células de Sertoli. Os genes
G3N2E2 e FIMUF2 foram analisados em conjunto por codificarem um subtipo de galectina. O
clusters de expressdo mais significativo corresponde as espermatogonias e, de forma mais rara,
a expressao foi identificada em células endoteliais e de Sertoli, células de Leydig e células
mioides peritubulares. Os genes ZNF, PRKRIP1 e GSK3B sdo difusamente expressos entre 0s
diversos tipos celulares, mas com maior expressao em clusters correspondentes a
espermatog0nias e espermatocitos. O gene PLEKHB2 é o que apresenta maiores niveis de

expressao entre todos 0s genes aqui avaliados. Esta difusamente expresso em niveis elevados
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entre os diversos tipos celulares, exceto nas espermatogdnias e espermatides, onde esses niveis

séo significativamente menores.

Figura 31 - Perfil de expressdo por subtipo celular dos genes down-regulated no tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).

Entre os genes up-regulated somente PODNL1, UPK1A e TRIM40 foram identificados
na base de dados do transcriptoma testicular (Figura 32). Nota-se que 0s trés genes sdo de

expressao rara nesse tecido e possivelmente s6 foram identificados em nosso experimento de
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RNA-seq em consequéncia da ampla cobertura utilizada. O gene PODNL1 tem sua maior
expressdo em cluster correspondente a células de Leydig e células mioides peritubulares.
Aparece de forma rara e difusa em todos os outros clusters celulares, exceto macrofagos. O
gene UPK1A tem maior expressdo em espermatogonias e espermatocitos, aparecendo de forma
mais rara em células de Sertoli e células endoteliais. O gene TRIM40 tem sua expressdo

exclusivamente identificada em espermatdcitos.

Figura 32 - Perfil de expressdo por subtipo celular dos genes up-regulated no tecido testicular
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Fonte: Cavallin (2022).
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5. DISCUSSAO

O crescimento e desenvolvimento de bovinos de corte esta relacionado a uma sequéncia
de fases dependentes da idade (OWENS; DUBESKI; HANSON, 1993). Animais da raca Angus
submetidos ao sistema semi-intensivo de criacdo desenvolvem caracteristicas de terminacao
para 0 abate com idades variando entre 11 e 24 meses. No presente trabalho, objetivando
entender os mecanismos envolvidos nessas variacdes, foram avaliadas caracteristicas
relacionadas a produtividade de carne, como 0 peso Vvivo, peso de carcaca e cobertura de
gordura. Foram avaliadas também caracteristicas reprodutivas, como a andlise seminal por
técnicas convencionais e de funcionalidade espermatica, dosagens séricas hormonais de
testosterona, di-hidrotestosterona, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), analise da expressdo de
genes alvo e andlise da expressdo génica global nos tecidos muscular esquelético e testicular.

A legislacdo que assegura a padronizacéo e tipificacdo das carcacas de bovinos jovens
comercializados no Estado do Parana determina que os pardmetros de rendimento de carcaca e
cobertura de gordura variam entre 105 - 225 kg para peso de carcaca e entre 1 a 10 mm para a
cobertura de gordura (PARANA, 2006). Apesar da diferenca de idade, os resultados produtivos
avaliados de peso vivo, peso de carcaca e cobertura de gordura ndo diferem entre os dois grupos
estudados. 1sso demonstra que animais provenientes do mesmo sistema de criacédo, submetidos
a intensa selecdo genética para ganho de peso e precocidade e as mesmas condi¢des de manejo
nutricional e sanitario nas diversas fases do crescimento, atingem as caracteristicas desejaveis
para abate em idades bastante distintas. Isso corrobora com nossa hipotese inicial de que possam
existir biomarcadores que considerem tanto a precocidade reprodutiva quanto a produtiva.

Para investigar os mecanismos fisiol6gicos envolvidos nessa condicdo, e uma vez que,
fases de crescimento e desenvolvimento sdo composta pelas fases pré e pés-puberal (OWENS;
DUBESKI; HANSON, 1993), foram avaliados parametros reprodutivos correlacionados com a
puberdade a maturidade sexual. Foram avaliados desde as caracteristicas morfométricas
testiculares bem como caracteristicas espermaticas, niveis séricos hormonais e expressdo de
genes envolvidos na espermatogénese, puberdade e esteroidogénese.

Observou-se que tanto o peso quanto o volume testicular foram maiores no grupo
precoce. Essa caracteristica se correlaciona positivamente com 0 momento em que o animal
atinge a maturidade sexual no qual se observa que ha também uma correlagéo positiva entre
esses parametros e a concentracdo de espermatozoides no ejaculado (SIDDIQUI et al., 2008).
De fato, se constatou que nos animais do grupo precoce a concentragdo espermatica foi maior.

Outro parametro avaliado foi a avaliagdo da morfologia espermatica sendo que, 0 grupo precoce
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apresentou uma menor ocorréncia dos defeitos classificados como maiores (principalmente
gota citoplasmaética proximal) e uma menor ocorréncia dos defeitos classificados como menores
em comparacdo ao grupo hiperprecoce. Mais uma vez, a ocorréncia de celulas apresentando
gota citoplasmatica proximal € comum nos animais mais jovens enquanto que a maior
ocorréncia dos defeitos menores (principalmente gota citoplasmatica proximal) é mais comum
nos animais sexualmente maduros (FELTON-TAYLOR et al., 2020). JA4 os parametros
funcionais espermaticos ndo diferiram entre os dois grupos. Esses parametros sdo associados
em grande parte ao estresse oxidativo espermatico e, em condi¢cdes normais, 0 aumento do
estresse oxidativo com consequente diminuicdo da funcionalidade espermatica é descrita
principalmente durante o envelhecimento (KELSO et al., 1997; MARTIN; GROTEWIEL,
2006; AMARAL; AMARAL; RAMALHO-SANTOS, 2013). As condi¢cdes de manejo
utilizadas para os grupos desse estudo nao alteraram o estresse oxidativo espermatico.

Como apresentado na revisdo de literatura, 0os hormonios esteroides e tireoidianos
participam ativamente do processo de desenvolvimento, no qual se enfatizou o periodo entre a
puberdade e a maturidade sexual (fases relacionadas aos dois grupos de estudo). No grupo
precoce foi possivel observar uma menor concentracao dos niveis séricos de testosterona, DHT
e T4 quando comparado com o grupo dos animais hiperprecoces. Isso significa que 0s niveis
desses hormoénios eram maiores nos animais mais jovens (grupo hiperprecoce). Durante o
desenvolvimento da puberdade os niveis desses horménios sdo conhecidos por apresentarem
um pico. Durante a pré-puberdade ha uma elevacdo no padrao de secrecdo de LH controlado
pelo GnRH hipotalamico com aumento do LH circulante. Esse processo marca o inicio da
ativagdo do eixo hipotaldmico hipofisario testicular em que o aumento de LH ativa seus
receptores testiculares que por sua vez induzem a producéo de testosterona (RAWLINGS et al.,
2008). A testosterona produzida nas células de Leydig sdo secretadas para a corrente
circulatéria e para os tubulos seminiferos. Nos tubulos seminiferos, atua nas células de Sertoli
de forma direta e indireta ao ser convertida em estradiol. Uma parte atinge a luz tubular, se liga
a proteina ABP (Androgen-binding protein) e ¢ transportada ao epididimo sendo que parte é
convertida em DHT e participa de processos relacionados com a maturagdo espermatica. Na
corrente sanguinea, a testosterona atinge o sistema nervoso central (hipotdlamo e hipéfise) e
realiza feedback (-) da secrecé@o de LH. Nos 6rgéos e tecidos, a testosterona age aumentando o
metabolismo de diversos genes (RAMASWAMY; WEINBAUER, 2014).

E importante salientar que durante os processos de ativacio do eixo até o
desencadeamento da puberdade e o inicio da vida adulta, os niveis hormonais podem ser mais

elevados e isso se correlaciona com a sensibilizacdo dos 6rgéos envolvidos na regulacéo do
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eixo, sendo que quanto maior a quantidade de receptores androgénicos no periodo pré-pubere
maior o nivel sérico de LH e testosterona, podendo esse perfil durar de dias, meses, a anos
dependendo da espécie, sendo que na maturidade sexual ja se observa o perfil normal (pulsatil
e circadiano) (AVENDANO; VAZQUEZ; TENA-SEMPERE, 2017). Além disso, durante
essas fases de desenvolvimento, além da maturacéo do eixo HHT ocorre também o crescimento
corporal acelerado com picos hormonais também de GH, hormdnios tireoidianos, corticoides e
androgenos. Em conjunto, promovem a ativacdo geral do metabolismo com consequente
hiperplasia e hipertrofia de diversas células (NUNES, 2018).

A partir dos parametros produtivos e reprodutivos avaliados, é possivel sugerir que o
grupo hiperprecoce encontra-se ainda em fase de crescimento e pré-puberdade, enquanto o
grupo precoce ja atingiu a fase adulta e de maturacéo sexual.

A analise da expressdo dos genes relacionados as etapas da espermatogénese mostrou
que os genes TRIP13, ADAM11 e NDRG2 possuem uma expressdo maior no grupo precoce. O
gene TRIP13 atua no desenvolvimento da estrutura do cromossomo durante a meiose,
estabilizando a interacdo pareada entre cromossomos homologos (GOMEZ-H et al., 2019). No
tecido testicular esse gene é mais expresso nas espermatogonias e espermatides (GUO et al.,
2020). O aumento da sua expressdo nos animais precoces provavelmente se relaciona com a
maior taxa de espermatogénese observada nessa idade.

O gene ADAM11 pertence a familia ADAM (Disintegrin and metalloproteinase) de
proteinas transmembrana e de secrecdo que regula importantes fungdes celulares, como adesao,
migracdo, sinalizacdo e protedlise (EDWARDS; HANDSLEY; PENNINGTON, 2008). Nos
testiculos a ADAM11 esta presente nas espermatogonias, células de Sertoli e espermatocitos
(GUO et al., 2020), apesar de sua funcgéo nesse tecido ndo estar elucidada. Outros membros da
familia ADAM, ADAM1 (o-fertilina) e ADAM2 (B-fertilina) serem reconhecidamente
importantes nos processos de ligacdo e fusdo do espermatozoide ao odcito (EDWARDS;
HANDSLEY; PENNINGTON, 2008).

O gene NDRG2 (N-myc downstream-regulated gene 2 protein) é expresso nas
espermatogdnias (GUO et al., 2020) onde atua na sua diferenciacdo, proliferacdo e apoptose
(HOU et al., 2009). O aumento da sua expressdo nos animais precoces também deve estar
relacionado com a maior espermatogénese nesses animais.

O AMH (Anti-Mullerian hormone) € expresso em diferentes células testiculares como
as células de Sertoli, células endoteliais, macréfagos, células musculares lisas, espermatogonias
e células de Leydig, sendo que no individuo jovem ha maior expressao nas células de Sertoli

(GUO et al., 2020). Em touros jovens, possui correlagdo negativa com a testosterona serica
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sendo que, o pico de testosterona observado na puberdade é acompanhado de um répido
declinio das concentragbes de AMH (ROTA et al., 2002). Sugere-se ainda que a sua
mensuracdo possa ser utilizada como biomarcador de precocidade em bovinos (SILVA et al.,
2015). Em nosso estudo ndo observamos diferenca na expressdo dos transcritos. Isso pode
significar que nessas faixas etarias ndo ha realmente diferencas ou ainda que houve modulacao
pos transcricional (SCHERRER, 2018) e os niveis séricos de AMH possam ser diferentes entre
o0s grupos. Dessa forma, os achados da expressdo génica nao desqualificam o AMH sérico como
potencial biomarcador.

A sintese de esteroides também foi avaliada atraves da expresséo de dois genes chaves
para o inicio da esteroidogénese, STAR (Steroidogenic acute regulatory protein) e HSD3B1 (3
beta-hydroxysteroid dehydrogenase). A proteina STAR transporta o colesterol da membrana
externa para a membrana interna da mitocondria e a enzima HSD3B1 converte o colesterol a
pregnenolona, etapa precursora da sintese de testosterona (FLUCK; PANDEY, 2014). Em
nosso estudo, observamos o aumento na expressao de ambos 0s genes no grupo precoce, Nesse
mesmo grupo observamos a diminuicdo dos niveis séricos de testosterona e DHT. Essa
divergéncia pode estar relacionada a diminuicdo da esteroidogénese em etapas subsequentes
e/ou aumento da metabolizagéo e excre¢do hormonal (SCHIFFER et al., 2019).

Com relacéo ao controle génico do crescimento observamos que a expresséo do MYOD1
e do MYF5 foram reduzidas no grupo precoce. Esses dois genes participam da diferenciacédo de
células precursoras (pré-fibroblastos) em midcitos e sdo fundamentais nos processos de
hiperplasia muscular (BRYSON-RICHARDSON; CURRIE, 2008). Os maiores niveis de
expressdo no grupo hiperprecoce podem indicar juntamente com outros parametros ja
discutidos que esse grupo de animais se encontra ainda em fase de crescimento.

A anélise da expressdo génica global pela metodologia de RNA-seq possibilitou a
identificacdo de genes diferencialmente expressos entre os animais hiperprecoces e precoces
nos tecidos testicular e muscular. Além disso, a alta cobertura utilizada no sequenciamento
(300M) possibilitou a identificacdo de genes de expressao rara (LIU et al., 2013). No tecido
testicular destacamos o aumento da expressdo dos genes PODNL1, UPK1A e TRIM40 e a
reducdo da expressao dos genes WAP, GSK3B, ZNF, G3N2E2 e FIMUF2 nos animais do grupo
hiperprecoce. No tecido muscular destacamos 0 aumento da expresséo dos genes EDN1, MRC1,
CDC6 e CCBEL1 e a reducéo da expressdo dos genes SPATA3, TNP2, FSCB, PRM2, IQCF1 e
CDKN1A

O gene PODNL1 (Podocan Like 1) pertence a familia dos pequenos proteoglicanos ricos

em leucina (SLRP). Ainda ndo tem funcéo conhecida, mas pode estar associada a processos que
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envolvam a matriz extracelular (NOOR et al., 2021). Em humanos, ¢ um marcador de
prognodstico de cancer de ovario (TENG; ZHENG, 2017) e glioma (NOOR et al., 2021). E
expresso em diversos tecidos, com maiores niveis em placenta e testiculos (FAGERBERG et
al., 2014). Nos testiculos sua maior expressdao € nas células de Leydig e células mioides
peritubulares (GUO et al., 2020).

O gene UPK1A (Uroplakin-1a) pertence a familia de proteinas transmembrana de quatro
dominios (4TM) (YU et al., 1994). Apresenta expressao em diversos tecidos, sendo muito mais
abundante na bexiga (FAGERBERG et al., 2014), onde é conhecido por participar da
diferenciacdo das células uroteliais, regulacdo da permeabilidade da membrana de células
uroteliais e estabilizar a membrana apical por interagcfes com o citoesqueleto (DE GRAAF et
al., 2017). Nos testiculos sua maior expressdo é em espermatogodnias e espermatdcitos (GUO
et al., 2020).

O gene TRIM40 (Tripartite motif containing 40) pertence a familia de proteinas de
motivo tripartites (TRIM), que apresenta atividade catalitica através de ubiquitinacdo (ZHAO
etal., 2017) e nedilacdo (NOGUCHI et al., 2011). Nedilacdo € uma via de conjugacéo proteica
com similaridades ao sistema ubiquitina-proteassoma, mas executada por um conjunto de
enzimas especificas que ndo se ligam a ubiquitina, sendo dependente de ATP (KAMSON;
KHELA; LATERRA, 2021). Essa enzima esta envolvida na resposta imune inata (ZHAO et
al., 2017), inflamag&o em neoplasias gastrointestinais (NOGUCHI et al., 2011) e glioblastoma
(KAMSON; KHELA; LATERRA, 2021). Nos testiculos sua expressdo € exclusivamente
identificada em espermatocitos (GUO et al., 2020).

O gene WAP (Whey acidic protein) pertence a uma familia de proteinas com atividade
de inibicdo da serina protease. Entre as variantes de WAP descritas, destaca-se a EPPIN
(Epididymal peptidase inhibitor), expressa nos testiculos e epididimos (RICHARDSON et al.,
2001). Ela modula a hidrdlise da semigelina inibindo a motilidade espermatica (SILVA;
HAMIL; O’RAND, 2013), e também possui atividade antimicrobiana (YENUGU et al., 2004).
Essa proteina ja foi estudada como potencial estratégia de contraceptivo masculino (WANG et
al., 2007) e marcador de infertilidade masculina (L1IU; WANG; ZHANG, 2010). Sua expressao
testicular é difusa, mas acentuadamente maior nas células de Sertoli (GUO et al., 2020).

O gene GSK3B (Glycogen synthase kinase 3 ) codifica uma proteina serina-treonina
quinase pertencente a subfamilia glicogénio sintase quinase. Possui alta expressdo em diversos
tecidos (FAGERBERG et al., 2014) e nos testiculos sua expressdo ocorre em todos os tipos

celulares (GUO et al., 2020). A sua ativacao esta inversamente correlacionada a motilidade de
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espermatozoides em bovinos (VIJAYARAGHAVAN et al., 1996, 2000), suinos (APARICIO
et al., 2007) e humanos (FREITAS et al., 2019).

O gene ZNF (Zinc finger protein) participa do processamento do pré-mRNA sendo
componente do spliceossomo e afetando o processo de transcricdo. Recentemente, um membro
da familia (ZNF4) foi correlacionado de forma positiva com o controle da producdo de
testosterona pelas células de Leydig (YOU et al., 2017). Nos testiculos sua expressdo €
identificada em todos os tipos celulares (GUO et al., 2020).

Por fim, nos testiculos destacamos os genes G3N2E2 e FIMUF2. Ambos codificam a
galectina, uma proteina pequena, soliivel ¢ com alta afinidade a f-galactosideos (RAPOPORT;
KURMYSHKINA; BOVIN, 2008). A expressao da galectina-3 foi detectada nos testiculos de
suinos (KIM et al., 2006), bovinos (KIM et al., 2008) e ratos (OZBEK et al., 2018). Em
camundongos, a exposi¢do dos espermatozoides a galectina-1 modula a rea¢do acrossomal
através de uma via dependente de glicanos (VASEN et al., 2015). Em humanos, a galectina-3
conecta os glicanos da zona pellcida as glicoproteinas da superficie dos espermatozoides, e
seus niveis no plasma seminal sdo positivamente associados aos niveis de fertilidade (MEI et
al., 2019). Em camundongos, a galectina-3 estd envolvida na regulacdo do inicio da
espermatogénese e na maturacdo das células de Sertoli por prevenir a apoptose das células
germinativas e regulando a biossintese de testosterona (LEI et al., 2021).

Em relacdo aos genes identificados no tecido muscular, o gene EDN1 (endothelin 1)
codifica a proteina endotelina 1, a mais abundante da familia das endotelinas. E traduzida em
pré-endotelinal e sofre processamento pos-traducional por clivagem para ser ativada, mas a
regulacdo transcricional é considerada como o maior mecanismo de controle da sua
biodisponibilidade. Possui a¢des conhecidas em processos fisiologicos e patoldgicos em
diversos 6rgdos e sistemas, como cérebro, olhos, sistema cardiovascular, sistema respiratorio,
rins, figado, sistema imune, ovarios, 0ssos, durante a embriogénese e na fisiopatologia de
diferentes tipos de cancer (STOW et al., 2011). Em bovinos, a endotelina 1 esta associada com
a contracdo da musculatura lisa do oviduto (KOBAYASHI et al., 2016; YAMAMOTO et al.,
2016). Recentemente, foi identificado como potencial biomarcador precoce de marmoreio em
novilhos da raca Hanwoo (DE LAS HERAS-SALDANA et al., 2020). E um gene amplamente
expresso em bovinos (ENSBTAGO00000008096) tendo sido identificado em 96 tecidos,
incluindo tecido adiposo, tecido adiposo subcutaneo e tecido muscular esquelético (BASTIAN
et al., 2021). Apesar de estar presente no tecido adiposo e muscular de forma significativa, sua

funcdo ainda néo é conhecida.
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O gene MRC1 (Mannose receptor C-type 1) codifica um receptor de membrana que
media a endocitose de glicoproteinas pelos macréfagos. Em humanos atua na modulagdo de
diversos processos da cascata inflamatéria (VAN DER ZANDE et al., 2021). Foi identificado
como um potencial biomarcador de qualidade de carne em bovinos oriundos do cruzamento
entre Angus e Simental, negativamente correlacionado com o marmoreio (CLARK etal., 2011).
E também um gene amplamente expresso em bovinos (ENSBTAG00000038048) tendo sido
identificado em 96 tecidos, incluindo tecido adiposo e tecido muscular esquelético (BASTIAN
et al., 2021). Apesar de estar presente no tecido adiposo e muscular de forma significativa, sua
funcéo ainda ndo é conhecida.

O gene CDC6 (Cell division cycle 6) codifica uma proteina essencial para a iniciacao da
replicacdo do DNA (BORLADO; MENDEZ, 2008). E um gene amplamente expresso em
bovinos (ENSBTAG00000010384) tendo sido identificado em 83 tecidos, incluindo o tecido
muscular esquelético (BASTIAN et al., 2021).

O gene CCBEL1 (Collagen and calcium binding EGF domains 1) codifica uma proteina
secretoria que contém os dominios para colageno e para EGF ligante de calcio (HOGAN et al.,
2009). Participa da angiogénese (HOGAN et al., 2009; BOS et al., 2011) e da linfangiogénese
(HOGAN et al., 2009; BOS et al., 2011; ROUKENS et al., 2015). E um gene amplamente
expresso em bovinos (ENSBTAGO00000008723) tendo sido identificado em 76 tecidos,
incluindo tecido adiposo e tecido muscular esquelético (BASTIAN et al., 2021). Apesar de estar
presente no tecido adiposo e muscular de forma significativa, sua funcdo ainda nédo € conhecida.

O gene SPATA3 (Spermatogenesis associated 3) é também denominado de
Spermatogenesis cell apoptosis related gene 1 (TSARGL), cuja proteina pode estar envolvida
na regulacdo da espermatogénese por regular o processo de apoptose (ZHOU et al., 2019). De
acordo com Fagerberg et al. (2014) sua expressdo é considerada exclusiva no testiculo.
Entretanto, uma busca na plataforma Bgee Suite Expression Data in Animals (BASTIAN et al.,
2021), que concentra resultados de RNA-seq de 29 espécies diferentes de animais, revela que
SPATA3 em bovinos (ENSBTAG00000030718) foi identificada em 16 tecidos, incluindo tecido
muscular esquelético, musculo triceps braquial, musculo semimembranoso, musculo cardiaco
e tecido adiposo subcutaneo, principalmente na fase adulta. Ainda ndo se conhece a acdo desse
gene nesses tecidos. E interessante mencionar que esse gene é considerado um potencial
preditor da precocidade reprodutiva em suinos (ZHANG et al., 2021) e de fertilidade em
bovinos (OZBEK et al., 2021).

O gene TNP2 (Transition protein 2) codifica uma proteina localizada no nucleossomo

que participa do processo de empacotamento da cromatina, importante etapa da
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espermatogénese (REINHART et al., 1991; ZHAO et al., 2001, 2004; MEISTRICH et al.,
2003; WYKES; KRAWETZ, 2003). Esta associado a reducdo da fertilidade em camundongos
(ZHAO et al., 2001) e humanos (MIYAGAWA et al., 2005; GHADIRKHOMI et al., 2022;
OMOLAOYE et al., 2022), tendo sido relacionado a azoospermia em humanos (AMJAD et al.,
2021) e teratozoospermia em camundongos (ADHAM et al., 2001). Em bovinos, a literatura é
controversa. Com relacdo a identificacdo de SNPs, é relatado que ndo h& correlacdo com a
motilidade espermatica (HIRENALLUR MAHESHWARAPPA et al., 2019), ndo ha correlacdo
com a qualidade seminal (NIKITKINA et al., 2021), e ainda que , dependendo do SNP avaliado,
ha correlagdes com a qualidade seminal (GAO et al., 2014). Com relacdo aos niveis de
expressdo dos transcritos, a maior expressao é correlacionada com pior qualidade seminal e/ou
infertilidade (PRAKASH et al., 2021) e a menor expressao tem correlacdo positiva com a
fertilidade (PRAKASH et al., 2021). Percebe-se que apesar de ser um gene amplamente
estudado e considerado como marcador de espermatogénese, ndao ha consenso sobre qual tipo
de analito (DNA, RNA ou proteina) deve ser utilizado nas correlacdes e nem qual parametro
funcional espermatico € melhor correlacionado. Mais uma vez, temos um gene considerado de
expressdo exclusiva no testiculo (FAGERBERG et al., 2014), mas que 0s recursos da
plataforma Bgee Suite Expression Data in Animals (BASTIAN et al., 2021) revelam que TNP2
em bovinos (ENSBTAG00000032884) foi identificado em 34 diferentes tecidos, incluindo
tecido muscular esquelético, musculo cardiaco e tecido adiposo subcutaneo. O papel desse gene
no musculo também n&o é conhecido.

O gene FSCB (Fibrous sheath CABYR binding protein) codifica uma proteina que
modula a formacéo da bainha fibrosa durante a espermatogénese desde espermatides alongadas
até sua incorporacdo na cauda do espermatozoide (LI et al., 2007). Niveis reduzidos de FSCB
foram associados com defeitos na bainha fibrosa que reveste a cauda espermatica e a reducédo
da motilidade espermética (FIEDLER et al., 2013). Também favorece o processo de
capacitacdo espermatica (LIU et al., 2011; ZHANG et al., 2016b). Todas essas informacGes
foram obtidas de estudos em camundongos. Também é considerado como de expressdo
exclusiva das células da linhagem espermatogénica (LI et al., 2007). Entretanto, estudos
realizados em humanos indicam sua importancia em diferentes condi¢des patologicas em outros
sistemas, como por exemplo estar associado ao desenvolvimento de miopia (CHEN et al.,
2016), de paralisia cerebral (MCMICHAEL et al., 2014), e apresentar mutagGes no
osteossarcoma (CHOY et al., 2012). Em bovinos (ENSBTAG00000031934), foi identificado
por RNA-seq em 7 tecidos (BASTIAN et al., 2021), incluindo o tecido muscular esquelético.

Sua fungdo no musculo néo é conhecida.
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O gene PRM2 (Protamine 2) codifica a proteina protamina 2, que substitui as histonas
na cromatina da celula espermética durante a espermatogénese, sendo a principal ligante de
DNA em vérios vertebrados [revisado por (HAO; NI; YANG, 2019)]. E bastante estudada no
contexto espermatico em varias espécies animais, sendo considerada um biomarcador adequado
para se estimar a qualidade espermatica [revisado por (STEGER; BALHORN, 2018)]. Em
bovinos, o primeiro relato da detec¢do dessa proteina nos testiculos e no sémen é recente
(HAMILTON et al., 2019). Desde entdo, foi correlacionada como biomarcador de fertilidade e
precocidade em bovinos. Ressalta-se que enquanto a protamina 1 apresenta correlacéo positiva
com melhores parametros de qualidade espermatica, a correlagdo da protamina 2 varia com a
raga, podendo ser positiva, negativa ou ainda nem existir (PARDEDE et al., 2021). Com relagéo
ao mMRNA, é associada com a maturacdo sexual e espermatogénese em touros (LI1U et al., 2021).
E outro gene considerado de expressdo exclusiva no testiculo (FAGERBERG et al., 2014), mas
que em bovinos (ENSBTAG00000032880) foi identificado em 18 diferentes tecidos
(BASTIAN et al., 2021), incluindo tecido muscular esquelético, musculo cardiaco e tecido
adiposo subcutaneo. O papel desse gene no masculo também néo € conhecido.

O gene IQCF1 (IQ motif containing F1) codifica a proteina que interage com a
calmodulina e participa da fosforilacdo de proteinas chave para a capacitacdo espermatica
(FANG et al., 2015). E outro gene considerado de expressio exclusiva no testiculo
(FAGERBERG et al., 2014), mas que em bovinos (ENSBTAGO00000000805) foi identificado
em 15 diferentes tecidos (BASTIAN et al., 2021), incluindo tecido muscular esquelético, tecido
adiposo subcutaneo e musculo cardiaco. O papel desse gene no muasculo também ndo é
conhecido. Percebe-se pela rede de interacdo que apesar de ndo ser um hub destacado, cinco
proteinas terminam suas vias de acdo no circulo correspondente ao IQCF1. Por essa razao,
também incluimos esse gene na discussdo, pela suposta importancia desse gene na regulacédo
de processos fisioldgicos do tecido muscular esquelético.

Por fim no tecido muscular, o gene CDKN1A (Cyclin dependent kinase inhibitor 1A)
codifica um potente inibidor do complexo de ciclina dependente de quinase, atuando na
modulacéo do ciclo de divisdo celular. Pode modular a agdo da miostatina em cultura de células
de bovinos (LANGLEY et al., 2002; DAI et al., 2016). E um gene amplamente expresso em
bovinos (ENSBTAGO00000008353) tendo sido identificado em 97 tecidos, incluindo tecido
adiposo e tecido muscular esquelético (BASTIAN et al., 2021). Apesar de ndo formar um hub
importante, destacamos esse gene por fazer interagdo com o gene de expressdao aumentada
CDC®6, ja& anteriormente descrito. De fato, a diminuicdo da expressdo de CDKN1A

simultaneamente ao aumento da expressdo de CDC6 corrobora para o aumento do ciclo celular.
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6. CONCLUSOES

As variacdes observadas na idade de abate dos animais avaliados podem estar
relacionadas ao periodo de desenvolvimento que 0s mesmos se encontram. Assim, sugerimos
que os animais do grupo hiperprecoce se encontram ainda em crescimento e peripuberdade,
enquanto os animais do grupo precoce ja atingiram a fase adulta e de maturacdo sexual.

Alguns genes, como EDN1, MRC1, CDC6, CCBE1, SPATA3, TNP2, FSCB, PRM2,
IQCF1 e CDKN1A foram considerados como potenciais candidatos relacionados a
caracteristicas de desenvolvimento muscular precoce. Da mesma forma, os genes PODNL1,
UPK1A, TRIM40, WAP, GSK3B, ZNF, G3N2E2 e FIMUF2 no tecido testicular foram
identificados como possiveis marcadores de precocidade reprodutiva.

Em conjunto, esses dados retratam a complexidade dos mecanismos moleculares
relacionados a precocidade reprodutiva e ao crescimento muscular precoce em bovinos. A
investigagdo dos genes revelados neste estudo pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias
para a selecdo e o melhoramento genético de animais visando uma maior precocidade

reprodutiva e produtiva com biomarcadores simultaneos.
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