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RESUMO

Os lipidios sdo uma classe de moléculas presentes em todos os tipos de ceélulas.
Contribuem com a estrutura celular, o armazenamento de energia e varias funcGes
bioldgicas, desde a regulacéo transcricional até os processos fisiologicos. Estas moléculas
também s8o responsédveis pelo valor nutricional da carne, que sdo diretamente
influenciadas pela dieta animal. Devido ao aumento da preocupacdo dos consumidores
em relacdo a seguranca alimentar e a qualidade dos alimentos consumidos, o interesse na
producdo de carne com alto valor nutricional vem aumentando de forma significativa.
Assim, avancos tecnoldgicos na area da biologia molecular tém se destacado como um
campo de estudo que combina nutricdo e ferramentas da biologia molecular, podendo ser
destacada a area de estudo chamada de nutrigendmica. A nutrigenémica busca conhecer
e entender 0s processos bioldgicos resultantes da interacdo entre genes e nutrientes por
meio da aplicacdo de técnicas e tecnologias modernas da biologia molecular que incluem
varios segmentos do Dogma Central da Biologia Molecular como: gendmica,
transcriptémica, protedbmica e metaboldmica. Dentro desta area do conhecimento bastante
complexa, ainda se desconhece o papel dos acidos graxos como um componente dietético
funcional e de importancia nutricional em rela¢do a producéo e sadde animal, assim como
em relacdo a salude humana. Assim, o presente trabalho traz os principais resultados da
minha contribuicdo para a melhor compreensédo do papel dos &cidos graxos, seguindo as
abordagens da genémica e aplicacdo da biologia molecular na Ciéncias dos Alimentos,

abrangendo as implicagdes praticas na area dos estudos de alimentos funcionais.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, biologia molecular, doencas metabdlicas,

nutrigendmica, saude.



ABSTRACT

Lipids are a class of molecules present in all types of cells. They contribute to cell
structure, energy storage and various biological functions, from transcriptional regulation
to physiological processes. These molecules are also responsible for the nutritional value
of meat, which are directly influenced by the animal diet. Due to the increasing concern
of consumers regarding food safety and the quality of the food consumed, interest in the
production of meat with high nutritional value has increased significantly. Thus,
technological advances in the field of molecular biology have emerged as a field of study
that combines nutrition and molecular biology tools, and the area of study called
nutrigenomics can be highlighted. Nutrigenomics seeks to know and understand the
biological processes resulting from the interaction between genes and nutrients through
the application of modern molecular biology techniques and technologies that include
several segments of the Central Dogma of Molecular Biology such as: genomics,
transcriptomics, proteomics, and metabolomics. Within this very complex area of
knowledge, the role of fatty acids as a functional and nutritionally important dietary
component in relation to animal production and health, as well as in relation to human
health, is still unknown. Thus, the present work brings the main results of my contribution
to a better understanding of the role of fatty acids, following the approaches of genomics
and application of molecular biology in Food Science, covering the practical implications

in functional food studies.

Keywords: Functional foods, molecular biology, metabolic diseases, nutrigenomics,
health.
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1 INTRODUCAO

Aqueles que estudam os lipidios entram em uma area da ciéncia fascinante e ao
mesmo tempo ampla e cheia de lacunas e perguntas ainda ndo preenchidas ou respondidas
completamente. Para muitos, lipidios sdo moléculas importantes para a formacao,
constituicdo ou composicdo de células e horménios, ou ainda como um importante
componente nutricional dos alimentos, que podem conferir sabor e odor aos mesmos. No
entanto, sdo muito mais do que estas interpretacdes simplistas e merecem ser melhor
estudados e compreendidos, pois ja temos indicacdes de sua importancia em diversos
processos bioldgicos, em que muitos deles estdo associados a doencas metabdlicas e
qualidade sensorial e nutricional dos alimentos.

Os lipidios sdo macromoléculas presentes em todos os tipos de células que
contribuem para a estrutura celular, o armazenamento de energia e varias funcdes
bioldgicas, desde a regulacao transcricional até os processos fisiologicos (NAKAMURA,;
NARA, 2003). Nas ultimas décadas, foi relatado que o consumo de &cidos graxos (AG)
estd associado a deposicdo de gordura e pode ter efeito metabdlico, como o contetdo
alterado de lipidios e lipoproteinas no sangue (WOOD et al., 2008). No entanto, ainda
existem opinides contrastantes sobre o papel dos &cidos graxos na satde animal e humana,
0 que pode ser observado em avaliagdes anteriores e estudos de meta-analise realizados
nos ultimos anos (SCHWINGSHACKL; HOFFMANN, 2014).

Uma importante fonte de &cidos graxos na dieta humana é a carne, que é rica em
acidos graxos saturados (do inglés, Saturated Fatty Acid, SFA), monoinsaturados (do
inglés, Monounsaturated Fatty Acid, MUFA) e poliinsaturados (do inglés,
Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA). Esses acidos graxos contribuem para o valor
nutricional da carne, e sua deposicdo e composicdo no tecido esquelético e adiposo sao
diretamente influenciados pela dieta animal (WOOD et al., 2008). Devido ao aumento na
preocupacdo dos consumidores em relacdo a seguranca alimentar e a qualidade dos
alimentos consumidos, o interesse na producdo de carne com alto valor nutricional
também vem aumentando significativamente (MOREL et al., 2013; DOKMANOVIC et
al., 2015).

Embora a carne seja uma das principais fontes de gordura na dieta humana,
contém alto teor de gordura saturada associada a algumas doencas metabolicas, como
obesidade, diabetes tipo 2, cancer e doenca cardiaca coronaria (LICHTENSTEIN et al.,

1998; LIN et al., 2004). Por outro lado, a carne tem alto valor nutricional. E uma
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importante fonte de acidos graxos insaturados, como acido oleico (AO, C18:1 cis 9) e
acido linoleico (AL, C18: 2 cis9, 12), os quais apresentam efeitos benéficos sobre a salde
humana (LAAKSONEN et al., 2005).

Estudos anteriores mostraram que AO, bem como outros acidos graxos, como 0
AL, o é&cido docosahexaenoico (DHA) e o é&cido eicosapentaendico (EPA) estdo
associados a regulacdo da transcricdo de genes em tecidos como musculo, figado,
adiposo, mondcitos e células mononucleares do sangue (PARK et al., 2012; LOPEZ et
al., 2014). Além disso, os acidos graxos desempenham papéis importantes nas respostas
de citocinas, reacdes inflamatorias e respostas imunologicas especificas e inespecificas
em seres humanos e animais. Os acidos graxos podem, portanto, exercer importantes
fungdes imunoldgicas especificas. Nos Ultimos dez anos, nossas pesquisas tém
contribuido de maneira relevante para uma melhor compreenséao dos processos bioldgicos
associados a deposicdo e composicdo da gordura intramuscular (GIM) do mdsculo
esquelético (CESAR et al., 2014 (Apéndice A); CESAR et al., 2015 (Apéndice B);
CESAR et al., 2016 (Apéndice C)).

De acordo com a World Population Review (2021), a cada dia temos um aumento
de cerca de 219.000 pessoas na populacdo mundial, o que limita cada vez mais a
disponibilidade de alimentos para populacdo do planeta. Desta forma, hd uma necessidade
emergencial de se identificar novas estratégias de producdo na agricultura e pecuaria que
aumentem a eficiéncia da producdo de alimentos (DANIEL et al., 2011).0 aumento
estimado do consumo de alimentos aumentard, consequentemente, a demanda por
proteina animal de 200 milhdes para 470 milhGes de toneladas por ano, o0 que representa
um aumento de 70% na eficiéncia da producéo até o ano 2050 (OECD-FAO, 2021).
Assim, no setor de producdo animal, além da exigéncia de maior eficiéncia e
sustentabilidade na producéo, a qualidade nutricional tornou-se um fator relevante para o
consumidor (OCDE-FAO, 2021).

O potencial econdmico e a qualidade nutricional tém colocado a carne suina como
destague mundial. A carne suina é a segunda fonte de proteina animal mais consumida
no mundo, respondendo por 33% da producdo e 34% do consumo global de carne
(OCDE-FAOQ, 2021). Além disso, a carne suina possui um perfil nutricional que pode
garantir uma alimentacédo saudavel, equilibrada e segura para a populagdo em crescimento
(PARK et al., 2012; DUGAN et al., 2015). A carne suina magra possui uma composi¢ao

rica em proteinas, pobre em gordura, sendo rica em SFA e é considerada uma importante
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fonte de acidos graxos insaturados (UFA) (DUGAN et al., 2015; MOGHADASIAN;
SHAHIDI, 2017).

Mudancas na estratégia alimentar s&o utilizadas para complementar a dieta animal
com componentes especificos para obter vantagens nutricionais e de saude, como 0 uso
de componentes dietéticos que contribuem para o teor e composicdo de lipidios em
relagdo ao valor nutricional da carne (ANDERSEN et al., 2005; WOOD et al., 2008). Um
exemplo disso é um estudo de @verland et al. (1996), onde foram utilizados diferentes
tipos e niveis de inclusdo de 6leo de soja e 6leo de peixe. A adicdo de 6leo de peixe foi
associada a um aumento no teor de PUFA dmega-3 (n-3) no tecido muscular e adiposo e
uma diminui¢do na relagdo 6mega-6:0mega-3 (n-6:n-3). Alimentos fortificados com
6leos vegetais, especialmente girassol, soja e canola, contém altos niveis de AL, AO, e
acido alfa-linolénico (ALA, C18:3 n-3). Por esse motivo, a demanda por alimentos com
maior teor de PUFA e MUFA tém aumentado entre os consumidores, que demandam
alimentos mais saudaveis (BAKER et al., 2016).

A carne suina tem uma alta relacéo n-6/n-3 devido as dietas utilizadas na producéo
de suinos. Essas praticas sdo baseadas no uso de 6leos vegetais de milho, girassol e soja,
que sao ricos em PUFA da familia n-6, principalmente AL (DUGAN et al., 2015). Além
disso, a selecdo genética de suinos destinados ao crescimento magro aumentou a
concentracdo de AL na carne suina (WOOD et al., 2008). No entanto, o teor de gordura
tem efeito direto no sabor e suculéncia, bem como na maciez e firmeza da carne suina.
Por exemplo, AO € o acido graxo predominante no tecido suino (cerca de 40%), enquanto
o teor de AL esta altamente correlacionado com a firmeza da gordura (SWIATKIEWICZ
et al., 2016).

Outros beneficios da inclusdo de lipidios nas dietas de suinos incluem a reducéo
do desgaste dos equipamentos de processamento de racdo. Além disso, em condicdes
climaticas quentes, dietas enriquecidas com lipidios reduziram o ganho de calor (digestao
e metabolismo de gordura) em comparacdo com dietas enriquecidas com carboidratos e
proteinas, bem como aumentaram a ingestdo de racdo e o ganho de peso corporal
(KYRIAZAKIS; WHITTEMORE, 2006). Assim, a fortificagdo da carne suina é uma
estratégia vidvel para aumentar a ingestdo de n-3 AG, especialmente em populagdes que
consomem menos peixes ou outros produtos marinhos. Também ajuda a reduzir o
consumo de SFA, o que consequentemente ajuda a reduzir os efeitos negativos para a
salde e o risco de desenvolver algumas doencas (DUGAN et al., 2015; CESAR et al.,
2016).

13



Além de apresentarem grande importancia econdémica e alimentar, 0s suinos
domésticos (Sus scrofa) sdo considerados modelos animais para pesquisas
nutrigendmicas e para investigacdo de doengas metabdlicas em humanos (DOREAU;
CHILLIARD, 1997; LUNNEY, 2007; PAN et al., 2021). Uma vez que compartilham
semelhancas anatémicas, morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas com os humanos
(BASSOLS et al., 2014; PAN et al., 2021). Os suinos também tém alta homologia e
estrutura cromossémica com 0 genoma humano em comparagdo com outras espécies
animais (SCHOOK et al., 2015; PAN et al., 2021). Quando os genomas de 48 suinos
individuais foram sequenciados, 32.548 polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) nao
sindnimos foram observados, seis dos quais estavam ligados a doencas humanas e 11 dos
quais estavam associados a fenotipos de doencas humanas (SCHOOK et al., 2015). Ha
também evidéncias de que os processos revelados pelo transcriptoma do suino sdo
semelhantes aos dos humanos (SZOSTAK et al., 2016).

Varios estudos tém sido realizados para verificar os efeitos desses AG na nutricdo
animal e processos bioldgicos relevantes. Como exemplo, a influéncia da nutricéo
materna no fendtipo da prole tem sido amplamente estudada em diversas espécies.
Estudos tém demonstrado que a inclusdo de diferentes niveis e tipos de gordura na dieta
de porcas prenhes afeta 0 nimero de leitGes nascidos, peso ao nascer, sobrevivéncia de
leitdes neonatos, peso corporal, composicao de acidos graxos do leite, plasma de porcas
em lactacdo e seus leitdes. Essa inclusao também demonstrou afetar o estresse oxidativo,
a resposta inflamatdria e o desenvolvimento cognitivo (AMUSQUIVAR et al., 2010;
CLOUARD et al., 2016; LUO et al., 2019). Estudos recentes também relataram o
importante papel dos lipidios na resposta imune e suscetibilidade a doencas metabdlicas
(RAMAYO-CALDAS et al., 2012; DUAN et al., 2014; VODOLAZSKA; LAURIDSEN,
2020).

Como avangos tecnologicos, a nutricdo molecular animal se destaca como um
campo de estudo que combina nutrigdo com biologia molecular em seu nivel basico
(HASAN; FEUGANG; LIAO, 2019). Este ramo estuda os processos bioldgicos
envolvidos ao nivel da expressdo génica e da interagdo entre genes e nutrientes com o
auxilio de técnicas e tecnologias modernas de biologia molecular (ZEMPLENI;
DANIEL, 2003). Seguindo o0 avanco da biologia molecular, as ciéncias dmicas, incluindo
gendmica, transcriptdmica, protebmica e metabolomica, fornecem as ferramentas para

desvendar os mecanismos moleculares envolvidos nos fenotipos de interesse e doencas
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metabolicas que afetam os seres humanos, como obesidade, diabetes tipo 2 e nivel de
aterosclerose (HASAN; FEUGANG,; LIAO, 2019).

As ferramentas da biologia molecular tém cada vez mais contribuido para a
melhor compreensdo do papel das moléculas, por exemplo, carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucléicos nos mais diversos mecanismos bioldgicos responsaveis pela
homeostase dos processos metabolicos nos animais e humanos, permitindo desta forma
aplicarmos estes conhecimentos nas areas da saude e bem-estar animal e humano.

Uma das ferramentas da biologia molecular amplamente utilizada séo as
genotipagem em larga escala que vem contribuindo para o entendimento da variagédo
genética entre 0s organismos e sua associa¢do com caracteristicas de interesse econdémico
(producdo animal e vegetal) e caracteristicas de salude e bem-estar. Os estudos que
utilizam essa ferramenta sdo principalmente os chamados estudos de associacdo ampla
(GWAS, do inglés, Genome-Wide Association Stydy), a partir da genotipagem dos
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés, Single Nucleotide Polymorphism).
Outra ferramenta muito aplicada atualmente, € o sequenciamento de nova geracdo (NGS),
que inclui o sequenciamento do genoma completo (DNA-Seq) e estudo do nivel de
expressao génica (RNA-Seq), bem como de RNA regulador, como miRNA (micro RNA),
InNcRNA (long non coding RNA), snRNA (small nuclear RNA) e piRNA (piwi-
interacting RNA).

Ainda podemos citar diversas outras ferramentas da biologia molecular que séo
aplicadas a cada molécula integrante do Dogma Central da Biologia Molecular (CRICK,
1970) e aos mecanismos de regulacdo, hoje melhor interpretados, como metilacao,
proteinas e metabdlitos. Essas abordagens combinam tecnologias de sequenciamento de
alto rendimento e/ou espectrometria de massa com componentes de alimentos e buscam
entender como um nutriente pode afetar a abundancia genética, proteica e metabdlica.
Esses tipos de estudos podem elucidar os mecanismos moleculares basicos nos quais 0s
nutrientes podem interagir para regular a expressdo génica, processos fisiologicos,
respostas bioquimicas celulares, bem como a expressdo do fendtipo (NORHEIM et al.,
2012).

Assim, todo meu conhecimento e treinamento intelectual na area da biologia
molecular aplicada a Ciéncias dos Alimentos tém sido aplicados para o papel de docéncia,
cujos principais objetivos sdo na educacdo, formacao ética-profissional dos alunos da
instituicdo que trabalho e para colaborar com a comunidade cientifica e a sociedade como

um todo no preenchimento das lacunas do conhecimento sobre os lipidios como um
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componente de importancia funcional e nutricional. Esta tese traz o desenvolvimento da
minha contribui¢do, assim como, da equipe de pesquisadores de instituicdes de ensino e
pesquisa nacionais e internacionais, dos alunos de graduacéo e pos-graduacéo que tenho
ou tive sob minha orientacao.

A aplicacdo e conhecimento das ferramentas de biologia molecular permitiu a
realizacdo de diferentes estudos, os quais contribuiram de forma relevante com a
comunidade cientifica mundial, e nos quais colaborei de forma integral. Esses estudos
compdem esta Tese de Livre Docéncia, 0s quais mostram a minha contribuicdo até o
momento para a melhor compreensdo do papel dos &cidos graxos como componente
dietético funcional e de importancia nutricional a partir de uma abordagem genbmica,

seguindo as premissas do Dogma Central da Biologia Molecular (Figura 1).

Figura 1 — Dogma Central da Biologia Molecular e os estudos publicados segundo a molécula alvo estudada
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Os estudos que compdem essa tese tiveram como objetivos principais:
identificacdo de regibes gendmicas e genes candidatos por posicdo associadas a
quantidade e composi¢do de lipidios da carne de bovinos por meio da ferramenta de
genotipagem em larga escala (CESAR et al., 2014); identificacdo de genes e miRNA
diferencialmente expressos entre grupo de animais com valores gendmicos extremos de
espessura de gordura, area de olho do lombo, gordura intramuscular e perfil de &cidos
graxos no musculo esquelético (CESAR et al., 2015, 2016; BERTON et al., 2016
(Apéndice D); SILVA-VIGNATO et al., 2017 (Apéndice E), 2019 (Apéndice F);
OLIVEIRA et al., 2018a (Apéndice G), 2019 (Apéndice H)); estudo da abundancia
diferencial de proteinas entre grupo de animais com valores gendmicos extremos do perfil
de &cidos graxos musculo esquelético (POLETI et al., 2018 (Apéndice 1), 2020 (Apéndice
J)); integracdo de dados de expressdo génica, abundancia de proteinas e de miRNA de
animais com valores gendmicos extremos do perfil de acidos graxos no musculo
esquelético e eficiéncia alimentar (OLIVEIRA et al., 2018b (Apéndice L), 2019;
CARDOQOSO et al., 2021 (Apéndice M)); identificacdo de regides de eQTL (expression
quantitative trait loci) que integram dados de chip de SNP e RNA-Seq (CESAR et al.,
2018); verificacdo do efeito de diferentes fontes de &cidos graxos dietéticas nas
caracteristicas de interesse econémico na producgdo de suinos (ALMEIDA et al., 2021
(Apéndice N); GOMES et al., 2021 (Apéndice O)); efeito de diferentes fontes e niveis de
acidos graxos dietéticos sobre a expressao génica de diferentes tecidos de animal modelo,
aqui especificamente o suino (FANALLI et al., 2021 (Apéndice P); FANALLI, 2022;
FANALLLI et al., 2022 (Apéndice Q)).

2 DESENVOLVIMENTO

Cada vez mais os consumidores tém associado o consumo de gordura da carne
com doengas metabolicas como aterosclerose, diabetes do tipo 2 e obesidade, devido
principalmente & presenca de colesterol, alta concentracdo de &cidos graxos (SFA), e
baixa concentracdo de PUFA. No entanto, 0 que muitos ndo compreendem é que o
consumo de &cidos graxos é muito importante para diversos mecanismos biolégicos do
corpo humano (LABORDE et al., 2001). A carne é um dos alimentos mais completos da
dieta humana, justamente por ser uma fonte de proteina (aminoacidos essenciais), ferro,
zinco, vitaminas do complexo B e &cidos graxos poliinsaturados essenciais, como acido
linoleico e linolénico (MCNEILL; VAN ELSWYK, 2012), os quais sdo altamente
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biodisponiveis para os humanos. A gordura da carne também tem uma alta proporcéao de
MUFA, cujo ponto de fusdo é baixo e pode reduzir a concentracdo do chamado mal
colesterol (LDL) na circulagdo sanguinea (JACOBSON, 2008).A quantidade de &cidos
graxos e sua composi¢cdo na carne bovina variam de acordo com a racga, nutricao, sexo,
idade e nivel de acabamento da carcaca (RULE; MACNEIL; SHORT, 1997).

A quantidade e a composicgao da gordura encontrada na carne sdo caracteristica de
interesse econdémico e nutricional, sendo alvo em programas de selecdo genética animal.
Devido a sua dependéncia do abate dos animais e do uso de tecnologias como
cromatografia gasosa e extracdo com solventes organicos séo caracteristicas ainda pouco
estudadas no ambito de selecdo genética e entendimento dos mecanismos genéticos e
bioldgicos associados. Mas com 0s avangos nas areas da genética, biologia molecular,
bioestatistica e bioinformatica, ferramentas como a genotipagem em larga escala por meio
de chips de SNP de alta densidade tem permitido a identificagio de marcadores
moleculares do tipo SNP, os quais tém trazido significativos ganhos em programas de
selecdo genémica.

Para melhor contribuir com os avangos nessa area da ciéncia e com posse do
conhecimento e da infraestrutura necessaria para o uso de ferramentas da biologia
molecular de nova geragéo (contando, com suporte financeiro), como o sequenciamento
de nova geracdo (NGS), nosso grupo realizou também estudos do transcriptoma, com o
sequenciamento global do RNAmM de animais com valores genéticos estimados (GEBV,
do inglés, Genetic Estimated Breeding Value) extremos para deposicdo e composicédo de
acidos graxos na carne de bovinos da raga Nelore.

Para melhor entender os niveis do Dogma Central da Biologia Molecular outros
niveis e moléculas foram estudadas como os miRNA, proteinas e fatores de transcricao
(FT). Dessa forma, o grupo se tornou também autossuficiente e com competéncia nas
areas da bioinformatica e bioestatistica. Esses estudos foram desenvolvidos em conjunto
com uma equipe multidisciplinar com pesquisadores de instituigdes nacionais e
internacionais e com suporte financeiro das agéncias de fomento federais e do Estado de

Séo Paulo.
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2.1 Aplicacdo da ferramenta de genotipagem de SNP em larga escala para

identificacdo de regides gendmicas e genes candidatos por posi¢ao

O inicio dos nossos estudos, pioneiro na identificacdo de marcadores moleculares
do tipo SNP associados a deposicao de gordura intramuscular e ao perfil de cidos graxos
desta gordura, revelou regides gendmicas no bovino Nelore (raca amplamente produzida
no Brasil) associadas e responsaveis pela variacdo genética desta raca. E dentro destas
regides genémicas estdo genes candidatos por posicdo como possiveis responsaveis pela
variacao nas caracteristicas estudadas (CESAR et al., 2014). Para esse estudo foi utilizada
a técnica de genotipagem em larga escala por meio da tecnologia Illumina com o chip
High Density (HD) bovino (Bovine HD bead chip array).

Vinte e trés regides gendmicas (janelas de 1 megabase (Mb) SNP) associadas a
deposicdo de gordura intramuscular (GIM) e composicao de &cidos graxos no masculo
esquelético Longissimus dorsi, que explicaram > 1% da varidncia genética foram
identificados nos cromossomos BTAZ2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 26 e 27 (Tabela 1).
Muitas dessas regides ndo foram identificadas anteriormente em outras racas. Os genes
presentes nestas regides foram identificados e alguns podem ajudar a explicar a base
genética da deposicdo e composicdo da gordura no musculo esquelético em bovinos.

Para os MUFA foram identificadas dez regides genémicas (regido de 1 Mb) que
explicaram mais do que 1% de varia¢do genotipica para acidos. As regides associadas
para C14:1 cis-9, C16:1 cis-9, C18:1 cis-9, e C18:1 trans-16, se sobrepdem ao QTL
reportado para peso de carcaca, escore de marmoreio em Angus (MCCLURE et al., 2010),
teor de DHA em Charolés x Holandés gado mestico (GUTIERREZ-GIL et al., 2009) e
acido palmitoleico em gado leiteiro (MORRIS et al., 2007).

Os estudos de associacdo gendmica aplicada ao conhecimento da variacdo
genética associada a deposicao e composi¢do de acidos graxos na carne bovina bem como
dos genes candidatos por posicdo no genoma (MORRIS et al., 2007; GUTIERREZ-GIL
et al., 2009; MCCLURE et al., 2010; CESAR et al., 2014) mostram que diferencas nas
frequéncias alélicas do SNP e desequilibrio de ligacdo perfil (DL entre SNP e variantes
causais) podem explicar os diferentes efeitos de marcadores entre Bos indicus e Bos
taurus. Esta explicacdo também foi apresentada por Bolormaa et al. (2013), que
compararam efeitos de marcadores usando GWAS para animais Bos taurus e Bos indicus,
que demonstraram que um efeito SNP depende da origem dos alelos e da segregagéo de

QTL. A segregacdo de QTL pode resultar na perda de mutagdo ou fixacao de alelos em
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uma das racas, e que as mutagdes ocorreram apos divergéncia dessas racas (BOLORMAA
et al., 2013). Além disso, é possivel que as diferencas fisioldgicas e metabdlicas possam
contribuir para as diferencas observadas entre diferentes ragas. Assim 0 nosso estudo
(CESAR et al., 2014) usando a abordagem da genotipagem em larga escala com chip de
SNP de alta densidade (800 K) identificou regides genémicas associadas com
caracteristicas de interesse econdémico como deposi¢éo e composi¢do de acidos graxos na
carne bovina, bem como, genes candidatos por posi¢do que podem ser melhor estudados
em estudos futuros. Esses resultados contribuem para o melhor conhecimento da base
genética envolvida com deposicdo e composicdo de acidos graxos na carne bovina, 0s
quais podem ser considerados e aplicados em programas de selecdo gendmica de animais
para a producdo de carne que atenda as exigéncias dos consumidores tanto para 0s

atributos de qualidade sensorial quanto de qualidade nutricional.

2.2 Uso da ferramenta de sequenciamento de RNAm total para analise de
expressao génica diferencial e identificagdo de genes reguladores candidatos

Na primeira abordagem dos nossos estudos, na qual foi utilizada a ferramenta da
biologia molecular de genotipagem em larga escala, foi possivel avangar nos
entendimentos sobre a base genética das caracteristicas de deposi¢do e composicao de
acidos graxos na carne bovina. Foram identificadas regides genémicas associadas a essas
caracteristicas de interesse econdémico e nutricional, assim como, genes candidatos por
posicdo no genoma. No entanto, este estudo (CESAR et al., 2014), ainda ndo consegue
revelar o nivel de expressdo destes genes candidatos por posicao, 0 que ndao nos permite
apresenta-los como possiveis reguladores de processos biologicos associados com
metabolismo de lipidios.

A GIM, também conhecida como marmoreio, representa a quantidade de gordura
acumulada entre fibras musculares ou dentro das células musculares, que é a soma dos
fosfolipidios (presentes nas células membranas) e triglicerideos (goticulas lipidicas).
Entender os mecanismos bioldgico e funcional que regulam o contetdo da GIM é uma
questdo interessante na ciéncia da carne e na medicina humana. O conteudo de gordura
intramuscular € uma caracteristica poligénica regulada por muitos genes envolvidos
diretamente, ou indiretamente na adipogénese e no metabolismo da gordura, a qual €
influenciada por muitos fatores como sexo, idade, raca, nutricdo e genética (RULE;
MACNEIL; SHORT, 1997).
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A alta quantidade de GIM depositada tem sido associada a maciez, suculéncia e
satisfacdo do consumidor (LABORDE et al., 2001). Ao mesmo tempo, que tem sido
associada as doengas metabdlicas humanas como obesidade, diabetes do tipo 2 e cancer
de colon (JAKOBSEN et al., 2008). Essas associa¢des criaram uma demanda por carne
bovina com baixo teor de gordura e alta qualidade nutricional pelos consumidores. Mas
0s mecanismos bioldgicos associados a diferenca fenotipica e aos processos metabélicos
relacionados ao metabolismo de lipidios sdo ainda desconhecidos. Com o objetivo de
melhor compreender esses mecanismos bioldgicos o nosso grupo realizou um estudo de
expressao diferencial por meio do sequenciamento global do RNA mensageiro (RNAmM)
de amostras do musculo esquelético de bovinos, o qual dar& origem a carne demandada
pelos consumidores.

A tecnologia de sequenciamento de RNA (RNA-Seq) tem sido aplicada com éxito
para fornecer informacdes sobre o0s mecanismos biologicos e moleculares de
caracteristicas de interesse econdmico, nutricional e saude animal e humana. Aliadas a
essa tecnologia as abordagens matematicas, estatisticas e de bioinformética tem ajudado
0s pesquisadores a entenderem as relac6es entre os milhares de genes expressos nos mais
diversos tecidos. Uma destas abordagens é o estudo das interacdes entre os componentes
de um sistema bioldgico, por exemplo, RNAmM, miRNA, proteinas e metabdlitos, e como
essas interagdes nos ajudam a compreender a funcdo e o0 comportamento do sistema que
estd sendo estudado. Esse estudo é conhecido como Biologia de Sistemas, o qual envolve
a medida guantitativa de processos biolégicos e moléculas, modelagem matematica e
recursos computacionais, o qual tem apresentado muitos avancos na prevencdo de muitas
doengas.

Dessa forma, ao aplicarmos esta abordagem para melhor compreender a biologia
de sistema do metabolismo lipidico, mais especificamente na deposi¢cdo e composi¢do de
acidos graxos no musculo esquelético identificamos genes regulatérios candidatos e o
comportamento do nivel de expressdo destes genes entre 0s grupos de animais com alto
e baixo GEBV (extremos) para GIM (CESAR et al., 2015). Neste estudo foram utilizadas
as medidas quantitativas do nivel de expressdo génica global (perfil do transcriptoma) do
musculo esquelético e as metodologias de PCIT (do inglés, partial correlation coefficient
with information theory, RIF (do inglés, regulatory impact factor e PIF (do inglés)
phenotypic impact factor como proposto por Hudson; Reverter; Dalrymple (2009)

seguindo o pipeline de analise de Koesterke et al. (2013).
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Neste estudo, foram identificados e analisados 16.101 genes expressos no musculo
esquelético dos animais que apresentaram de GIM, separados em grupo com alto (A) e
grupo com baixo (B) GEBV para GIM. Dos 77 genes diferencialmente expressos e
codificadores de proteinas, 37 apresentaram-se menos abundantes nos animais com maior
GIM e 40 mais abundantes (CESAR et al., 2015). A partir destes dados vias metabolicas
associadas a estes genes foram pesquisadas utilizando o programa Pathway Studio apds o
enriquecimento da notacdo dos genes feita pelos bancos de dados DAVID
[https://david.ncifcrf.gov] e Ensembl [http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index]. Para
a utilizacéo do programa Pathway Studio as identificacdes dos genes a partir das informacoes
do genoma bovino UMD 3.1 foram combinadas com as identificacdes de humanos. Este
procedimento foi necessario uma vez que o programa reconhece apenas identificacdes de
genes humanos. Na busca por vias metabdlicas foram utilizados os genes (154 genes) que
apresentaram p-valor ajustado < 0.25, no entanto 45 genes ndo apresentaram
correspondéncia entre Ensembl ID de bovino e Entrez ID de genes humanos. Esta
correspondéncia € necessaria, uma vez que, o software Genome Studio apresenta no
banco de dados apenas informacdes das espécies humano, camundongo e drosofila. Por
conseguinte, 103 genes bovinos foram elegiveis para a construcao de vias metabdlicas.

Foram identificadas 13 diferentes vias metabdlicas a partir dos resultados das analises
de expressdo génica diferencial como apresentado na Tabela 1. Estas vias metabdlicas
apresentam estreita associacdo com metabolismo de lipidios em animais fornecendo
importantes informagdes para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na

deposicéo e composigéo de gordura intramuscular em bovinos.

22



Tabela 1 — Descricdo das vias metabdlicas construidas identificadas a partir dos genes diferencialmente
expressos entre o grupo de maior e menor GEBV para gordura intramuscular (GIM) com p-

valor <0,10
NUMERO TOTAL DE NUMERO DE VIZINHOS P-VALOR
NOME DA VIA TIPO
VIZINHOS MEDIDOS CORRIGIDO*
Via
L-CISTEINA 366 5 0.011281
metabolica
Via
ZNa. . 905 6 0.020769
metabolica
Via
LDL OXIDADO 424 5 0.023486
metabdlica
CITOCINA Via
, 774 9 0.025206
INFLAMATORIA metabolica
Via
H,0, . 1142 8 0.030214
metabdlica
Via
MG,. . 562 5 0.033419
metabolica
Via
ATP . 1167 9 0.060752
metabdlica
Via
IL1B . 1191 12 0.063459
metabdlica
p ! Via
ACIDO RETINOICO . 1605 12 0.074493
metabdlica
Via
NF-KB . 1125 9 0.084637
metabélica
TIROSINA PROTEINA Via
823 7 0.092395
KINASE metabdlica
Via
NO . 862 8 0.096722
metabolica
Via
ROS ) 787 8 0.098109
metabolica

*Benjamini; Hochbergh, 1995.
Fonte: CESAR et al., 2014.

Os resultados das analises pelo método PCIT identificou conexdes diferenciais
(DH, do inglés, differential hubs), ou seja, diferenca no nimero de ligacdes significativas
para cada gene regulador no grupo A e B para valores de GEBV para GIM. Nas Figuras
1 e 2, podemos ver diferenca nas conexdes entre 0s grupos de genes entre 0s grupos A e
B mostrando existir uma interacdo (correlagdo) diferenciada, ou seja, uma biologia de
sistema diferente entre os grupos. Os genes representados nestas figuras representam os
trés genes com maior nimero de conexdes, genes correlacionados positivamente, e 0s
dois com maior numero de conexdes, genes correlacionados negativamente. A Figura 2
mostra a representacdo grafica do DH dos genes ANKRD26, HOXC5 e PPAPDC2 e a
Figura 3 dos genes ZFPM1 e ZFP90.
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Figura 2 — Conex0es diferenciais negativas (DH) entre os genes expressos do grupo Alto e Baixo valor
genético estimado para gordura intramuscular (G1M)

Alto GEBV Baixo GEBV

ANKRD26

HOXC'S

PPAPDC2

O ponto central representa o gene mais conectado, 0s pontos vermelhos representam as conexdes positivas
e as azuis as conexdes negativas.
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Figura 3 — Conex0es diferenciais negativas (DH) entre os genes expressos do grupo Alto e Baixo valor
genético estimado para gordura intramuscular (G1M)

Alto GEBV Baixo GEBV

ZFPMI

O ponto central representa 0 gene mais conectado, 0s pontos vermelhos representam as conexdes positivas
e as azuis as conexdes negativas.

Na andlise RIF e PIF identificamos varios genes regulatorios candidatos: GLI2 e
IGF2 (RIF1), MPCL1 e UBL5 (RIF2) e uma série de pequenos RNAs, incluindo miR-1281
(PIF). Os genes identificados neste estudo sdo candidatos como reguladores da variacao
de GIM em bovinos, em que a maioria deles sao relacionados a adipogénese, metabolismo
lipidico e resposta inflamatoria. Observamos também que as vias de sinalizag&o do acido
retindico, IGF2 e ANKRD26 sdo importantes reguladores de mecanismos moleculares
relacionados ao contetdo de GIM e adipogénese.

Com esta nova abordagem, nossos resultados mostraram-se importantes e
inovadores para uma melhor compreenséo dos mecanismos moleculares envolvidos com
a deposicao de GIM bem como do equilibrio energético no musculo, contribuindo para
as areas de producdo animal e saude animal e humana em relacéo as doengas metabdlicas
que sdo diretamente ligadas a deposicdo e metabolismo lipidico. No entanto ainda
tinhamos como alvo dos nossos estudos a composicao diferencial dos acidos graxos e a
expressao diferencial entre os animais que apresentaram diferente perfil de cidos graxos

no musculo esquelético.
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Assim, um novo estudo foi desenhado e realizado, tendo como objetivo entender
a expressao génica diferencial entre grupos de animais com valores de GEBV extremos
para perfil de acidos graxos (CESAR et al., 2016). Foram selecionados sete &cidos graxos
com base na importancia biologica e sensorial dos mesmos, séo eles: AL, acido estearico
(AE), EPA, acido DHA, acido palmitico (AP), AO e acido linoleico conjugado cis9
transll (CLA-cot11).

A andlise diferencial do transcriptoma do masculo esquelético ndo revelou genes
diferencialmente expressos (GDE, FDR 10%) para amostras com valores extremos para
AL e AE e acido estearico, para EPA foram identificados cinco GDE, para DHA quatro
GDE, para AP 123 GDE, para AO 1.134 GDE e para CLA-c9t11 872 GDE.

A anotacdo funcional e o enriquecimento funcional a partir da lista de GDE para
extremos de AO identificou genes importantes, vias candnicas e reguladores a montante,
como SCD, PLIN5, UCP3, CPT1, CPT1B, fosforilacdo oxidativa, disfuncédo
mitocondrial, PPARGC1A e FOXOL1. E a partir da lista de GDE para CLA-c9t11 dois
genes importantes associados ao metabolismo lipidico, 0 gene expressdo e cancer,
especificamente, o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e RNPS
responsavel por modificacao pds-transcricional de RNA gue contém ribonucleoproteinas.

Nesse estudo foi possivel verificar o envolvimento efetivo do AO e CLA-c9t11
em processos de regulacdo da transcrigéo, isso foi verificado justamente pelo grande
namero de GDE entre 0s grupos extremos para estes dois &cidos graxos e o
enriquecimento funcional revelando vias metabolicas com a participacdo de fatores de
transcricdo. No entanto, sabe-se que existem as regulacfes pos-transcricionais que afetam
diretamente a sintese e abundancia das proteinas responsaveis pela homeostase e
funcionamento do organismo vivo. Outro estudo com a mesma abordagem (BERTON et
al., 2016) mostraram resultados semelhantes aos resultados de Cesar et al. (2016),
confirmando o importante papel dos acidos graxos na regulacdo da expressao génica,
doengas metabdlicas e nos processos de inflamacéo e resposta inflamatoria.

O grupo realizou ainda estudos de expressdo génica diferencial para outras
caracteristicas de interesse econémico como area de olho do lombo, eficiéncia alimentar
e espessura de gordura em animais da raca Nelore (SILVA-VIGNATO et al., 2017, 2019;
OLIVEIRA et al., 2018b). E estes estudos contribuiram para o melhor entendimento dos
mecanismos biologicos envolvidos com metabolismo de lipidios e o quanto sdo
complexas e relacionadas com processos pleiotropicos, uma vez que estas caracteristicas

se revelarem correlacionadas a partir dos resultados das analises de enriquecimento
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funcional de cada uma delas e das analises de co-expressdo (SILVA-VIGNATO et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2018b).

Pensando nesta correlacdo e na regulacdo pds-transcricional, mais uma etapa do
Dogma Central da Biologia Molecular, nosso grupo realizou mais alguns estudos com
foco no nivel de expressao dos miRNA e integracdo de dados seguindo ainda abordagem
de biologia de sistemas. Os miRNA séo altamente conservados entre as espécies e um
dos grupos dos pequenos RNA com papel de regulagdo pds-transcricional. Assim 0s
proximos estudos serdo de expressao diferencial de miRNA em animais com valores

extremos de GIM e acidos graxos bem como a integracdo dos dados de RNAmM e miRNA.

2.3 Uso da ferramenta de sequenciamento de miRNA total e integragdo de dados

gendmicos para identificacdo de biomarcadores candidatos

Nos estudos de expresséo diferencial e integracao de dados foram utilizados dados
de sequenciamento de miRNA e RNAm dos animais com valores extremos de GEBV
para GIM (alto (A) e baixo (B)). Sabendo-se que os miRNA sdo RNA enddgenos nédo
codificantes (ncRNA) com um tamanho aproximado de 22 nucleotideos (BARTEL,
2004), e capazes de modularem a expressdo de genes no nivel pds-transcricional,
procuramos neste estudo entender a relagdo miRNA e RNAm associando-se a deposi¢ado
de GIM no musculo esquelético de bovinos da raca Nelore. Uma vez que a deposi¢édo de
GIM interfere nas preferéncias sensoriais e de satde dos consumidores e que pode estar
relacionada com doencas metabdlicas.

Os miRNA desempenham um papel importante na regulacdo génica poés-
transcricional em muitos tecidos e estdo associados ao controle de varios processos
bioldgicos importantes relacionados ao metabolismo lipidico (COUTINHO et al., 2007).
Apesar do seu papel bem conhecido como regulador pos-transcricional, ainda ndo se
conhece 0 seu impacto nos processos bioldgicos como a lipogénese e adipogénese. Se
identificados mMIRNA reguladores candidatos relacionados com esses processos
bioldgicos, os mesmos podem ser considerados potenciais biomarcadores para variagdes
na deposicao de GIM, por exemplo.

Assim, nossa primeira abordagem cientifica foi utilizar duas metodologias de
biologia de sistemas, Weighted Gene Co-expression Network Analysis (WGCNA) e
Partial Correlation with Information Theory (PCIT) para identificar possiveis miRNA

biomarcadores e vias metabolicas impactadas pelos mesmos. A partir dessa abordagem
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foram identificados miRNA reguladores candidatos associados a deposicdo de GIM. Os
resultados encontrados por meio das andlises de co-expressdo contribuiram para a
compreensdo de potenciais mecanismos regulatérios de redes de sinalizacdo génica
envolvidas nos processos de deposi¢do de gordura medidos no musculo esquelético. E o
enriquecimento funcional a partir dos resultados revelaram o metabolismo da glicose e 0s

processos inflamatdrios como as principais vias enriquecidas (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — As redes de co-expressao mostram a correlagdo negativa entre miRNAs e processos hiologicos
enriquecidos em modulos de RNAm no grupo GEBV de baixo IMF
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Os circulos coloridos representam os miRNA hub, com maior conectividade, dentro de cada médulo e os

guadrados representam os termos GO associados a cada médulo de RNAm, representados por letras de
cores diferentes.
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Figura 5 — Redes de co-expressdo mostrando a correlagdo negativa entre miRNA e processos hiologicos
enriquecidos em médulos de RNAm no grupo GEBV de alto IMF
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Os circulos coloridos representam os miRNA hub, com maior conectividade, dentro de cada moédulo e os

guadrados representam os termos GO associados a cada médulo de RNAm, representados por letras de
cores diferentes.

Outra analise de integracdo de dados genémicos foi realizada, no entanto, desta
vez incluindo informacdes de SNP e abundéncia de proteinas (POLETI et al., 2018)
associando-as ao perfil de &cidos graxos do musculo esquelético (CARDOSO et al.,
2021). Este estudo por sua vez, trouxe resultados importantes e que foram verificados
também em relacdo a sintese proteica. Foi verificada de forma sistematica a associacao
de miR-SNP com o perfil de acidos graxos e foram identificados trés miR-SNP
candidatos, localizados no bta-miR-2419-3p, bta-miR-193a-2 e bta-miR-1291. Estes
miRNA foram associados ao conteildo de C12:0 e C18:1 cis-11, C18:3 n-6 e a razéo n-
6:n-3, PUFA e razdo PUFA:SFA. Além disso, foi observado uma regulagdo candidata
desses miR-SNP nas interacdes miRNA-RNAmM com consequente efeito na expressao dos

RNAmM e na abundéncia das proteinas.

2.4 Aplicacdo da abordagem de protebmica para o estudo da abundancia
diferencial de proteinas e identificacdo de biomarcadores candidatos

Seguindo o Dogma Central da Biologia Molecular mais uma das moleculas
apresentadas nesta proposta do dogma foi estudada, a proteina. Neste estudo, o objetivo
principal foi caracterizar as mudancas no perfil protedmico do musculo esquelético em

relacdo a deposigdo e composic¢do da GIM em animais com GEBV extremos para GIM e
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perfil de acidos graxos, seguindo a mesma ideia experimental dos estudos anteriores.
Nesse estudo foi utilizada a abordagem de integracdo de dados do transcriptoma e de
quantificacdo da abundancia de proteinas sem o uso de marcadores (do inglés, label-free
quantitative proteomic) obtidos por meio da técnica de espectrometria de massas de alta
definicdo (HDMS, do inglés, High Definition Mass Spectrometry). Na Figura 6 esta
representado o resumo gréfico desse estudo.

Figura 6 — Resumo gréfico do estudo de identificagdo de proteinas diferencialmente abundantes no musculo
esquelético (Longissimus dorsi) entre os grupos de animais da raca Nelore com valores genéticos
estimados extremos para gordura intramuscular (GIM)
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Fonte: POLETI et al., 2018.

No presente estudo foram identificados 19.922 peptideos com erro < 5ppm, dos
quais 9.110 eram peptideos Unicos. A partir dos peptideos Unicos foram identificadas
2.529 com uma média de 7 peptideos por proteina, e por fim a partir desses dados 1.582
proteinas foram utilizadas na analise de abundéancia diferencial, apenas o filtro, proteinas
presentes em pelo menos oito réplicas bioldgicas e identificadas com pelo menos dois
peptideos. Destas 1.582 proteinas quantificadas, 164 foram identificadas como proteinas
diferencialmente abundantes (PDA, p < 0,05) entre os dois grupos de alto e baixo GEBV
para GIM. Destas 83 proteinas foram reguladas negativamente e 81 reguladas
positivamente no grupo de alto GEBV para GIM.

A analise de enriquecimento funcional a partir da lista de PDA identificou (p-valor
ajustado < 0,05) quatro vias canodnicas: Sinalizacdo do citoesqueleto de actina;
Remodelacdo da sinalizagdo de juncdo de aderentes epiteliais; sinalizacdo da doenca se
Huntington; e glicdlise | (Figura 7). Mais uma vez os estudos com a abordagem da

utilizacdo das ferramentas da biologia molecular seguindo os principios do Dogma
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Central da Biologia Molecular mostraram vias metabolicas importantes do metabolismo
lipidico e sua relacdo com doengas metabdlicas, aqui em destaque para a doenga

neurodegenerativa Huntington e a via da glicolise.

Figura 7 — Vias canonicas enriquecidas a partir da lista de proteinas diferencialmente abundantes entre os
grupos Alto vs. Baixo com base em valores genéticos estimados para gordura intramuscular

s \—

As formas verdes representam as vias enriquecidas, as formas azuis representam as proteinas mais
abundantes no grupo Alto e as formas vermelhas representam as proteinas reguladas menos abundantes no
grupo Alto.

No segundo estudo de Poleti et al. (2020) foram identificadas proteinas e sua
relacdo com o perfil transcriptdbmico do musculo esquelético de animais com valores
extremos de GEBYV para perfil de &cidos graxos, especificamente para o AO e o CLA-

c9t11. Na Figura 8, esta representado o resumo grafico do estudo.
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Figura 8 — Resumo grafico do estudo de identificacdo de proteinas diferencialmente abundantes no misculo
esquelético (Longissimus dorsi) entre os grupos de animais da raga Nelore com valores genéticos
estimados extremos para acido oleico e acido linoléico conjugado (CLA cis-9, trans-11)
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Fonte: POLETI et al., 2020.

Neste estudo foram identificados para 0s grupos de animais com Alto e Baixo
valores de AO e CLA cis-9, trans-11, 103 e 133 PDA, respectivamente. Destes 64 e 45
proteinas se apresentaram mais abundantes e 39 e 68 menos abundante para AO e CLA-
cotll, para o grupo Alto, respectivamente. A andlise comparativa entre os dados
protedmicos e transcriptdmicos revelou oito e dez genes com consisténcia entre os niveis
de expressio de RNAmM e abundancia de proteinas para AO e CLA-c9tll,
respectivamente. As proteinas Miosina 1D ndo convencional (MYO1D), receptor de
mineralocorticoide (NR3C2), subunidade alfa de geranilgeranil transferase tipo 2
(RABGGTA) e autoantigeno uveal com dominios coiled-coil e repeticdes de anquirina
(UACA) foram encontradas como proteinas candidatas para a deposi¢do de AO. E as
proteinas acido graxo sintase (FASN), cadeia de tubulina alfa-4A (TUBA4A), vinculina
(VCL), NADH desidrogenase 1 alfa sub-complexo 5 (NDUFAS5) e subunidade pré-
foldina 6 (PFDNG6) foram encontradas como proteinas candidatas para a deposi¢do CLA-
cotl1l.

Este estudo nos permitiu mais uma vez colaborar com a comunidade cientifica
com achados importantes para o melhor entendimento do papel dos acidos graxos, sejam

eles como componentes nutricionais conferindo um perfil de lipidios com carater mais
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saudavel ou como moléculas importantes e com funcionalidade em diversos processos
bioldgicos envolvidos com metabolismos de lipidios, consequentemente com doencas

metabdlicas.

2.5 Aplicacéo de ferramentas da bioinformatica e bioestatistica para identificacao

de eQTL (expression quantitative trait loci)

Uma outra abordagem inovadora aplicada aos dados obtidos pelos estudos
anteriores foi a identificacdo de locos quantitativos (expression quantitative trait loci,
eQTL) distribuidos em todo o0 genoma associados ao transcriptoma ou nivel de expressao
génica do conjunto total de genes expressos (nivel detectavel) no misculo esquelético.
Para isso foi realizada a analise de associacdo entre os dados de genotipagem em larga
escala (chip de SNP) e de expressdao génica (RNA-Seq). A partir dos resultados obtidos
foram identificados os hotspot eQTL, ou seja, 0os marcadores do tipo SNP que afetaram a
expressdo do maior numero de genes. Foram identificados nove hotspots eQTL
localizados nos cromossomos BTA3 (8 Mb), BTA4 (108 Mb), BTA11 (11 Mb), BTA14
(73 Mb), BTA16 (59 Mb), BTA17 (55 Mb) e BTA28 (20 Mb, 32 Mb). Entre esses, trés
deles apresentam fatores de transcricao com sitios de ligacdo para os genes com nivel de
expressdo afetada pelo gen6tipo do eQTL (BTAS - rs110242967, BTA11 - rs135914685
e BTA14 - rs134095631). Estes FT foram pesquisados dentro de uma regido de quatro
megabases da sua localizacdo, dois megabases antes e depois da localizacdo de cada um
destes eQTL (Figura 9). Esses trés FT foram identificados nos cromossomos BTA 3, 11
e 14, e séo eles respectivamente, USF1 (Upstream Transcription Factor 1), EGR4 (Early
Growth Response Protein 4) e RUNX1T1 (RUNX1 partner transcriptional co-repressor
1).
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Figura 9. Gréafico Circos de regides de hotspot eQTL que contém os fatores de transcricao
(FT) EGR4 (rs110242967), RUNX1T1 (rs134095631) e USF1 (rs135914685). Os tracos
coloridos do circulo representam cada cromossomo, enquanto as linhas coloridas
mostram a associacao entre as regides que contém os FT e 0s genes que foram associados
a essas regides de hotspot eQTL. As conexdes da regido USF1 sdo mostradas em azul, as
conexdes da regido EGR4 sé&o mostradas em vermelho e as conexdes da regido RUNX1T1

sdo mostradas em verde.

Figura 9 — Gréafico Circos de regibes de hotspot eQTL que contém os fatores de transcri¢do (FT) EGR4
(rs110242967), RUNX1T1 (rs134095631) e USF1 (rs135914685)
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Os tragos coloridos do circulo representam cada cromossomo, enquanto as linhas coloridas mostram a
associacdo entre as regides que contém os FT e os genes que foram associados a essas regifes de hotspot
eQTL. As conex0es da regido USF1 sdo mostradas em azul, as conexdes da regido EGR4 sdo mostradas
em vermelho e as conexdes da regido RUNX1T1 sdo mostradas em verde.

Com o interesse de entender o perfil de expressdo dos genes entre os diferentes
gendtipos destes eQTL, foi realizada ainda nesse estudo a analise de co-expressdo génica
e correlacdo com as caracteristicas de deposi¢cdo e composicdo de acidos graxos do
musculo esquelético, a partir da abordagem do WGCNA apresentada anteriormente no
item 2.3 desta tese. O enriquecimento funcional dos clusters (conjunto de genes co-

expressos) associados a estas caracteristicas para cada genotipo dos trés eQTL, mostrou
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processos bioldgicos relacionados a metabolismo e biossintese de lipidios, assim como
regulacdo de sinais de traducéo, diferenciagéo celular, resposta imune e metabolismo da
glicose (Figuras 10, 11 e 12). Devido ao baixo nimero de animais com o gendtipo
recessivo ou de menor frequéncia na populacdo (BB), neste estudo foram analisadas as
diferencas entre o homozigoto de maior frequéncia e o heterozigoto (AA e AB).

Neste estudo, foi possivel a identificacdo de diferentes regibes ao longo do
genoma que afetam o nivel de expressdo génica (expressdo de loci de caracteristicas
quantitativas, eQTL) e que se sobrepdem as regides de QTL associadas a deposicao e
composicao de GIM. Algumas dessas regides abrigam fatores de transcrigcdo e controlam
a expressdo de varios genes (hotspots). Assim, os resultados obtidos suportam a hipdtese
de que a andlise de eQTL pode ser usada para identificar regides reguladoras candidatas
assim como de fatores de transcri¢do associados a importantes caracteristicas fenotipicas

que sao controladas pela modulacédo do perfil de expressdo génica.
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Figura 10 — Redes de co-expressdo e principais genes hub dos moédulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTAS3 (rs110242967)
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As redes de co-expressdo mostram os 20 principais genes hub dos mddulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTA3 (rs110242967) correlacionados (p-valor < 0,10) com pelo menos trés caracteristicas
diferentes associadas a deposi¢ao e composigao lipidica no misculo esquelético de animais da raga Nelore.
Os octogonos coloridos representam os genes hub dentro de cada mddulo e os octégonos azuis representam
0s processos biolégicos associados (FDR 5%) aos genes.
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Figura 11 — Redes de co-expressao dos principais genes hub dos modulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTA11 (rs135914685)
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As redes de co-expressdo mostram os 20 principais genes hub dos médulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTA11 (rs135914685) correlacionados (p-valor < 0,10) com pelo menos trés caracteristicas
diferentes associadas a deposicéo e composicao lipidica no muasculo esquelético de animais da raca Nelore.
Os octogonos coloridos representam os genes hub dentro de cada médulo e 0s octégonos azuis representam
0s processos bioldgicos associados (FDR 5%) aos genes.
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Figura 12 — Redes de co-expressao dos principais genes hub dos modulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTA14 (rs134095631)
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As redes de co-expressdo mostram os 20 principais genes hub dos mddulos AA (a) e AB (b) do hotspot
localizado no BTA14 (rs134095631) correlacionados (p-valor <0,10) com pelo menos trés caracteristicas
diferentes associadas a deposicéo e composicao lipidica no muasculo esquelético de animais da raca Nelore.
Os octdgonos coloridos representam os genes hub dentro de cada modulo e os octdgonos azuis representam
0s processos hioldgicos associados (FDR 5%) aos genes.
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Assim, as questdes sobre a associacdo entre a ingestdo de carne e a incidéncia de
doengas em humanos continuam estimulando os cientistas a buscarem uma melhor
compreensdo dos processos biolégicos associados as diferencas na deposicdo e
composicdo da gordura intramuscular. Diante de todos os trabalhos desenvolvidos e
apresentados até esse momento, os resultados contribuirdo para o melhor entendimento
do papel dos &cidos graxos, no entanto, diante de novas descobertas mais questdes sao
levantadas (0 que impulsiona a pesquisa). Foi possivel ver uma associacdo dos acidos
graxos com vias metabdlicas e de biossintese dos acidos graxos, com resposta imune,
inflamacéo e doencas metabolicas principalmente neurodegenerativas. Entéo, a préxima
questdo levantada por nos foi: como sera o comportamento dos processos biolégicos
envolvidos com a deposicdo e composi¢do dos acidos graxos em uma situacdo de dieta
com diferentes fontes de acidos graxos, em diferentes tecidos em animais modelo para
doencas metabolicas em humanos e a0 mesmo tempo animais de produ¢do, em que temos

interesse na qualidade sensorial e nutricional da sua carne?

2.6 Efeito de diferentes fontes de acidos graxos dietéticas nas caracteristicas de

interesse econdmico na producao de suinos

Partindo da questdo levantada pela equipe de pesquisa, surge a proposta de um
novo projeto cientifico que daria o inicio da minha carreira como Jovem Pesquisadora,
Jovem Docente e Investigador Principal (PI, do inglés, Principal Investigator). No ano
de 2018, aprovei um projeto dentro do programa Jovem Pesquisador da Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), no mesmo ano em que aprovei
um projeto Universal do CNPq e bolsa de produtividade na pesquisa do CNPq.

Nesta proposta, o objetivo principal foi identificar alteragdes no desempenho e
consumo, no perfil do transcriptoma e dos &cidos graxos no musculo esquelético, figado
e cérebro; na qualidade da carcaca e carne; e no perfil imunologico de animais modelo
para doencgas metabolicas e de producgéo (suinos) alimentados com diferentes fontes de
acidos graxos dietéticas.

Esta pesquisa apresentou uma oportunidade para entender melhor as mudangas no
perfil do transcriptoma de diferentes tecidos animais modelo para doencas metabolicas e
de producédo alimentados com diferentes fontes de acidos graxos. Como 0s suinos séo
considerados animal modelo em diferentes estudos de doengas metabdlicas humanas, este

estudo se tornou de grande importancia tanto para a producdo animal quanto para a satde
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humana. Devido ao aumento da ocorréncia de transtornos metabdlicos, neurologicos e
cardiovasculares em humanos, estudos para identificar nutrientes moleculares como
imunorreguladores se tornaram prioritarios. Este estudo tem proporcionado um avango
em nosso conhecimento sobre como diferentes nutrientes contribuem para a satde animal
e humana por meio das seguintes abordagens:

1) A anélise dos niveis de expressaio de RNAm em diferentes tecidos gerou
conhecimento significativo sobre o papel das moléculas nutricionais, como 0s
acidos graxos, em varios processos biolégicos;

2) Contribuiu para a quantificacdo das diferencas nos niveis de expressao de RNAmM
entre diferentes tecidos;

3) ldentificou processos bioldgicos afetados pelas diferentes fontes de &cidos graxos
e diferentes niveis na dieta;

4) Contribuird para um melhor conhecimento sobre o uso dos acidos graxos como
imunonutrientes candidatos (analises ainda em andamento);

5) Contribuiu para um melhor conhecimento sobre a influéncia dos acidos graxos
sobre a qualidade da carcaca e carne, desempenho e eficiéncia alimentar dos
animais;

6) Tem contribuido para o preenchimento de uma lacuna na fronteira da pesquisa na
area da nutrigendmica no ambito nacional e internacional.

Este é o primeiro estudo que obteve dados de RNA-seq com alta cobertura e em
trés tecidos diferentes com aplicacGes na area de nutrigenémica e de producdo animal
para melhor entender o efeito do uso de diferentes fontes de acidos graxos dietéticos nos
perfis de expressdo génica e na resposta imunoldgica dos animais modelo. Novos
conhecimentos estdo sendo apresentados a comunidade cientifica. Até o momento, ja
foram realizados estudos para melhor compreender os efeitos do uso dos acidos graxos
nas caracteristicas da carcaca e do perfil de &cido graxos da carne de suino (MARTINS
etal., 2015; ESTANY etal., 2017; Ll et al., 2017), mas ndo em termos de nutrigendmica
e doengas metabdlicas em animal modelo.

O projeto tem permitido a colaboracdo entre pesquisadores de diferentes
instituicdes e areas, ocorrendo a nucleacdo e formagdo de um grupo com foco em
nutrigendmica. Outro resultado importante deste projeto € a formacao de pessoas em uma
nova linha de pesquisa, a qual envolve abordagens e conhecimento na area de producao
animal, nutrigendmica, biologia molecular, bioinformatica e gendmica funcional. Outro

aspecto de grande potencial deste projeto é a identificacdo de marcadores moleculares
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causais candidatos, marcadores moleculares funcionais, a consolidacdo da importancia
dos &cidos graxos como um imunonutriente, bem como, a identificacdo de vias
metabdlicas candidatas as quais podem ser foco da atuacdo de drogas. Dentro deste
contexto, os resultados aqui ja foram e serdo obtidos possuem um perfil tecnolégico e de
inovacdo relevante uma vez que possam ser indicados como marcadores moleculares
programas de selecdo gendmica (foco na produgdo animal e qualidade nutricional da
carne), rastreabilidade, e diagndstico molecular.

O desenho experimental do projeto que vem sendo desenvolvido com apoio
financeiro da FAPESP; de infraestrutura pela ESALQ/USP, DB Genética de Suinos,
FZEA/USP; e intelectual por parte dos pesquisadores colaboradores e alunos de
graduacdo e pos-graduacédo envolvidos, esta apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Desenho experimental do projeto

Projeto que vem sendo desenvolvido sob coordenagdo da Dr?. Aline Silva Mello Cesar.

Com o objetivo de respondermos as questBes levantadas sobre o efeito das
diferentes dietas sobre o desempenho, consumo, caracteristicas de qualidade da carcaca e
da carne, sensorial da carne, perfil de acidos graxos da carne e perfil da qualidade

nutricional da carne dos animais modelo para produgdo de carne, os suinos, foram
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realizadas as devidas medidas das caracteristicas de interesse e os resultados foram
apresentados & comunidade cientifica por meio das publicacbes de Almeida et al., 2021;
Gomes et al., 2021; Silva et al., 2021 (Apéndice R).

A partir dos resultados obtidos, verificamos que as diferentes dietas contendo 3%
de oOleo de soja (SOY3.0), 6leo de canola (CO) e 6leo de peixe (FO) nas fases de
crescimento e terminacdo dos suinos da raga Large White, ndo alteraram o desempenho,
consumo e as caracteristicas da carcaca e da carne. No entanto, o perfil de acidos graxos
foi afetado pelas diferentes dietas para a maioria dos acidos graxos detectados na carne.
Embora a adi¢cdo de 3% de CO ou FO as dietas tenha proporcionado pequenos beneficios
nutricionais aos consumidores em termos de teores de MUFA e n-3 PUFA de cadeia
longa, respectivamente, a formulacgdo de dietas de crescimento-terminagédo com 1,5% de
6leo de soja (SOY1.5) foi adequada o suficiente em termos da composicdo dos acidos
graxos, apresentando boa qualidade nutricional para os consumidores. Em relacdo ao teste
sensorial de aceitacdo da carne os participantes sinalizaram maior aceita¢do para a carne
dos animais que foram alimentados com 3% SOY3.0, provavelmente devido a maciez

melhorada.
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Tabela 2 — Efeito do uso de diferentes fontes de acidos graxos dietéticos sobre as caracteristicas de
qualidade da carcaca e da carne de suinos em fase de crescimento e terminagéo?

Dietary treatment Pooled P-

Item SOY15 SOY3.0 CO FO SEM?  value
Slaughter weight, kg 129.60 131.16 136.61 13244 1.61 0.51
Hot carcass weight, kg 98.21 99.72 102.70 99.53 1.20 0.54
Cold carcass weight, kg 91.03 9253 9542 92.37 1.17 0.55
Hot dressing percent,®% 75.18° 76.03* 75.20° 75.23* 0.14 0.07
Cold dressing percent,* % 69.65° 70.53% 69.86° 69.74* 0.14 0.04
Shrink loss,® % 7.35 7.24 7.11 7.30 0.06 0.48
10th-rib backfat, mm 18.95 19.17 18.31 19.95 0.61 0.80
Lean percentage,® % 56.42 55.32 56.02 55.09 0.25 0.16
LL

Area, cm? 56.72 53.74 56.68 53.60 0.86 0.40

Intramuscular fat, % 1.94 2.63 2.19 2.65 0.19 0.34

pH at 45 minutes 6.24 6.33 6.24 6.27 0.02 0.39

pH at 24 hours 5.72 5.78 5.79 5.69 0.02 0.42

Drip loss, % 5.59 4.94 5.82 4.88 0.24 0.46

Cooking loss, % 18.71 17.89 19.09 1774  0.46 0.47

Warner-Bratzler shear force, N 46.342 3473 35.66° 40.81* 0.18 0.05

Pigs (n = 96) were fed either a corn-soybean meal diet containing 1.5% soybean oil (SOY1.5; control) or
diets containing 3% SOY3.0, canola oil (CO), or fish oil (FO). Values represent the least square means
from a subset of pigs (n=72; 18 pigs/treatment).

2Standard error of the least square means.

3Hot dressing percent = {(hot carcass weight/slaughter weight)} x 100.

4Cold dressing percent = {(cold carcass weight/slaughter weight)} x 100.

SShrink loss = {1- (cold carcass weight/hot carcass weight)} x 100 (James et al., 2013).

SLean percentage = {[7.231 + (0.437 x hot carcass weight, Ib.) — (18.746 x 10th-rib backfat, in.) + (3.877
x LL area, sg. in.)]/hot carcass weight, Ib.} x 100 (Groesbeck et al., 2007).

abWithin a row, values without a common superscript differ (P < 0.05) or tended to differ (0.05 < P <0.10)
using Tukey’s method.

Fonte: ALMEIDA et al., 2021.
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de suinos em fase de crescimento e terminacdo?

Tabela 3 — Efeito do uso de diferentes fontes de acidos graxos dietéticos no perfil de acidos graxos da carne

Dietary treatment Poole

tem SOY15 SOY3.0 CO SEdMZ value
Saturated fatty acid (SFA)

Myristic acid (C14:0) 1.14 1.19 1.21 1.24 0.01 0.11

Palmitic acid (C16:0) 25.50° 25.01° 2470  26.43* 021 <0.01

Stearic acid (C18:0) 12.02° 11.89° 11.04° 12632 0.15 <0.01
Monounsaturated fatty acid (MUFA)

Palmitoleic acid (C16:1) 2.86" 3.178 3.05% 326 005 0.04

Oleic acid (C18:1 n-9) 38.92° 44.60? 4495  40.33° 0.64 <0.01

Eicosenoic acid (C20:1 n-9) 0.51 0.56 0.58 0.56 001 0.21
Polyunsaturated fatty acid (PUFA)

Linoleic acid (C18:2 n-6) 17.902 12.96° 13.33° 13.83° 050 <0.01

Alpha-linolenic acid (C18:3 n-3) 0.802 0.54° 0.53° 0.59° 0.03 <0.01

Eicosapentaenoic acid (C20:5 n-3, EPA) 0.29b 0.11° 0.08° 0.462 0.04 <0.01

Docosahexaenoic acid (C22:6 n-3, DHA) 0.36° 0.14¢ 0.09¢ 0.61° 0.05 <0.01
Total SFA 38.83° 38.09° 37.44>  40.29° 033 <0.01
Total MUFA 41.78P 47.322 48.76%  4355° 0.68 <0.01
Total PUFA 18.912 13.74° 13.97° 15.60° 054 <0.01
Total n-3 PUFAS 1.01° 0.70P 0.64° 1.392 0.08 <0.01
Total n-6 PUFA* 17.902 12.96° 13.33° 13.83* 050 <0.01
PUFA:SFA ratio® 0.462 0.36° 0.37° 0.38° 0.01 <0.01
n-6:n-3 PUFA ratio® 18.982 18.932 21678 11.87° 092 <0.01
lodine value’ 69.122 65.41° 66.49°  64.49° 059  0.02
Atherogenic index® 0.50° 0.49° 0.48° 053 001 0.02

Pigs (n = 96) were fed either a corn-soybean meal diet containing 1.5% soybean oil (SOY1.5) or diets
containing with 3% SOY?3.0, canola oil (CO), or fish oil (FO). Values represent the least square means from
a subset of pigs (n= 72; 18 pigs/treatment).

2SEM = standard error of the least square means.

3Total n-3 PUFA = {[C18:3 n-3] + [C20:5 n-3] + [C22:6 n-3]}.

*Total n-6 PUFA = C18:2 n-6.

°PUFA:SFA ratio = total PUFA/total SFA.

°X n-6/% n-3 PUFA ratio.

"lodine value = (0.95 x [C16:1]) + (0.86 x [C18:1]) + (1.732 x [C18:2]) + (2.616 x [C18:3]) + (0.785 x
[C20:1]), where brackets indicate concentrations (AOCS, 1998; Method Cd 1c-85).

8Atherogenic index = (4 x [C14:0]) + (C16:0)/(total MUFA] + [total PUFA]), where brackets indicate
concentrations (Ulbricht and Southgate, 1991).

a-°\Within a row, values without a common superscript differ (P < 0.05) or tended to differ (0.05 <P <0.10)
using Tukey’s method.

Fonte: ALMEIDA et al., 2021.

O perfil de &cidos graxos da carne observado de forma geral diferenciado entre as

dietas mostra a importdncia dos programas nutricionais na produgdo animal,
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principalmente de animais monogastricos. Assim, uma melhor compreensdo das
alteragBes metabdlicas que ocorrem com a inclusdo alimentar dessas fontes de acidos
graxos e as vias de sinalizagéo relacionadas podem otimizar esses programas nutricionais
de suinos envolvendo fontes ou niveis diferentes para atender as exigéncias dos
consumidores, principalmente nas questfes de salde, o que envolve a incidéncia de
doencas metabolicas como a diabetes do tipo 2, obesidade e aterosclerose.

Os estudos de Gomes et al. (2021) e Silva et al. (2021), utilizando os dados deste
mesmo projeto verificaram efeito das dietas com diferentes fontes de acidos graxos sobre

a maciez da carne e perfil de acidos graxos no figado e no cérebro, respectivamente.

2.7 Efeito de diferentes fontes e niveis de acidos graxos dietéticos sobre a expressao

génica de diferentes tecidos de animal modelo como o suino

Os primeiros artigos referentes ao projeto Jovem Pesquisador (ALMEIDA et al.,
2021, GOMES et al., 2021 e SILVA et al., 2021) confirmaram a hipdtese de que a dieta
com diferentes fontes de &cidos graxos modularia o perfil de acidos graxos de diferentes
tecidos (aqui especificamente, muasculo, cérebro e figado), mas ndo afetou a maior parte
das caracteristicas de interesse econdmico avaliadas. Essas informagdes ndo sao
inovadoras (TEYE et al., 2006), mas um diferencial do nosso estudo é a utilizacdo de uma
populacdo de machos imunocastrados, uma tendéncia mundial, diante das exigéncias de
bem-estar animal, além da populacdo apresentar a caracteristica de racas magras por
selecdo genética.

Ainda existe uma lacuna no conhecimento sobre o efeito dos &cidos graxos
dietéticos sobre a expressdo génica e processos inflamatdrios, uma vez que sabemos que
sdo moléculas com importante papel na regulacdo de vias e processos metabélicos, além
de estarem associados a processos inflamatdrios e doencas metabdlicas como a obesidade,
uma doenca inflamatoria. Assim, para melhor entendermos o efeito dos acidos graxos
sobre o nivel de expressdo génica ou do transcriptoma, coletamos no momento do abate
amostras do musculo esquelético (Longissimus dorsi), do figado e do cérebro dos animais
utilizados no estudo de Almeida et al. (2021). Esses tecidos foram selecionados por serem
importantes nos processos metabolicos dos lipidios e doengas metabdlicas como
obesidade, diabetes do tipo 2, inflamacdo do figado e em doencas neurodegenerativas.

O RNA total destes tecidos foi extraido, as bibliotecas de RNAm foram

construidas e estas por sua vez foram sequenciadas por meio da tecnologia de
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sequenciamento de nova geracdo. Os detalhes dos procedimentos estdo descritos em
Fanalli (2022) e o pipeline de analise dos dados esta apresentado na Figura 14. Em que a
expressdo diferencial foi realizada entre os dois niveis de 6leo de soja na dieta (1,5 e 3%)
e entre as combinacdes entre os diferentes 6leos a 3% na dieta (Soja, canola e peixe).
Desta forma para cada analise de expressao génica diferencial foram utilizados 18 animais

para cada tratamento/dieta.

Figura 14 — Fluxograma das analises realizadas no estudo, iniciando pela coleta e extragdo do RNA,
passando pelas etapas de obtencdo dos dados e analises de bioinformatica e bioestatistica

Coleta das amostras — nitrogénio liquido Extracdo RNA e bibliotecas RNAm
Mdsculo, figado e cérebro ::>

TrueSeq Library kit — paired-end 100 pb (Illumina)

U

Fluxog rama das Analises FastQC v. 0.11.8 and Trim Galore v.065

Controle de Qualidade - Dados do Sequenciamento

U

Mapeamento e Contagem
STAR v.2.7.6a — Sus scrofa 11.1

U

Anotacdo e Enriquecimento Funcional Normalizagao e Analise da Expressao Diferencial
MetaCore v. 22.1 build 70800 <:| DESeq2 (FDR 10%)

2.7.1  Efeito de diferentes niveis de acidos graxos dietéticos sobre a expressao génica

de tecido muscular esquelético e hepético de suinos (animal modelo)

A primeira hipétese testada por nos foi que diferentes niveis de éleo de soja (1,5%
SOY1.5 ou 3,0% SOY3.0) na dieta de suinos machos imunocastrados fornecida durante
as fases de crescimento e terminagédo afetam o perfil do transcriptoma do tecido muscular
esquelético e do figado, o qual afeta os processos bioldgicos envolvidos com doengas
metabolicas e a resposta inflamatoria.

O 6leo de soja é uma fonte de acidos graxos insaturados (do inglés, Unsaturated
Fatty Acid, UFA) muito utilizado na alimentacdo humana e animal, ent&o os objetivos do
nosso primeiro estudo de nutrigendémica foram avaliar as mudancas no nivel de expressao
génica dos tecidos muscular esquelético e hepatico, e identificar vias metabolicas e redes

génicas impactadas pela composic¢do de acidos graxos diante dos diferentes niveis de 6leo
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de soja adicionados na dieta dos suinos (1,5 %, SOY1.5 vs 3,0%, SOY3.0). Para isso,
utilizamos os dados de sequenciamento de RNAmM (RNA-Seq) de 35 amostras de tecido
hepatico (SOY1.5, n=17 e SOY3.0, n=18) e 36 amostras de musculo esquelético
(SOY1.5, n=18 e SOY3.0, n=18) de suinos da raca Large White. O pipeline de anélises
de bioinformatica, bioestatistica e de enriquecimento funcional utilizado esta
representado na Figura 14.

A andlise do transcriptoma do mausculo esquelético revelou 45 genes
diferencialmente expressos (DEG, FDR 10%), e a analise de enriquecimento funcional
(FDR < 0,10) identificou mapas de rede relacionados a inflamacdo, processo
imunolégico, apoptose, estimulacdo da degradacdo lipidica em adipécitos e vias
associadas ao metabolismo de triacilglicerol e ao estresse oxidativo na sindrome dos

adipdcitos na diabetes tipo 2 e disfuncdo metabdlica da via X (Tabela 4).

Tabela 4 — Mapas de vias biol6gicas identificadas pelo software MetaCore (valor p nominal < 0,1) a partir
da lista de genes diferencialmente expressos (FDR 10%) no musculo esquelético de suinos
machos imunocastrados alimentados com dois niveis diferentes de 6leo de soja na dieta (1,5% e
3,0% de bleo de soja)

Pathway maps p-value DEG!
Fatty Acid Omega Oxidation 3,33E-02 AL3A2
Leukotriene 4 biosynthesis and metabolism 4,42E-02 AL3A2
TNF-alpha, IL-1 beta induces dyslipidemia and inflammation in obesity and
type 2 diabetes in adipocytes 4,64E-02 AZGP1
Breakdown of CD4+ T cell peripheral tolerance in type 1 diabetes mellitus 5,39E-02 CD4
Triacylglycerol metabolism p.1 6,56E-02 AL3A2
Oxidative stress in adipocyte dysfunction in type 2 diabetes and metabolic 6.99E-02
syndrome X ’ AL3A2
Peroxisomal branched chain fatty acid oxidation 9,08E-02 AL3A2

1 Genes diferencialmente expressos (do inglés, Differentially Expressed Genes, DEG).
Fonte: FANALLI et al., 2022.

O gene AL3A2 codifica para a enzima AL3A2, a qual auxilia na desintoxicacédo
de aldeidos produzidos pelo metabolismo do alcool e peroxidagdo lipidica, no
desenvolvimento do sistema nervoso central e periférico e na oxidacdo de aldeidos
alifaticos de cadeia longa em &cido graxo (STELZER et al., 2016). Este gene participa da
oxidacdo do acido 12-oxo-dodecandico a &cido dodecanodidico pela ativacdo de um
mecanismo de catalise (KELSON; SECOR MCVOY; RI1ZZO, 1997). Este gene também
participa da via “biossintese e metabolismo do leucotrieno 4”, onde o Leucotrieno E4 ¢
formado por uma familia de mediadores lipidicos inflamatorios e sintetizado a partir do
acido araquidébnico (AA) através de uma diversidade de células, como basofilos,

mastocitos, eosinofilos, e macrofagos, sendo a etapa final de inativacdo no metabolismo
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do Leucotrieno B4 (PETERS-GOLDEN; GLEASON; TOGIAS, 2006). O gene AL3A2
também esta envolvido no “metabolismo de triacilglicerol e no estresse oxidativo na
disfuncdo de adipdcitos no diabetes tipo 2” e na via da “sindrome metabdlica X”
(MASLOV et al., 2019).

No nosso estudo o AL3A2 foi identificado como um GDE no mdsculo esquelético
dos suinos alimentados com diferentes niveis de 6leo de soja (1,5% vs 3%), o qual foi
menos expresso no grupo SOY1.5 (log2foldchange -0,77). Diante da nossa hipdtese de
que os diferentes niveis de 6leo de soja na dieta podem afetar o nivel de expresséo de
AL3A2, o consumo de maiores niveis de 6leo de soja pode estar associado a maiores taxas
de oxidacdo lipidica e acimulo de radicais livres nas células causando danos celulares e,
consequentemente, um quadro inflamatdrio que levaria as doengas metabdlicas como
diabetes tipo 2 e aterosclerose (PAN et al., 2016, Figura 15). Esses resultados confirmam
estudos anteriores que identificaram que as isoenzimas da aldeido graxo desidrogenase,
como AL3A2, tém funcdes especificas em células associadas a inflamacéo, diferenciacéo
ou respostas ao estresse oxidativo (BAZEWICZ et al., 2019; CHU et al., 2019)

Para o tecido hepatico, a andlise do transcriptoma revelou 281 GDE os quais
participam de mapas de rede relacionados a doengas neurodegenerativas como Alzheimer
e Hyntington (Tabela 5) de acordo com o enriquecimento funcional realizado pelo
programa MetaCore (Clarivate analytics). Cinco mapas de vias bioldgicas diferentes
foram detectados (valor p nominal < 0,10), os quais estdo ligados a BAG chaperone 1
(BAG-1), ST13 Hsp70 Interacting Protein (Hip), Microtubule Associated Protein Tau
(MAPT), grupo de ndo-cadeias leves alcalinas fosforildveis de Miosina 1l (MELC),
Proteina Fosfatase 2 Catalitica (PP2C), Adenina nucleotideo translocases Grupo de
proteina (ANT), Peptidilprolil Isomerase F (PPIF) e genes inibidores de quinase
dependentes de ciclina 1A (CDKNZ1A ou p21).
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Tabela 5 — Mapas de vias bioldgicas identificadas pelo software MetaCore (valor p nominal < 0,1) a partir
da lista de genes diferencialmente expressos (FDR 10%) no musculo hepatico de suinos machos
imunocastrados alimentados com dois niveis diferentes de 6leo de soja na dieta (1,5% e 3,0% de
6leo de soja)

MAPS pVALUE DEG!
BAG-1,
HSP70 and HSP40-dependent folding in Huntington's disease 1.034e-2  ST13 (Hip)
Inhibition of remyelination in multiple sclerosis: regulation of cytoskeleton MAPT,
proteins 3.022e-2 MELC
MAPT,
Tau pathology in Alzheimer disease 4.543e-2 PP2C
Mitochondrial dysfunction in neurodegenerative diseases 5.153e-2 ANT
Dual role of p53 in transcription deregulation in Huntington's Disease 7.179e-2 p21

1 Genes diferencialmente expressos (do inglés, Differentially Expressed Genes, DEG).
Fonte: FANALLI et al., 2022.

Os nossos achados corroboram com informagdes ja publicadas sobre o papel
fundamental do figado no equilibrio energético de todo o corpo, o qual remove toxinas
como a amdnia e € responsavel pela desintoxicacdo da maioria dos compostos toxicos
enddgenos e exdgenos. Quando algum mecanismo hepatico falha, causa problemas que
podem atingir outros drgdos, por exemplo, o cérebro, afetando a funcdo cerebral e
causando diversas doencas neurodegenerativas, incluindo Huntington e Alzheimer
(FELIPO, 2013; CARROLL et al., 2015). Na doenca de Huntington (DH), a maioria dos
sintomas esta relacionada a danos neuronais, embora anormalidades adicionais do tecido
periférico, como deficiéncia do metabolismo energético, atrofia do muasculo esquelético
e disfuncéo do tecido adiposo, tenham sido relatadas em humanos e camundongos com
DH (CHIANG; CHERN; JUO, 2011). Em camundongos, os agregados da proteina Htt
mutante resultante (mHtt) foram encontrados a partir do modelo de camundongo
transgénico, mHitt esta relacionado com a supressao do fator de transcricdo C/EBPa (TF
critico para a homeostase energética) e a funcéo da proteina PPARY, hd uma evidéncia de
que defeitos na funcdo hepéatica podem contribuir para anormalidades periféricas em
camundongos em HD (CHIANG et al., 2011).

Neste contexto, um dos GDE identificado no figado de suinos alimentados com
diferentes niveis de 6leo de soja (1,5 vs 3%) foi o peptidilprolil isomerase F (PPIF),
membro da familia peptidil-prolil cis-trans isomerase (PPlase), o qual foi mais expresso
(log2foldchange +0,81) no grupo SOY1.5. Na via de disfungdo mitocondrial na doenga
neurodegenerativa (Figura 16), o GDE PPIF esta ligado ao gene ANT. O PPIF faz parte
do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP) da membrana interna da
mitocondria (STELZER et al., 2016). Existem evidéncias de que essa ativagcdo de poros

de transicdo pode estar relacionada a inducdo de morte celular por necrose e apoptose. As
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PPlases sdo responsaveis por catalisar a isomerizacdo cis-trans de ligacGes peptidicas
imidicas de prolina em oligopeptideos e com isso auxiliar no enovelamento de proteinas
(DAVIS et al., 2010; STELZER et al., 2016).

As doencas neurodegenerativas podem estar envolvidas com o canal de Ca2+
intracelular tanto pela perda via homeostase quanto pela excitotoxicidade (REGO;
OLIVEIRA, 2003). Uma sobrecarga de alta concentracdo de Ca2+ intracelular reflete em
uma sobrecarga da via UCP2 e UCP3 no canal de Ca2+ mitocondrial, que pode induzir a
despolarizacdo da membrana mitocondrial e, como uma das consequéncias, ativar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) estimulando o complexo MPTP pelas
vias Cardiolipina/ANT (BEAL, 1998; BRUSTOVETSKY et al., 2003). A via metabdlica
deste processo esté representada na Figura 17, uma das vias encontradas e escolhida para

ser apresentada neste trabalho.
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Figura 15 — Estresse oxidativo na disfuncéo de adipocitos em diabetes tipo 2 e sindrome metabolica
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Mapa da via X criado usando o software MetaCore (valor p nominal < 0,1) e a lista de genes
diferencialmente expressos (FDR 10%) no musculo esquelético de suinos machos imunocastrados
alimentados com dois niveis diferentes de déleo de soja na dieta (1,5 % e 3,0 % de 6leo de soja). O
termOmetro azul indica que o DEG esta regulado negativamente (log2foldchange -0,77) na dieta com 1,5%
de dleo de soja (SOY1.5). As setas verdes indicam interagcBes positivas, as setas vermelhas indicam
interacdo negativa e as setas cinza indicam interacdo ndo especificada. Para uma defini¢do detalhada,
consulte https://portal.genego.com/legends/MetaCoreQuickReferenceGuide.pdf.

Fonte: FANALLLI, (2022).

51



Figura 16 — Mapa de vias de disfun¢éo mitocondrial em doencgas neurodegenerativas
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Mapa de vias de disfuncdo mitocondrial em doengas neurodegenerativas criado usando o software
MetaCore (valor p nominal < 0,1) e a lista de genes diferencialmente expressos (FDR 10%) no figado de
suinos machos imunocastrados alimentados com dois niveis diferentes de 6leo de soja na dieta (1,5% e
3,0% de dleo de soja). O termdmetro vermelho indica que o DEG é regulado positivamente (log2foldchange
+0,81 e +0,57) na dieta com 1,5% de 6leo de soja (SOY1.5). As linhas roxas indicam aumentos nas doencas
e as linhas pontilhadas roxas surgem nas doengas. As setas verdes indicam interacdes positivas, as setas
vermelhas indicam interaces negativas e as setas cinza indicam interagdes ndo especificadas. Para uma
definicdo detalhada, consulte https://portal.genego.com/legends/MetaCoreQuickReferenceGuide.pdf.
Fonte: FANALLLI, (2022).

Neste estudo com a abordagem em nutrigendmica, verificamos que diferentes
niveis de 6leo de soja na dieta de suinos, modelo animal para doengas metabdlicas em
humanos, afetaram o perfil do transcriptoma do tecido muscular esquelético e hepatico.
Os genes diferencialmente expressos aqui identificados participam de mapas de rede
associados a doencas metabolicas e neurodegenerativas. Esses achados podem ajudar a

entender melhor os mecanismos biol6gicos que podem ser modulados pela dieta.
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2.7.2  Efeito de diferentes fontes de acidos graxos dietéticos sobre a expressao génica

de tecido muscular esquelético e hepético de suinos (animal modelo)

Neste estudo nossa hipotese foi que a variagdo no perfil de acidos graxos poderia
estar associada a diferenca na expressao génica no tecido muscular esquelético e hepatico.
Assim, nosso objetivo foi avaliar as alteragdes na expressdo génica no tecido muscular
esquelético e no hepatico de suinos machos imunocastrados alimentados com dieta com
diferentes perfis de acidos graxos (fontes de 6leos) e identificar vias metabdlicas e redes
génicas impactadas pela dieta. Para isso seguimos nosso desenho experimental, em que
foram avaliados os dados de RNA-Seq de 18 animais em cada dieta, em que a dieta basal
consistia principalmente de milho e farelo de soja adicionados de 3% de 6leo de soja
(SOY) ou 3% de 6leo de canola (CO) ou 3% de 6leo de peixe (FO) por um periodo
experimental de 98 dias que compreendeu as fases de crescimento e terminacéo.

As analises de expressdo diferencial foram realizadas entre os grupos SOY vs CO,
SOY vs FO e CO vs FO. Foram identificados 65 e 148 GDE no musculo esquelético e
figado, respectivamente, entre SOY vs CO e identificadas vias bioldgicas relacionadas a
oxidacdo de AG, regulacdo do metabolismo lipidico, as doencas diabetes mellitus tipo 2,
obesidade e Huntington, resposta imune e regulagdo do metabolismo. Entre SOY vs FO
em musculo esquelético e figado, foram identificados 531 e 143 GDE respectivamente,
com vias associadas as doencas obesidade, Huntington e diabetes do tipo 2, TNF-alfa,
metabolismo do colesterol, redes de resposta imune e contracdo muscular.

Entre CO vs FO foram identificados 32 GDE no musculo esquelético relacionados
as vias do metabolismo lipidico, diabetes mellitus 1 e 2, metabolismo de triacilglicerol e
redes foram relacionadas a resposta imune e metabolismo de &cidos biliares. No figado
ndo foi identificado GDE para esta comparacdo. Quatro GDE (Tabela 6) foram comuns
entre as comparacOes de analise de expressdo génica dentro das dietas no tecido muscular
(COvs SOY; SOY vs FO e CO vs FO) e 20 DEG nas comparacdes de figado (CO vs SOY
e SOY vs FO) (Tabela 7). Esses resultados foram obtidos usando a ferramenta “comparar

experimentos” do software MetaCore (Clarivate Analytics).
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Tabela 6 — Genes diferencialmente expressos comuns entre as compara¢des no musculo esquelético de
suinos machos imunocastrados alimentados com diferentes perfis de dcidos graxos

Gene name CO vs SO SO vs FO! COvs FO!
Aldehyde dehydrogenase 3 family member Al i i i
(AL3A1) 2,01 1,89 2,07
Aldehyde dehydrogenase family 3 member A2 i i i
(AL3A2) 0,79 0,69 0,60
T-cell surface glycoprotein CD4 (CD4) -1,55 -1,36 -1,52
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like 0423 -0.457 0471

anchor protein (LRBA)

log2foldchange
Fonte: FANALLLI, (2022).

Tabela 7 — Genes diferencialmente expressos comuns entre as comparagdes no tecido hepético de suinos

machos imunocastrados alimentados com diferentes perfis de &cidos graxos

Gene Gene name CO vs SOt SO vs FO!
ENSSSCG00000001074 Lys'”e'Spec'f'C(Q'[S)tlf’/lnleB‘)jemethy'ase 1B 04855008  -0,475961
N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-
ENSSSCG00000009798 acetylglucosaminyltransferase 4 -1,9173398 -1,392796
(B3GNT4)
Double zinc ribbon and ankyrin repeat- i
ENSSSCG00000007094 containing protein 1 (DZANK1) 0,5556057 0,5548601
ENSSSCG00000016957 CD180 antigen (CD180) 0,7455773 0,8958053
Protein disulfide isomerase CRELD2
ENSSSCG00000000981 (CRELD2) 1,0571841 0,8597076
ENSSSCG00000013270 Cryptochrome-2 (CRY2) -0,8608731 -0,6707014
ENSSSCG00000003006 Cytochrome P450 2B6 (CYP2B6) -2,4491783  -2,1859678
ENSSSCG00000006238 Cytochrome P450 7A1(CYP7AL) -2,3114053 -2,7700322
ENSSSCG00000014170 Subdomains A and C of human 04855452 -0,5212565
calpastatin domain | (CAST)
ENSSSCG00000003148 D site-binding protein (DBP) -1,574868 -1,2723083
ENSSSCG00000016295 Ephexin-1 (NGEF) -0,6023513  -0,6488463
ENSSSCG00000017203 Galactokinase (GALK1) 0,6886798 0,6483007
G-protein coupled receptor 1
ENSSSCG00000016129 (CMKLR?2) -1,2068807 -0,952109
Coiled-coil domain-containing protein
ENSSSCG00000014903 90B, mitochondrial (CCDC90B) -0,4203927  -0,5027945
ENSSSCG00000018092 NADH-ubiquinone oxidoreductase g gygq857 0 9243504
chain 6 (ND6)
ENSSSCG00000017781 Peroxisomal sarcosine oxidase (PIPOX)  -1,1236401 -0,9819005
PR domain zinc finger protein 10
ENSSSCG00000015243 (PRDML10) -0,9946819  -0,8690498
Mothers against decapentaplegic i i
ENSSSCG00000004952 homolog 3 (SMAD3) 0,3173857 0,3779015
log2foldchange

Fonte: FANALLLI, (2022).
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Nesse estudo foram identificados importantes vias bioldgicas associadas ao
metabolismo lipidico, resposta & inflamagdo e doencas metabdlicas. Comprovando o
efeito das diferentes fontes de dleo na dieta dos suinos sobre o perfil transcriptdmico do
musculo esquelético e do figado (FANALLLI, 2022).

2.7.3  Efeito de diferentes fontes de &cidos graxos dietéticos sobre a expressado génica
de tecido muscular esquelético e hepético de suinos (animal modelo)

Diante dos achados em nossos estudos anteriores foi realizado um novo estudo
cujo objetivo foi identificar os principais fatores de transcricdo envolvidos no
metabolismo lipidico e na resposta imune relacionados aos genes diferencialmente
expressos (FANALLI et al., 2022). Para este estudo foram utilizados os dados de RNA-
Seq das amostras de figado dos animais alimentados com dietas contendo 1,5 ou 3,0% de
6leo de soja (SOY1.5 ou SOY3.0). Adicionalmente, foram avaliados os parametros
bioguimicos do soro sanguineos destes animais. Foi identificado um total de 281 GDE
entre as dietas SOY1.5 e SOY3.0 (log2foldchange > 1 ou < - 1; valor de p corrigido para
FDR < 0,1), em que 129 foram regulados negativamente e 152 foram regulados
positivamente no grupo SOY1.5. A andlise de anotacdo funcional detectou fatores de
transcricdo ligados a homeostase lipidica e resposta imune, como RXRA, EGFR e
SREBP2. Esses achados demonstraram que fatores de transcricdo relacionados ao
metabolismo lipidico podem ser modulados pelo nivel de inclusdo de 6leo de soja na
dieta.

Os parametros bioquimicos do soro sanguineos estdo apresentados na Tabela 8, e
observamos que a albumina (g/dL), triglicerideos (mg/dL) e lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL mg/dL) foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) entre os dois
grupos de dieta, onde o os animais da SOYL1.5 apresentaram maiores valores desses
parametros. Os SFA, MUFA, PUFA e suas proporcdes foram estatisticamente diferentes
(p < 0,05) entre os grupos, onde podemos observar maior propor¢ao da soma de MUFA
e PUFA e 6mega 3 (n-3) no grupo de dieta SOY3.0. O mesmo grupo que apresenta
triglicerideos e VLDL mais baixos no sangue. No entanto, de acordo com nosso estudo
anterior (ALMEIDA et al., 2021), os animais ndo apresentaram diferencas no peso

corporal, gordura subcutanea e deposicéo de gordura intramuscular entre as dietas.
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Tabela 8 — Efeito das dietas sobre parametros bioquimicos sanguineos e perfil de &cidos graxos do figado
de suinos machos imunocastrados alimentados com dietas contendo diferentes niveis de 6leo de
soja (SOY1.5: 1,5% e SOY3.0: 3,0% dleo de soja)

Variable Treatments
SOVIE SOv30 Pooled SEM* P-value
Glucose(mg/dL) 81.85 82.85 4.17 0.81
Aspartataminotransferase (U/L) 40.35 38.13 2.42 0.37
TotalProteins (g/dL) 6.69 6.47 0.13 0.11
Albumin(g/dL) 3.70a 3.46b 0.11 <0.05
Globulin(g/dL) 2.996 2.999 0.12 0.98
Triglycerides(mg/dL) 44.48a 35.70b 4 <0.05
Cholesterol(mg/dL) 99.34 96.55 4.58 0.55
HDL(mg/dL) 44.34 43.72 2.06 0.77
LDL(mg/dL) 45.99 45.71 2.91 0.92
VLDL(mg/dL) 9.00a 7.13b 0.81 <0.05
Body weight (kg) 130.61 131.17 3.0430 0.86
Intramuscular fat (%) 1.94 2.63 0.35 0.06
Liver fat (%) 2.6750 3.1878 0.6520 0.44
Total SFA (%) 46.69 45.24 1.03 0.31
Total MUFA (%) 22.01a 28.78b 1.04 <0.01
Total PUFA (%) 30.79a 26.06b 0.55 <0.01
Total n-3 PUFA (%)? 3.75a 2.42b 0.37 <0.01
Total n-6 PUFA (%)® 27.02a 23.64b 0.67 <0.01
PUFA:SFA ratio (%)* 0.67a 0.58b 0.02 <0.01
n-6:n-3 PUFA ratio® 8.51a 9.9b 0.5 <0.05
Atherogenic index® 0,45a 0.49b 0.18 <0.01

1 SEM = standard error of the least square means.

2 Total n-3 PUFA = {[C18:3 n-3] + [C20:5 n-3] + [C22:6 n-3]}.

3 Total n-6 PUFA = C18:2 n-6.

SAPUFA:SFA ratio = total PUFA/total SFA.

5% n-6/Z n-3 PUFA ratio.

6 Atherogenic index = (4 x [C14:0]) + (C16:0)/(total MUFA] + [total

PUFA]), where brackets indicate concentrations (Ulbricht and Southgate, 1991).

a-b Within a row, values without a common superscript differ (P < 0.05) or tended to differ (0.05 <P <
0.10) using Student’s t test.

Fonte: FANALLLI et al. (2022).

Um total de 281 GDE (log2foldchange >1 ou <—1; valor de p corrigido para FDR
<0,1) foram identificados, em que 129 foram mais expressos (log2FC variando de -3,0 a
-0,20) e 152 menos expressos (log2FC variando de 4,8 a 0,24) no grupo SOY1.5
(FANALLI e t al., 2022). A analise funcional detectou importantes FT associados ao
metabolismo lipidico, como lipogénese e adipogénese, homeostase lipidica e resposta

imune, como Beta-catenina, EGFR e ESR1, levam principalmente & ativagdo da
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transcricdo; ACK1, AKT, CDK1 e CDK4, causam efeito de fosforilagdo com mecanismos
de ativacdo e inibicdo. Destes, os FT, como TSHZ1 e SOX9, também foram DEG com -
0,45 log2FC e -1,02 log2FC, respectivamente.

Na Figura 17 podemos observar a interacdo dos GDE identificados e os FT
detectados por meio da analise de enriquecimento funcional. Todos os GDE identificados
na rede tém funcgdes e relagcdes relevantes com mecanismos essenciais no figado. O
colesterol é crucial para a membrana celular, contribuindo assim para a fluidez e
permeabilidade, participando tanto do trafego de membrana quanto da sinalizacdo
transmembrana (BHATTARAI et al., 2021). Além disso, o colesterol esta indiretamente
relacionado ao controle da maioria das funcGes biolégicas que ocorrem e sdo facilitadas
na membrana. Distlrbios do metabolismo de lipidios e colesterol na célula estdo
relacionados a doencas, incluindo distarbios cardiovasculares e metabolicos
(BHATTARAI et al., 2021).

Figura 17 — Rede criada com algoritmo de redes de analise basica MetaCore (fator de transcricao)
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Rede criada com algoritmo de redes de andlise basica MetaCore (fator de transcri¢do) usando lista DEG
(FDR<0,1) de tecido hepético de suinos machos imunocastrados alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de 6leo de soja (SOY1.5: 1,5% e SOY3.0: 3,0% oOleo de soja). As linhas verdes
representam uma ativacao de outros genes, enquanto as linhas vermelhas representam uma inativacdo. Nos
circulos azuis, os genes regulados negativamente e regulados positivamente sdo destacados com circulos
vermelhos. Imagem criada por MetaCore (Clarivate Analytics) [https://portal.genego.com/].

Fonte: FANALLI et al. (2022).

Desta forma, podemos ressaltar que o figado, como 6rgédo regulador e central,
controla a homeostase lipidica por meio de vias bioquimicas, celulares e de sinalizacéo,
atividade enddcrina, desintoxicagdo e imunomodulacdo (ALVES-BEZERRA; COHEN,
2018; ZHANG et al., 2018).
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Nossa pesquisa e descobertas ainda tém muito a contribuir para a comunidade
cientifica uma vez que estamos em andamento com os estudos do efeito da dieta com
diferentes niveis e fontes de acidos graxos sobre o cérebro dos suinos e também sobre a
abundancia de algumas das citocinas que foram identificadas como diferencialmente
expressas em nossos resultados. Assim como a descoberta de polimorfismos do tipo SNP
funcionais candidatos (eQTL), co-expressdo génica e correlacdo com as caracteristicas
aqui estudadas e efeito sobre as caracteristicas sensoriais da carne e da linguica fabricada
com a carne dos animais produzidos neste estudo. Estes resultados podem contribuir para
0 campo de pesquisa da nutrigendmica que visa elucidar intervencdes dietéticas na satde

animal e humana, bem como impulsionar a tecnologia e a ciéncia de alimentos.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo das ferramentas da biologia molecular na Ciéncia dos Alimentos
retrata a complexidade e multidisciplinaridade dos achados, uma vez que envolve areas
béasicas e aplicadas da ciéncia. Podemos citar entre estas areas a genética, 0 melhoramento
genético, a bioestatistica, a producdo animal, a ciéncia e tecnologia dos alimentos, a
ciéncia da carne, a bioquimica e disciplinas afins.

Os &cidos graxos sdo moléculas de grande e vasta relevancia e aplicacdo na saude
animal e humana, e também, na ciéncia e tecnologia dos alimentos. Esta tese conseguiu
mostrar uma pequena parte desta relevancia com uma abordagem na area da genémica
que segue os principios do Dogma Central da Biologia Molecular apresentada por Francis
Crick em 1958, em que tinhamos uma visdo bastante simplista para os dias de hoje, mas
ndo para a epoca em foi apresentada: DNA > RNA - Proteina. Ap6s mais de cinquenta
décadas este Dogma foi sendo moldado de forma a serem incluidas as novas descobertas
(Figura 1), mas sem alterar o alicerce apresentado por Francis Crick.

Os estudos aqui apresentados tém uma grande importéncia cientifica e envolveram
muitas agdes de pesquisa, ensino, formacdo de recursos humanos de alto grau de
conhecimento, gestdo e principalmente de enfrentamento de desafios tecnoldgicos. Esses
estudos sempre estiveram e ainda estdo sendo desenvolvidos na fronteira do
conhecimento, e tém trazido resultados que geram novas perguntas e nos estimulam cada
vez mais nos mantermos na pesquisa.

Assim, a compreensdo a nivel molecular do papel dos acidos graxos ainda é

bastante limitada e existe uma lacuna no conhecimento entre o efeito e a importancia
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destes na regulacdo da expressdo génica e consequentemente nas vias bioldgicas
envolvidas com caracteristicas de interesse econdmico e de satde animal e humana. Essa
compreensdo pode nos levar ao entendimento e até mesmo a prevencdo de doencas
metabolicas, uma vez que os acidos graxos sdao componentes funcionais dos alimentos e
estdo presentes de forma significativa nas dietas dos animais e do homem.

Isso é observado na medida em que foi possivel a identificacdo de biomarcadores
candidatos associados a deposicdo e composi¢do dos acidos graxos no mdasculo
esquelético. Biomarcadores candidatos como SNP, genes e proteinas que em estudos

futuros podem ser alvos de edicdo génica ou drogas, por exemplo.
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Abstract

consumption

Background: Meat from Bos towus and Bos indicus breeds are an important soutce of nutrients for humans and
ntramuscular fat (WF) influences its flavor, nutritional value and Impacts human haalth. Human consumption of fat
that containg high levels of mancunsaturated fatty acids (MUFA) can reduce the concentration of undesinable
chalesterol (LDL) n drculating tiood. Different feeding practices and geneti variation within and between breeds
nfluences the amount of INF and fatty acid (FA) composition in meat. However, it is cffioutt and costly to
determine fatty acd compasition, which has precluded beel cattle breeding prograrms from selecting for & healthier
farty acid profile. In tha study, we empioyed a hagh-density single nucleotide polymanphism (SNP) chip to genotype
386 Nellore steers, 8 Bos indicus breed and, a Bayesian approach 10 identify genomic regions and putative candidate
genes that could be Involved with depasition and compasitian of IMF

Results: Twenty-three genomic reglons {1-Mb SNP windows) associated with IMF depasition and FA composmon
that éach explain 2 19 of the geneti variince were identified on chromosomes 2,
27 Mary of these regions were not previously detectad In other breeds. The genes present in 1hese regions were
dentified and some can help explain the genetsc bass of depostion and compasdtion of fat in cattle
Conclusions: The genomic regions and genes identified contribute to a better understanding of the genetic
conue of faty acid deposition and can lead 1o DNA-Based s2lecnon strategies 1o improve meat quality for human

Keywords: Fatty acid, GWAS, s indicus, Beef, Positional candidate gene
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Background

Many ¢ associate ¢ ption of fat from beel
with coronary heart disease, diabetes and obesity, due to
the presence of cholesterol, high concentration of satu-
ruted fatty acids (SFA), and low concentration of polyun-
saturated fatty acids (PUFA), However, consumption of
fatty acids is necessary for human nutrition [1]. Beel has
high nutritional value from children to seniors, Is a rich
source of protein (essential amino acids), iron, zine, B vi

tamins and essential polyunsaturated fatty acids such as
linoleic and finolenic acid [2]. Beef fat also has o high
concentration of monounsaturated fatty acids (MUFA),
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whose melting point is low and can reduce the concen-
tration of bad cholesterol (LDL) in blood circulation [3].

The amount of fatty ackd and its composition in beef
varwes by breed, nutrtion, sex, age and carcass finishing
level 14], The difficulties associated with determining
intramuscular fat (IMF) deposition and composition as
well as the limited knowledge on the genetic mecha-
nisms that control these traits has limited genetic pro-
gress in the production of heulthier beef.

The development of high-density bovine genotyping
5] and their use in genome-wide association studses
(GWAS) have allowed (dentification of genomic regions
associated with phenotypes of interest. The technique of
GWAS exploits differences in allele frequencies of thou-
sands of polymorphic umh-rs a\r.uluble in unrelated in-
dividuals who ypes (for example,
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Abstract

intramuscular fat (IMF) content is related 10 insulin resistance, which is an impaortant predic-
tion tactor for disorders, such as cardiovascular disease, cbesity and type 2 diabetes in
human. At the same time, # is an economically important trait, which influances the sensori-
al and nutrsional value of meat. The deposition of IMF is influenced by many factors such as
sex, age, nutrition, and genetics, In this study Nedore steers {Bos taurus indicus subspe-
cles) were used 10 better undarstand the mofecular mechanisms involved in IMF contant.
This was accomplished by identifying differentially expressed genes (DEG), biological path-
ways and putative regutatory factors. Animals included in this study had extreme genomic
estimated breeding value (GEBV) for IMF, ANA-seq analysis, gene set enrichment analysis
{GSEA) and co-axpression network methods, such as partial correlasion coofficient with in-
formation theory (PCIT), regulatory impact factor (RIF) and phenotygsc impact tactor (PIF)
wore utilized to betler undorstand intramuscular adipogenaesis. A total of 16,101 genes wero
analyzed in both groups (high (H) and low (L) GEBV) and 77 DEG (FDR 10°¢) were identi-
fied between the two groups. Pathway Studio software idenilled 13 significantly over-repre-
sened pathways, functional classes and small molecule signaling pathways within the
DEG list. PCIT analyses idenlified genes with a dilerence in the number ol gene-gene cor-
relations between H and L group and detected putative reguiatory factors involved in IMF
content. Candidate genes identified by PCIT nclude: ANKRD26, HOXCS and PPAPDC2.
RIF and PIF analyses identilied several candidale genes: GLIZ and IGF2 (RIF 1), MPC1 and
UBLS5 (RIF2) and a host of small ANAs, including miR-1281 (PIF). These findings contnbute
10 a betier understanding of the molecular mechanisms that undedie fat content and energy
balance in muscie and provide important mformation for the production of healthier beef for
human consumgtion.
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Apéndice C: “Differences in the skeletal muscle transcriptome profile associated with

extreme values of fatty acids content”
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transcriptome profile associated with
extreme values of fatty acids content

Aline S. M. Cesar'?, Luciana C. A. Regitano®, Mirele D. Poleti’, Sénia C. S. Andrade'#, Polyana C_ Tizioto?,
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Abstract

Background: Lipids are a class of molecules that play an important role in cellular structure and metabolism in 28
cell types. In the last few decades, It has been reponted that long-chaln fatty acids (FAs) are involved In several
biological functions from transcriptional regulation to physiologlical processes. Several fatty adds have been both
positively and negatively implicated In different bilological processes in skeletal muscle and other tissues. To gain
Insight into biological processes assoclated with fatty acid content In skebetal muscle, the aim of the present study
was to identify differentially expressed genes (DEGs) and funcrional pathways related to gene expression regulation
assoclated with FA content In cattle.

Results: Skeletal musdle transcriptome analysis of 164 Nellore steers revealed no differentially expressed genes
(DEGs, FDR 10%) for samples with extreme values for linoleic acid (LA) or stearlc add (SA), and only a few DEGs for
elcosapentaenoic acid (EPA, 5 DEGs), docosahexaenoic acld (DHA, 4 DEGs) and palmitic acid (PA, 123 DEGs), while
large numbers of DEGs were assodated with oleic aad (OA, 1134 DEGs) and conjugated linodelc acid cis$ transtl
(CLA-c9t11, 872 DEGs). Functlonal annotation and functional enrichment from OA DEGs identified Important genes,
canonical pathways and upstream reguiators such as SCD, PLINS, UCP3, CPTI, CPTI8, owddative phosphorylation
mitechandrial dysfunction, PPARGCIA, and FOXO1. Two Important genes assodated with lipld metabolism, gene
expression and cancer were identified as DEGs between animals with high and low CLA-c®11, spedfically,
epldermal growth factor receptor (EGFR) and ANPS.

Conclusion: Only two out of seven classes of molecules of FA studied were associated with large changes In the
expression profie of skeletal muscle. OA and CLA-c9t11 content had significant effects on the expression level of
genes related to impontant biological processes assoclated with oxidative phasphorylation, and cell growth, sunival,
and migration. These results contribute to our understanding of how some FAs modudste metabalism and may
have protective health function.

Keywords: Lipids, RNA-Seq, 8os Indicus, Global Oxidative Metabolism, Human Health
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Apéndice D: “Gene expression profile of intramuscular muscle in Nellore cattle with

extreme values of fatty acid”

Heron et al 8MC Genomics {2016) 17572
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muscle in Nellore cattle with extreme
values of fatty acid

Mariana P. Berton', Larissa F. S. Fonseca’, Daniela F. ). Gimenez!, Bruno L. Utembergue?, Aline S. M. Cesar’,
Luiz L Coutinho™, Marcos Vinicius A_ de Lemos', Carolyn Aboujacude’, Angélica 5. C. Persira’,

Rafasl M. de O Silva', Nedenia B. Stafuzza’, Fabieli L. 8 Feitosa', Hermenegildo L. J. Chiaia', Bianca F. Olivieri',
Hica Peripolli', Rafael L Tonussi', Daniel M. Gordo', Rafasl Espigolan’, Adrielle M. Ferrinho?, Lenise F. Mueller®,
Lucia G. de Albuquerque's, Henrique N. de Oliveira's, Susan Duckett® and Femando Bald'"

Abstract

Background: Fatty acld type in beef can be detrimenta 1o human health and has received considerable attention in
recent years. The alm of this study was 1o idencify differentially expressed genes in longissimus thoradss muscle of 48
Nellore young bulis with extreme phenotypes for fatty acld composition of intramuscudar fat by RNA-seq technique.
Results: Differential expression analyses between animaks with extreme phenotype for fatty acd compasition showed
a total of 13 differentially expressed genes for myristic (C14:0), 35 for pamitic (C16&0), 187 for stearic (C180), 371 for
oleic ({C181, cis-9), 24 for conjuaated linoleic (C182 ds-9, trans11, CLA), 89 for linoleic (C18:2 as-9,12 né), and 110 genes
for a-linolenic (C13:3 n3) fatty acds. For the respective sums of the individual fatty adids, 51 differentially expressed
genes for saturated fatty ackds (SFA), 335 for monounsaturated (MUFA), 131 for polyunsaturated (PUFA), 92 for
PUFA/SFA ratio, 55 for w3, 627 for ws, and 22 for wé/w3 ratlo were identified. Functional annotation analyses
Identified several genes assoclated with fatty acld metabolism, such as those involved In intra and extra-celkdar
transport of fatty add synthesis peecursors in intramuscular fat of longissimus tharacs muscle. Some of them must
be highlighted, such as: ACSM3 and ACSS! genes, which work as a precursor in fatty acid synthesis; DGAT2 gene
that acts in the deposition of saturated fat in the adipose tissue; GPP and LPL genes that support the synthesis of
Insulin, stimulating both the glucose synthesis and the amino acids entry into the cells; and the 80H7 gene,
which Is resporsible for the synthesis and degradation of ketone bodies used In the synthesis of ATP.
Condusion: Several genes related to lipid metabolism and fatty acid composition were Identified. These findings
must contribute to the elucidation of the genetic basls to Improve Nellore meat quality traits, with emphasis on
human health. Additionally, It can also contribute to improve the knowledge of fatty acid biosynthesis and the
selection of animals with better nutritional quality.

Keywords: Bos indicus, Human health, Lipéd composition, RNA-seq, Transcriptome
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Apéndice E: “Comparative muscle transcriptome associated with carcass traits of Nellore

cattle”
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RESEARCH ARTICLE Open Access

Comparative muscle transcriptome @
associated with carcass traits of Nellore
cattle

Barbaca Sibva-Vignato"'@, Luiz L Coutinho?, Aline S M. Cesar’, Mirele D. Poleti®, Luciana C A. Regitana®
and Julio C C Balieiro®

(
Background: Commercial cuts yleld & an important traa for beef production, which affecs the final value of the
products, but its direct determination s a challenging procedure to be implemented In practice. The measurement
of ribeye area (REA) and backfat thickness (BFT) can be used 25 indirect measures of meat yield, REA and BFT are
Important traits studied in beef cattle due to their strong implication In techaological (carcass yield) and rutritional
characteristics of meat products, like the degree of muscularity and total body fat. Thus, the aim of this work was to |
study the Longissimus dors) muscle transcriptome of Nellore cattle, associated with REA and BFT, to find differentially | ‘
expressed (DE) genes, metabolic pathways, and biclogical processes that may regulate thesa traits.

Results: By comparing the gens expression level between groups with extreme genomic estimated beeeding vahses
(GEBV), 101 DE genes for REA and 18 for BFT (false discovery rate, FDR 109%) were identified. Functional enrichment
analysis for REA identified two KEGG pathways, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) signaling pathway and
endocytosis pathway, and three biological procasses, response 10 endoplasmic reticulum stress, cellular protein
modification process, and macromolecule modification. The MAPK pathway Is responsible for fundamental celiular
processes, such as growth, differentiation, and hypertropty, For BFT, 18 biological peocesses were found 1o be altered
and grouped into 8 chusters of semantically similar terms. The DE genes identified in the biological processes for BFT
wete ACHE, SRDSA |, RSAD and RSPO3. ASAD2 has been previously shown to be assodiated with lipid droplet content
and lipld blosynthesis.

Conclusion: In this study, we identfied genes, metabolic pathwizys, and biclogical processes, involved in differentiation, |
proliferation, protein tumover, hypertroptry, as well as adipogenesis and liptd biosynthesis refated to REA and BFT, These |
results enlighten some of the molecular processes involved In muscle and fat deposition, which ae economically |
important carcass traits for beef production,

| Keywords: Backfat thickness, Bos tourus indicus, Ribeye area, RNA-Seq
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Meat is the most imp P

words, the part that will be destined for the final con-

the human diet; it consists mainly of skeletal muscle,
and of varying amounts of connective tissue, implicated
an its qualitative and quantitative characteristics, as well
as small amounts of epithelial and nervous tissues. Meat
represents the edible portion of the carcass, in other

b ey
tmummmrwewmmusnm
Prsorunga, 5 13635500, teanl

Full It of suthor informanon s evadable &t the ond of the article

and can be represented by the yield of commer-
clal cuts [1, 2].

Commercial cuts yield & e ically imp
since it affects the final value of the products due to
the proportion of fat, muscle, and bone in the car-
casses. The direct determination of meat yield is diffi-
cult in practice, therefore the measures of ribeye area
(REA) and backfat thickness (BFT), sections of the
Longissimus dorsi muscle, are often used as Indirect
measures of this trait [3-5],

ommnnw—mhn&nmmv-mduwwww
d Licerne

() BioMed Central

VL which geerni wrvesiricind v, (st arcd

mnqmmm m’m-ammmnmm.nn
mmmmrwmmma—nmmu—a

) apeies 10 Ow s made svaldste i B amiche, urkeis O Wt daed

74



Apéndice F: “Gene co-expression networks associated with carcass traits reveal new

pathways for muscle and fat deposition in Nelore cattle”

Shaignato et ot BMC (2019) 2032

hitpsc//dolorg/10.1 186/51 2864-018-5345y BMC Genomics

RESEARCH ARTICLE Open Access

Gene co-expression networks associated @
with carcass traits reveal new pathways for
muscle and fat deposition in Nelore cattle

Barbara Siva-Vignato'' @, Luiz L. Coutinho', Mirele D. Polet?, Aline S. M. Cesar’, Cristina T. Moncau®,
Luciana C. A Regitano® and Julio C. C Balieiro®

Abstract

Background: Positively comelated with carcass welght and animal growth, the ribeye area (REA) and the baddar
thickness (BFT) are economic important carcass traits, which impact directly on producer’s payment. The selection
of these traits has not been satisfactory since they are expressed later In the animal’s e and multigene requlated.
So, next-gensration technologles have been applied in this area 1o improve andmal's selection and better understand
the molecular mechanisms involved in the development of these traits. Correlation network analysis, performed by
tools like WGONA (Weighted Comelation Network Analysks), has been used to explore gene-gene interactions and
gene-phenotype comelations, Thus, this study aimed to identify putative candidate genes and metabolic pathways that
regulate REA and BFT by constructing a gene co-expression network using WGONA and RNA sequencing data, to
better understand genetic and molecular variations behind these complex tralts in Nelore cattle.

Results: The gene co-exprassion network analysls, using WGCNA, were built using RNA-sequencing data normalized
by transcripe per million (TPM) from 43 Nelore steers. Forty-six gene clusters were constructed, between them, three
were positively correlated (p-value< 0.1) to the BFT (Green Yellow, Ivory, and Light Yellow modides) and, one duster
was negatively coredated (p-value< 0.1) with REA (Salmon moduie). The ennchent analysis performed by DAVID and
WebGestaht (FDR 5%) identified elght Gene Ontology (GO) terms and three KEGG pathways in the Green Yellow
module, mostly associated with immune response and inflammatory mechankms. The ensichment of the Salmon
module demaonstrated 19 GO terms and 21 KEGG pathways, related to muscle energy metabolism, lipid metabolism,
musde degradation, and oxidative stress diseases. The hory and Light yellow modules have not shown significant
results In the enrichment analysis.

Conclusion: With this study, we verified that inflammation and Immune response pathways modulate the BFT trait.
Energy and lipid metabolism pathways, highlighting fatty acid metabolism, were the central pathways assodated wkh
REA. Some genes, as RSADZ, EF2AKD, ACATY, and ACSL| were considered as putative candidate related to these tralts.
Altogether these resulits Sow us to a better comprehension of the molecular mechanisms that lead to muscle and fat
deposition In bovine.

Keywords: Backfat thickness, Functional enrichment analysis, Ribeye area, RNA-Seq data, WGCNA

by rory
"Colioge of Acricubiure Lu de Queinoy’, Universty of S0 Paulo, Piadicaba,
SP 134124900, il

Full list of ahor infommation b aailie ar the end of the aniclke

BMC emmmq—m nm:mmumaummmo
SO, wiich penrrins i, Clslvit
mnnmmpgﬁwmunwmmummoun
S f dharges wee made. The Creative Cormmmons Putiic Dosain Dodication waer
LO/) apches 10 The i tacde avallate in This Joicks, bl Cihermbie Catind

75



Apéndice G: “Integrative analysis of microRNAs and mRNAs revealed regulation of

composition and metabolism in Nelore cattle”

Cliveira er al. 8MC Genomics (2018) 19126

it/ Adoorg/ 10.1186/512864-0184514-3 BMC Genomics

RESEARCH ARTICLE

Integrative analysis of microRNAs and @
mRNAs revealed regulation of composition
and metabolism in Nelore cattle

Gabxiella B. Oliveira’, Luciana C. A Regitano?, Aline S. M. Cesar', James M. Beecy’, Karina Y. Degaki’,
Mirele D. Poleti', Andrezza M. Felicio', James £. Koltes® and Luiz L. Coutinho""

Abstract

Background: The amount of intramuscular fat can Influence the sensory characteristics and nutritional value of beef,
thus the selection of andmals with adequate fat deposition is impornant to the consumer. There is growing knowledge
about the genes and pathways that control the blological processes involved in fat deposition In muscle. MécroRNAs
(méRNAS) belong to a well-conserved class of non-coding small RNAs that modulate gene expression across a range of
biofogical functions in animal development and physiclogy. The aim of this study was to identify differentially
expressed (DE) miRNAs, regulatory candidate genes and co-expression netwaorks related to Intramuscular fat (VF)
deposition. To achleve this, we used mANA and miRNA expression dsta from the Longissimus dorsi musde of 30 Nelore
steers with high (H) and low (L) genomic estimated breeding values (GEBV) for IMF deposition.

Results: Differential miRNA expression analysis between animals with extreme GEBV values for IMF identified six DE
miRNAs (FDR 109). Functional annotation of the target genes for these microRNAs indicated that the PPARs signaling
pathway Is involved with IMF depasition. Candidate regulatory genes such as SDHAF4, FBXO17, ALDOA and PKM were
Identifled by partial correlation with Information theory (PCIT), phenotypic impact factor (PIF) and regulatory impact
factor (RIF) co-expression approaches from integrated miRNA-MANA expression data. Two DE miRNAs (FDR 10%),
bta-miR-143 and bta-mIR-146b, which were upregudated In the Low IMF group, were correlated with regulatory
candidate genes, which were functionally enriched for fatty acid oxidation GO terms. Co-expression patterns
obtained by weighted correlation network analysis (WGCNA), which showed possible interaction and reguation
between mRNAs and miRNAs, identified several modules related to immune system function, protein metabolism,
energy metabolism and glucose catabolism according 1o In sllico analysis performed herain,

Conclusion: In this study, several genes and miRNAs were Identified as candidare regulators of IMF by analyzing DE
miRNAs using two different miRNA-MRNA co-expression network metheds. This study contributes to the understanding
of potential requlatory mechanisms of gene signaling networks involved in fat deposition processes measured In
muscle. Glucese metabolism and Inflammation processes were the main pathways found in slico to Influence
Intramuscular fat deposition in beef cattle in the integrative mANA-mIRNA co-expression analysis.

Keywords: Lipids, RNA-Seq, Bos indicus, microfiNAs, Co-expression networks
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Apéndice H: “Co-Expression Networks Reveal Potential Regulatory Roles of miRNAs

in Fatty Acid Composition of Nelore Cattle”
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Co-Expression Networks Reveal
Potential Regulatory Roles of
miRNAs in Fatty Acid Composition
of Nelore Cattle

Prisc¥a SN. de Olveira’, Luz L Coutinho?, Aine S.M. Cesar’, Well'son J da Siva Diniz*,
Marcela M. de Souza®, Bruno G. Andrade’, James E, Koltes®, Gerson B. Mourao’,
Adhemar Zerlotini®, James M. Reecy® and Luciana C.A. Regitano '
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Fatty acd (FA) content affects the sansonal and nutritional value of meat and plays a
sgnificant mie n bidogcal processes such as adpogeness and Immune response.
It s well known that, in bee!, the man FAS assocated with these biclogcal processes
ara olexc acd (C18:1 cis9, 0A) and conjugated linoksic acid (CLA-cOt11), which may
have beneficial eflects on metabolic diseases such as type 2 dabetes and obesity.
Here, we performed differential exprassion and Co-expression analyses, weghted gene
CO-axpression network analysis (WGCNA) and partial cormalation with ndormation theory
(PCIT), to uncover the complex interactions between MIRNAs and mRNAs expressed In
sketstal muscie associated with FA content. miRNA and mRNA expression data were
obtaned from skedstal muscle of Nelore cattle that had extrermne genomic breeding values
for OA and CLA. Insulin and MAPK signaling pathways were identified by WGTNA as
contral pathways associated with both of these fatty acds. Co-expression network
analyss identified bta-miR-33a/b, bta-miR-100. bta-miB-204, bta-miR-365-5p, bta-
miR-660, bta-miR-411a, bta-miR-136, bta-miR-30-5p, bta-miR-1460, bta-et-7a-5p,
bta-iet- 71, bta-iet-7, bla-miR 339, bta-miR-10b, bta-mik 486, and the genes ACTAT and
ALDOA as potential reguiators of fatty acd synthesis. This study provides evidence and
Insights into the moleculsr mechanisms and potential target genes involved In fatty acid
content dfferences in Nelore beef cattle, revealing new candidate pathways of phenotype

Keywords: fos indvous, conjogated Wnolesc ackd, integritive genomics, mRNA, mRNA. cleic ackl
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Apéndice I:

associated with intramuscular fat content”
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“Data from proteomic analysis of bovine Longissimus dorsi
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Data Article

Data from proteomic analysis of bovine
Longissimus dorsi muscle associated with
intramuscular fat content
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Recerved 4 April 2018
Recerved m revised form
23 May 2018

Accepted 5 June 2018
Available online 9 June 2018

* Corresponcling author.

The proteomic data presented in this article are associated with
the research article entitled “Longissimus dorsi muscle label-free
quantitative proteomic reveals biological mechanisms associated
with intramuscular fat deposition™ published in Journal of Pro-
reomics [ 1], In this article, we characterized the proteomic profile
of bovine Longissimus dorsi muscle from Nelore steers and identi-
fied differentially abundant proteins associated with the intra-
muscular fat (IMF) content. An integrated transcriptome-assisted
label-free quantitative proteomic approach by High Definition
Mass Spectrometry (HDMS®) was employed to identify and quan-
tify the proteins. A functional enrichment analysis using the dif-
ferentially abundant proteins list was performed to understand the
biological processes involved in IMF deposition. Moreover, to
explore and clarify the biological mechanisms that influence IMF
content, the mRNA data for the same trait from Cesar and

E-muail address: Hcoutinho@usp br (LL Coutinho).

hetpe: /ldovomg/ 100016/ dib 201806004

2352.3409/ 2018 The Authors, Published by Elsevier Inc, This is an open access article under the CC BY hicense
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Apéndice J: “Proteome alterations associated with the oleic acid and cis-9,

conjugated linoleic acid content in bovine skeletal muscle”
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Apéndice L: “An integrative transcriptome analysis indicates regulatory mRNA-miRNA

networks for residual feed intake in Nelore cattle”
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An integrative transcriptome

analysis indicates regulatory
mRNA-miRNA networks for
residual feed intake in Nelore cattle

Priscila 5. N. De Oliveira®, Luiz L. Coutinho 1%, Polyana C. Tizioto®, Aline S. M. Cesar ()%,
Gabriella B. de Oliveira®, Wellison J. da S. Diniz )*, Andressa O. De Lima*, James M. Reecy®,
Gerson B. Mourdo?, Adhemar Zerlotini * & Luciana C. A. Regitano

Residual Feed Intake (anum«mmcnlyrdevmmvt mbecfcnﬂe.mongthemdxul-

regulatory mechanisms, microRNAs (miRNAs) are an imp: iptional
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diffe miRNAs i Mwegfudgenn. xp by (WGCNA)tobcwu
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and liver. MIRNA and mRNA pression data were obtained from N« steers that were genetically

divergent for RFI (N =10 [low RFl or feed efficient]; N= 10 [high RFI or feed inefficient]). Differentially
expressed and hub miRNAs such as bta.miR-486, bta-miR-7, bta-miR15a, bta-miR-21, bta-miR 29, bta-
miR-30b, bta-miR-106b, bu-mlb-l”a-lp,bu-mi! -204, anmmhmawmhn
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Our study identified DE miRNAs, miRNA - mRNA regulatory networks and hub miRNAs related to RFI.
These findings suggest a possible role of miRNAs in regulation of RF), providing new insights into the
potential molecular mechanisms that control feed efficiency in Nelore cattle.

Feed efficiency (FE) and ressdual feed intake (RFI) have been explored as a mean to imp the efficiency of beef
production’. Feed efficient animals produce fewer pollutants e.g.. methane and consume less feed, thereby reduce
mglhemﬁo!bcdpmdmmmnhqfuddﬁtanmmmnﬂymknnnnx

Recent functional g s studies have identified roles for microRNAs (miRNAs) in the regulation of feed
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Abstract: MicroRNAs [miRNAs) are key regulatons of gene expression, potentially affecting several
biological processes, whose function can be altered by sequence variation. Hence, the integration of
single nucleotide polymorphisms (SNP) and miRNAs can explain individual differences in economic
traits. To provide new insights into the effects of SN on miRNAs and their related tanget genes, we
carned out a multi-omic analysis to identify SNPs in miRNA mature sequences (miR-SNIs) assocr-
ated with fatty acid (FA) composition in the Nelore cattle. As a result, we identified 3 miR-SNPs in
different miRNAs (bta-miR-2419-3p, bta-miR-193a-2, and bta-miR-1291) significantly associated with
FA traits (p-valoe < 0,02, Bonferront corrected ), Among these, the s 110817643C5T, located in the seed
sequence of the bta-miR-1291, was associated with different wé FAs, polyunsaturated FA, and polyun-
saturated:saturated FA ratlos, Concerning the other two miR-SNPs, the 43400521 T>C (located in
the bta-miR-2419-3p) was associated with C1240 and C18:1 cis-11 FA, whereas the s516857374A>G
(located in the bta-miR-193s-2) was associated with CI83 wé and ratio of w6 /w3 traits. Additionally,
to identify potential biomarkers for FA composition, we described target genes affected by these
miR-SNPs at the mRNA or protein level. Our multi-omics analysis outlines the effects of genetic
polymerphism on miRNA, and it highlights miR-SNFPs and tanget candidate genes that control beef
fatty acld composition,

Keywords: polymorphism; assocation analysis; miRNAs; Bos imdicus; beef quality

1. Introduction

Fatty acid (FA) composition is an important trait that is largely related to beef's senso-
rial and nutritional properties. FA biosynthesis processes are complex and dependent on
several regulatory mechanisms, such as post-transcriptional gene expression regulation [1].
However, limited knowledge of the genetic mechanisms controlling FA content and the
difficulties associated with determining FA composition are restricting genetic progress
related to this trait, In this context, Guo et al. [2] and De Oliveira et al. [3] have provided cv-
idence in support of a key regulatory role of miRNAs on adipogenesis and FA composition
in cattle.

Genes 2021, 12, 67, hitps:/ / doioeg/ 103390/ gunes 12000067

httpe:/ /wwwnsdpi com Sl / penes

Apéndice M: “Multi-Omics Approach Reveals miR-SNPs Affecting Muscle Fatty Acids
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EFFECTS OF DIETARY OIL INCLUSION ON MEAT QUALITY OF IMMUNOCASTRATED
MALE PIGS

Efeitos da inclusdo de dleo dietético na qualidade da carne de suinos machos imunocastrados

Julia D. GOMES', Karine A. COSTA”, Vivian V. ALMEIDA &Albho L. FILHO', Simara L. FANALLI", Aline 5. M.
CESAR'

ABSTRACT: Diets high in fat have been used in the production of pigs in the growing and finishing stages for the

of meat production and quality parameters, Therefore, this study was conducted to evaluate the effect of adding
dxf&:m:l oil zources to lbe diet of immunocastrated mule pigs on ment quality characteristics. Ninety-six pigs were randomly
allotted 10 one of four dietary trestments, with six replicate pens per teatment and four pigs per pen Dietary treatments
consisted of diets supplemented with 1.5% soybean 0il (SO; control) or 3% ail from SO, canola oil (CO), or fish oil (FO),
After 98 days on trial, I8 pigs per treatment (n = 72) were slaughtered and samples of the Lomgissimmns dorst muscle were
taken for Warner-Bratzler shear force and color (L*, 8%, and b*) messurements. Loins from pigs fed diets containing esther 3%,
SO or CO had decreased Wamer-Bratzier shear force (P = 0.04) than those from pigs fed the control diet. Distary treatments
h-duoeffccloncolnrmponmbofﬁuhlouTbew L d that feeding 3% SO or CO mcreased pork tenderness,

without compromising color meat of immunocastrated male pigs.

Key words: canola oil. fith oil, olesc acid. soybean otl

RESUMO: Dictas ricas em gordura tém sido utilizadas na produgio de suinos nas fases de crescimento e terminagio paro »
melhonia dos parimetros produtivos e de qualidade da carne. Portanto, este estudo foi conduzido para avaliar o efeito da adigdo
de diferentes fontes de éleo & dieta de suinos machos imunocastrados sobre caracteristicas de qualidode da came, Noventa e
seis animais fornm distibuidos aleatonamente em um de quatro tratamentos dietéticos, com seis baias replicadas por
tratamento ¢ quatro suinos por bais, O5 tratamentos dietéticos consistiram em dictas suplementadas com 1,5% de dleo de soja
(SO: controle) ou 3% de 6leo de SO, 6leo de cancla (CO) ou 6leo de peixe (FO). Apés 98 dias de expenimento, 18 suinos por
tratamento (n = 72) foram abatidos e do miisculo Longisstmus dorsi foram coletadas para medidas de forga de
cialhamento Warner-Bratzler e cor da came (L *, a * e b *). O lombo dos animais alimentados com as dietas contendo 3% de
SO ou CO dimunuiram a forga de cisalhamento Wamner-Bratzler (P « 0.04) em relagio nos alimentados com a dieta controle.
O tratamentos dietéticos ndo lveram efesto nos componeates da cor do lombo fresco. Esses resultados indicam que 2
suplementagdo com 3% de SO ou CO aumentam s maciez da carne suins, sem comprometer 8 cor da carne de sulnos
umunocastrados.

Palavras-chave: dleo de canola, dleo de peixe, dleo de soja, qualidade da came
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Effects of dietary fatty acids on gene expression and biological

processes in different tissues of pigs: A Review
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Simple Summary: Fatty acsds are ane of the basic buildang blocks of lipsds, They have o fundamen-
tal role in structural and biclogical functions, e g. they are an important compoment of the cell mem

brane, Studies on the infhuence of these compounds and their effects on organisens are of great im-
portance. The use of fatty acids in the diet of pigs, an animal model for metabolic diseases that affect
humans, brings great advances in several areas and its results have been signibicant in tran.
scriptomic and nutrigenomic studies. Thus, the objective of this review was to bring together the
knowledge about the effects of dietary fatty acds in pigs on biclogical processes, on product on
traits and gene expression

Abstracl: Studies on the influence of dietary components and their effects are fundamental for nu-
trigenomics, or the study of how nutnents can be cellubar sensoes, ow they affect relogical pro-
cesses and gene expression in different tissaes, Lipids are an important source of fatty acids (FA)
and energy and are fundamental to biological processes and influence the regulation of transcrip-
tion, Pigs are vacellent model to study nutrigenomics, patticularly hipid metabolism because the
deposition and composition of FA in their tissues reflect the composition of FA in their diet. Recent
studies show that FA supplementation is important in production systems, such as growing and
finishing pigs, as it can improve the energy value of the feed, help reduce costs, improve animal
welfare, and influence the nutritional value of the meat Studses show that olesc (OA), linoleic (LAL
docosahexaencic (DHA), and elcosapentaencic (EPA) acids are associated with the regulation of
transcriphion in tissues such as muscle, liver, adipose tissue, and brain. Other studies mdicate that
EPA and DHA are associated with changes in specific signaling pathways, altering gene expression
and biophysacal properties of membranes. This review, therefore, focuses on the current knowledge
of the effects of dietary FA on production traits and gene expression.

Keywords: animal model; dietary components; feeding strategy. gene expression; lipid profile; nn
trients; nutrigenomic; physiological procesces; signaling pathways; transcription
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Abstract: The objective of this study was to identify key transcription factars mvolved i hipsd
motabolisi and immune resposse related to the differertially expressed gones (DEG) from the
Tever samples of 35 pig model for metabolic diseases fed diets containing cither 1.5 or 3.0% soybean
odl (SOYL5 or SOY3.0). A tatal of 281 DEG between SOY LS and SOY1.0 diets {log2fold-change = |
o < -1; FOR-corrected pevalue <0.1) wese identified, in which 129 were downaegulated and 152
were pp-regulated 8 SOY1S group. The functioral annotation analysis detectas] transcription
factors linked to liped homeostasis and immune response, sudch as RXRA, EGFR, and SREBP2 pre-
awrsor. These findings demonstrated that key transcription factors related to lipid metabolism could
be modulated by dietary mdusion of sovbean oil. It could contribute to nutngenomics research
fiehd that aims 10 elucidate dictary interventions m animal and haman healthy, as well as to drive
the food technology and saence

Keywords: immune response; fatty acd: lipid metabofisen; RNA-Seq; transcriptome

L Introduction

Fatty acids (FA) are derived from both animal fats and plant oils, such as soybean,
canola, sunflower, corn, and flaxseed [1]. Rich sources of dietary FA have been indicated
to be an effective manner of primary prevention health disorders because of their an-
ti-inflammatory effects and cell membrane properties and structure [2]. Essential FA,
mainly polyunsaturated fatty acids (PUFA), may modulate gene expression in diverse
biological processes thought regulating transcription factors (TF), induding peroxisome
proliferator receptors (PPAR), liver X receptors (LXR), and sterol regulatory element
binding proteins (SREEP) [3)

The soybean ail i considered excellent source of unsaturated FA, such as linoleic
acid (LA, CI8:2 n-6), alpha-linoleic acid (ALA, C18:3 n-3), oleic acid (OA, C18:1 n-9), and
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Abstract: The objective of this study was to identify key transcription factars mvolved i hipsd
motabolisi and immune resposse related to the differertially expressed gones (DEG) from the
Tever samples of 35 pig model for metabolic diseases fed diets containing cither 1.5 or 3.0% soybean
odl (SOYL5 or SOY3.0). A tatal of 281 DEG between SOY LS and SOY1.0 diets {log2fold-change = |
o < -1; FOR-corrected pevalue <0.1) wese identified, in which 129 were downaegulated and 152
were pp-regulated 8 SOY1S group. The functioral annotation analysis detectas] transcription
factors linked to liped homeostasis and immune response, sudch as RXRA, EGFR, and SREBP2 pre-
awrsor. These findings demonstrated that key transcription factors related to lipid metabolism could
be modulated by dietary mdusion of sovbean oil. It could contribute to nutngenomics research
fiehd that aims 10 elucidate dictary interventions m animal and haman healthy, as well as to drive
the food technology and saence

Keywords: immune response; fatty acd: lipid metabofisen; RNA-Seq; transcriptome

L Introduction

Fatty acids (FA) are derived from both animal fats and plant oils, such as soybean,
canola, sunflower, corn, and flaxseed [1]. Rich sources of dietary FA have been indicated
to be an effective manner of primary prevention health disorders because of their an-
ti-inflammatory effects and cell membrane properties and structure [2]. Essential FA,
mainly polyunsaturated fatty acids (PUFA), may modulate gene expression in diverse
biological processes thought regulating transcription factors (TF), induding peroxisome
proliferator receptors (PPAR), liver X receptors (LXR), and sterol regulatory element
binding proteins (SREEP) [3)

The soybean ail i considered excellent source of unsaturated FA, such as linoleic
acid (LA, CI8:2 n-6), alpha-linoleic acid (ALA, C18:3 n-3), oleic acid (OA, C18:1 n-9), and
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FATTY ACID PROFILE IN BRAIN AND HEPATIC TISSUES FROM PIGS SUPPLEMENTED
WITH CANOLA OIL

Perfil de dacidos graxos nos tecidos cerebral e hepatico de suinos suplementados com éleo de canola

Julin P, M. SILVA, Karine A. COSTA?, Vivian V. AUlElDA": Luiz L, COUTINHO®, Bruna P. M. Silva®, Aline S. M.
CESAR

ABSTRACT: Canola oil is an important source of oleic acid, in addition to being an accessible source for its use in the
production of pigs” diets. Oleic acid 10 turn is a type of unsaturated fatty acid that in pork 1s beneficial for human health,
Therefore, this study was conducted to descnibe the fatty acid profile in brain and liver tissues from pigs supplemented with
canoln oil for 98 days, during the growth and finishing phases. For the analysis was used eighteen male pigs that had free
access to feed and water throughout the experimental period. Dietary treatment consisted of corn-soybean meal growing-
finishing diets supplemented with 3% fat from canola oil (CO). To obtain the fatty acid profile, the lipids from each tissue were
cold extracted using the adapted method from Bligh and Dyer, methylated, and posteriorly injected in a gas chromatograph to
obtain the farty acid profile of the tissue. In both tissues there was a greater abundance of saturated fatty acids (stearic acid).
The most abundant monounsaturated fatty acid was the oleic acid, Regarding polyunsaturated fatty acids, in the liver the most
sbundant was linoleic acid and in the brain docosahexasnoic acid. In summary, animals’ diet influences the fatty acid profile in
different tissues. Such modifications can increase unsaturated fatty acids concentration in relation to saturated, making pork
healthier for human consumption.

Key words: human health, liver, healthy pock. oleic acid

RESUMO: O oleo de canola ¢ uma fonte importante de acido oleico, além de ser uma fonte acessivel para wtilizaglo nas
dietas de suinos. O acido oleico, por sua vez, & um tipo de dcido graxo insaturado que, na came suina, é benéfico para a sadde
humana. Portanto, este estudo foi realizado com o objetivo de descrever o perfil de dcidos graxos nos tecidos cerebral ¢
hepético de suinos suplementados com éleo de canola por 98 dias, nas fases de crescimento ¢ terminagio. Para analise foram
utilizados dezoito machos que tiveram livre acesso a ragio ¢ agua durante todo o periodo experimental. O tratamento dictético
consistiu em dietas de crescimento ¢ terminagdo de farelo de milho/soja suplementadas com 3% de 6leo de canola (CO). Para
obtengdo do perfil de acidos graxes, os lipidios de cada tecido foram extraidos a frio pelo método adaptado de Bligh ¢ Dyer, ¢
posteriormente, as amostras foram nseridas em um cromatografo a gas para obtengdo do perfil de acidos graxos do tecido, Em
ambos o0s tecidos houve maior abundincia de acidos graxos saturados (dcido estedrico). O dcido graxo monoinsaturado mais
abundante foi o dcido oleico. Em relacdio aos dcidos graxos poli-inzaturados, no figado o mais abundante foi o dcido linoléico e
0o cérebro o 4cido docosahexaendico. Em resumo, a dieta dos animais mfluencia no perfil dos dcidos graxos em diferentes
tecidos. Tais modificagdes podem aumentar a concentragdo de acidos graxos msaturados em relagio aos saturados, tornando a
came suina mais saudavel para o consumo humano

Palavras-chave: satide humana, figado, carne suina saudavel. acido oleico
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