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RESUMO

As caracteristicas de carcaca e qualidade da carne incluem uma rede complexa de expressdo
de genes. Dentre esses podemos destacar o gene GDF-8 (Growth Diferentiation Factor 8)
associado a proliferacdo de mioblastos e formacdo da fibra muscular e 0 gene PPARy
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor vy) relacionado a lipogénese, adipogénese e
oxidacdo dos &cidos graxos. Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a expressdo
desses genes no musculo Longissimus de ovinos Pantaneiros e a correlagdio com
caracteristicas de carcaca e desempenho. Para tanto, amostras do musculo Longissimus foram
utilizadas para analise de expressdo por meio de RT-qPCR em nove cordeiros Pantaneiros.
N&o houve correlacdo entre os diferentes pesos de abate com ambos genes estudados. Esse
fato pode estar relacionado ao tamanho amostral reduzido. Porém, foi possivel verificar que
houve variacdes de expressdo dos genes entre diferentes pesos. Ndo houve correlacdo
significativa do gene GDF-8 para as caracteristicas de carcaca e de desempenho. No entanto,
a expressao do PPARY apresentou correlagdo positiva para as caracteristicas de marmoreio,
textura avaliadas no Longissimus e pH dos musculos Gluteobiceps, Triceps brachii,
Semimembranosus e Longissimus, e correlacdo negativa para eficiéncia alimentar e protéica.
Houve correlagdo entre o aumento da expressdo do gene PPARy com quantidade de
marmoreio, caracteristica relacionada com a suculéncia da carne. Dessa forma, os resultados
mostraram o potencial de aplicagdo do marcador PPARy na selecdo ovinos Pantaneiros para
as caracteristicas qualitativas da carne.

Palavras chave: Adipogénese, expressdo génica, marmoreio, miogénese

ABSTRACT

The carcass traits and the meat quality include a complex network of gene expression. Among
these, we can highlight the GDF-8 (Growth Differentiation Factor 8) gene associated with
myoblast proliferation and muscle fiber formation and the PPARy gene (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor ) related to lipogenesis, adipogenesis and oxidation of fatty
acids. In this context, the objective of the study was to evaluate the expression of these genes
in the Longissimus muscle of Pantaneiros sheep and the correlation with carcass
characteristics and performance. For this, samples of the Longissimus muscle were used for
expression analysis by means of RT-gPCR in nine Pantaneiros lambs. There was no
correlation between the different slaughter weights with both genes studied. This fact may be
related to reduced sample size. However, it was possible to verify that there were variations of
gene expression between different weights. There was no significant correlation of GDF-8
gene for carcass and performance characteristics. However, the PPARy expression exhibited
positive correlation for the marbling, texture characteristics evaluated in the Longissimus and
pH of the Gluteobiceps, Triceps brachii, Semimembranosus and Longissimus muscles, and a
negative correlation for feed conversion ratios and protein efficiency. There was a correlation
between the increase in the expression of the PPARy gene with amount of marbling,
characteristic related to the succulence of the meat. Therefore, the results exhibit the potential
of application of the PPARy marker in the Pantaneiro sheep selection for the qualitative
characteristics of meat.

Key Words: Adipogenesis, gene expression, marbling, myogenesis



INTRODUCAO

O Brasil apresenta alto potencial para a criagdo de ovinos, porém o rebanho é
considerado pequeno quando comparado a criacdo de bovinos, principalmente devido a
desorganizacdo da cadeia produtiva, falta de padronizacédo de cortes, problemas com a escala
de producdo, falta de plantas frigorificas e existéncia de abates clandestinos. Todos esses
fatores fazem com que a demanda ndo seja atendida e interferem na qualidade final do
produto (Simplicio et al., 2004).

Entre os estados brasileiros, o Mato Grosso do Sul tem se destacado no setor, pela
facilidade de acesso a gréos para a alimentacdo e também pela adaptacéo e rusticidade de
diferentes racas na regido (Gomes et al., 2007). O ovino pantaneiro apresenta potencial
interessante para ser utilizado na exploragdo comercial da ovinocultura, principalmente por
apresentar caracteristicas zootécnicas importantes, como: rusticidade, prolificidade e
adaptacdo ao clima. Assim sendo, atende a alguns critérios relacionados ao aspecto
mercadoldgico (Sahin et al., 2008). Muitos estudos foram e estéo sendo realizados em relacéo
ao ovino pantaneiro, no entanto, sdo necessarios estudos para determinar o peso ideal de
abate, que é um dos fatores mais importantes, pois evita gastos desnecessarios com
alimentacdo e carcacas com grande quantidade de gordura (Osério & Osério, 2005).

Além de atender aspectos zootécnicos, € importante que caracteristicas de qualidade
da carne também sejam atendidas. A qualidade da carne é influenciada por fatores ante-
mortem (genéticos, idade, sexo, nutricdo e manejo) e post-mortem (resfriamento de carcaca,
pH, cozimento e maturacdo) (Asghar & Pearson, 1980). Os processos bioquimicos envolvidos
no post-mortem atuam na transformacéo do muasculo em carne, e estes sao influenciados pelos
fatores ante-mortem, que estdo envolvidos com a expressdo de genes capazes de sintetizar
proteinas que influenciam na qualidade da carne (Soria & Corva, 2004).

H& vérios genes associados & deposicdo de musculo e gordura. Dentre 0s
relacionados a miogénese destaca-se 0 gene da miostatina ou GDF-8 (Growth Diferentiation
Factor 8), que influencia no crescimento e diferenciacdo do musculo esquelético (Mcpherron
et al., 1997). A miostatina atua no musculo, controlando a proliferacdo de mioblastos e a
formacdo de fibras musculares. Dessa forma, a quantidade de células musculares e o
rendimento da carcaca podem estar relacionados com a sua expressao (Cieslak et. al., 2003).
E relacionado a adipogénese, o gene PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor )
faz parte de uma familia de receptores nucleares envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos
influenciando na estocagem de acidos graxos (AG) no tecido adiposo (Rangwala et al., 2000).



O estudo da expresséo de genes por meio de PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) é uma ferramenta molecular que permite identificar respostas bioldgicas de
importantes genes que estdo relacionados com caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento em animais de producdo (Heid et al., 1996).

Dentro desse contexto, os genes GDF-8 e PPARy podem ser genes candidatos por
atuarem no musculo e tecido adiposo respectivamente, servindo como marcadores
moleculares para avaliar as caracteristicas de expressdo g@énica relacionadas ao
desenvolvimento da musculatura da carne e adipogénese. Estudos a partir da biologia
molecular, bem como, avaliacdo da expressdo de genes determinantes para caracteristicas
quantitativas e qualitativas podem inferir sobre o padréo de crescimento e desenvolvimento,
sendo uma ferramenta que pode contribuir para melhorar as caracteristicas do grupamento

genético Pantaneiro.



REVISAO DA LITERATURA

As racas ovinas (Ovis aries) foram introduzidas no Brasil durante a colonizacédo e
eram utilizadas para fins alimentares e producao de 1. Durante muito tempo a multiplicacao
desses animais ocorreu sem nenhuma interferéncia do homem, e estes adquiriram
caracteristicas adaptativas e produtivas resultantes da selecdo natural pela qual passaram nas
diferentes regides brasileiras (Mariante & Egito, 2002).

A ovelha Pantaneira por muito tempo adaptou-se as condi¢des ambientais do
Pantanal sul matogrossense sem nenhum manejo reprodutivo ou sanitario. A adaptacdo do
grupamento genético sdo evidenciadas em suas caracteristicas, como a distribuicdo de & no
corpo (ndo possui & na barriga e membros), o porte varia de pequeno a médio, apresenta
precocidade sexual (machos e fémeas) e ndao possuem sazonalidade reprodutiva (Ferreira et
al., 2012). Os cordeiros nascem com aproximadamente 3 kg, sdo animais que apresentam
aptiddo para carne, leite, pele e 1a (fins artesanais). Porém, é necessario definir critérios e
objetivos de selecdo para obter ganhos satisfatorios. Possui caracteristicas de carcaca
desejaveis e em sistemas intensivos ou semi-intensivos apresenta bom desempenho, sendo
possivel abater cordeiros com 5 meses de idade (Carmona, 2010).

Desde o século XX a ovinocultura vem apresentando um crescimento em seu
rebanho e a0 mesmo tempo iniciaram-se estudos de programas para 0 melhoramento genético
de vérias racas (Pereira, 2008). A ovinocultura é considerada uma atividade com potencial
econdmico, entretanto apresenta sistemas de producdo de carne ainda ineficientes, como:
abate clandestino e cortes ndo padronizados. Esses aspectos influenciam na disponibilidade e
qualidade final do produto e consequentemente na aceitabilidade dos consumidores
(Simplicio et al., 2004).

A determinacdo do peso ideal é um importante fator, pois, além de estar relacionado
com rendimento muscular também € relacionado com elevadas quantidades de gordura e
componentes ndo constituintes da carcaca. Porém, a desorganizacdo da cadeia produtiva e
falta de programas de selecdo por meio do melhoramento genético faz com que a
caracteristica ndo alcance os melhores valores de produtividade na ovinocultura (Garcia et al.,
2004).

A qualidade da carne tem sido um aspecto relevante, é crescente a busca por uma
carne com maior qualidade nutricional, assim como, suculenta e macia (Borges et al., 2006).
Tanto aspectos genéticos quanto ambientais podem interferir na qualidade da carne. Pesquisas

com genes candidatos que atuam na expressao de caracteristicas que influenciam na qualidade



da carne contribuem para identificar marcadores que possibilitem obtencdo de carne com
maior qualidade e que atenda as caracteristicas quantitativas (Bagatoli, 2013).

Entre os fatores que podem influenciar na qualidade durante a transformacgédo do
musculo em carne, 0 pH constitui um dos mais importantes, principalmente por atuar no
estabelecimento do rigor mortis (Osério & Osorio, 2000). O pH muscular do animal vivo
varia entre 7,3 e 7,5 (Zeola et al., 2002). Apds o abate, durante o processo de transformacao
do musculo em carne, a utilizacdo do glicogénio muscular por meio da glicolise anaerobica
tem como consequéncia a formacdo de acido latico, sendo este, um dos fatores que
contribuem para a queda do pH que fica entre 5,5 a 5,8 ap6s 24 horas do abate (Silva
Sobrinho, 2005). O pH apresenta grande influéncia nas propriedades de cor, textura,
capacidade de retencdo de agua, refletindo também na maciez, sabor e vida de prateleira do
produto, sendo que valores acima de 6,0 fazem com que a carne tenha menor vida de
prateleira, pois favorece o crescimento de microrganismos. (Ramos & Gomide, 2007).

A gordura intramuscular ou marmoreio € diretamente relacionada aos aspectos
sensoriais da carne. Quando o animal atinge a maturidade ha maior deposicdo de gordura na
carcaca e consequentemente maior taxa de marmoreio (Bridi et al., 2011).

A textura da carne é avaliada visualmente através da granulacdo da superficie de
corte e tem grande influéncia na aceitabilidade da carne. A textura fina indica um didmetro
menor das fibras musculares, confere melhor aparéncia e é uma caracteristica apresentada
pelos animais jovens (Huff & Parrish, 1993). Ja a textura grosseira, indica didmetro maior das
fibras musculares, caracteristica apresentada pelos animais a medida que envelhecem (Forrest
etal., 1979).

A miostatina faz parte da familia das supercitocinas dos TGF-B (Trasnforming
Growth Factor f) cuja funcéo e controlar a proliferagdo de mioblastos e a formacdo de fibras
musculares (Cieslak et. al., 2003). Possui estrutura molecular altamente conservada, e 0 gene
é constituido de trés éxons e dois introns codificando um precursor de aproximadamente 375

aminoacidos (Guizoni et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1 —Representacdo do gene da miostatina ou GDF-8 e sua estrutura protéica (adaptado de Tellam et al,
2012).

A disfuncéo dessa proteina pode ser ocasionada por uma mutacao e simultaneamente
alterar a estrutura muscular, a diminuicdo da expressdo deste gene pode influenciar no
aumento de trés vezes a massa muscular (Lee & Mcpherron, 2001). Além de atuar na
musculatura a miostatina também pode influenciar na deposi¢do de gordura, o0 menor acimulo
de gordura é ocasionado pela delecdo do gene que a codifica (Guizoni et al., 2010). Neste
contexto, a miostatina € um gene candidato, pois pode influenciar no musculo esquelético
controlando a proliferagdo dos mioblastos e a quantidade de fibras musculares (Cieslak et. al.,
2003).

O gene PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y) pertence a
superfamilia de receptores nucleares que sdo proteinas que regulam o metabolismo lipidico e
a adipogénese (Kliewer et al., 1995). Esta localizado no cromossomo 19 em ovinos e
constitui-se de 17 éxons, totalizando 121 pares de bases (pb). O gene é um dos principais
reguladores centrais do processo de adipogénese e atua na diferenciacdo de adipdcitos
imaturos (pré-adipocitos) em adipocitos maduros (Ailhaud et al., 2004). Os acidos graxos
atuam como reguladores transcricionais e ativadores de genes como o PPARy (Amri et al.,
1991).
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Figura 2 - Representagdo esquematica do controle da miogénese e adipogénese pelos genes da miostatina e
PPARYy (Adaptada de Frey et al., 2008)

Existem algumas metodologias utilizadas para a identificacdo e isolamento de genes
expressos diferencialmente, entre estas destaca-se a reacdo em cadeia pela polimerase
guantitativa em tempo real (RT-qPCR). A técnica mensura quantitativamente a expressdo de
genes em determinado tecido ou amostra bioldgica a partir de uma quantidade minima de
acidos nucléicos e representa grande avango nos métodos moleculares (Heid, 1996). A RT-
gPCR baseia-se na transcricdo reversa pela reacdo em cadeia da polimerase sendo possivel
monitorar em tempo real o progresso de uma reacdo de PCR por meio da utilizacdo de
intercalantes fluorescentes, sem a necessidade de processamento pds-PCR e assim obter
resultados quantitativos correspondentes a dados qualitativos (Bustin et al., 2005). Os valores
de expressdo sdo obtidos durante a fase exponencial da reagdo em tempo real. Sendo o Ct

(Cycle threshold) o ponto no qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial (Figura 3).
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Figura 3 - Curva de amplificacdo do gPCR em Tempo Real. CT: Ciclo de quantificacdo (ponto no tempo) onde
a reacdo cruza o limiar de deteccdo (Adaptado de Life Science Research).



O Ct permite a quantificacdo de &cidos nucléicos baseada na fluorescéncia, onde
ligantes fluorescentes geram um sinal que aumentam em proporcdo direta a quantidade de
produto da PCR. Os valores de fluorescéncia sdo avaliados durante cada ciclo e representam a
quantidade de produto amplificado (Novais & Alves, 2004).

Para realizar a qPCR € necessario um termociclador com sistema 6tico para
excitacdo e coleta da emisséo de florescéncia oriunda da amplificagdo, e um computador com
um software para a andlise final dos dados da reacdo (Novais & Alves, 2004).

Dois diferentes métodos séo utilizados na analise de gPCR: quantificacdo absoluta e
relativa. A absoluta determina o nimero de cOpias do transcrito de interesse baseado numa
curva padrédo, enquanto que a relativa descreve a diferenca de expressao entre dois grupos, no
qual, geralmente se usa um gene controle ou referéncia (Livak & Schmittgen, 2001). Na
quantificacdo relativa é essencial a escolha correta de genes para normalizar a expressao do
gene alvo. Robinson et al., (2006) avaliando os genes 18S rRNA, Gliceraldeido 3 Fosfato
Desidrogenase (GAPDH), Ribosomal Protein Large (RPLP0O) e B-10 actina em bovinos
verificaram que os genes GAPDH e B-actina obtiveram melhor eficiéncia como genes
normalizadores. O gene normalizador é comparado com o0 gene de interesse através dos
valores de Ct, e entdo normaliza os resultados obtidos, corrigindo as diferengas nas
concentracdes de cDNA nas reagdes de PCR (Livak & Schmittgen, 2001).

Dentro desse contexto, a técnica de gPCR permite a obtencdo de resultados
guantitativos da expressao de genes que atuam nas fases de desenvolvimento e crescimento de
animais de producdo. E, também ¢é possivel identificar genes que podem ser determinantes

para caracteristicas qualitativas e quantitativas da carne de ovinos Pantaneiros.



OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Avaliar a expressao dos genes GDF-8, PPARy no musculo Longissimus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a qualidade e integridade do RNA extraido proveniente de tecido muscular;

e Estabelecer protocolos padrdo para obtencdo de cDNA e PCR em tempo real (RT-

gqPCR);

e Correlacionar a expressdo génica dos genes GDF-8 e PPARy no musculo Longissimus

com caracteristicas de carcaca e desempenho de ovinos Pantaneiros abatidos com

diferentes categorias de peso.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

O grupo experimental foi constituido de nove cordeiros Pantaneiros, machos, nao
castrados e de idades similares. O experimento foi desenvolvido no modulo de confinamento
do Centro de Pesquisa de Ovinos (CPO) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os cordeiros foram confinados em baias
individuais recebendo a mesma dieta, constituida de feno de aveia e concentrado (racéo
comercial) com relagdo concentrado:volumoso (20:80). A dieta era fornecida duas vezes ao
dia, as 7h30min e as 16 h com ajustes diarios para permitir uma sobra de 15% do total
fornecido e agua disponivel a vontade. Os animais permaneceram confinados até atingirem os
pesos de abate pré-determinados (15, 25 e 35 kg de peso vivo). Quando os animais atingiam
0s pesos de abate, estes eram submetidos a 16 h de jejum de sélidos e insensibilizados por
eletronarcose e abatidos por meio da sangria. Todos o0s procedimentos de abate obedeceram as
normas do Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA (Brasil, 1952) e Regulamento Técnico de Métodos de Insensibilizacdo para o Abate
Humanitario de Animais de Acougue (Brasil, 2000) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal da Grande Dourados, com o protocolo n° 018/2013.
AVALIACAO DE PARAMETROS FENOTIPICOS

Caracteristicas de Desempenho
Os animais eram pesados semanalmente durante o periodo de confinamento e ao

atingirem os pesos pré-determinados de 15, 25 e 35 kg de peso vivo eram abatidos.

A eficiéncia alimentar e protéica foram mensuradas por meio das férmulas:
eficiéncia alimentar = ganho de peso/consumo diério matéria seca, e eficiéncia protéica =

ganho de peso/consumo diario proteina bruta (Tabela 1).

Caracteristicas de Carcaca

Ap0s o abate as carcagas foram resfriadas em camara frigorifica por 24 horas a 4°C.
Posteriormente foi realizada a mensuracdo do pH da paleta (Triceps brachii), do pernil
(Semimembranosus), do lombo (Longissimus) e do Gluteobiceps utilizando pHmetro digital
portétil (Tabela 1). Também foram avaliadas a textura (escala visual de 1 a 5) e marmoreio
(escala visual de 1 a 5) (Tabela 1) segundo a metodologia descrita por Osério & Osorio
(2005) (Tabela 2).
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Parametros Pesos (ko) Méaximo Minimo Desvio padrdo
15 25 35
Marmoreio 1,33 1,50 1,67 2,00 1,00 0,354
Textura 4,00 4,00 4,67 5,00 3,00 0,795
pH Longissimus 5,57 5,67 5,67 5,82 5,44 0,104
pH Semimembranosus 5,53 5,70 5,72 5,92 5,50 0,140
pH Gluteobiceps 5,57 5,73 5,70 5,94 5,50 0,125
pH Triceps brachii 5,69 5,85 5,86 6,09 5,62 0,140
Eficiéncia alimentar 0,31 0,24 0,24 0,34 0,18 0,050
Eficiéncia protéica 2,09 1,53 1,51 2,39 1,12 0,410

Tabela 2. Escala de textura e marmoreio

indice Descrigdo Textura Descricdo Marmoreio
1,0 . . .
Muito grosseira Inexistente
15
2,0 .
Grosseira Pouco
2,5
3,0 )
Média Bom
35
4,0 ) )
Fina Muito
45
50 Muito fina Excessivo

Adaptada de Osério & Osorio (2005)

COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Apbs abate, amostras do muasculo Longissimus entre a 122 e 132 costela de cada
animal foram coletadas para extracdo de RNA e posterior analise de expressdo génica. As
amostras foram acondicionadas em microtubos criogénicos, devidamente identificados,
congelados e armazenados em nitrogénio liquido. Posteriormente, foram transferidas para

ultrafreezer - 80° C até 0 momento da extracdo do RNA total.

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA ATRAVES DE PCR QUANTITATIVA
Extracdo do RNA Total

O RNA total foi obtido do musculo Longissimus, de acordo com a metodologia de
Chomczynkski & Sacchi (1987) utilizando Trizol Reagent® (Sigma Aldrich). Inicialmente, as
amostras de musculo de cada animal foram pesadas (100 mg) e, em seguida maceradas
utilizando nitrogénio liquido até virar pd. Posteriormente o material bioldgico foi colocado em

microtubos de 1,5 mL, adicionado 1mL de Trizol e homogeneizadas em vortex para que as
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amostras dissolvessem completamente. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente
por 5 minutos e posteriormente adicionados 200 pL de cloroférmio. Em seguida foram
homogeinizadas por inversdo até ficar com aparéncia de rosa leitoso e mantidas em
temperatura ambiente por 3 minutos. Logo ap6s foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a
12.000 g em centrifuga refrigerada. A fase aquosa (sobrenadante) das amostras foi transferida
para um outro microtubo de 1,5 mL e adicionados 500 pL de isopropanol e homogeinizadas
imediatamente por inversdo para evitar formacdo de precipitado e incubadas em gelo por 10
minutos. As amostras foram centrifugadas novamente a 4° C por 10 minutos a 12000 g, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de &lcool 75% e novamente foram
centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 12000 g. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e
as amostras foram mantidas em temperatura ambiente até que estivessem completamente
secas. O RNA foi eluido em 30 pL de solucdo tampdo TE (Tris-EDTA) livre de RNAse e foi
submetido ao tratamento com 1 pL da enzima DNAse | (1u/ul) (Promega) para remogéo de
possivel DNA gendmico, posteriormente incubado a 37°C por 10 minutos. Em seguida os

microtubos contendo RNA foram armazenados em ultrafreezer - 80°C.

Analise da Integridade e Pureza do RNA Total

A integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose
desnaturante (1,5%) a partir da presenca das bandas 18S e 28S que correspondem aos RNAs
ribossomais. As amostras de RNA foram analisadas em nanofotdmetro (DS-11 DeNovix) para
determinacdo da sua concentracdo e pureza. Para tanto foram avaliadas pela relacdo entre a
absorbéancia em 260 e 280 nm. Posteriormente, foram armazenadas em ultrafreezer - 80 °C até

a realizacdo da sintese de cDNA.

Sintese de cDNA

A partir do RNA total, foi obtido o cDNA utilizando do Kit comercial GoScript™
Reverse Transcription System (Promega®), seguindo o protocolo do fabricante. A sintese de
cDNA foi realizada por meio de duas reacfes: (1) preparagdo do RNA (1 uL de RNA total
(1000 ng), 0,5 uL de Oligo (dT), 0,5 uL. de Random primers, 7 uL. de H,O ultrapura) com
volume final de 10 pL para cada amostra, este foi incubado a 70°C por 5 minutos e
posteriormente incubado no gelo até a preparacdo do mix da reacdo (2) de transcriptase
reversa (4 puL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 2 pL MgCl, (25 mM), 1 puL PCR
Nucleotide Mix, 0,5 uL. de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor,1 uL. GoScript™
Reverse Transcriptase e 1,5 uL. H,O livre de nucleases) com volume final de 10 pL para cada

amostra. Apds a preparacao das reacgdes, foi adicionado na reacdo (1) o mix da reacéo (2),
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obtendo volume final de 20 pL para cada amostra. Posteriormente incubou-se por 5 minutos a
25°C para anelamento e por 15 minutos a 70°C para extensao final. Para conferir a auséncia
de DNA gendmico nas amostras de RNA foi realizada a sintese de um controle (sem a adi¢édo
de transcriptase reversa durante a sintese de cDNA). Apos a sintese do cDNA, as amostras
foram armazenadas em freezer - 20°C para posterior realizacdo da quantificagdo por meio de
RT-PCR.

Descricédo dos genes

A avaliacdo da expressdo foi realizada utilizando 2 genes de interesse (GDF-8 e
PPARy) e os resultados foram correlacionados com caracteristicas de carcaga e de
desempenho e como controle enddgeno da reacdo de RT-qPCR foi utilizado o gene GAPDH
(Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase). As sequéncias dos primers e 0s nimeros de
acesso ao GenBank dos genes utilizados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados, tamanho do fragmento (TF) e temperatura de anelamento (TA) para
o0s genes GDF-8, PPARy e GAPDH.

Sequéncia dos primers TF TA Acesso no

Genes? (5’ > 3”)Forward e Reverse (pb)  (°C) Genbank Referéncia

GDF-8 o S 86 60 ABOT6403  Bagatolietal, 2013
PPARy gg%ié%&%i%%gg;%?%c 121 60  AY137204  Dervishietal., 2011
GAPDH AL L T A 76 60  HMO043737  Dervishietal, 2011

1GDF-8: Growth Diferentiation Factor 8; PPARy: Peroxisome Proliferator Activated Receptor y; GAPDH:
Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase. Pb: pares de base

PCR

A PCR convencional para amplificagdo dos genes alvos foi realizada para padronizar
a amplificacdo, verificar a qualidade do cDNA e auséncia de material contaminante. As
reacOes foram constituidas de 9,5 puL de agua ultrapura, 1uL de primer Forward (10 pM),
1uL de primer Reverse (10 uM), 12,5 uL PCR Master Mix (Promega®) e 1 uL do cDNA
(1000 ng) totalizando volume final de 25 pL. As reacdes de PCR foram realizadas no
termociclador da BIORAD® modelo MyCycler™ thermalcycler. O protocolo utilizado para as
reacOes de amplificagdo foi constituido de: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, 15
segundos para desnaturagdo do cDNA a 95°C, 30 segundos para anelamento dos primers a
60°C, 30 segundos para extensdo a 72°C, e 15 minutos para extensao final a 72°C. Os ciclos

para desnaturacao, anelamento e extensdo foram repetidos 35 vezes no termociclador.
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PCR em Tempo Real (RT-qPCR)

Para as reacdes de PCR em tempo real foi utilizado o sistema SYBR Green (KAPA
SYBR FAST gPCR) seguindo o protocolo recomendado pelas instru¢fes do fabricante. Para
cada reacdo foi utilizado 2,0 uL de cDNA , 0,3 uL de cada primer (Foward e Reverse) e 5,0
pL de Master Mix Syber Green e 2,4 pL de H,O para um volume final de 10,0 pL por
amostra, em uma placa para reagdo com 96 pocos (Bio-Rad Hard-Shell® PCR Plates). Todo o
experimento de RT-qPCR para cada gene foi realizado apartir de cDNAs diferentes, obtidos
por meio de 3 repeticdes bioldgicas (pesos 15, 25 e 35 kg) e trés réplicas técnicas (15 (3); 25
(3) e 35 (3)).

Os valores de Ct foram normalizados em relacdo ao Ct da expressdo do gene
referéncia (GAPDH) para cada amostra e gene estudado de acordo como o método ACt e
(AACt) (Livak; Schmittgen, 2001). Além disso, para cada gene foram realizadas curvas de
diluicdo (1" a 1) para obter o valor de eficiéncia de amplificac#o.

A RT-gPCR foi realizada no termociclador em tempo real CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System (BioRad) no Laboratorio de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude (LPCS) da UFGD. As condicdes de reacdo foram 3 minutos a 95°C, 3 segundos a
95°C, 30 segundos a 60°C seguidos por 39 ciclos e finalizando com 5 segundos a 95°C.

Os dados foram coletados e avaliados no software Bio-Rad CFX Manager 3.1. Os
resultados de expressdo obtidos por meio da RT-gPCR foram correlacionados com

caracteristicas de carcaca e de desempenho.

ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de concentracdo de expressdo de ambos genes (GDF-8 e PPARy)
associados com as caracteristicas fenotipicas descritas, foram avaliados utilizando pacotes
estatisticos do software GraphPad Prism, v.5;01. Neste, os valores da expressdo das amostras
e os valores fenotipicos de cada caracteristica foram submetidos & analise de correlagdo néo-
paramétrica - Spermam, com intervalo de confianca de 95% e analises de Regressao linear

com intervalo de 95%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de RNA foi eficiente como observado no gel de agarose desnaturante
1,5% (Figura 4). Assim como os resultados de concentragdo e pureza provenientes das

andlises em nanofotdmetro (Tabela 4)

({."U" o ey 28S

Figura 4. Amostras de RNA total isolado de musculo Longissimus separadas por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1,5% corado com brometo de etidio. As bandas maiores correspondem a RNAs ribossomais 28S e
18S.

Tabela 4. Avaliacdo da concentragdo e razdo do RNA extraido

Amostras Concentragdo(pg/ul) (2F§g/zzago)
1 663,7 1,84
2 279,5 1,69
3 234 1,79
4 4442 1,84
5 260 1,94
6 842,1 1,84
7 656 1,70
8 722 1,90
9 543,8 1,90

Os genes GDF-8 e PPARy foram amplificados por PCR convencional (Figura 5),

indicando que o material (cDNA) pode ser utilizado para etapas posteriores.

(a) (b)

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% evidenciando a amplificacdo do gene GDF-8 (86 pb) e PPARY
(121 pb). NO: controle negativo. LD: Ladder de 50 pb.
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Os resultados da expressdo génica relativa dos genes GDF-8 (a) e PPARy (b) estéo
apresentados na Figura 6.

a) 3,50E01

b) 500802 -
3,00E-01 |

5,00E-02 -
2,50E-01

4,00E-02 -
2,00E-01

1,50E-01 3,00E-02 -

1,00E-01 2,00E-02

50602 O o l
0,00E+00 T T — 0,00E400 + ! :

15 25 35 15 25 35

Expressio Relativa GDF-8
Expressio Relativa PPARy

Pesos Pesos

Figura 6. Diferencga de expressdo relativa dos genes GDF-8 (a) e PPARy (b) em musculo Longissimus de ovinos
Pantaneiros abatidos com 15, 25 e 35 kg.

Nos pesos de 15 kg os animais eram alguns dias mais jovens que 0s animais com 35
kg. Esse fato pode ter influenciado na diferenca de expressédo desse genes. No entanto ndo
houve diferenca estatistica significativa. Porém, estudo com um grupo mais representativo
pode demonstrar de maneira mais efetiva tal possibilidade.

N&o houve correlacdo significativa entre os resultados da expressdo do gene GDF-8
com os dados fenotipicos referentes aos pesos, avaliacdo de caracteristicas de carcaga e
desempenho.

Para o gene PPARy ndo houve correlagdo em relagdo aos pesos. No entanto houve
correlacdo positiva significativa entre a expressdo do PPARy com as caracteristicas de textura,
marmoreio, pH dos musculos Gluteobiceps, Triceps brachii, Semimembranosus e
Longissimus (Figura 7) e correlagdo negativa significativa para eficiéncia alimentar e
eficiéncia protéica (Figura 8).

A deposicdo de gordura intramuscular (marmoreio) estd associada principalmente
com fatores genéticos e nutricionais (Pethick et al., 2004). Dentre os fatores geneticos, ha
genes que participam na formagdo do tecido adiposo (Robinson & Grieve, 2009) e estdo
envolvidos na ligacdo, absorcdo e armazenamento de &cidos graxos (Wu et al., 1995) como o
PPARy. Este gene faz parte de uma familia de receptores nucleares que influenciados por
acidos graxos desempenham importante papel na regulacdo do metabolismo de nutrientes e na

homeostase energética (Lemay & Hwang, 2006).
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Figura 7. Representacdo grafica da correlacéo positiva entre as caracteristicas de carcaga e expressdo do gene
PPARYy.

De acordo com os resultados, a expressdao do gene PPARYy apresentou correlacdo

positiva com a maior deposicdo de gordura de marmoreio. Isso indica que 0 gene esta
diretamente relacionado com esta importante caracteristica de interesse comercial (Barendse
et al., 2004) que tém influencia na suculéncia e sabor da carne (Hocquette et al., 2010).
Estudos realizados por Rakhshandehroo et al., (2010) demonstraram que o PPARYy esta ativo
no tecido adiposo de ruminantes e que este desempenha funcdo semelhante em

monogastricos, como a participacao na regulacdo da adipogénese e sensibilidade a insulina.
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Para os valores de textura também houve correlagdo positiva significativa. Segundo
Campion et al., (1975), € desejavel que a carne apresente teor de gordura intramuscular
superior a 2%, para favorecer as caracteristicas de qualidade, como suculéncia e percepcao de
maciez. E, quando as médias de gordura no musculo Longissimus sdo inferiores a esse valor,
pode influenciar de forma negativa na textura da carne.

Ap0s abate, acontecem eventos bioquimicos que atuam na transformacéo do musculo
em carne. Esses processos séo resultados das reagfes quimicas post-mortem e a velocidade da
queda do pH, causada pelo acimulo de acido lactico, constitui um dos fatores que podem
interferir na qualidade da carne (Pardi et al., 1993). A gordura atua como isolante térmico
durante o processo de resfriamento, dessa forma, quando em maior quantidade, diminui a
intensidade de refrigeracdo da carcaca e interfere na aceleracdo da glicélise e resultando na
diminuicdo rapida do pH (Smith et al., 1976).

A expressdo do gene PPARy foi correlacionada negativamente (Figura 8) com a
eficiéncia alimentar e protéica, estas sdo relacionadas ao desempenho em relagdo ao consumo
de MS (matéria seca). Foi observado que quanto maior a expressao do gene, menores foram
os valores de eficiéncia alimentar e protéica, ou seja, 0 animal esta conseguindo converter
eficientemente os nutrientes presentes na dieta com menor consumo de alimento, e 0 gene esta

favorecendo esse processo.

Eficiéncia alimentar . Eficiéncia protéica
y =-8,9094x+0,3875 - y =-67.765x+2.663
° 17=-0,8571 ° 17=-0,8571
. p=0,0238 . ®  =00238
.
.
] g1 *
f f f f ! 0 T T T T 1
0 0,005 001 0015 002 0025 0 0,005 001 0015 002 0025
RNAmM RNAmM

Figura 8. Representacdo gréafica da correlacdo negativa entre eficiéncia alimentar e protéica e expressao do gene
PPARYy.

Segundo Valadares Filho et al.,, (2006) a deposicdo de gordura, em termos
energeticos, é mais onerosa que a deposi¢do de musculo, pois a gordura contém o dobro da
energia contida na proteina e dessa forma, quando o animal inicia a deposicao de gordura na
carcaca os valores de eficiéncia alimentar aumentam, pois ha um gasto de energético

relativamente maior e consequentemente diminuicdo na conversao alimentar.
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Embora neste estudo tenha sido realizada analise em numero reduzido de amostras e
com animais abatidos em intervalos de peso grande, os resultados obtidos indicam que a
expressdao do gene PPARy influéncia na deposicdo de gordura intramuscular que € uma

importante caracteristica que confere maior suculéncia na carne.

CONCLUSAO

A partir dos protocolos utilizados para extragdo do RNA, sintese de cDNA e gPCR
foi possivel obter eficientes resultados, assim como correlacionar a expressao dos genes GDF-
8 e PPARy como as caracteristicas de carcaca e desempenho de ovinos Pantaneiros abatidos
com diferentes categorias de peso. Houve correlacdo entre 0 aumento da expressdo do gene
PPARy com quantidade de marmoreio, caracteristica relacionada com a suculéncia da carne.
Dessa forma, os resultados mostraram o potencial de aplicagdo do marcador PPARy na

selecdo de ovinos Pantaneiros para as caracteristicas qualitativas da carne.
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