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Resumo: Nesse trabalho foram analisadas a expressdo dos genes PGCla, TFAM, UCP2 e UCP3 por
meio da técnica de PCR quantitativa em tempo real, em tecido hepético, de dois grupos de bovinos
Nelore, com valores contrastantes de CAR, visando avaliar as relagdes destes genes com consumo
alimentar residual. Os genes TFAM e UCP2 foram mais expressos em animais CAR negativo. A
expressdo do gene PGCla ndo foi significativamente diferente nos dois grupos, enquanto o gene UCP3
ndo expressou-se no tecido hepdtico. Esses resultados indicam que ainda sdo necessdrios mais estudos
para que se possa chegar a uma conclusdo final quanto ao uso dos genes diferencialmente expressos
TFAM e UCP2 em programas de melhoramento visando o aumento da eficiéncia alimentar.
Palavras—chave: PCR quantitativa em Tempo Real, Quantificagdo Relativa, PGCla, TFAM, UCP2,
ucCpP3

Expression of genes related to mitochondrial function in liver tissue of Nellore cattle contrasting
for residual feed intake

Abstract: In this study the expression of genes PGCla, TFAM, UCP2 and UCP3 measured by real-time
quantitative PCR in liver tissue in two groups of Nellore cattle with contrasting values of residual feed
intake (RFI) were analyzed, to evaluate the relationships of these genes with residual feed intake. In liver
tissue, the TFAM and UCP2 genes were more expressed in negative RFI animals compared to positive
RFI animals. The PGCla gene expression had no significant difference between the groups, while the
UCP3 gene was not expressed in liver tissue. These results indicate that more studies are still needed for
we can reach a final conclusion regarding about the use the genes TFAM e UCP2 in breeding programs
aimed at increasing feed efficiency.
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Introducao

Com o intuito de aumentar a eficiéncia da bovinocultura de corte, muitas medidas de eficiéncia
alimentar vém sendo propostas, € o consumo alimentar residual (CAR) € uma delas. O CAR ¢ estimado
considerando-se a diferencga entre o consumo real e a quantidade de alimento que o animal deveria ingerir
baseado no seu peso vivo médio, o que permite identificar e selecionar animais mais eficientes, sem que
haja selecdo para maior peso a idade adulta. A funcdo mitocondrial tem sido apontada como sendo um
fator de grande influéncia no CAR. Com isso, analisar genes envolvidos na fun¢do mitocondrial torna-se
uma alternativa para identificar marcadores moleculares associados & maior eficiéncia alimentar.

Segundo Scarpulla, (2008), os membros da familia PGC1 sdo mediadores da biogé€nese
mitocondrial devido a sua habilidade de ativar genes nucleares que codificam proteinas mitocondriais.
Outro gene que atua na biogé€nese mitocondrial, de acordo com Ekstrand et al., (2004), é o fator de
transcricdo mitocondrial A (TFAM), que estd envolvido no processo de transcricio do DNA
mitocondrial. Do mesmo modo, as proteinas desacopladoras UCP2 e UCP3, encontradas na membrana
mitocondrial interna, sdo de grande interesse, pois sua ativacdo ocasiona maior oxidacdo de substratos
energéticos (Harrold et al., 2000).

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram descrever o perfil de expressdo dos genes
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PGCla, TFAM, UCP2 e UCP3 em tecido hepdtico de animais da raca Nelore extremos para CAR, pela
técnica PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) e verificar a associacdo entre a expressdo desses
genes ligados a fung@o mitocondrial € o consumo alimentar residual.

Material e Métodos

Os animais utilizados neste trabalho foram disponibilizados pelo Instituto de Zootecnia de
Sertdozinho, SP (IZ) e pertencem a um grupo de contemporaneos (n=60) que foi submetido a uma prova
de ganho em peso no periodo de 4 de maio a 19 de outubro de 2010. Apés a prova de ganho em peso,
foram selecionados 24 animais com base nos valores de CAR a fim de compor uma amostra
representativa de animais mais (CAR negativo) e menos eficientes (CAR positivo).

Os animais selecionados foram abatidos no Centro de Tecnologia da Carne (CTC) do Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL), na cidade de Campinas, SP. Imediatamente apds o abate, foram
coletadas amostras de tecido hepético e armazenadas em 5 mL de RNA holder (BioAgency, Sao Paulo,
SP, Brasil). A extracdo do RNA total das amostras coletadas foi realizada utilizando o kit para extragdo
de RNA RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), segundo as recomendacdes do
fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada através da técnica qRT-PCR por meio do
método do Ct comparativo. Para a andlise estatistica, primeiramente foi feita a média geométrica dos
dados de Ct gerados para os genes de referéncia Beta Actina e GAPDH, utilizados na normalizacido da
quantidade inicialmente adicionada de molécula alvo nas reacdes, para cada amostra, para cada tecido e
para cada gene alvo, e entdo ajustou-se um modelo linear misto, utilizando o procedimento mixed do
programa estatistico SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA, 2002):

Ygikr = Tig + G + Dig + Coikr >

onde, Y é 0 Ct obtido pelo software do termociclador para o g™™ gene (média geométrica dos genes
de referéncia e o gene alvo), no ™ poco da placa (referente a replica técnica), correspondente ao k™
animal e ao i®™ grupo do animal (CAR positivo ou negativo). T;, ¢ o efeito do grupo do animal i na
expressdo do gene g. Gy é o efeito de grupos de abate para o k*™ animal, Dy é um efeito especifico de
amostragem aleatéria que capta as diferencas entre as amostras que sdo comuns a ambos 0s genes,
particularmente os que afetam a concentracdo de RNA, tal como extracdio diferencial ou eficiéncias de
amplificagdo entre as amostras. O termo e, refere-se ao residuo.

Resultados e Discussio

Os niveis de expressdo dos genes estudados podem ser observados na Tabela 1. Somente os
niveis de expressdo dos genes TFAM e UCP2 foram significativamente diferentes entre os grupos (CAR
positivo e negativo).

O gene UCP3 nio foi expresso no tecido estudado. Esse resultado era esperado, ja que segundo
Silvestri et al. (2006), a UCP3 normalmente néo é expressa em tecido hepdtico.

O gene PGCla ndo apresentou diferenca na expressdo entre os dois grupos estudados. Estes
resultados discordam dos resultados encontrados por Bottje e Carstens (2009), que estudando a expressdao
dessa protefna através da técnica Western blot, em figado de aves, encontraram maior quantidade da
mesma no figado de frangos de baixa eficiéncia.

Tabela 1: Expressdo dos genes PGCla, TFAM e UCP2 em tecido hepatico de animais com consumo
residual alimentar positivo e negativo.

GENE CAR CT MEDIO ERRO PADRAO  P-VALUE (GxC)'
rocle pete B
TEAM Thosirvo. 1323 016
verz  eosivo 2655 017

'GxC: interagio gene x CAR, ns: nio significativo ao nivel de 5%, *: significativo ao nivel de 5%.
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A expressdo do gene TFAM foi 1,9 vezes maior em animais CAR negativo (mais eficientes)
quando comparada a expressdo em animais CAR positivo (Figura 1). O gene UCP2 teve expressao 1,74
vezes maior em animais CAR negativo em relaciio animais CAR positivo (Figura 1).
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Figura 1: Expressdo relativa dos genes alvo TFAM e UCP2 em tecido hepético de animais com
consumo alimentar residual positivo e negativo (*: significativo ao nivel de 5%).

Houve uma maior expressdo do gene UCP2 em animais CAR negativo (mais eficientes). Esse
resultado ndo seria esperado, pois dentre as fungdes da UCP2, estd a diminui¢do da producdo da ATP, o
que leva a um aumento no requerimento energético, produgdo de calor e diminuicdo do peso corporal
(Harrold et al., 2000).

O gene TFAM expressou-se mais em animais CAR negativo (mais eficientes). Estes resultados
discordam do observado por Kelly et al. (2011), que ndo encontraram diferencas significativas na
expressdo desse gene em tecido muscular de animais com alto e baixo CAR (Limousin x Friesian), no
entanto, deve-se salientar que estes autores utilizaram musculo Longissimus dorsi em suas andlises,
diferentemente deste trabalho, que utilizou tecido hepatico.

Conclusdes
Os genes UCP2 e TFAM apresentam expressio diferencial em tecido hepdtico nos grupos de
animais da raga Nelore extremos para consumo alimentar residual, no entanto, mais estudos sdo
necessdrios para confirmar estes resultados e avaliar a possibilidade de seu uso em programas de
melhoramento visando o aumento da eficiéncia alimentar.
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