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Introducdo: A crescente demanda por energia e proteina para suprir a
populagao humana em constante expansao traz para a pecudria preocupagdes
com o aumento da produtividade e, a0 mesmo tempo a diminui¢ao do impacto
ambiental que ela gera [1]. Uma forma de se lidar com essas questoes é com
a melhora na eficiéncia alimentar (EA) de bovinos de corte, caracteristica
diretamente relacionada a produtividade e lucratividade, pois um animal mais
eficiente produz mais carne por kilograma de alimento ingerido [2]. Além
disso, animais mais eficientes produzem menos poluentes como esterco e
metano, o que diminui o impacto ambiental da sua exploragio [3].

A selegdo para EA é um grande desafio, pois envolve uma combinagao de
diferentes processos bioldgicos [4]. Abordagens de biologia de sistemas
para analise de dados transcriptdomicos podem propiciar a compreensao das
complexas fungdes e interagdes de genes que trabalham coordenadamente para
a expressao dessa caracteristica, tornando possivel, no futuro, a sua modulagao
pela dieta, meio ambiente ou mesmo pela identificagio de marcadores
moleculares responséveis pela alteragdo fenotipica [5].

O presente trabalho, identificou novos genes, fungdes bioldgicas e genes
reguladores associados a expressdo génica global hepética de animais com
alta e baixa eficiéncia alimentar. Materiais e métodos: Noventa e oito
animais machos inteiros da raga Nelore foram avaliados quanto a sua EA pela
medida de consumo e ganho residual (CGR) [3]. Baseado nos valores extremos

de CGR foram formados dois grupos, um com oito animais de alta eficiéncia
alimentar e outro com oito animais de baixa eficiéncia alimentar. Amostras de
figado desses animais foram coletadas por biopsia, o seu mRNA foi extraido
e posteriormente sequenciado no equipamento Illumina HiSeq 2500. As
leituras resultantes do sequenciamento foram avaliadas pelo software FastQC
e adaptadores, cauda poliA e bases com baixa qualidade foram removidas pelo
software Seqyclean. O alinhamento das sequéncias e a anélise de expressao
diferencial foram realizados utilizando-se TopHat2/Bowtiez e Cufflinks2 [4]. A
analise de co-expressao génica foi executada com o pacote WGCNA do R para
identificar médulos de genes altamente conectados, [8]. A correlagdo entre o
perfil de expressdo génica desses mdédulos e o valor de CGR por animal foi
calculado para identificar médulos associados @ EA. Para a determinagao dos
genes reguladores dos modulos de interesse, foi utilizado o software Lemon-
tree [9], [10]. Finalmente, a co-expressdo diferencial entre os grupos de alta
e baixa EA foi determinada pela diferenca no valor de conectividade dos
genes em cada grupo, [8]. Para os genes encontrados em cada abordagem, foi
executada uma andlise de enriquecimento funcional utilizando-se a ferramenta
on line GeneCoDis. Resultados: Foram identificados 43 transcritos
diferencialmente expressos entre os grupos de alta e baixa eficiéncia alimentar,
23 deles correspondem a genes conhecidos, quatro codificam proteinas nao
caracterizadas ou pseudogenes recentemente descobertos e 16 sio novos
transcritos, ou seja, ndo constam no genoma de referéncia utilizado (Bos taurus
UMD 3.1 - ENSEMBL V67). Dentre os transcritos diferencialmente expressos,
17 deles correspondem a apenas uma das diferentes isoformas expressas
pelo respectivo gene. Um exemplo é o gene LDB3 que apresenta 6 isoformas
diferentes, mas apenas a isoforma TCONS_00049442 ¢ diferencialmente
expressa (Figura 1). A analise modular de enriquecimento funcional mostrou
que os genes diferencialmente expressos estdo enriquecidos para ligagdo de
grupo heme, regido extracelular, citocromo P4s0, classe E, grupos I e IV,
ligagao de ions de metal e atividade de homodimerizagao de proteina (P-valor
corrigido para taxa de falso positivo < 0,05).

LDB3

Figura 1 - Isoformas expressas do gene LDB3, em destaque a isoforma TCONS_00049442 expressa

diferencialmente entre os grupos de alta e baixa EA.

As andlises seguiram no sentido de identificar grupos de genes que apresentam
perfil de expressao correlacionados e que, trabalham cooperativamente para
uma dada fungdo bioldgica ou estdo sob o controle do mesmo conjunto de
fatores de transcri¢do. A andlise de co-expressdo identificou 35 médulos de
genes co-expressos e altamente conectados, mas apenas dois deles apresentaram
correlagdo com eficiéncia alimentar e foram chamados de médulo Marrom
e modulo Cinza (Figura 2). O médulo Marrom é composto por 155 genes e a
analise modular de enriquecimento funcional mostrou que eles sdo, em sua
maioria, constituintes estruturais de ribossomo e estdo envolvidos na tradugao

de proteinas (P-valor corrigido para taxa de falso positivo < 0,05). Ja 0 médulo
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Cinza ¢ formado por 34 genes com fungdes diversas que mostraram estar
associadas as vias metabolicas spliceossoma, fagossoma, digestao e absor¢ao de
proteinas, degradagio de lisina e adesdo focal (P-valor corrigido para taxa de
falso positivo < 0,05). Genes centrais em ambos os mdodulos, que estao altamente
conectados aos demais e apresentam alta correlagio com a medida de CGR sao
considerados genes candidatos para a EA.

Cinco genes reguladores foram identificados, dois deles estao relacionados a
regulagdo de um subgrupo de 24 genes pertencentes a0 médulo Marrom e,
da mesma forma, trés deles estdo relacionados a um subgrupo de 24 genes
pertencentes ao médulo Cinza. Esses genes sdo fatores de transcrigao,
receptores de membrana ou estdo relacionados ao controle de apoptose.

Modulo Marrom

> S

D oo G D D

Modulo Cinza

Alra
conectividade

Baixa
conectividade

Figura 2 - Médulos Marrom e Cinza. Os nddulos representam os genes e os vértices o valor de correlagio

entre genes. Para facilitar a visualizagao, valores baixos de correlagao nao foram representados na figura.
A anélise de co-expressao diferencial foi realizada gerando duas subredes
de genes, uma para alta EA e outra para baixa EA para determinar como a
importancia de um gene dentro da rede muda entre as duas condigdes,
através da medida de conectividade. Genes altamente conectados tém
supostamente papeis bioldgicos centrais na determinagao de um fenétipo, ja
que podem influenciar diversos outros genes e, consequentemente, mudangas
no comportamento desses genes podem estar estreitamente associadas a
regulagdo da EA. Os valores gerados para conectividade diferencial variaram
de 1, representando genes altamente conectados para baixa EA mas ndo para
alta EA, até - 1, representando genes altamente conectados para alta EA
mas ndo para baixa EA, e foram determinados 400 genes diferencialmente
conectados (conectividade diferencial absoluta > 0,60). Para selecionar genes

biologicamente relevantes, esse conjunto de genes foi reduzido para os 12 genes
que apresentaram diferengas no nivel de expressao entre as duas condigdes
(P<0,05). Todos os 12 genes sdo genes altamente conectados para alta EA,
mas ndo para baixa EA. A andlise de enriquecimento funcional mostrou que
esses genes fazem parte de vias metabdlicas diferentes, entre elas glicolise/
gliconeogenese, metabolismo de frutose e manose, via das pentoses fosfato
e cisticercose.

Viarios sio os mecanismos fisiologicos que provavelmente contribuem
para a EA em bovinos [11] [12]. Neste trabalho, diferentes abordagens
resultaram indicagdes de processos bioldgicos que podem ser importantes
na determinagéo desse fenétipo, como por exemplo, o splicing alternativo,
que leva a isoformas com implicagdes diferentes para a caracteristica. Outros
termos enriquecidos nas analises como fagocitose, ligagdo de heme e de
ions de metal como o ferro, indicam participagdo importante da reciclagem
tecidual. O grupamento heme também ¢é parte importante do citocromo P450,
uma hemoproteina responsavel pela metaboliza¢do de uma série de enzimas
imunoldgicas do organismo bem como metabolismo de xenobidticos. A fungao
de sintese de proteinas identificada para 0 médulo Marrom e o metabolismo
energético representado pelo enriquecimento de vias como glicélise, frutose,
manose e pentoses fosfato, corrobora resultados encontrados anteriormente
[13]. Conclusdo: As diferentes abordagens utilizadas para analisar expressdo
génica de amostras de figado de animais com alta e baixa eficiéncia alimentar
apontaram reciclagem tecidual, metabolismo energético e de xenobidticos,
controle de expressao génica e sintese de proteinas como algumas das diferentes
fungoes bioldgicas relacionadas a este fendtipo, que é sabidamente complexo
e estd sob o controle de diversos genes. Abordagens sistémicas para anélise
de caracteristicas complexas nos ajudam a entender melhor os processos
fisiologicos relacionados a elas e nos guiam para continuar as investigagoes
no sentido de identificar polimorfismos genéticos causais que nos ajudem
na selegdo de animais superiores, ou na adequagao de técnicas de manejo e
nutri¢do que aumentem a produtividade ao mesmo tempo em que contribuam
para a sustentabilidade da criagdo de gado de corte. Agradecimentos: A
Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pela bolsa
de mestrado (Proc. 2012/14792-3) e de estagio de pesquisa no exterior (Proc.
2014/00307-1) da aluna PAmela A. Alexandre.
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CATEGORIA DOUTORADO MEDICINA VETERINARIA
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Introducdo: A enterite necrética avidria (NE) é uma doenca que
acomete aves de produgido de duas a seis semanas de vida [1]. O seu agente
etioldgico primario é o Clostridium perfringens, uma bactéria de crescimento
em anaerobiose, gram positiva, toxigénica, formadora de esporos [2]. A
patogénese da NE é complexa e envolve a associagio de diversos fatores, como
a co-infecgdo com espécies de coccidia, imunossupressao e estresse. O estresse
¢ um dos principais fatores limitantes na produgio de aves. Dessa forma, é
preocupagdo nao somente na NE, mas em toda cadeia de produgdo animal,
visto que foi comprovada a sua relagio com uma queda nos pardmetros
zootécnicos e modulagdo do sistema imune [3]. Embora os efeitos do estresse
sobre os niveis de imunoglobulinas sejam amplamente enfatisados, poucos sao
os trabalhos que se dedicam ao estudo dos centros germinais (GC). Os GCs sao
microambientes especializados, responsaveis pela geragdo de células imunes
com anticorpos de alta afinidade e linfécitos B de memoria [4,5]. Sendo
assim, este compartimento torna-se importante alvo para elucidar os efeitos
do estresse associado com doengas como a NE. O presente trabalho avaliou
os efeitos do estresse por calor com e sem a associagao da ingestdo de caldo
tioglicolato e Clostridium perfringens, sobre o desenvolvimento dos centros
germinais no bago de frangos de corte. Materiais e métodos: Para
realizagdo dos experimentos foram utilizados 30 frangos de corte, Linhagem
Cobb*®, machos, adquiridos de incubatério comercial com um dia de vida. Os
animais foram divididos em seis grupos experimentais: 1 — Grupo Controle;
2 - Grupo Controle Estressado (C/Stress); 3 — Grupo Tioglicolato (T); 4 -
Grupo Tioglicolato Estressado (T/Stress); 5 — Grupo Infectado (I); 6 - Grupo
Infectado Estressado (I/Stress). A infecgdo experimental com Clostridium
perfringens tipo A foi efetuada pela via oral, do 15° ao 21° dia de vida nos
grupos I e I/HS35. O estresse por calor (35£1°C) foi realizado por aumento da
temperatura ambiente do 14° ao ultimo dia experimental (21° dia de vida). Os
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animais do grupo Tioglicolato receberam o meio de cultura caldo tioglicolato
sem bactérias. As medigdes dos perfis dos bagos foram realizadas pelo método
de contagem de pontos. As fotos utilizadas para determinagao da drea do perfil
do bago (Asp). foram tiradas em estereoscopio (Olympus SZX7 e cimera D71)
O ndmero de centros germinais por perfil do bago (Ngc) e a area dos centros
germinais (Agc) foram estabelecidas com o sistema de contagem de pontos em
fotografias microscopicas no aumento de 300x (Nikon Eclipse Ni-U e Nikon
camera DsRi1-U3). As mensuragdes foram empregadas para a determinagio
dos pardmetros morfométricos: Numero de perfis de GCs por 1 mm? de sec¢ao
do bago (Nagc); Area dos perfis de GCs nas segdes do bago (Agc); A densidade
de volume dos GCs no bago (Vvgc); Densidade numérica dos GCs no bago
(Nvgc); Namero total dos GCs no bago (Ngcsp); O didmetro médio dos GCs
(D); A distancia do centro germinal mais proximo no plano de corte (A2); A
distancia do centro germinal mais préximo no espago (A3) [6]. Os dados foram
analisados por teste de analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida do
teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas. A analise de correlagao
entre todos os pardmetros morfométricos e peso do bago foi determinada pelo
produto-momento de Pearson. A correlagdo pode ser classificada como de
intensidade elevada (0,7-1,0), intensidade média (0,5 a 0,7), e de intensidade
baixa (0.1 - 0,5). Resultados: Os resultados da avaliagio morfométrica
estdo resumidos na tabela 1. A média de Nagc dos animais do grupo I/Stress
foi 60% inferior & do grupo I (P < 0,05). De forma semelhante a média de Vvgc
no grupo I/Stress é 47% inferior a do grupo I (P > 0,05). Os resultados sdo
comparaveis quando é observada a redugdo das médias do Nvgc e Ngcsp dos
animais estressados e infectados (I/Stress) em comparagio aos dos animais
do grupo infectado (I; P> 0.05). O estresse por calor per se nio foi capaz de
produzir as diferengas significativas encontradas nos parametros Nagc, Vvgc,
Nvgc, Ngcsp, D, A2 e A3 entre os animais dos diferentes grupos sem considerar
os desafios (tioglicolato e bactéria). No entanto foi constatada interagdo entre os
fatores estresse por calor e tratamentos (tioglicolato e infec¢do) em relagéo ao
Nagc (P<o.01), Ngcsp (P<0.05) e Nvge (P<0.05). As diferengas dos parametros
morfométricos entre os animais com diferentes desafios empregados, foram
estatisticamente significantes sem considerar o estresse por calor. Os resultados
do produto-momento de Pearson dos fatores Nagc, Vvge, Nvgc, Ngesp, D, A2 e
A3 em relagdo ao peso total do bago apresentaram resultados inferiores a 0.2.

Tabela 1 - Média + desvio padrdo dos pardmetros morfométricos analisados no bago.

Peso do Vvge

Nagc Nvgc Ngcsp
Grou, Bago . mm?/ . ‘mm mm
P m) Y m) (o) ) ) (o)
c 579°* 0,626* 0,00225% 11,16* 12982° 0,075* 0,750* 0,294*
151 0,393 0,00208 16,22 2092 0,026 0,286 0,082
C/Stress 428° 0,546**  0,00181* 8,93° 600" 0,082" 0,750%" 0,307°
129 0,223 0,00104 5,25 397 0,042 0,259 0,114
T 483° 1,056*°  0,00328°  16,98° 1564 0,071* 0,513" 0,227%"
16 0,449  0,00269 8,13 881 0,023 0,092 0,038
479* 1,540°  0,00349°  25,84% 2539° 0,059  0,610°"  0,231*"
T/Stress
76 2,563 0,00559 43,05 4355 0,066 0,6187 0,226
I p7° 1,49" 0,00479* 23,002 1292* 0,064* 0,507" 0,213*"
194 1,622 0,00609 27.97 1904 0.035 0.377 0,131
445° 0,624*"  0,00254*  10,64° 82920 0,058° 0,427" 0,186"
I/Stress
186 0,476 0,00298 10,82 763 0,047 0,278 0,124

Letras diferentes em expoente indicam diferengas significativas, em P < 0,05 (ANOVA de duas vias
seguido de teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas).

Conclusdes: O estresse por calor aplicado de forma isolada nio é capaz de
desencadear alteragoes sensiveis nos pardmetros morfométricos analisados.
Entretanto a associagdo dos estresse por calor e a ingestao do caldo tioglicolato
e/ou infecgdo experimental desencadeiam alteragdes significativas no niimero
de centros germinais, tanto no plano bidimensional (Nagc e Vvgc) quanto
nas proje¢des tridimensionais (Ngcsp e Nvgc). A infecgdo por C. perfringens
associada ao estresse por calor reduz a formagdo dos centros germinais
esplénicos de frangos de corte sem interferir no didmetro dos centros germinais
e distdncia entre os mesmos nas proje¢des bidimensionais e tridimensionais.
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