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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo dos genes CAST, CASP3 e DNAJAL
no masculo Longissimus dorsi de vacas adultas da raca Nelore. Apds o abate as
carcacas foram refrigeradas por 24 horas em cémara frigorifica. Mediante ao
resfriamento das carcagas, foram retirados bifes do mdsculo Longissimus dorsi para a
determinacdo da forca de cisalhamento, sendo que, de um mesmo animal foram
retirados bifes para serem mantidos em resfriamento durante 7 e 21 dias, e sofrerem o
processo de maturacdo. De acordo com os resultados de forca de cisalhamento apds 24
horas, as amostras foram classificadas em dois grupos (G1 - Dura e G2 - Macia). Foi
extraido o RNA total de cada uma das amostras, sendo este avaliado de forma quali-
quantitativa. Para a sintese de cDNA utilizou-se uma aliquota de 2ug de cada amostra
de RNA total, posteriormente sendo utilizado na amplificagdo de cada um dos genes em
estudo por PCR comum. Cada gene foi clonado em um vetor plasmidial, e a partir do
sequenciamento e confirmacdo de cada clone, os plasmideos foram linearizados e
utilizados na construcdo de curvas padrdo. Ap6s a obtencdo dos resultados das curvas
padrédo, foi medida a expressdo absoluta de cada um dos genes entre os dois grupos
experimentais. Os dados foram avaliados num modelo a partir dos extremos de maciez.
Houve diferenca estatistica (p<0,05) para forca de cisalhamento entre os tratamentos
somente no dia 0. Para o efeito de maturacdo, houve diferenca significativa (p<0,05)
para os dois tempos avaliados (7 e 21 dias). Na quantificacdo absoluta, observou-se
diferenca estatistica (p<0,05) para o0 gene CASP3, indicando maior expressao deste gene
nos animais que apresentaram também maiores valores na forca de cisalhamento ao 0
dia. Enquanto que, para os genes CAST e DNAJAL1 ndo foi observada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os grupos. Conclui-se que carnes com maior forca de
cisalhamento expressam mais o0 gene CASP3, por outro lado, essas carnes sofreram
maior processo de maturacdo, confirmando a hipotese que propfe a agdo da caspase 3

no processo proteolitico postmortem.

Palavras Chave: caspase, CDNA, cisalhamento, expresséo, , maturacdo, PCR
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the expression of genes CAST, CASP3 and
DNAJAL in longissimus dorsi muscle of adult Nelore cows. After slaughter, the
carcasses were chilled for 24 hours in refrigerating chamber. Upon chilling of the
carcasses were removed steaks from muscle Longissimus dorsi for the determination of
shear force, being that, in the same animal were removed steaks to be maintained in
chilling during 7 and 21 days, and undergo the maturation process. According to the
shear force results after 24 hours, the samples were classified into two groups (G1 -
Hard and G2 - Soft). Was extracted o total RNA from each sample, being this evaluated
of form qualitative and quantitative. For the synthesis of cDNA was used a aliquot of
2ug of each total RNA sample, being after used in the amplification of each of the genes
studied by PCR common. Each gene was cloned into a plasmid vector, from of
sequencing and confirmation of each clone, plasmids were linearized and used in the
construction of standard curves. Data were evaluated in a model containing of extreme
values of softness. There was statistical difference (p <0.05) in shear force between
treatments only on day 0. For the effect of maturation, was significant difference (p
<0.05) for two times evaluated (7 and 21 days). In absolute quantification, we observed
statistical difference (p <0.05) for gene CASP3, indicating a higher expression of this
gene in animals that also had higher shear force values to the 0 day. While for genes
DNAJA1 and CAST there was no statistical difference (p> 0.05) between groups. It is
concluded that meats with higher shear force express more the gene CASP3, on the
other hand, this meat suffered a greater maturation process, confirming the hypothesis

that proposes the action of caspase 3 in postmortem proteolysis process.

Keywords: aging, caspase, CDNA, expression, PCR, shear



CAPITULO 1



1 CONSIDERACOES INICIAIS

A pecudria brasileira é considerada a 2% maior do mundo, com um rebanho
de aproximadamente 205 milhdes de bovinos, além de possuir o maior rebanho
comercial, produzindo aproximadamente 9,8 milhdes de toneladas de carne (ABIEC,
2011). No inicio do século XIX essa atividade tornou-se uma das atividades econémicas
mais importantes para o Brasil, houve a necessidade de incorporacdo de tecnologias na
produgdo de bovinos visando & melhoria das caracteristicas qualitativas da carne, e
buscando atender mercados consumidores mais exigentes, principalmente quanto a
maciez.

Dentre as potenciais tecnologias utilizadas atualmente, os estudos de
expressdo génica por meio do Acido Ribonucléico (RNA) tem possibilitado a
identificacdo e associacdo de genes a caracteristicas fenotipicas da carne. O RNA é uma
molécula de extrema importancia biologica, e este se divide em varios tipos, sendo que
um deles é denominado de RNA mensageiro (mRNA), originado pela célula no
momento da transcri¢cdo dos genes, e pode ser assim considerado uma forma indireta de
se medir a expressao dos genes, permitindo elucidar mecanismos envolvidos na maciez
inicial e no processo de amaciamento da carne.

Porém a maciez é dependente de uma sequencia de processos bioquimicos
que ocorrem durante o processo proteolitico postmortem no musculo. De acordo com
Delgado & Santos (2007), sdo trés fatores responsaveis por determinar a maciez da
carne, sendo esses: 1) Patamar de maciez intrinseca, resultado de limitacdes estruturais
do tecido conjuntivo que envolve a musculatura; 2) Endurecimento da estrutura
muscular pelo estabelecimento do rigor mortis; 3) Taxa e extensdo do processo de
desestruturacdo limitada do arcabougco miofibrilar por enzimas proteoliticas,
denominado amaciamento ou maturagéo.

Entretanto, parte da melhora na maciez da carne pode ser atribuida ao
complexo enzimatico calpaina/calpastatina, pois estas agem na degradacéo de proteinas
miofibrilares durante o processo de maturacdo da carne (KOOHMARAIE, 1996 e
THERKILDSEN, 2005). Porém, existem Vvarios outros mecanismos que estdo
supostamente envolvidos no processo de amaciamento da carne, e que ainda ndo foram

elucidados.



Dessa maneira 0 estudo de expressdo torna-se extremamente importante,
permitindo um melhor entendimento da acdo proteolitica. E por meio da avaliacdo
diferencial de genes envolvidos nesse processo, poderdo ser identificados possiveis

marcadores moleculares para maciez da carne.
2 OBJETIVO
Avaliar a expressdo dos genes CASP3, DNAJAL e CAST por meio do RNA

obtido a partir de amostras do musculo Longissimus dorsi de vacas de descarte da raca
Nelore.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MACIEZ DA CARNE

O termo qualidade em carne bovina é muito amplo e depende de varios
fatores agindo de forma concomitante. Limitando a definicdo de qualidade da carne
bovina em termos sensoriais, a maciez, a suculéncia e o sabor acabam sendo 0s
principais quesitos na preferéncia do consumidor (HADLICH et al., 2006). Suculéncia e
sabor, embora importantes para o consumidor, sdo caracteristicas determinadas,
principalmente, pelas escolhas do proprio consumidor ao preparar a carne, ou seja, a
forma de preparo e o ponto de coc¢do sao mais importantes na determinacdo de sabor e
suculéncia do que qualquer atributo genético ou ambiental inerente ao animal do qual a
carne é oriunda.

Dessa maneira a maciez, passa ser 0 quesito mais importante na avaliacao
de consumidores de carne bovina, uma vez que é uma caracteristica influenciada por
todos os elos da cadeia de produgdo. Segundo Riley et al. (2005), tratamentos
apropriados para carcagas durante o periodo postmortem podem controlar efetivamente
eventuais variagdes organolépticas, especialmente, a maciez. Ignorando que fatores
postmortem, como estimulacdo elétrica e maturacdo, possam impactar positivamente na
maciez da carne bovina, fatores pré-abate, ou seja, inerentes ao proprio animal, sdo 0s
de maior importancia na determinagdo dessa caracteristica.

Em outras palavras, aspectos genéticos e fatores ambientais presentes
durante o processo de criacdo do bovino, predispdem a producdo de carne mais ou
menos macia (FELICIO, 1993). Na verdade, genética e ambiente atuam de forma
conjunta na determinacdo das qualidades da carne, pois o potencial genético de um
animal para produzir carne macia, por exemplo, s6 seré expresso em sua totalidade se o
ambiente permitir que esse animal o expresse.

Em termos de ambiente, praticas de manejo, como a castracdo, e de
alimentacdo, como a suplementacdo a pasto e o confinamento, podem alterar o nivel de
maciez da carne. A reducdo na idade de abate apresenta-se como a pratica de maior
impacto na melhora da qualidade da carne, especificamente, maciez. Segundo Field et
al. (1997), a idade de abate é fator determinante na maciez da carne, de tal forma que ha

diminuicdo na maciez a medida que a idade avanca.



Considerando que ndo existe registro na literatura evidenciando que o
processo enzimatico calpaina/calpastatina torna-se menos ativo a medida que a idade do
animal avanca, um dos possiveis candidatos para tal efeito € o tecido conjuntivo
(colageno) presente no musculo.

A conexdo entre o coldgeno intramuscular e a maciez da carne foi
inicialmente identificada em trabalhos datados no inicio do século XX e re-estudada
com certa énfase entre as décadas de 40 a 70, quando foram reveladas algumas das
complexas maneiras com que o coladgeno impacta a maciez da carne. Variaveis como a
quantidade total de colageno, a organizacdo molecular das fibras de colageno e os
componentes da estrutura do colageno foram hipotetizadas como variaveis explanatérias
para a dureza na carne. Finalmente, chegou-se a concluséo que a qualidade do colageno
e o nivel de encurtamento das fibras seriam os fatores mais importantes para a dureza
observada em carnes de animais velhos (BAILEY & LIGHT, 1989).

3.1.1 Maturacgéo

Koohmaraie & Gessink (2006) afirmam que os consumidores tém pagado
um maior valor em produtos carneos que possuem caracteristicas de acordo com suas
preferéncias. Visto que a dureza da carne é uma das causas mais comuns de
inaceitabilidade, a maturacdo mostra-se como alternativa para diminuir a forca de
cisalhamento. A dureza da carne esta atribuida a uma série de fatores, incluindo o tecido
conjuntivo intramuscular, gordura intramuscular e o comprimento do sarcomero.

A maturacdo vem sendo utilizada em varios mercados, assim como no
mercado americano, onde o tempo varia de 10 a 14 dias. Ja no Brasil, a maturacao é
feita de 14 a 21 dias. A explicacdo para essa diferenca no tempo de maturacdo esta
baseada na genética populacional dos bovinos. Em outros paises a utilizagdo de racas
taurinas, permite a utilizacdo de menor tempo de estocagem devido a maior eficacia do
processo nestas racas.

Em trabalhos cientificos ja realizados, percebe-se que para animais indianos,
€ necessario maior tempo para que o efeito da maturacdo ocorra de forma eficiente,
atendendo as expectativas do mercado. Mesmo sendo um processo conhecido e

utilizado ha muitos anos, somente agora estdo sendo cientificamente comprovadas as



transformacdes que ocorrem durante a maturacdo. No entanto é aparente que a acédo de
varios complexos enzimaticos na protedlise de proteinas estruturais é determinante na
maciez final (KEMP et al., 2010).

De acordo com 0s mesmos autores, a maciez final da carne depende do grau
de alteracdo das proteinas estruturais associadas ao musculo. Especificamente as
miofibrilas citoesqueléticas e proteinas costdmeras, tais como titina, desmina e

vinculina, actina e miosina (Figura 1).

Sarcolema

Placas
Transmembrana

Costameros

------

/ Miosina LinhaMm

Fonte: Adaptado de Kemp et al. (2010).

FIGURA 1. Representacdo esquematica das proteinas miofibrilares e os principais

componentes do sarcomero.

Existem vérias enzimas que estdo envolvidas no processo proteolitico, entre
elas, as catepsinas, proteossomas, calpainas, calpastatinas e caspases.

As catepsinas sd@o enzimas compostas a partir de exo e endopeptidases,
formando trés grupos: cisteinas (catepsinas B, H, L, X), Asparticas (catepsinas D, E),
Serinas (catepsina G) (SENTANDREU et al., 2002). De acordo com Whipple et al.
(1990), estas estdo pouco associadas a variagao na sensibilidade da carne. No entanto, o
efeito proteolitico dessas enzimas € demonstrado em varios trabalhos com carne bovina
(ZAMORA et al., 2005; O'HALLORAN et al., 1997; HOPKINS & TAYLOR, 2002).



Outras enzimas descritas na literatura como as proteossomas, tém seu
envolvimento no processo de maturacdo da carne por meio da degradacdo de proteinas
do citosol e do nacleo (COUX et al., 1996). Tais enzimas sdo abundantes no masculo
esquelético de acordo com Robert et al. (1999). Os autores mostraram que essas
enzimas foram capazes de causar protedlise de proteinas miofibrilares incluindo a
nebulina, miosina, actina e tropomiosina, sendo que este efeito também foi observado
por Taylor et al. (1995).

Vérios estudos estdo sendo realizados demonstrando que o sistema
proteolitico calpaina desempenha um papel central na protedlise post-mortem e no
amaciamento da carne. No mdsculo esquelético, o sistema calpaina é composto em pelo
menos trés proteases, a p-calpaina, m-calpaina e calpaina 3, e um inibidor, calpastatina.
Entretanto ha controvérsias sobre o envolvimento da calpaina 3, no processo
proteolitico (KOOHMARAIE & GESSINK, 2006).

Recentemente tém sugerindo que a familia das caspases poderia estar
atuando durante a protedlise muscular (OUALI et al., 2006; SENTANDREU et al.,
2002). Essas enzimas pertencem a familia de cisteina proteases de aspartato,
identificadas por atuar durante o processo de apoptose ou inflamacdo, podem ser
divididas em caspases iniciadoras, tais como a 8, 9, 10 e 12 e caspases efetoras 3,6 e 7
(KEMP et al., 2010).

Com tantos fatores envolvidos na determinacdo do amaciamento da carne,
torna-se dificil a compreensdo geral acerca dos mecanismos responsaveis por este
processo. A partir disso, deve-se continuar a busca de ferramentas experimentais

buscando elucidar o envolvimento de todo esse complexo enzimatico.

3.2 ACIDO RIBONUCLEICO

Normalmente em eucariotos, a molécula de RNA é uma fita simples,
podendo ser encontrada tanto no nuacleo, local em que é sintetizada, quanto no
citoplasma, onde tem lugar a sintese protéica (LEHNINGER, 2004).

O mesmo autor afirma que diferentes tipos de RNA estdo presentes nas
células, e os principais tipos sdo o mensageiro (MRNA), o ribossémico (rRNA), o
transportador (tRNA) e os micro RNAs. O mRNA transfere a informacdo genética

contida na cadeia de DNA aos ribossomos. O tRNA identifica e transporta as moléculas



de aminoécidos até os ribossomos, organelas compostas por RNA ribossomal (rRNA) e
que ddo suporte molecular para a sintese de polipeptidios. Esse tipo de RNA apresenta-
se em maior proporcdo em relacdo as outras formas.

De acordo com Alberts et al. (2004), no DNA, 0s éxons sdo sequencias de
bases transcritas e traduziveis, enquanto que os introns sdo seqliéncias transcritas e ndo
traduziveis (Figura 2). Desse modo, nos eucariotos, as partes traduzidas do gene é que
correspondem a informacdo genética que realmente codifica a sequéncia de

aminoéacidos da proteina.

Introns

Transcrigdo

Tradugdo

Ribossomos

FIGURA 2. Esquema de formacéo de proteinas e RNA

O RNA resultante da transcricdo do gene é denominado RNA precursor
(PRNA). Apds a transcricdo, 0 pRNA perde os introns, e em um processo denominado
de “splicing”, os éxons se unem em uma molécula Unica, formando os MRNAs
(LEHNINGER, 2004).

Segundo Alberts et al. (2004), a maioria dos mMRNA possui uma sequéncia
de aproximadamente 200 residuos de adenina na sua extremidade 3’, que é chamada de
cauda poliA (Figura 2). Esta cauda ndo esta codificada no DNA e ndo existe nos rRNAs
e tRNAs. Sendo assim, os nucleotideos contendo a adenina ndo sdo codificados pelo
DNA, e posteriormente sdo adicionados ao mRNA através da enzima poliA-polimerase.

Outra estrutura importante estd presente na extremidade 5°, denominada cap 5’ ou



“capacete”. Ele confere a0 mMRNA uma maior estabilidade, pois o protege da acdo de
fosfatases e nucleases, além de aumentar a chance do mRNA ser capturado pelo sistema
de traducéo.

Um aspecto comum a todos pRNAs é a presenca da sequéncia de
AAUAAA, 11-30 nucleotideos antes do sitio de poliadenilacdo (local onde deve ser
inserida a cauda poliA). Esta sequéncia, chamada de seqléncia sinal para
poliadenilacdo, é reconhecida por um fator especifico, que sinaliza o local e permite que
ocorra a clivagem atraveés de uma endonuclease. A adicdo da cauda poliA é feita na
extremidade 3° OH gerada pela clivagem. Depois que o mMRNA poliadenilado chega ao
citoplasma, a cauda poliA vai diminuindo, com o decorrer do tempo, provavelmente
devido a acdo de nucleases (LEHNINGER, 2004).

A sequéncia de adeninas presentes na cauda poliA, é designada como uma
parte de extrema importancia na via de sintese protéica, pois facilita o transporte do
mMRNA para o citoplasma. Ao mesmo tempo em que lentamente se degradada, essa
molécula também se torna mais estavel no citoplasma (VOET & VOET, 1997). Existe
também possibilidade da cauda poliA estar relacionada com o reconhecimento da
molécula de mMRNA pelo complexo que posteriormente realizara a traducdo (ALBERTS
et al., 2004).

Outro grupo de mRNAs que sdo transportados ao citoplasma e que néo
possuem cauda de poliA sdo denominados de RNAs mensageiros de histonas estando
envolvidos na sintese de proteinas que participam do empacotamento do DNA (VOET
& VOET, 1997).

Todos os RNAs sdo sintetizados por um processo conhecido como
transcricdo. Esse procedimento é feito com base na sequiéncia de nucleotideos de apenas
uma das fitas do DNA. A fita do DNA molde para a transcri¢do possui orientagdo 3’ —
5’ ja que o sentido de crescimento dos dcidos nucléicos € 5° — 3°. As mesmas regras de
pareamento da replicagdo do DNA sdo aplicadas na transcricdo, com excecdo do
pareamento entre as bases nitrogenadas A e T, pois no RNA a base T é substituida pela
U (uracila). Dessa forma, a seqiiéncia da fita 3° — 5’ sera complementar a fita RNA
sintetizada enquanto que a fita do DNA de orientagdo 5° — 3’ ¢ idéntica ao RNA, sendo

as timinas substituidas pelas uracilas (PIERCE, 2011).
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A informacdo armazenada no mRNA sera lida nos ribossomos para a sintese
de proteinas, mecanismo conhecido como traducdo. O mRNA ¢ lido a cada trés
nucleotideos (codon) e, por meio do codigo genético, essa pequena seqiiéncia esta
associada a um dos 20 aminoacidos para a sintese da cadeia polipeptidica (VOET &
VOET, 1997).

3.3 qPCR

A reacdo em cadeia polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) tem sido
aceita em diagndsticos clinicos e nos laboratérios de pesquisa por apresentar a
capacidade de gerar resultados quantitativos. Essa técnica permite 0 acompanhamento
da reacdo e a apresentacdo dos resultados de forma mais precisa e rapida em relacdo a
PCR convencional que apresenta somente resultados qualitativos (FERRAZ, 2009).

O processo de quantificacdo do DNA e RNA utilizando o gPCR permite
avaliar os dados de quantificacdo destes acidos nucléicos com maior precisdo e
reprodutibilidade determinando os valores durante a fase exponencial da reagcdo em
tempo real. Neste sistema, 0 ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar

da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold (C+) (Figura 3).

Grafico de Amplificacdo
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FIGURA 3. Curva de amplificacdo do gPCR em Tempo Real. Ct — Cycle Threshold. A
amplificacdo mostra 3 fases distintas (1) linha basal: N&o houve produtos
da gPCR suficiente para detectar a fluorescéncia; (2) fase log: a quantidade
de produtos da qPCR dobra a cada ciclo e (3) fase platd: ndo ha mais
aumento no numero de produtos.
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O Cy permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia,
no qual a emissdo desses compostos fluorescentes gera um sinal aumentando em
proporcéo direta a quantidade de produto da PCR. Os valores de fluorescéncia sao
gravados em um dispositivo de armazenamento durante cada ciclo e representam a
quantidade de produto amplificado, formando um grafico de amplificacdo (NOVAIS &
ALVES, 2004).

A gPCR requer uma plataforma de instrumentacdo que contenha um
termociclador com sistema 6tico para excitacdo e coleta da emissdo de florescéncia, e
um computador com um software para a aquisicdo dos dados e andlise final da reacdo
(NOVAIS & ALVES, 2004).

Existem dois diferentes métodos na analise de gPCR: quantificacdo absoluta
e quantificacdo relativa. A primeira determina o numero de copias do transcrito de
interesse baseado numa curva padrdo, enquanto que o segundo método descreve a
diferenca de expressao entre dois grupos, no qual, geralmente se usa um grupo controle
ou referéncia.

No caso de quantificacdo relativa, a escolha correta dos genes constitutivos
para normalizar a expressdao do gene alvo em gPCR em tempo real é essencial para
refletir verdadeiramente o processo bioldgico (ROBINSON et al., 2006). Estes autores
avaliaram 4 genes candidatos a genes normalizadores em bovinos (18S rRNA,
gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPDH), RPLPO e B-10 actina) e verificaram
que os genes GAPDH e B-actina se comportaram melhor como genes constitutivos.

Em outro trabalho de validacdo de genes de referencia especificamente em
musculos, Perez et al. (2008) testaram 10 genes (18S, GAPDH, ACTB, B2M, RPII,
UBC, CASC3, HMBS, SF3A1, EEF1A2) no qual verificaram que os trés Gltimos se
apresentaram mais consistentes para uso como genes normalizadores.

Essa ferramenta tem sido considerada uma das mais sensiveis e confiaveis, e
vem sendo muito utilizada validando experimentos de microarranjos, proporcionando a
quantificacdo de patdgenos, medindo expressdo de genes cancerigenos, determinando o
numero de copias transgénicas e possibilitando o estudo de terapia com drogas (YUAN
et al. 2006).
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3.4 GENES EM ESTUDO

3.4.1 CAST

Segundo Rubensam et al. (1998), as proteases neutras ativadas pelo ion
calcio, denominadas calpainas, sdo parcialmente responsdveis pela proteolise
postmortem, que conduzem a um aumento progressivo da maciez da carne. Entretanto,
apesar do papel das calpainas na maturagdo, é evidente a maior importancia do efeito
inibidor de protedlise da calpastatina.

A calpastatina é o inibidor especifico da m-calpaina e p-calpaina, e sua
isoforma predominante nos masculos esqueléticos é capaz de inibir calpainas (LAGE et
al., 2009).

A calpastatina é dependente de calcio, e pode ser utilizada como substrato
pelas calpainas. (KOOHMARAIE, 1988). Mesmo havendo uma degradacdo, a perda de
sua atividade ndo é total, podendo inibir ainda a acdo enzimatica proteolitica. Porém a
p-calpaina ndo estd habil a produzir a inativacdo da calpastatina, somente a m-calpaina
produz um rapido e progressivo desaparecimento da atividade de calpastatina (LAGE et
al., 2009).

A carne de Bos indicus tem sido reportada como menos macia quando
comparada a de Bos taurus (CROUSE et al., 1993). Essa diferenca ocorre em virtude da
protedlise reduzida das proteinas miofibrilares, associada a alta atividade de calpastatina
nos musculos (WHIPPLE et al., 1990). Segundo Shackelford et al. (1991), o nivel de
atividade da calpastatina duas horas postmortem pode ser usado como indicador da
maciez final da carne.

No estudo feito por Rubensam et al. (1998), foi avaliada a atividade das
enzimas em amostras de Longissimus Dorsi de bovinos aos dois anos de idade. A maior
proporcdo de genes presentes nos animais puros de origem indiana afetou
significativamente a atividade de calpastatina, no qual Ibrahim et al. (2008) encontraram
menores forgas de cisalnamento (FC) para animais Waguli, em relacdo a raca Brahman.
Os autores tambeém acreditam que o resultado é devido ao alto nivel de calpastatina no
musculo de Brahman, e pela menor atividade de calpastatina no masculo dos animais
Waguli. O’Connor et al. (1997) e Pringle et al. (1997) também encontraram baixos

niveis de maturag&o trabalhando com bovinos da raga Brahman.
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O gene CAST esta localizado no cromossomo 7 do genoma bovino,
possuindo 136.556 pares de bases. Este gene tem papel fundamental no processo
proteolitico postmortem, sendo responsavel por regular a quantidade de calpainas livres
(NCBI).

3.4.2 DNAJA1

Em 2006 o gene DNAJAL foi patenteado como um marcador molecular,
mostrando-se inversamente relacionado com a maciez da carne (BERNARD et al.,
2007). De acordo com Kemp et al. (2010) este gene codifica uma proteina de choque
térmico (Hsp40). Esta proteina age conjuntamente com outra proteina de choque
térmico Hsp70. O complexo Hsp40/Hsp70 mostra-se diretamente ligado com a inibicao
da apoptose celular, impedindo a translocacdo de proteinas pro-apoptoticas (Bax
Proteinas) para a membrana mitocondrial, onde sofrem mudancas conformacionais
desencadeando a liberacdo de citocromo C, componente essencial na ativacdo das
caspases (GOTOH et al., 2004).

Sendo assim, Bernard et al. (2007) sugerem que se a atividade das proteinas
de choque térmico for menor, o sistema proteolitico das caspases funcionard mais
efetivamente, na inducdo da apoptose, consequentemente aumentando a maciez da
carne.

Este gene esta localizado no cromossomo 8 do genoma bovino, possuindo
9.757 pares de base. Age principalmente por estimular a atividade das ATPases de
Hsp70, e realiza papéis cruciais na traducdo de proteinas, tais como, dobrar, desdobrar,
translocar e degradar (NCBI).

3.4.3 CASP3

As caspases pertencem a familia de cisteinas proteases especificas de
aspartato, estando divididas entre mediadores da inflamagdo e apoptose celular
(EARNSHAW et al., 1999).

O sistema calpaina-calpastatina € importante no processo de amaciamento
da carne, mas ndo € o Unico. Segundo Kemp et al. (2010), as caspases podem contribuir

nesse processo postmortem, ja que elas estdo envolvidas na morte celular programada,
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atuando como executoras deste processo. Além disso, ha evidéncias que estas enzimas
também contribuam para o amaciamento postmortem, por atuarem na clivagem de
proteinas miofibrilares que também sdo alvo das calpainas, tais como: desmina,
troponina e espectrina (KEMP & PARR, 2008).

Além de clivarem os mesmos substratos das calpainas, ha também
evidéncias que existam interacdes entre o sistema calpaina e o sistema de caspases,
atuando de forma conjunta (CHUA et al., 2000; NAKAGAWA & YUAN, 2000). Outro
ponto importante, € que a calpastatina € um substrato das caspases, principalmente as
caspases 3 e 7 (WANG et al., 1998). Portanto, se as caspases estdo ativas no masculo
postmortem, estas podem influenciar na qualidade da carne em resposta a protedlise da
calpastatina, resultando em maior quantidade de calpainas ativas que podem atuar
durante o processo proteolitico.

O gene CASP3 esta presente no cromossomo 27 do genoma bovino,
possuindo 25.184 pares de base, porém seu RNA mensageiro apresenta apenas 3.072
pares de base. Este gene desempenha um papel central na execucdo da fase de apoptose

celular, ativando as caspases 6, 7 e 9 (NCBI).
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ESTUDO DOS GENES CASP3, DNAJAL E CAST EM TRANSCRIPTOMAS
OBTIDOS NO MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE VACAS ADULTAS E
SEUS EFEITOS NA MACIEZ DA CARNE E NO PROCESSO DE
MATURACAO

Resumo - O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressao dos genes CAST, CASP3 e
DNAJA1 no musculo Longissimus dorsi de vacas adultas da raca Nelore. Apos o abate
as carcacas foram refrigeradas por 24 horas em camara frigorifica. Mediante ao
resfriamento das carcacas, foram retirados bifes do musculo Longissimus dorsi para a
determinacdo da forca de cisalhamento, sendo que, de um mesmo animal foram
retirados bifes para serem mantidos em resfriamento durante 7 e 21 dias, e sofrerem o
processo de maturacdo. De acordo com os resultados de forca de cisalhamento apds 24
horas, as amostras foram classificadas em dois grupos (G1 - Dura e G2 - Macia). Foi
extraido o RNA total de cada uma das amostras, sendo este avaliado de forma quali-
quantitativa. Para a sintese de cDNA utilizou-se uma aliquota de 2ug de cada amostra
de RNA total, posteriormente sendo utilizado na amplificagdo de cada um dos genes em
estudo por PCR comum. Cada gene foi clonado em um vetor plasmidial, e a partir do
sequenciamento e confirmacdo de cada clone, os plasmideos foram linearizados e
utilizados na construcdo de curvas padrdo. Apos a obtencdo dos resultados das curvas
padréo, foi medida a expressdo absoluta de cada um dos genes entre os dois grupos
experimentais. Os dados foram avaliados num modelo a partir dos extremos de maciez.
Houve diferenca estatistica (p<0,05) para forca de cisalhamento entre os tratamentos
somente no dia 0. Para o efeito de maturacdo, houve diferenca significativa (p<0,05)
para os dois tempos avaliados (7 e 21 dias). Na quantificacdo absoluta, observou-se
diferenca estatistica (p<0,05) para o0 gene CASP3, indicando maior expressao deste gene
nos animais que apresentaram também maiores valores na forca de cisalhamento ao 0
dia. Enquanto que, para os genes CAST e DNAJAL1 ndo foi observada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os grupos. Conclui-se que carnes com maior forca de
cisalhamento expressam mais o0 gene CASP3, por outro lado, essas carnes sofreram
maior processo de maturacdo, confirmando a hipotese que propfe a agdo da caspase 3

no processo proteolitico postmortem.

Palavras Chave: caspase, CDNA, cisalhamento, expressdo, maturacdo, PCR
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STUDY OF GENES CASP3, DNAJA1 AND CAST IN TRANSCRIPTOMES
OBTAINED OF THE LONGISSIMUS DORSI FROM COWS ADULTS AND
THEIR EFFECTS IN MEAT TENDERNESS AND IN MATURATION
PROCESS.

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the expression of genes CAST,
CASP3 and DNAJAL in longissimus dorsi muscle of adult Nelore cows. After
slaughter, the carcasses were chilled for 24 hours in refrigerating chamber. Upon
chilling of the carcasses were removed steaks from muscle Longissimus dorsi for the
determination of shear force, being that, in the same animal were removed steaks to be
maintained in chilling during 7 and 21 days, and undergo the maturation process.
According to the shear force results after 24 hours, the samples were classified into two
groups (G1 - Hard and G2 - Soft). Was extracted o Total RNA from each sample, being
this evaluated of form qualitative and quantitative. For the synthesis of cDNA was used
a aliquot of 2pug of each total RNA sample, being after used in the amplification of each
of the genes studied by PCR common. Each gene was cloned into a plasmid vector,
from of sequencing and confirmation of each clone, plasmids were linearized and used
in the construction of standard curves. Data were evaluated in a model containing of
extreme values of softness. There was statistical difference (p <0.05) in shear force
between treatments only on day 0. For the effect of maturation, was significant
difference (p <0.05) for two times evaluated (7 and 21 days). In absolute quantification,
we observed statistical difference (p <0.05) for gene CASP3, indicating a higher
expression of this gene in animals that also had higher shear force values to the 0 day.
While for genes DNAJA1 and CAST there was no statistical difference (p> 0.05)
between groups. It is concluded that meats with higher shear force express more the
gene CASP3, on the other hand, this meat suffered a greater maturation process,
confirming the hypothesis that proposes the action of caspase 3 in postmortem

proteolysis process.

Keywords: aging, cDNA, caspase, expression, PCR, shear
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas foram inseridas novas tecnologias para o estudo da
qualidade da carne, principalmente para as pesquisas relacionadas ao melhoramento
genético molecular. Essas pesquisas proporcionaram um consideravel avanco no
conhecimento sobre genes que estdo correlacionados a caracteristicas sensoriais da
carne.

Segundo Bernard et al. (2007), varios genes ja foram associados a maciez da
carne de bovinos, entre eles 0s mais estudados sdo aqueles relacionados ao complexo
calpaina/calpastatina, que é considerado o principal sistema responsavel pelo processo
de amaciamento postmortem devido ao processo de protedlise dos componentes
estruturais da musculatura esquelética.

Além destes, outros mecanismos de protedlise também vém sendo
estudados, tais como o envolvimento das caspases na maciez da carne, processo que
ainda ndo foi totalmente elucidado. A caspase 3 € uma das enzimas que tem causado
maior divergéncia na literatura, devido a resultados sugestivos quanto a sua participacdo
no processo de protedlise e também pelos o resultados negativos, indicando nenhuma
associacdo desta enzima no amaciamento.

O gene responsavel por codificar um das proteinas de choque térmico, a
HSP40, também tem sido alvo de estudos correlacionando a sua expressdo com a
maciez da carne. Este gene, denominado de DNAJA1, mostra-se mais expresso em
animais que sofrem maior estresse durante o pré-abate e também parece estar envolvido

na inibicdo da apoptose celular postmortem.
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Devido a divergéncias encontradas na literatura quanto ao processo de
proteodlise, a utilizacdo da técnica de qPCR pode ser uma ferramenta importante para
elucidar a relacdo desses mecanismos com a maciez carne e os resultados de expressdo
poderdo servir de base para novos estudos buscando desvendar esse processo multi-
enzimatico.

O objetivo deste trabalho foi estudar a expressdo dos genes CASP3,
DNAJA1l e CAST em animais contrastantes para o fenotipo maciez da carne,
verificando o envolvimento destes genes na determinacdo da qualidade da carne de

animais vacas de descarte.

2 MATERIAL E METODOS

A fase de campo foi realizada no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de
Corte da Embrapa, Campo Grande, MS. Foram utilizadas 12 vacas de descarte da raca
Nelore, com idade entre 4 e 12 anos, divididas em dois grupos (G1 — Dura e G2 —
Macia) em funcdo da forca necessaria ao cisalhamento das fibras musculares (FC). A
FC foi medida conforme metodologia descrita por Miuller (1978) no mdsculo
Longissimus dorsi (contra-filé) em amostras coletadas entre a 122 e 102 vértebras
toréacicas 24 horas ap0s o abate. As amostras de contra-filé foram subdivididas em trés
partes, uma foi congelada imediatamente e as outras duas foram maturadas por 7 ou 21
dias com a finalidade de se avaliar o efeito da maturacdo sobre a qualidade da carne.

Por ocasido do abate, também foram coletadas amostras de tecido muscular
na altura da 13?2 vértebra toracica com a finalidade de se extrair o RNA total para analise

de expressdo génica. As amostras de musculo foram armazenadas em microtubos
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criogénicos (2,0 mL) e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e depois
estocadas em ultra-freezer a -80°C até o momento da extracdo. O tempo decorrido entre
o sacrificio dos animais e o congelamento das amostras foi em média de 20 minutos.

As técnicas de biologia molecular foram executadas com protocolos padrao
e detalhamento conforme Sambrook et al. (2001). Para o processo de extracdo de RNA
total foram utilizados kits a base de trizol (Ribopure® — Ambion e Purelink® —
Invitrogen), seguindo os protocolos indicados pelos fabricantes. A extracdo foi realizada
a partir de 300 mg de tecido muscular congelado e macerado em nitrogénio e transferido
para 4 mL de trizol. Para garantir que ndo houvesse contaminacdo com DNA, em cada
amostra foi realizado tratamento com 20U da enzima DNAse RQ1l RNAse Free
(Promega) com seu respectivo tampao de reacao

Apbs a extracdo as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
(ND-1000 NanoDrop Technologies), sendo medidas as absorbancias nos comprimentos
de onda 260 e 280 nm. A avaliacdo da integridade do RNA foi realizada por duas
técnicas, a primeira foi uma pré-andlise feita por meio de eletroforese em gel de agarose
(1,5%), em que se avaliou a relacdo entre as bandas 28S e 18S de uma aliquota de 2 ug
de RNA total, sendo considerada integra a amostra que apresentava uma relacdo em
torno de 1,5.

As amostras foram, posteriormente, submetidas a eletroforese capilar com o
equipamento Agilent 2100 Bioanalyser. Com o mesmo foi possivel obter a analise de
RIN (numero de integridade do RNA) que permite avaliar de forma objetiva a
integridade das amostras de RNA total obtidas (SCHROEDER et al., 2006).

Para a sintese de cDNA, utilizou-se 2 pug de RNA total e kit comercial

SuperScript™ First-Strand Synthesis System Supermix (Invitrogen) seguindo o
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protocolo indicado pelo fabricante. Para a utilizacdo em ensaios de gPCR, as amostras
de cDNA foram quantificadas por meio do Qubit® 1.0 Fluorometer (Life Technologies)
com o kit de leitura Single-Stranded DNA Assay, sendo posteriormente diluidas em
H.O RNAse Free a uma concentracao aproximada de 5ng/pl. Em seguida essas solucoes
de trabalho foram armazenadas a -20° C.

Para se estimar a expressdo dos genes de interesse e sua associacdo com a
caracteristica fenotipica de maciez da carne, foram utilizados 3 genes alvo (CAST,
DNAJAL1 e CASP3) e trés genes constitutivos (ACTB, B2M e HMBS) para serem
utilizados como normalizadores. A diferenca de expressdo foi avaliada pela comparacéo
entre os animais do grupo G1 e G2. Os oligonucleotideos para a realizacdo da analise de
gPCR em tempo real foram desenhados por meio do programa Primer Express 3.0. Os
genes contendo os pares de oligonucleotideos e os nimeros de acesso do GenBank das

sequéncias utilizadas para o desenho dos mesmos séo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Lista de genes, nUmero de acesso e sequiéncias dos iniciadores direto e
reverso a serem utilizados no estudo de expresséo génica.

Tamanho Numero de
Gene Nome completo amplicon acesso no ™ (‘-’C)z Direto e Reverso
(pb)1 GenBank
CASP3 Caspase 3 97 NM_001077840.1 g1  (P)5S-AAGGCCAGAGATGGGACACASS
(R) 5'-TCACGGGAACCAGTGGGTTA-3'
Proteina de choque (D) 5'-GGAAGCCCTGGAACCACTCT-3'
DNAJA1 . 82 AF308815.2 77
termico (40 kDa) (R) 5'-CCCCTACTTCTTTGGTATTGTCAGAA-3'
CAST Calpastatina 30 AF159246 80 (D) 5-TTCAAATGCTCTGTCTTCATCTCAT-3'
(R) 5-CTGGCTTATCTTTCCCAGATTTAGA-3'
B2M B2 109 NM 173893.2 78 (D) 5'-AGTAAGCCGCAGTGGAGGT-3'
microglobulina - (R) 5-CGCAAAACACCCTGAAGACT-3'
ACTB B - actina 66 AY141970 1 77 (D) 5'-CCTCACGGAACGTGGTTACA-3'
(R) 5-TCCTTGATGTCACGCACAATTT-3'
Hidroximetilbilane (D) 5'-CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG -3'
HMBS . 80 BC108110.1 78
sintase (R) 5'-AATGGTGAAGCCAGGAGGAA-3'

L' NUmero de pares de base.
% Temperatura de Melting
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A especificidade dos oligonucleotideos acima citados foi analisada in silico,
através da ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). A confirmacdo da cobertura e fidelidade dos oligonucleotideos utilizados foi
realizada através de amplificacdo, clonagem em vetor plasmidial (TOPOTA®
(Invitrogen) e seqlienciamento dos amplicons. Utilizando-se a ferramenta BLASTN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento clonado foi comparado com as
sequéncias  depositadas no  GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),
admitindo-se uma concordancia de no minimo 95% para confirmacéo da especificidade
da mesma.

Apbs confirmacdo da seqliéncia clonada, os plasmideos foram linearizados e
purificados para construcdo da curva-padrdo de cada gene. Os DNAs plasmidiais
linearizados foram quantificados por fluorometria com o aparelho Qubit® 1.0 (Life
Technologies), sendo posteriormente realizada uma diluicdo seriada de 6 pontos, na
proporcao de dez vezes, para obtencdo dos demais pontos da curva-padrdo. A partir do
tamanho do inserto somado ao tamanho do vetor plasmidial, foram calculados os
numeros de cdpias dos genes em cada ponto da curva-padrao.

A comparacdo da expressdo dos genes estudados foi realizada pelo método
da quantificacdo absoluta em gPCR com a utilizacdo da curva-padrdo, obtendo-se o
namero de copias de cDNA para cada um dos genes (CASP3, DNAJAL e CAST). Para
tal, foi utilizada uma reacdo composta por 6.25 pL do reagente 2X Power SYBR Green
MasterMix (Applied Biosystems), 300 nM de cada oligonucleotideo iniciador (direto e
reverso), 15ng de cDNA e 4gua ultra-pura para completar o volume de 12,5 pL para

cada reacao.
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As reacdes foram conduzidas em aparelho Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems), e submetidas ao protocolo “default” do
equipamento. Para se verificar a existéncia de amplificacdo inespecifica foi realizada ao
final da PCR a curva de dissociacdo. Foi analisada a eficiéncia de cada reacdo e para as
curvas-padréo que nao apresentaram eficiéncia de 100%, foram ajustados os resultados
para cada um dos genes. Para tal, foram utilizados os valores de Ct corrigidos com valor
“slope” de -3,32 (representando uma eficiéncia de 100%), e o mesmo valor de
intercepto especifico para cada gene.

Com os resultados devidamente corrigidos para eficiéncia, foi realizada uma
analise de verificacdo do melhor gene normalizador para correcdo de erros de técnica.
Para esta finalidade foi definido o valor de estabilidade de cada gene (B2M, HMBS e
ACTB) utilizando-se os softwares geNorm® e NormFinder®. Em seguida todos os genes
em estudo foram normalizados com o melhor normalizador e a expressdo génica
diferencial entre os grupos G1 e G2 foi definida pelo método de delta-delta Ct (ddCt) e
pelo nimero de copias.

A significancia estatistica dos dados foi verificada por meio de andlises de
variancia utilizando-se o procedimento GLM do programa estatistico SAS
(STATISTICS ANALYSIS SYSTEMS INSTITUTE - SAS, 2002), sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Também foi verificada a correlacdo entre a
expressao génica de cada gene e os fenotipos observados utilizando-se o procedimento

CORR do mesmo programa estatistico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A gquantidade de RNA total obtida e a respectiva qualidade em termos de
valor de RIN néo foram diferentes entre os tratamentos (P>0,05). Os valores observados
para a quantidade de RNA e valor de RIN no tratamento carne dura foram 7,16+1,78 e
7,85+0,11, respectivamente. Esses valores, na mesma ordem, para o tratamento carne
macia foram 7,59+1,78 e 7,92+0,13.

Os resultados de estabilidade obtidos com o programa geNorm® para os
genes HMBS e B2M foram similares e os menores (0,344) que a estabilidade observada
para o gene ACTB, que apresentou o valor de estabilidade de 0,58. Zhang et al. (2011),
avaliando genes constitutivos em experimentos com tecido muscular de suinos,
encontraram um valor de estabilidade de 0,66 para o gene ACTB, valor relativamente
préximo ao encontrado no presente estudo. Por outro lado, Perez et al. (2008), avaliando
a estabilidade de genes referéncia em tecido muscular de bovinos encontraram valores
de estabilidade iguais a 0,83 para o gene ACTB, 0,98 para B2M e 0,78 para HMBS.
Cabe ressaltar que, apesar dos valores numéricos encontrados serem diferentes do
presente trabalho, o gene HMBS foi o que apresentou melhor estabilidade e isso
coincide com os resultados encontrados.

Com os resultados obtidos com o uso do programa NormFinder® (Figura 1),
observa-se também que o gene HMBS mais uma vez apresentou o melhor valor de
estabilidade (0,022), enquanto que os genes B2M e ACTB apresentaram valores de
0,343 e 0,663, respectivamente. Perez et al. (2008) também verificaram a melhor
estabilidade para o gene HMBS (0,39) do que para os genes B2M e ACTB, que

apresentaram valores de 0,61 e 0,48, respectivamente. Esta discrepancia entre os valores
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encontrados e os de literatura pode ser devido a diferencas entre as condicdes

experimentais e fatores intrinsecos e extrinsecos que ndo podem ser controlados.

Considerando os resultados encontrados, o gene HMBS foi escolhido para

normalizacdo dos resultados obtidos na expressdo para 0s genes em estudo.
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Bl 0,022 Ct HMBS
Bl 0343 CtB2m
Bl 0563 CtACTB

FIGURA 1. Resultado do programa Normfinder® com anélise de estabilidade de genes

constitutivos para expressao relativa em gPCR.

De acordo com os resultados da analise de variancia para as caracteristicas

fenotipicas e 0 nimero de copias para cada gene estudado (Tabela 2), observa-se que

houve uma diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis de FC ao dia

zero de maturacdo, porém esta diferenca ndo foi observada nos tempos 7 e 21 dias

(P>0,05). Observa-se também que houve diferenca significativa entre 0s grupos para as

variaveis de maturacdo nos tempos 7 e 21 dias. Porém cabe ressaltar que o efeito de

maturagdo foi maior até o sétimo dia, assim, o efeito significativo observado ao tempo

de 21 dias pode ser considerado como um resultado acumulado, ja que a diminui¢do na
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forca de cisalhamento do tempo 7 dias para o tempo 21 dias foi de apenas 0,68 e 0,77
kg para G1 e G2, respectivamente.

Uma provavel explicacdo para os resultados encontrados seria que a
atividade de proteolise foi maior nas carnes mais duras, fazendo com que aos 7 dias de
maturacdo houvesse uma consideravel reducdo na diferenca entre as médias de FC para
0s grupos estudados. Este efeito ndo foi observado entre os dias 7 e 21, onde parece
haver uma diminuicao do processo de maturacdo ou da acdo proteolitica das enzimas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Arrigoni et al. (2004) que,
trabalhando com FC em carne de animais jovens maturadas até 14 dias, encontraram
somente diferencas significativas para efeito de maturacdo aos 7 dias, efeito que nao se
prorrogou para um tempo maior. Koohmaraie (1990) explica esse efeito pelo
decréscimo da protedlise enzimatica nos sete primeiros dias postmortem, resultando em

menor efeito de maturacdo a partir desse tempo.

TABELA 2. Médias e erro-padrdo para a forca de cisalhamento (FC) em amostras do
musculo Longissimus dorsi de vacas de descarte maturadas por 0, 7 ou 21

dias e expressdo génica no mesmo musculo.

Tratamentos
Variaveis Dura Macia Probabilidade (P<)
Forca de cisalhamento (kg)
0 Dias 13,0440,57 7,04+0,64 0,0002
7 Dias 8,08+0,59 6,28+0,66 0,0826
21 Dias 7,40£0,58 5,86+0,65 0,1219
Reducdo na FC (kg)
Efeito ap6s 7 dias 4,96+0,50 1,42+0,71 0,0065
Efeito ap6s 21 dias 5,64+0,48 2,19+0,69 0,0064
Quantificacéo absoluta’
CASP3 218,0+31,4 140,0435,2 0,0365
DNAJA1 2417,3+393,7 1880,6+440,2 0,2742
CAST 3442,8+1052,0 3810,9+1076,1 0,6831

CASP3 — Caspase3; DNAJA1L — Proteina de Choque Térmico 40 kDa; CAST- Calpastatina.

L Namero de copias do gene presente em cada ng de cDNA.
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Quanto as varidveis pertinentes ao ndmero de coOpias para 0S genes
estudados, somente o gene CASP3 apresentou diferenca significativa entre os grupos
Gl e G2. Os resultados de expressdo génica relativa entre os grupos estudados podem
ser observados na Figura 2. Os animais que apresentaram carne com FC menor, também
apresentaram menor nimero de cépias para 0 gene CASP3, sendo esta diferenca na
ordem de 36% menor quando comparada com animais com maior FC. Por outro lado,
0s animais de carne mais dura (G1) foram o0s que apresentaram maior efeito de
maturacdo, evidenciando que essa enzima estd associada somente ao processo

proteolitico da maturacdo e ndo a dureza inicial da carne.

1,11
1,2 +

1 A 0,78

0,8 - 0,64
M Dura

® Macia

Expressdo Relativa
o
(o)}
1

CASP3 DNAJA1 CAST

FIGURA 2. Diferenca relativa na expressao dos genes em estudo entre os tratamentos

Apds a morte do animal, o tecido muscular sofre um processo de protedlise
que é determinante para 0 amaciamento da carne. Um dos complexos envolvidos nesse
processo € o da calpaina/calpastatina (TAYLOR et al., 1995; KOOHMARAIE, 1996;
BOEHM et al, 1998; DOUMIT & KOOHMARAIE, 1999; GEESINK &

KOOHMARAIE, 1999 e RILEY et al., 2005), porém, conforme Koohmaraie (1996),
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estas enzimas ndo podem explicar toda a variabilidade de maciez existente entre os
animais, levando a hipotese de existir outros sistemas de proteolise ativos postmortem.

Kemp et al. (2009) afirmam que as caspases do tipo 3, sdo proteases de
cisteinas e indutoras de apoptose celular, sendo ativadas pela pro-caspase 3
particularmente no musculo esquelético. O mesmo autor descreve que as caspases 8, 9 e
10 tém o papel de promover o inicio da cascata de ativacdo desse complexo, e que a
caspase 3, ¢ uma enzima efetora e responsavel por hidrolisar diversas proteinas
estruturais, que também sdo alvo das calpainas.

O real envolvimento da enzima caspase 3 no processo proteolitico ainda é
bastante divergente na literatura. Alguns autores tém encontrado resultados positivos
guanto a acdo desta enzima durante o processo de proteolise, como os resultados
sugeridos pelo presente trabalho. Kemp et al. (2006a, 2006b e 2008) em suinos e
Mendez et al. (2010) em bovinos, detectaram a ativacdo de caspases 3 em tecido
muscular esquelético postmortem, e identificaram a formacédo de um fragmento entre 30
e 32kDa, relacionados a clivagem da actina.

De acordo com Wang et al. (1998), existe uma correlacdo positiva entre 0s
produtos de degradacdo da espectrina e a ativacao da caspase 3. No estudo realizado por
Chen et al. (2011) foi avaliada a degradacdo da espectrina em carne de frangos,
importante estrutura para a integridade do citoesqueleto muscular. Os autores
observaram que na adicdo de Ca2+ e outros dois produtos quimicos de apoptose
(camptotecina e etoposido), somente o Ca2+ gerou um produto de degradacdo de
120kDa. Esse fragmento (SBDP 120) tem sido utilizado como um marcador para
caspase 3 apds sua acao proteolitica, e a acdo conjunta das caspases e calpainas com um

marcador de 150kDa.
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Embora a caspase 3 ndo seja uma protease de cisteina dependente de calcio,
os resultados obtidos por Chen et al. (2011) mostraram de forma convincente que a
utilizacdo de Ca2+ resultou em uma maior atividade da caspase 3, mas que ainda €
necessario entender o real relacionamento do sistema proteolitico calpaina/calpastatina
com as caspases.

Huang et al. (2009) observaram que a utilizacdo de um inibidor especifico
de caspase 3, acarretou na inibi¢do da protedlise de estruturas que compdem o musculo
esquelético (titina, nebulina, desmina e troponina-T), que sdo naturalmente degradadas
postmortem. Sendo assim, os autores concluiram que a enzima caspase 3 pode estar
envolvida no processo de protedlise muscular, mas que € necessaria a realizacdo de
novas experiéncias buscando elucidar esse mecanismo. Por outro lado, Huang et al.
(2011) avaliaram a acdo das caspases 3 e 6 em dois momentos (2 e 12 horas
postmortem) e verificaram uma acao pouco significativa da caspase 3 na degradacédo da
desmina em tecido muscular bovino, mas os resultados foram inconsistentes, levando os
autores a acreditar na hipdtese de uma acdo conjunta com a calpaina.

Outros autores também ndo encontraram efeito significativo para acdo dessa
enzima com a degradacdo de miofibrilas musculares. Underwood et al. (2007),
trabalhando com vacas, ndo encontraram associacdo da FC com a atividade da caspase 3
e afirmaram que ela ndo esta envolvida no processo de amaciamento postmortem. Os
préprios autores, porém, relatam que a metodologia utilizada no experimento (teste de
atividade enzimatica por meio de immunoblotting) ndo € muito sensivel, podendo nédo
detectar a presenca de caspases 3 ativas quando em baixas concentragdes.

Neste sentido, Mohrhauser et al. (2011) também ndo observaram atividade

da enzima em nenhum dos ensaios experimentais, ndo encontrando também nenhuma
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correlacdo com a forca de cisalhamento. Porém o ndmero amostral utilizado pelo autor
(n=2) ndo fornece aporte suficiente para assegurar a hipotese do nao envolvimento da
caspase 3 no processo de proteolise.

Na analise de correlacdo entre os genes e fendtipos estudados (Tabela 3),
observa-se que a expressdo do gene CASP3 é moderada e positivamente correlacionada
com a forca de cisalhamento no dia 0 e com o efeito de maturacdo, o que corrobora a

idéia de que esta enzima esteja envolvida na formacao do fenotipo.

TABELA 3. Resultados das correlages entre as variaveis estudadas

Varidveis FC Odias FC 7dias FC 2ldias M 7dias M 2ldias CASP3 DNAJAL CAST
FC 0 dias 1,00 0,71 0,65 0,87 0,94 0,66 0,47 -0,02
P< 0,015 0,030 0,001 <,0001 0,028 0,147 0,957

FC 7 dias 1,00 0,78 0,48 0,80 0,28 0,39 0,28
P< 0,005 0,160 0,006 0,409 0,232 0,403

FC 21 dias 1,00 0,78 0,70 0,27 0,38 -0,09
P< 0,008 0,024 0,427 0,254 0,789
M7 dias 1,00 0,83 0,63 0,37 -0,27
P< 0,003 0,049 0,289 0,444
M21 dias 1,00 0,61 0,41 0,07
P< 0,060 0,242 0,838
CASP3 1,00 0,82 0,34
P< 0,002 0,310
DNAJA1 1,00 0,57
P< 0,070

“ FC- Forca de cisalhamento (kg); M7 — redugdo na FC do tempo O até 7 dias de maturagdo; M21 —
redugdo na FC do tempo 0 até 21 dias de maturagéo.
CASP3 — Gene Caspase3; DNAJAL — Gene Proteina de Choque Térmico 40 kDa; CAST- Gene Calpastatina.

Com os resultados de expressdo para o gene CAST observa-se que as carnes
mais macias apresentaram uma expressdo de 11% a mais quando comparadas as carnes
mais duras. Essa diferenca sugere um efeito inibidor das calpastatinas, pois de acordo
com a teoria de acdo do complexo calpaina/calpastatina, quanto maior a quantidade de

calpastatina, menor a acdo das calpainas, resultando em menor efeito no amaciamento
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postmortem. De fato os animais que apresentaram maior expressao do gene CAST,
também apresentaram menor efeito de maturacédo (Tabela 1).

Esse efeito inibitorio da enzima calpastatina sobre o processo de maturacéo
da carne ja é bem comprovado na literatura (SHACKELFORD et al., 1994; GEESINK
& KOOHMARAIE, 1999; HOPKINS & TAYLOR, 2004; KOOHMARAIE &
GESSINK, 2006). Entretanto, a auséncia de significancia estatistica entre os grupos
estudados para o numero de copias do gene CAST pode ser devido ao fato de se ter
utilizado no presente trabalho um Unico grupo genético (Bos taurus indicus),
previamente caracterizado por possuirem maiores teores de calpastatina no musculo em
relacdo aos animais taurinos (Bos taurus taurus) (SHACKELFORT, 1991;
RUBENSAM et al., 1998), ou talvez, devido ao baixo nimero de amostras utilizadas no
presente trabalho (n=6).

Cabe ressaltar que a expressdo desse gene ndo se mostrou correlacionada
com nenhum dos fenotipos estudados (Tabela 3), um dos possiveis argumentos para a
auséncia de associacdo desse gene com o efeito de maturacdo pode ser a variabilidade
encontrada na expressdo desse gene (CV=29%).

Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na expressdo do
gene DNAJAL entre os grupos estudados, com os resultados do presente trabalho ha a
tendéncia de que carnes mais macias apresentam expressao 22% menor em relacdo as
carnes mais duras. O gene DNAJAL corresponde a uma proteina de choque térmico
(Hsp40) que forma um complexo com uma Hsp70, e este complexo esta associado a um
efeito anti-apoptotico (BERNARD et al., 2007). Uma hip6tese recentemente proposta é
que o processo de apoptose celular esteja intimamente envolvido com o processo de

amaciamento da carne na fase de maturacdo (OUALI et al., 2006). De acordo com essa



372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

38

linha de raciocinio, Bernard et al. (2007) encontraram um relacionamento negativo
desse gene com a maciez da carne de bovinos, no qual a expressdo do DNAJA1L poderia
explicar até 63% da variabilidade encontrada na maciez da carne. Segundo estes autores
a maior expressdo do DNAJAL nas carnes mais duras, pode ser devido ao efeito inibidor
da atividade apoptotica. Sendo assim, a maior expressdo do gene DNAJAL contribuiria
para o impedimento da morte celular, retardando o processo de conversdo de musculo
em carne e, consequentemente, reduzindo o amaciamento da mesma.

Esse efeito também foi verificado por Gotoh et al. (2004), mostrando que 0s
altos niveis dessa proteina retardaram a atividade proteolitica postmortem, sugerindo
uma propriedade anti-apoptotica dessas proteinas durante o processo de maturacdo. Em
outros estudos, Kemp et al. (2012) relatam que a baixa expressdo do gene DNAJAL leva
a uma baixa inibicdo da apoptose, permitindo uma maior eficiéncia na morte celular e
maior acdo das atividades das caspases durante o periodo postmortem,
consequentemente aumentando 0 amaciamento da carne.

Um resultado divergente da literatura foi apresentado por Guillemin et al.
(2011), que com estudos protebmicos a partir de carnes maturadas de animais
Charoleses jovens e novilhos castrados encontraram uma correlacdo positiva do gene
DNAJA1 com a maciez da carne. Entretanto, estes autores trabalharam com a maciez da
carne apos sofreram um processo de maturacdo. N&o necessariamente as carnes mais
macias ao final desse periodo foram as que sofreram maior acao proteolitica (reducdo da
FC). Dessa forma esses autores podem somente associar a maior ou menor expressao
desse gene com a maciez encontrada na carne ap0s 0 processo de maturagdo e ndo com

o efeito de maturacao.
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Os resultados encontrados no presente trabalho para a expressao do gene
DNAJAL e paraa FC ao TO, T7 e T21 estdo de acordo com os relatados por Bernard et
al. (2007) no qual animais com maior expressao do gene apresentaram maior FC para 0s
trés periodos. Entretanto, as carnes que apresentaram maior efeito de maturacdo foram
as que apresentaram maior expressao do gene DNAJAL, porém, os resultados de
correlacdo desse gene com os fendtipos avaliados mostram que ele ndo esta associado
ao efeito de maturacao.

Cabe ressaltar que as expressdes dos genes CASP3 e DNAJAL sdo alta e
positivamente correlacionadas, sugerindo que o aumento da expressao de um dos genes
acarretaria no aumento do outro. Assim, a hipdtese criada seria que tecidos que por
alguma razdo percam o seu estado de equilibrio fisiologico (stress e ou acelera¢do do
metabolismo) tenderiam a elevar a expressdo de proteases, dentre elas a caspase 3.
Todavia, uma das formas de atuacdo dessas proteases € a sinalizacdo da apoptose
celular, e como mecanismo de defesa da célula, esta deve aumentar a transcri¢do de
proteinas anti-apoptoticas, tais como DNAJALl. Assim, todas estas alteracOes
acarretariam na formacao de carne mais dura, porém apresentando uma maior proteoélise

postmortem.



414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

40

4 CONCLUSOES

O processo bioquimico que determina o fendtipo de amaciamento da carne
ainda ndo se encontra bem elucidado, porém os resultados encontrados no presente
trabalho reforcam a hipotese que este € um processo multi-enzimatico e ndo somente
determinado pelo complexo calpaina/calpastatina.

Os genes estudados mostram-se envolvidos no processo de conversdo de
musculo em carne e no fenotipo de maciez. Porém novos trabalhos devem ser realizados
com a utilizacdo de um namero maior de amostras com a finalidade de confirmacdo do
real envolvimento desses genes tanto na determinacdo da dureza da carne, quanto no

processo proteolitico postmortem (amaciamento).
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1 MATERIAL E METODOS

1.1 EXPERIMENTO A CAMPO

A fase de campo foi realizada no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de
Corte da Embrapa, Campo Grande, MS. Os animais utilizados para esse experimento
constituem-se em uma subamostra de 12 individuos provenientes de um projeto que

utilizou 38 vacas de descarte, da raca Nelore, com idade entre 4 a 12 anos.

1.2 ANALISE DA FORCA DE CISALHAMENTO E COLETA DE AMOSTRAS

Os animais foram abatidos, no Laboratério de Carcacas da Embrapa de
Corte, de forma seriada para avaliar a evolucdo da deposicao tecidual nas carcagas.

As carcacas foram avaliadas de forma quali-quantitativa de acordo com a
metodologia proposta por Muller (1978). A maciez da carne foi avaliada de forma
indireta pela FC, para tanto, foram retirados quatro bifes de 2,5 cm do musculo
Longissimus dorsi, sendo o primeiro congelado logo apds o resfriamento e os demais
ap6s maturacdo de 7 e 21 dias. Para a avaliagcdo da FC, os bifes foram descongelados a
8°C por 18 horas e assados em forno elétrico pré-aquecido a 300°C até atingirem a
temperatura interna de 71 °C. Apo6s o cozimento os bifes foram resfriados e
posteriormente analisados. Utilizou-se um vazador, medindo 1,27 cm de didmetro,
acoplado a uma furadeira de bancada para a retirada de 6 amostras cilindricas de cada
bife. As amostras foram extraidas paralelamente ao eixo das fibras musculares. O
cisalhamento das amostras foi realizado com um acessorio Warner-Bratzler Meat Shear
Slot Blade, lamina cega em formato de “V”, acoplado em um texturdmetro de marca TA
XT Plus com velocidade de descida de 20 cm por minuto e célula com carga maxima de
30 kg (WHEELER et al., 1997).

A escolha dos animais selecionados para o experimento foi em funcdo da
maciez da carne, utilizou-se os extremos da distribuicdo dos valores de FC. Nessa
amostragem, garantiu-se que os tratamentos originais estivessem balanceados nos dois

extremos (G1 — Dura e G2 — Macia).
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Os tratamentos testados nesse experimento foram constituidos de amostras
do musculo Longissimus dorsi (contrafilé) coletadas logo ap6s a esfola das vacas. Para
tanto, utilizou-se um vazador com 2,54 cm de diametro para a retirada das amostras do
musculo Longissimus dorsi na altura da 132 vértebra toracica.

As amostras de musculo coletadas para a extragdo de RNA foram
armazenadas em microtubos (1,5 mL). Durante o abate os microtubos foram mantidos

em nitrogénio liquido e depois estocados em ultra-freezer a -80°C.

1.3 EXTRACAO DE RNA A PARTIR DE AMOSTRAS DE MUSCULO

Para 0 processo de extracdo de RNA total, utilizou—se Kits a base de Trizol
(Ribopure — Ambion e Purelink — Invitrogen), seguindo os protocolos indicados pelo
fabricante. A extracdo foi feita a partir de 300 mg de tecido muscular congelado e
macerado em nitrogénio, usando-se cadinho e pistilo. O macerado foi transferido para
um tubo de polipropileno (Falcon) de 15 mL, contendo 4 mL de trizol, sendo
posteriormente homogeneizado em vortex e retornado ao gelo. Ap6s a homogeneizacao
os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 8 minutos, permitindo a
dissociacdo completa das nucleoproteinas.

Posteriormente os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 4200 xg para
separacdo das fases (tecido — trizol). Em seguida foram transferidos 1 mL do
homogeneizado em 4 tubos de Eppendorf, adicionando a cada tubo 200 pL de
cloroférmio e voltando a homogeneizar com movimentos lentos, evitando a
contaminacdo com DNA, e encubando por 5 minutos.

Apbs a incubacdo, os tubos foram centrifugados a 12.000 xg por 10
minutos. Transferiu-se 700 pL da fase superior a um novo tubo de Eppendorf,
adicionou-se 350 uL de etanol absoluto e procedeu-se agitacdo imediata para evitar a
formacédo de precipitados e para que 0 RNA pudesse se ligar & membrana de silica da
coluna. Em seguida foram transferidos 500 pL do homogeneizado para a coluna do Kit,
e logo apds centrifugou-se por 30 segundos a 12.000 xg até que se passasse toda a
fracdo dos 4 tubos correspondentes a cada amostra pela coluna. Apos este procedimento
foi adicionado a coluna 500 pL de solucdo de lavagem e centrifugado também por 30

segundos a 12.000 xg para lavagem da coluna.
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Para garantir que ndo houvesse contaminacdo com DNA, foi feito
tratamento com 20U da enzima DNase RQ1 RNase Free (Promega) por amostra, com
seu respectivo tampao de reacdo. O tratamento foi feito diretamente na coluna, deixando
incubado por 30 minutos a 37,5 °C. O proximo passo foi novamente a lavagem com
solucéo de lavagem e centrifugacdo por 30 segundos a 12.000 xg, descartando a solugéo
restante no fundo do tubo, sendo este passo feito mais uma vez, para que a coluna
ficasse bem seca. Finalizando o processo, a coluna foi transferida para um novo tubo,
adicionou-se 50 pL de tampdo de eluicdo a 46°C, deixando incubar por 2 minutos e
centrifugando por 30 segundos a 12.000 xg para obtencdo do RNA ligado a coluna.

As amostras de RNA total foram imediatamente quantificadas e

armazenadas para verificacdo da qualidade e posterior sintese de cDNA.

1.4 QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA PUREZA DO RNA

Para verificar a quantidade e a pureza do RNA total extraido em cada
amostra, utilizou-se de duas técnicas de quantificacdo, por espectrofotometria e
fluorimetria. As mensuragdes realizadas por espectrofotometria foram realizadas em
espectrofotdmetro (ND-1000 NanoDrop Technologies), sendo medidas as absorbancias
nos comprimentos de onda 260 e 280 nm.

A outra técnica de quantificacdo (fluorimetria) foi realizada no equipamento
Qubit® 1.0 Fluorometer (Life Technologies), utilizando um kit de leitura RNA Assay,
onde o reagente fluorescente liga-se somente a0 RNA, devido a sua especificidade. Com
a fluorescéncia ligada a molécula, ocorre uma emissao de luz sensivel ao aparelho, que
quantifica de forma precisa a quantidade de RNA presente naquela amostra, ja que 0

fluoréforo ndo tem especificidade com outras biomoléculas.

1.5 ANALISE DE INTEGRIDADE DO RNA PELO BIOANALYSER

A avaliagdo da integridade do RNA foi conferida por meio de duas técnicas,
sendo a primeira por meio de eletroforese em gel de agarose (1,5%). Observou-se a
relacdo das bandas 28S/18S de uma aliquota de 2 pug de RNA total, preparada com 6 pL

de formamida e deixadas em banho-maria por 7 minutos a 70 °C para que 0os RNAs nédo



49

formassem estruturas secundérias. Apés esse tempo adicionou-se 1L de GelRed e Stop
de corrida, aplicando no gel todo o volume, e posteriormente ligando a corrente elétrica
para iniciar a movimentacdo das moléculas.

A segunda técnica usada na avaliacio do RNA foi realizada pelo
equipamento Agilent 2100 Bioanalyser. O Bioanalyser determina o pardmetro RIN
(numero de integridade do RNA) que permite avaliar a integridade das amostras de
RNA total obtidas. O seu valor varia entre 0 e 10, sendo tanto melhor a integridade das
amostras quanto mais proximo de 10 estiver o valor (SCHROEDER et al., 2006).

No preparo da amostra, utilizou-se 1 pL de RNA de cada amostra e 1 pL de
RNA padréo, sendo todos os tubos mantidos em gelo. Para leitura as amostras foram
desnaturadas junto com o padrdo de RNA a 70 °C por 2 minutos e, posteriormente,
mantidas em gelo. Foi pipetado 1 pL do padrdo e 1ul de cada amostra em cada um dos
12 pogos do nanochip (cubeta do equipamento). Por fim o chip foi colocado no vortex e
agitado por 1 minuto a 5000 rpm e em seguida foi realizada a leitura no equipamento.

1.6 SINTESE DE CDNA PARA A TECNICA DE PCR QUANTITATIVO EM
TEMPO REAL

A sintese de cDNA a partir do RNA foi realizada por meio do Kit
SuperScript™ First-Strand Synthesis System Supermix (Invitrogen®) conforme o
protocolo do fabricante. Resumidamente, foi utilizado 2 pg de RNA total, ao qual foi
adicionando 1 pL de oligo dTig primer (50 uM) e 1 pL de tampédo de anelamento,
completando com H,0 RNAse Free para um volume final de 8 pL. As reacdes foram
colocadas em um termociclador (GeneAmp Thermal Cycler 9700 — Applied
Biosystems) seguindo o programa: 65°C por 5 minutos e 20°C por 5 minutos. Ao final
desta etapa, foram adicionados a cada reacdo 10 pL de 2X First Strand Reaction Mix e 2
uL de SuperScript™ 11I/RNaseOUT ™ Enzyme Mix dando seguimento ao programa do
termociclador: 50°C por 60 minutos e 80° por 5 minutos. A seguir foram adicionados a
cada reacdo 0,5 pL de RNaseH (2U/ pL) mais 0,5 pL de H,O RNase Free,
posteriormente deixando terminar o programa com 37°C por 22 minutos.

Apo0s o término, os tubos com as rea¢bes foram retirados do termociclador,
adicionados de 1 pL de 0.5M EDTA (pH 8.0) diluido 1:3 (1 pL de EDTA + 3 uL de
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H,O RNase Free), agitados e centrifugados imediatamente. As reacOes foram
transferidas a novos tubos de Eppendorf de 1,5 mL, adicionando a cada um deles 25 pL
de H,O RNase Free, 5ul de Acetato de Sodio (NaOAc) a 3M e 125ul de Etanol (EtOH)
absoluto gelado. Logo ap0s os tubos foram levados ao freezer -20°C e deixados durante
a noite para precipitacdo do cDNA.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a velocidade méxima por
20 minutos a 4°C, descartando o sobrenadante cuidadosamente e removendo 0 excesso
de ETOH com o pipetador. Em sequéncia foi adicionado 1ml de ETOH 75% gelado,
centrifugando novamente a velocidade méaxima por 6 minutos a 4 °C. Por fim foi
removido cuidadosamente 0 ETOH com o pipetador para ndo perder os peletes. Estes
foram secados por 10 minutos em bomba a vacuo comum, e depois foram
resuspendidos em 30 pL de H,O RNase Free.

Para a utilizacdo em ensaios de gPCR, as amostras foram quantificadas por
meio do Qubit® 1.0 Fluorometer (Life Technologies), utilizando o Kit de leitura Single-
Stranded DNA Assay, sendo posteriormente diluidas em H,O RNase Free a uma
concentracdo média de 5ng/pl. Em seguida essas solucBes de trabalho foram
armazenadas a -20° C.

Para se estimar a associacdo dos genes de interesse com a caracteristica
fenotipica de maciez da carne, foram utilizados 3 genes alvo (CAST, DNAJAL e
CASP3) e trés genes constitutivos (ACTB, B2M e HMBS) para serem utilizados como
normalizadores. A diferenca de expressdo foi avaliada pela comparagéo entre os animais
do grupo Gl e G2.

Os oligonucleotideos para a realizacdo da analise de qPCR em tempo real
foram desenhados por meio do programa Primer Express 3.0. Os genes contendo 0s
pares de oligonucleotideos e os nimeros de acesso do GenBank das seqliéncias
utilizadas para o desenho dos mesmos sé@o apresentados na Tabela 4.

A especificidade dos oligonucleotideos acima citados foi analisada in silico,
através da ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). ApoOs a sintetizacdo, amplificacdo e clonagem em vetor plasmideo, a
especificidade foi confirmada novamente pelo seqlienciamento de amplicons obtidos

nas reacoes de PCR realizadas com amostras de cDNA do presente estudo.
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TABELA 4. Lista de genes, numero de acesso e seqliéncias dos iniciadores direto e
reverso a serem utilizados no estudo de expresséo génica.

Tamanho Numero de acesso

Gene amplicon (pb) ho GenBank TM (2C) Direto e Reverso
CASP3 97 NM 001077840.1 81 (D) 5'-AAGGCCAGAGATGGGACACA-3'
- (R) 5'-TCACGGGAACCAGTGGGTTA-3'
DNAJA1L 82 AF308815.2 77 (D) 5'-GGAAGCCCTGGAACCACTCT-3'
(R) 5'-CCCCTACTTCTTTGGTATTGTCAGAA-3'
CAST 80 AF159246 80 (D) 5'-TTCAAATGCTCTGTCTTCATCTCAT-3'
(R) 5'-CTGGCTTATCTTTCCCAGATTTAGA-3'
B2M 109 NM 173893.2 78 (D) 5'-AGTAAGCCGCAGTGGAGGT-3'
- (R) 5'-CGCAAAACACCCTGAAGACT-3'
ACTB 66 AY141970.1 77 (D) 5'-CCTCACGGAACGTGGTTACA-3'
(R) 5'-TCCTTGATGTCACGCACAATTT-3'
HMBS 80 BC108110.1 78 (D) 5'-CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG -3'

(R) 5'-AATGGTGAAGCCAGGAGGAA-3'

L' Namero de pares de base.
% Temperatura de Melting

1.7 AMPLIFICACAO POR PCR DOS FRAGMENTOS ESPECIFICOS PARA OS
GENES ESTUDADOS

Para a confirmacdo da cobertura e fidelidade dos oligonucleotideos
utilizados, as amostras de cDNA foram amplificadas em PCR. Para cada reacao,
utilizaram-se 50ng de DNA genémico, tampdo (10mM Tris-HCI, 50mM KCI), 0,2mM
de cada dNTP, 1,5mM de MgCl,, 66ng de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5U de Taq
DNA polimerase e agua ultra-pura para um volume final de 50puL. A reacdo de PCR foi
realizada utilizando a seguinte seqliéncia de termo-ciclos: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
a 94°C por 30 segundos, Temperatura da anelamento especifica para cada
oligonucleotideo (CASP3, DNAJAL a 63° C; CAST a 61° C e B2M, ACTB, HMBS a
59° C) por 40 segundos, 72°C por 1:30 minutos e 72°C por 7 minutos.

Os amplicons gerados foram confirmados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, diluido em tampdo TBE 1X (Tris-borato 45mM, EDTA 1mM; pH 8,0).
Foram aplicados a cada pogo do gel, 5pL de produto de PCR, 1uL de tampdo de corrida
(10mM Tris-HCI, 60mM EDTA, 0,03% bromophenol blue, 0,03% xylene cyanol, 60%
glicerol) e 0,5uL de GelRed™ (Biotium) 20X. A corrida foi realizada seguindo as

recomendacdes de Sambrook et al (2001).
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1.8 CLONAGEM EM VETOR PLASMIDEO TOPOTA®

Os fragmentos amplificados por PCR foram clonados utilizando o kit
comercial TOPOTA® (Invitrogen), especifico para clonagem de produtos de PCR,
seguindo as instrucdes do fabricante.

Uma aliquota de 3uL do produto de PCR foi adicionada a 1uL de Salt
Solution e 1L de agua ultra-pura. Apés homogeneizacédo, 1uL do vetor TOPOTA foi
adicionado a mistura, e a mesma incubada por 10 minutos a temperatura ambiente para
a insercdo dos fragmentos nos vetores. Apds a inser¢do, 3uL da reacdo de ligacao foram
adicionados a células quimicamente competentes de E. coli DH10p, a solugdo incubada
no gelo por 30 minutos, e por meio de um choque térmico provocado quando colocados
o0s tubos em banho-maria a 42°C por 45 segundos, permitiu a insercdo do plasmideo na
célula competente. Para recuperacdo e multiplicacdo das células transformadas, foi
adicionado 1mL de meio SOC, e os tubos incubados a 37°C, com agitacdo constante de
220 rpm durante 90 minutos.

Placas de Petri foram preparadas com meio de cultura 2xTY (1,2% de agar),
acrescido de 50ug/mL do antibidtico canamicina. Apdés solidificagdo do meio, 40uL de
X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) e 25uL de IPTG (isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosideo) foram espalhados sobre o meio com o auxilio de uma alca
de Drigalski esterilizada, para que fosse possivel identificar as colénias de bactérias que
continham o inserto ligado ao vetor plasmideo. Apos secagem da solucdo IPTG — X-
GAL, 200pL das células transformadas cultivadas em meio SOC foram aplicados nas
placas de Petri com o auxilio de uma alga de Drigalski, e as placas incubadas a 37°C
durante 12 — 16 horas.

1.9 CULTIVO DE CLONES BACTERIANOS E EXTRACAO DE DNA
PLASMIDIAL

Uma colbnia positiva e isolada de cada placa foi coletada com o auxilio de
palitos de madeira esterilizados por autoclavagem e transferida para um tubo contendo
meio de cultura 2xTY, acrescido de 50ug/mL do antibidtico canamicina. O meio foi

incubado sob agitacdo constante (250 rpm), a 37°C, durante 12 — 16 horas.
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O DNA plasmidial dos clones foi extraido seguindo protocolo estabelecido
por Sambrook et al. (2001). Uma aliquota de 2 mL de colénia multiplicada em meio
liquido foi transferida para um novo tubo, e centrifugada a 12000 g por 1 minuto, a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano ressuspendido em 100puL de tampéo
GET gelado (50mM glicose, 25mM Tris, 10mM EDTA; pH 8,0), vortexando em
seguida. Foram adicionados 200uL da Solugéo Il (0,2M NaOH, 1% SDS), misturando 5
vezes por imersdo, seguido de incubacdo em gelo por 5 minutos. Logo apos foi feita a
adicdo de 150pL da Solucdo Il (Acetato de potassio 3M; pH 5,5), e incubado
novamente no gelo por 5 minutos. Este processo visou a separacdo do DNA plasmidial
do DNA genbmico da bactéria, de forma que, na centrifugacdo que se segue no
protocolo, ocorreu a precipitacio do DNA genémico complexado com proteinas,
enquanto o DNA plasmidial permaneceu no sobrenadante, o qual foi transferido para
um novo tubo. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12000 xg, a 4° C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5mL, adicionando um volume
igual de Isopropanol e incubando a -80° C por 30 minutos, para a precipitacdo do DNA
plasmidial. Apds a incubacao, os tubos foram centrifugados por 15 minutos, a 13000 xg,
a 4° C. Seguindo o protocolo, o sobrenadante foi descartado sendo adicionado 1 mL de
ETOH 75%, misturando por imersdo logo em seguida. Ap6s a adicdo a
homogeneizacdo, o0s tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos a
temperatura ambiente na velocidade maxima. O sobrenadante foi descartado, e o pelete
seco em bomba a véacuo para total evaporacdo do ETOH. Por fim, o pelete foi
ressuspendido em 30uL de solugdo de RNAseA na concentragdo de 10ng/pL. A
concentracdo de DNA nas amostras foi mensurada espectofotometricamente através do
aparelho NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific), e as amostras diluidas para uma
solugdo de trabalho de concentracdo 100ng/uL, a qual foi encaminhada para

sequenciamento.

1.10 SEQUENCIAMENTO DOS CLONES E COMPROVACAO DA
ESPECIFICIDADE DOS PRIMERS

Os plasmideos contendo o inserto de interesse foram amplificados com a
enzima AmpliTaq polimerase e “BigDye Terminator” (Applied Biosystems) conforme

as recomendacdes do fabricante, utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores
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M13, especificos para a regido do vetor TOPOTA® que flanqueia o inserto. O
sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation). Primeiramente, as por¢oes iniciais e finais
das sequéncias foram trimadas, mantendo apenas a porcdo de alta qualidade. Apds
limpeza das sequéncias, foi realizado alinhamento das fitas direta e reversa de dois
clones de cada conjunto de oligonucleotideos, respeitando um minimo de 85% de
correspondéncia entre as sequiéncias e sobreposicdo minima de 20%. A posi¢cdo do
alinhamento foi guardada e as sequéncias visualizadas no programa Chromas 1.45
(Griffith  University, Australia). A localizacdo exata dos oligonucleotideos foi
encontrada, uma sequéncia no formato fasta exportada e o inserto do produto de PCR
selecionado. Utilizando a ferramenta BLASTnN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
o fragmento clonado foi comparado com as sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se concordancia de no minimo 95%
para confirmacdo da especificidade da sequiéncia.

Apds confirmacdo da sequéncia clonada, os plasmideos foram purificados e

preparados para diluicdo das curvas-padrao.

6.1.11 DIGESTAO ENZIMATICA DOS PLASMIDEOS PARA CONSTRUCAO DAS
CURVAS-PADRAO

Com o auxilio do mapa da regido do gene LacZ operon do vetor utilizado,
foram identificadas enzimas de restri¢do candidatas para o procedimento de linearizacdo
do plasmideo. Com o auxilio do programa Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation),
foi verificada a inexisténcia de sitios de restricdo para as enzimas candidatas nas
seqliéncias dos insertos clonados, garantindo que a digestdo enzimatica apenas
linearizasse o plasmideo, mantendo intacta a regido do fragmento alvo.

Os plasmideos linearizados foram quantificados por fluorometria através do
aparelho Qubit® 1.0 (Life Technologies) e uma aliquota de 1pg de DNA plasmidial foi
digerida com a enzima de restricdo BamHlI, objetivando lineariza-lo para a construgédo
da curva padréo. Para a reacdo de restri¢do, incluiu-se 5uL de 10X Fast Digest Buffer

(Fermentas), 1ug de DNA plasmidial, 3puL da enzima BamHI e agua ultra-pura para um
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volume final de 50uL de reagdo. Os tubos foram incubados a 37°C durante 3 horas e
entdo a enzima inativada por incubacdo de 20 minutos a 80°C.

O produto da reacdo de restricdo foi visualizado em gel de agarose padréo a
1,5% fundido em tampéo TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA; pH 8,0), sendo
em cada pogo aplicados 2L de plasmideo, 0,5uL de tampdo de corrida (10mM Tris-
HCI, 60mM EDTA, 0,03% bromophenol blue, 0,03% xylene cyanol, 60% glicerol) e
0,5uL de GelRed® (20X). A corrida foi realizada seguindo as recomendacdes de
Sambrook et al. (2001).

Apo6s confirmagdo da digestdo total, os plasmideos linearizados foram
purificados com o kit comercial MiniElute PCR Purification Kit (QIAGEN), seguindo
recomendacdes do fabricante. Primeiramente, foram adicionados 5 volumes do “Buffer
PB” para cada volume de reacdo, e este transferido a uma coluna e centrifugado.
Adicionou-se 750uL do “Buffer PE”, os tubos centrifugados e a coluna transferida para
0 tubo coletor. Adicionou-se entdo 10uL de “Elution Buffer”, a coluna centrifugada e o
eluido mensurado novamente por fluorometria para diluicdo nos pontos pré-

determinados para a curva-padrao.

1.12 CONSTRUCAO DAS CURVAS-PADRAO PARA QUANTIFICACAO
ABSOLUTA

As curvas-padrdo foram construidas a partir dos plasmideos, contendo o
inserto alvo, linearizados. A presenca do inserto nos plasmideos utilizados foi
confirmada pelo sequenciamento e posterior BLAST dos mesmos. A partir do tamanho
do inserto somado ao tamanho do vetor plasmidial, foi calculado o nimero de cépias do

gene em cada ponto da curva-padrdo a partir da equacgao:

x g/ulL de DNA

X 6,022 x 1023
tamanho do plasmideo em pb X 660

Ymoléculas/uL =

Onde: tamanho do plasmideo corresponde a soma do vetor mais o inserto;
660 é 0 peso molecular em Daltons de um par de bases de DNA dupla fita; 6,022 x 10%°

é a constante de Avogrado.
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Apos os célculos foram definidos os 5 pontos das curvas-padrdo para a

quantificacdo absoluta como:
— P1=2,2x10'copias;
~ P2=2,2x10°copias;
— P3=2,2x 10° copias;
— P4=2,2x10* copias;
— P5=12,2 x 10° copias.
- P6=2,2x 10° copias.

Apbs definicdo dos pontos, os plasmideos purificados foram quantificados
pelo método fluorimétrico (Qubit®) e realizada a diluicdo para o primeiro ponto da
curva-padréo. A partir do primeiro ponto, uma diluicdo seriada na taxa de dez vezes foi
realizada para a construcdo dos demais pontos da curva-padréo.

1.13 REACOES DE PCR EM TEMPO REAL

Para a quantificacdo absoluta do nimero de cépias de cDNA em expressdo
para cada um dos genes (CASP3, DNAJALl e CAST), foram utilizadas reacdes
compostas por 6.25 pL do reagente 2X Power SYBR Green MasterMix (Applied
Biosystems), 1,25 uL de cada oligonucleotideo iniciador (Direto e Reverso) especifico
para cada gene estudado, a uma concentracdo de 3uM, 15ng de cDNA e agua ultra-pura
para completar o volume de reacéo de 12,5uL.

As reacdes foram conduzidas em aparelho Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems), e submetidas ao protocolo de ciclos descrito a
seguir: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
temperatura de anelamento 60° C por 1 minuto. Apo6s os ciclos de amplificacdo, foi
adicionada uma etapa em temperatura crescente de 60 a 95°C para obtencédo da curva de
dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para andlise da especificidade da

amplificagdo. Para cada gene estudado, foi construida uma curva-padréo especifica.

1.14 ANALISE DE THRESHOLD E EFICIENCIA DAS CURVAS-PADRAO.

Os valores de Ct e os resultados dos numeros de cépias de cDNA para cada

gene foram obtidos pelo software 7500 System SDS v2.0.6 (Applied Biosystems). No
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entanto, as curva-padr&o foram ajustadas pelo threshold buscando o melhor valor de r? e
eficiéncia mais proxima de 100%, sendo que o ultimo é dado pela equacdo abaixo e
obtido pelo valor de “slope”. O valor ideal de “slope” ¢ -3,32, mas considera-se
eficiéncia de 100% quando este valor se encontra entre -3,6 e -3,1.

Eficiéncias maiores ou menores ndo sao recomendadas, pois subestimam ou

superestimam, respectivamente, o nimero de cépias de cDNA.

e = 10(ﬁ) -1
Com o auxilio do software GENEX®, os valores de Ct foram ajustados para
eficiéncia de 100%, para obter o numero de copias de cDNA para cada gene, utilizou-se
a equacdo descrita abaixo, usando os valores de Ct corrigidos com valor “slope” de -
3,32 (representando uma eficiéncia de 100%), e 0 mesmo valor de intercepto especifico

para cada gene.

Y=ax+b
Ct—b)

N=10( a

Onde: “a” é o valor de slope e “b” é o valor de “intercept” estimados para

cada curva-padrdo.
2 NORMALIZACAO DOS DADOS

Para se obter os resultados relativos de expressao, os valores obtidos devem
ser normalizados a partir de um gene constitutivo buscando corrigir 0s erros no
procedimento experimental que podem interferir nos resultados finais. Atualmente
existem varios programas e algoritmos desenvolvidos com a finalidade de se obter o
melhor valor de estabilidade e assim designar o melhor gene normalizador ou de
referéncia.

Dentre eles podemos citar os programas geNorm® e NormFinder®. O
primeiro permite a eleicdo de genes de referéncia apropriados, tomando como fator de
normalizacdo a media geométrica entre pares de genes internos de referéncia que

mostram um perfil de expressdo similar, partindo do principio de que, pares de genes
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que apresentam padrBes de expressao estaveis entre si sdo genes de controle adequados
(VANDESOMPELE et al., 2002).

Por outro lado, o NormFinder® ndo s6 mede a variagdo de um gene
enddgeno, mas estabelece um ranqueamento entre os genes de referéncia, analisando
como eles se diferem entre diferentes grupos de estudo, entendendo como se houvesse
diferentes condicdes experimentais (VANDESOMPELE et al., 2002).

Com os resultados devidamente corrigidos para eficiéncia, foi realizada uma
analise de verificagdo do melhor gene normalizador para correcdo de erros de técnica.
Para esta finalidade foi definido o valor de estabilidade de cada gene (B2M, HMBS e
ACTB) utilizando-se os softwares geNorm® e NormFinder®.

Dessa forma, todos os genes em estudos foram normalizados com o melhor
normalizador e a expressdo génica diferencial entre os grupos G1 e G2 foi definida pelo

método de delta-delta Ct (ddCt) e pelo nimero de copias.

3 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica dos dados foi verificada através de analises de
variancia utilizando-se o procedimento GLM do programa estatistico SAS
(STATISTICS ANALYSIS SYSTEMS INSTITUTE — SAS, 2002), sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Também foi verificada a correlacdo entre a
expressdo génica de cada gene e os fendtipos observados utilizando-se o procedimento
CORR do mesmo programa estatistico.



