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Resumo

A maciez da carne, uma caracteristica de grande interesse econdmico, ¢ influenciada pela
intensidade da degradagdo de proteinas miofibrilares no periodo pés-mortem. A p-calpaina €
a principal enzima responsavel pelo amaciamento do musculo esquelético, e de maneira
oposta, a calpastatina que ¢ codificada pelo gene CAST, atua como inibidor endégeno das
calpainas e, portanto, diminui a taxa e extensdo da protedlise no musculo esquelético.
Polimorfismos no gene CAST ja foram associados a atividade da enzima e a forca de
cisalhamento, indicando a grande importancia no estudo da regulagdo desse gene. Sabe-se que
a transcricdo da maior parte dos genes é reprimida estavelmente na maioria dos tecidos e s6
permanece ativa nos seus tecidos de expressio e em determinados estddios do
desenvolvimento, e que isso pode ser controlado por eventos epigenéticos como a metilagao
de citosinas do DNA, passivel de identificagdo por sequenciamento de DNA tratado com
bissulfito. Os objetivos deste estudo foram avaliar se ocorre expressao preferencial de tecido,
de genotipo e de estadio do desenvolvimento para o gene CAST em figado, musculo e pele de
fetos e musculo e figado de animais adultos em bovinos homozigotos e heterozigotos para o
polimorfismo A>G no éxon 30/3’UTR por meio de PCR em tempo real com o fluoréforo
SYBR®. Além disso, foi verificado se a expressao diferencial do gene ¢ regulada pelo status
de metilacio no seu promotor. Todas as expressdes foram normalizadas para o gene
referéncia RPS-9. Em fetos o gene CAST foi duas vezes mais expresso (p<0,05) em figado do
que em pele e quase duas vezes mais expresso (p<0,05) em figado do que em musculo.
Também foi encontrado aumento na expressao do gene de 1,83 x (p<0,05) em musculo adulto
quando comparado a musculo fetal, evidenciando expressdo diferencial de estddio de
desenvolvimento. Quando analisadas as diferencas de expressao entre genotipos, comparando
o gendtipo homozigoto com o gendtipo heterozigoto (usado como calibrador) foi encontrado,
em amostras de fetos, um aumento de expressao (p<0,05) do gene CAST em musculo e pele
de individuos GG (2x e 1,74x, respectivamente, em relacdo a heterozigotos) e musculo de
individuos AA (1,4x em reacdo a AG). Em amostras de animais adultos, o gene foi mais
expresso em figado e musculo de individuos GG (2x e 1,63x mais que AG, respectivamente)
e foi menos expresso (p<0,05) em figado de individuos homozigotos AA (0,32x menos que
AQG). Foi identificada a presenca de uma ilha CpG na regido promotora do gene CAST e foi
realizado tratamento do DNA com bissulfito, a clonagem do fragmento e o sequenciamento
de clones. A ilha CpG mostrou-se hipometilada nos diferentes tecidos: 0,63% de
dinucleotideos CpG metilados em musculo fetal, 0,43% em figado fetal e 0,61% em musculo
adulto; e nos diferentes gendtipos: 0,61%, 0,49% e 0,60% em AA, 0,81%, 0,35%, 0,34% em
AG, 0,4%, 0,45% e 0,9% em GG em musculo fetal, figado fetal e musculo adulto
respectivamente. Assim a hipometila¢ao da ilha CpG pode permitir a transcri¢do do gene, mas
ndo explica as diferengas de expressdo entre tecidos, estddio de desenvolvimento e genotipo
para o genes CAST.

Palavras-Chave: Maciez de carne. Bovino. Calpastatina (CAST). Expressdo génica.
Epigenética. Metilagao.



Abstract

The Meat tenderness, a trate of economic importance in animal production, is influenced by
the intensity of the degradation of myofibrillar proteins in post-mortem. The p-calpain is the
main enzyme responsible for meat tenderness of skeletal muscle, and, conversely, the
calpastatin, which is encoded by the CAST gene, acts as endogenous inhibitor of calpain and
thus decreases the extent of proteolysis in skeletal muscle. Polymorphisms in CAST were
associated with enzyme activity and shear force, indicating the great importance of the study
of CAST gene regulation. It is known that the transcription of most genes is stably suppressed
in most tissues and only remains active in their tissue of expression and in certain
developmental stages, and that can be controlled by epigenetic events such as methylation of
DNA cytosine that is identified by sequencing of bisulfite-treated DNA. The aim of this study
was to evaluate if there was preferential expression, of tissue, genotype and stage of
development for the CAST gene in liver, muscle and skin of fetuses and muscle and liver of
homozygous and heterozygous adult cattle for the A> G exon 30/3'UTR polymorphism,
evaluated by real-time PCR with SYBR ® fluorophore, and to verify if the differential
expression is regulated by the methylation status of promoter region. Differential gene
expression analyses were normalized to the reference gene RPS-9. When we analyzed the
tissue-specific expression in fetuses, the CAST gene was 2 times more expressed in liver than
in skin (p <0.05) and almost two times more expressed in liver than in muscle (p <0.05). It
was also found that this gene was 1.83 x up regulated in adult muscle when compared to fetal
muscle (p <0.05), showing differential expression in the developmental stage. Differences in
expression between genotypes were also found, when comparing the homozygous genotype to
the heterozygous genotype (used as calibrator). Fetal samples of muscle and skin of
individuals with GG genotype presented higher expression (p <0.05) of CAST gene (2x and
1,74 x, respectively, compared to heterozygous) and muscle of animals with AA genotypes
also presented higher expression (1.4x compared to AG). In adult animals, the gene was up
regulated in liver and muscle of individuals with GG genotype (2x and 1.63x more than AG,
respectively) and was less expressed in the liver of homozygote AA (0,32x less than AG) (p
<0.05). The presence of a CpG island in the promoter region of the gene CAST was identified
and the methylation status was studied after bisulfite treatment, cloning of the fragment and
sequencing of clones. The CpG island was hypomethylated in different tissues: 0.63% of
methylated CpG dinucleotides in fetal muscle, 0.43% in fetal liver and 0.61% in adult muscle.
According to the different genotypes the island was methylated in 0.61%, 0 49%, 0.60% in
animal with AA genotype, 0.81%, 0.35%, 0.34% in AG, 0.4%, 0.45% ,0.9% in GG in fetal
muscle, fetal liver and adult muscle respectively. In our results we show that the CpG island is
hypomethylated and can allow transcription of the gene but the methylation does not explain
the differences in expression within tissues, developmental stage and genotypes of the CAST
gene.

Keywords: Meat tenderness. Bovine. Calpastatin (CAST). Gene expression. Epigenetic.
Methylation.
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1. Introducéo

O Brasil € o maior exportador mundial de carneogspi um rebanho de bovinos de
mais de 200 milhdes de cabecas (INSTITUTO BRASIEI®E GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2011; BRASIL, 2013). Devido a grandeportancia econdmica da criacio
de bovinos de corte, muitos estudos sao realizaa@sencontrar marcadores genéticos, como
0s SNPs, associados a locos de caracteres quaosité@TL), que possibilitem a selecao
precoce de animais superiores.

Dentre varias caracteristicas de qualidade da cestwdadas, a maciez € a mais
importante para a satisfacdo do consumidor. Onsest#a calpaina que possui trés principais
proteinas, p-calpaina, m-calpaina e calpastatina) @os principais sistemas envolvidos na
protedlise de proteinas miofibrilares no periodos-prtem, evento que resulta no
amaciamento da carne. Alguns SNPs nos genes qifeaodessas proteinas, principalmente
no gene da p-calpain€APNY (PAGE et al., 2002; WHITE et al., 2005) e da aalptina
(CAST)(CASAS et al., 2006; SCHENKEL et al., 2006) jador encontrados e associados
com a maciez da carne. Barendse (2002) identificouSNP caracterizado pela substituicdo
de uma adenina por uma guanina na regiao 3' UTGedeCAST(AF_159246.1G2959A>G)
associado a maciez da carne por meio da avaliag&rgh de cisalhamento (CASAS et al.,
2006; MORRIS et al., 2006; CURI et al., 2009).

A calpastatina é o inibidor endégeno das calpagng®rtanto, pode reduzir a taxa e a
extensdo da degradacdo das proteinas miofibrifgrdsndo causar a diminuicdo da maciez
da carne (KOOHMARAIE 1994; KEMP et al., 2010) eigérestudos jA demonstraram a
importancia dessa proteina tanto no amaciamentaciee (GEESINK et al.2006) como em
funcdes celulares essenciais como a expressaocagém@icapoptose (GOLL et al., 2003). Em
bovinos, o gen€ASTesta situado no cromossomo 7 (BTA7), possui 4alites promotores
e regulacdo complexa, envolvendo regulagédo nadtgés, na traducéo e apos a traducao.

O estudo da regulacédo desse gene € important® gert@ndimento das diferencas de
expressdo do gene e da variacdo da maciez, owasjmudancas no fendétipo. A epigenética,
estudo de modifica¢cdes quimicas nos genes, quanaieexpressao génica, mas nao alteram
a sequéncia do DNA como, por exemplo, a metilagiDNA e as modificagdes de histonas
(LIEB et al., 2006), faz parte do entendimento rtaracao entre os genes e o ambiente que
geram o fenotipo.

A metilacédo das citosinas do DNA € a modificacagemetica mais bem estudada em

relagdo a expressdo diferencial de genes duramdesenvolvimento ou entre tecidos e
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também em diversas doencas com atencdo especi@rerar. O dogma da epigenética esta
baseado na idéia de que promotores metilados Isficiados e aqueles ndo metilados podem
ser ativados (LEVENSON, 2010). Geralmente a metdagcorre em dinucleotideos CpG, e
sequéncias com grande concentracao desses dindetesosao chamadas de ilhas CpG e séo
dispostas em promotores e primeiros éxons dos g@m@ST, 2010). Além da metilacdo
podem ocorrer varias modificagBes epigenéticagagdio de diversos fatores nas regides
regulatorias dos genes que modificam sua expressao.

Portanto, o objetivo desse estudo foi a avaliac@iexpressdo do ger@ASTem
musculo, figado e pele de fetos e musculo e figéglcanimais adultos, homozigotos e
heterozigotos para o polimorfismo A>G no éxon 30/R, para a verificacdo de expressao
diferencial de tecido, estadio de desenvolvimengem®otipo. Além disso, verificamos se a
expressao diferencial € regulada pelo status ddagéd da ilha CpG presente na regido

promotora do gene.
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2. Revisédo Bibliografica

2.1. A pecuaria no Brasil e o estudo de marcadaresleculares

A pecuaria brasileira apresenta extrema importdpaei@ a economia nacional. O
Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo nalr# bovinos, com cerca de 212 milhdes
de cabecas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS BRRTADORAS DE
CARNE, 2012; BRASIL, 2013). Os bovinos distribueen-gproximadamente 20,5 % na
regidao Norte do pais, 14% na Nordeste, 18,5 % nles$e, 13 % na Sul e 34 % na Centro-
Oeste, sendo que Mato Grosso, Minas Gerais, Goisate Grosso do Sul possuem o0s
maiores rebanhos efetivos (INSTITUTO BRASILEIRO BEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2011).

Além disso, o Brasil é também o maior exportasgomndial de carne, seguido por
Austrélia, Estados Unidos, india, Nova Zelandiaana&tla (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNE, 2011). Enine maiores importadores
de carne bovina brasileira encontram-se Russiag Hamg, Egito, Unido Européia e Estados
Unidos (ASSOCIAQAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORADORAS DE
CARNE, 2012).

Devido a essa grande importancia comercial dosnbswvile corte, varios estudos tém
buscado a identificacdo e selecdo precoce de animgieriores para caracteristicas de
interesse econdmico por meio de marcadores, pmceEsoominado de selecdo assistida por
marcadores (MAS) genéticos. Os marcadores poderdeserminados pela identificacdo de
locos de caracteres gquantitativos (QTL) associag@losaracteristica ou pelo estudo de
polimorfismos e polimorfismos de nucleotideo UniB&NP) em genes candidatos posicionais
(escolhidos pela localizacdo em regides em quergnt identificados QTL) ou funcionais
(cujas acgles bioldgicas estdo envolvidas no dekgémenmto ou na fisiologia da caracteristica
de interesse) (WU et al., 2005).

A maciez da carne é uma das caracteristicas maigriamtes para a satisfacdo do
consumidor possuindo grande importancia na proddedgado de corte (MORRIS et al.,
2006; SCHENKEL et al., 2006). Alguns SNPs em gecmsdidatos associados a essa
caracteristica ja foram estudados no gen€EAIRN (BOEHM et al., 1998) em éxons (A316G
e V530I) e intron (CAPN4571) com avaliacdo da fateacisalhamento de Warner-Bratzler,
em diferentes populacdes de bovinos (PAGE et @D22WHITE et al., 2005). Também
foram estudados polimorfismos no gegbASTque foram associados a atividade da enzima
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(CHUNG et al., 2001) e a forca de cisalhamento (88%t al., 2006; SCHENKEL et al.,
2006).

As proteinas calpaina e calpastatina sdo compememd sistema da calpaina,
importante no amaciamento da carne no periodo péeem. O gene da calpaina € um
candidato posicional para maciez, pois foi mape#adro do QTL encontrado por Casas et
al. (2000) e também é considerado um candidatadnak pois participa de um sistema que
realiza proteolise de proteinas miofibrilares. @eg@ASTeé candidato funcional, pois produz
a calpastatina o inibidor endégeno da calpainamdéan € um candidato posicional para
maciez, pois foi mapeado no QTL encontrado por ®awval. (2008).

Barendse (2002) identificou um SNP caracterizada pebstituicdo de uma adenina
por uma guanina na regido 3’ UTR do geBAST (AF_159246.1G2959A>G). Estudos
posteriores encontraram associacdo desse SNP cwaciez da carne (CASAS et al., 2006;
MORRIS et al., 2006; CURI et al., 2009). Os regidsade Casas et al. (2006) demonstraram
gue animais que herdaram o genoétipo AA possuemecarais macia que animais com
genotipo GG avaliada pela forca de cisalhamentdMdener-Bratzler. Curi et al. (2009)
também encontraram resultados que demonstraranperiaidade do gendtipo AA em
relacdo a heterozigotos AG. Essas analises do 8MBristram a importancia dele na selecéo
de animais superiores para a maciez da carne.

Embora o SNP em questao esteja localizado em ugi@or8 UTR e ndo em uma
regido codificadora, devido a associacao entrercadar e a caracteristica estudada pode ser
sugerido que existe ligacdo ou forte desequilidedigacéo entre esse polimorfismo e outros
polimorfismos, em regides codificantes ou regulagrque sdo responsaveis pelas alteracdes
fenotipicas (CURI et al., 2009; JUSZCZUK-KUBIAK at., 2009). Além disso, regides 3’
UTR sé&o importantes na regulacédo génica e nos Rp#As,podem ser alvo de miRNA, que
modificam a expressao génica (CURI et al., 2009A@t+¢t al., 2012).

2.2. O sistema da calpaina

Vérios fatores sé@o responsaveis pela variacdo d@emda carne, como a variacao
genética e bioldgica, diferencas fisiologicas, nmgaa biofisicas durante o abate do animal e
algumas diferencas que ocorrem durante a matugg@arne no periodo pos-mortem. Trés
fatores sdo essenciais no periodo pés-mortem anvatependendo do musculo estudado:

protedlise, tecido conjuntivo e tamanho do sarcomBentre esses fatores a protedlise é o
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mais importante para explicar a variacdo na mafk@OHMARAIE, 1994, 1996;
KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

A protedlise é causada pela degradacédo de proteiidibrilares no periodo pos-
mortem (KOOHMARAIE, 1994; KOOHMARAIE 1996; BOEHM edl., 1998) realizada
pelas calpainas. O sistema da calpaina possuirtséesinas importantes e bem caracterizadas,
ap-calpaina e a m-calpaina, e seu inibidor endégspecéico, a calpastatina, além de varias
outras calpainas com caracteristicas pouco cordse{@IOLL et al., 2003; GEESINK et al.,
2006). A p-calpaina (calpaina-1) e a m-calpaina (calpaina&) cisteinas proteases
dependente de calcio que requerem concentragfesald® micromolar e milimolar,
respectivamente, para sua ativacdo (MORRIS €2@06; KEMP et al., 2010). A-calpaina é
a principal enzima responsavel pela protedlise dasdibrilas e das proteinas chaves que
mantém sua estrutura e integridade como, por exerapltitinas, desminas e nebulinas. O
enfraquecimento dessas miofibrilas causa o amaoiant® musculo esquelético no periodo
pds-mortem (KOOHMARAIE 1996; BOEHM et al., 1998; GlOet al., 2003; KEMP et al.,
2010).

A calpastatina atua como inibidor das calpaingsodanto, reduz a taxa e diminui a
extensdo da protedlise no musculo esqueléticondimilo assim a maciez da carne (BOEHM
et al., 1998; GEESINK; KOOHMARAIE, 1999; KEMP et.,aR010). Varios estudos ja
demonstraram a associagdo com diferencas de ndiearne e o aumento da atividade da
calpastatina. Koohmaraie et al. (1991) mostrarare diferencas na proteolise e no
amaciamento da carne de bovinos, suinos e ovimbaripm ser explicadas pela variacdo da
calpastatina. Shackelford et al. (1991) também a&tzeg a mesma conclusdo comparando a
protedlise de carne entre bovinB®s tauruse Bos indicus.Kent et al. (2004), usando
camundongos transgénicos que possuiam expressa@ntaudian de calpastatina, observaram
grande diminuicdo da protedlise pos-morteEsses e outros estudos comprovam a
importancia de se estudar o sistema da calpaina eespecial a calpastatina para a
compreensao do processo de amaciamento da carne.

O gene da calpastatin@AST (Figura 1), foi mapeado no cromossomo bovino sete
(BTA7) (BISHOP et al., 1993), contém cerca de 136kpossui 35 éxons, sendo 30 éxons
pertencentes a parte traduzida e 5 éxons situathasmtante do éxon 2 que ndo séo traduzidos
(1xa, 1xb, 1y, 1z e 1u). Possui pelo menos quabtmptores a montante dos éxons 1xa, 1xb,
1lu e 14t que produzem quatro transcritos, I, ll.elllV, respectivamente, sendo o ultimo
especifico de testiculos (RAYNAUD et al., 2005aJ0lSZCZUK-KUBIAK et al., 2009)
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(Figura 1). Os promotores possuem padroes de esdurelferenciais para os quatro tipos de
transcritos e estudos com suinos e bovinos ja demasam diferencas na ativagdo dos
promotores, sendo o promotor 1u mais ativo em sugnm 1xb mais ativo em bovinos (PARR
et al., 2004; RAYNAUD et al., 2005b; KEMP et alQ1D).

Figura 1 —Representacao esquematica do gene da calpas@isd oovino.

it
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Ixg—1xb— 1y 1F ol 2 3—//— I 4t 157//— 30

Fonte: Modificaa pela autora, de SENSKY et al. @08s caixas indicam os éxons. As setas
indicam os sitios de inicio de transcricdo e acdieda transcricdo. 1xa (inicio da transcricdo
do transcrito 1), 1xb (inicio da transcricdo donserito 1l), 1u (inicio da transcricdo do
transcrito Ill) e 14t (inicio da transcricao donsarito 1V).

A expressdo do gene da calpastatina € complexaiipdesdiferentes niveis de
controle dos promotores, da transcricdo, da tradwcdpds-traducionais como gplicing
alternativo. Diversas sequéncias de transcrit@®ferimas de proteinas ja foram relatadas em
estudos com humanos, ratos, suinos e bovinos (TABAM al., 2000; RAYNAUD et al.,
2005a,b) As regides promotoras do gene nao pos3uER Box, sdo ricas em GC e
possuem sitios de ligagdo do fator de transcrigid, Saracteristicas de genes largamente
expressos em diferentes tipos de células, com@mssjousekeepingessa grande gama de
controle da expressao pode ser significativa pssagurar a expressao da calpastatina que é
essencial para inibir a protedlise mediada pelpagah, podendo modular o desenvolvimento
da textura da carne (CONG et al., 1998; TAKANOIet2000; RAYNAUD et al., 2005a,b;
MEYERS; BEEVER, 2008; JUSZCZUK-KUBIAK et al., 2009)

Além de participar da proteolise de miofibrilassistema da calpaina também esta
envolvido na regulagéo do crescimento do muscadumoverdas miofibrilas, na regulacéo
da migracao e fusdo de mioblastos, na diferencideduioblastos e adipdcitos, na motilidade
e proliferacdo de células, no crescimento do moscod reorganizacdo da actina, na
progressao do ciclo celular, na transducédo de,swaategulacdo da expressao de genes e na
apoptose (TAKANO et al., 2000; GOLL et al., 200B¥se sistema também ja foi estudado e
tem implicagcdo em doencas como diabetes mellijus 2, Mal de Alzheimer, distrofias
musculares e infarto do miocardio (GOLL et al.,, Z00Alguns estudos também

demonstraram relacdo entre mudancas no ambientevariabilidade da atividade da
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calpastatina como, por exemplo, aumento da exrassd@ene apds alimentagcdo com dieta
acrescidas de agentes agonistifeadrenérgicos em carneiros e bovinos (KILLEFER e
KOOHMARAIE, 1994) e em suinos (PARR et al., 2000).

Devido a gama de fun¢des e a importancia no amaainda carne, muitos estudos
buscam o entendimento das funcdes de cada prateisstema da calpaina. A calpastatina,
sendo o unico inibidor da calpaina, tem uma gramgertancia, e o estudo da sua regulacao
€ essencial para o entendimento da variagdo dem@ilSZCZUK-KUBIAK et al., 2009;
KEMP et al., 2010).

2.3. Expresséao génica especifica de tecido, alel@stadio de desenvolvimento

A existéncia de um SNP pode modificar os niveisedpressao génica, pois um
polimorfismo em regido codificante pode estar ensedailibrio de ligagdo com um
polimorfismo na regido do promotor que afeta ai@&ficia de transcricdo ou que cria um sitio
desplicingalternativo (FOLCH et al., 1999; DEBELJAK et alQ@®; TAO et al., 2006). Isso
ja foi demonstrado, em bovinos, para a kappa ca$ef@N) (DEBELJAK et al., 2000) e para
a B-lactoglobulina (FOLCH et al.,, 1999). Entretantdéna do gendtipo, mecanismos
epigenéticos podem influenciar os niveis de expegénica em casos de polimorfismos. Em
ovinos Texel, foi demonstrado que a existénciarda transicdo G > A na regidao 3’ UTR cria
um sitio alvo para microRNAs que inibem a tradug@aogene da miostatina e contribuem
para a hipertrofia muscular (CLOP et al., 2006).

Sabe-se que a transcricdo da maior parte dos gemeprimida estavelmente na
maioria dos tecidos e sO permanece ativa nos seithb$ de expressdo e em determinados
estadios do desenvolvimento, e que isso pode seirotado por eventos epigenéticos
(LANDE-DINER et al., 2007). J& foi demonstrado cuemetilacdo do DNA, em regides
diferencialmente metiladas especificas de tecidostrola a expressao tecido-especifica da
leptina, em bovinos (KREMENSKOY et al., 2006).

Denomina-sémprinting o evento no qual a expressao de um gene é depertesatia
origem parental (materna ou paterna), e seu mediulgenético central € a metilacdo da
citosina (WATSON et al., 1992; LI et al.,1993; ALRES et al., 1994; JAENISCH, 1997).
Para os genes naoprintedé aceito que qualquer um dos alelos pode ser &s@(expressao
bialélica). Entretanto, ja foi descrito que a espgé® alélica diferencial (DAE) é um evento

comum e que esta associada a variacao fenotipldATiB, 2007). Em humanos, diversos
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genes apresentam expressao diferencial entre al@ssa variacdo € transmitida por heranca
mendeliana (YAN et al., 2002; LO et al., 2003).

A busca pela associacao entre o0 estado epigemetoexpressao alelo-especifica tem
sido realizada para genasprinted genes relacionados a resposta imune em camurglongo
(ROTHENBURG et al., 2001; ROGERS et al.,, 2006) enawnos (RIETSCHOTEN et al.,
2006) e para a compreenséao de doencas humanascéaaoer e Alzheimer (LI et al., 2006).
Entretanto, a informacdo sobre os mecanismos eftigende controle da expresséo alelo-
especifica de outros genes ainda € escassa, piineipte em bovinos.

Apesar dos estudos tradicionais enfocarem o efieitoombinag&o entre o gendtipo e
0 ambiente sobre a variacdo fenotipica individe&idéncias sugerem a participacdo do
epigendtipo nesse processo (DOLINOY et al., 20@Pfpcessos epigenéticos ndo causam
modificagcbes permanentes, mas herdaveis e que eatonmo desenvolvimento e na
diferenciagéo, com o envelhecimento ou por meiegiignulo ambiental (JAENISCH; BIRD,
2003; TOST, 2010) evidenciando a importancia dadesta epigenética para compreensao

das interacdes entre genes e ambiente.

2.4. Epigenética

O termo epigenética refere-se as modificacdes gasrios genes, que sdo herdadas
de uma geracdo de células para outra, duranteve®eh celulares, e afetam a expressao
génica, mas nédo alteram a sequéncia do DNA, ou akgsam o fenotipo sem modificar o
gendtipo (KENDREW, 1994; BRADBURY, 2003). Mais retemente, a epigenética foi
definida como o estudo de processos que produzenfendtipo herdavel, mas que néo
dependem estritamente da sequéncia de DNA (LIEBalgt 2006). As informacbes
epigenéticas, ou seja, as camadas dinamicas dagagupodem ser transmitidas por meio de
variantes de histonas, complexos de remodelameatoramatina dependentes de ATP,
complexos proteicos polycombl/trithorax, RNAs peager ndo codificadores que incluem
siRNA e miRNA, modificagdes pos-trascricionais méstonas (proteinas responsaveis pelo
empacotamento do DNA) e metilacdo do DNA (BRADBURWY03; FAZZARI; GREALLY,
2004; TOST, 2010; ATTAR, 2012).

Diferencas nos padroes de expressdo génica qukanresno desenvolvimento de
orgaos e tecidos, geralmente, ndo ocorrem por maddes na sequéncia do DNA, mas sim
pelo estabelecimento de marcas epigenéticas (REDQ7). Assim, as modificacoes

epigenéticas participam de varios processos figicds, como expressdo de genes tecido-
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especificos, inativagdo do cromossomo X, inativacio centrbmero e regulacdo do
imprinting gendmico (YOUNG; FAIRBURN, 2000).

A cromatina é formada por unidades repetidas chamamlicleossomos, que séo
compostos de um segmento de DNA de 146 pares de basolado ao redor de um octamero
de histonas, que é formado de um par de cada hist@4d, H2B, H3 e H4 sendo que o
tetramero das H3-H4 é flanqueado de cada lado ipoerds HA-H,B (SEGA et al., 2007;
TOST, 2010). Existem diversos tipos de modificagfies ocorrem na cauda N-terminal das
histonas como metilacéo, acetilacdo, fosforilagmquitinacdo, ribosilacdo e sumoilacao
(GREGORY et al., 2001; LIEB et al., 2006) Essa rfica¢des covalentes pds-traducionais
das caudas das histonas tém papel importante nsctigho de genes e na estrutura da
cromatina, e o conjunto de modificacbes que resutaima funcdo subsequente especifica €
conhecido como codigo das histonas (DION et aD52QIEB et al., 2006).

Dentre as modificagbes de histonas as duas maidaei®s sdo a metilacdo e a
acetilacado seletiva de lisinas. A metilacdo podemmver repressao ou ativagdo génica
dependendo de qual residuo de lisina € metilado.efemplo, a metilacdo da lisina 4 na
histona H3 (H3K4), encontrada em muitos promotodss,H3K36 e da H3K79 provoca
ativacao, enquanto a metilagdo em H3K9, H3K27 e 24ldromove silenciamento génico
(TALASZ et al., 2005; SEGA et al., 2007; MAUNAKEAt al., 2010). A acetilacdo esta
associada ao aumento de expressdo génica e ativhcamanscricdo, e trabalhos ja
demonstraram que a acetilacdo de H3K9 e H3K27 m&mn&radas em regides regulatorias de
genes ativos (ERNST et al., 2011; SHIN et al., 2012

A metilacdo da citosina no DNA é a modificacdo epigica mais bem estudada.
Diferencas na metilagdo da citosina podem ocomge decidos, entre espécies, estagios de
desenvolvimento, no envelhecimento e em diversa&hgis com destaque para o cancer
(GAMA-SOSA et al., 1983; EGGER et al., 2004; LIEBak, 2006; YANG et al., 2011). Em
células tumorais muitos promotores de genes supEsssde tumor podem estar
hipermetilados e, portanto, silenciados podendeorecperda démprinting, enquanto ocorre
uma hipometilacéo global do genoma, incluindo oeoeg (ROBERTSON; JONES; 2000;
REIK; DEAN, 2001; JAENISCH; BIRD, 2003)

No genoma de mamiferos a grande parte da transfardo grupo metil, fornecido
pelo doador universal S-adenosil-L-metionina (SApra a citosina € catalisada por enzimas
denominadas de DNA metiltransferases (DNMT). A &g de grupamento metil (gHa
posicdo 5 do anel pirimidico de uma citosina l@eala em posicdo 5 a um residuo de

guanina, transforma-a em 5-metil-citosina (5mC)saEsituacdo na qual a citosina a ser
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metilada é seguida de uma guanina é chamada ddatitideo CpG (ENRIGHT et al., 2003;
TOST, 2010). Cerca de 1% das bases em humano$m@@ecom alguma variacdo entre os
diferentes tecidos, e a maioria, 75%, dos dinueos CpG nos genomas de mamiferos sao
metilados (TOST, 2010).

A metilacdo de citosinas na regido promotora deegenstd relacionada ao
silenciamento génico (ENRIGHT et al., 2003) e, regides diferencialmente metiladas, a
regulacdo da maioria dos genewrinted (FEIL; BERGER, 2007). A maioria dos genes de
expressdo especifica de tecidos € metilado, o qde per explicado pela modificacdo da
acessibilidade da cromatina devido ao grupo me&fAR, 1988). Regides que séo ricas em
dinucleotideos CpG e possuem conteudo de C+G alesé&n chamadas de ilhas CpG e sao
encontradas nas regibes dos promotores e nos mend&xons de muitos genes.
Aproximadamente 70% dos genes humanos possuem Up& em seus promotores
(SAXONOV et al., 2006). Geralmente as ilhas CpGséieco metiladas, o que corresponde a
manutengdo da estrutura da cromatina aberta e gmteestado ativo de transcrigéo
(ILLINGWORTH; BIRD, 2009; TOST, 2010). No genomarhano, a grande maioria dos
dinucleotideos CpG esta metilada enquanto em gemestitutivamente expressos (genes
housekeepingnéo estd metilada (LANDE-DINER et al., 2004).

As mudancas epigenéticas podem ocorrer juntaseenfparte de diversas camadas de
regulacdo da expressédo génica tanto para a maaatelecum estado ativo quanto de um
estado reprimido (DEATON; BIRD, 2011). E possivekc metilagdo da citosina possa ser
induzida por meio de eventos primarios envolverslmadificagcdes covalentes nas caudas N-
terminal das histonas (LIEB et al., 2006). Por @l&do, a metilacdo do DNA também pode
influenciar as modificagbes das histonas, tant@etilacdo quanto a metilacdo (LANDE-
DINER et al., 2004). Existem diferentes padroegpmsenca de histonas modificadas entre
promotores com ilhas CpG e sem ilhas CpG (VAVOURIHNER, 2012).

Lande-Diner et al. (2004) estudaram a relacéo ddap@o do DNA e as modificagoes
das histonas na repressdo génica e observaramgyunes genes possuiam promotores com
ilhas ndo metiladas e modificacbes nas histonagjoc@a acetilacdo da H3K4, que
possibilitavam maior acesso ao nucleossomo, sendontrole realizado por fatores de
transcricdo especificos de tecido. Outros genesupm® promotores com ilhas CpG
metiladas, mas quando a metilacdo do DNA era pardidvia o aumento da acetilagado das
histonas e a diminuicdo da metilacdo de histonaspid8sibilitando a transcricdo. Em um

altimo grupo de genes, a repressao da transcricdofagmada por varias mudancas
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epigenéticas e, mesmo sem a metilacdo da regidooprca, a cromatina permanecia com a

estrutura condensada, ou seja, sem permitir achigas.

2.5. O estudo da epigenética

O objetivo do estudo da epigenética é a identifioagos locais e da natureza das
sequéncias de DNA que estdo modificadas epigenstite (FAZZARI; GREALLY, 2004).

O progresso no entendimento da epigenética € atdlas tecnologias que permitem apontar
a localizagdo genética de proteinas histonas, mpa®&tam e regulam o acesso ao DNA
(LIEB et al., 2006), assim como de regides de DNilado.

A imunoprecipitacdo de cromatina (ChlIP) foi priraenente descrita por Solomon,
Larsen e Varshavsky (1988) como uma técnica utiizaara o estudo das interagcdes DNA-
proteina. E baseada na utilizacio de anticorpas atentificagdo da presenca de proteinas
ou de modificagBes especificas das histonas ndeassomos de regides do DNA (LIEB et
al., 2006; HARING et al., 2007; PARK, 2009). O DNprecipitado, obtido na técnica de
ChlIP, pode ser analisado por meio de PCR quawttgbara determinacdo da abundancia de
uma regido especifica de interesse no precipit&bthern blotting hibridizacdo em
microarranjo de DNA (ChlIP-chip ou Chlp-on-chip)geenciamentgaired end tagChlP-
PET) ou de nova geracdo (ChIP-seq) que permitemahsa global do DNA modificado
(LIEB et al., 2006; HARING et al., 2007; KIM; PARRQ11).

Para o estudo do grau de metilacdo em sequénaitisufzaes de DNA utilizam-se
dois métodos: ndo bissulfito e bissulfito. O priroebaseia-se na digestdo com enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo (MSRE), que podemabinada com diversas técnicas. O
segundo é baseado nas modificacdbes no DNA caugatladratamento com bissulfito de
soédio e que também pode ser combinado com um graindero de técnicas permitindo a
determinacao quantitativa do status da metilac&AGEA; ESTELLER, 2002; GAGNON et
al., 2010).

Os métodos baseados nas enzimas de restricdo pedersados para DNA metilados
ou ndo metilados. Geralmente as comparacdes podefieitas de trés formas diferentes:
entre amostras tratadas com uma enzima ou divenzamias e um controle sem tratamento;
entre uma amostra tratada com uma enzima sensivelilacdo comparada com uma amostra
controle tratada com um isémero insensivel a npéidaou entre duas amostras testes, como
por exemplo dois tecidos diferentes, ambos tratados a mesma enzima (ZILBERMAN;

HENIFOFF, 2007). Em geral, o DNA gendmico cortado @nzimas de restricdo sensiveis a
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metilacdo pode ser analisado usan8outhern-hybridizatione/ou PCR (AZHIKINA,;
SVERDLOV, 2005).

O sequenciamento de DNA tratado com bissulfitosddio € uma técnica que foi
desenvolvida por Frommer et al.(1992) e por Clark.€1994) A grande maioria da pesquisa
em epigenética emprega essa técnica que consigistimgdo entre a 5-metil-citosina (5mC)
e a citosina. O tratamento do DNA com bissulfitosddio (NaHS@) gera o ion bissulfito
(HSOs) que converte a citosina em uracila por meio damknacao, enquanto a 5mC nao é
convertida devido a sua baixa reatividade se comdpacom os residuos de citosina. Por ser
um analogo da timina, a uracila é reconhecida pP&A polimerase como timina e, sendo
assim, na reacdo em cadeia da polimerase (PCRsimhios de uracila sdo convertidos em
residuos de timina nos produtos de amplificacdo.odaresiduos de 5-metil-citosina,
permanecem inalterados apds o tratamento com fiigsuDurante a amplificacdo sédo
produzidos polinucleotideos nos quais os resid@osittbsina representam os residuos de
5mC no DNA original metilado (Figura 2) (AZHIKINASVERDLOV, 2005; ZILBERMAN;
HENIKOFF, 2007; HAYATSU, 2008a,b; SCHAEFER et 2008; SMITH et al., 2009).

Figura 2 —DNA tratado com bissulfito para identificacdo denbtil-citosina (C).

Bisulfite

Bisulfite
C™ — Noreaction : C™

DNA : PCR with

Bisulfite DNA polymerase
—TCGCCGGTAC— — —TUGUUGGTAU— ——— _TRGTHGGTAT—

Bisulfte PCR
—TC'GCCGGTAC— —— —TCGUC'GGTAU— —— _TGTGGTAT—

Locations of C™ in original DNA|

Fonte: HAYATSU (2008b)

Todo o tratamento com bissulfito pode ser dividedo trés passos: sulfonagcéo no qual
o bissulfito é adicionado a citosina; desaminagéoolitica que ocorre com o derivado de
citosina-bissulfito gerando derivado de uracilesbifto; e dessulfonacao, que é a remocéao de
um grupo sulfonado devido ao tratamento alcalieoaigdo entdo a uracila (PATTERSON et
al., 2011). Para o sucesso da técnica € necesgegriocorra uma conversao total de todas as

citosinas ndo metiladas em uracilas e para issecéssario atencdo nas temperaturas e no
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tempo de incubacdo para que seja preservada aidaieg do DNA (FRAGA; ESTELLER,
2002). Outro fator importante é o cuidado na w@géo do bissulfito, que pode oxidar
facilmente em contato com o ar, produzindo raditbaies que podem quebrar a fita de DNA
(HAYATSU, 2008a).

Com o avanco de criacdo de programas para o estadwesenca de ilhas, das
técnicas e das tecnologias para o sequenciamerpoodaicdo de conhecimento sobre a
metilacdo do DNA de determinados sitios e de gesampletos é cada vez maior e permite
cada vez mais o entendimento da funcdo dessa waughifh epigenética. Trabalhos recentes
utilizam o sequenciamento de bissulfito em alteoltggio e imunopreciptacdo de DNA
metilado (MeDIP) (ILLINGWORTH; BIRD, 2009; LI; TOLEFSBOL, 2011).

3. Justificativa

Raros sédo os estudos sobre o efeito de polimorfisenepigenética em genes néao-
imprinted exceto em humanos e camundongos. Assim, estgdarpadrdo em bovinos se
justifica ndo apenas por sua importancia na praduw# alimentos, mas também como
modelo para ruminantes. O gene propoSW®ST foi escolhido, pois uma vez que caracteres
quantitativos, como as caracteristicas de prodagéimal, sdo bastante influenciados pelo
ambiente, mecanismos epigenéticos de controle pedan envolvidos na determinacdo do

fendtipo dos animais.
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4. Objetivos

Os objetivos deste projeto séo:

- Avaliar a expressao especifica de tecido, gead@ipstadio do desenvolvimento para o gene
CASTem amostras de musculo, figado e pele de fetosgutnle figado de animais adultos
em bovinos homozigotos e heterozigotos para o pofismo A>G, no éxon 30/3' UTR do
gene;

- identificar o status de metilagcdo da regido promao do geneCAST por meio da
identificacdo da presenca de ilhas CpG na regi@ongiora, tratamento do DNA com
bissulfito, amplificacéo por PCR, clonagem do fragho e sequenciamento de clones.

- Verificar se a expressao diferencial do g@#esTé regulada por metilagdo diferencial em

seu promotor.

5. Hipdtese

A hipétese deste trabalho é de que existe expressfarencial de tecido, de gendtipo
e de estadio do desenvolvimento para o ggh8Trelacionado a maciez da carne em bovinos
e gque essa expressao preferencial é regulada manmmmos epigenéticos de metilagdo da

cromatina.
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6. Materiais e Métodos

6.1. Obtencéo das amostras

Inicialmente foram coletadas amostras de pele, nhdise figado de 35 fetos no
Frigorifico Barra Mansa em Sertdozinho- SP em diés diferentes no més de fevereiro de
2010. Esses tecidos foram estocados em freez€’@ pra posterior utilizagdo. Os tecidos
de 98 animais adultos foram coletados no Frigarificibordogue em Bariri-SP em quatro
dias diferentes, nos meses de outubro, novembrezentbro de 2012. Os tecidos foram
congelados imediatamente em nitrogénio liquido rmaaenados em freezer a °“80para
posterior utilizac&o.

Para o estudo de expressao génica foram selecomed®, musculo e figado de 15
fetos de diferentes genétipos para o polimorfism® @& no gen€CAST sendo cinco de cada
gendtipo (AA, AG e GG) e 27 amostras de figado saquld de animais adultos, sendo nove
de cada gendtipo. Para o estudo de metilacdo do DN#n selecionadas nove amostras de
musculo fetal, nove amostras de figado fetal e mowvestras de musculo adulto sendo trés de

cada gendtipo para cada tecido.

6.2. DNA

6.2.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de musculo, figado e pele desfetmusculo e figado de animais
adultos para genotipagem e para utilizacdo no estadmetilacdo da ilha CpG foi realizada
segundo o protocolo adaptado de SATO et al. (2@@3)rito a seguir.

Primeiramente o tecido (100 — 200 mg) foi maceradm almofariz e pistilo em
nitrogénio liquido com posterior transferéncia para microtubo de 2,0 mL. Em cada
microtubo foi adicionado 1,5 mL de tampé&o de d@ée$i00 mM de Tris-HCI pH 7,5, 5 mM
de EDTA pH 8,0, 0,2% de SDS, 200 mM de NaCl e Oginmh de Proteinase K) com
posterior homogeneizac&o, incubacdo 8C56vernight em thermomixer e separacdo da
amostra em dois microtubos de 2,0 mL. A cada tuboaflicionado 1 mL de solucdo
Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1) sedoi por vortex de 15 segundos e
centrifugacdo, a temperatura ambiente, a 16.000ox¢g minutos para a separacao de duas

fases. A fase aquosa superior dos dois tubosdosfierida para um novo tubo no qual foi
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acrescentado 1 mL de isopropanol 100% a temperamtiente seguido de inversao dos
tubos, gentilmente, por 50 vezes. Para a obteng@elttt,0 DNA foi centrifugado a 16.000
Xg por 15 minutos com posterior descarte do solaerta. Para a lavagem gellet, foi
adicionado 1 mL de etanol 70%, a temperatura artdgie@om posterior centrifugacdo a
16.000 xg por 5 minutos e descarte do sobrenad@nfeellet foi mantido a temperatura
ambiente para secagem deixando o tubo invertidoespapel filtro por 2-3 horas. Para
ressuspensado do DNA foram adicionados 2D@le TE-RNase (21ig de RNase), o DNA foi

incubado a 3T por 1 hora em thermomixer e armazenado em freeZfC.

6.2.2. Avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA

A avaliacdo da concentracdo e da pureza (razaorbdivsma Asy/Azsg) do DNA
extraido foi realizada por meio de espectrofotdmBanoDroff. As amostras que possufam
razao 260/280 superior a 1,80 foram consideradass pA integridade do DNA foi analisada
por meio da realizacdo de eletroforese em gel deoag 1% com tampao TBE 1X, corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e observado eansttuminador UV. Nos géis foi
avaliada a intensidade luminosa de uma Unica bemegra. Apos as avaliagdes, o DNA foi

armazenado em freezer a %20

6.3. Desenho de primers e sondas

Foi realizado o desenho geimers para a genotipagem dos animais, andlise da
expressao génica e para a amplificacdo do DNAdwatam bissulfito (Tabela 1).

As sequéncias de DNA utilizadas para o desenh@uio®rs e sondas foram retiradas
de duas bases de dados: Ensembl (FLICEK et al2;2BMSEMBL, 2013) (ENSBTAG
00000000874) e GenBank (BENSON et al., 2005, GENRARO013) acesso numero
AH014526.1.

Para a genotipagem do polimorfismo do tipo SNPregido codificadora do gene
CAST por discriminacdo alélica em PCR em tempo reanfoutilizadosprimers e sondas
(sistema TagMan® sintetizados por meio da contratagcdo do senAgsay-by-design
(Applied Biosystems).

Para o desenho dpsimers para analise de expresséo génica foi utilizadoftware
Primer 3 PlusltUNTERGASSER et al., 2007, PRIMER3PLUS, 2013). & p&construcao, foi
realizada a avaliacdo das sequénciaspdiosers a analise das temperaturas de anelamento e
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da presenca de estruturas secundérias dairpins e dimeros pelos softwares NetPrimer
(NETPRIMER, 2013) e OligoAnalyzer (OLIGOANALYZER,023). Para a verificagcao da
especificidade de cadarimer foram utilizados dois softwares, BLAST (MOUNT, 200
BLAST, 2013) e Primer BLAST (YE et al., 2012; PRIRBLAST, 2013).

O desenho derimers para a amplificacdo do DNA tratado com bissulfdo feito
manualmente e sua avaliacao e verificagdo de quaitbi realizada por meio dos programas

mencionados anteriormente.

Tabela 1 —Sequéncias doprimers tamanho dos produtos de amplificacdo e numero de
acesso no GenBank.

Primer Sequéncia (5’-3’) Fragmento GenBank

CAST B415F TTAGGGTGTGAGTTGTAAATAGGTAG

CASTBR  AAAAAACTAACCCTCCTCTAAAAATAAACC — 419bp AHO14526.1

CAST3UF_Seq TTGCCTTCAGTTGGGAGAGA . 159916 1
CAST3UR_Seq ACAAGGTGCGGAAGTCCTAA P '
CASTE_Exp TGCTAATCGTAGAGACCCTGGACA 96 bp L 14450
GAPDHF GCGTGAACCACGAGAAGTATAA t8ob N 00103405
GAPDHR CCCTCCACGATGCCAAAGT P -
Tubulina_F CAGAGCAAGAACAGCAGCTACTT
Tubulina_R GTGAACTCCATCTCGTCCATGC 22rbp  NM_001077127
H2A F GTCGTGGCAAGCAAGGAG
H2A_R GATCTCGGCTGTCAGGTACTC 182 bp BC151734
Actina_F GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA
Actina_R TCGTCCCAGTTGGTGACGAT 78 bp AY141970
RPS-OF GTGAGGTCTGGAGGGTCAAA tog o NM_001101152
RPS-9R GGGCATTACCTTCGAACAG P
RPL-19F ACCTGGATGAGGAGGATGAG oz o, NM_001040516
RPL-19R GTACAGGCTGTGATACATGTGG P

6.4. Genotipagem em PCR em tempo real

O polimorfismo estudado no ge@ASTé uma troca de adenina por guanina no éxon
30/3" UTR (L14450) do cromossomo bovino sete (BT)AJ sistemalagMan® baseado no
uso de sondas de hidrdlise, foi a ferramenta selada para a discriminagdo alélica em

tempo real. Oprimerse as sondas utilizados no ensaio estdo descatbabela 2.
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Tabela 2 —Sequéncias (5’-3’) doprimers e das sondas utilizadas para a genotipagem do
polimorfismo no gen€&CASTbovino e tamanho do produto de amplificagdo do D&NAo
RNA.

Primers(5’-3) Sondas*(5’-3) Produto
DNA e RNA
TTTGCACATTCTCCCCACAGT VIC — AATAAGTGCAAATISAAAAT (A) 94pb

CGTGAGGCATCGTTTTCCAAATG FAM — AGTGCAAATIGAAAAT (G)

*|dentificacéo dos fluoréforos (VIC ou FAM), do &beespecifico (A ou G) para a sonda e do
sitio de anelamento 40IGNP.

As reacdes de PCR para discriminacao alélica foemizadas no termociclador ABI
Prism® 7500 (Applied Biosystems) e consistiram e TlagMan Universal PCR Master
Mix, 1X ensaioTagMancontendo oprimerse as sondas e 15 ng de DNA em volume final de
5 pL. A reacao consiste de 4 etapas: uma etapaédeifura pre-read) que consiste na
leitura basal da fluorescéncia da placa @gtbr 1 minuto; uma etapa de desnaturacad@ 95
por 10 minutos; uma etapa de ciclagem que consisti45 ciclos de 92 por 15 segundos e
60°C por 1 minuto e, para finalizar, uma etapa delgifisra post-read)a 6(°C por 1 minuto
para descriminacdo dos alelos. Apos a finalizag&oetiipas o software 7500 v2.0.5 permitiu

a visualizagéo dos resultados da genotipagem.
6.5. RNA
6.5.1. Extracdo de RNA

A avaliacao da expresséo génica foi realizadazatitio cDNA obtido a partir de RNA
extraido de pele, musculo, figado fetais e musedigado de animais adultos. A extracao de
RNA foi feita com Trizoll (Invitrogen) segundo o protocolo recomendado fadacante.

Primeiramente amostras de, aproximadamente, 10@nteado foram maceradas
utilizando-se almofariz e pistilos, sempre manteadoamostras embebidas em nitrogénio
liguido. Apés a maceracdo, o tecido foi transfepdca um microtubo ao qual foi adicionado
1 mL de Trizoll. Ap6s 5 minutos em temperatura ambiente foi adaie 0,2 mL de
cloroféormio ao tubo que passou por agitacdo posebhindos, foi mantido por 3 minutos em
temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 xd paninutos a 4°C. Apoés a centrifugacéo
foi formado um gradiente de trés fases (superioolor, intermediaria branca e inferior

vermelha). A fase superior (incolor), cerca de gQ0foi destinada a extracéo de RNA.
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Apods a retirada da fase superior e a transfergrara novo tubo, foi acrescentado 0,5
mL de alcool isopropilico para a precipitagdo doARNeguido por inversdo por 10 vezes,
manutencdo por 10 minutos em temperatura ambiestngifugacdo a 12.000 xg por 10
minutos a 4°C. Apos a remocéao do sobrenadantellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%
(preparado em agua DEPC), misturado em vértex iftgyado a 7.500 xg por 5 minutos a
4°C. Apos secagem gelletao ar, o RNA foi dissolvido com 50 pL de aguadide RNase
(Agua DEPC) e incubado por 10 minutos a 55°C. Cazemamento foi feito a -80 para

preservar a integridade do RNA.
6.5.2.Avaliacédo da quantidade e qualidade do RNA

A avaliacdo da concentracdo e da pureza (razaohedivena Asf/Azsg) do RNA
extraido foi realizada por meio de espectrofotdmdanoDrop. As amostras de RNA que
possuiam razédo 260/280 superior a 1,80 foram ceraglds puras. A integridade do RNA foi
analisada por meio de eletroforese em gel de agdi¥ascorado com brometo de etidio (0,5
png/mL). Nos géis de RNA foram avaliadas as inteagsid luminosas das bandas de RNA
ribossomal 28S e 18S. Apés as avaliagGes, o RNArfoazenado em freezer a %8Qpara

posterior utilizac&o.
6.6.Transcricao reversa (RT-PCR)

A obtencéo do cDNA foi feita por meio de transavigéversa com &it SuperScript
Il First-Strand Syntheis SuperMiidnvitrogen), seguindo o protocolo do fabricanterd
tanto, uma mistura contendo 1 pg de RNA total, 2yb de oligo(dT), 1 pL de tampéo de
anelamento, em volume final de 8 uL, foi incubad®%C por 5 minutos e colocada em gelo.
Em seguida, foi acrescentado 1XFRlest Strand Reaction Migcs mM de MgC} e 0,5 mM de
cada dNTP) e 2 plSuperScript 11I/RNaseOUT Enzyme Mpara que o volume final da
reacao atingisse 20 pL. Os tubos foram incubadb8°@ por 50 minutos e a 85°C por 5
minutos e refrigerados em gelo. O cDNA, obtido macentracdo de 50 ng/uL, foi

armazenado a —20°C para posterior utilizacao.
6.7. Expressao génica

6.7.1.Expresséo génica em PCR em tempo-real
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A avaliacdo da expresséo génica relativa foi feitdermociclador ABI Prism 7500
(Applied Biosystems) com a seguinte reacdo de AGRlePower SYBR Green PCR Master
Mix, 0,2 mM de cadarimer forward e reverse(Tabela 1) e 10 ng de cDNA, em volume final
de 20 pL. As reacOes de amplificacdo foram readigatho ensaioddCt (Relative
Quantification) Plate A termociclagem foi constituida de uma etapa @58r 2 minutos,
uma etapa a 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de p6PQ5 segundos e 60°C por 1 minutos,
finalizando com uma etapa da curva de dissociag@wam avaliadas as curvas de
amplificacéo e de dissociacéo e ag(uantification cyclesobtidos por meio do software
7500 v2.0.5.

Para verificar as diferencas no nivel de expreggfiica entre os grupos estudados,
optou-se pelo método de quantificagcéo relativa (FHA 2001). Esse método é baseado na
quantificacao dos transcritos do gene de interesseelacdo a um gene referéncia.

A razao de expressao relativa é baseada na efi@a@amplificacado e na variacao do
Cq do grupo desafiado, em relagéo ao grupo contfokquacao abaixo ilustra o0 método de

quantificacao relativa:

(E )Cq genealvo(Mediadogrupocontrole- Mediado grupodesafiadd
genealvo

Raza0= ( a)Cq geneaeferéncig Mediadogrupocontrole- Mediadogrupodesafiadd

geneeferénci

em que:
Egene avo= €ficiéncia de amplificacéo do gene alvo
Egene referenci €ficiéncia de amplificagéo do gene referéncia

Cq = Ciclo de detecgéo do produto amplificado

O célculo da razdo para cada gene, foi realizado @csoftware desenvolvido por
Pfaffl et al. (2002), denominad®elative Expression Software TqRIESTO). Esse software
avalia a significancia das diferencas de quangficado mMRNA, ou seja, das diferencas de Cq
dos genes estudados, entre 0s grupos experimepi@smeio de uma analise néo-
paramétrica. O teste utilizado é denomin&dir Wise Fixed Reallocation Randomisation

Tesf. Em todas as andlises estatisticas, a signif@&oasiderada foi p < 0,05.
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6.7.2. Escolha do gene referéncia

Para a avaliacdo da expresséo génica relatiaalmiente € recomendado escolher o
melhor gene referéncia para a normalizacdo dossddédara identificar o melhor gene
referéncia, foram utilizados seis genes candidateirados da literatura:GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenaspjactina, histona H2A, tubulindRPL-19 (proteina
ribossomal 19) &PS-9(proteina ribossomal S9).

Para os tecidos de fetos (pele, musculo e figamoprimeiros a serem analisados,
foram avaliados os seis genes referéncia, enqyanéoos tecidos dos animais adultos foram
avaliados quatro genes referénc®PDH, B-actina, RPS-9e RPL-19 As sequéncias dos
primersutilizados para a avaliagdo da expressao desses gem o corante SYBR em PCR
em tempo real, os sitios de anelamento na sequdo@®NA e o tamanho dos produtos de
amplificacdo encontram-se descritos na Tabela 1.

Na selecdo de um gene referéncia para os estedesptessdo génica utilizamos os
critérios de uniformidade e estabilidade dos nideisxpressdo. A analise foi realizada por
meio da comparacgédo dogs@o gene referéncia em varias amostras e tratamento

Para a verificacdo da uniformidade e estabilidaske dveis de expressao foi feita a
comparacao dos Cqgs do gene referéncia em trésrasdst cada tecido. Para os tecidos dos
fetos, foram utilizadas as amostras 1, 5 e 8 de, (®l9 e 19 de musculo e 1, 14 e 28
totalizando nove amostras. Para os tecidos de &nadaltos foram utilizadas as amostras 3
(primeiro abate), 11 e 13 (segundo abate) de figad® (primeiro abate), 6 e 9 (segundo
abate) de musculo. As amostras foram destinadampdifiaacdo de forma semelhante a
descrita para eficiéncia de amplificacdo, mas cditizagdo de 10 ng de cDNA. As
amplificacbes foram realizadas no ens@aantitation- Comparative Ct44Ct) com a
seguinte termociclagem: um ciclo a®6Qpor 2 minutos, um ciclo a %S por 10 minutos, uma
etapa de ciclagem com dois passos, 45 ciclos W& 9&r 15 segundos e & por 1 minuto,
uma etapa de curva de dissociagéel{ing com 4 passos, 95 por 15 segundos, 8D por 1
minuto e 98C por 15 segundos e @D por 15 segundos. As curvas resultantes foram
analisadas quanto a amplificacdo e a especificidiade curvas de dissociacéo, e aog C
obtidos foram analisados.

Os valores de Lforam utilizados de duas formas. Primeiramentdeita a estatistica
descritiva dos valores de,@ara cada gene, utilizando o Excel, para escollggme com o0s
menores erros e desvios. Finalmente, para a afalidgs valores de ;Ghos programas
BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), Norm Finder (ANEEEN et al., 2004), geNorm
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(VANDESOMPELE et al., 2002) e pelo método de corapao daACt (SILVER et al., 2006)
foi utilizada a ferramenta RefFinder (REFFINDER,12]) que permite a obtencdo dos

resultados de todos os programas em apenas unsadetamalise.

6.7.3. Eficiéncia de Amplificacédo

O teste de eficiéncia de amplificacao foi realzadm todos os genes estudados tanto
para amostras de feto quanto para amostras de ianadaltos. Para os tecidos fetais
utilizamos as amostras pele 8, musculo 9 e figade para os tecidos de animais adultos
musculo 13 (abate 2) e figado 14 (abate 1). Pgyeeparo da curva padréo de diluicdo, o
cDNA de cada amostra escolhida foi submetido dubgdes (1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625). As
diluicbes foram submetidas a amplificacdo em dapdicem PCR em tempo real no
termociclador ABI Prisria 7500 (Applied Biosystems), utilizando 1X Bewer SYBR Green
PCR Master Mix0,2 uM de cadarimer, e 0,2 uL de cada diluicdo do cDNA em duplicata
em volume final de 20 pL. A amplificacédo foi fet@ programaQuantification- Standard
Curve com a seguinte ciclagem: um ciclo a’G@or 2 minutos, um ciclo a % por 10
minutos e 45 ciclos a 86 por 15 segundos e ®D por 1 minuto, com incluséo da curva de
dissociacdo ao término da ciclagem. Apo6s amplifioacforam avaliadas as curvas de
amplificacdo e de dissociacdo. Para o calculo éésres de eficiéncia de amplificacdo dos
primers os dados de fluorescéncia a cada ciclo foramreaghms do software 7500 v2.0.5 e
foram utilizados nas analises de regresséao lirear gstimar a eficiéncia das reacdes de PCR

quantitativos em tempo real no software LinRegPRRBIJITER et al., 2009).

6.8. Identificacdo de Ilhas CpG na regido promotgpar meio de bioinformatica

As sequéncias do ger@ASTutilizadas para a identificacdo de sequéncias jpara
estudo de modificacBes epigenéticas sdo as mewvastas anteriormente. Para a analise da
presenca de ilhas CpG foram utilizados os progrdnasoss Cpgplot (EMBOSS CPGPLOT,
2013) CpG Island Searcher (TAKAI; JONES, 2003; CBGAND SEARCHER, 2013) e
Methyl Primer Express (Applied Biosystems). No peiro foram utilizados os seguintes
parametros: tamanhg> 200pb, porcentagem de GE& 50% e conteudo de GC
observado/esperado0,6; enquanto no CpG Island Searcher e no Methiid? Express os
parametros utilizados foram o tamarth®00pb, porcentagem de GEC55% e conteudo de
GC observado/esperagd),65.
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A partir desses resultados foi selecionadas unaaGihG para estudo de modificagcbes
epigenéticas no ger@AST

6.9. Estudo da Metilacao

6.9.1. Tratamento do DNA com bissulfito de sédio

Para o estudo da metilacdo da ilha CpG encontcaD&A foi tratado com bissulfito
de sodio por meio da utilizacao #a Imprintt] DNA Modification Kit (Sigma) segundo o
protocolo do fabricante. Para a converséo, foizatilo até 1pug de DNA, quantidade maxima
especificada para a utilizacdo kib Para tanto, primeiramente foi adicionado 1,1 reDNA
Modification Solutiona um frasco d®NA modification Powdeque passou por agitagao. A
esse frasco foram adicionados 40 puLB#ance SolutionEm um tubo de microcentrifuga
foram acrescentados 10 pL de DNA, com concentrdedaproximadamente 100 ng/pL, e ao
tubo foram adicionados 110 pL da solugdo preparadlmente. O tubo passou por
agitacdo breve e foi incubado a°@9or 6 minutos seguido por incubacdo imediata’& 65
por 90 minutos.

Para a limpeza do DNA, ap6s a modificacdo, forarizatios tubos e colunas
integrantes dd&it. Na coluna foram colocados 300 pL@apture Solutiorpermanecendo por
1 minuto até a adicdo da solucdo de DNA modificddaetapa anterior. O tubo passou por
centrifugacdo a 12.000 xg por 20 segundos e a &@wlpgesente no tubo foi descartada. A
mesma coluna foram adicionados 200 plettenol- diluted cleaning solutiosom posterior
centrifugacdo a 12.000 xg por 20 segundos e adigdd0 pL debalance/ethanol wash
solutiondeixando a temperatura ambiente por 8 minutossApatrifugacédo a 12.000 xg por
20 segundos o eluato foi descartado e a colunanfaticionados 200 pL de etanol 90% com
posterior centrifugacéo a 12.000 xg por 20 segurattisdo do mesmo volume de etanol 90%
e centrifugacdo 12.000 xg por 40 segundos. ApGssgsassos a coluna foi transferida para
um novo microtubo de 1,5 mL e foram adicionado 20dp Elution Solutiona coluna com
incubacdo de 1 minuto e centrifugacdo a 12.000 0(g20 segundos. ApOs o0 descarte da

coluna, o DNA eluido foi armazenado em freezel08G2

6.9.2. Amplificacdo de DNA tratado com bissulfieosddio
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Para a amplificacdo do DNA tratado com bissulfitam desenhadgsimers(Tabela
1) para um fragmento de 415pb, que compreende gartba CpG estudada. O desenho dos
primers para DNA tratado com bissulfito € critico paraeggenciamento subsequente das
amostras. A temperatura de anelamentopiimsersdeve ser entre 55 65C com diferenca
entre eles de +/- €. O tamanho deve ser em torno de 25 e 30 nuok®®j@ o tamanho do
fragmento deve ser em torno de 200 a 400pb, pais poorrer degradacédo do DNA devido
ao tratamento com bissulfito. @amersndo devem conter dinucleotiideos CpG pois todos as
citosinas devem ser convertidas em timinas, pongana aumentar a especificidade dos
primers é importante que possua citosinas (FERNANDEZ-FERNEZ; ESTELLER,
2007; TIERLING et al., 2007; LI; TOLLEFSBOL, 2011Yodas esses critérios foram
obedecidas no estudo.

Para a amplificacdo do fragmento de 415pb foizadh uma PCR com a utilizacao de
1X de tampéo, 0,25 pM dgmimer CAST B 415 F e CAST B R (Tabela 1), 0,2 mM de
dNTP, 1,5 mM de MgGle 1U deTag DNA Polimerase Platinuifinvitrogem), em volume
final de 30 pL. A termociclagem consistiu de umaite desnaturacéo a@por 2 minutos,
amplificagdo em 40 ciclos, com desnaturacio’e br 45 segundos, anelamento &5gor
45 segundos e extensdo &G por 45 segundos e um ciclo final d€@2or 10 minutos. A
temperatura de anelamento foi definida apos azeez#lp prévia de PCR com gradiente de
temperaturas no termociclad&ppendorf Mastercycler GradienteA amplificacdo das
amostras foi confirmada por meio de eletroforesegehde agarose 1,5% com tampao TBE

1X, corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e olzs#o em transiluminador UV.

6.9.3. Sequenciamento direto do DNA tratado cosulfiso

Foi realizado o sequenciamento de duas amosatslas com bissulfito: figado de
feto 14 e muasculo de feto 18. Primeiramente osyiosdde amplificacdo foram purificados
com a enzima ExoSAP-IT (USB) segundo protocoloatwi€ante. Foram misturados 5 puL de
produto de PCR com 2 pL de ExoSAP-IT, com posténicubacdo em termociclador a’G7
por 15 minutos e inativacdo a’@0por 15 minutos. O DNA resultante dessa purifioaig
submetido a reacdo de sequenciamento com a uditizée 1 uL do DNA purificado, 0,5X de
tampéo de sequenciamento, 0,5XRigDye Terminatov3.1, 0,4 pL derimer, sendo uma
reacao para cadarimer, forward e reverseem volume final de 10 puL. A termociclagem
dessa etapa consistiu de um ciclo d¥9dor 2 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo®g @or

20 segundos, anelamento &G4or 10 segundos e extens&o &6por 4 minutos. O produto
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de sequenciamento foi precipitado uma vez com og@prol 65% e duas vezes com etanol
60%. ApOs a secagem, as amostras foram submetidasraturacdo com formamida, em
termociclador a & por 5 minutos e destinadas ao sequenciamentapitarcnoABI 3100
Avant(Applied Biosystems), com capilar de 50 cm e pelioPOPG

Para a andlise dos eletroferogramas gerados, fatdirados trés programasiase
calling Phred, Phrap e Consed. O Prograpase callingPhred reconhece os dados de
cromatogramas gerados pelo aparelho e identifeegaéncia de DNA, atribuindo um valor
de qualidade a cada nucleotideo identificado. @naraa de montagem Phraphfagment
Assembly Prograjnagrupa e organiza as sequéncias @ntigs A visualizacdo das
sequéncias foi realizada pelo programa Consed.

6.9.4. Clonagem e sequenciamento de DNA tratadobissulfito

@] fragmento amplificado por PCR apos tratamento do
DNA com bissulfito foi clonado com o kit pTZ57R/THermo Scientific) e sequenciado pela
empresa Genomic — Engenharia Molecular, Sdo Pd&ld”ara cada amostra em analise
foram sequenciados 10 clones totalizando 270 se@&£r®0 de musculo fetal e 90 de figado

fetal e 90 de musculo adulto.

6.9.5. Andlise das sequéncias de DNA tratado cesuliito

As sequéncias obtidas ap0s a clonagem e sequentiapessaram por uma analise
para verificacdo da qualidade da sequéncia cobase callingPhred, para retirada das
sequéncias degrimersdos vetores e retirada de nucleotideos néo ideadiis (X).

Para o estudo da metilac&o foi utilizado o softvigif@ Analyzer (BOCK et al., 2005;
BIQ ANALYZER, 2013) que seleciona as sequénciast@&s etapas, apos alinhamento. Na
primeira etapa o programa identifica as sequérguasndo foram convertidas corretamente
quando tratatadas com bissulfito de sédio, ou agamas citosinas ndo metiladas nao foram
convertidas para timina, permanecendo somente @g13eias com niveis de conversao
superiores a 90%. Na segunda etapa sao retiradonsscidénticos para ndo superestimar a
metilagdo. Na terceira e Ultima etapa sao retirgdgaéncias com erros, que possuam menos
de 80% de identidade com a sequéncia genémicaaest(BOCK et al., 2005).
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7. Resultados e Discussao

7.1. Genotipagem

O polimorfismo estudado foi uma troca de adeninago@nina, do éxon 30 na regidao
3" UTR do geneCAST situado no cromossomo bovino 7 (BTA 7). A geraggm por
discriminacéo alélica em PCR em tempo real (Fi@)réoi realizada com todas as amostras
coletadas de fetos (n=35) e animais adultos (n=9&3. 35 fetos, 18 eram machos e 17 eram
fémeas com idade fetal (dias) aproximada entre @7B0. Dentre as amostras, foram
encontrados 5 fetos AA (14,3%), 9 fetos AG (25, 822) fetos GG (60%).

Ja dos 98 animais adultos, 62 eram machos e 3#aoom idade (meses) entre 10 e
24. Somente as amostras de animais adultos posasamcas discriminadas (Tabela 3).
Dessa populacéo estudada, 0S animais de composicao
1/2 Bos taurus x 1/2 Bos indicus apresentaram gsirges genotipos: 1 (20%) AA, 2 (40%)
AG e 2 (40%) GG; 3/4 Bos taurus x 1/4 Bos indicl3:(12,1%) AA, 47 (56,6%) AG e 26
(31,3%) GG; 5/16 Bos taurus x 11/16 Bos indicu@b) AA, 1 (20%) AG e 3 (60%) GG e
9/16 Bos taurus x 7/16 Bos indicus: 3 (60%) AG(@@®»0) GG.

Tabela 3 —Amostras de animais adultos, suas respectivas eagaal de animais.

Raca Numero de animais
Hereford x Senepol-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4 Bidns 2
Hereford x Angus-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4 B. ou# 24
Hereford x Simental-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4mlicus 18
Hereford x Nelore 1/2 B. taurus x 1/2 B. indicus 1
Pardo Suico x Senepol-Nelore 3/4 B. taurus x 1/dh@icus 3
PardoSuico x Angus-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4 Bidas 1
Pardo Sui¢o x Nelore 1/2 B. taurus x 1/2 B. indicus 4
Canchim x Nelore 5/16 B. taurus x 11/16 B. indicus 5
Canchim x Senepol-Nelore 9/16 B. taurus x 7/1&nBidus 4
Canchim x Angus-Nelore 9/16 B. taurus x 7/16 Bidod 1
Charolés x Angus-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4 B.dndi 16
Charolés x Simental-Nelore 3/4 B. taurus x 1/4r8icgus 19

Na avaliagcdo do mesmo polimorfismo, Casas et BDGRestudaram uma populacao
de Bos taurusde 539 animais e encontraram 64,7 % de animaisgematipo AA, 30,8% de
animais AG e 4,5% de animais GG. No mesmo trab@iimpém foi estudado uma populacdo
de Bos taurusx Bos indicusde 580 animais sendo 68,8% de animais com gend#p@9%
de AG e 2,2% de GG. Morris et al. (2006), estudavana populagcéo dBos taurusde 746
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animais encontraram 89% de animais com gendétipo 2% de animais AG e 1% de
animais GG. Curi et al. (2009) estudando uma pggoladeBos indicus(Nelore) de 114
animais, encontrou 34,2% de animais com genotipe #®%0 de animais AG e 22,8% de
animais GG. No mesmo trabalho, estudando populai®esuzado8os taurusx Bos indicus
que totalizaram 186 animais, encontram 65,6% denari com genoétipo AA, 32,3% de
animais AG e 2,1% de animais GG.

Esses resultados contrastam com 0S nossos, p@setenmmos, tanto em fetos quanto
em animais adultos, maior frequéncia de animais gendtipo GG quando comparados com
animais com genétipo AA e nos trés trabalhos cgaderiormente, a freqiéncia de animais
com gendtipo GG foi mais baixa que a de animais AA.

Para o estudo de expressdo génica foram selecom@awlastras de pele, musculo e
figado de 15 fetos, cinco de cada genétipo AG, G&Ae Para os animais adultos foram
selecionadas 27 amostras de figado e de muscule, d® cada gendétipo. Para o estudo de
metilacdo do DNA foram selecionadas nove amosteasndsculo fetal, nove amostras de
figado fetal e nove amostras de musculo adults té cada gendtipo. As amostras
selecionadas de fetos seus respectivos gendtiprs, esidade fetal estdo apresentados na
Tabela 4. As amostras selecionadas de adultogespectivos genotipos, sexo, idade e racas
sao apresentados na Tabela 5.
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Figura 3 —Grafico de discriminacao alélica com designacaoatielss para determinacdo do
gendtipo dos animais para o SNP no géA&Tem PCR em tempo real, sondas de hidrolise,
no termociclador ABI Prism® 7500 (Applied Biosyst®&m
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Tabela 4— Amostras de fetos bovinos selecionadas e regpggienotipos para o SNP no
geneCAST sexo e idade fetal

Fetos
Amostra Geno6tipo Sexo Idade Fetal (dias)ldade Fetal (meses)

1 GG M 85 2,8
2 GG M 77,5 2,6
3 GG F 115 3,8
4 AA F 92,5 3,1
5 AG F 77,5 2,6
6 GG F 80 2,7
8 AA M 122,5 4,1

9 AA M 110 3,7

13 GG F 107,5 3,6
14 GG F 95 3,2
16 AG M 110 3,7
18 AA M 125 4,2

19 AG M 130 4,3
20 AG M 117,5 3,9
23 AG F 117,5 3,9
29 GG M 77.5 2,6
34 AG M 77,5 2,6
35 AA F 120 4,0
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Tabela 5— Amostras de bovinos adultos selecionados e ¢cBgpg gendtipos para o SNP no

geneCAST sexo, idade e racas

Animais Adultos

idade
Abate Amostra Gendétipo Sexo (meses)

Raca

1 1 AA M 22 Canchim x Nelore 5/16 B. taurus x 11R.6ndicus
1 3 GG M 20 Canchim x Senepol - Nelore  9/16 B.uaw 7/16 B. indicus
1 8 AA M 23 Pardo sui¢co x Nelore 1/2 B. taurus 2 B/ indicus

1 9 AG M 22 Hereford x Nelore 1/2 B. taurus x 1/2imlicus

1 10 GG M 23 Pardo suico x Nelore 1/2 B. taurd$B. indicus
1 14 GG F 22 Canchim x Nelore 5/16 B. taurus x @ Blindicus
1 15 GG F 23 Hereford x Senepol - Nelore 3/4 Bruax 1/4 B. indicus
1 17 AG F 23 Pardo suico x Nelore 1/2 B. taurd$B. indicus
1 19 AG F 21 Canchim x Senepol - Nelore  9/16 Bruawx 7/16 B. indicus
1 20 GG F 22 Canchim x Nelore 5/16 B. taurus x @ Blindicus
1 21 AA F 23 Pardo suico x Senepal - Nelore3/4 B. taurus x 1/4 B. indicus
1 22 AG F 21 Canchim x Senepol - Nelore  9/16 Bruawx 7/16 B. indicus
2 1 AG F 11 Hereford x Simental - Nelore 3/4 B.rtemux 1/4 B. indicus
2 2 AG F 12 Hereford x Angus - Nelore 3/4 B. tauxus4 B. indicus
2 6 AA F 12 Hereford x Simental - Nelore 3/4 B.niaaux 1/4 B. indicus
2 7 GG F 12 Charoles x Angus - Nelore 3/4 B. taur$t B. indicus
2 9 GG F 11 Hereford x Simental - Nelore 3/4 Briaw 1/4 B. indicus
2 11 AG M 11 Hereford x Simental - Nelore 3/4 Burias x 1/4 B. indicus
2 12 AG M 11 Hereford x Angus - Nelore 3/4 B. tauwul/4 B. indicus
2 13 AA M 11 Charoles x Simental - Nelore 3/4 Burtes x 1/4 B. indicus
2 15 AG M 11 Charoles x Angus - Nelore 3/4 B. tauxul/4 B. indicus
2 16 AA M 11 Charoles x Simental - Nelore 3/4 Burtes x 1/4 B. indicus
2 26 AA M 12 Hereford x Angus - Nelore 3/4 B. tasioul/4 B. indicus
2 29 GG M 11 Charoles x Simental - Nelore 3/4 Brua x 1/4 B. indicus
2 30 GG M 11 Charoles x Angus - Nelore 3/4 B. tawi/4 B. indicus
3 15 AA M 12 Hereford x Angus - Nelore 3/4 B. tasioul/4 B. indicus
3 24 AA M 10 Charoles x Simental - Nelore 3/4 Burtes x 1/4 B. indicus

7.2. Expresséao génica

ApoOs a selecdo das amostras, extracdo de RNAsarddi quantidade e da qualidade

(Figura 4) do RNA e RT-PCR, foi realizada a anatlaeexpressao génica por meio de PCR

quantitativo em tempo real.
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Figura 4 —Imagem de gel de agarose 1% corado com brometdido 0,5 ug/mL) das
bandas de RNA ribossomal 28S e 18S, evidenciamitegridade do RNA

Fonte: Airgp pessoal

7.2.1. Escolha do gene referéncia

Um gene referéncia adequado é aquele que pospuessio constante, em nivel
constante, na célula ou no tecido analisado e guesenta variagdo minima da expressao
entre as amostras e em diferentes condicOes exgpedim (VANDESOMPELE et al., 2002;
PFAFFL et al., 2004; ROBINSON et al., 2007; SILVERal., 2006).

A escolha do gene referéncia correto para serousadhormalizacdo dos dados de
expressao génica relativa € um passo muito impertanis muitos trabalhos mostraram que
a expressao pode variar de acordo com as caréiceside cada experimento como a célula,
o tecido ou as condicbes experimentais utilizal@NOESOMPELE et al., 2002; SILVER
et al., 2006).

Para as amostras analisadas, foi realizada a asgolmelhor gene referéncia para os
tecidos provenientes de fetos e de adultos sepamda. Foram avaliados seis possiveis
genes de referéncia, retirados da literatura zadibs no laboratério de Biotecnologia Animal
da Embrapa Pecuéria Sudes@APDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenasp)actina,
histona H2A, tubulinaRPL-19(proteina ribossomal 19)RPS-Yproteina ribossomal S9).

Primeiramente foram avaliadas as curvas de angg#ic e de dissociacdo que o
software7500 v2.0.5 disponibiliza para andlise.aRorutilizadas para a avaliagdo trés
amostras, um de cada gendétipo, de cada tecido. d3atacidos de fetos, dos seis genes
avaliados, foram observadas as melhores curvasgsagenesCAPDH RPL-19e RPS-9

Para os genes daactina e histona H2A houve muita variacdo de datdo entre as
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amostras e para o gene da tubulina, a curva decthsdo apresentou-se inespecifica. Para os
tecidos de animais adultos foram utilizados quagemes, e as melhores curvas foram
observadas para os genePS-9e RPL-19 Para os genes daactina e GAPDH houve
variacdo de amplificacdo entre as amostras.

A estatistica descritiva dos valores de Cq de gade estdo agrupadas nas Tabelas 5
e 6. Para as amostras de tecidos fetais, quandisaalaas seis variaveis (média aritmética,
amplitude, variancia, erro padréo, desvio padréoediciente de variacdo), a classificacdo dos
genes para a escolha do melhor gene referénci&A?DH RPS-9, RPL-19tubulina, -
actina e histona H2A (Tabela 6). J4 para as ansod&radecido adulto, quando analisadas as
seis variaveis, a classificacdo dos geneRBi5-9RPL-19 B-actina eGAPDH (Tabela 7).

Tabela 6 —Estatistica descritiva dos valores dgp@ra os genes referén@#®PDH, RPS-9
RPL-19 tubulina,p-actina e histona H2A em tecidos bovinos fetais.

Gene Média  Amplitude Varidncia Desvio Erro Coeficiente de
Aritmética Total Padrdo Padrao variacao

GAPDH 22,5676 1,184 0,1178 0,3433 0,1144 1,52%

RPS-9 17,0388 1,12 0,1406  0,3749 0,125 2,20%

RPL-19 16,9363 1,284 0,2247 0,474 0,158 2,80%
Tubulina 20,3378 2,535 0,6351  0,7969 0,2656 3,92%
B-actina 20,8530 3,004 0,9262 0,9624 0,3208 4,62%

Histona H2A 25,2267 4,775 2,7828 1,6682 0,5561 %,61

Tabela 7 —Estatistica descritiva dos valores dgpara os genes referén@#®S-9 RPL-19
B-actina eGAPDH em tecidos bovinos adultos.

Gene Média  Amplitude Variancia Desvio Erro Coeficiente de
Aritmética Total Padrédo Padrao variacao

RPS-9 21,8289 2,4991 0,6354 0,7971 0,2301 3,65%

RPL-19 19,9888 2,4097 0,6287  0,7929 0,2391 3,97%

B-actina 24,351 3,835 1,8932 1,3759 0,3972 5,65%

GAPDH 21,7439 3,8217 2,3335 1,5276 0,441 7,03%

Apods a andlise com a ferramenta RefFinder o g&8-9foi escolhido como gene
referéncia mais estavel e o mais indicado pararmalizacdo dos dados de expressao das
amostras de tecido fetal e adulto. A classificagés melhores genes referéncia em cada
programa pode ser observada nas Tabelas 8 e 9valags de estabilidade podem ser

observados nas Figuras 5 e 6.
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Tabela 8 —Classificacdo dos melhores genes referéncia pardose bovinos fetais nos
métodos Delta Ct, BestKeeper, Normfinder e Genorm.

Ranking Order (Better--Good--Average)

Método 1 2 3 4 5 6
Delta CT RPS-9 Tubulina RPL-19 B-actina GAPDH H2A
BestKeeper GAPDH RPS-9 RPL-19Tubulina B-actina H2A
Normfinder RPS-9 Tubulina B-actina RPL-19 GAPDH H2A
Genorm RPL-19|RPS-9 B-actina TubulinaGAPDH H2A

B-
Recommended comprehensive ranking RPS-9 RPL-19 Tubulina GAPDH actina H2A

Tabela 9 —Classificacdo dos melhores genes referéncia peidotede bovinos adultos nos
métodos Delta Ct, BestKeeper, Normfinder e Genorm.

Ranking Order (Better--Good--Average)

Método 1 2 3 4
Delta CT RPS-9 ACTINA RPL-19 GAPDH
BestKeeper RPS-9 RPL-19 ACTINA GAPDH
Normfinder RPS-9 ACTINA RPL-19 GAPDH
Genorm RPS-9] ACTINA RPL-19 GAPDH
Recommended comprehensive ranking RPS-9 ACTINA RPL-19 GAPDH

Figura 5 — Valores de estabilidade identificados na ferrameRefFinder para os genes

referénciaRPS-9 RPL-19, tubulinaGAPDH, B-actina e histona H2A em tecidos bovinos
fetais.
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Figura 6 — Valores de estabilidade identificados na ferramdt¢dFinder para os genes
referénciaRPS-9 (3-actina, RPL-19 &APDHem tecidos de bovinos adultos.
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7.2.2. Eficiéncia de amplificacéao

A eficiéncia de amplificacéo foi calculada paralaa@nsaio realizado, ou seja, para
cada gene estudado. Uma eficiéncia de 100% oui@aimgle cada fita molde de DNA esta
sendo duplicada ao final de cada ciclo, ou sejgramluto de PCR dobra a cada ciclo
(PFAFFL et al., 2004). O calculo da eficiénciaffato pelo program&inRegPCRRUIJTER
et al., 2009) que utiliza uma regresséo lineaodaritmo de fluorescéncia a cada ciclo.

Os dados de fluorescéncia de cada ciclo foram &ghos por meio do software 7500
v2.0.5., e as eficiéncia de amplificacdo para aeg€ASTe RPS-9tanto para fetos quanto

para animais adultos podem ser observados na THbela

Tabela 10 —Amplitude e média da eficiéncia de amplificacdamphbtude de coeficiente de
correlacdo (B obtidos no programainRegPCRoara os geneBASTe RPS-9

Tecidos Gene  Eficiéncia  Eficiéncia media ’R
Fetal CAST 1,886-2,205 2,02 0,993-1,000
Fetal RPS-9 1,925-2,194 2,098 -
Adulto CAST 1,865-2,006 1,933 0,998-1,000

Adulto RPS-9 1,902-1,959 1,929 0,999-1,000
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Os dados de eficiéncia de amplificagéo foram atlls posteriormente no programa
Relative Expression Software To@REST; PFAFFL et al., 2002) para as andlises de

expressao génica relativa.

7.2.3. Expresséao génica relativa

O estudo da expressdo génica relativa foi readizad duas etapas. Inicialmente foi
feita a analise da expressao de figado, musculeleede fetos na qual foram utilizadas as
amostras 1, 2, 3, 13 e 29 (GG); 4, 8,9, 18 e 3H A5, 16, 19, 20 e 23 (AG). Posteriormente
foi realizada a analise da expressdo de muscuilgadd de animais adultos, na qual foram
utilizadas as amostras 3, 10, 14, 15 e 20 (prinahiade), 7, 9, 29 e 30 (segundo abate), todas
GG,; 1, 8 e 21 (primeiro abate), 6, 13, 16 e 26sdg abate), 15 e 24 (terceiro abate) todas
AA; 9, 17,19 e 22 (primeiro abate), 1, 2, 11, 1I5gsegundo abate) todas AG (Tabela 5).

Apos a sele¢cdo das amostras foi realizada a éxtidg RNA dos tecidos, a avaliagdo
da qualidade por meio de gel de agarose, da coacénte da pureza em NanoDrop® e a
obtencédo de cDNA com utilizacdo de transcriptagersa (RT-PCR). O RNA apresentou, em
geral, boa quantidade e qualidade, verificada pakiio A260/A280 superior a 1,80, e
integridade, verificada pela presenca das band8se288S em gel de agarose corado com
brometo de etidio (Figura 4).

Foram realizadas reacdes de amplificacdo por PCResmpo real no termociclador
ABI Prism® 7500 com a utilizacdo do corante SYBFomo dito anteriormente, o gene
referéncia escolhido como normalizador nos experiasefoi oRPS-9 A expressdo génica
foi realizada em duplicata para todas as amosirde para 0 gen€ASTqguanto para o gene
referénciaRPS-9 Apds a determinacdo da eficiéncia de amplificagam os dois genes,
descrita anteriormente, foi calculada a razdo daressdo e realizada a avaliacdo das
diferencas significativas a 5% por meio da util&aglo testd’air Wise Fixed Reallocation
Randomisation Testo REST (PFAFFL et al., 2002).

Para a analise de expressao tecido especifica) fmymparadas as expressoes de pele,
musculo e figado fetais e musculo e figado aduttosnalizados para o gene referériRRS-

9 (Figura 7). Foi observado que o ge@ASTfoi duas vezes mais expresso (p<0,05) em
figado do que em pele e quase duas vezes maisssapeen figado do que em musculo,
demonstrando expresséao tecido especifica em féfoguando comparadas as amostras de

musculo e figado adultos, ndo houve diferencasfwigtivas (p>0,05) entre os dois tecidos.
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Figura 7 — Razdo de expressdo do gebdASTem fetos bovinos: musculo em relacédo a
figado, pele em relacdo a musculo e pele em relagiigado, normalizados para o0 gene
referénciaRPS-9
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Fonte: Elaborada pela autora. As barras mostrarariagdo das relagcbes entre os tecidos
fetais. *p<0,05.

Para a analise de expressdo especifica de edsfédidesenvolvimento, foram
comparadas as expressdes de musculovietalismusculo adulto e figado fetagrsusfigado
adulto para o gen€AST sempre normalizadas para o gene referéREi&-9(Figura 8). Foi
observado que o gene foi 1,83 vezes (p<0,05) mxairesso em musculo adulto do que em

musculo fetal. Ndo houve diferencas significatif@s0,05) entre figado fetal e figado adulto.
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Figura 8 —Razdao de expressao do g&®STbovino, musculo de feto em relagdo a musculo
de adulto, figado de feto em relacdo a figado dét@dchormalizados para o gene referéncia
RPS-9

Razdio de Expresssio (Fold-Change)

Muscule Adulte/Miscule Feto Figado Adulto/Figado Feto

Fonte: Elaborada pela autora. As barras mostraariag@o das relacdes entre os estadios de
desenvolvimento. *p<0,05.

Também foram realizadas comparacdes entre os gesdas amostras (homozigotos
versusheterozigotos). Os heterozigotos foram utilizadosio calibradores e, portanto, sao
apresentados os resultados da relacdo homozigmwhigoto (Figuras 9 e 10). Em amostras
de fetos (Figura 9) o ger@ASTfoi aproximadamente duas vezes mais expressodp<em
musculos de individuos homozigotos GG e 1,4 vezas rexpresso em individuos com
genadtipo AA em comparacéo a heterozigotos AG. Elma ge individuos homozigotos GG o
geneCASTfoi 1,74 vez mais expresso que em heterozigotos Pgea os homozigotos AA
em pele e figado e GG em figado ndo foram obseswdifierencas significativas (p>0,05) em
relagao aos heterozigotos.
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Figura 9 — Razdo de expressdo do ge@AST em fetos bovinos: musculo de animas
homozigotos em relacdo musculo de animais hetartwsgfigado de animais homozigotos
em relacdo a figado de animais heterozigotos e deelanimais homozigotos em relagéo a
pele de animais heterozigotos, normalizados pgene referénciRPS-9

Razdo de Expressao (Fold-Change)
[¥5]

*
| I I I
0 T T T T

Misculo GG Miscule AA  Figade GG Figado AA Pele GG Pele AA

Fonte: Elaborada pela autora. As barras mostramriagédo de acordo com o gendtipo e o
tecido (fetal), dos homozigotos (AA e GG) em retagés heterozigotos (AG). *p<0,05.

Em amostras de animais adultos (Figura 10) o @X®&Tfoi aproximadamente duas
vezes mais expresso (p<0,05) em figado de indigidwmozigotos GG em comparacdo a
heterozigotos e aproximadamente 0,32 vezes menpessos (p<0,05) em figado de
individuos homozigotos AA em comparacdo aos heigotzs. Para musculo de individuos
homozigotos GG, o ger@ASTfoi 1,63 vezes ma mais expresso (p<0,05) em cagparaos
heterozigotos. Para os homozigotos AA em musculo foiam observadas diferencas
significativas (p>0,05) em relacdo a AG.
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Figura 10 — Razéo de expressdo do gebASTem bovinos adultos: musculo de animais
homozigotos em relacdo musculo de animais hetertmage figado de animais homozigotos
em relacéo a figado de animais heterozigotos, Hzawas para o gene referénBlRS-9

Razdio de Expressio (Fold-Change)
[*]

* *
2
1 :. T
%
o .
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Fonte: Elaborada pela autora. As barras mostra@riagdo de acordo com o genoétipo e o
tecido (adulto), dos homozigotos (AA e GG) em rétagos heterozigotos (AG). *p<0,05.

Existem diversos trabalhos que comprovaram a assxi de determinados
polimorfismos com carcteristicas de interesse. @amjeneCASTquanto cCAPN1sao alvo
de varios estudos de associacdo de SNPs e maciperimalo pés-mortem (PAGE et al.,
2002; WHITE et al. 2005; CASAS et al., 2005, 2086HENKEL et al. 2006; CURI et al.
2009, 2010).

Para o geneCAST existem trabalhos que reportam diferencas deeeggo em
diferentes tecidos (ILIAN et al., 1999; RAYNAUD at, 2005b), entre diferentes masculos
(ILIAN et al., 2001; MUROYA et al., 2012) e tambédas diferentes isoformas do gene
(TAKANO et al., 2000; PARR et al., 2004; SENSKYabt2006).

Quando comparadas as expressdes entre tecido adeli, observou-se aumento da
expressdo da calpastatina no muasculo adulto. Zkérsd. (2011) estudando diferenca de
expressdo da calpastatina e da miostatina enidoieaca e estadio de desenvolvimento em
laques Bos grunnienstambém encontram aumento da expressado do@asdem adultos
quando comparados com bezerros.

Alguns trabalhos encontrados na literatura desonea participacdo do sistema da
calpaina na regulacdo da diferenciagdo, migracdos@o de mioblastos, ou seja, no

desenvolvimento muscular (GOLL et al., 2003; DAR@E._et al., 2008) e na regulacao do
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turnoverde proteinas miofibrilares (GOLL et al., 2003;N&KY et al., 2006). A calpaina é
considerada uma candidata para o iniciduwlaover de proteinas miofibrilares em musculo
Vivos e a calpastatina tem uma papel importantmib&gdo da calpaina e no controle dessa
degradacéo (GOLL et al., 1992; KILLEFER; KOOHMARAIBE94; BARTOLI; RICHARD,
2005). Tidball e Spencer (2002), utilizando um ratansgénico que expressava mais
calpastatina em musculos, demonstraram que ocdim@nuicdo da calpaina, da degradacgéo
de proteinas totais e diminuicdo de atrofia muscilneller e Koohmaraie (1992) relataram
que, em tecidos musculares vivos, ocorreu dimiudgidegradacéo de proteinas e aumento
da atividade da calpastatina. Killefer e Koohmar§l®94) verificaram que musculos com
hipertrofia devido ao aumento de agon{tadrenérgico na alimentacdo, possuiam aumento
na expressao de calpastatina. Os trabalhos mosmammportancia do sistema
calpaina/calpastatina e mais especificamente ddagfp da calpastatina em tecidos vivos.
Nesse sentido o aumento da expressdao do mRNA goatesamos em tecidos adultos podem
ser relacionados com a funcéo da calpastatina i éncalpaina e diminuir turnoverdas
proteinas em musculos de animais vivos, podenddiaautanto no desenvolvimento e na
hipertrofia dos musculo (HUANG; FORSBERG, 1998)amiio na regulacdo da degradacao
de proteinas no periodo pos-mortem (SENSKY etCal6R

A diferenca de expressdo de mRNA entre os tecielaésf nos quais o figado teve
maior expressao quando comparado a musculo e pdke ger analisada pela funcdo que a
calpastatina exerce nos hepatécitos. Limaye ef28D6) demonstraram, em ratos, que em
diversas situacOes de proliferacdo de hepatocitds estresse causados por algum tipo de
injuria, a calpastatina apresentava expressado dadsepara prevenir a morte da célula e o
aumento da injuria/dano causada pela calpaina.eNeesmo trabalho hepatécitos de recém
nascidos exibiram grande divisdo celular com aumeatd figado e da expressdao da
calpastatina. Em nossos resultados, a expressatindiderente quando comparado figado
fetais e adultos demonstrando a expressdo constimtenRNA em duas etapas do
desenvolvimento de bovinos podendo talvez ser eaghti pela importante fungcao da
calpastatina nesse 6rgao durante toda a vida.

A calpastatina € o inibidor endégeno da calpaingiefna que degrada as miofibrilas
do musculo causando o amaciamento da carne posrmoktguns trabalhos de associacéao ja
demonstraram que o gendtipo AA estéd associado amei@ maciez da carne avaliada pela
forca de cisalhamento. Com o0 aumento da express@aldastatina, é provavel que ocorra
maior inibicdo da calpaina e consequentemente wharecimento da carne. Barendse et al

(2002) descreverem o SNP que estamos avaliandooateamm uma associacao entre animais
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homozigotos para o alelo A e uma diminuicdo da métB forca de cisalhamento em
comparagao com animais homozigotos GG. Casas @08I6) encontraram uma associacao
entre os genaotipos AG e GG com carne mais duradguamnmparados com 0 genaotipo AA.
Morris et al. (2006) estudando as diferencas deafde cisalhamento também, encontraram
associagdo entre o genotipo AA e a carne mais neaBi@ com carne mais dura. Em nossas
analises de expressao génica entre os gendtimbs,dmn tecido fetais (figado e pele) quanto
em tecidos adultos (musculo e figado) o gendtipof@@ais expresso quando comparado ao
genotipo AG. O gendtipo GG, portanto, pode promaveraumento da expressao do mRNA
da calpastatina o que explicaria um aumento nazduta carne, e diminuicdo da qualidade,
gue ja foi associado a esse gendtipo.

Lindholm-Perry et al. (2009) estudando a maciezatae em suinos encontraram um
polimorfismo no intron 19 do gen@ASTassociado com diferencas na forca de cisalhamento
e com a expressdo do mRNA e consequentemente meinaracalpastatina. No mesmo
trabalho os autores sugerem que a mutagédo caugpatieaestar em desequilibrio de ligacao
com o polimorfismo encontrado e as diferencas d@essdo podem ser explicadas por
modificacbes da estabilidade ou na meia vida do s pela regulacdo da expressao. Em
outro estudo também com suinos, Galdolfi et all{2@studaram a associa¢cdo de um SNP
no intron 6 do gen€ASTsuino com a for¢ca de cisalhamento e mostraram iosteas de
Longissimus dorstom maior forca de cisalhamento possuiam um esg@oamaior do mRNA

da calpastatina, comprovando o papel do gene pretgina na maciez da carne.

7.3. Identificacdo de Ilhas CpG na regido promotgpar meio de bioinformatica

Para o estudo da regido promotora do geAgTfoi incluida a regido flanqueadora de
4000 pb (-4000 pb até o final do gene) na sequé&ltcgene proveniente do Ensembl.

A presenca de ilhas CpG foi analisada no prograEmalsoss Cpgplot utilizando os
pardmetros minimos para caracterizar uma ilha Cp&crdos por Gardiner-Garden e
Frommer (1987): tamanhe 200pb, porcentagem de GE 50% e conteudo de GC
observado/esperado0,6. Foi encontrada uma ilha CpG de 336 pb guecsdiza da posicao
-202 pb até 134 pb (Figura 11).

Para os programas CpG Island Searcher e MethylePixpress foram utilizados os
parametros descritos acima em uma primeira andlisg parametros descritos por Takai e
Jones (2002): tamanhga 500pb, porcentagem de GE 55% e conteudo de GC

observado/esperade 0,65. Os parametros mais restritivos sdo utilizgapiara exclusdo de
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elementos repetitivo&lu que possuem tamanho aproximado de 280 pb, alteqagem de
GC e alto conteudo de GC observado/esperado (TAKENES, 2002)Para o programa
CpG Island Searcher foi delimitado o tamanho maxitadlha de 1.000 pb (TOST, 2010) e
foi encontrado uma ilha de 2.457 pb que se local&Zzaegido -971 pb até 1486 (Figura 12).
Para o programa Methyl Primer Express o tamanhamuafoi de 4.000 pb (TOST, 2010) e
foi encontrada uma ilha de 2.186 pb que se local&aosicdo -682 pb até 1504 pb (Figura
13). A partir desses resultados foi selecionadeemir CpG de 415 pb (-252 até 163 pb) para

o estudo da metilacéo.

Figura 11 —llha CpG localizada no gerf@ASTbovino identificado pelo programa Emboss (-
4000 pb até 16.000 pb).
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Fonte: Arquivo pessoal. Omisséo das2i3®pb finais do gene.
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Figura 12 —Ilha CpG localizada no gen@AST bovino identificada pelo programa CpG
Island Searcher (-4.000 pb até 16.000 pb).
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Fonte: Arquivo pessoal. Omisséo das 139.270nalisfdo gene.
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Figura 13 —Ilha CpG localizada no gen@ASTbovino identificada pelo programa Methyl
Primer Express (-4.000 pb até 16.000 pb).
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Fonte: Arquivo pessoal. Omisséo das2iZ9pb finais do gene.
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Figura 14 — llha CpG identificada pelos programas Emboss (sbhtio), CpG Island
Searcher e Methyl Primer Express (destacado nailepa claro) no gen€ASTbovino, com
destaque para o fragmento escolhido para amplfc¢52 pb até 163 pb, delimitado por
primers destacados na cor rosa) e para os diniddest CpG (destacados na cor cinza
escuro).

>7 dna: chronbsone chronpsone: UVD3. 1: 7: 98439979: 98581253: 1
ACAATACACATCCTTGACGTACTCCTTTTCCTATTTGGAACCAGTCTGTAGT TCCATGTCCAGTTCTGACTATTGCTTCCTGACCT
GCATACAGATTTCTCAGGAGGCAGATCAGGTGGTCTGGTATTCCCATCTCTTTCAGAATTTTCCACAGTTTGT TTTGATCCACATA
GTCAAAGGCTTTAGCATAGTCAATAAAACAGAAGTAGATGTTTTCTGGGAGT TTCTTGCTTTTTCAATGATCCAATGGATGT TGGC
AATTTAATCTCTGGTTCCTCTGCCTTTTCTAAATCCAGCTTGAACATCAGGAAGT TCATGGT TCATGTACTGT TGAAGCCTGGECTT
CGAGGATTTTGAGCATCACTTTACTAGT GTGTGAGATGAGT GCAATTGTGCGGTAGT TTGAGCATTCTTTGGCATAGICTTTCTTT
GGGATTGGAATGAAAACTGACCTTTTCCAGT CCTGTGGCCACTTCTGAGT TTTCCAAATTTGCTGGCATATTGAGTGCAGCACTTT
AACAGCAATCATCTTTTAGGATTTGAAATAGCT CAGCTGGAAT TCCATCACCTCCACTAGCTTTGTTCATAGTGATGCTTCCTAAG
GCCCACTTGACTTCACATTCCAGGATGT CTAGCTCTAGATGAGTGATCACACCATCATGGT TACCTGGGTCATGAAGATCTTTTTT
GTATAGTTTTTCTGTGTATTCTTGCCACCTCTTAATGTCTTCTGCTTCTGT TAGGTCCATACCATTTCTGTCCTTTATTGTACCCA
TCTTTGCATGAAATGT TCCCTTGGTATCTCTAATTTTCTTGAAGAGATCTCTAGTCTTTCCCATTCTATTGTTTTCCTCTATTTCT
TTGCATTGATCACTGAGGAAGCGCTTTCTTATCTCTCCTTGCTATTCTTTGGAACTCTGCATCCAAATGGGTATATCTTTCCTTTTC
TCCTTTGCCTTTTGCTTCTCTTCTTTTCTAAGCAATTTTTAAGGCCTCCTCAGACACCATTTTGCCTTGCTGCATTTCTTTGICTT
GGGGATGGTCTTGATCCCTGTGTCCTGTACAAT TTCAGGAGCCTCCGTCCATAGT TCTTCAGGCAGICTGTCTATCTGATCTAATC
CCTTGAATCTATTTCTCACTTCCACT CCGGGAGT TTGT GACGGACAGGGAAGCCTGACATGCTGTAGT CCATAGGGT TGCAAAGAG
TCGGATATGACTGACT GAACTGAACTGAACTGATCCCCACTTTCTTCTAACCACATCCCACCAGCCAGT CAGCCAGCTCAAGCCTG
CTTTCCCTTCCTATAGT CCCCCAAACCCACAGAACCCCAAATTCCCAAAGTGCGTTTGTATTTATTCACCCACTGTIGTGICTTTCA
ATGCCACCCAAATGATCATGGGTTACAAATGCTATATGACT TCAGCTAAACT GTGAAGT CCCTGGAGGGECAGGAAATACGTATTTT
AACCTTTATATCGCTCCGTCTACAGTCCTTTTCATCGTGCTTTACATGGAAGCCTTTCAAATATGACACTAGCCAGTTTAAGCTCA
GITTTATTTTTATTTTTGGTI TGTGCTGGEGTCTTCACTGCTGCGCACAGGCTTTCTCTAGT TGGACGAGGGEGRCACTACTCTGITGTG
GTGCGTGGECTTCTCATCTCTGCGGCTTCTCTTGCT GT GAAGCACAGGCTCTAGGT GCGTGGCTTCAGTAGCTGCAGCCTGTGGAC
TCAGTAGT CATGGCACAAGGGCTTACT TGCCCCGT GTAGCATGT GAAATCT TCCT GGACCAGGGACCAAACCTGTGTCCCCTGCAT
TGACAGGCAGATCATTATCCACT GTACCACCAGGGAAGT CCCAAGTCCAATTTCAATACTCCATTAAAAAATGACTCAGACTTTAA
TGGGAACTGT TCTTTCAGAGT CAGAATAAT GTACT CGGGGATACT GAATCTAGGCCCTTTAGGAT CCTGGGAGAGGTGGT TCCAAT
TCCTGGGCCTGGAGGTAGGGCCATTATATCACTCCTTTCATTTTATGT TTGCTTAAAT TACTGTAGGT GT TTGGTCACAATCATAA
AAGCATTTTTCAGGTTTATGACATATTTTCTTTCATTGTGAATGTAACTGATGCCATCAATCAGTI TTTTCT TGAATGGGCAATCAT
AGGCCCCATATTCAAGTTGATTCAAATTATGTATAAGT TGT* CTGGCCTCCTCGCAAACGAAAT TCAACAGCCTCCTGAAAGGCAA
TGCGGTTTAAATTTAGGACTGI TCTTCGGT TTTGATTGGAACCCACGACT TGT TCCACATGAAACATCATTGCACTTTCAAAACAA
GTAAAGCCGCACAAAACACACCCAGGCCCGT GT GTGTACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
ATCACAACACACGGAGTCACACACAGACCAATTTGT TTCTGCAATCCGCT TCCTCAT CCAGAGGGT CCAGGCCCCGEECCATCTGA
GTTGGTAAATTCTCCTCCTAGI TAACT CAGAGCAGAT TGCAGAAATGCTGTCTAATTCTTGAGAT TCT TAGGGAGT GGGGCTTGAG
ATGTAGACGGGGCCACGCCCCGGT TCCGCTCTCCTTGCACAACT GCAAGCCAAGT CTAGGCAAGT CGGEEGEGAAAACCCCGCCATC
TCCAGCCCCTCCTCTCTGCGACCCACT GGGGCACCAAGGCGACCT CGGGT GGEGT GGGEGT GTCCCTGGGAGAAGAT ACGGGA

! 'eC GCT W GCCAACT GCAGGCAGGAAGGGGAGI}}:OCT

S ( S (
LCO LCO

A CACCCAGGAGGT GAGT GG

CGCCACCCCT CCCA(IECCCGGAGAAACATCT GGAGAGAGACGGGT GTGGACT CAGAACCT GCCT CTGGGCAGGT GACCGGAGEGEEC
CCGCGGAT GGCCCT GEGT CCCGGECCAAGT TCACT GGGCGCGGECGECAAGCCACAT TGGAGT GGGECT TCCCTGECGECTCAGCTGET G
AAGAAT CCGCCTACAAT GCGGGAGACCT GGECT CGT TGEGT TGEGAAGAT CCCCT GGAGAAGGEGAACT GGCTCCCAGTATCCTGEC
CTGGAGAATTCCCTGCACT GGATAGT CCAT GGGT GGCAGAGT CAGGACACGACTGAGCGACT TTTGCTCACT TGT CACT CATGCGT
TGGGAAAAGT TGGT GGAT GAGACAGGEGEGT GGGT GAGAAGCGGATAAGGGT AAAAGGAGAAT GAAAT TCAT T TGGGACCCCCCGGEGA
TTCCGGAGT CTGTAAGATCAGCAGAAAAGT CTGGT CTTCCGCCCAGT CAGGGECT GCAGGECGT GECTGCCTGGAGCAATAACACT T
CTTCCCTAAGCAGCT T TGAGCCAAACCGGECAGGEECEEEECEEEECEEEECEEEECEEEEECEEEEAGEEECEEEEAGAGEECEEEG
TCAGCCCGAGGEGEECEEEET CTGEGET AGGCCCCGCCCAGCT GT CTTGCCCACCCCCT GACAGCCTAGGT GCTTACAGAGI TAGT CCC
AGT CAGGT CT GCGGCAGGT GGAGT GCGAACCCGT GECCCT TTGCT GCGCT GCACCCGT GT CCTCGCCEEGT CCCTCGEGTCTCTCG
CTGCGT CTCTCGGAACACAT CCAT CGT CGCCAT GGCAT T TGCAAGCT GGT GGTACAAGACGGTAAATAGGAGT GATCGT CCCTGGG
CAGGACTGGGAAGGGAATGT GCTCTGT CTTCCT GEECT GTAGGCGAGGT CACTGI TCAGAT TTTCGGEGECGAGGEGET TGEEGAGCAGG
TTGIGACCTCCTCTCAGACCT TCAGGGEGAGGECT CCGEGAGAGGECT GAGACCCACCCT GCTGT GGAAT GT GGGAGCCAGCT CGGACG
TACACGT GCTAGT CGGCGT GAGT TCAGGCT CACAAGT TGAATGGCATAGGGAT TGT TGCT GGACGAAT TCTGCCCT CGGACGCGGA
TTCCTGGATGAACGCGGACT CAGAAAGCGCTCAGCTCTAGAGT TTGT TTTTAACT CATAAGT AAAGCACAAAACT TTCAGAGGECGT
GITGI TGGGCGT GTATTTTCCAGCGCCAAGT AGACAGGTAACT AAGAT AGT GGGGT GGGGCAAGGAAAAAAAT CCCAAAACT CCAA
GGAACATAAACAACT GAGATCAAGACCCT TGT TGAGAAT GAGAGAGAGAGAGGGAGACTCTATACT TTATTGCTTGGAT CGGGGGEC
AAAGATGT TCCATTTATTTAATGCACT GAATGCTTGT CCAACTATGTAAGT GTGATATCCAGT CAAGCTGGTACTTGTAATGITTT
GAACCAGGAAGCATGCTTTAATATTAGGATGCTTTCCAAAATAATAA

Fonte: Elaborada pela autora. Omissao de 134.58dqub.* omissédo de sequéncia de 1.003
nucleotideos nao identificados (N).
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7.4. Estudo da llha CpG

Para o estudo da ilha CpG foram desenhadaserspara realizacdo de amplificacéo
de parte da ilha apds tratamento com bissulfiteddigo. O fragmento analisado possui 415 pb
(-252 pb até 163) e 45 dinucleotideos CpG, ou g&jgossiveis sitios para metilagdo. Foram
selecionados trés tecidos para comparacdo da gaetileessa ilha CpG por possuirem
diferenca de expresséao especifica de tecido etéldi@sle desenvolvimento: musculo de feto,
figado de feto e musculo de animais adultos. Pada tecido foram escolhidas trés amostras
de cada gendtipo totalizando 27 amostras.

Para musculo e figado de fetos foram selecionaxlagnastras 8, 9 e 18 (AA); 6, 13 e
14 (GG); e 20, 23 e 34 (AG). Para musculo de amiradultos foram escolhidas as amostras
homozigotas AA 6 e 13 (abate 2) e 15 (abate 3nasstras homozigotas GG 3 e 14 (abate 1)
e 9 (abate 2); e as amostras heterozigotas AGhHe(4) e 11 e 12 (abate 2).

Apés amplificagdo do fragmento e verificacdo emdgebgarose 1,5% (Figura 15), foi
realizado o sequenciamento direto de duas amogpiesn os eletroferogramas obtidos néo
foram satisfatérios para a verificacdo das citassingetiladas (Figura 16). As sequéncias
foram geradas com picos pouco definidos e baixaluedo causando dificuldade para
analisar a posicao e a conversdo das citosinaditéatura foram encontrados trabalhos
indicando que o sequenciamento direto pode gesaitaglos enganosos devido as diferencas
nas sequencias que perdem sua complemetariedade apbatamento do bissulfito
(SVOBODA, 2007; LI; TOLLEFSBOL, 2011).

Figura 15 — Imagem dos fragmentos de 415pb amplificados apetsodrese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo (0,5L)9/m

PM  2M6 3M15 2M11 2M12 9 2M9 M3

415pb

Fonte: Arquivo pessoal.rivéalor de peso molecular (PM) de 100 pb.
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Figura 16 —Eletroferograma gerado apos sequenciamento dieepratiuto de PCR de DNA
tratado com bissulfito
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Fonte: Arquivo pessoal.

Para melhor analise da metilacdo da molécula de ,DddAforme Li e Tollefsbol
(2011) realizamos a clonagem do fragmento de isgerpara posterior sequenciamento. Uma
vez que a clonagem néo € realizada no laborat@i®idtenologia Animal da Embrapa
Pecuéria Sudeste foram utilizados os servi¢cos gaesa Genomic — Engenharia Molecular
situada em S&o Paulo/SP. Foram utilizados 10 cldeesada amostra na analise, totalizando
270 sequéncias.

ApoOs a analise da qualidade das sequéncias oaim&uicdo do numero de bases e,
devido ao encurtamento, o niumero de dinucleoti@gd3 para analise passou a ser 37. Essas
sequéncias foram inseridas no software Biq Analgzeapos a selecdo das sequéncias pela
analise da qualidade de conversédo, presenca desclensequéncias com erros, foram
utilizadas 56 sequéncias de amostras de muscuallp 63t de figado fetal e 49 de musculo de
animais adultos.

Apoés as analises das sequéncia o software identiiadinucleotideos CpG e aqueles

que estdo metilados gerando também os diagramésmato lollipop. Nas sequéncias das
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amostras de musculo fetal foram encontrados 13cliotideos CpG metilados (0,63%;
13/2.072) enquanto nas sequéncias de figado tetahfencontrados 10 (0,43%, 10/2.331) e
nas sequéncias de musculo de animais adultos feraontrados 11 (0,61%; 11/1.813).
Também foram comparados os genétipos de cada te€ldmm musculo fetal foram
encontradas 5 dinucleotideos CpG metilados (0,&l84;4) em animais com gendtipo AA, 6
(0,81%; 6/740) em animais AG e 2 (0,4%; 2/518) enmais GG. Para figado fetal foram
encontrados 4 dinucleotideos CpG metilados (0,488d;4) em animais com genotipo AA, 3
(0,35%, 3/851) para AG e 3 (0,45%; 3/666) para B&a musculo adulto foram encontrados
4 dinucleotideos CpG metilados (0,60%; 4/666) eimais com genétipo AA, 2 (0,34%;
2/592) em AG e 5 (0,9%; 5/555) em GG. Os resultatis analises mostraram que a regiao
estudada se mostrou hipometilada nos trés tecrdsados (Figuras 17, 18, 19) e, portanto,
transcricionalmente ativa.

Quando comparamos a diferenca de expressdo e us stat metilacdo algumas
associagfes puderam ser feitas, porém, o numexo daidinucleotideos CpG metilados nao
permite concluir as associacfes. Em alguns casocsngamos aumento da metilacédo e
diminuicdo da expressédo. Quando comparamos musdidado fetal, a expressao foi maior
em figado (2,0x) e metilacéo foi 1,5x maior em nuliscQuando comparamos a expressao do
gene entre gendtipos em musculo fetal, em animasgamotipo GG e AA o gene foi mais
expresso (2x e 1,4x respectivamente) que em anineagsozigotos AG e possuiam menos
metilacdo (2,1x e 1,3x, respectivamente). Tambéoorgramos casos onde a metilacdo nao
explicou a diferenca de expressdo. Quando compamadsculo fetal e musculo adulto, em
musculo adulto o gene foi 1,83 vezes mais exprggecem musculo fetal, porém o status de
metilagdo ndo foi diferente entre os tecidos. Quaiminparamos a expressao entre genotipos
em musculo adulto, em animas com genotipo GG o fmrivezes mais expressos que em
animais heterozigotos AG e possuiam 2,65x maislagat. Por fim, quando comparamos a
expressao entre genoétipos em figado fetal, ndonémacoos diferencas na expressao do gene
entre animas com genétipo GG e AA guando comparados animais heterozigotos GG,
mas encontramos aumento da metilacdo dos genot@Gs e AA (1,4x e 1,3,

respectivamente).
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Figura 17 —Analise da metilacdo do ge@ASTem 56 sequéncias (clones) de musculo fetal
no software BiQ Analyzer.

[48]SC5_11_M13R_00... —O 0-0-0 00 00 o oo
[411SC3_13 M13R_01.. —O 000 00 oo—0 o oo
[56]SC8_7_T7_015_H.. —O O-0-0 00 00 o o0
[55]SC8_3_T7_015 H.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[53]SC5_7_T7_009 E.. —O 0-0-0 fo¥e! o0 o oo
[528C5_5_T7_009 E.. —O OO0 00 00 o oo
[511SC5_4 T7 010 E.. —O 00O 00 000 o0
[50]SC5_2_T7_010_E.. —O 000 00 00 o o0
[40]SC3_11_M13R_01.. —O 000 o0 o0 o oo
[46]SC3_8_T7_006_C.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[45]SC3 5 T7 005 C.. —O OO0 00 o000 o oo
[44]SC3_4_T7 006 C.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[43]SC3_2_T7_006.C.. —O 0-0-0 00 00 o oo
[42]SC3_1_T7 005 C.. —O 000 00 oo—0 o oo
[29]SC1_12_M13R_00... —O O-0-0 00 00 o o0
[28]SC1_11_M13R_00.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[39]SC3_10_T7_006_.. —O 0-0-0 fo¥e! o0 o oo
[38]SC26 8 T7. 012_... —O OO0 o0 00 o oo
[37]SC26_1_T7 013 .. —O 00O 00 000 o0
[36]SC1_9_T7_001_A.. —O 000 00 00 o o0
[34]SC1_5_T7 001 A.. —O 000 00 oo—e o on-
[31]SC1_2_T7_002_A.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[191SC14 6 T7 010_... —O OO0 00 o000 o oo
[9]SC10_8_T7 003 B.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[27]SC1_10_T7_002_.. —O 0-0-0 00 00 o oo
[54]SC8_2_T7 016 H.. —O 0-0-0 00 oo—0 o oo
[26]SC16_9_T7_003 .. —O 0-0-0 00 00 o o0
[22]SC16_1_T7_006_.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[21]SC14 8 T7_014_... —O 0-0-0 fo¥e! o0 o oo
[201SC14 7 T7 012_... —O OO0 ®0 00 o oo
[49]SC5_1_T7 009 E.. —O 00O 00 000 o0
[3]SC10_1_T7_002_A.. —O 000 00 00 o o0
[18]SC14 5 T7 008 ... —O 000 o0 o0 o oo
[17]SC14_3_T7_004_.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[16]SC14_10_T7_001... —O OO0 00 o000 o oo
[15]SC12_7_T7_013_.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[14]8C12_6_T7_002_... —O OO0 o0 00 o oo
[13]SC12 3 T7 016_.. —O 000 OO oo—0 . oo
[12]SC12_2_T7_014_.. —O 0-0-0 fo¥s! o0 o oo
[111SC12_1_ T7_ 012_... —O 0-0-0 00 000 o oo
[10]SC12_10_T7_004.. —O 000 00 000 o o0
[2]SC10_10_T7_005_.. —O O-0-0 00 00 o o0
[8]SC10_8_T7 001 A.. —O 000 00 oo—e o oo
[35]SC1_6_T7_002_A.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[718C10_7_T7 014 G.. —O OO0 00 o0 o oo
[32]SC1_3_T7 001 A.. —O 000 00 000 o o0
[6]SC10_6_T7_012_F... —O 000 00 00 o o0
[30]SC1_1_T7 001 A.. —O 000 0O 0o—0 o oo
[5]SC10_4_T7 008 D.. —O 0-0-0 fo¥e! o0 o oo
[2418C16_7_T7_016_... —O OO0 o0 00 o oo
[23]SC16_4 T7 012_... —O 00O 00 000 o0
[4]SC10_3_T7_006_C.. —O O-0-0 00 00 o o0
[25]SC16.8 T7 001_.. —O 0-0-0 -0 000 o oo
[33]SC1_4_T7 002 A.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[4715C5_10_T7_010_... —O OO0 00 8O o oo

Fonte: Arquivo pessoal. Cada circulo representalmoncleotideo CpG. Circulos brancos séo
representativos de CpG nao metilado e circulo®ogrsdio representativos de CpG metilado.
Primeira parte: 12 dinucleotideos CpG.



Figura 17 —Continuacgé&o: 16 dinucleotideos CpG.

[48]SC5_11_M13R_00... -O 00—0 o—0
[411SC3_13 M13R_01... O 00O o—o0
[56]SC8_7_T7_015 H.. -O 00—0 o0
[55]SC8 3 T7 015 H.. -O 00—0 o—0
[53]SC5_7_T7 009 E.. -O 00—0 o—o0
[52]SC5_5_T7_009_E... -O 00—0 o—0
[51]SC5 4 T7_010 E.. O 000 o—o0
[50]SC5_2_T7_010_E... -O 00—0 o0
[401SC3_11_M13R_01... O 000 o—0
[46]SC3_8_T7 006 C.. -O 00—0 o0
[45]SC3_5_T7_005.C.. -O 00—0 o—0
[44]SC3_4 T7 006 C.. O 00—0 o—o0
[43]SC3_2_T7_006_C.. -O 00—0 o—0
[42]SC3_1_T7_005 C.. -O 00O o—o0
[29]SC1_12_M13R_00... -O 00—0 o0
[28]SC1_11_M13R_00... -O 00—0 o—0
[39]SC3_10_T7_006_... -O 00—0 o—o0
[38]SC26_8 T7_012_.. O 00—0 o—0
[37]SC26 1 T7_013_... O 00O o—o0
[36]SC1_G_T7_001_A.. O 00—0 o0
[34]SC1_5_T7 001 _A.. O 000 o—0
[31]SC1_2_T7 002 A.. -O 00—0 o—o0
[19]SC14_6_T7_010_.. O 00—0 o—0
[9]SC10_ 9 T7 003 B.. O 000 o—o0
[27]SC1_10_T7_002_... O 00—0 o—0
[54]SC8_2 T7_016 H.. -O 00O o—o0
[26]SC16 9 T7_003 ... -O 00—0 o0
[221SC16_1_T7_006_.. O 00—0 o—0
[21]SC14 8 T7 014_... O 00—0 o—o0
[20]SC14_7_T7_012_... O 00—0 o—0
[49]SC5 1_T7_ 009 E.. -O 00O o—o0
[3]SC10_1_T7_002_A.. -O 00—0 o0
[18]SC14 5 T7_008_... O 00—0 o—0
[17]SC14 3 T7_004_... -O 00—0 o—e
[16]SC14_10_T7_001... -O 000 o—0
[15]SC12_7_T7_013_... O 000 o—o0
[14]SC12_6_T7_002_... O 00—0 o0
[13]SC12_3 T7_016_... O 00O o—o0
[12]SC12 2 T7_014_... -O 00—0 o—o0
[11]SC12_1_T7_012_... O 000 o—0
[10]SC12_10_T7_004... O 000 o—o0
[2]SC10_10_T7_005_... -O 00—0 o0
[8]SC10_8_T7 001 A.. O 00—0 o—0
[35]SC1_6_T7 002 A.. -O 00—0 o—o0
[7]SC10_7_T7_014 G... O 00—0 o—0
[32]SC1_3_T7 001 _A.. O 00O o—o0
[6]1SC10_6_T7 012 F... -O 00—0 o0
[30]SC1_1_T7_001_A.. O 00—0 o—0
[5]SC10_4_T7 008 D... O 00—0 —O
[24]SC16_7_T7_016_... O 00—0 o—0
[23]SC16_ 4 T7_012_... O 00O o—,
[4]SC10_3_T7_ 006 C.. -O 00—0 o0
[25]SC16_8_T7_001_.. O 00—0 o—o0
[33]SC1_4 T7 002 A.. O 000 o—o0
[47]SC5_10_T7_010_... O 00—0 o0

Fonte: Arquivo pessoal



Figura 17 —Continuacdo: 9 dinucleotideos CpG.

[48]SC5_11_M13R 00 —-O—O0O—O0—000—0——————
[41]8C3_13 M13R D1.. —O0—O0O0—CO0—08—0———
[56]SC8_7_T7 D15 H. —O0—O00—00—000—0—————
[55]8C8_3 T7 D15 H. —O0—O00—00—000—0—————
[53]8C5 7 T7 009 E.. —O—O00—00—000—0———————
[52]8C5 5 T7 009 E.. —O—O0-0—00—000—0——————
[51]8C5 4 T7 010 E.. —-O0O—O00—00—000—0——————
[50]SC5 2 T7 010 E.. —O0O—O00—00—000—0——————
[40]SC3_11_M13R 01 —O—OO0—00—000—0—————
[46]SC3 8 T7 006 C.. —O—O00—00—000—0—————
[45]8C3_5 T7_005.C.. —O0O—O00—00—000—0—————
[44]SC3_4 T7 006 C.. —O—00—00—000—0——————
[43]SC3_2_T7 006 C.. —O—O0-0—00—000—0——————
[42]SC3_1_T7 005 C.. —O0—O00—00—000—0——————
[29]SC1_12_M13R_00.. —0—O0-0—00—0-00—0——————
[28]SC1_11_M13R_00.. —O0—O0O—00—000—0——————
[39]SC3_10_T7_006_.. —O0—O-0—00—0-00—0—————
[38]SC26_8_T7 012_... —O0—O-0—00—008—O0————
[37]SC26_1_T7 013_... —O0—O-0—00—000—0—————
[36]SC1_9 T7 D01 A —O—O-0—O0—000—0————
[34]SC1_5 T7 001 A —O—OO0—00—000—0O———
[31]SC1_2 T7 D02 A —-O—OO0—00—000—0——————
[19]8C14 6 T7 010 —-O0—O0O0—0O—000—0——————
[9]SC10.9 T7 D03 B.. —-O0—O00—0—000—0——————
[27]8C1_10 T7 002 . —O—O00—00—000—0———————
[54]8C8 2 T7 D16 H. —O0—O00—00—000—0—————
[26]8C16. 9 T7 003 ... —-O—O0—00—000—0——————
[22]8C16_1 T7 006_.. —O—O0—00—000—0—————
[21]8C14 8 T7 014 —O0—O00—00—000—0——————
[20]8C14 7 T7 012 —O0—O00—00—000—0——————
[49]8C5 1 T7 009 E.. —O—O0—00—000—0——————
[3]SC10_1 T7 002 A —O—O00—00—000—0——————
[18]SC14 5 T7 008 . —O—O0—00—000—0————
[17]8C14 3 T7 004 —O—O0—00—000—0—————
[16]8C14_10_T7_001. —O—OO0—00—00—0————
[15]8C12 7. T7 013 —-O0—O00—00—000—0——————
[14]SC12 6 T7 002 . —O—O00—00—000—0——————
[13]8C12 3 T7 016 —-O0—O00—00—000—0——————
[12]8C12_ 2 T7 014_.. —O0—O00—00—000—0——————
[1118C12_1_T7_ 012 —O0—00—00—000—0———————
[10]SC12_10_T7_004... —O—O-0—0—000—0—————
[21SC10_10_T7_005_... —O—O00—00—000—0——————
[8]SC10_8 T7 001 A.. —O—0OO0—0—0D—0——————
[35]SC1_6_T7 D02 A.. —O—O00—0—000—0——————
[7ISC10_7_T7_ 014 G.. —0—00—00—000—0——————
[32]SC1_3 T7 001 A.. —O0—0O0—00—000—0——————
[6]SC10_6_T7 012 F... —-0—00—00—000—0———————
[30]SC1_1_T7 001 A.. —O0—0O0—00—000—0—————
[5]SC10_4_T7 008 D... —O0—0-0—00—000—0——————
[24]SC16_7_T7_016_... —O0—O00O—00—000—0—————
[23]SC16_4_T7 012_... —-O0—00—00—000—0—————
[4]SC10_3_T7_006_C.. —-O0—O00—00—000—0————
[25]SC16_8_T7 001_... —O0—O-0—00—0-00—0—————
[33]SC1_4_T7_002_A.. —O0—O-0—00—0-00—0—————
[47]SC5_10_T7_010_... —O0—O-0—00—000—0—————

Fonte: Arquivo pealso
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Figura 18 —Analise da metilacdo do ge@ASTem 63 sequéncias (clones) de figado fetal no
software BiQ Analyzer

[30]SC2_12_M13R_01... —0 O-0-0 o0 O0—0 o0
[28]SC27_9_M13R_00.. —O o-0-0 o0 0—0 o0
[27]SC27_6_M13R_01... —O OO0 o0 000 o o0
[26]SC27_11_M13R_0... —O 00 o0 000 o o0
[25]SC27_10_M13R_0... —O 00 o0 000 o o0
[21]SC15.6 T7_013_... —O C-C-C o0 000 o o0
[20]SC15 5 T7 011 ... —O C-C-C o0 000 o o0
[19]SC15_4 T7 009 ... —O OO o0 000 o o0
[13]SC13.8 T7 009 ... —O OO0 o0 oo—e o o0
[12]SC13_6_T7_005_.. —O 000 o0 00 o o0
[11]SC13_5_T7_003_.. —O 000 o0 0—0 o0
[10]SC13_3_T7_016_.. —O 00 o0 000 o o0
[71SC11_9_T7_008 D.. —O 000 o0 000 o o0
[51SC11_3_T7_011_F... —=O 00 o0 000 o o0
[63]SC9 6_T7 011 F... —O 0O o0 00—0 o o0
[62]SCY 5 T7 009 E.. —O C-C-C o0 000 o o0
[60]SCY 3 T7 005 C.. —O OO o0 000 o o0
[59]SCY 2 T7 003 B.. —O O-O-C o0 000 o o0
[58]SC9_1_T7_001_A.. —O O-0-0 o0 00 o o0
[56]SC7_8_T7_014 G.. —0 O-0-0 o0 o0—0 o0
[54]SC7_6_T7_014 G.. —O o000 o0 00 o o0
[53]SC7_5_T7_013 G... —O 000 o0 000 o o0
[61]SCY_4_T7_007_D.. —O OO0 o0 O8—0 o o0
[42]SC4 8 T7 008 D.. —O 0O o0 00—0 o o0
[40]SC4_5_T7 007 D.. —O C-C-C o0 000 o o0
[38]SC4_2 T7 008 D.. —O C-C-C o0 000 o o0
[57]SC9_10_T7 002 ... —O OO0 o0 on—e o o0
[64]SCY_8_T7_015_ H.. —O 0O o0 00 o o0
[31]SC2_1_T7_003 B.. —O O-0-0 o0 O0—0 o0
[15]SC15_10_T7_006... —O o000 o0 00 o o0
[14]SC13_9_T7_011_.. —O OO0 o0 000 o o0
[52]SC7_4_T7_014 G... —O OO0 o0 00—0 o o0
[51]SC7_3_T7_013 G... —=O 0O o0 00—0 o o0
[50]SC7_2_T7 014 G.. —O 0O o0 000 o o0
[48]SC6_7_T7 011 F... —O C-C-C o0 000 ° o0
[46]SC6 4 T7 012 F... —O O-0-C o0 o000 o o0
[45]906 3 T7 011 F... —O OO o0 o000 o o0
[3]8C11_1_T7_007_D.. —O O-0-0 o0 O0—0 o0
[41]SC4_6_T7_008 D.. —0 o-0-0 o0 0—0 o0
[55]SC7_7_T7_013 G... —O 000 o0 000 o o0
[6]SC11_6_T7_002_A.. —O OO0 o0 000 o o0
[39]SC4_4_T7_008 D.. —O 00 o0 000 o o0
[21SC11_10_T7 010 ... —O C-C-C o0 000 o o0
[47]SC6 6 T7 012 F... —O C-C-C o0 000 o o0
[37]SC4_10_T7 008 ... —O OO o0 000 o o0
[49]SC7_1_T7 013 G.. —O OO o0 o000 o o0
[36]SC2_7_T7_003 B.. —O O-0-0 o0 00 o o0
[35]SC2_6_T7_004 B.. —O o-0-0 o0 0—0 o0
[34]SC2_5_T7_003 B.. —O 00 o0 000 o o0
[33]SC2_4_T7_004 B.. —O OO0 o0 000 o o0
[43]SC6_10_T7_012_... —O 0O o0 00—0 o oo
[24]SC15_9 T7 004 ... —O C-C-C o0 000 o o0
[4]SC11_2 T7 009 E.. —O OO o0 000 o o0
[0]8C13 2 T7 014 G.. —O OO o0 o000 o o0
[8]SC13_10_T7_013_.. —O OO0 o0 O0—0 o0
[17]SC15_2_T7_005_.. —O 000 o0 0—0 o0
[16]SC15_1_T7_003_.. —O OO0 o0 Son | o o0
[18]SC15_3_T7_007_.. —O N W o0 00—0 o oo
[23]SC15_8 T7 002 ... —O 0O o0 00—0 o o0
[22]SC15 7 T7_ 015_... —O C-C-C o0 000 o o0
[20]SC2_10_T7 004 ... —O O-0-C o0 o000 o o0
[32]8C2_2_T7_004 B.. —O OO o0 ®«—0 o o0
[44]SC6_2_T7_012_F... —O O-0-0 o0 O0—0 o0

Fonte: Arquivo pessoal. Cada circulo representalimoncleotideo CpG. Circulos brancos sédo
representativos de CpG nao metilado e circulo®ogredo representativos de CpG metilado.
Primeira parte: 12 dinucleotideos CpG .



[28]SC27_9 M13R_00...
[27]SC27_6_M13R_01...
[26]SC27_11_M13R_0...
[25]SC27_10_M13R_0...

[21]SC15_6_T7_013_...
[20]SC15_5_T7_011_...
[19]SC15_4_T7_009_...
[13]SC13_8_T7_009_...
[12]SC13_6_T7_005_...
[11]SC13_5_T7_003_...
[10]SC13_3_T7_016_...

[7]1SC11_9_T7_008_D...

[5]SC11_3_T7_011_F...
[63]SCe_6_T7_011_F...
62]SC9_5_T7_009_E...

58]SC9_2 T7_003 B...
58]SCO_1_T7_001_A..

571SC9_10_T7_002._...
64]SCO 8 T7 015 H...
31]SC2_1_T7_003 B...
15]SC15_10_T7_006...

[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[14]SC13_9_T7_011_...
[
[

[48]SC6_7_T7_O11_F...
[48]SC6_4 T7_012_F...
[45]SC6_3 T7_011_F...

[315C11_1_T7_007 D...
[41]SC4_6 T7 008 D...
[55]SC7_7_T7_013 G...

[B]SC11_6_T7_002_A...

[39]SC4_4_T7_008_D...

[2]SC11_10_T7_010_...
[47]SC6_6_T7_012_F...
[37]SC4_10_T7_008_...

[49]SC7_1_T7_013_G...

[36]SC2_7_T7_003_B...
[35]SC2_6_T7_004_B...
[34]SC2_5_T7_003 B...
[33]SC2_4_T7_004_B...
[43]SC6_10_T7_012_...
[24]SC15_9_T7_004 ...
[4]SC11_2_T7_009 E...

[91SC13 2 T7_014 G...

[B]SC13_10_T7_013_...
[17]SC15_2_T7_005_...
[16]SC15_1_T7_003 ...
[18]SC15_3_T7_007_...
[23]SC15_8_T7_002_...
[22]SC15_7_T7_015 ...
[29]SC2_10_T7_004 ...
[32]SC2_ 2 T7_004 B...
[44]SCB_2_T7_012_F...

60]SC9_3 T7_005_C...

56]SC7_8 T7_014_G...
541SC7_6_T7_014_G...
53]SC7_5_T7_013 G...
611SC9_4_T7_007_D...
42]SC4_8_T7_008_D...
40]1SC4_5_T7_007_D...
38]SC4 2 T7_008 D...

52]SC7 4 T7 014 G...
51]SC7_3 T7 013 G...
[50]SC7 2 T7 014 G...

Figura 18 —Continuacé&o: 16 dinucleotideos CpG.
[30]SC2_12_M13R_01...

sXeleNeNeNeNeNeNeNeReNeNeReNeReNeReReNeReReNeNeNoNeNeNeNeNeNeNeReNeNeReNeNeRoNeNeNeNeReNeNeReNeNeNoNeReNeReReNeNeRoNeNe NoNe o)

Fonte: Arquivo pessoal.
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[30]SC2_12_M13R_01...
[28]SC27_9_M13R_00...
[27]SC27_6_M13R_01...
[26]SC27_11_M13R_0...
[25]SC27_10_M13R_0...

[21]SC15_6_T7_013_...
[20]SC15_5 T7_011_...
[19]SC15_4_T7_009_...
[13]SC13_8_T7_009_...
[12]SC13_6_T7_005_...
[11]1SC13_5_T7_003_...
[10]SC13_3_T7_016_...

[7]1SC11_9_T7_008_D...

[0]SC11_3_T7_011_F...
[63]SC9_6_T7_011_F...
[62]SCo_5_T7_008_E...

[60]SCO_3_T7_005_C...

[09]SCo_2_T7_003_B...
[58]SCo_1_T7_001_A...

[06]SCY_8_T7_014_G...
[04]SCY_6_T7_014_G...
[03]SCY_5_T7_013_G...
[61]1SCo_4_T7_007_D...
[42]SC4_8_T7_008_D...
[40]SC4_5_T7_007_D...
[38]SC4_2_T7_008_D...

[57]1SCO_10_T7_002_...
[64]SCo_8_T7_015_H...
[31]SC2_1_T7_003_B...
[15]SC15_10_T7_Q06...
[14]SC13_9 T7_011_...

[52]SC7_Z_T7_01 4 G..
[51]1SCY_3_T7_013_G...
[201SCY_2_T7_014_G...

[48]SC6_7_T7_011_F...
[46]SC6_4_T7_012_F...
[45]SC6_3_T7_011_F...

[3]1SC11_1_T7_007_D...
[41]SC4_6_T7_008_D...
[09]SCY_7_T7_013_G...

[6]SC11_6_T7_002_A...

[39]SC4_4_T7_008_D...

[2]SC11_10_T7_010_...
[47]1SC6_6_T7_012_F...
[37]SC4_10_T7_008_...

[49]SCY_1_T7_013_G...

[36]SC2_7_T7_003_B...
[35]SC2_6_T7_004_B...
[34]SC2_5_T7_003_B...
[33]SC2_4_T7_004_B...
[43]SC6_10_T7_012_...
[24]SC15_9 T7_004_...
[4]8C11_2_T7_008_E...

[9]SC13_2_T7_014_G...

[8]SC13_10_T7_013_...
[17]SC15_2_T7_005_...
[16]SC15_1_T7_003_...
[18]SC15_3_T7_007_...
[23]SC15_8_T7_002_...
[22]SC15_7_T7_015_...
[29]SC2_10_T7_C04_...
[32]SC2_2_T7_004_B..
[44]SC6_2_T7_012_F...

Figura 18 —Continuacgé&o: 9 dinucleotideos CpG.

Fonte: Arquivo peal.
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Figura 19 — Analise da metilacdo do gerf@ASTem 49 sequéncias (clones) de musculo
adulto no software BiQ Analyzer.

[50]SC25_5_M13R_00... —O 0-0-0 00 o0 o oo
[49]SC25_4 M13R_00.. —O 000 OO oo—0 o oo
[48]SC25_2_M13R_00... —O O-0-0 00 00 o o0
[47]SC25_1_M13R_00.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[46]SC25_11_M13R_0... —O 0-0-0 fo¥e! o0 o oo
[45]SC24_8_T7_007_... —O OO0 o0 00 o oo
[44]SC24 7 T7 005 .. —O 00O OO 000 o0
[43]SC24_6_T7_003_.. —O 0-0-0 00 00 o o0
[42]SC24 5 T7 001_.. —O 000 o0 0o—0 o oo
[41]SC24_3 T7_014_... —O 0-0-0 00 000 o oo
[401SC24 2 T7 012_... —O OO0 00 o000 ' oo
[39]SC24_10_T7_011... —O 000 0O 000 o o0
[36]SC23_5_T7_015_.. —O 0-0-0 00 00 o oo
[35]SC23 4 T7 013 ... —O 000 o0 o0 o oo
[34]SC23_3_T7_004_.. —O 0-0-0 00 000 o o0
[33]SC23 2 T7 003 .. —O 0-0-0 00 000 o oo
[32]SG23_12_M13R_0... —O 0-0-0 00 000 o oo
[3118C23_10_T7_008.. —O OO0 o0 00 o oo
[30]SC22_6_M13R_01.. —O 00O OO 000 o0
[29]SC22_5 M13R_01.. —® 000 00 00 o o0
[28]SC22_3 M13R_00.. —O 000 o0 0o—0 o oo
[271SC22_1_M13R_00... —O 0-0-0 00 000 o oo
[26]SC21_8 M13R_01.. —O OO0 00 o0 o oo
[25]SC21_6_M13R_00.. —O 000 0O 000 o o0
[24]SC21_3_M13R_00... —O O-0-0 o0 00 o o0
[23]SC21_10_M13R_0.. —O 000 o0 o0 o oo
[22]SC20_9_M13R_01... —O 0-0-0 00 000 o o0
[21]SC20_8 M13R_00.. —O 0-0-0 00 000 o O
[20]SC20_7_M13R_00... —O 0-0-0 00 000 o oo
[19]SC20_6_M13R_00... —O OO0 o0 00 o oo
[18]SC20_4 M13R_01.. —O 000 OO oo—0 o oo
[17]SC20_2_M13R_01... —O 000 00 00 o o0
[16]SC20_1_M13R_00.. —O 000 o0 0o—0 o oo
[15]SC20_10_M13R_0... —O 0-0-0 00 000 o oo
[14]SC19_7_M13R_00.. —O OO0 00 o—e o oo
[13]SC19_6_M13R_01.. —O 000 0O 000 o o0
[12]SC19_3_M13R_01.. —O 0-0-0 00 00 o oo
[11]SC19_2 M13R_00.. —O 000 OO oo—0 o oo
[10]SC19_1_M13R_00... —O 0-O-@ 00 o—e o o0
[9]SC19_10_M13R_00.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[8]SC18_9_M13R_002.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[718C18_2_M13R_003.. —O OO0 00 ®©—0 o oo
[6]1SC18_10_M13R_00.. —O 000 0O 000 o o0
[5]SC17_6_T7_001_A.. —O 0-0-0 00 00 o oo
[4]SC17_1_T7 008 D.. —O 000 OO oo—0 o oo
[3]SC17_11_M13R_00... —O O-0-0 00 00 o o0
[2]SC17_10_T7_010_.. —O 0-0-0 00 000 o oo
[37]SC23.6_T7_002_... —O 0-0-0 00 000 o oo
[38]SC23 7 T7 004 ... —O OO0 o0 00 o oo

Fonte: Arquivo pessoal. Cada circulo representalmoncleotideo CpG. Circulos brancos séo
representativos de CpG nao metilado e circulo®ogrsdo representativos de CpG metilado.
Primeira parte: 12 dinucleotideos CpG.



Figura 19 —Continuacé&o: 16 dinucleotideos CpG.

[50]SC25 5 M13R_00... -@ 00—0 o—o0
[49]SC25_4 M13R_00... -O 00—0 o—0
[48]SC25 2 M13R_00... -O 00O o—o0
[47]SC25_1_M13R_00... -O 00—0 o—o0
[46]SC25_11_M13R_0... O 000 o—0
[45]SC24 8 T7_007_... O 000 o—o0
[44]1SC24_7_T7_005 ... O 00—0 o0
[43]SC24 6 T7_003_... O 00—0 o—0
[42]SC24 5 T7 001 ... O 00—0 o—o0
[41]SC24_3 T7_014_.. O 00—0 o—0
[40]SC24 2 T7 012_... O 00O o—o0
[39]1SC24_10_T7_011... -© 00—0 o0
[36]SC23 5 T7_015_.. O 00—0 o—o0
[35]SC23 4 T7_013_... O 00—0 o—o0
[34]SC23 3_T7_004_.. O 00—0 o0
[33]SC23 2 T7_003_... O 00O o—o0
[32]SC23_12_M13R_0... O 00—0 o—o0
[31]SC23_10_T7_008... -O 000 o—0
[30]SC22_6_M13R_01... O 00O o—o0
[29]SC22_5_M13R_01... O 00—0 o0
[28]SC22_3 M13R_00... -O 00—0 o—0
[27]SC22_1_M13R_00... O 00—0 o—o0
[26]SC21_8_M13R_01... -O 00—0 o—0
[25]SC21_6_M13R_00... -O 00O o—o0
[24]SC21_3_M13R_00... -O 00—0 o0
[23]SC21_10_M13R_0... O 00—0 o—o0
[22]SC20 9 M13R_01... O 000 o—o0
[21]SC20_8_M13R_00... O 00—0 o0
[201SC20_7_M13R_00... -O 00—0 o—0
[19]SC20 6_M13R_00... -O 00—0 o—o0
[18]SC20_4_M13R_01... -O 00—0 o—0
[17]SC20 2 M13R_01... O 00O o—o0
[16]SC20_1_M13R_00... O 00—0 o0
[15]SC20_10_M13R_0... O 00—0 o—0
[14]SC19_7_M13R_00... -O 00—0 o0
[13]SC19_6_M13R_01... O 00—0 o—0
[12]SC19 3 M13R_01... O 00—0 o—o0
[11]SC19_2_M13R_00... -O 000 o—0
[10]SC19_1_M13R_00... O 00—0 o—o0
[9]SC19_10_M13R_00... -O 00—0 o—0
[8]SC18_9_M13R_002... -O 00O o—o0
[7]SC18_2_M13R_003... O 00—0 o0
[6]SC18_10_M13R_00... -O 00O o—o0
[5]SC17_6_T7_001_A.. O 00—0 o0
[4]18C17_1_T7_008 D.. O 00—0 o—0
[3]1SC17_11_M13R_00... -O 00—0 o0
[218C17_10_T7_010_.. O 00—0 o—0
[37]SC23 6 T7_002_... O 00—0 o—o0
[38]SC23_7_T7_004_.. -O 000 o—0

Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 19 —Continuacdo: 9 dinucleotideos CpG.

[50]SC25_5 M13R_00.. —O0—O-0—00—000—0——————
[49]SC25_4 M13R_00.. —-O—O-0—00—000—0—————
[48]SC25_2 M13R_00.. —O— 00— 000000
[47]SC25_1_M13R_00.. —O—OO— 00— 0000
[46]SC25_11_M13R 0.. O—0O0O—00—Q00— 0O
[45]SC24 8 T7 007 .. —O—O-0—00—000—0————
[44]SC24 7 _T7 005 .. —O0—O0O0—00—000—0——
[43]SC24 6 T7 003 .. —-O—O0—00—000—0————

[42]SC24 5 T7 001_.. —-O—0O0O—00—0Q00O—0O—
[41]SC24_3 T7 014 .. —-O—0OO0O— 000000
[40]SC24 2 T7 012_.. —-O—O00—00—Q00— 0O

[39]SC24_10_T7_011.. —O0—O-0—C00—000—0————
[36]SC23 5 T7 015 .. —-O0—O00—00—000—0—————
[35]SC23 4 T7 013_... —-O0—00—00—000—0—————
[34]SC23 3 T7 004 .. —-O—0O0O— 000000
[33]SC23 2 T7 003 .. —-O—0OO— 000000
[32]SC23_12_ M13R_0.. -O—O00O—00—Q00— 0O
[31]SC23_10_T7_008. —O—O-0—C00—000—0———
[30]SC22 6 M13R 01... -O0—0O-0O—00—000—0—————
[29]SC22_5 M13R_01... —O—0O0— 000000
[28]SC22_3 M13R_00.. —O—0OO— 000000
[27]SC22_1_M13R_00.. -O—OO—00—Q00— 0O
[26]SC21_8 M13R 01.. —O0—O-0—C00—000—O0————
[25]SC21_6 M13R_00.. —O—O-0—00—000—0——————
[24]SC21_3 M13R_00.. -O—O-0—00—000—0O——————
[23]SC21_10_M13R_0.. ~O—0O0O— 000000
[22]SC20 9 M13R 01.. -O—0O0O— 00— Q00— 0O
[21]SC20_8 M13R 00.. —O—OO—0O—QO00— 0O
[20]SC20_7_M13R_00.. —O0—O-0—00—000—0———
[19]SC20_6 M13R_00.. —-O0—O-0—00—000—0—————
[18]SC20_4 M13R_01.. —O—0O0O— 000000
[17]SC20 2 M13R 01.. -O—O0O—00—0Q00— 0O
[16]SC20_1_M13R 00.. -O—OO—0O—Q00— 0O
[15]SC20_10_M13R_0.. —O0—O0-0—00—000—0————
[14]SC19_7_M13R_00.. -O—O-0—00—000—0O—————
[13]SC19_6_M13R_01.. —O—0O0O— 00— 0000
[12]SC19 3 M13R 01.. -O—O0O— 00— Q00— 0O
[11]SC19_ 2 M13R_00.. -O—OO—0O—Q00— 0O
[10]SC19_1_M13R_00.. —-O—O-0—00—000—0—————
[91SC19_10_M13R_00.. -O—O-0—00—000—0——————
[B]SC18_9 M13R_002.. —O—0O0O— 000000
[7ISC18_2 M13R 003.. —O—OO— 000000
[B]SC18_10 M13R_00.. -O—OO—CO—Q00— 0O
[5]SC17_6_T7 001 A —-O—O0O0—00—000—0—————
[4]SC17_1_T7 008 D... —O0—O0—00—000—0—————
[31SC17_11_M13R_00.. —-O—0O0O— 000000
[2]SC17_10 T7. 010 .. —-O—0OO— 000000
[37]SC23 6 T7 002_.. —-O—O00O—00—0Q00—0O——
[38]SC23 7 _T7 004 .. —-O0—O0O0—00—000—0—————

Fonte: Arquivosgeal.
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Existem muitos trabalhos na literatura que most@nmmportancia da metilacao
(hipermetilacdo ou hipometilagdo) do DNA principalme em estudos com céncer e doencas
humanas. Dentre esses trabalhos muitos mostratacéeeda hipometilacdo de determinado
promotor com um aumento na expressao de determgeu®m Em humanos, Sunahori et al.
(2011) mostraram que nas células T de pessoasigmm eritematoso sistémico, o promotor
do gene PP2Ac estava hipometilado quando comparados com céllilasormais e
encontraram aumento da expressao da proteina BR2Aesse sentido ha evidéncias de que
a hipometilacao permitiu a ligacéo de fatores dedtricdo relacionados a expressao do gene.
Em outro estudo, Wang et al. (2012) demonstraragnaguipometilagcdo no promotor do gene
COX-2 em mulheres com endometriose pode estarioakao com o0 aumento de expressao
do mRNA do gene.

Em bovinos, Liu et al., (2011) estudaram o geAZL em testiculos de gado iaques e
encontraram uma relagao entre aumento da metitbc@oomotor e diminuicdo da expresséo
do gene. Em contraste com esses estudos, Natt(@0aP) trabalhando com duas racas de
galinhas para o estudo das diferencas genéticapigenéticas no genoma devido a
domesticacdo, encontraram associacdo entre regidesencialmente metiladas com
aumento, diminuicdo ou com nenhum efeito na expceste alguns genes do cérebro,
mostrando que a regulacdo génica ndo depende somaninetilacdo sendo muito mais
complexa e dependente de fatores como, as modiésagas histonas, remodelamento da
cromatina e a interacdo entre de um grande nuneefataredrans que se ligam a sequéncias
cis regulatérias especificas (CEDAR, 1988; JAENISCHRIB, 2003; NAKAYA et al.,
2009). Futscher et al (2002) mostraram que emazkem expressdo do gene SERPINB5 o
promotor encontra-se metilado e possui histonasabigtiladas, enquanto em células com
expressao do gene, a regido promotora encontransenetilacdo e com histonas acetiladas
possuindo uma cromatina acessivel a fatores dectigéo.

A metilacdo do DNA, nesse contexto, pode impostabia acessibilidade dos fatores
(a interacdo DNA-proteina) responsaveis por pamagio da transcricdo, regulando assim
parte da expressao (CEDAR, 1988; LANDE-DINER; CEDARRO5; LANDE-DINER et al.,
2007). Um exemplo do papel da metilagdo na alteragd estrutura do gene e,
consequentemente da transcricdo sao 0s geoesekeepingque sao constitutivamente
expressos em todas as células e possuem ilhas @pGnetilacdo em células somaticas
(BIRD, 1986; LANDE-DINER et al., 2004)

Em nossos resultados ndo encontramos uma assoclag@@ntre a taxa de metilacao

da ilha CpG e a diferenca de expressao entre sgoidtadio de desenvolvimento e genotipo.
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Uma possivel explicagdo pode ser pelas caractagsto promotor do gen@AST que se
assemelham as caracteristicas de genes constitetita expressos, que nado possuem
metilacdo em suas ilhas CpG, como auséncia de TB®A regido rica em GC e presenca de
sitios de ligacdo do fator de transcricdo Spl (RAYD et al. 2005a). Essa regido estudada
pode, assim como em genbsusekeepingndo ser metilada para talvez possibilitar a
regulacdo por meio de fatores de transcricado teespecificos, modificacdes das histonas,
remodelamento da cromatina e ligacdo de proteimasegrutam outras proteinas ou realizam
as modificacdoes como MBDmEthyl-CpG binding domains prote)ndHDACs fistone
deacetylasgsDNMTs (DNA methyltransferagedentre outras (BIRD 1986; CEDAR, 1988;
GRUNAU et al., 2000; JAENISCH; BIRD, 2003). Land@Er et al. (2004) demonstraram a
existéncia de promotores com diferentes tipos dpil@e€do e mostraram que existem
promotores semelhantes aos dos gdmesekeepingsem metilacdo, com modificacdes de
histonas que permitem a transcricAo mas que possui@a expressdo especifica em
determinadas células e tecidos. Grunau et al. (2@@fstraram em seus resultados que
regides com ilhas CpG pouco metiladas podem seidasas como regidbes promotoras,
sinalizadoras para atividade regulatéria, indepeteddo estado de atividade dessas regides.
Deaton e Bird (2011) sugerem que reguladoresatesdricdo especificos sdo responsaveis
pelo inicio da ativacdo ou repressdo de determggeaes, recrutando outras modificacdes
epigenéticas, juntamente com as ilhas CpG.

Muitos sé8o 0s processos que 0 sistema da calpsi@anserido como, por exemplo,
funcdes esséncias para a ceélula, progressdo aoaghilar, transducdo de sinais, apoptose
quanto, o amaciamento da carne e até em diversascalyy como Mal de Alzheimer.
(TAKANO et al., 2000; GOLL et al., 2003). As pratas que participam desse sistema H-
calpaina, m-calpaina e calpastatina possuem umdegmnaportancia e o entendimento de sua
regulacéo é necessario, pois, sdo amplamentebdistais em diversas células.

Assim, este trabalho procura contribuir um poucdgsnacompreensao desse sistema
ao evidenciar expressao especifica de tecido, iesti@ddesenvolvimento e gendtipo para o
gene CASTbovino e que esses eventos ndo dependem do estadwtdacdo da regido

promotora.
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8. Conclusao

Pode-se concluir que:

Existe expressao génica especifica de tecidag emisculo, figado e pele de fetos; de
estadio de desenvolvimento entre musculo fetal erdesais adultos; e de gendtipo para
musculos de fetos homozigotos GG em comparacadesobhgotos, musculo de animais
adultos GG em comparacédo a heterozigotos e figadmithais adultos GG e AA também em
comparacao a heterozigotos.

A llha CpG encontrada na regido promotora do g@A8Tencontra-se hipometilada
em musculo e figado fetais e musculo adulto.

Os niveis de expressdo génica e a expressao rdif@reentre tecidos estadio de
desenvolvimento e gendtipos ndo séo regulados ptilagéo do DNA no promotor do gene
CAST



71

9. Referéncias Bibliograficas

ALBERTS, B. et alMolecular biology of the cell 3. ed. New York: Garland Publishing,
1994. 451 p.

ANDERSEN, C. L.; JENSEN, J. L.; ORNTOFT, T. F. Na&imation of real-time quantitative
reverse transcription-PCR data: a model-basednagiastimation approach to identify genes
suited for normalization, applied to bladder antboaancer data setS8ancer Researchv.

64, p. 5245-5250, 2004.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS B CARNE -
ABIEC. Exportacdo mundial de carne bovina 2011Disponivel em:
<http://www.abiec.com.br/download/stat_mercadomahpidf >. Acesso em: 13 abr. 2013.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS D CARNE -
ABIEC. Perfil Carne Bovina Brasileira 2012 Disponivel em:
<http://www.abiec.com.br/img/Upl/Abiec-Profile_20BD0.jpg>. Acesso em: 13 abr. 2013.
ATTAR, N. The allure of the epigenom@enome Biology v. 13, p. 419, 2012.

AZHIKINA, T. L.; SVERDLOV, E. D. Study of tissue-ggific CpG methylation of DNA in
extended genomic lodBiochemistry (Moscow) v. 70, n. 5, p. 596-603, 2005.

BARENDSE W. JDNA Markers for Meat Tenderness International patent application
PCT/AU02/00122. International patent publication \W2J064820 A1, 2002.

BARTOLI, M.; RICHARD, I. Calpains in muscle wastinghe International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, v. 37, p. 2115-2133, 2005.

BENSON, D. A.; et al. GenBankucleic Acids Researchv. 33, p, D34-D38, 2005

BIQANALYZER. Bisulfite sequencing simplified Disponivel em: &ttp://big-
analyzer.bioinf.mpi-inf.mpg.de/>. Acesso em: 22 &x13.

BIRD, A. P. CpG-rich islands and the function of Rhethylation.Nature, v.321, n. 6067,
p. 209-213, 1986

BISHOP, M. D.; et al. Rapid communication: restantfragment length polymorphisms in
the bovine calpastatin gerlaurnal of Animal Science v. 71, p. 2277, 1993.

BLAST. Assembled RefSeq GenomeBisponivel em <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/>.
Acesso em: 15 abr. 2013.

BOCK, C.; et al. BiQ Analyzer: visualization andadjty control for DNA methylation data
from bisulfate sequencingBioinformatics, v. 21, n. 21, p. 4067-4068, 2005.

BOEHM, M. L. et al. Changes in the calpains angasdatin during postmortem storage of
bovine muscleJournal of Animal Science v. 76, p. 2415-2434, 1998.



12

BRADBURY, J. Human epigenome project — up and ragri*LoS Biology,v. 1, n. 3, p.
316-319, 2003.

BRASIL. Ministério da Agicultura, Pecuaria e Abasteento — MAPABovinos e
bubalinos. Disponivel em:<http://www.agricultura.gov.br/animal/especies/bmgre-
bubalinos. Acesso em: 01 de abr. 2013.

CASAS, E. et al Quantitative trait loci affectingpgith and carcass composition of cattle
segregating alternate forms of myostafiournal of Animal Science v. 78, n. 3, p. 560-569,
2000.

CASAS, E. et al. Assessment of single nucleotidgmorphisms in genes residing on
chromosomes 14 and 29 for association with carmasgposition traits in Bos indicus cattle.
Journal of Animal Science v.83, p. 13-19, 2005.

CASAS, E. et al. Effects afalpastatinandu-calpain markers in beef cattle on tenderness
traits.Journal of Animal Science v. 84, p. 520-525, 2006.

CEDAR, H. DNA methylation and gene activiell, v. 53, p. 3-4, 1988.

CHUNG, H. Y.; DAVIS, M. E.; HINES, H. C. Genetic nants detected by PCR-RFLP in
intron 6 of the bovine calpastatin geA&imal Genetics v. 32, p. 53, 2001.

CLARK, S. J. et al. High sensitivity mapping of mgated cytosinesNucleic Acids
Researchv. 22, n. 15, p. 2990-2997, 1994.

CLOP, A. et al. A mutation creating a potentiatgitimate microRNA target site in the
myostatin gene affects muscularity in shedature Genetics v. 38, p. 813-818, 2006.

CONG M. et al. The bovine calpastatin gene promater a new n-terminal region of the
protein are targets for a cCAMP-dependent protanase activityThe Journal of Biological
Chemistry, v. 273, n. 1, p. 660-666, 1998.

CpG Island Searche€pG Island Searcher Disponivel em: sttp://cpgislands.usc.edu/>.
Acesso em: 20 jun. 2013.

CURI, R. A. et al. Effect of single nucleotide paigrphisms of CAPN1 and CAST genes on
meat traits in Nellore beef cattlBds indicu¥ and in their crosses wiBos TaurusAnimal
Genetics v. 40, p. 456-462, 20009.

CURI, R. A. et al. Assesment &H1,CAPN1 CASTpolimorphisms as markers of carcass
and meat traits iBos indicusand Bos Taurus-Bos indicusoss beef cattldMeat Science
v.86, p. 915-920, 2010

DARGELQOS, E. et al. calcium-dependent proteolyyistem and muscle dysfunctions: a
possible role of calpains in sarcoper@chimie, v. 90, p. 359-368, 2008.

DAVIS, G. P. etal. QTL for meat tenderness inkhdongissimus lumborum of cattle.
Animal Genetics v. 39, n. 1, p. 40-45, 2008.



73

DEATON, A. M.; BIRD, A. CpG islands and the regudat of transcriptionGenes &
development v. 25, p. 1010-1022, 2011

DEBELJAK, M. et al. Allelic differences in bovineakpa-CN gene which may regulate gene
expressionPfligers Archiv-European Journal of Physiology, v. 439, p. R4-R6, 2000.

DION, M. F. et al. Genomic characterization reveatmple histone H4 acetylation code.
PNAS, v. 102, n. 15, p. 5501-5506, 2005.

DOLINQY, D. C. et al. Epigenetic gene regulatianking early developmental environment
to adult diseasdreproductive Toxicology, v. 23, p. 297-307, 2007.

EGGER, G. et al. Epigenetics in human disease evgppcts for epigenetic therapNature,
v. 429, p. 457-463, 2004.

EMBOSSCpGPIot. Disponivel em: <http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplofcesso em: 14
abr. 2013

ENRIGHT, B. P. et al. Epigenetic characteristicboVine donor cells for nuclear transfer:
levels of histone acetylatioBiology of Reproduction v. 69, p. 1525-1530, 2003.

ENSEMBL Ensembl Genome BrowserDisponivel em : < http://www.ensembl.org>.
Acesso em: 21 abr. 2013.

ERNST, J. et al. Mapping and analysis of chromstite dynamics in nine human cell types.
Nature, v.473, 43-51, 2011.

FAZZARI, M.; GREALLY, J. M. Epigenomics: beyond Cp§lands Nature Reviews
Genetics,v. 5, p. 446-455, 2004

FEIL, R.; BERGER, F. Convergent evolution of genomprinting in plants and mammals.
Trends in Genetics v. 23, p. 192-199, 2007.

FERNANDEZ-FERNANDEZ, A.; ESTELLER, MDNA methylation analysis by bisulfite
sequencing 2007. Disponivel em:
<http://www.epigenesys.eu/images/stories/protopdfé20111026124212 p34.pdf>. Acesso
em: 27 jun. 2013.

FLICEK, P. et al. Ensembl 201Rucleic Acids Researchv. 41, p. D48-D55, 2012.
FOLCH, J. M. et al. Differential expression of bogibeta-lactoglobulin A and B promoter
variants in transiently transfected HC11 cellsurnal of Dairy Research v. 66, p. 537-544,
1999.

FRAGA M. F.; ESTELLER M. DNA methylation: a profilef methods and applications.
Biotechniques v. 33, p. 632-649, 2002.

FROMMER, M. et al. A genomic sequencing protocalttyields a positive display of 5-
methylcytosine residues in individual DNA stranB8IAS, v. 89, p. 1827- 1831, 1992.



74

FUTSCHER, B. W. et al. Role for DNA methylationthre control of cell type-specific
maspin expressiomNature Genetics v. 31, n. 2, p. 175-179, 2002

GAGNON, J. F. et al. Quantitative DNA methylatiomadysis of laser captures
microdissected formalin-fixed and paraffin-embedtssuesExperimental and Molecular
Pathology, v. 88, n. 1, p. 184-189, 2010.

GAMA-SOSA, M. A. et al. Tissue-specific differenaasDNA methylation in varius
mammalsBiochimica et Biophysica Actav. 740, p. 212-219, 1983

GANDOLFI, G. et al. Investigatio o08AST CAPNl1andCAPN3porcine gene
polymorphisms and expression in relation to posttem calpain activity in muscle and meat
quality. Meat Sciencev. 88, p. 694-700, 2011.

GARDINER-GARDEN M.; FROMMER M. CpG islands in vebimate genomeslournal of
Molecular Biology, v. 196, p. 261-282, 1987.

GEESINK, G. H.; KOOHMARAIE, M. Effect of calpastaton degradation of myofibrillar
proteins by mu-calpain under postmortem conditidoarnal of Animal Science v. 77, p.
2685-2692, 1999.

GEESINK, G. H. et al. p-Calpain is essential fostpoortem proteolysis of muscle proteins.
Journal of Animal Science v. 84, p. 2834-2840, 2006.

GENBANK. Genbank.Disponivel em: < http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/genk#&n Acesso
em: 22 abr. 2013.

GOLL, D. E. et al. Role of the calpain system inseia growthBiochimie, v. 74, p. 225-237,
1992.

GOLL, D. E. et al. The calpain systeRhysiological. Reviews.v. 83, p. 731-801, 2003.

GREGORY, R. I. et al. DNA methylation is linkeddeacetylation of histone H3, but not H4,
on the imprinted genednrpnandU2afl-rs1 Molecular and Cellular Biology, v. 21, p.
5426-5436, 2001.

GRUNAU, C.; HINDERMANN, W.; ROSENTHAL, A. Large-stamethylation analysis of
human genomic DNA reveals tissue-specific diffeemnloetween the methylation profiles of
genes and pseudogenEsiman Molecular Genetics v. 9, n. 18, p. 2651-2663, 2000.

HARING, M. et al. Chromatin immunoprecipitation:topization, quantitative analysis and
data normalizatiorPlant Methods, v. 3, p.11, 2007.

HAYATSU, H. Discovery of bisulfate-mediated cytosinonversion to uracil, the key
reaction for DNA methylation analysis — a persamountProceedings of the Japan
Academy, Series B, v. 84, n. 8, p. 321-330, 2008a.

HAYATSU, H. The bisulfate genomic sequencing usethe analysis of epigenetic states, a
technigue in the emerging environmental genotorgplresearchviutation Research v.
659, p. 77-82, 2008b.



75

HUANG, J.; FORSBERG, N. E. Role of calpain in skalenuscle protein degradation.
PNAS, v. 95, p. 12100-12105, 1998.

ILIAN, M. A.; GILMOUR, R. S.; BICKERSTAFFE, R. Quaification of ovine and bovine
calpain I, calpain Il, and calpastatin mMRNA bypamuclease protection assdgurnal of
Animal Science v. 77, p. 853-864, 1999.

ILIAN, M. A. et al. Intermuscular variation in teathess: association with the ubiquitous and
muscle-specific calpaindournal of Animal Science v. 79, p. 122-132, 2001.

ILLINGWORTH, R. S.; BIRD A.P. CpG islands — ‘a rduguide’ FEBS Letters, v. 583, p.
1713-1720, 2009.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA BGE. Indicadores

IBGE 2011. Producéo Pecuaria. Producdo da PecuarMunicipal 2011. Disponivel em:
<ftp://ftp.ibge.gov.br/Producao_Pecuaria/Producao Récuaria_Municipal/2011/ppm2011.p
df >. Acesso em: 01 abr. 2013.

JAENISCH, R. DNA methylation and imprinting: whyther?Trends in Genetics v. 13, p.
323-329, 1997.

JAENISCH, R.; BIRD, A. Epigenetic regulation of geexpression: how the genome
integrates intrinsic and environmental signBlature Genetics Supplementv. 33, p. 245-
254, 2003.

JUSZCZUK-KUBIAK, E. et al. Identification of the mepolymorphisms in the promoter
region of the CAST gene in cattideat Sciencev. 82, p. 278-293, 20009.

KEMP, C. M. et al. Tenderness — An enzymatic viMgat Sciencev. 84, p. 248-256, 2010.

KENDREW, J.The encyclopedia of molecular biologyOxford: Blackwell Science, 1994.
p. 790-794.

KENT, M. P.; SPENCER, M. J.; KOOHMARAIE, M. Postntem proteolysis is reduced in
transgenic mice overexpressing calpastdtuoirnal of Animal Science v. 82, p. 794-801,
2004.

KHATIB, H. Is it genomic imprinting or preferentiakpressionBioessaysv. 29, p. 1022-
1028, 2007.

KILLEFER, J.; KOOHMARAIE, M. Bovine skeletal musctalpastatin: cloning, sequence
analysis, and steady-state mRNA expressloarnal of Animal Science v. 72, p. 606-614,
1994.

KIM, T.; PARK, P. J. Advances in analysis of tramgttonal regulatory network&Viley
Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Mediine, v. 3, n. 1, p. 21-35, 2011.

KOOHMARAIE, M. et al. Postmortem proteolysis in fgasimus muscle from beef, lamb
and pork carcassedournal of Animal Science v. 69, p. 617-624, 1991.



76

KOOHMARAIE, M. Muscle Proteinases and meat agivgat Sciencev. 36, p. 93-104,
1994.

KOOHMARAIE, M. Biochemical factors regulating theughening and tenderization
processes of med¥leat Sciencev. 43, p. 193-201, 1996.

KOOHMARAIE, M; GEESINK, G. H. Contribution of postontem muscle biochemistry to
the delivery of consistent meat quality with partar focus on the calpain systelteat
Sciencev. 74, p. 34-43, 2006.

KREMENSKOY, M. et al. Epigenetic characterizatidrtloe CpG islands of bovineeptin
andPOU5F1genes in cloned bovine fetus@surnal of Reproduction and Development
v. 52, p. 277-285, 2006.

LANDE-DINER, L. et al. Gene repression paradigmammmal cellsCold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biologyv. 69, p. 131-138, 2004.

LANDE-DINER, L; CEDAR, H. Silence of the genes —chanisms of long-term repression.
Nature Reviews Geneticsv. 6, n. 8, p. 648-654, 2005

LANDE-DINER, L. et al. Role of DNA methylation intable gene repressionhe Journal
of Biological Chemistry, v. 282, p. 12194-12200, 2007.

LI, E.; BEARD C.; JAENISCH R. Role for DNA methylah in genomic imprintingNature,
v. 366, p. 362-365, 1993

LEVENSON, V. V. DNA methylation as a universal biarker.Expert Review of
Molecular Diagnostics v. 10, n. 4, p. 481-488, 2010.

LI, Y. et al. DAPK1variants are associated with Alzheimer’s diseaskadlele-specific
expressionHuman Molecular Genetics v. 15, p. 2560-2568, 2006.

LI'Y.; TOLLEFSBOL O. DNA methylation detection: hilite sequencing analysis.
Methods in Molecular Biology, v. 791, p. 11-21, 2011.

LIEB, J. D. et al. Applying whole genome studiespigenetic regulation to study human
diseaseCytogenetic and Genome Resear¢h. 114, p. 1-15, 2006.

LIMAYE, P. B. et al. Upregulation of calpastatinnegenerating and developing rat liver:
role in resistance against hepatotoxidigpatology, v. 44, n. 2, 379-388, 2006.

LINDHOLM-PERRY, A. K. et al. Relationships amondstatin single nucleotide
polymorphismsgalpastatinexpression and tenderness on pork longissidisnal
Genetics v. 40, p. 713-721, 2009.

LIU, Z. et al. Comparative analysis on mRNA exprm@sdevel and methylation status of
DAZL gene between cattle-yaks and their parérignal Reproduction Sciencev. 126, p.
258-264, 2011.

LO, H. S. et al. Allelic variation in gene expressis common in the human genome.
Genome Researchv. 13, p. 1855-1862, 2003.



77

MAUNAKEA, A. K. et al. Conserved role of intragenNA methylation in regulating
alternative promoterdNature, 466, p. 253-260, 2010.

MEYERS, S. N.; BEEVER, J. E. Investigating the genkasis of pork tenderness: genomic
analysis of porcine CASTRnimal Genetics v. 39, p. 531-543, 2008.

MORRIS, C. A. et al. Genotypic effects @dlpain 1 andcalpastatinon the tenderness of
cooked M. longissimus dorsi steaks from Jerseymduisin, Angus and Hereford-cross cattle.
Animal Genetics v. 37, p. 411-414, 2006.

MOUNT, D. W. Using basic local alignment searchl{@1L.AST). Cold Spring Harbor
Protocols, 2007.

MUROYA, S. et al. Differences in mRNA expressioncafpains, calpastatin isoforms and
calpain/calpastain ratios among bovine skeletalalessAnimal Science Journal v. 83, p.
252-259, 2012.

NAKAYA, Y. et al. The characterization of DNA metlayion-mediated regulation of bovine
placental lactogen and bovine prolactin-relatedginel genesBMC Molcecular Biology, v.
10, p. 19, 20009.

NATT, D. et al. Heritable genome-wide variationgaine expression and promoter
methylation between wild and domesticated chickBMC Genomics v. 13, p. 59, 2012.

NETPRIMER Free Primer Analysis Software Disponivel em:
<http://'www.premierbiosoft.com/netprimer/>. Acessa: 17 abr. 2013.

OLIGOANALYZER. Oligoanalyzer.Disponivel em:
<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Olignalyzer/>. Acesso em: 17 abr. 2013.

PAGE, B. T. et al. Evaluation of single-nucleotpi@ymorphisms irCAPN1for association
with meat tenderness in cattlmurnal of Animal Science v. 80, p. 3077-3085, 2002.

PARK, P. J. ChIP-seq: advantages and challengasraturing technolog\ature Reviews
Genetics v.10, p. 669-680, 2009.

PARR, T. et al. Effects of epinephrine infusionexpression of calpastatin in porcine cardiac
and skeletal musclérchives of Biochemistry and Biophysicsv. 374, n. 2, p. 299-305,
2000.

PARR, T. et al. Expression of calpastatin isoformsiuscle and functionality of multiple
calpastatin promoterarchives of Biochemistry and Biophysicsv. 427, p. 8-15, 2004.

PATTERSON, K. et al. DNA methylation: bisulphite dification and analysislournal of
Visualized Experiments v. 56, e3170, 2011

PFAFFL M.W. A new mathematical model for relativeaqtification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Researchv. 29, n. 9, p. 2002-2007, 2001.



78

PFAFFL, M. W.; HORGAN G. W.; DEMPFLE L. Relative pression software tool (REST)
for group-wise comparison and statistical analgéielative expression results in real-time
PCR.Nucleic Acids Research.v. 30, p. €36, 2002.

PFAFFL, M. W. et al. Determination of stabel housghing genes, differentially regulated
target genes and sample integrity: BestKeeper elebased tool using pair-wise correlations.
Biotechnology Letters v.26, n.6, p. 509-515, 2004.

PRIMER3PLUS Primer3Plus. Disponivel em: <http://primer3plus.com/cgi-
bin/dev/primer3plus.cgi>. Acesso em: 22 de abr.3201

PRIMERBLAST: finding primers specific to you PCR template. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/Acesso em: 15 abr. 2013.

RAYNAUD P. et al. Four promoters direct expressidmhe calpastatin genArchives of
Biochemistry and Biophysicsv. 437, p. 69-77, 2005a

RAYNAUD P. et al. Correlation between bovine catptia mRNA transcripts and protein
isoforms.Archives of Biochemistry and Biophysicsv. 440, p. 45-53, 2005b.

REFFINDER. Reffinder. Disponivel em: <http://www.leonxie.com/referenceggp>.
Acesso em: 15 abr. 2013.

REIK, W.; DEAN, W. DNA methylation and mammalianiggnetics Eletrophoresis v. 22,
p. 2838-2843, 2001

REIK, W. Stability and flexibility of epigenetic ge regulation in mammalian development.
Nature, v. 447, p. 425-432, 2007.

RIETSCHOTEN, J. G. I. van et al. Differentially rhglated alleles in a distinct region of the
human interleukin-d promoter are associated with allele-specific esgimn of IL-J in
CD4' T cells.Blood, v. 108, p. 2143-2149, 2006.

ROBERTSON, K. D.; JONES, P. A. DNA methylation: pasesent and future directions.
Carcinogenesisv. 21, n. 3, p. 461-467, 2000.

ROBINSON, T.L.; SUTHERLAND I.A.; SUTHERLAND J. Vdliation of candidate bovine
reference genes for use with real-time PE€&erinary Immunology and
Immunopathology, v. 115, p. 160-165, 2007.

ROGERS, S. L. et al. A role for DNA hypomethylatiand histone acetylation in maintaining
allele-specific expression of mouse NKG2A in depatg and mature NK cell§he Journal
of Immunology, v. 177, p. 414-421, 2006.

ROTHENBURG, S. et al. DNA methylation contributegissue- and allele-specific
expression of the T-cell differentiation marker RTrimunogenetics v. 52, p. 231-241,
2001.

RUIJTER J.M. et al. Amplification efficiency: linkg baseline and bias in the analysis of
quantitative PCR dat&lucleic Acid Researchv. 37, n. 6, e45, 2009.



79

SATO, T. et al. Multiple mechanisms are involvedpoptotic cell death in the mouse uterus
and vagina after ovariectonReproductive Toxicology, v. 17, n. 3, p. 289-297, 2003

SAXONOQV, S.; BERG, P.; BRUTLAG, D. L. A genome-widealysis of CpG dinucleotides
in the human genome distinguishes two distinctsela®f promoter$2NAS, v. 103, n. 5, p.
1412-1417, 2006

SCHAEFER, M. et al. RNA cytosine methylation anaysy bisulfate sequencinucleic
Acids Researchv. 37, n. 2, p. 1-10, 2008.

SCHENKEL, F. S. et al. Association of a single matide polymorphism in the calpastatin
gene with carcass and meat quality traits of battfecJournal of Animal Science v. 84, p.
291-299, 2006.

SEGA, M. F. et al. Pronuclear stage porcine embdgosot possess a strict asymmetric
distribution of lysine 9 dimethylation of histone8Hased solely on parental origin.
Molecular Reproduction and Developmentv. 74, p. 2-7, 2007.

SENSKY, P. L. et al. Effect of anabolic agents atpastatin promoters in porcine skeletal
muscle and their responsiveness to cyclic adenosor®phosphate-and calcium-related
stimuli. Journal of Animal Science v. 84, p. 2973-2982, 2006

SHACKELFORD, S. D. et al. An evaluation of tendexmef the longissimus muscle of
Angus by Hereford versus Brahman crossbred heiletgnal of Animal Science v. 69, p.
171-177, 1991.

SHIN, J. H. et al. Genome-wide ChlIP-seq mappingaradysis reveal butyrate-induced
acetylation of H3K9 and H3K27 correlated with tremgtion activity in bovine cells.
Functional & Integrative Genomics, v. 12, p. 119-130, 2012.

SILVER, N. et al. Selection of housekeeping gemegéne expression studies in human
reticulocytes using real-time PCBMC Molecular Biology, v. 7, p. 33, 2006.

SMITH, Z. D. et al. High-throughput bisulfate seqamgg in mammalian genomes.
Methods,, v. 48, n. 3, p. 226-232, 2009.

SOLOMON, M. J.; LARSEN, P. L.; VARSHAVSKY, A. Mappg protein — DNA
interactions in vivo with formaldehyde: evidencatthistone H4 is retained on a highly
transcribed gen&€ell, v. 53, p. 937-947, 1988.

SUNAHORI, K. et al. Promoter hypomethylation resuit increased expression of protein
phosphatase 2A in T cells from patients with systdapus erythematosu$he Journal of
Immunology, v. 186, n. 7, p. 4508-4517, 2011.

SVOBODA, P. Bisulfite sequencing of very small sample007. Disponivel em:
<http://www.epigenesys.eu/index.php/en/protcols/iamhylation/172-bisulfite-sequencing-
of-very-small-samples>. Acesso em: 01 jul. 2013.



80

TAKAI D.; JONES P.A. Comprehensive analysis of Gpfands in human chromosomes 21
and 22 PNAS, v. 99, n. 6, p. 3740-3745, 2002.

TAKAI, D.; JONES, P. A. The CpG island searchenesv WWW resourcen Silico
Biology., v. 3, n. 3, p. 235-240, 2003.

TAKANO, J. et al. Four types of calpastatin is@fsrwith distinct amino-terminal sequences
are specified by alternative first exons and déferally expressed in mouse tussudse
Journal of Biochemistry, v. 128, p. 83-92, 2000.

TALASZ, H. et al. Histone H4 — lysine 20 monomettidn is increased in promoter and
coding regions of active genes and correlates lygeracetylationThe Journal of
Biological Chemistry, v. 280, n. 46, p. 38814-38822, 2005.

TAO, H.; COX D. R.; FRAZER K. A. Allele-specifiKRT1expression is a complex trait.
PL0oS Geneticsv. 2, p. 93, 2006.

TIDBALL, J. G.; SPENCER, M. J.Expression of a caligdin transgene slows muscle
wasting and obviates changes in myosin isoformesgyon during murine muscle disuse.
Journal of Physiology, v. 545, n. 3, p. 819-828, 2002.

TIERLING, S.; REITHER, S.; WALT, JBisulfite sequencing of small DNA/cell samples
2007. Disponivel em: <http://www.epigenesys.eufiaplep/en/protcols/dna-methylation/174-
bisulfite-sequencing-of-small-dnacell-samples>. gsteem: 27 jun.2013.

TOST, J. DNA methylation: an introduction to thelbgy and the disease-associated changes
of a promising biomarkeMolecular Biotechnology,v. 44, p. 71-81, 2010.

UNTERGASSER, A. et al. Primer3Plus, an enhancedintebface to PrimerNucleic
Acids Researchv. 35, p. W71-W74, 2007

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization eéFtime quantitative RT-PCR data
by geometric averaging of multiple internal confgehesGenome Biology v. 3, p.
research0034.1-0034.11, 2002.

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization eéFtime quantitative RT-PCR data
by geometric averaging of multiple internal conggehesGenome Biology v. 3, n. 7,
0034.1, 2002.

VAVOURI, T. ; LEHNER, B. Human genes with CpG isthpromoters have a distinct
transcription-associated chromatin organizat®enome Biologyv. 13, p. R110, 2012.

WANG, D. et al. DNA hypomethylation of the COX-2rgepromoter is associated with up-
regulation of its MRNA expression in eutopic endtmen of endometriosisEuropean
Journal of Medical Researchv. 17, p. 12, 2012.

WATSON, J. D.; et alRecombinant DNA 2. ed. New York: Scientific American Books,
1992. p. 267-272.



81

WHEELER, T. L.; KOOHMARAIE, M. Effects of beta-adrergic agonist L644,969 on
muscle protein turnover, endogenous proteinaseitesi, and meta tenderness in steers.
Journal of Animal Science v. 70, p. 3035-3043, 1992

WHITE, S. N. et al. A new single nucleotide polymloism in CAPN1 extends the current
tenderness marker test to include cattle of Bogusg Bos taurus, and crossbred descent.
Journal of Animal Science v. 83, p. 2001-2008, 2005.

WU, X. L. et al. Evaluation of candidate gene ef§dor beef backfat via Bayesian model
selectionGenetica v. 125, p. 103-113, 2005.

YAN, H. et al. Allelic variation in human gene ergsion.Sciencev. 297, p. 1143, 2002.

YANG, C. et al. Analysis of DNA methylation in vaus swine tissue®loS ONE, v. 6, n. 1,
p. €16229, 2011

YE, J. et al. Primer-BLAST: a tool to design targpecific primers for polymerase chain
reactionsBMC Bioinformatics, v. 13, p. 134, 2012.

YOUNG, L. E.; FAIRBURN, H. R. Improving the safety embryo technologies: possible
role of genomic imprintingTheriogenology; v. 53, p. 627-648, 2000.

ZHAO, C. et al. miRNA-dysregulation associated vighderness variation induced by acute

stress in Angus cattldournal of Animal Science and Biotechnologyv. 3,p.12, 2012.

ZHENG, Y. C. et al. Expression profiles of myostedaind calpastatin genes and nalysis of
shear force and intramuscular fat content oflpaljissimuanuscle Czech Journal of
Animal Science v. 56, n. 12, p. 544-550, 2011.

ZILBERMAN, D.; HENIKOFF, S. Genome-wide analysisDNA methylation
patterndDevelopments v.132, p. 3959-3965, 2007.



