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RESUMO

A enzima diacilglicerol aciltransferase-1(DGAT-1) exerce um papel chave durante a
biossintese de gordura no leite. Neste estudo foram selecionadas sequéncias de
aminoacidos da proteina DGAT-1 a partir de banco de dados de proteinas Swiss-
Prot, das seguintes espécies Bubalus bubalis (tr|Q0ZR39|Q0ZR39, 489), Bos indicus
(tr]AGYP72|A6YP72, 425), Ovis aries (tr|ABVIM4|A8VIM4, 489), Capra hircus
(tr]A2T092|A2T092, 382), Bos taurus (sequéncia ndo polimérfica e polimérfica para o
polimorfismo K232A) (sp|Q8MK44|1, 489). Tais sequéncias foram empregadas para
inferir relacdes filogenéticas em diferentes espécies de ruminantes, bem como para
predizer caracteristicas bioquimicas entre as sequéncias nao-polimérfica e
polimorfica para o polimorfismo K232A de DGAT-1 em bovino Bos taurus. Mdltiplos
alinhamentos a partir das sequéncias selecionadas foram realizados para identificar
o grau de identidade desta enzima a partir dos programas Multialin e Swiss-Prot.
Para inferéncia filogenética e avaliacdo da distancia evolutiva entre as espécies
construiu-se uma arvore evolutiva através do programa MEGA 6.0 utilizando o
método Neighbor-Joining (NJ). A predicdo dos parametros bioquimicos, da estrutura
secundaria e das desordens da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A
foram realizados através de ferramentas dos programas ProtParam, CFSSP Chou e
Fasman e DiISEMBL, respectivamente. O alinhamento realizado entre as sequéncias
das espécies de ruminantes revelou identidade de 77,50% com valor de E de 0.003.
O agrupamento evolutivo entre as espécies revelou a presenca de varios sub-ramos
agrupados em um Unico ramo principal. A caracteriza¢do bioquimica da proteina
DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A em bovinos Bos taurus demonstrou uma
alta estimativa de meia vida para ambas as sequéncias. Entretanto, a presenca de
um espiral na estrutura secundaria e de uma desordem no critério Hot-Loops foi
observada exclusivamente na proteina DGAT-1 nao polimérfica. Os resultados
revelaram elevado grau de conservacdo e estreita proximidade evolutiva entre
diferentes espécies de ruminantes, bem como alteragbes na estrutura secundaria e
na predicdo de desordens da DGAT-1 sem o polimorfismo K232A, o que poderia
estar comprometendo a acdo enzimatica e afetando o metabolismo biolégico nos
animais que nao apresentam tal polimorfismo.

Palavras — chave: Bioinformatica. Evolucdo. Polimorfismo. Proteina DGAT-1.
Ruminantes.



ABSTRACT

The enzyme acyltransferase-1 diacylglycerol (DGAT-1) plays a key role during fat
biosynthesis in milk. Amino acid sequences of the DGAT-1 protein were selected
from protein database Swiss-Prot, such as: species Bubalus bubalis (tr | Q0ZR39 |
QO0ZR39, 489), Bos indicus (tr | A6YP72 | A6YP72, 425), Ovis aries (tr | ABVIM4 |
A8VJIM4, 489), Capra hircus (tr | A2T092 | A2T092, 382), Bos taurus (non
polymorphic sequence for the K232A polymorphism, sp | Q8MK44 |. 1, 489). Such
sequences were employed for inferring phylogenetic relationships among different
species of ruminants as well as for predicting biochemical characteristics between
the sequences K232A non-polymorphic and polymorphism DGAT-1 in cattle Bos
taurus. Multiple alignments from the selected sequences were performed to identify
the degree of identity this enzyme from Multialin and Swiss-Prot programs. For
phylogenetic inference and evaluation of the evolutionary distance between species,
an evolutionary tree was constructed using MEGA 6.0 program using the Neighbor-
Joining method (NJ). The prediction of biochemical parameters, the secondary
structure and disorders of the protein DGAT-1 with and without polymorphism K232A
were performed using tools of ProtParam, CFSSP Chou and Fasman and DisEMBL
programs, respectively. Multiple alignments of the sequences of ruminant species
showed a 77.50% identity and E value of 0.003. The evolutionary grouping of the
species revealed the presence of several sub-branches grouped in an one main
branch. Biochemical characterization of the 1 non-polymorphic and polymorphic
DGAT- from K232A mutation in cattle showed a high estimated half-life for both
sequences. Moreover, the presence of a spiral on the secondary structure and a
disorder in the hot-loops criterion were observed exclusively in the non--polymorphic
DGAT-1 protein. These results revealed a high degree of conservation and close
evolutionary proximity between different species of ruminants, as well as changes in
secondary structure and predicting disorders in the non-polymorphic DGAT-1, which
could be compromising the enzymatic action and affecting the biological metabolism
in animals that do not exhibit this polymorphism.

Key - words: Bioinformatics. Evolution. Polymorphism. DGAT-1 protein. Ruminants.
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1 INTRODUCAO

A producdo de ruminantes é destaque no cenario do agronegocio brasileiro,
sendo uma importante atividade econémica e social. A populacdo de ruminantes &
vista como uma boa possibilidade de atividade rentavel para a regido semiarida
brasileira, destacando-se como uma melhoria para a pecuaria do Nordeste
(ROBERTO, 2011).

O segmento génico diacilglicerol-aciltransferase-1 (dgat-1) caracteriza-se
como um potencial gene candidato para a sintese de gordura no leite. E codificante
da enzima microssomal diacilglicerol-aciltransferase-1 (DGAT-1), sendo esta
constituida por 489 residuos de aminoéacidos, expressando-se em muitos tecidos,
como o tecido epitelial, adiposo, glandulas mamarias e intestino, sendo estes o0s
locais de maior expressdo dessa proteina (CASES et al, 1998;
MILLAR;SMITH;KUNST, 2002). Em razdo de sua funcéo fisioldgica, este gene tem
despertado grande interesse para o melhoramento de rebanhos leiteiros, sendo
necessaria a realizacdo de constantes estudos para elucidar sua estrutura e
manifestacdo da expressao dessa proteina nas espécies leiteiras.

Um estudo detalhado deste gene associado a caracteristicas de interesse
econdmico tem sido potencialmente incrementado gracas ao advento da biologia
molecular, permitindo grandes avancos em programas de melhoramento genético.
Nesse contexto, a Bioinformatica, uma importante sub-area da biologia molecular,
tem permitido obter informacdes detalhada de biomoléculas através de analises
computacionais. A aplicacdo desta tecnologia vem proporcionando um melhor
entendimento e desenvolvimento de estudos biomoleculares, gerando relevantes
informagbes de qualidade, com grande preciséo e em reduzido tempo sobre
biomoléculas de interesse.

Os marcadores moleculares sé@o regides no DNA em que se encontram
polimorfismos, e estdo fisicamente ligados a locos que determinam caracteristicas
de interesse, estando associados as caracteristicas quantitativas e qualitativas de
interesse econdmico (MARIN et al., 2005). O estudo de polimorfismos responsaveis
por manifestacbes de caracteristicas importantes, dentre elas a detec¢cdo de animais
diferenciados quanto a producdo de leite, assegura avangos em programas de

melhoramento genético animal. Os polimorfismos séo alteracfes no genoma dando
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uma ou mais formas a molécula, podendo essas alteracdes trazerem beneficios para
as espeécies (MAKI, 2002). Polimorfismos detectados nas sequéncias génicas que
codificam a proteina DGAT-1 foram reconhecidos por apresentarem grandes efeitos
sobre a composicao da gordura no leite (GRISARD et al., 2004).

O polimorfismo de uma Unica base (SNP) compreende alteragfes pontuais na
sequéncia do DNA, capazes de modificar apenas uma base nitrogenada, sendo este
o tipo mais encontrado de mutacdo na maioria das espécies e seu efeito pode estar
relacionado a melhorias na produtividade. Os SNPs compreendem a substituicéo de
um nucleotideo por outro e para que a variacdo seja considerada um SNP, é
necessario que o alelo menos frequente apresente frequéncia igual ou superior a 1%
na populacdo em estudo (BOREM; CAIXETA, 2006). Estudos realizados por Grisart
et al. (2002) diagnosticaram mutacdes na posicdo 232, sendo tal alteracéo
responsavel pela substituicdo dos aminoacidos lisina (K) / alanina (A) e altamente
desejada devido a seu efeito significativo na producdo e composicao do leite. De
acordo com Lacorte et al. (2006), a substituicdo ndo conservadora de lisina por
alanina (DGAT-1 K232A) pode ser observada como consequéncia da substituicdo
das bases nitrogenadas adenina/adenina para guanina/citosina na posi¢ao 10.433 e
10.434 presentes na regido codificante (éxons) VIII em bovinos europeus. Ha fortes
evidéncias de que o alelo K tem relacdo positiva sobre a funcionalidade da proteina
DGAT-1, demonstrando que a mutacdo K232A aumenta a atividade da enzima em
guestdo (GRISART et al., 2004) Assim sendo, a proteina DGAT-1 apresenta grande
importancia econdmica e analises investigativas visando a caracterizacdo molecular
de suas sequéncias devem proporcionar subsidios teoéricos aos estudos de

conservacao de biomoléculas de interesse econémico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Producao de ruminantes no Brasil

A producéo animal, notadamente de ruminantes, assume destaque no cenario
brasileiro, visto que o pais apresenta potencial de extensao territorial, 0 que contribui
para bons resultados nessa pratica. A criacdo de bovinos, bufalos, ovinos e caprinos
€ praticada ao longo de todo territorio brasileiro. O Brasil representa no mundo o
segundo maior rebanho de bovinos, ficando atras apenas da india (LIVESTOCK,
2013) e em se tratando de producéo de leite desponta na quinta posicdo mundial
(FAO, 2010).

Por estar em expansdo no Brasil, a bubalinocultura € uma boa alternativa
econdmica, sendo destaque na regido Norte, onde se concentra 0 maior rebanho
nacional, seguida da regiao Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste (IBGE, 2006). A
exploracdo desses animais para a producéo de leite destacou-se a partir dos anos
80 devido ao seu leite apresentar caracteristicas fisico-quimicas de destaque em
relacdo as outras espécies (BASTIANETTO, 2009).

Ja a caprinovinocultura tem destaque na regido Nordeste e Sul do Brasil. O
rebanho de ovino teve o seu crescimento estimado em 21% entre 2002 e 2013,
tendo maior representatividade nos estados da Bahia, Ceara, Piaui e Pernambuco
(IBGE, 2013).

O Nordeste Brasileiro ocupa uma area de aproximadamente 1.640.000  km?,
correspondendo 19,9% do territério nacional (ARAUJO FILHO; CRISPIM, 2002).
Nessa regido, a producdo de grandes e pequenos ruminantes caracteriza-se como
atividade de grande importancia econémica e social (COSTA, et al., 2008).

Na regido Nordeste a producdo de caprinos e ovinos esta distribuida nos
estados da Bahia (38,28%), Piaui (16,03%), Ceara (15,28%), Pernambuco (13,72%),
seguido dos demais estados nordestinos (CAMPOS; CAMPOS, 2013). A producéo
de ovinos foi destague nos estados da Bahia, Maranh&o, Paraiba, Sergipe. Os
estados de Ceara, Pernambuco e Piaui registraram queda desta espécie, porém, o
guantitativo desta espécie é insuficiente para impedir o crescimento regional (IBGE,
2013).
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No estado de Pernambucano, a pecudria tem destaque na producdo de
caprinos, ovinos e bovinos, desempenhando um papel importante na economia
(SAMPAIO et al., 2009).

O panorama das espécies ruminantes na regido semiarida tem demonstrado
forte perspectiva de crescimento, uma vez que tais espécies apresentam excelente

capacidade adaptativa as condicdes climaticas da regiao.

2.2 A proteina diacilglicerol-aciltransferase-1 (DGAT-1)

As proteinas sdo macromoléculas constituidas por polimeros de aminoacidos,
essenciais e nado essenciais. Por serem componentes cruciais na regulacao
metabdlica dos seres vivos, estudos visando a compreensdo da sua estrutura
representam peca chave para decifrar suas fungbes. Dentre os 20 tipos de
aminoacidos constituintes de proteinas, a lisina (K) e alanina (A) sdo destaques na
sintese dos lipidios (VOET; VOET; PRATT, 2000).

A lisina € um amino&cido essencial com cadeia lateral polar, sendo altamente
hidrofilica, cuja estrutura tridimensional esta representada na (Figura 1A). A alanina
€ um aminoacido ndo essencial, hidrofébico e apresenta cadeia lateral apolar,
dobramento espacial por interacdes fracas, representada na (Figura 1B). Estes
aminoécidos, por apresentarem caracteristicas distintas, desempenham papel
particular na determinacé@o da estrutura tridimensional da proteina (NELSON; COX,
2011). Alteracbes na composicdo da proteina, por substituicho de um desses
aminoacidos, podem afetar a estrutura vital de seu dobramento tridimensional e
consequentemente, afetar caracteristicas estruturais e funcionais (EKERLJUNG,
2012). A estrutura primaria de uma proteina € o elemento mais importante, pois esta
estrutura determina sua forma e funcdo. Se a estrutura priméaria de uma proteina for
alterada por uma mutacdo, como por exemplo, a mudan¢ca de um aminoécido, a
proteina poderd apresentar caracteristicas estruturais e funcionais modificadas
(SINHA; TREHAN, 2003). As interagbes moleculares de dobramento entre os
aminoacidos da cadeia primaria, formam um arranjo dando origem a estrutura
secundéaria, que esta por sua vez, descreve um arranjo de interacdo dando origem a
padrdes estruturais recorrentes. As proteinas apresentam um mecanismo de
dobramento especifico e erros afetam sua atividade biolégica. Para que elas

funcionem corretamente é necessario que encontrem condicbes ambientais
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favoraveis, tais como: temperatura, pH. Como uma proteina é formada por
aminoacidos carregados de forma diferente, existe um valor de pH no qual a carga
total de aminoacidos da proteina é equilibrada, denominado ponto isoelétrico. Neste
pH, a proteina tem carga nula e a repulsdo entre as moléculas diminui, propiciando
suas interacdes (NELSON;COX, 2011).

A meia vida de uma proteina refere-se ao tempo em que ela desenvolve suas
funcbes e adquire estabilidade, que é influenciada pela natureza dos seus
aminoacidos constituintes (EISMANN, 2013). Qualquer alteragdo na sequéncia dos
aminoacidos da proteina podera gerar caracteristicas bioquimicas desejaveis, como

aumento na produtividade e melhoria no produto final.

Figura 1 - Estrutura tridimensional da lisina (A) e alanina (B).

(A) (B)

Fonte: adaptado de VOET; VOET; PRATT, 2000.

Em 1998 foi identificada por Cases et al. (1998) que o gene dgat-1 codifica a
enzima diacilglicerol aciltransferase -1, uma proteina ligada a uma membrana do
reticulo endoplasmatico, capaz de catalisar o passo final na sintese dos lipidios,
desempenhando papel fundamental no metabolismo dos lipidios, incluindo a
producédo de gordura e percentual do leite. Esta enzima € constituida por 489
aminoacidos, sendo expressa em diversos tecidos, dentre eles: figado, tecido
adiposo e epitelial, intestino, glandulas mamarias (Cases et al., 2001).

Andlises bioquimicas mostram que o triacilglicerol é sintetizado no reticulo
endoplasmatico por duas vias (TANTIA et al., 2006; SILVA et al., 2011). A primeira
envolve a transferéncia de acil-CoA independente do acido graxo e de fosfolipideos
para a posicdo 3-diacilglicerol para a formacdo do triacilglicerol. Esta reacdo €&
catalisada pela enzima: diacilglicerol aciltransferase. A sintese do triacilglicerol

consiste-se inicialmente na esterificacdo de acidos graxos utilizando uma molécula
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de glicerol. Ocorrem a transferéncia de trés acilas e uma desfosforilacdo ao longo da
via, empregando, trés moléculas de acidos graxos. A primeira acilacdo pode
empregar como aceptor o glicerol-3-fosfato ou dihidroxiacetona fosfato, dando
origem a &cido lisofosfatidico. Este sofrer4 nova acilacdo gerando acido fosfatidico.
O &4cido fosfatidico € desfosforilado, gerando diacilglecerol, substrato da Uultima
acilacdo da via. O diacilglicerol junto com acil CoA participa da conversao do
triacilglicerol (Figura 2) (VOET; VOET; PRATT, 2000; SHOCKEY et al., 2006). Sua
atividade enzimatica é controlada tanto na transcricdo como na pos-transcricdo da
proteina (FURBASS et al., 2006; KUHN et al., 2004).

Figura 2 - Sintese de triacilglicerois

Glicerol-3-fosfato Dihidroxiacetona fosfato
Acil-CoA

1 CoA

Acido 1-acil dihidroxiacetona
Lisofosfatidico fosfato
" Acil-CoA

CoA

Y
Acido

Fosfatidico =" rosfolipidios

|

Pi

Y

Diacilglicerol ———————— TAG

Acil-CoA CoA

Fonte: adaptado de LODISH et al., 2014

Por aumentar a sintese de triacilglicerol na composi¢éo do leite, esta enzima
desempenha papel essencial no controle quantitativo e qualitativo na deposi¢cao dos
acidos graxos, apresentando um grande interesse para os criadores de rebanho

leiteiro.
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2.3 Polimorfismos nos segmentos génicos da proteina DGAT-1

Polimorfismos sédo alteracGes na sequéncia de alelos, na sequéncia de bases
ou na estrutura cromossdmica, com frequéncia superior a 1% na espécie
(STRACHAN; READ, 2002). O estudo de polimorfismos é realizado com o intuito de
associa-los individuos geneticamente superiores, pois eles podem  estar
relacionados as diferencas positivas nas propriedades fisico-quimicas de um
determinado produto, apresentando um impacto positivo no melhoramento animal,
principalmente em caracteristicas econémicas para 0s pecuaristas.

Os polimorfismos de uma Unica base (SNPs) sdo modificacdes na sequéncia
do DNA que alteram apenas uma base, ou seja, sdo polimorfismos de um unico
nucleotideo, em que a base nitrogenada de um nucleotideo é trocado por outra
qualquer (G/T, A/T, GIC, AIG, AIC) e vice versa, em uma por¢ao significativa de mais
de 1% de uma populacédo (PENNISI, 1998). As formas mais comuns de variagdes na
sequéncia do DNA normalmente sdo bialélicas, encontrados em apenas duas
variantes em uma espécie. De acordo com Brookes (1999), os SNPs séo os
polimorfismos mais frequentes no DNA, ocorrendo a cada 300 — 600 nucleotideos, e
sendo encontrados nas regides codificantes (éxons) e nao codificantes (introns) do
genoma.

Por apresentar frequéncia elevada no genoma, os SNPs sao de grande
utilidade para as pesquisas, especialmente quando encontradas em genes
relacionados as caracteristicas de interesse econdmico. Os SNPs em uma dada
sequéncia podem alterar a formacdo de proteinas e possivelmente essa alteracéo
pode provocar variacbes de caracteristicas individuais (ARBEX, 2007). S&o
caracterizados como sendo causadores de caracteristicas de interesse na producéo
do leite, em particular aos niveis de gordura, sendo este constituinte de grande valor
comercial. Por ser apontado como causador desta caracteristica, sdo 6timos
auxiliares para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético, tendo
como sua caracteristica de grande importancia econémica na espécie.

Um gene candidato apresenta sequéncia e acao biolégica conhecida para
uma determinada caracteristica de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Um gene, para ser candidato funcional desempenha efeito sobre uma funcgao
metabdlica e manifesta alguma caracteristica de interesse (GLAZIER et al., 2002). O
gene dgat-1 é conhecido como candidato funcional e posicional para o conteido de
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gordura no leite, sendo o primeiro gene com efeito comprovado cientificamente para
a producao de gordura no leite. A primeira evidéncia de localizagcdes cromossdmicas
responsaveis por caracteristicas de importancia econdémica foi relatada por
Gelderman (1975). Estudos demonstram que na regido cromossomica 14, existe
grande impacto para a producgdo de leite, em particular aos niveis de gordura, sendo
de grande interesse para o melhoramento de rebanhos leiteiros. Esta evidéncia &
relacionada devido a posicdo proxima a um QTL (Loco de Caracteristica
Quantitativa) (SPELMAN et al., 2002, BENNEWITZ et al., 2004).

No gene dgat-1 foi identificado polimorfismo nas ragas Sindi, Gir, Holandés e
nos cruzamentos Holandés x Gir (LARCORTE et al., 2006), a frequéncia do alelo A
foi encontrado em 73% em animais da raga Holandesa, seguida por Holandés x Gir.
Polimorfismos encontrados no gene dgatl alteram a eficacia da enzima quando
converte diglicerideos em triglicerideos na deposicdo de gordura em animais. De
acordo com Smith et al. (2000), a auséncia do gene dgat-1 em algumas fémeas,
afeta a sintese de triacilglicerideos, contribuindo para redugcdo e/ou extincdo da
producéo de leite pelo animal.

Winter et al. (2004) observaram a presenca de 19 polimorfismos por anéalises
de sequenciamento do gene dgat-1. Foram encontrados dois polimorfismos na
regido promotora do gene responsavel pela deposi¢cédo de gordura no leite, sendo um
deles o numero variavel de repeticdes em tanden (VNTR) na posicdo 1.465. Ainda,
uma sequéncia de 18 nucleotideos (AGGCCCCGCCCTCCCCGG) foi encontrada
em determinados rebanhos bovinos, o0 que ocasiona grande influéncia na
concentracdo da gordura no leite (WINTER et al., 2004; THALLER et al. 2003;
KUHN et al., 2004.). Ao estudar esse gene em caprinos, Sousa et al. (2008)
encontraram a mesma sequéncia de 18 nucleotideos. Angiolillo et al. (2007)
sequenciaram um fragmento gendémico de 1 kb (do exon 12 ao 17) em cabra e
revelaram a existéncia de um polimorfismo de nucleotideo Unico, envolvendo a
substituicdo da base nitrogenada T por C no intron 16, e concluiram que estudos
com associacdo para detectar polimorfismos adicionais na DGAT-1  podem
influenciar o conteido de gordura do leite e de outros tragcos de interesse
econdmico. Yuan et al. (2007), estudando polimorfismos em bufalos encontraram
guatro repeticdes, porém o polimorfismo ndo estava associado a caracteristicas de
producdo. Amorim et al. (2014), verificando variantes no gene dgat-1 em bufalas da

raca Murrah, encontraram dois polimorfismos na regido do intron 8 nas posi¢cdes
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g.276C>T e g.297G>T, porém futuros estudos devem ser conduzidos com um maior
nimero de animais a fim de que se comprove uma efetiva associacdo com
caracteristicas de producao de gordura.

Liefers et al. (2002) em estudos com novilhas observaram alteracbes nos
aminoacidos alanina por valina, na posicdo 140 do éxon 3, cujas caracteristicas
foram associadas com aumentos na producéo do leite e porcentagem de gordura.

Grisart et al. (2002) identificaram mutacdes em diferentes posicées do gene,
sendo a substituicdo dos aminoacidos lisina/alanina na posicdo 232 da proteina
(K232A) responsaveis por um efeito significativo na producdo e composicao do leite.
O alelo A, fixado na maioria das racas zebuinas, esta associado com o0 aumento na
producdo de leite e proteinas e um decréscimo na producdo de gordura. O alelo K,
com alta frequéncia em racgas européias, esta associado a diminuicdo da producédo
de proteina e associado a composicdo e a um alto teor de gordura no leite
(VALENTE 2001). Estudos indicaram forte associacdo entre K232A e aumento na
porcentagem de gordura do leite e reducdo da producédo de leite (WINTER et al.,
2002; SPELMAN et al., 2002; HORI-OSHIMA; BARRERAS-SERRANO, 2003).

Assim, torna-se evidente que o estudo dos polimorfismos em genes
candidatos que codificam enzimas da biossintese de gordura do leite permite obter

melhores parametros de produtividade e qualidade em ruminantes leiteiros.

2.4 Bioinformaética

A Bioinformética € uma area do conhecimento que surgiu em meados da
década de 1990, utilizando a tecnologia da informacdo para o gerenciamento de
dados biologicos, ou seja, € a ciéncia que utiliza as ferramentas da computacéo para
resolver os problemas da biologia. E uma &rea multidisciplinar, em constante
crescimento, que envolve conhecimento da engenharia de softwares, estatistica,
matemadtica, ciéncia da computagéo e biologia molecular (ESPINDOLA et al., 2010).
Surgiu da necessidade de se compreender aspectos estruturais e funcionais dos
genes e de seus produtos finais. Tendo a biologia molecular como uma grande area
de relacdo, compreende o armazenamento e dados biolégicos com auxilio dos
métodos computacionais, a fim de reconhecer padrbes que provavelmente seriam
impossiveis de serem analisados sem tal ferramenta. E uma é&rea que foi

impulsionada pelo grande aumento da quantidade de dados biolégicos depositados
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nos bancos publicos de dados de informacdo biolégica. A utilizacdo desta
ferramenta permite o desenvolvimento de pesquisa de qualidade e precisdo em
reduzido tempo.

Um dos campos de maior destaque na utilizacdo da Bioinformatica vem sendo
os estudos na &rea da genémica e protedmica, com o intuito de identificar genes e
proteinas a partir da investigacdo de sequéncias de biomoléculas depositadas nos
bancos de dados (PALLEN, 1999). Uma ferramenta muito utilizada na bioinformatica
sdo os bancos de dados. Nestes estdo organizadas e estruturadas as informacoes
de modo a facilitar consulta a sequéncias de interesse (PROSDOCIMI et al., 2002).
Dentre os bancos de dados disponiveis, GenBank/NCBI, PDB-Protein Data Bank,
EMBL, BLAST, Gene Ontology, Swiss-prot. Clustal W, Multialin sdo ferramentas
disponiveis para promover o alinhamento comparativo de multiplas sequéncias.

Um dos maiores bancos de dados de sequéncias de proteina € o Swiss-Prot
(BOECKMANN et al.,, 2003), desenvolvido pelo Swiss Institute of Bioinformatics
(LESK, 2008). Trata-se de um banco curado, no qual permite-se obter sequéncias
de proteinas, e informacfes adicionais quanto a sua estrutura e similaridades com
outras proteinas. Apresenta como vantagem a organizacao e definicdo da proteina,
permitindo uma maior confianca na pesquisa (PROSDOCIMI, 2007). O Swiss-Prot
prové registros para familias e grupos de proteinas, sendo regularmente revisado
para atualizacdo dos registros de descobrimento de dados cientificos.

Outra ferramenta de livre acesso € o MultiAlin, programa computacional
bastante utilizado no alinhamento de sequéncias. Neste programa permite-se
realizar uma analise comparativa com multiplas sequéncias simultaneamente, de
forma a se observar os niveis de identidade e o grau de similaridade (FILHO;
ALENCASTRO, 2003), para que se possa obter relagées funcionais, estruturais ou
evolutivas.

Outro programa gque permite alinhamento de sequéncias € o COBALT. Este
permite realizar o alinhamento simultdneo de multiplas sequéncias de proteinas.
Esta ferramenta permiter a obtencdo do valor de E gerado a partir do alinhamento
das sequéncias em bancos de dados (PAPADOPOULOS; AGARWALA, 2007).

Atualmente, a bioinformatica é bastante utilizada para a construcdo de
bibliotecas gendmicas e bancos de dados, relacdo entre genes, analises de
sequéncias, construgbes de arvores filogenéticas e predicdo da configuracdo

tridimensional de proteinas.



22

A filogenia € definida como uma indicacdo das supostas relacdes de
ancestralidade em um conjunto de espécies (MIYAKI et al., 2001). O estudo das
relacbes entre os organismos utilizando dados moleculares, tais como: sequéncias
de amino&cidos de proteina, parte de um pressuposto de homologia entre as
espécies, presente em um ancestral comum a elas (RUSSO, 2001).

As arvores filogenéticas sédo construidas a partir de uma matriz que contenha
dados de informacfGes sobre a morfologia, bioquimica, genes ou sequéncias de
proteinas disponiveis de determinada espécie, inferindo relacdes evolutivas entre os
organismos. Tendo como base o ancestral comum, é adotada como um esquema
representativo da relacdo evolutiva, baseada na semelhanca das sequéncias,
expressando similaridade, ancestralidade ou parentesco evolutivo (MATSUDA et al.,
1999; YANG, 2006).

A arvore filogenética consiste basicamente na separacdo das espécies em
grupos correspondentes aos sub-ramos que compartilham caracteristicas em
comum. As ramificacBes das arvores filogenéticas representam a distancia evolutiva
e 0s comprimentos dos ramos podem representar as estimativas de tempo evolutivo,
baseada nas similaridades das sequéncias. Assim, as sequéncias mais proximas
apresentam mais caracteristicas em comum do que as mais distantes.

Dentre outra potencialidade da bioinformatica destaca-se a utilizacdo de
programas computacionais para predi¢cdo de estruturas secundarias das proteinas.
O CFSSP: Chou & Fasman Secondary Structure Prediction Server é um servidor
online e de livre acesso para a predicdo de estrutura secundaria de proteina
(KUMAR, 2013). Este servidor prevé regifes de estrutura secundaria como alfa
hélice, folhas beta e espiral a partir de sequéncias de aminoacidos de proteina. O
método de CFSSP foi um dos primeiros algoritmos elaborados para a predicdo da
estrutura secundaria e baseia-se predominantemente em parametros de
probabilidade a partir de frequéncias de aminoacidos em cada tipo de estrutura
secundaria (CHOU; FASMAN, 1974).

O ProtParam € uma ferramenta da bioinformatica que calcula caracteristicas
bioquimicas para uma dada proteina armazenada em banco de dados, tais como:
Swiss/Prot ou TrEMBL, sendo acessivel através do servidor ExPASy
(http://web.expasy.org/protparam/). A proteina pode ser especificada com o namero
de acesso Swiss — Prot / TrEMBL ou ID, ou na forma de uma sequéncia de
aminoacidos. Dentre os parametros calculados pelo ProtParam incluem: a) PONTO


http://web.expasy.org/protparam/)
http://web.expasy.org/protparam/)
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ISOELETRICO, onde o nimero de cargas positivas e negativas da proteina iguala-
se e a molécula passar a ter uma carga liquida neutra (KNEZEVIC et al., 2004); b)
PESO MOLECULAR calculado com base no somatoério das massas moleculares de
cada um dos aminoacidos componentes da sequéncia analisada, sendo medidos em
Dalton (Da); c) ESTIMATIVA DE MEIA-VIDA, que corresponde ao tempo em que
metade da concentracdo de uma proteina sera desfeita por processo bioquimico
(EISMANN, 2013); d) INDICE DE INSTABILIDADE que fornece uma estimativa da
estabilidade da proteina, onde valores menores que 40 indicam estabilidade e
superiores a 40 sugerem instabilidade da proteina (GASTEIGER et al., 2005); e)
INDICE ALIFATICO, determinacdo do volume relativo ocupado pelas cadeias
laterais alifaticas (alanina, valina, isoleucina e leucina). Proteinas com indice alifatico
elevado tendem a ser mais termoestaveis (GURUPRASAD et al., 1990); f) GRANDE
MEDIA DE HIDROPATICIDADE que corresponde a andlise quantitativa do grau de
hidrofobicidade ou hidrofilicidade dos aminoacidos de uma proteina, sendo usado
para caracterizar ou identificar uma possivel estrutura de dominio ou de uma
proteina (KYTE; DOOLITTLE, 1982).

O DiseMBL é outra ferramenta da bioinformatica acessivel ao publico
utilizada para prever regibes de desordens em proteinas. Esta ferramenta
computacional permite obter informagbes quanto as regides desordenadas/ndo
estruturadas dentro de uma sequéncia linear proteica, sendo util para muitos
estudos bioquimicos, em especial na biologia estrutural e projetos gendmicos
(LINDING et al., 2003). A predicdo utilizando o DiSEMBL baseia-se em trés critérios
caracteristicos para a definicAo da desordem, dentre eles destacam-se: a)
LOOPS/COILI, onde neste preditor, residuos séo classificados como pertencentes a
algum tipo de regido ordenada, caso estejam localizados em uma alfa hélice ou folha
beta (TORRIERI, 2010). De acordo com Linding et al. (2003), coils (“espirais”) néo
sdo necessariamente desordenados; b) REMARK-465, onde residuos podem estar
dentro de uma regidao desordenada (TORRIERI, 2010). De acordo com Linding et al.
(2003), os residuos pertencentes a esta regido podem ndo ter relacdo com a
desordem estrutural, classificando este preditor como tendo uma alta taxa de falsos
positivos; e finalmente ¢) HOT-LOOPS, onde residuos sédo classificados com um alto
grau de mobilidade determinado pelo fator de temperatura do carbono alfa,

fornecendo informacgdes importantes acerca da dinamica da proteina. Este  preditor



pode ser considerado como regides estruturalmente desordenadas (TORRIERI,
2010).
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3 HIPOTESES

e As sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1 de ruminantes sédo
altamente conservadas.

e As espécies de ruminantes possuem proximidade em sua evolugao.

e Polimorfismo pontual K232A na proteina DGAT-1 afeta a estrutura secundaria

e caracteristicas bioquimicas dessa enzima em bovino Bos taurus.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar sequéncias da proteina DGAT-1 de diferentes espécies de ruminantes
para inferir relacfes filogenéticas e predizer caracteristicas bioquimicas na proteina
sem e com polimorfismo K232A em bovino Bos taurus, utilizando ferramentas de

bioinformatica.

4.2 Objetivos especificos

e Selecionar sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1 de espécies de
ruminantes em banco de dados;

e I|dentificar a identidade/similaridade entre espécies de ruminantes atraveés de
alinhamento de sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1,

e Estabelecer relagfes filogenéticas entre diferentes ruminantes a partir de
alinhamentos de sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1;

e Prever parametros bioquimicos da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo

K232A em bovino Bos taurus;

e Avaliar a estrutura secundaria da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo
K232A em bovino Bos taurus;

e Analisar possiveis desordens na proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo
K232A em bovino Bos taurus;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Buscas das sequéncias de interesse em banco de dados biologicos

As sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1 nas espécies de
ruminantes foram obtidas por meio de selecdo e busca a partir de um banco de
dados de informacéo bioldgica, denominado Swiss-Prot

(http://www.uniprot.org/uniprot/?query=DGAT1&sort=score). Este banco permite

obter dados apenas de sequéncias de proteinas que foram depositadas ao longo
dos tempos, estando virtualmente disponivel para o acesso publico, além de
apresentar alta integracdo com outros bancos. Armazena dados a partir do EMBL,
tais como sequéncias de proteinas com grau alto de anotacao, destacando funcéo,
estrutura e modificacbes pos-traducdo (PROSDOCIMI, 2007).

Tal busca foi realizada informando o nome da proteina de interesse apenas
em ruminantes domeésticos na caixa de texto da pagina principal do programa Swiss-
Prot (ANEXO 1). As sequéncias selecionadas representaram segmentos proteicos
parciais ou totais da proteina DGAT-1 dos seguintes animais ruminantes disponiveis
no banco de dados Swiss-Prot: bufalo Bubalus bubalis (tr|Q0ZR39|Q0ZR39, 489),
boi Bos indicus (trf|A6YP72|A6YP72, 425), ovelha Ovis aries (tr|ABVIM4|A8VJIM4,
489), cabra Capra hircus (trJA2T092|A2T092, 382), boi Bos taurus (sequéncia nao
polimorfica para o polimorfismo K232A non-polymorphy (sp|Q8MK44|1, 489)
(ANEXO 2).

5.2 Alinhamentos das mdltiplas sequéncias da proteina DGAT-1

Um alinhamento representa a disposicdo de duas ou mais sequéncias, com
demonstracao grafica através do seu pareamento, tornando de forma organizada as
sequéncias de proteinas para identificacdo de regides similares de relacdes
funcionais ou estruturais. A realizacdo de alinhamentos multiplos é util para analisar
regides que sofreram mutagdes, no estudo de estruturas secundarias das proteinas
e geracdo de informacbes para construcdo de arvores filogenéticas (VIANA,
MOURA, 2010).

Nas andlises de alinhamento foram empregadas ferramentas do programa

MultiAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e Swiss-Prot


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=DGAT1&amp;sort=score
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)
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(http://www.uniprot.org/uniprot/?query=DGAT1&sort=score). Este programa permite
comparar duas ou mais sequéncias e estimar os valores de identidade e similaridade
entre as sequéncias da proteina das diferentes espécies. O programa MultiAlin
realiza um alinhamento heuristico, multiplo e global entre sequéncias de proteinas
(CORPET, 1988).

Tais alinhamentos foram possiveis através da inser¢cao das seis sequéncias
de interesse (bufalo, boi Bos indicus, ovelha, cabra, boi Bos taurus com e sem
polimorfismo) na caixa de texto da péagina principal do programa MultiAlin (ANEXO
4), gerando uma interface ilustrativa e colorida referente ao alinhamento das
sequéncias. No programa Swiss-Prot foi realizado o alinhamento apenas de cinco
sequéncias (bufalo, boi Bos indicus, ovelha, cabra, boi Bos taurus (sem polimorfismo
K232A), cujas sequéncias foram selecionadas no préprio programa.

O programa COBALT foi empregado com o objetivo de realizar alinhamentos
simultaneos de sequéncias de proteinas a fim de gerar dados avaliativos, tais como
o valor de E, indicando a significancia do alinhamento. As sequéncias de interesse
foram adicionadas na caixa de texto da pagina principal do programa (ANEXO 5).
Baseado nos resultados gerados no alinhamento, valores de identidade e de

similaridade foram estabelecidos entre as espécies.

5.3 Construcao da arvore evolutiva

Uma arvore filogenética foi construida a partir das seis sequéncias de
aminoacidos da proteina DGAT-1 das espécies de ruminantes por analises de
agrupamentos pelo software MEGA versdo 6.0 (TAMURA et al., 2011). Nessas
analises foram empregados apenas 0s segmentos comuns de aminoacidos,
localizados entre os sitios 108 e 489 nas seis sequéncias selecionadas (ANEXO 3).
Este programa permite realizar analises moleculares relacionadas com a filogenia,
proporcionando ferramentas para explorar e analisar as sequéncias. O meétodo
utilizado para a construcdo da arvore filogenética foi o de Neighbor-Joining (NJ)
representado pelas relagbes entre as sequéncias baseadas em sua distancia,
avaliando a matriz da distancia produzida (TAMURA et al., 2011).

Inicialmente, foi realizada a identificacdo das sequéncias fazendo-se o
download dessas sequéncias para o programa MEGA, em seguida foi realizado o

alinhamento das multiplas sequéncias, utilizando o algoritmo Clustal W
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disponibilizado pelo proprio programa, a fim de construir uma arvore filogenética,
sendo escolhido o método NJ, que utiliza uma matriz de distancias emparelhadas
estimado no modelo de Jones-Thornton-Taylor (JTT) para sequéncias de
aminoacidos (HALL, 2013).

5.4 Caracterizagdo da estrutura secundaria da proteina DGAT-1 sem e com
polimorfismo K232A de bovino Bos taurus

Para obtencdo da estrutura secundéaria da proteina DGAT-1 sem e com 0
polimorfismo K232A utilizou-se o programa CFSSP: Chou & Fasman Secondary
Structure Prediction Server. Este programa prevé regides de estrutura secundaria
como hélice, folha e espiral a partir de sequéncias de aminoacidos de uma proteina
de interesse (KUMAR, 2013). Foram adicionadas as sequéncias de interesse no
guadro da pagina principal do programa CFSSP Chou & Fasman (ANEXO 6) para

obtencao do resultado.

5.5 Parametros bioquimicos da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A de

bovino Bos taurus

Para obtencdo dos parametros bioquimicos da proteina DGAT-1 da espécie
Bos taurus sem e com o polimorfismo K232A utilizou-se o programa ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/). Foram obtidas informacfes quanto as

caracteristicas bioguimicas das proteinas, tais como: peso molecular, ponto
isoelétrico (pl), composi¢cdo dos aminoécidos, numero de aminoacidos carregados
negativamente e positivamente, estimativa de meia vida, indice de instabilidade e
indice alifatico (GASTEIGER et al., 2005). Para obtencéo destes dados adicionou-se
a sequéncia de interesse no quadro da pagina principal do programa (ANEXO 7),

obtendo-se, desta forma, os parametros desejados.

5.6 Desordens da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A de bovino Bos

taurus

A predicdo de desordens da proteina DGAT-1 em bovino Bos taurus sem e

com o polimorfismo K232A foi realizada utilizando-se o programa DiSEMBLtwm


http://web.expasy.org/protparam/
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(DARNEL, 2003). Para obtencdo dos dados referentes a desordem na proteina
DGAT-1 sem e com o polimorfismo K232A em Bos taurus as sequéncias de
interesse foram adicionadas individualmente na caixa de texto da pagina principal do
programa (ANEXO 8), clicando no item “DisEMBL protein” e obtendo-se desta forma
o resultado gerado através de grafico, representando trés possiveis regides de

desordens (Loops/Coil, Remark 465 e Hot-loops).
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6 RESULTADOS

6.1 Analises de alinhamentos multiplos das sequéncias da proteina DGAT-1

Os resultados gerados pelo alinhamento entre as seis sequéncias da proteina
DGAT-1 das espécies de ruminantes estdo representados na Figura 2, para o qual
utilizou-se o programa MultiAlin. O resultado comparativo das seis sequéncias da
proteina DGAT-1, sendo duas delas parciais (bovino Bos indicus e cabra), revelou
uma identidade de 77,30% de um total de 489 aminoacidos, onde 378 aminoacidos
foram representados como idénticos e quatro como similares (representados pela
cor azul e preta) entre as espécies. Em tais andlises, o segmento da sequéncia
situado entre as posicées 1 a 64 representado em preto, esti presente apenas nas
espécies de bufalo, bovino Bos taurus e ovelha (Figura 3). O segmento entre as
posicbes 65 a 107, representado em azul corresponde a dominios da proteina
presentes nas espécies de bufalo, bovino Bos taurus, ovelha e bovino Bos indicus
(Figura 3). A regido da proteina representada em vermelho (posicdes 108 a 489) é

comum as seis espécies de ruminantes analisadas.

Figura 3 - Alinhamento comparativo da sequéncia de DGAT-1 das seis espécies de

ruminantes.
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YKPHLRRGSSKHARRTAYFLASAFFHEYLYSTPL RHFRLHAF TGHHRAQTPL AHTYGRFF RGH YGHARYHL SL TIGOPYAYL HYVHDYYYL HREAPARGT
YKPHLRRGSSKHAARTAYFLASAFFHEYLYSTPL RHFRLHAF TGHHAQTPLAHTYGRFF RGH YGHRAYHL SLTTGAPYAYL HYVYHDYYYL HREAPARGT
YKPHLRRGSSKHAARTAYFLASAFFHEYLYSIPLRHFRLHAF TGHHROIPLAMLYGREF RGN YGHAAYHLSLITGOPYAYL HYYHDYYYLMREAPARGT
YKPHLRRGSSKHAARTGYFLASAFFHEYLYSIPLRHFRLHAF TGHHAQIPLAHIYGRFF RGN YGHRAYHLSLIIGOPYAYL HYYHDYYYLMREAPTAGT
YKPHLRRGSSKHARRTAYFLASAFFHEYLYSIPLRHFRLHUAF TGHHROIPLAHIYGRFF RGHYGHRAYHLSLITGOPYAYL HYVHDYYYLMREAPARGT
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YKPHLRRGSSKHARRTaVYFLASAFFHEYLYSTPL RNFRLHAF TGHHRQTPLAHTYGRFFRGHYGHRAAYHLSLTIGAPYAYL HYVHDYYYLHREAPaRGT

Fonte: Dados gerados pelo programa MultiAlin.
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl)


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl)
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl)
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Na Figura 4 é apresentado o alinhamento comparativo das cinco sequéncias
nas espécies de ruminantes, gerado automaticamente pelo programa Swiss-Prot, de
onde foram selecionadas as sequéncias. Os resultados demonstrados na quarta e
qguinta linhas representam alinhamentos das sequéncias parciais de bovino Bos
indicus e cabra respectivamente, sendo as demais linhas representadas por
sequéncias totais da proteina DGAT-1 dos demais ruminantes. Nas analises, 0
simbolo asterisco (*), apresentado na linha inferior do alinhamento, indica que os
aminoacidos presentes nestas espécies possuem maxima identidade entre as
sequéncias selecionadas. Na Figura 4 pode ser observada ainda a presenca de
simbolos gerados automaticamente durante o alinhamento: dois pontos (:) e ponto
(.), que correspondem a alteracGes de dois ou um na natureza do aminoacido nessa
posicéo, respectivamente.

Com este resultado, pode-se observar uma alta identidade entre as
sequéncias das diferentes espécies de ruminantes (Figura 4). No resultado
comparativo das sequéncias, foi revelada uma identidade de 77,50% em um total de
489 amino&cidos, onde 379 aminoacidos estao representados como idénticos e trés

como similares entre as espécies.
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Figura 4 - Alinhamento comparativo das sequéncias da DGAT-1 em espécies de
ruminantes utilizando o programa Swiss — Prot.

Bufalo 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH 60

Ovelha 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSRPAAAE EEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH 60

Bovino sem polimorfismo 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAE EEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH )
Bovino bos indicus 1 )

Cabra 1 o

BUfalo 61 WDOLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL 120

Ovelha 61 WDLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQWVSL 120

Bovino sem polimofismo 61 WOLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL 120
Bovino bos indicus 1 ----CHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL 56
Cabra B YGILVDPIQVVSL 13

Blifalo 121 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 180

Ovelha 121 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 180

Bovino sem polimorfiSmo 121 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 180
Bovino bos indicus S7 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 116

Cabra 14 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 73

Blfalo 181 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 230

) . Ovelha 181 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 240
Bovino sem polimorfismo 181 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 230
Bovino bos indicus 117 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 176
Cabra 74 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 133

Blfalo 241 TVSYPONLTYROLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQMW 300

Ovelha 241 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW 300

Bovino sem polimorfismo 241 TVSYPONLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW 300
Bovino bos indicus 177 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW 236
Cabra 134 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLF LTQLQVGLIQQW 193

Bifalo 301 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 360

. . Ovelha 301 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 360
Bovino sem polimorfismo 31 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 360
Bovino bos indicus 237 MVPAIQNSMKPFKOMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 296

abra 194 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 253

BUfalo 361 FYRDWWNSESITYFWQNWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLY a2e

Ovelna 361 FYRDWWNSESITYFWQNWNIPVHKWCLRHFYKPMLRRGSSKWAARTGVFLASAFFHEYLV a20

Bovino sem polimorfismo 361 FYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLY 420
Bovino bos indicus 297 FYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWC IRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLY 356
Cabra 254 FYRDWWNSESITYFWQNWNIPVHKIC RHFVKP!»ILRRGSSKWAARTEVFLASAFFHEYLV 313

Bifalo 421 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVIWLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 480

elha 421 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVILSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 480

Bovino sem polimorfisSmo 421 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVILSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 480
Bovino bos indicus 357 SIPLRMFRLWAF TGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVIWLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 416
Cabra 314 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVIWLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 373

Blfalo 481 NREAPAAGT 489

Ovelha 481 NREAPTAGT P

Bovino sem polimorfismo 481 NREAPAAGT a89
Bovino bos indicus 417 NREAPAAGT 425
Cabra 374 NREAPIAGT 382

Fonte: Dados gerados pelo programa Swiss - Prot.
(http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD545FD0
A1F441)

Entretanto, andlise dos resultados encontrados a partir do alinhamento
realizado exclusivamente a partir das sequéncias completas da proteina DGAT-1 de
bafalo, ovelha e bovino Bos taurus, depositada no banco de dados revelou um valor
elevado de identidade (99,18%), com 485 aminoacidos em posi¢des idénticas e trés
aminoacidos em posi¢cdes similares e alteragdo de um ou dois aminoacidos,

conforme pode ser observado na Figura 5.


http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD545FD0
http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD545FD0

34

Figura 5 - Alinhamento comparativo sequéncias completas das espécies utilizando o
programa Swiss — Prot.

Bifalo 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH 60

) ~ Ovelha 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAE EEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH 60
Bovino sem polimorfismo 1 MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSRPAAA AE EEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH 60
Bifalo 61 WDOLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQWVSL 120

) ~ Ovelna 61 WOLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQWVSL 120
Bovino sem polimorfismo 61 WDLRCHRLQDSLFSSDSGF SNYRGILNKCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQWSL 120
Bufalo 121 FLKDPYSW PALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLAT ILCFPAAVA 180

) _ Ovelna 121 FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 180
Bovino sem polimorfismo 121 FLKDPYSW PALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA 180
Bufalo 181 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 240

Ovelha 181 FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR 240
Bovino sem polimorfismo 181 FLLESITPVGSVLAL'VYTILFLkLFSYRDVNL\ICRERRAGAI\AKAALAGKKANGGAAQR 240

.............

Bufalo 241 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW 300

) ~ Ovelha 241 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW 300
Bovino sem polimorfismo 241 TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRF LLRRLLENLFLTQLQVGLIQOH 300
Bufalo 321 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE 360

Ovelna 301 MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELHMQFGDRE 360
Bovino sem polimorfismo 381 MVPAIQNSMKPFKDM DYSRIVERLL[\LAVPNHLI&‘LIFFY\ LFHSCUIAVAEU‘QFGDRE 360
Blfalo 361 FYRDWWNSESITYFh QNUNIPVHI\HCIRHFYKPHLRRGSSK‘MRTAVFLASAFFHEYLV 420

¢ .~ Ovelna 361 FYRDWUNSESITYFWQNWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLV 420
Bovino sem polimorfismo 361 FYRDUMWNSESITYFHONINIPVHKWCLRHF YKPHLRRGS SKWAARTGUF LASAFFHEYLY 420

bl giohr il thihsdergifpphpnge 6 ...... G é ............

Bifalo 421 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVHLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 480

Ovelha 421 SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVILSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL 480
Bovino sem polimorfismo 421 SIPLRHFRL\\AFTGn.AQIPLANIVGRFFRGNYGIL-«AVULSLIIGQPV»«VLHYVHDYYVL 430
Bifalo 481 NREAPAAGT 489

Ovelha 481 NREAPAAGT 489
Bovino sem polimorfismo 481 NREAPIAGT 489

Fonte: Dados gerados pelo programa Swiss - Prot.
(http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD5
45FDOA1F50A)

Em todas essas avaliacbes comparativas foram obtidos valores de E de
0.003, o que indica que os dados obtidos no alinhamento foram significativos. De
acordo com LESK (2008), valores de E < 0.02 sugerem, com alta significancia, que

tais sequéncias sao homadlogas.

6.2 Relacdes evolutivas entre ruminantes a partir de analises das sequéncias de

aminoacidos da proteina DGAT-1

A Figura 6 representa a arvore filogenética proveniente das seis sequéncias
de aminoacidos da proteina DGAT-1 em ruminantes. A arvore foi obtida apds o
alinhamento mudltiplo das sequéncias da proteina DGAT-1 dos animais ruminantes,

empregando o método de Neighbor-Joining para representacdo dos agrupamentos


http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD545FD0A1F50A
http://www.uniprot.org/align/A2016060514483A1C7ED25EE8374758DF3FD545FD0A1F50A
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entre as espécies. Na Figura 6 é possivel detectar a presenca de um ramo principal,
constituido por quatro sub-ramos: o primeiro agrupou as espécies de ovelha (0,0),
bovino Bos taurus com (0,0) e sem polimorfismos (0,0). Um segundo constituido pela
sequéncia da espécie de cabra (1,55), um terceiro pela sequéncia de bovino Bos
indicus (1,32) e um quarto sub-ramo proveniente da sequéncia da espécie de bufalo
(0,96), provenientes dos segmentos comuns das seis sequéncias da proteina DGAT-
1 das espécies de ruminantes. As espécies ovelha, bovino Bos taurus sem e com
polimorfismo, por estarem agrupadas no mesmo sub-ramo, S0 espécies que
possuem um alto grau de identidade e as demais, mesmo estando em sub-ramos
diferentes, também apresentam alta identidade em relacdo as demais, visto que
foram provenientes da mesma ramificacdo principal. Na Figura 6, observa-se a
formacdo de ramos e nds terminais que representam a estimativa do tempo

evolutivo e a unidade taxonGmica, respectivamente.
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Figura 6 - Arvore filogenética representando a relacéo evolutiva entre seis espécies
de ruminantes a partir das sequéncias da proteina DGAT-1.

000 | ABVIMA4|ABVIM 4 SHEEP

0.95 O't]OspIQSM K44|1-489 non-polymorphic sequence

0-47 O'Oospl‘::ISI"..l'l K44|1-489polymorphic sequence

0-45 155 tr|[A2T092|A2T092 CAPHI

1.32

tr|ABY P72|ABY P72 BOSIN

096 tr|QOZR32|Q0ZR32 BUBBU

-4
.

Fonte: Figura gerada pelo programa MEGA 6.0.

As estimativas de divergéncia evolutiva entre as seis sequéncias da proteina
DGAT-1 estdo representadas na Figura 7. As sequéncias de bufalo e bovino Bos
indicus foram as mais diferenciadas com uma taxa de 2,729, enquanto que as
sequéncias da proteina de bufalo e bovino Bos taurus com polimorfismo foram as

menos diferenciadas evolutivamente com taxa de 0,004.
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Figura 7 - Estimativas de divergéncia evolutiva entre as espécies selecionadas.

Bufalo Q0ZR39

Bovino Bos indicus A6YP72 2.729

Ovelha A8VJIM4 2.410 |2.366

Cabra A2T092 3.103 |2.862 |2.506

Bovino Bos taurus sem polimorfismo Q8MK44 2.410 [2.366 |0.000 |2.506

Bovino Bos taurus com polimorfismo Q8MK44 2.410 |2.366 |0.004 |2.506 |0.004

Fonte: Dados gerados pelo programa MEGA 6.

6.3 Caracteriza¢cdo da estrutura secundaria da proteina DGAT-1 em bovino Bos

taurus sem e com polimorfismo K232A

As Figuras 8A e 8B representam a estrutura secundaria da proteina DGAT-1
de bovino Bos taurus sem e com polimorfismo, respectivamente. A barra azul
representa curva (“Turn”), a amarela, espiral (“Coil”), a verde, folha (“Sheet”) e a
vermelha representa a hélice (“Helix”). Nesse resultado foi observada a presenca de
uma espiral (barra amarela na Figura 8A) entre as posi¢cdes 200 e 250 na proteina
nao polimorfica, ndo observada naquela com polimorfismo K232A (Figura 8B).
Analise da estrutura secundaria dos demais segmentos da proteina DGAT-1 sem e

com polimorfismo néo revelou a existéncia de outras diferengas.
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Figura 8 - Estrutura secundéria da proteina DGAT-1 de bovino Bos taurus: (A) sem

e (B) com polimorfismo.
- Helix
"\il\Illllﬂ\ll\lllllﬂﬂil\lllllﬂ -

(A) b

100 150 200 300 400 450 459
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200 250

Fonte: Figura gerada pelo programa CFSSP Chou e Fasman.
(http://cho-fas.sourceforge.net/index.php)

6.4 Parametros bioquimicos da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A

Os parametros bioquimicos da proteina DGAT-1 de bovino Bos taurus sem e

com polimorfismo K232A foram obtidos utilizando o programa ProtParam (Tabela 2).


http://cho-fas.sourceforge.net/index.php)
http://cho-fas.sourceforge.net/index.php)
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Tabela 1 - Parametros bioquimicos da proteina DGTA-1 sem polimorfismo e com
polimorfismo de bovino Bos taurus
Amin.  Amin. indice indice

pt PM T + 12 instabilidade  alifatico M
Bovino Bos aurus g g 5560 37 54 30 37.94 99.75  0.163
sem polimorfismo
Bovino Bos taurus 052 5554 37 53 30 37.94 99.96 0.175

com polimorfismo
K232A

pl: Ponto isoelétrico; PM: Peso molecular; Amin. -: Aminoacidos negativos; Amin. +:
Aminoacidos positivos; T12: Tempo de meia vida; GMH: Grande média de
hidropaticidade.

Os resultados encontrados para os parametros bioquimicos revelaram que a
proteina ndo polimérfica e polimérfica apresentaram valores diferenciados para pl,
peso molecular, indice alifatico, GMH. A espécie ndo polimdrfica por apresentar uma
guantidade maior de aminodcidos carregados positivamente tende a possuir
caracteristicas hidrofilicas. Os resultados revelam que ambas as proteinas nédo
polimérfica e polimérfica sdo caracterizadas como um peptideo estavel e possuem
valores estimados de meia vida e quantidade de aminodcidos carregados

negativamente idénticos.

6.5 Desordens bioquimicas da proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A em

bovino Bos taurus

Os parametros referentes as analises de desordens da proteina DGAT-1 sem
e com polimorfismo K232A da espécie Bos taurus utilizando o programa DisEMBL
sédo apresentados na Figura 9A e 9B. Os trés tipos caracterizados de desordens por
meio dessas analises estdo representados por: a) “Loops ou Coil”, nos quais o0s
residuos séo classificados como pertencentes a algum tipo de regido ordenada, nédo
estando necessariamente desordenados, representado pela regido azul, b) “Remark
465”,quando os residuos podem estar dentro de uma regido desordenada, porém,
pode ser atribuido a um residuo que néo tem relagdo com a desordem estrutural de
fato, representado em verde e c) “Hot-Loops”, apresentam alto grau de mobilidade
determinado pelo fator temperatura, podendo ser consideradas regides
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estruturalmente desordenadas, fornecendo informacdes acerca da dinamica da
proteina, representado em vermelho. O eixo das abcissas representados pelos
residuos dos aminoacidos e o eixo das ordenadas pela probabilidade da desordem
(Figura 9A e 9B). De acordo com os resultados obtidos, na proteina sem
polimorfismo encontrou-se um pico ligeiramente maior representada pela cor

vermelha (“Hot—Loops”) entre os residuos de aminoacidos 200 e 250.
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Figura 9 - Representacdo da desordem da proteina DGAT-1 sem polimorfismo (A) e
com polimorfismo (B) da espécie Bos taurus. A seta na figura representa o sitio de
alteracao entre as duas sequéncias analisadas.
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7 DISCUSSAO

A enzima diacilglicerol aciltransferase-1, expressa pelo gene dgat-1, destaca-

se como uma enzima crucial atuante no metabolismo dos triglicerideos (SANDERS
et al., 2006; KUEHN et al., 2007). Esta enzima atua na etapa final da biossintese
dos triglicerideos e estudos revelam que apresenta acdo na velocidade de
acumulacéo dos lipideos (TURCHETTO-ZOLET, 2011). Para estabelecer o grau de
conservacao da proteina DGAT-1 entre as espécies de bufalo, bovino Bos taurus e
Bos indicus, cabra e ovelha foram empregadas ferramentas de Bioinformatica.
Comparando suas sequéncias de aminoacidos, verificou-se que ha um alinhamento
significativo (77,30% e 77,50% respectivamente) entre as sequéncias (Figura 3 e 4),
provavelmente por serem espécies que evolutivamente sdo muito proximas,
indicando um alto grau de conservacao entre os aminoacidos presentes nesta
proteina. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados  por
Venkatachalapathy et al. (2008) que, ao estudarem a similiaridade entre sequéncias
de DGAT1 de bufalo, gado, porco, macaco, humanos e ratos, observaram bom
alinhamento nas sequéncias, revelando uma alta identidade entre as espécies.
Nas analises comparativas entre as sequéncias de aminodcidos presentes na
proteina DGAT-1 foi observada alta similaridade, revelando 77,50% a identidade
entre as sequéncias, o valor de E encontrado nos parametros de alinhamento das
sequéncias foi de 0.003, indicando um alinhamento significativo (Figura 4). Apesar
de as sequéncias dos aminoacidos das espécies bovino Bos indicus e cabra nao
representarem sequéncias completas encontradas no banco de dados, as
sequéncias parciais apresentaram boa identidade. Esta alta identidade entre as
sequéncias analisadas pode estar associada a funcdo da proteina DGAT-1 nos
processos fisioldgicos no metabolismo do triacilglicerol, uma vez desempenha papel
fundamental no metabolismo dos lipideos, como descrito por Cases et al. (1998). De
acordo com Lesk (2008), se duas proteinas tiverem mais de 45% de residuos
idénticos em seu alinhamento, elas terdo estruturas bastante similares e
provavelmente fungdes comuns. Ainda este mesmo autor diz que se elas tiverem
25% de residuos idénticos, provavelmente terdo um padrdo de enovelamento
similar.

Foi a partir do alinhamento das seis sequéncias de aminoacidos das espécies

de ruminantes que se pode construir a arvore filogenética (Figura 6), devendo esta



43

expressar ancestralidade e/ou parentescos evolutivos entre as sequéncias (MIYAKI,
2001). Por meio da arvore filogenética construida pelo programa MEGA 6.0,
verificou-se a formac&o de um Unico ramo principal, subdivido em quatro sub-ramos,
sendo o primeiro formado pelas sequéncias de amino4cidos das espécies de ovelha,
bovino bos taurus com e sem polimorfismo, um segundo formado pela sequéncia de
cabra, um terceiro pela sequéncia de bovino bos indicus e um quarto pelo sequéncia
de bdfalo (Figura 6). Pode-se concluir que as espécies sdo provenientes de um
ancestral comum, provavelmente representando um grupo monofilético.
Comparando-se as seis sequéncias da proteina DGAT-1 selecionadas nesse
estudo, elas refletem proximidade na evolucédo e tais evidéncias denotam um
elevado grau de conservagcdo entre as sequéncias da proteina DGAT-1 nestes
ruminantes por estarem agrupadas em um Unico ramo principal.

Alguns estudos tém sido realizados a partir de analises de alinhamentos
multiplos de sequéncias da proteina DGAT-1 a fim de inferir relacdes evolutivas
entre diferentes espécies. Os autores Venkatachalapathy et al. (2008) construiram
uma arvore filogenética partindo de sequéncias de aminoacidos da proteina DGAT-1
de 15 espécies diferentes e verificaram um Unico ramo agrupando mamiferos,
mosca, nematoide e plantas. De acordo com este mesmo autor, os mamiferos
bovinos e bufalos estavam intimamente agrupados em um ramo principal, enquanto
suino estava ligado a outro sub-ramo agrupado a este ramo principal.

Ainda, Turchetto-Zolet et al. (2011) aproveitando ampla disponibilidade de
dados sobre o genoma de varias espécies, conduziu um estudo sobre a
caracterizacdo da origem e historia evolutiva das familias dos genes dgat-1 e dgat-2
em organismos eucariéticos. Em sua analise filogenética foi confirmada a existéncia
de distintos clados para os genes dgat-1 e dgat-2 em eucariotos, indicando que eles
devem ter evoluido de forma assimétrica e revelando que esses genes sao muito
divergentes nos aspectos moleculares e estruturais, embora apresentem um padréo
de convergéncia funcional (TURCHETTO-ZOLET et al., 2011).

Segmentos génicos que codificam a enzima lipogénica DGAT-1 apresentam
um potencial sobre caracteristicas de producdo de leite em bovinos, sendo
considerado como um forte candidato para maximizar o teor de gordura no leite
(GRISART et al., 2002; WINTER et al., 2002). Smith et al. (2000) encontraram que a
lactacdo estava ausente em ratos que ndo expressavam copias desse gene,

caracterizando-se também como um forte gene candidato funcional. Ja estd bem
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esclarecido que a deteccdo de uma substituicdo do amino&cido lisina por alanina
(K232A) fornece um efeito importante sobre a composicéo e producdo do leite. De
acordo com Kuape et al. (2004), dgat-1k parece ser o alelo ancestral e a substituicéo
K232A provavelmente ocorreu apos a divergéncia da linhagem Bos indicus e Bos
taurus. A conservacdo evolutiva do residuo lisina entre os mamiferos indica a
importancia funcional de um residuo carregado positivamente, hidrofilico, na posicéo
em que a sua substituicdo por um residuo alanina, hidrofébico, pode de certa forma,
ser previsto por alterar a funcionalidade da enzima. Estes resultados revelam que
alteracbes na composicdo na sequéncia de aminoacido da proteina, proveniente por
uma substituicdo de aminoacido na constituicdo da proteina, pode gerar peptideos
com caracteristicas estruturais modificadas, podendo alterar as propriedades da
proteina e afetar diretamente a sua funcéo biolodgica (VAN HOLDE et al., 2006).

Sob esse aspecto, a estrutura secundaria de uma proteina corresponde ao
primeiro nivel de dobramento da proteina e é obtido pelo arranjo espacial de
aminoacidos que formam padrdes de estruturas regulares do tipo hélice e folha. Na
estrutura secundaria de uma proteina as regides irregulares correspondem a curva e
espiral, sendo a regido espiral denominada de desorganizada. Na bioquimica e
biologia estrutural, a estrutura secundéria é a forma tridimensional de segmentos de
uma proteina, podendo ser definida por ligacées de hidrogénio formadas entre os
atomos de hidrogénio e oxigénio contido nas ligacbes peptidicas da proteina
(BOYLE, 2005). Os resultados apresentados nesse estudo demonstram a presenca
de uma espiral situada entre os aminoacidos 200 e 250 na proteina sem
polimorfismo, enquanto que a presenca do espiral ndo foi revelada na proteina com
o polimorfismo K232A (Figura 8). O aparecimento da espiral na proteina sem o
polimorfismo caracteriza-se como uma estrutura anormal, evidenciando uma falta de
organizacdo estrutural na molécula (BOYLE, 2005). As proteinas, para
desempenharem bem suas funcdes biologicas, necessitam de uma estrutura
conformacional bem definida. Mudancas na sua conformagdo podem ser muito
significativas, afetando, consequentemente, o comprometimento e desempenho de
sua acao. As enzimas representam um caso especial na funcéo da proteina, elas
ligam-se a moléculas-alvo catalisando reac¢des quimicas através de ligacdo com o
seu substrato em um mecanismo bioquimicamente denominado como Chave-
Fechadura. Em 1984 estudos sobre a especificidade das enzimas realizados por

Fischer estabeleceram que as enzimas sao estruturalmente complementares aos
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seus substratos de modo a se encaixarem como uma chave em uma fechadura
(VOET; VOET; PRATT, 2000). Esta ideia estabeleceu que cada enzima possui um
sitio ativo especifico a uma determinada estrutura que se associa ao seu substrato
para desempenhar o seu papel funcional. Se o sitio ativo da enzima possuir
variedade na interagdo com o seu substrato a enzima ndo serd capaz de interagir
com a mesma intensidade, ou em alguns casos, contrariamente podera promover
melhoria nessa interacdo. Baseado nesta evidéncia pode-se especular que a
auséncia da espiral posicionada entre os aminoacidos 200 e 250 na estrutura da
proteina com polimorfismo pode ser o responsavel por modificacbes espaciais na
forma geométrica do sitio ativo da enzima, o qual poderia afetar fortemente a ligacédo
do substrato no local do sitio ativo da enzima. Este dominio diferenciado na estrutura
secundéria da proteina DGAT-1 com polimorfismo em Bos taurus poderia ser o
responsavel por exercer uma influéncia positiva sobre a acédo biol6gica durante a
biossintese de lipidios presentes no leite.

Dentre os parametros bioguimicos analisados a partir da estrutura linear da
proteina DGAT-1 sem e com polimorfismo K232A em bovino Bos taurus, utilizando
ferramentas do programa ProtParam, foi constatado que as proteinas DGAT-1 sem
e com polimorfismo apresentam um peso molecular de 55.60 e 55.54 kDa, ponto
isoelétrico de 9.56 e 9.52 (Tabela 1). Este valor encontrado indica que ambas as
proteinas possuem propriedades alcalinas (pH > 7). A proteina ndo polimorfica
apresenta caracteristicas hidrofilicas, uma vez que a quantidade de aminoacidos
carregados positivamente € ligeiramente superior ao encontrado na DGAT-1
polimérfica, bem como seu indice alifatico e sua grande média de hidropaticidade
apresentaram valores ligeiramente menores (Tabela 1). Ambas as proteinas revelam
ser estaveis, visto que, os valores encontrados em seu indice de instabilidade séo
menores que 40 (GASTEIGER et al., 2005). O tempo de meia vida biologica entre as
duas espécies foi de 30 horas. Este fato reside na “expectativa de vida’ das
proteinas, sendo este tempo periodo em que a proteina exibe estabilidade e pode
desenvolver suas fungdes. De acordo com Yu et al., (2002), a proteina DGAT-1 na
presenca de um inibidor de protease tem uma meia vida relativamente longa de 18
horas, e esta meia vida néo foi afetada pela expressdao de DGAT-1, apoiando a
nocao de que mecanismos poés-traducionais de degradacdo dessa proteina exercem
um papel significativo no controle dos niveis do estado estacionario da proteina

DGAT-1. Assim, o valor de meia vida encontrado em ambas as proteinas DGAT-1
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sem e com polimorfismo para a espécie em estudo parece apoiar uma forte
capacidade de este peptideo exercer sua funcao biologica de forma mais extensiva
na biossintese de lipideos. Embora, a presenca da espiral na espécie sem o
polimorfismo possa ser um fator limitante para a completa atuacdo dessa enzima e
ocasionar a diferenca no contetdo de triglicerideos na composi¢cdo e producdo do
leite em bovinos Bos taurus.

O estudo das desordens na proteina é importante para a compreenséao da sua
fungéo. As regides consideradas desordenadas por apresentar elevada flexibilidade
na conformacgédo estrutural da proteina afetam o mecanismo de funcionamento da
proteina e, consequentemente, a sua funcionalidade biolégica (VUCETIC et al.,
2003). Regides desordenadas apresentam auséncia de interacdo com as cadeias
laterais. De acordo com Romero et al. (2001), geralmente as desordens estédo
associadas a regides de baixa complexidade, tipicamente por apresentar niveis mais
elevados de subconjuntos especificos da proteina, sendo essas regifes ricas em
aminoacidos hidrofilicos, que séo capazes de romper a estrutura, quando
comparados com regides que sao estruturadas. De acordo com Tompa (2009), dois
atributos sdo responsaveis pela principal causa da desordem em uma proteina:
baixo valor de hidrofobicidade, impedindo a formacgédo de um ndcleo globular estavel;
e uma carga liquida (funcdo das somas das cargas positivas e negativas),
favorecendo os estados estendidos da proteina devido a repulséo eletrostatica.

Analisando as predicdes obtidas por cada um dos trés critérios de desordens
empregados neste estudo, observou-se que para a proteina DGAT-1 sem o
polimorfismo, obteve-se um percentual de desordem ligeiramente superior ao
comparado com a proteina DGAT-1 com o polimorfismo. Essa desordem pode ter
sido ocasionada pela presenca do aminoé&cido lisina (hidrofilico) na posicéo
compreendida entre os aminoacidos 200 e 250 (Figura 9A), mais especificamente na
posicdo 232. A desordem ocasionada no estudo foi observada no critério “Hot-
Loops”, onde os residuos de aminoacidos apresentam um alto grau de mobilidade
(DARNEL, 2003), proporcionando um comportamento menos conservador. Dentre
os demais preditores “Loops/Coil” e “Remark465”, por serem classificados como nao
necessariamente desordenados, mesmo estando em uma regidao desordenada, néo
foi observada uma relacdo com a desordem estrutural (LINDING et al., 2003). Sendo
assim, a analise destes critérios no estudo da proteina DGAT-1 em bovino Bos

taurus é desconsiderada.
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A falta de ordenamento na proteina DGAT-1 sem polimorfismo em bovino Bos
taurus compreendido na posicdo entre 200 e 250 dos aminoacidos pode estar
conferindo desvantagens em relacdo a proteina DGAT-1 com polimorfismo na
mesma espécie (Figura 9B). Isso porque a falta de uma estrutura ordenada nesta
posicdo podera comprometer o mecanismo biolégico exercido por essa enzima,

ocasionando caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas no leite desses animais.
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8 CONCLUSAO
De acordo com os resultados deste trabalho podem ser concluidos que:

e A proteina DGAT-1 apresentou elevado grau de conservacdo entre seus
aminoacidos nas diferentes espécies de ruminantes.

e As diferentes espécies de ruminantes analisadas revelaram agrupamento
filogenético em um anico ramo principal, demonstrando estreita proximidade
evolutiva.

e A caracterizacdo bioquimica dessa proteina demonstrando a presenca da
espiral e desordens “Hot-Loops” exclusivamente na sequéncia da DGAT-1
ndo polimorfica em bovino Bos taurus pode estar afetando caracteristicas

gualitativas e quantitativas do leite.
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ANEXO 1 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA Swiss — Prot
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ANEXO 2 - SEQUENCIAS SELECIONADAS NO PROGRAMA Swiss — Prot.
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MVPATQNSMKPFKDMDY SRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE
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YGILVDPIQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGV
NLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAA
LAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEML
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WDLRCHRLODSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL
FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA
FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLEFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR
TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW
MVPATIQONSMKPFKDMDY SRIVERLLKLAVPNHLIWLIFEFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE
FYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLV
SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL
NREAPAAGT

>sp |Q8MK4411-489, polymorphic sequence
MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH
WDLRCHRLODSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL
FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA
FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKAANGGAAQR
TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLOVGLIQQW
MVPATIQONSMKPFKDMDY SRIVERLLKLAVPNHLIWLIFEFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE
FYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLV
SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL
NREAPAAGT
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ANEXO 3 — SEGMENTOS COMUNS DAS SEQUENCIAS SELECIONADAS
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>tr |A8VJIM4 |A8VJIM4 SHEEP
YGILVDPIQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGV
NLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLESYRDVNLWCRERRAGAKAKAA
LAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEML
FLTQLOVGLIQQWMVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCL
NAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCLRHEFYKPMLRRGSSKWAARTG
VFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQP
VAVLMYVHDYYVLNREAPTAGT

>tr|[A2T092 |A2T092 CAPHI

YGILVDPIQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGV
NLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLESYRDVNLWCRERRAGAKAKAA
LAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEML
FLTQLOQVGLIQQWMVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCL
NAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCLRHEYKPMLRRGSSKWAARTG
VFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQP
VAVLMYVHDYYVLNREAPTAGT

>sp |Q8MK44]1-489 non-polymorphic sequence
YGILVDPIQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGV
NLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAA
LAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEML
FLTQLQVGLIQQWMVPATIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCL
NAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTA
VFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQP
VAVLMYVHDYYVLNREAPAAGT

>sp | Q8MK44 | 1-489polymorphic sequence
YGILVDPIQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGV
NLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLEFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAA
LAGKAANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEML
FLTQLQVGLIQQWMVPATIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCL
NAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTA
VEFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLITIGQP
VAVLMYVHDYYVLNREAPAAGT



ANEXO 4 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA MultAlin

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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ANEXO 5 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA COBALT

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?CMD=Web

€->C 0 .nchi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?CMD= By =
< COBALT My NCBI a
' Home | Recent Results || Help [Sian n] Register
Cobalt Constraint-based Multiple Protein Alignment Tool
COBALT computes a multiple protein sequence alignment using conserved domain and local sequence similarity information. & Reset page
Enter Query Sequences
Enter at least 2 protein accessions, gis, or FASTA sequences & Clear
r|QpZR39|Q@ZR39_BUBEU Bubalus bubalis GN=DGAT1 PE=3 SV=2 .

Q!
|WDLRCHRLQDSLFSSDSGF SNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQUVSL
FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA

|FLLESTTPVGSVLALIVYTILFLKLFSYROVNLHCRERRAGAKAKAAL AGKKANGGARQR z
TVSYPDNLTYROLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQUN p
Or, upload FASTA file | Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado
Job Title

A“gl Show results in a new window

P Advanced parameters y


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?CMD=Web
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ANEXO 6 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA CFSSP CHOU E FASMAN

http://cho-fas.sourceforge.net/

This server predicts secondary structure of protemn from the amino acid sequence. In this server, Chou &
Fasman algorithm has been implemented.

—— Enter the protein sequence (in fasta format) —

>sp|Q8MK44|1-489, non-polymorphic sequence

MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH
WDLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL
FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA
FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR
TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQMW -
MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE



http://cho-fas.sourceforge.net/
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ANEXO 7 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA ProtParam

http://lweb.expasy.org/protparam/

€ = C | [ web.expasy.org/protparam/ gyl =
5 AR S TAS . ProtParam falie L coniact

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or
TrEMBL or for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, atomic composition, extinction
coefficient, estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time

Enter a Swiss-Prot/TrEMBL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence identifier (ID) (for example KPC1_DROME):
Or you can paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below:

TGSRPSIQGGSGP. RDTDKDGDVDVG ~
SGHWDLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVHLILSNARL FLENLIKYGILVDP [

IQVVSLFLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLAT
ILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAAL
AGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLE
MLFLTQLQVGLIQQWMVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWL
FHSCLNAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFLHQNWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGS ¥
SKWAARTAVFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNA

RESET || Compute parameters


http://web.expasy.org/protparam/

ANEXO 8 - PAGINA PRINCIPAL DO PROGRAMA DiseMBL™

http://dis.embl.de

B LT AV AL B R

>sp|Q8MK44|1-489, non-polymorphic sequence

MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDVGSGH
WDLRCHRLQDSLFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSL
FLKDPYSWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVA
FLLESITPVGSVLALMVYTILFLKLFSYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQR
TVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYELNFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLFLTQLQVGLIQQW
MVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWLIFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDRE
FYRDWWNSESITYFUQNWNIPVHKWCIRHFYKPMLRRGSSKWAARTAVFLASAFFHEYLV
SIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVILSLIIGQPVAVLMYVHDYYVL
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ABSTRACT

This study aimed to assess multiple sequences of the diacylglycerol-acyltransferase-1 (DGAT1)
lipogenic enzyme from different species of suborder Ruminantia to infer the evolutionary clustering
among domestic ruminants and to further predict biochemical aspects of the non-polymorphic and
polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins of bovine Bos taurus using computational biology
tools. First, amino acid sequences of the DGAT1 protein from domestic water buffalo Bubalus bubalis
(Q0ZR39), Zebu bovine Bos indicus (A6YP72), sheep Ovis aries (A8VJIM4), goat Capra hircus
(A2T092) and bovine Bos taurus (Q8MK44) were randomly searched in the non-redundant protein
sequence database UniProtKB/Swiss-Prot. A dendogram showing the evolutionary relationships among
specimens was constructed from the sequences of interest using Mega 6.0 software with the neighbor-
joining method. Next, the prediction of biochemical characteristics associated with primary and
secondary structures of the non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 protein
sequences of bovine Bos taurus was performed using ProtParam program. The evolutionary clustering
among specimens inferred from amino acid sequences of the DGAT1 protein in ruminants
demonstrated that animals selected were sub-branched with all specimens intimately grouped in a main
unique cluster. Biochemical characterization of the non-polymorphic and polymorphic DGAT1 proteins
exhibited high estimates of half-life inferred from in vitro mammalian reticulocytes with identical
values of 30 hours. In conclusion, such findings provide insights into the evolutionary biology of
domestic ruminants and prediction of primary and secondary structures of the non-polymorphic and
polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins by the comparing multiple sequence alignments of
biological molecules using Bioinformatics’ tools.

Keywords: bioinformatics, conservation degree, DGAT1 protein, evolutionary biology, ruminant
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INTRODUCTION

The diacylglycerol-acyltransferase (DGAT) proteins act as a key metabolic enzyme that catalyze the
conversion of diacylglycerol and fatty acyl CoA to triacylglycerol, exerting crucial biological roles in the
final step of lipogenesis during neutral lipid biosynthesis (Cases et al., 2001, Shi and Cheng, 2009, Liu et
al., 2012, Yen et al., 2015). These proteins are expressed in nearly all tissues, such as liver, adipose tissue,
skeletal muscle, including the mammary gland (Liu et al., 2012). Considerable attention has been expended
to clarify the functions of the DGAT proteins and it is well established that the triacylglycerol metabolism
mediated by DGAT activities comprehends intestinal fat absorption, adipose tissue formation, lactation and
lipoprotein assembly (Cases et al., 1998, Yen et al., 2008, Yen et al., 2015). In excess energy situations,
glucose and insulin-mediated signaling result in increasing the transcription of genes, and the excess energy
will consequently activate the fatty acid synthesis and the triglyceride formation to store energy as an
adipose tissue (Meegalla et al., 2002). Regarding to DGAT1 protein, some biological effects of this
lipogenic protein are associated with obesity and other metabolic diseases, since mice lacking DGAT1
exhibiting decreased triglyceride content in mammary tissue were resistant to diet-induced obesity and
diabetes mellitus (Lewin et al., 2008). Recently, Lu et al., (2012) found that knockdown of the DGAT1
expression in liposome by RNA interference provoked significant reductions in the triacylglycerol contents
in the bovine mammary epithelial cells, reinforcing the importance of this peptide in the triglyceride
synthesis in bovine mammary tissue. Over the past decade, the gene encoding the DGAT1 microsomal
enzyme has been identified as a strong candidate gene due to its appropriate chromosomal location and that
knockout transgenic mice lacking both functional allele of DGAT1 were totally devoid of lactation (Smith
et al., 2000).

According to Winter et al., (2002), an non-conservative lysine (K) to alanine (A) substitution at amino acid
position 232 in the mature polypeptide chain (DGAT1 K232A) could be directly associated with at least
50% of the quantitative trait locus variation for some milk production traits. This non-conservative
substitution of lysine by alanine as a consequence of an adenine/adenine to guanine/cytosine replacement at
positions 10433 and 10434 of exon VIII was found in European bovine populations (Spelman et al., 2002,
Thaller et al., 2003). In fact, the presence of the K allele assures higher fat yield and both fat and protein
percentages, whilst the A-allele was responsible for higher milk yield (Kaupe et al., 2004, Miltiadou et al.,
2010). Recently, Tabaran et al., (2015) showed that in Romanian Holstein cattle the K allele is associated
with increased fat percentage and higher levels of C16:0 and C18:0 fatty acids and the DGATL protein
harboring the polymorphism K232A revealed a high genetic variance for fat percentage, unsaturated C18
and C16:0. Thus, several lines of evidence strongly support the fact that K232A is indeed the causal
mutation or quantitative trait nucleotide due to its known role in fat metabolism and knockout effect (Cases
et al., 1998; Smith et al., 2000, Mackay 2001, Grisart et al., 2004, Tabaran et al., 2015). Despite a number
of previous studies on the DGATL protein, which have emphasized its importance as potential biomolecule
targets to increase triacylglycerol on the milk composition and yield in domestic ruminants, little is known
about its evolutionary timeline in eukaryotes.

With the advent of the Bioinformatics, the biological fields have tremendously progressed in the ability to
process and interpret large volumes of biological data using computational biology analyses, advancing
molecular and structural characterization of several bioactive molecules (Schatz et al., 2010; Gabriel et al.,
2013, Oliani et al., 2015). Thus, the purpose of this study was to assess comparatively the conservation
degree of the multiple amino acid sequences of the DGAT1 protein inferring phylogenetical relationships
among distinct animals of the suborder Ruminantia. Moreover, this study aimed to characterize
biochemically non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 sequences of bovine Bos
taurus by predicting protein primary and secondary structure aspects using computational biology tools.
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MATERIAL AND METHODS

Multiple Alignments of Amino Acid Sequences of the Ruminant
DGATL1 Protein

The amino acid sequences of the DGATL1 protein from domestic water buffalo Bubalus bubalis (Q0ZR39,
489 amino acids), Zebu bovine Bos indicus (A6YP72, 425 amino acids), sheep Ovis aries (A8VJIM4, 489
amino acids), goat Capra hircus (A2T092, 382 amino acids) and bovine Bos taurus (Q8MK44, 489 amino
acids) were randomly selected from the high-quality annotated and non-redundant protein sequence
database UniProtKB/Swiss-Prot. This database allows the functional annotation of multiple protein
sequences and accurate classification of whole proteins into a network structure reflecting their
evolutionary relationships (Boutet et al., 2007). The DGATL1 protein sequences selected were submitted to
multiple alignments using the constraint-based multiple protein alignment tool COBALT (Papadopoulos
and Agarwala, 2007). Such computational algorithm provides the annotation of multiple protein sequences
from conserved domain database, protein motif, and local information of the sequence similarity, including
additional data to improve the quality score and significance of the matches, such as expected value (e-
value). E-values from multiple alignment analyses represent the probability of the alignment occurring by
chance and are calculated based on the quality of alignment (the score) and the size of the database
(Baxevanis and Ouellette, 2005). Moreover, statistical evaluative parameters concerning identity and
similarity values were automatically validated in these comparative analyses. Secondly, a dendogram
demonstrating the evolutionary relationships among specimens was constructed from sequences of interest
using Mega 6.0 software (Tamura et al., 2013), as described in details by Gabriel et al., (2015). Divergence
times for all branching points in the topology were calculated using the RelTime method (Tamura et al.,
2012).

Biochemical Characterization of Non-Polymorphic and Polymorphic Harboring K232A
DGAT1 Sequences

Two sequences of the DGAT1 protein of bovine Bos taurus were biochemically characterized under these
experimental conditions: a) non-polymorphic DGAT1 protein containing the lysine (K) amino acid at
position 232 (Q8MK44) and b) DGAT1 protein sequence harboring the causal polymorphism K232A with
the substitution by alanine (A) amino acid at same position. Biochemical parameters of the amino acid
residues of non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 sequences were generated using
the ProtParam tools that allow the validation of various physical and chemical parameters from prediction
of the primary structure of the bovine DGAT1 protein sequence (Gasteiger et al., 2005). These computed
parameters include the theoretical isoelectric point (pl), estimated half-life, instability index, aliphatic index
and grand average of hydropathicity (GRAVY). Finally, the prediction of the secondary structure of the
non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins of bovine Bos taurus was carried
out using the Chou & Fasman Protein Secondary Structure Prediction CFSSP algorithm (Chou and Fasman,
1974a, Chou and Fasman, 1974b).

RESULTS

Comparative alignments of multiple sequences of the DGAT1 protein using CLUSTAL W method revealed
an identity value of 77.505% by Swiss-Prot analyses, with 279 residues detected as identical positions in a
total content of 489 amino acids (Figure 1). Therefore, only 03 amino acid residues were detected as similar
positions along the sequences analyzed (Figure 1). Under these molecular evolutionary analyses, all
comparative assessments generated e-values of 0.003, suggesting that the data generated from these
alignments were significant. Moreover, comparative alignments of the DGATL protein were exclusively
performed from bovine, buffalo and ovine sequences, specimens that have complete segment of the protein
of interest deposited on database set (489 amino acid residues), excluding the partial fragments of the
DGAT1 protein of goat and bovine Bos indicus. A higher identity value of 99.182% was revealed under
these analyses, identifying 3 and 485 amino acid residues in similar and identical positions, respectively
(data not shown).
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Phylogenetic groupings were established to examine the overall evolutionary relationship among specimens
inferred from amino acid sequences of the DGATL1 protein in animals of the suborder Ruminantia, as
shown in Figure 2. The NJ tree obtained from multiple alignments of amino acid sequences of the ruminant
DGAT1 protein revealed the presence of an unique cluster containing buffalo (0.00), bovine Bos taurus
(non-polymorphic and polymorphic K232A sequences) (0.00) and sheep (0.00) species grouped intimately
in a same branch (Figure 2). DGAT1 sequences of bovine Bos indicus (1.3) and goat (1.5) were linked to
main cluster in distinct sub-branches (Figure 2). Estimates concerning evolutionary divergence were
inferred from amino acid sequences of the DGATL protein. Buffalo, goat and non-polymorphic bovine
DGAT1 sequences were the most differentiated (2.901), whereas the sequences of the protein of interest
were the least differentiated in buffalo and bovine Bos taurus harboring the polymorphism K232A (0.003).

Figure 1. Comparative alignments of multiple sequences of the DGAT1 protein in domestic water
buffalo Bubalus bubalis (Q0ZR39), Zebu bovine Bos indicus (A6YP72), sheep Ovis aries (A8VIM4),
goat Capra hircus (A2T092) and bovine Bos taurus (Q8MK44). Different arrows indicate the presence

of conservative changes along sequences of the DGAT1 enzyme.

Various physical and chemical parameters were predicted from the primary structure of the non-
polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 protein sequences of bovine Bos taurus by
ProtParam analyses (data not shown). The biochemical characterization of the non-polymorphic DGAT1
protein sequence demonstrated a theoretical pl of 9.56 and molecular weight of approximately 56 kDa. The
total number of negatively (Asparagine+Glutamic acid) and positively (Arginine+Lysine) charged residues
was 37 and 54, respectively. Moreover, this protein was classified as a stable peptide, since its instability
index was computed to be 37.94 with grand average of hydropathicity (GRAVY) of 0.163. Regarding to
the polymorphic harboring K232A DGATL1 protein of bovine Bos taurus, descriptive biochemical
parameters demonstrated theoretical pl and molecular weight values of 9.52 and 56 kDa, respectively. The
total number of negatively (Asparagine+Glutamic acid) and positively (Arginine+Lysine) charged residues
was 37 and 53, respectively. Data of the instability index were computed in 37.94, with grand average of
hydropathicity (GRAVY) of 0.175, supporting that the polymorphic harboring K232A DGAT1 protein is
also classified as a stable peptide. Interestingly, estimates of half-life inferred from in vitro mammalian
reticulocytes demonstrated identical values of 30 hours for both the non-polymorphic and polymorphic
harboring K232A DGAT1 proteins of bovine Bos taurus.

Analyses from secondary structure prediction of amino acid sequences of non-polymorphic and
polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins of bovine Bos taurus were estimated as presented in
Figure 3. These results revealed the presence of a coiled coil domain situated between 200 and 250 amino
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acid residues in the non-polymorphic DGAT1 protein, whereas this coiled coil domain was not detected at
the same position in the polymorphic harboring K232A DGAT1 protein (Figure 3).

@ rCOZRIZLIZRIS BUEEU Subas bubais GNDGATT PEIEV2
W 50I105M K44 N 483 ronpolymorphic sequence
1.3
| @ s2128MK44 1 483 pohymornphic seqUe oS
I rAIVIMG AV ML SEEER Ous ares GNDGAT! PEASVY
1.3 AV AARVETS ROGRI & ANDAATPEL &
— e~ KEYFPT2BOSN Bos indicus GNDGATFES S
@ rAZT052IAZT 052 CAF M Caprs hrous GNDGATY PEZS

+ + '
12 0.8 04

Figure 2. Evolutionary relationships among domestic ruminants inferred from amino acid sequences of
the diacylglycerol-acyltransferase-1 (DGATL1) protein. Data of timescale are presented in millions of
years.

III | IIII
- Turn

A B

Figure 3. Prediction of the secondary structure of the non-polymorphic (A) and polymorphic harboring
K232A (B) DGAT1 proteins of bovine Bos taurus.

DISCUSSION

The diacylglycerol-acyltransferase-1 lipogenic enzyme plays a fundamental role in the physiological
pathways involved with the metabolism of triacylglycerol in higher eukaryotes, such as intestinal fat
absorption, lipoprotein assembly, adipose tissue formation, and lactation (Cases et al., 1998, Yen et al.,
2015). In this study, the conservation degree of multiple amino acid sequences of the DGAT1 protein and
phylogenetical relationships among distinct species of the suborder Ruminantia were established using
computational biology tools. Multiple comparative alignments of the DGAT1 amino acid sequences of
domestic ruminants demonstrated an identity value corresponding to 77.505%, identifying 279 and 3 amino
acid residues in identical and similar positions, respectively (Figure 1). Although amino acid sequences of
the DGAT1 protein of goat and bovine Bos indicus available on database are yet considered partial
segments, the findings reported herein revealed a phylogenetical clustering of specimens of the suborder
Ruminantia intimately grouped in a main unique cluster (Figure 2). Such evidences suggest an accentuated
conservation degree of DGATL protein sequences in domestic ruminants that seems to reflect possibly the
closeness and the convergence of their evolution. Corroborating such findings, some studies have examined
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the evolutionary relationships from multiple alignments of amino acid sequences of the DGATL protein.
Venkatachalapathy et al., (2008) constructed a phylogenetic tree from derived DGAT1 protein sequences of
15 different species and illustrated a unique branch for mammals, fly, nematode and plants. According to
Venkatachalapathy et al., (2008), cattle and buffalo were intimately grouped in the same branch, whereas
swine was linked to another cluster. Within this perspective, Turchetto-Zolet et al., (2011), inferring the
evolutionary phylogenetic analyses of the dgatl and dgat2 genes across eukaryotic organisms, revealed that
although these genes are widely divergent in molecular and structural aspects, such genic segments evolved
at a functional convergence pattern.

Genic segments encoding the DGATL1 lipogenic enzyme emerge as a potential candidate gene, and the
detection of a non-conservative substitution of lysine by alanine (K232A) provides a major effect on milk
composition and yield. Notably, Kaupe et al., (2004) speculated that dgat1® appears to be the ancestral
allele and the K232A substitution probably occurred after the divergence of the Bos indicus and Bos taurus
lineages. In fact, the evolutionary conservation of the affected lysine residue among mammals indicates the
functional importance of a positively charged, hydrophilic residue at that position and that its substitution
by a neutral, hydrophobic alanine residue could alter the functionality of this enzyme. In fact, amino acid
substitutions with identical chemical properties signal the presence of conservative changes throughout
sequences of interest. Moreover, high significance of the matches and conserved domains was identified by
constraint-based analyses with e-value of 0.003, indicating low probability of the alignments have occurred
by chance (Baxevanis and Ouellette, 2005).

Among all biochemical comparative parameters predicted from non-polymorphic and polymorphic DGAT1
protein, half-life values of 30 hours were estimated for both the DGATL1 proteins of bovine Bos taurus. By
biological half-time is understood as the time taken by material or substance to lose every one-half of its
quantity in the environment, or that of its concentration in a particular body organ (Boyle, 2005).
According to Yu et al., (2002), the DGAT1 protein in the presence of a protease inhibitor and do not
demonstrated a relatively long half-life of 18 h, supporting that posttranslational protein degradation plays a
significant role in controlling steady-state levels of DGATL protein. Thus, accentuated half-life values
found in the non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins seem to support the
strong ability of this peptide to exert their more extensively biological roles on neutral lipid biosynthesis,
and assure consequently higher content of triglycerides on the milk composition and yield in domestic
ruminants.

Moreover, the present study predicted biochemical aspects associated with the secondary structure of non-
polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 sequences of bovine Bos taurus (Figure 3). In the
biochemistry and structural biology, the protein secondary structure is the general three-dimensional form
of local segments of proteins. Secondary structure is defined by the pattern of hydrogen bonds of the
protein (such as alpha helices and beta sheets) that are visualized in an atomic-resolution structure. More
specifically, the secondary structure is dependent of the patterns of hydrogen bonds formed between amine
hydrogen and carbonyl oxygen atoms contained in the backbone peptide bonds of the protein (Boyle,
2005). The results described in this study demonstrated the presence of a coiled coil domain situated
between amino acid residues at positions 200 and 250 in the non-polymorphic DGATL protein, whereas
this coiled coil domain was not revealed in the same position in the polymorphic harboring K232A DGAT1
protein (Figure 3). Theoretical evidences point out that the random coiled coil domain is not a true typical
secondary structure, but characterize as a class of conformations that indicate an absence of regular
secondary structure (Boyle, 2005). Biophysical aspects associated with basic mechanism by which
enzymes catalyze chemical reactions begin with the binding of the substrate (or substrates) to the active site
on the enzyme, as postulated largely by Lock and Key model. Based on the prediction of the secondary
structure of the polymorphic harboring K232A DGAT1 protein, the absence of coiled coil domain situated
between positions 200 and 250 could be responsible for spatial modifications in the unique geometric shape
of the active site of this enzyme, affecting the complementary binding of the substrate to the active site on
the enzyme. Within this context, differentiated domains of the secondary structure of the DGATL protein
harboring the polymorphism K232A may be exerting a positive influence on its biological action during
neutral lipid biosynthesis.
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In conclusion, findings described in this study provide insights into the phylogenetical clustering and
evolutionary biology of domestic ruminants and the prediction of primary and secondary structures of the
non-polymorphic and polymorphic harboring K232A DGAT1 proteins by comparing multiple alignments
of biomolecule sequences using Bioinformatics’ tools.
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