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Registro de impacto

O estudo pode contribuir para uma compreensao mais profunda de como os
padroes de expressao génica sao influenciados pelo ambiente e pelo manejo dos
animais. Como se trata de um estudo inédito, uma pesquisa sobre epigenética de
bovinos desmamados de forma precoce e convencional pode gerar conhecimentos e
bases para estudos subsequentes, os quais buscam melhorar tanto a produ¢éao animal
quanto o bem-estar dos animais, além de gerar implicacbes mais amplas para a
sociedade em termos de sustentabilidade e compreensao dos processos bioldgicos.
Pode ainda ter implicacGes na indUstria pecuéaria, influenciando praticas de manejo e
nutricdo de bovinos. Isso pode afetar a eficiéncia produtiva, a qualidade dos produtos
de origem animal (carne) e a rentabilidade dos produtores. Os resultados da pesquisa
também podem ser aplicados no desenvolvimento de programas de melhoramento
genético que levem em consideracdo ndo apenas 0s aspectos genéticos dos animais,
mas também seu ambiente durante fases criticas do desenvolvimento, como o

desmame precoce.

Impact record

The study could contribute to a deeper understanding of how gene expression
patterns are influenced by the environment and animal management. As this is an
unprecedented study, research into the epigenetics of cattle weaned early and
conventionally can generate knowledge and bases for subsequent studies, which seek
to improve both animal production and animal welfare, as well as generating broader
implications for society in terms of sustainability and understanding of biological
processes. It may also have implications for the livestock industry, influencing cattle
management and nutrition practices. This can affect production efficiency, the quality
of animal products (meat) and the profitability of producers. The results of the research
can also be applied to the development of breeding programs that consider not only
the genetic aspects of the animals, but also their environment during critical stages of

development, such as early weaning.
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RESUMO

O manejo da desmama precoce seguido de suplementagdo energética pode
levar a alteragdes metabdlicas no bezerro, causando efeitos em longo prazo na saude
e no desempenho do animal. Acredita-se que a principal base para essas adaptacdes
metabdlicas s&o mecanismos epigenéticos que regulam, ativam ou silenciam genes
em diferentes estagios de desenvolvimento e/ou em resposta a diferentes estimulos
ambientais. Comparando o perfil de metilagdo do musculo esquelético Longissimus
thoracis de Bos indicus aos 205 dias de idade de animais desmamados de forma
precoce e convencional (120 e 205 dias de idade, respectivamente), pode-se perceber
maior nivel de metilagdo do DNA no genoma dos animais do grupo precoce. Ao todo,
foram encontradas 481 DMRs, com cerca de 52% (250) de regides hipermetiladas e
48% (231) de hipometiladas. A analise de enriquecimento funcional considerou genes
diferencialmente metilados (DMG) e expressos (DEGs)(n=53). Os principais termos e
vias enriquecidas foram associadas a sinalizagdo de cAMP (monofosfato de
adenosina 3'-5'-ciclico) e metabolismo lipidico. Os genes AKT1, ADCY3 e PPARD
foram os mais associados a adipogénese e lipogénese, sugerindo um papel
importante desses genes na deposi¢céo de gordura na carne de animais desmamados

de forma precoce seguido de suplementacéo.

Palavras-chave: epigenética; desmama precoce; adipogénese; carne



ABSTRACT

Early weaning management followed by energy supplementation can lead to
metabolic changes in the calf, causing long-term effects on the animal's health and
performance. It is believed that the main basis for these metabolic adaptations are
epigenetic mechanisms that regulate, activate or silence genes at different stages of
development and/or in response to different environmental stimuli. Comparing the
methylation profile of the skeletal muscle Longissimus thoracis of Bos indicus at 205
days of age of animals weaned early and conventionally (120 and 205 days of age,
respectively), a higher level of DNA methylation can be seen in the genome of animals
from the early group. A total of 481 DMRs were found, with around 52% (250)
hypermethylated and 48% (231) hypomethylated regions. The functional enrichment
analysis considered differentially methylated genes (DMGs) and differentially
expressed genes (DEGs) (n=53). The main terms and pathways enriched were
associated with cAMP (3'-5'-cyclic adenosine monophosphate) signaling and lipid
metabolism. The AKT1, ADCY3 and PPARD genes were the most associated with
adipogenesis and lipogenesis, suggesting an important role for these genes in fat

deposition in the meat of early-weaned animals followed by supplementation.

Keywords: epigenetics; early weaning; adipogenesis; meat
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CAPITULO 1 — Consideragées Gerais
1 INTRODUGAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, representando
cerca de 12,18% do rebanho mundial. No quesito producao de carne, o pais também
se destaca na segunda colocagao (Abiec, 2023). Cerca de 93% de todo o rebanho
tem aptiddo genética para corte, composto majoritariamente por ragcas zebuinas (Bos
indicus), principalmente a Nelore (Abiec, 2022). Bovinos desta raga séao
caracterizados por serem adaptados ao ambiente tropical predominante no Brasil. No
entanto, em comparacao as racas europeias, bovinos Nelore sdo mais tardios quanto
a reproducao e ao acabamento de carcaca, além de produzirem cortes com menor
maciez e de maior variagcdo em relagcdo a essa caracteristica (Pereira et al., 2015;
Rosa et al., 2013), o que diminui a atratividade pelos consumidores (Font-I-Furnols e
Guerrero, 2014).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para compreender os mecanismos
moleculares que governam essas caracteristicas por meio de GWAS, sequenciamento
do DNA, transcriptoma, entre outros (De Souza et al., 2022; Leal-Gutiérrez et al., 2019;
Gongalves et al., 2018; Wright et al., 2018; Carvalho et al., 2017; Magalhaes et al.,
2016). Contudo, ainda sdo poucos os estudos que investigaram como alteragdes
epigenéticas podem modular a expressao fenotipica de genes no musculo em bovinos
da raca Nelore.

Na bovinocultura de corte existem manejos que visam melhorar a
produtividade, principalmente por meio do aumento da eficiéncia das vacas, entre eles
esta a desmama precoce de bezerros (Arthington e Minton, 2004; Silveira, 2021).
Segundo Restle et al. (2001), a desmama precoce tem a finalidade de reduzir o
estresse da amamentacao e, ao mesmo tempo, melhorar o estado nutricional da vaca,
possibilitando melhor recuperagao do estado corporal e retomada da manifestacao do
ciclo estral. Além disso, o processo da desmama precoce seguido de suplementagao
energética pode levar a alteragdes metabdlicas no bezerro, causando efeitos em longo
prazo na saude e no desempenho do animal (Arthington e Minton, 2004). Acredita-se
que a base principal para essas adaptacbes metabdlicas sdo mecanismos

epigenéticos que regulam, ativam ou silenciam genes em diferentes estagios de



desenvolvimento e/ou em resposta a diferentes estimulos ambientais (Veland e Chen,
2017).
2 OBJETIVOS

Descrever padrées de metilagdo do DNA do musculo Longissimus thoracis (LT)
de bovinos Nelore (Bos indicus) desmamados de forma convencional e precoce,
encontrar regides e genes diferencialmente metilados entre os grupos, e relacionar os

niveis de metilagdo do DNA com a expressao génica.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Bovinocultura de corte no Brasil e melhoramento genético da raga Nelore

O rebanho bovino brasileiro no ano de 2022 foi estimado em 202 milhdes de
cabecas, caracterizando-se como o segundo maior do mundo. Com um abate de
42,31 milhdes de cabecgas, o volume de carne produzida foi de 10,79 milhdes de
toneladas carcaca equivalente (TEC), ficando atras apenas da produgdo norte-
americana. O Brasil é o principal exportador de carne bovina do mundo, tendo
destinado 27,96% (3,02 milhdes TEC) do total de sua produgao para exportagéo,
enquanto 71,48%, equivalente a 7,78 milhdes TEC, permaneceram no mercado
interno (Abiec, 2023).

Nos ultimos dez anos o Brasil foi o pais onde a producao e exportagao mais
cresceram, no entanto, sua produtividade ainda € baixa em comparagao aos outros
grandes produtores. Segundo boletim da Associagcdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carne (Abiec, 2023), o pais reduziu sua area de pastagem,
aumentando sua taxa de ocupacao para 1,32 cabeca por hectare. A expectativa é que
a produtividade continue crescendo, principalmente pelo aumento do uso de sistema
integrados de producdo, melhoramento genético do rebanho, manejo e recuperagao
de pastagens, suplementacdo alimentar, boas praticas de producgao, producéo de
novilho precoce, entre outros (Malafaia et al., 2020).

Essa atividade de sucesso comegou com a chegada do primeiro rebanho
trazido pelos colonos portugueses quando o Brasil foi descoberto. No inicio do século
XIX, o zebu (Bos indicus) comegou a ser importado, e posteriormente importado em
maior escala, principalmente como tragcdo para o transporte da época (Mariante e
Cavalcante, 2000). Devido a sua adaptagao as condigdes de criagao do pais, 0 zebu

foi amplamente utilizado em cruzamentos absorventes com o gado crioulo, resultando



que grande parte do rebanho bovino brasileiro hoje € zebu ou de animais com algum
grau de sangue zebu, em sua maioria da raga Nelore (De Alencar e Barbosa, 2010).

Nas ultimas décadas, surgiram varios programas de avaliagdo genética de
bovinos de corte no Brasil, incluindo em seus critérios de selecdo informacdes
relacionadas as caracteristicas de carcaca. Voltados para a raga Nelore pode-se citar
o Programa de Melhoramento Genético de Zebuinos (PMGZ), da Associagao
Brasileira dos Criadores de Zebu (ABCZ), o programa Geneplus, da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e o Programa Nelore Qualitas
(Souza, 2022). Os avangos das pesquisas com foco no melhoramento genético tém
sido continuamente influenciados por varias areas afins, entre elas a biotecnologia
(Packer e De Paz, 2001).

Apesar dos grandes avangos ao longo das ultimas décadas, a industria da
carne bovina ainda enfrenta desafios, entre eles a falta de uniformidade da idade de
abate dos animais, da cobertura de gordura e da marmorizacao da carne, fatores estes
que influenciam na maciez e palatabilidade do produto (Arrigoni et al., 2004). Neste
tocante, ganham importancia as caracteristicas associadas a qualidade da carne,
como a maciez, as gorduras de cobertura e entremeada e a coloragdo. Em relagao
aos atributos de qualidade da carne, a maciez destaca-se como um dos aspectos mais
valorizados pelos consumidores, sendo considerada como a caracteristica
organoléptica de maior influéncia na aceitagdo da carne (Paz e Luchiari Filho, 2000;
Ishihara e Madruga, 2013). Entretanto, mais recentemente, a quantidade de gordura
intramuscular tem recebido maior atengao do consumidor e da industria por melhorar
aspectos organolépticos da carne. Buscando entender as bases genéticas e
fisiolégicas que governam essas caracteristicas, diversos grupos de pesquisas estao
combinando gendmica, transcriptdmica, protedmica, biologia computacional e
bioquimica (Oliveira et al., 2017; Clark et al., 2011; Gagaoua et al., 2020; Fortes et al.,
2009; Lee et al., 2010; Magalhées et al., 2019).

3.2 Crescimento e desenvolvimento dos tecidos muscular e adiposo

O entendimento sobre o crescimento e o desenvolvimento do tecido muscular
€ uma das principais bases da produgéo animal, principalmente quando o objetivo é a
producao de carne. O tecido muscular representa em média 40% do peso corporal e
53 a 64% da carcaca (Lopes, 2010). Existe grande variagao individual na qualidade



de carne entre os animais, a qual pode ser devida a diferengcas em diversos fatores
conhecidos e desconhecidos, intrinsecos (genéticos) e extrinsecos (ambiente), que
interagem e definem os resultados dos processos metabdlicos no periodo pré- e post-
mortem (Lawrie e Ledward, 2014; Klont et al., 1998).

Durante a miogénese no embrido, os miotubos sédo formados a partir da
proliferagdo, migragao, diferenciagao e fundicdo dos mioblastos que, posteriormente,
se transformam em fibras musculares (Figura 1). Durante o segundo tergo gestacional,
outros mioblastos utilizam as miofibrilas primarias como suporte para alinharem-se e
formar as fibras secundarias. Essas fibras secundarias formadas durante o periodo de
mioblasto fetal determinam o numero final de fibras no individuo adulto (Rodrigues
Filho et al., 2011). Existe ainda uma populagao de mioblastos que ndo formam fibras
musculares, mas ficam localizadas proximas as miofibras, e sdo chamadas de células
satélites. Tais células satélites s&o responsaveis pela regeneragao e crescimento pos-
natal do musculo esquelético (Chargé e Rudnicki, 2004). Portanto, o fator
determinante do potencial de crescimento do animal é a quantidade de fibras
musculares ao nascimento, uma vez que o incremento da massa muscular no periodo
pos-natal ocorre exclusivamente a partir do aumento do tamanho das células

previamente formadas (Rodrigues Filho et al., 2011).
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Figura 1. Eventos basicos da miogénese (Rehfeldt et al., 2000).

No tecido muscular dos mamiferos foram caracterizados quatro tipos basicos
de fibras musculares: as fibras do tipo I, que sado lentas, oxidativas, aerdbias; e as
fibras do tipo Il — subdivididas em IIA, 1IB e IIX —, que expressam diferentes isoformas
da proteina miosina (Schiaffino et al., 2020). E sabido que a distribuicdo do tipo de
fibra nos musculos esta relacionada as caracteristicas de qualidade de carne (Klont et
al., 1998; Picard e Gagaoua, 2020).



Além do tecido muscular, a quantidade, a distribuicao e a composigao do tecido
adiposo na carne bovina sao fatores que exercem grande impacto na qualidade
organoléptica e nutricional deste alimento (Ladeira et al., 2016). A formacé&o do tecido
adiposo acontece de forma inversa ao desenvolvimento do tecido muscular, portanto,
apods a puberdade e maturidade sexual, a medida que o crescimento muscular diminui,
o adiposo aumenta (Owens et al., 1995), principalmente, em razdo da lipogénese
(deposicdo de acidos graxos e triglicerideos nos adipocitos). No entanto, essa
deposi¢gado ndo € homogénea, pois se inicia pela gordura interna (abdominal, renal-
inguinal e pélvica), seguida da gordura intermuscular, subcutanea e intramuscular
(Pethick et al., 2004). Com inicio no meio da gestagao em ruminantes, a adipogénese
€ mais ativa no periodo perinatal e pds-natal inicial, continuando de forma menos
intensa a medida que os animais envelhecem (Muhlhausler et al., 2007; Du et al.,
2010; Du et al., 2013). Desta forma, os estagios fetais e neonatais sdo os principais
para a geragao de adipdcitos intramusculares (Tong et al., 2008).

Os progenitores miogénicos se desenvolvem em células satélites e fibras
musculares, enquanto as células progenitoras ndo miogénicas se desenvolvem na
fracdo estromal-vascular dentro do musculo esquelético, mesmo local onde estéao
localizados os adipdcitos, os fibroblastos e as células progenitoras mesenquimais (Du
et al., 2013). Esses progenitores nao miogénicos, os chamados “precursores fibro-
adipogénicos” (FAP), possuem capacidade adipogénica e fibrogénica (Joe et al.,
2010). Favorecer a proliferacdo de linhagens miogénicas, além da diferenciagéo
majoritaria de células progenitoras fibroadipogénicas em adipécitos, é de fundamental
importancia para obter-se carnes de melhor qualidade, com maior teor de gordura
entremeada e redugéo de tecido conjuntivo (Duarte et al., 2013). Assim, os FAPs
desempenham um papel importante na fisiologia normal e podem contribuir para o

potencial de marmoreio do gado de corte (Ladeira et al., 2016).

3.3 Desmama precoce na bovinocultura de corte

Na pecuaria de corte de ciclo completo, a producédo do rebanho de cria € o
componente mais importante (Restle et al. 1999), podendo ter impactos significativos
na produtividade final. Tal fase n&o diz respeito somente aos bezerros e bezerras, mas
também as matrizes, as novilhas e aos reprodutores (Oliveira et al., 2006). Segundo
Corréa et al. (2001), o intervalo entre partos (IP) se destaca como o principal indice



zootécnico e o primeiro que deve ser avaliado na fase de cria. O IP ideal nos bovinos
€ de doze meses, 0 que caracteriza a produgao de um bezerro por vaca/ano, no
entanto, a bovinocultura brasileira enfrenta dificuldades para alcancar essa meta,
comprometendo assim, o desempenho geral do rebanho. Outro indice de fundamental
importancia é o peso ao desmame (PD), pois quanto mais pesado o bezerro, maior é
a tendéncia em atingir o peso ao abate mais rapido (Cézar e Euclides Filho, 1996).
Portanto, diante das exigéncias de mercado, é necessario melhorar os indices
zootécnicos, tanto os reprodutivos quanto os produtivos, como a taxa de prenhez, a
idade a primeira cria, o intervalo de partos principalmente das primiparas e a idade de
abate dos animais (Silveira et al., 2021).

Neste cenario, existem diversas estratégias de manejo que podem ser
utilizadas de forma racional em rebanhos de cria, visando, além dos indices
reprodutivos, o atendimento das exigéncias nutricionais nas diferentes fases da vida
e a maxima exploragao do potencial genético dos animais (Castro et al., 2018). O
manejo de desmama € um fator determinante na duragcdo do anestro pds-parto nas
vacas, visto que o retorno ao cio esta relacionado com o periodo de amamentacgao.
Neste sentido, a diminuicdo do periodo de amamentagcao demonstrou ser efetiva na
reducao do intervalo ao primeiro cio (Cubas et al., 1985; Valle et al., 1996; Lopes et
al.,, 2013). Segundo Pascoal e Vaz (1997), um dos meios mais econdmicos de
aumentar a taxa de desmame do rebanho de cria é por intermédio do desmame de
bezerros aos 60 - 90 dias de idade. Por isso, varias técnicas de desmama, entre elas
a desmama precoce, vém sendo desenvolvidas e amplamente utilizadas a fim de
melhorar o desempenho reprodutivo de vacas no puerpério.

O desmame é definido como a separacao definitiva do bezerro de sua mae e
tem como objetivo principal a interrupgdo da amamentagao, de modo a estimular o
desenvolvimento ruminal dos bezerros, eliminar o estresse da lactagao nas vacas, e
assim, consequentemente, diminuir significativamente as suas exigéncias nutricionais
(Valle et al., 1996). A desmama precoce consiste em separar os bezerros das mées
com cerca de 60 a 120 dias (Cattelam, 2014; Oliveira et al., 2006) ao invés de 180 a
205 dias de idade como tradicionalmente. Segundo Castro et al. (2018), a finalidade
principal desta pratica € reduzir o estresse da amamentagdo e os requerimentos

nutricionais da vaca, permitindo que essas fémeas recuperem sua condigao corporal



e manifestem estro mais precocemente. No entanto, os ganhos obtidos no
desenvolvimento, acumulo de reservas e melhor desempenho reprodutivo nas vacas
submetidas ndo podem ser perdidos com a ma-nutricdo dos bezerros desmamados
precocemente (Beretta et al., 2002; Almeida e Lobato, 2004).

Restle et al. (2009) ao avaliar o desempenho de trés grupos genéticos de
bovinos desmamados aos 3 e 7 meses de idade, verificaram que, com uma nutrigao
adequada, os bezerros desmamados precocemente alcangcaram 0 mesmo peso aos
25 meses (abate) que os desmamados de forma convencional. Lobato et al. (2007)
observaram que ao desmamar os animais com 70 ou 180 dias de idade, estes
apresentaram, aos dois anos de idade, similaridade nos pesos de abate, de carcaca
guente e no rendimento de carcaga quente. Vaz e Lobato (2010) avaliando a influéncia
da idade ao desmame, precoce (77 dias) e convencional (147 dias) sobre o
comportamento reprodutivo de bezerras aos 13 e 15 meses de idade durante dois
anos consecutivos, nao observaram diferencga estatistica na taxa de prenhez, com as
novilhas do desmame precoce chegando ao final do periodo reprodutivo com 6timo
escore de condigédo corporal (3,81 pontos) e peso (297 kg), similar as novilhas do
desmame convencional (3,85 pontos e 295 kg). Koletzko et al. (2009) mostraram que
a nutricdo nos primeiros meses pos nascimento causa efeitos a longo prazo na saude
e desempenho futuro do animal. Portanto, a nutricido adequada neste periodo critico,
pos-demama precoce, poderia favorecer o crescimento do tecido muscular, a
deposi¢cdo de gordura intramuscular, bem como, o desenvolvimento do trato
reprodutivo, melhorando a qualidade da carcaga de machos e antecipando a

puberdade em novilhas.

3.4 Epigenética: a metilagdo do DNA e suas influéncias sobre a expressao génica

O termo “Epigenética” foi utilizado pela primeira vez em 1942 por Conrad
Waddington (Armstrong, 2014) e atualmente € definido como mudangas na expresséo
génica que ocorrem nao devido as alteracdes na sequéncia do DNA e que podem ser
herdadas (Lieb et al., 2006; Goldberg et al., 2007). Portanto, ndo € s6 a sequéncia de
DNA que contribui para o fenétipo, mas também as variagdes epigenéticas, que atuam
em sinergia com as modificagdes genéticas para a manifestagao fenotipica (Murrell et
al., 2005). Diferengas nos padrées de expressao génica que ocorrem ao longo do
desenvolvimento de érgaos e tecidos geralmente ocorrem pelo estabelecimento de



marcas epigenéticas, sendo a regulacdo diferencial dos genes, por meio da
epigenética, determinante para o destino celular (morfologia e fungéo) e o fenétipo do
individuo (Reik, 2007).

O epigenoma estabelece perfis de expressao génica em células de vertebrados
e, ao contrario do genoma, € dindmico e varia de célula para célula. O epigenoma
compreende dois componentes diferentes: a estrutura da cromatina, que esta
associada ao DNA, e um padrao de metilacdo do DNA, que faz parte da estrutura
covalente do DNA (D alessio e Szyf, 2006). Esses processos trabalham juntos para
afetar o empacotamento da cromatina, que por sua vez determina qual gene ou
conjunto de genes é transcrito (Tang e Ho, 2007). A unidade basica da cromatina é o
nucleossomo, que € um dimero de dois complexos idénticos, cada um consistindo em
quatro proteinas histonas: H2A, H2B, H3 e H4 (Wolffe, 1998). Mudancgas na estrutura
da cromatina influenciam a expressdao dos genes, que permanecem
inativos/desligados quando a cromatina estd condensada e ficam ativos/ligados
quando a cromatina estiver relaxada, ou seja, nao condensada (Rodenhlser e Mann,
2006). Por sua vez, a metilacdo do DNA é uma das modificagbes epigenéticas mais
estaveis e conhecidas, além de ser a principal candidata a coordenar a heranga
epigenética ao longo das geragdes (Goldberg et al., 2007; Youngson e Whitelaw,
2008). Ela ocorre por meio da adigao, por ligagao covalente, de um grupamento metil
(-CH3) na posigéao 5 do anel pirimidico de uma citosina, geralmente seguida por uma
guanina (dinucleotideo CpG), transformando-a em 5-metil-citosina (5mC). A 5mC é
considerada o “quinto nucleotideo” e constitui cerca de 1% de todas as bases de DNA
(Geiman e Muegge, 2010), variando ligeiramente em diferentes tipos de tecidos. A
maior parte (75%) dos dinucleotideos CpG em todo o genoma dos mamiferos sao
metilados (Tost, 2010).

A caracteristica mais marcante dos padrdes de metilagdo do DNA de mamiferos
€ a presenca de ilhas CpG, isto €, aglomerados de CpGs que possuem comprimento
de 200 pb a 5 kb, geralmente ndo metilados (ocorre perto dos locais de inicio da
transcricdo) em circunstancias normais, exceto aqueles associados a genes
imprintados, genes sujeitos a inativagdo do cromossomo X e elementos transponiveis
(Antequera e Bird, 1996; Tang e Ho, 2007; Dolinoy et al., 2007; Suzukl e Bird, 2008;

Tost, 2010). A metilagdo nessas regides esta associada ao silenciamento génico e,



assim, quando essas ilhas nao estdo metiladas ocorre a expressao génica (Oliveira et
al, 2010; Portela e Esteller, 2010; Yuferov et al.,, 2010). Dinucletideos CpG
encontrados fora de ilhas, em regides conhecidas como "margens (shores) da ilha
CpG" sdo menos metilados quando comparadas com as ilhas em si (Tsankova et al.,
2007; Robison e Nestler, 2011), mas também podem estar associadas com a
inativagao transcricional. Entretanto, quando a metilagédo ocorre no corpo dos genes
(éxons e introns), também pode estar correlacionada com a sua expressao (Doi et al.,
2009; Irizarry et al., 2009; Portela e Esteller, 2010). CpGs no corpo génico
(éxons/introns) e mais distantes do sitio de inicio de transcricdo (TSS) podem inibir ou
aumentar (desde que o promotor ndo esteja metilado) a expressao génica
dependendo do contexto gendmico. Se a metilagdo (CpG) do corpo génico ocorrer
numa ilha CpG pode haver correlagdo negativa ou positiva com a expresséo. Por outo
lado, se a metilagdo nao ocorrer numa ilha CpG, vai haver correlagao positiva com a
expressao, ou seja, com a metilagao vai haver aumento de expressao génica (Varley
et al., 2013).

A metilacido do DNA é realizada por meio da acao de metiltransferases de DNA
(DNMTs). O grupamento metil € doado por um doador universal chamado S-adenosil-
L-metionina (SAM). Em mamiferos, ja foram identificadas trés familias de
metiltransferases de DNA: a) DNMT1, composta pelas isoformas somaticas DNMT1s
e oocitaria DNTM10; b) DNMT2; ¢) DNMT3, composta pelas DNMT3A, DNMT3B e
DNMT3L (Niciura et al., 2015). A metilagdo controla o silenciamento génico através de
mecanismos diretos e indiretos (Figura 2). Os diretos se caracterizam quando a
prépria metilagado do DNA forma uma barreira fisica, impedindo a ligagao de fatores
de transcri¢ao gerais ou afetando o estado de condensagéo da cromatina. Os indiretos
se dao pelo recrutamento de proteinas ligadoras de metil (MDB) que se ligam
especificamente ao DNA metilado, formando complexos repressores (Curradi et al.,
2002; Niciura et al., 2015).
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Figura 2. Silenciamento génico mediado por metilacdo do DNA. A) Mecanismo
direto: a metilagdo do DNA (pirulitos alaranjados) impede a ligagao de fatores de
transcricdo (FT) e o acoplamento da maquinaria de transcricdo ao promotor; B)
Mecanismo indireto: a metilagdo do DNA recruta proteinas ligadoras de metil (em rosa)
que formam complexos repressores (R) no promotor, que suprimem a expressao do
gene. TSS = sitio de inicio de transcri¢gao (Niciura et al., 2015).

Os mecanismos epigenéticos tém papéis distintos em varios processos
biolégicos, como o crescimento, o desenvolvimento, o metabolismo e a saude dos
animais (Ibeagha-Awemu e Zhao, 2015; Gonzalez-Recio et al., 2015; Dean et al.,
2005). Ademais, o entendimento de mecanismos epigenéticos podem ser vantajosos
para a compreensao das caracteristicas quantitativas e para alcancar avangos na
melhoria da produtividade pecuaria e da resisténcia a doengas (Ibeagha-Awemu e
Khatib, 2017; Gonzalez-Recio, 2012). Dada a sua importancia, recentemente o
metiloma foi investigado no musculo Longissimus dorsi de bovinos taurinos e de
populagao cruzada Bos taurus vs. Bos indicus - Brangus- Angus (Liu et al., 2021; Fang
etal., 2017; Baik et al., 2014), em gado zebuino chinés (Chen et al., 2019), no musculo
Longissimus lumborum de bovinos Angus endogamicos divergentes para maciez da
carne (Zhao et al., 2020) e, mais recentemente, no Longissimus thoracis de bovinos
Nelore contrastantes também em relacdo a maciez (De Souza et al., 2022).

3.5 Efeitos do ambiente/dieta sobre a metilagdo do DNA
Existem evidéncias crescentes que sustentam que nutrientes podem modificar
0 padrao de metilagédo do DNA, seja em escala global ou em loci especificos (Jousse

etal., 2011; Dudley et al., 2011; Altmann et al., 2012). Sdo, até o momento, conhecidas
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trés maneiras pelas quais a nutricao influencia os padrboes de metilagdo do DNA, entre
as quais, pelo fornecimento de substratos necessario para a metilagdo adequada do
DNA; e pela provisdo de cofatores que modulam a atividade enzimatica das DNA
metiltransferases (DNMT). DNA metiltransferases (DNMT) s&o consideradas enzimas
chave para ativar a metilagdo do DNA em animais (Miranda e Jones, 2007). Como
metil-doador universal para proteinas metiltransferase, a S- denosilmetionina (SAM) é
sintetizada no ciclo da metionina a partir de varios precursores presentes na dieta
(Mckay e Mathers, 2011; Feil e Fraga, 2012).

Todos estes precursores entram em pontos diferentes na via da metionina e
contribuem para a sintese liquida do SAM. Assim, a disponibilidade reduzida de SAM
resulta na hipometilacéo global do DNA, e vice-versa (Zhang, 2015). E bem conhecido
que as DNMTs exigem o SAM como um co-fator para sua ativagao total. Doadores de
metil da dieta podem contribuir para modular a atividade das DNMTs alterando a
concentracao intracelular de SAM. Além de uma regulagao indireta dos padrdes de
metilacdo do DNA por meio da modulagado de SAM, varios outros compostos da dieta
podem também influenciar diretamente a expressao ou atividade das DNMTs
(Mukherjee et al., 2015).

O controle da expressao génica se da pela ligagcao de fatores de transcricao
(FT) em sequéncias especificas do DNA. Diferentes componentes da dieta, como
nutrientes, compostos bioativos e metabdlitos, podem modular a expressao de fatores
de transcrigdo. De acordo com McNeel e Mersmann (2000), a disponibilidade de
nutrientes pode influenciar a expressdo de fatores de transcricdo relacionados ao
metabolismo. Como exemplo, tem-se o receptor-a ativado por proliferadores de
peroxissoma (PPAR-a), o primeiro fator de transcri¢ao identificado como um potencial
receptor de acidos graxos (Bensatti et al., 2004). O PPAR-a desempenha um papel
na regulagdo de uma extensa rede de genes envolvidos no metabolismo da glicose e
de lipidios. No controle genético da expressdo génica, a expressao dos fatores de
transcricdo e, consequentemente a sua atuacéao, é dependente do tecido, do estagio
de desenvolvimento e da situagao fisioldégica do organismo. Deste modo, a dieta pode
ter um efeito significativo sobre a expressao de fatores de transcricdo, que sao
proteinas-chave envolvidas na regulacdo da expressao génica. Os fatores de

transcricdo sao responsaveis por ligar-se a regides especificas do DNA (regides
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génicas reguladoras — enhancers e silencers) e controlar a ativagdo ou inibicao da
transcricdo de um outro grande numero de genes (Marques e Baldini, 2017). Desta
forma, tém uma importancia diferenciada na constru¢do do transcriptoma de um
tecido.

Fatores nutricionais, por exemplo, a metionina, que influencia o metabolismo
do SAM e da S-adenosilhomocisteina (SAH), tem impacto na metilagdo do DNA. O
estabelecimento do epigenoma é vulneravel a fatores nutricionais, especialmente
durante os estagios pré-natal e pos-natal inicial dos animais (Mentch e Locasale, 2016;
Zhang, 2015). Portanto, os desafios nutricionais durante a fase inicial de
desenvolvimento podem ter um impacto dramatico na metilagdo do DNA, no
crescimento e na saude dos animais (Zhang, 2015). Além disso, variagdes
epigenéticas podem ocorrer no periodo de “transi¢do alimentar”, em que os animais
sao expostos a uma dieta nutricionalmente desequilibrada que pode afetar a metilagéao
do DNA (Zhang, 2015).
3.6 Sequenciamento de bissulfito de representacao reduzida (RRBS) para
analise de metilacao do DNA

Com o advento das tecnologias de sequenciamento de préxima geragdo, o
sequenciamento de DNA convertido em bissulfito (BS-seq) tornou-se um método
popular para estudar a metilagdo do DNA. Uma abordagem enriquecida, chamada
sequenciamento de bissulfito de representacado reduzida (RRBS), esta se tornando
cada vez mais comum para a analise de perfis de metilagcdo em nivel de nucleotideo
unico (Liu et al., 2020; Wan e Bell, 2020; Meissner, 2005). O RRBS foi desenvolvido
para fornecer informacdes detalhadas sobre os padrdes de metilagdo em regides
especificas do genoma, sem a necessidade de sequenciar o genoma completo,
tornando o processo menos oneroso quando comparado a outras técnicas (Stockwell
et al., 2014). Portanto, trata-se de um método para estudar a metilagdo do DNA em
escala gendmica com resolucao de nucleotideo unico, caracterizando-se como uma
variagdo do sequenciamento de conversdo de bissulfito do genoma completo
(WGBS). Em comparagdo com o WGBS, o RRBS reduz mais de 95% do requisito de
sequenciamento para capturar CpGs de = 80% de ilhas CpG, mais de 50% de

promotores, bem como uma porcentagem relativamente menor de outras regides
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reguladoras gendémicas, como intensificadores, em genoma humano (Wan e Bell,
2020).

O RRBS usa digestdo com enzimas de restricao, geralmente Mspl, que possui
uma sequéncia de reconhecimento de 5'-CCGG-3', portanto cada fragmento
produzido contera pelo menos um dinucleotideo CpG. A técnica permite a selegao e
sequenciamento preferencial de regides ricas em CpG (Doherty e Couldrey, 2014).
Além do tratamento prévio do DNA com Mspl, as bibliotecas genémicas sao tratadas
com bissulfito de sédio, o que leva a modificagao da estrutura quimica da citosina ndo
metilada (C) para uma uracila (U). Isso ndo ocorre com 5-mC, o que permite a posterior
distingdo in silico de citosinas metiladas e ndo metiladas, permitindo acessar a
porcentagem de citosinas metiladas em cada regiéo.

A técnica de sequenciamento RRBS tem sido empregada com sucesso na
analise do metiloma em bovinos. Em um estudo conduzido por Del Corvo et al. (2021),
a técnica foi utilizada de maneira eficaz para investigar os padrées de metilagdo em
bovinos das ragas Nelore e Angus, submetidos ao estresse térmico, através da analise
do DNA gendémico obtido a partir de amostras sanguineas. Além disso, Souza et al.
(2022), aplicaram o RRBS para explorar os mecanismos epigenéticos subjacentes a
textura da carne bovina em Bos indicus, possibilitando a deteccdo de citosinas e

regides com metilagao diferencial em grupos contrastantes para a maciez da carne.
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CAPITULO 2 - PADROES DE METILACAO DO DNA NO MUSCULO ESQUELETICO
DE BOVINOS DA RACA NELORE SUBMETIDOS A DIFERENTES PROTOCOLOS
DE DESMAMA

Resumo — O manejo da desmama precoce seguido de suplementagdo energética
pode levar a alteragdes metabdlicas no bezerro, causando efeitos em longo prazo na
saude e no desempenho do animal. Acredita-se que a principal base para essas
adaptagdes metabdlicas sdo mecanismos epigenéticos que regulam, ativam ou
silenciam genes em diferentes estagios de desenvolvimento e/ou em resposta a
diferentes estimulos ambientais. Comparando o perfil de metilagdo do musculo
esquelético Longissimus thoracis de Bos indicus aos 205 dias de idade de animais
desmamados de forma precoce e convencional (120 e 205 dias de idade,
respectivamente), pode-se perceber maior nivel de metilagdo do DNA no genoma dos
animais do grupo precoce. Ao todo, foram encontradas 481 DMRs, com cerca de 52%
(250) de regides hipermetiladas e 48% (231) de hipometiladas. A andlise de
enriquecimento funcional considerou genes diferencialmente metilados (DMG) e
expressos (DEGs)(n=53). Os principais termos e vias enriquecidas foram associadas
a sinalizagdo de cAMP (monofosfato de adenosina 3'-5'-ciclico) e metabolismo lipidico.
Os genes AKT1, ADCY3 e PPARD foram os mais associados a adipogénese e
lipogénese, sugerindo um papel importante desses genes na deposi¢ao de gordura

na carne de animais desmamados de forma precoce seguido de suplementagéo.

Palavras-chave: epigenética; desmama precoce; adipogénese; carne
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ABSTRACT

Early weaning management followed by energy supplementation can lead to
metabolic changes in the calf, causing long-term effects on the animal's health and
performance. It is believed that the main basis for these metabolic adaptations are
epigenetic mechanisms that regulate, activate or silence genes at different stages of
development and/or in response to different environmental stimuli. Comparing the
methylation profile of the skeletal muscle Longissimus thoracis of Bos indicus at 205
days of age of animals weaned early and conventionally (120 and 205 days of age,
respectively), a higher level of DNA methylation can be seen in the genome of animals
from the early group. A total of 481 DMRs were found, with around 52% (250)
hypermethylated and 48% (231) hypomethylated regions. The functional enrichment
analysis considered differentially methylated genes (DMGs) and differentially
expressed genes (DEGs) (n=53). The main terms and pathways enriched were
associated with cAMP (3'-5'-cyclic adenosine monophosphate) signaling and lipid
metabolism. The AKT1, ADCY3 and PPARD genes were the most associated with
adipogenesis and lipogenesis, suggesting an important role for these genes in fat

deposition in the meat of early-weaned animals followed by supplementation.

Keywords: epigenetics; early weaning; adipogenesis; meat
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1 INTRODUGAO
A desmama precoce consiste em separar os bezerros das maes entre 90 e 120

dias de idade. Esse manejo tem a finalidade de reduzir o estresse da amamentacgéao e
0s requerimentos nutricionais da vaca, possibilitando uma melhor recuperagdo do
estado corporal e retomada da manifestacao do ciclo estral (Restle et al., 2001). No
entanto € necessario dedicar atengao aos bezerros desmamados precocemente para
evitar a ma-nutricdo dos mesmos (Beretta et al.,, 2002; Almeida e Lobato, 2004).
Segundo De Menezes et al. (2008), a utilizagdo de fontes energéticas na
suplementacdo de bezerros desmamados precocemente pode alcangar um
desempenho indicado para sistemas de idade de abate entre 18 e 24 meses. Scheffler
et al. (2014), ao estudar bezerros que consumiram uma dieta rica em concentrado
apds o desmame precoce, concluiram que a alimentagao com alto teor de concentrado
€ uma estratégia viavel para aumentar a deposicdo de gordura intramuscular
(marmoreio) em comparagdo com um sistema de produgado tradicional. Como ja
demonstrado em ragas de origem europeia, o desmame precoce pode ter grande
efeito sobre a fisiologia de bezerros que serdo destinados ao abate, levando a
adaptacdes metabdlicas diferentes dos que sdo desmamados de forma convencional
(aos 210 dias de idade) (Gasser et al., 2006; Scheffler et al., 2014). Como base dessas
alteragcdes metabdlicas estdo os mecanismos epigenéticos, que podem atuar na
modulagao e expressao génica (Veland e Chen, 2017) e, consequentemente, nos
fenotipos.

A metilacdo do DNA, principal modificagdo epigenética, pode controlar a
expressao génica por meio da formacado de uma barreira fisica, impedindo a ligagéo
de fatores de transcricdo gerais ou afetando o estado de condensagao da cromatina,
além de operar no recrutamento de proteinas ligadoras de metil (MDB) formando
complexos repressores (Curradi et al., 2002; Niciura et al., 2015). A dieta tem papel
fundamental na determinagéo do padrao de metilagdo do DNA, ja que pode atuar por
meio do fornecimento de substratos necessarios para a metilagao, fornecimento de
cofatores que modulam a atividade enzimatica da DNA metiltransferase (DNMT) e
alteracéo da atividade das enzimas que regulam o ciclo de um carbono (Zhang, 2015).

Como doador universal de metil para DNA e proteinas metiltransferases, a S-
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adenosilmetionina (SAM) é sintetizada no ciclo da metionina a partir de varios
precursores disponiveis nos alimentos (Mckay e Mathers, 2011; Feil e Fraga, 2012).

O estabelecimento do epigenoma € vulneravel a fatores nutricionais
especialmente durante os estagios pré-natal e pos-natal inicial dos animais (Mentch e
Locasale, 2016; Zhang, 2015). Segundo Silveira et al. (2021), é possivel induzir o
‘imprinting metabdlico”, onde a nutricdo adequada nos primeiros meses pos
nascimento induz positivamente o metabolismo da glicose e causa efeitos em longo
prazo na saude e desempenho do animal. Dessa forma, existem periodos criticos de
desenvolvimento, conhecidos por “janela nutricional”’, em que pode haver a alteracao
no perfil de metilacdo do DNA e da expressao génica, modificando de forma
permanente o metabolismo do animal.

Até o momento, ndo existem estudos sobre como a epigenética, principalmente
por meio da metilagdo do DNA, pode modular a expressao de genes em bovinos
Nelore submetidos ao desmame precoce seguido de suplementacdo. Portanto,
buscou-se investigar se diferentes manejos nutricionais a fase de cria podem levar a
alteracdes epigenéticas, em especial a metilagdo do DNA, e como estas marcas
podem afetar a expressdao de genes no musculo esquelético de bovinos Nelore e,

consequentemente, fendtipos relacionados a produgao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e coleta do tecido muscular

O experimento de campo foi conduzido na cidade de Caceres, estado do Mato
Grosso - Brasil, junto a uma das fazendas atendidas pela empresa Silveira Consultoria
e Gestao Pecuaria. O clima da regiao caracteriza-se como Tropical com duas estagoes
bem definidas (seca no inverno e umida no verdo), temperatura média anual de 25°
Celsius e precipitagdo média de 1.396 mm/ano (Silva et al., 2008). A partir de um
rebanho de 400 animais foram inicialmente pré-selecionados 40 bezerros machos da
raca Nelore, registrados na associagao nacional de criadores da raga, que foram
submetidos a dois tratamentos: desmama precoce (DP) e desmama convencional
(DC), realizadas aos 120 e aos 205 dias de idade, respectivamente. Para o tratamento
DP foram escolhidos, aleatoriamente, 20 individuos, os quais foram desmamados aos
120 dias de idade apresentando 123,15 + 11,654 kg de peso médio, e permaneceram

confinados sob suplementacdo até 205 dias, onde alcangaram média de peso de
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190,32 + 19,070 kg. O tratamento DC contou com outros 20 bezerros, os quais foram
mantidos a pasto de capim braquiaria junto as vacas e desmamados aos 205 dias
com 194,39 + 12,825 kg de peso medio, ou seja, passaram pelo periodo de
aleitamento e desmama convencional comumente praticada na bovinocultura de
corte. Deste modo, exceto pelo periodo distinto de aleitamento, o qual consistiu nos
diferentes tratamentos, os bovinos permaneceram em ambiente comum, com mesmo
manejo e dieta (Tabela 1). Uma mistura contendo de 16 a 20% de proteina bruta pode
garantir um bom crescimento e desenvolvimento ao bezerro (Embrapa, 1995).
Bezerros precocemente desmamados recebendo 1% do peso corporal de um
suplemento contendo 15% de PB e 70% de NDT ou sem suplementagao ganharam
0,74 e 0,30 kg/d, respectivamente (Vendramini et al., 2006).

Tabela 1. Suplementacdo e dietas baseadas em forragem natural, farelo de soja,
milho, aditivos e minerais, oferecidos a bovinos nelore em diferentes fases
de desenvolvimento e submetidos a diferentes protocolos de desmama.

Fases da criacao Desmama precoce  Desmama convencional

Nascimento até os 120 Aleitamento convencional e pasto braquiaria com

_ avaca
dias
Pastagem tifton 85 +
racdo concentrada | Aleitamento convencional
120 até 205 dias (20% de PBY; 75% de | © Mantidos em pasto de
braquiaria
NDT?): 2g de MS*/kg
de PV**

1Proteina Bruta; 2Nutrientes Digestiveis Totais; *MS = Matéria Seca; **PV = Peso vivo.
Amostras do tecido muscular estriado esquelético foram obtidas dos bezerros
nas duas diferentes idades: (1) aos 120 dias (desmama do grupo DP); (2) aos 210
dias (desmama do grupo DC), por meio de bidpsias realizadas no musculo
Longissimus thoracis entre as 12° e 13° costelas. Foram, portanto, coletados tecidos
para as analises de ambos os tratamentos DP e DC em dois momentos distintos: aos
120 e 205 dias. ApGs a coleta, as bidpsias foram mantidas em nitrogénio liquido e
transportadas para o Laboratério de Genética e Melhoramento Animal (LGMA) da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual
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Paulista — Unesp, Botucatu. Essas amostras permaneceram congeladas a -80°C até

o momento das extracoes de RNA e DNA.

2.2. Extracao do RNA e analise da expressao génica diferencial

A analise da express&o génica diferencial, realizada por meio da técnica de
sequenciamento de RNA (RNA-Seq), ocorreu entre os tratamentos (DP vs. DC — 5
individuos/grupo) no momento da desmama convencional aos 205 dias (M2). Os
processos de extragdo do RNA, preparacdo das bibliotecas de cDNA,
sequenciamento e mapeamento das reads no genoma bovino de referéncia (Bos
taurus — ARS-UCD1.3) foram realizados seguindo protocolos e parametros
recomendados e consagrados pela comunidade cientifica internacional para que
fossem obtidos dados de qualidade e em quantidade suficiente para a realizagao das
analises subsequentes. A identificagdo de genes diferencialmente expressos (DEGs)
foi realizada pelo método implementado no pacote edgeR v.3.40.0 (Robinson et al.,
2010), do software R, que considera o parametro de comparagao pairwise e assume
que os dados de contagem seguem distribuicdo binomial negativa. Informacgdes
detalhadas a respeito da analise da expressédo génica diferencial empregada e dos

resultados obtidos foram disponibilizadas por Pedro et al. (2023).

2.3 Extragao do DNA gendémico, sequenciamento RRBS, controle de qualidade
e alinhamento ao genoma de referéncia

Cinco individuos de cada grupo (DP e DC) tiveram o DNA gendmico total
extraido, a partir das biopsias de musculo coletadas aos 205 dias, para o
sequenciamento de bissulfito de representacdo reduzida (reduced representation
bisulfite sequencing — RRBS), o qual prioriza regides genémicas ricas em CpG. Deste
modo, 10 bibliotecas genémicas foram preparadas e sequenciadas (cinco DP vs cinco
28 DC). O DNA gendmico extraido do tecido muscular Longissimus thoracis e
enriquecido para as regides de interesse foi sequenciado pelo método RRBS pela
empresa norte americana Zymo Research Corporation. Para preparagdo das
bibliotecas RRBS foram utilizados 400ng de DNA genémico, os quais foram digeridos
com 30 unidades de Mspl (New England Biolab, UK). Os fragmentos foram ligados a
adaptadores contendo 5-metil-citosina ao invés de citosina de acordo com as
diretrizes especificadas pela empresa lllumina (lllumina, EUA). Os fragmentos ligados

ao adaptador com tamanho =50 pb foram recuperados usando o DNA Clean &
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Concentrator™- 5 (Zymo Research, EUA). Os fragmentos foram entdo tratados com
bissulfito usando o Kit EZ DNA Methylation-Lightning™ (Zymo Research, EUA). APCR
em escala preparativa foi realizada e os produtos resultantes foram purificados
utilizando novamente o DNA Clean & Concentrator™-5 para sequenciamento na
plataforma Illumina NovaSeq 6000 (lllumina, EUA), a qual gerou leituras de PE de 150
bp. As leituras de sequéncias das bibliotecas RRBS tratadas com bissulfito foram
identificadas usando o software padrdo de chamada de base lllumina (lllumina, EUA)
e, em seguida, os arquivos FASTQ brutos foram alinhados e foi feita a remocéo de
adaptadores e cortes de baixa qualidade utilizando o software TrimGalore 0.6.4
(Krueger, 2019). FastQC 0.11.9 (Andrews, 2019) foi utilizado para avaliar o efeito do
corte e das distribuicdes de qualidade geral dos dados. O alinhamento com o genoma
de referéncia (Bos taurus — ARS-UCD1.2) foi realizado usando o software Bismark
0.22.3 (Krueger; Andrews, 2011). Os totais de leituras de citosinas metiladas e nao
metiladas foram chamados wusando a ferramenta MethylDackel 0.5.0
(https://github.com/dpryan79/MethylDackel).

2.4 Identificagao e caracterizagao de regioes e genes diferencialmente metilados
As métricas de metilagao foram analisadas por meio da utilizacdo da ferramenta

MethylDackel. Ela agrupa todas as citosinas em um dos trés contextos de sequéncia:
CpG, CHG e CHH. Onde, H é o cddigo de ambiguidade IUPAC para qualquer
nucleotideo diferente de G. Para encontrar bases diferencialmente metiladas entre DC
e DP foi utilizada a fungéo calculateDiffMeth do pacote MethylKit 1.24.0 (Akalin et al.,
2012) do ambiente estatistico R (R Core Team, 2018) no repositério Biocondutor 29
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/methylKit.html). Primeiro, todas
as citosinas foram filtradas para cobertura minima de trés leituras e percentil maximo
de 99,9%. A fungdo methylKit que normaliza a cobertura foi aplicada usando
configuragbes padroes. Na sequéncia, a identificagdo das regides diferencialmente
metiladas (differentially methylated regions — DMR) foi realizada utilizando a
abordagem de janelas deslizantes. A janela foi definida com 1000 pb e o tamanho do
passo foi de 500 pb. O teste exato de Fisher foi implementado para calcular os valores
de p. Uma determinada regiao foi definida como DMR quando apresentou pelo menos
20% de diferenga de metilagao, o valor de p corrigido (g-value) foi menor que 0,05 e
a cobertura de sequéncias maior do que 10 vezes em todas as amostras. As
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representacbes graficas das DMRs foram geradas utilizando a fungao
plotTargetAnnotation do pacote Methylkit no software R. Quando uma DMR e uma
regidao do genoma contendo um gene especifico se sobrepuseram, o gene
correspondente foi definido como o gene relacionado a DMR, nomeadamente um
gene diferencialmente metilado (DMG). O arquivo de anotagao génica utilizado (NCBI
RefSeq) foi obtido do UCSC Genome Browser. O nivel de metilagdo do DNA foi
investigado em cinco diferentes regiées do genoma, incluindo promotores, TSS, corpo
génico (éxon e intron) e regido intergénica, usando abordagem de janela deslizante.
A analise de enriquecimento de processos biolégicos Gene Ontology (GO-BP)
e vias metabdlicas (KEGG) foi realizada pelo aplicativo de software EnrichR (Chen et
al., 2013), levando em consideragéo os genes diferencialmente metilados (DMGs) e
que também foram diferencialmente expressos (DEGs), obtidos a partir da analise de
expressao génica diferencial (Pedro, 2023). Termos GO e KEGG com valores de p
inferiores a 0,01 e valores de q inferiores a 0,1 foram considerados significativamente

enriquecidos.

2.5 Relagao entre metilagao e expressao génica
Para investigar a relagao entre DMGs e seus niveis de expressao, realizaram-

se associagoes visuais e estatisticas entre a porcentagem de metilacéo e niveis de
expressao génica. De forma geral foram analisadas as posi¢cdes e nivel relativo de
metilacdo (hiper ou hipometilado) de regides genémicas em relagdo ao nivel de
expressao génica (super ou subexpresso) nos quais estas DMR foram mapeadas.
Posteriormente, foi analisada a correlagao entre nivel de expressao génica dado em
LogFC dos DMGs e % de metilagdo das DMRs utilizando o coeficiente de correlagao
de Pearson. Por fim, uma curva de tendéncia foi ajustada por meio de uma regresséo
linear simples tendo como variavel resposta o nivel de expressdo génica dado em
valor de logFC e como variavel explanatéria nivel de metilagdo em % de todos os

genes que foram DMRs e DMGs.

3 RESULTADOS
3.1 Sequenciamento de Bissulfito de Representacao Reduzida

Uma média de 30 milhdes de leituras foram geradas para as amostras do DP e
28 milhdes para o grupo DC. Apds controle de qualidade e remogao de adaptadores,

a quantidade bruta de leituras diminuiu cerca de 1,6% em ambos os grupos, o que
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determinou o numero de leituras limpas. A taxa média de mapeamento nos grupos DP
e DC foram de 76,45% e 76,55%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Estatisticas descritivas do Sequenciamento de Bissulfito de Representacao

Reduzida (RRBS).
Desmane precoce Desmame convencional
N° leituras brutas 30.703.133 28.494.972
NP° leituras limpas 30.194.010 28.023.825
N° leituras alinhadas 23.084.052 21.452.788
Leituras alinhadas (%) 76,45% 76,55%

3.2 Padroes de metilagao do DNA no musculo
Observou-se uma média de 3,84% de mCpG, 0,54% de mCHG e 0,47% de

MmCHH no genoma de animais desmamados precocemente. Enquanto no grupo
desmamado de forma convencional essas porcentagens foram de 3,79%, 0,51% e
0,44%, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de CpG, CHG e CHH metilados no genoma dos animais
desmamados de forma precoce e convencional.

Desmane precoce Desmame convencional
mCpG (%) 3,84% 3,79%
MCHG (%) 0,54% 0,51%
MCHH (%) 0,47% 0,44%

Foram encontradas 481 DMRs, mostrando diferencas de metilacdo entre os
dois grupos de desmama aos 205 dias (valor q < 0,05 e diferenca de metilagéo > 20%).
As DMRs apresentaram metilagdo diferencial equilibrada na comparagao entre os
grupos (DC vs. DP). Entretanto, um nivel um pouco mais elevado de metilagao foi
observado nos animais desmamados precocemente, com cerca de 52% (250) de
regides hipermetiladas e 48% (231) de hipometiladas. A porcentagem de regides hiper

e hipometiladas por cromossomo estédo descritas na Figura 1.

Figura 1. Porcentagem de DMRs hiper e hipometiladas por cromossomo.
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3.3 Distribuicdo no genoma de regides diferencialmente metiladas
Em relagcédo a localizagédo funcional, as DMRs estiveram mais presentes em

regides intergénicas (65%), seguidas pelos introns (14%), éxons (13%) e regides
promotoras (7%) (Figura 2A). Cerca de 23% das DMRs estavam em ilhas CpG,
enquanto 26% estiveram presentes nas margens (Figura 2B).
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Figura 2. Proporcdo de regides diferencialmente metiladas (DMRs) sobrepondo
regides intergénicas, de corpo génico (éxon e intron) e regides promotoras
(A). (B) mostra a proporcéao sobre ilhas CpG (CpGi), margens e outros.

A Differential methylation regions overiaped by Annotations B DMRs overlaped by CpG island and Shores annotations
Filters: g-value < 0,05 & 5'mC differences > 25% gvalue < 0,05 & 5mC ditterences > 25%

|
W promoor |
W oo

3.4 Relagao entre metilagao e expressao génica

Um grafico de dispersao foi elaborado para demonstrar a relagéo entre niveis
de metilagédo e de expressao génica dos DMGs encontrados (Grafico 1). Notou-se que
houve uma correlagao negativa e baixa entre as informagdes (estimativa: -0,00316; p
valor: 0,00020). Vinte e dois genes tiveram altos niveis de metilagdo e foram regulados
negativamente: COX71, ATP6, ADCY5, ABCA3, AKT1, MAP2K6, EHD1, TNST,
COL11A2, PDE4A, CPT1A, TJUAP1, F2, WDR1, TSPAN32, ADCY5, DYRK1B, PPARD,
XPC, RBFOX1, ARID3B e RECQL5. Em contrapartida, doze genes GMDS,
ARHGEF10L, MACROD1, SSPO, STUB1, ITGB5, ADCY3, ARID3B, NFIC, ZNF557,
TECR e SULF2 foram hipometilados e regulados positivamente. Vinte e dois genes
apresentaram correlacdo positiva, sendo que apenas cinco apresentaram niveis de
metilagdo e expressao negativos, sao eles: SSPO, STUB1, ITGB5, EHMT1, ARID3B.
Por outro lado, 17 genes apresentaram metilagdo e expresséo positiva, sendo eles:
GMDS, ARHGEF10L, CTSH, MACROD1, MSI2, SSPO, EHMT1, ITGB5, ZNF557,
SORCSS3, NFIC, FGR, SULF2, MRPL28, ADCY3, WSCD1, RECQLS5.
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Gréfico 1. Gréfico de dispersdo com porcentagem de metilacéo e nivel de expresséo
génica dos grupos DP vs DC aos 205 dias. Pontos cinzas indicam regides
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3.5 Genes diferencialmente metilados e analise de enriquecimento funcional

No total, 172 DMRs foram encontradas sobrepostas a genes, algumas em mais

de uma janela e em localizagbes funcionais diferentes. Do total, 80 destas DMRs

foram hipermetiladas no grupo DP, enquanto as outras 92 foram hipometiladas. Estas

DMRs se sobrepuseram a 53 genes diferentes, os quais foram classificados como

genes diferencialmente metilados (DMGs). Em relagéo a localizagao funcional, 16

DMRs estiveram em promotores génicos, enquanto outras trés estiveram presentes

em sitios de inicio de transcricdo (TSS) (Tabela 4).

Tabela 4. DMRs localizadas em regifes promotoras e/ou TSS.

DMG Descrition LocChr Start End DMR.pvalue Meth.diff Category

ADCY3 chril 74335201 74335700 2,83E-24 -20,7252  TSSes
adenylate cyclase 3

ADCY3 chrll 74335301 74335800 1,92E-24 -22,5866  TSSes
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ADCY3 chril 74335201 74335700 2,83E-24 -20,7252  promoters

ADCY3 chrll 74335301 74335800 1,92E-24 -22,5866  promoters
AKT

AKT1 serine/threonine chr2l 69246101 69246600 3,72E-15 31,18985 promoters
kinase 1
mitochondrially

ATPe  encoded ATP chrM 6201 6700 5,75E-23  35,20596 promoters
synthase 6

coxi ~ oytochromec chrM 6201 6700 5,75E-23  35,20596 promoters
oxidase subunit |

F2 coagulation factor I, chrl5 76656801 76657300 2,77E-06 21,88917 promoters
thrombin

F2 chrl5 76656801 76657300 2,77E-06 21,88917 TSSes

MAP2K1 mitogen-activated chrl0 13275401 13275900 5,80E-05 23,12619 promoters

MAP2K1 Eirr?:;g‘l"”ase chrl0 13275201 13275700 5,80E-05 23,12619 promoters

MAP2K1 chrl0 13275301 13275800 5,80E-05 23,12619 promoters
mitochondrial

MRPL28 Eggsoma' protein  chp5 363101 363600  0,000182  -20,7854  promoters
RuvB like AAA

RUVBL1 ATPase 1 chr22 59508001 59508500 2,67E-08 -22,0339  promoters

STUB1 chr25 585001 585500 1,74E-05 -25 promoters

stupr SlPlhomologyand o5 54901 585400  1,74E-05  -25 promoters
U-box containing

STuB1 protein 1 chr25 584801 585300 0,000112 -22,4395  promoters

STUB1 chr25 585101 585600 1,74E-05 -25 promoters

ZNF557  zinc finger protein
557 chr? 15991901 15992400 2,77E-08 -21,7254  promoters

A partir da analise de enriquecimento funcional que considerou os 53

DMGs/DEGs entre os dois grupos (DP e DC), foram destacados os 10 principais

processos biolégicos (GO_BP) e as 10 principais vias metabdlicas (KEGG) (Figura 3

e Tabela 5) com as seguintes relagbes: os genes CTSH e ABCAS3 pertencem ao
processo biolégico homeostase do surfactante (GO: 0043129); ADCY5 e ADCY3

pertencem aos processos biolégicos processo metabdlico de cAMP (GO:0046058), de

resposta celular a forscolina (GO:1904322), de resposta a forscolina (GO:1904321) e
processo biossintético de cAMP (GO:0006171); F2, AKT1 e STUB1 pertencem ao
processo bioldgico de regulacdo da protedlise (GO:0030162); ABCA3 e CTSH
pertencem ao processo biolégico da homeostase quimica dentro de um tecido
(G0O:0048875); DYRK1B, AKT1 e MAP2K1 pertencem ao processo biolégico de
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fosforilagdo de peptidil-treonina (GO: 0018107); COL11A2, SULF2 e DYRK1B
pertencem ao processo bioldgico de desenvolvimento do tecido conjuntivo
(G0O:0061448); F2, AKT1 e PPARD pertencem ao processo biolégico de regulagao
positiva do processo metabdlico lipidico (GO:0045834). Em relagdo as vias
metabdlicas (KEGG): os genes MAP2K1, ADCY3, ADCY5 e AKT1 sao membros da
via maturacdo de ovocitos mediada por progesterona; os genes AKT1, ADCY3,
ADCYS, F2 e MAP2K1 sdo membros da via de sinalizagao da fosfolipase D; ADCY3,
ADCYS5, MAP2K1 e PDE4A sido membros da via de sintese, secre¢cdo e acao do
horménio da paratiredide; PGF, AKT1, ITGB5, TNXB e MAP2K1 sdao membros da via
de adeséo focal; ADCY3, MAP2K6, ADCY5, PGF, MAP2K1 e AKT1 sdo membros da
via de sinalizacdo Rap1; ADCY3, AKT1, ADCY5 e EHMT1 sao membros da via
reguladora da longevidade; MAP2K1, FGR, ADCY3, AKT1 e ADCY5 sao membros da
via de sinalizagao de quimiocinas; MAP2K1, ADCY3, ADCY5, MAP2K6 e AKT1 sao
membros da via de sintese, secre¢cado e agao do horménio do crescimento; MAP2K1,
ADCY3, MAP2K6 e ADCY5 sao membros da via de sinalizacdo do GnRH; por fim os
genes MAP2K1, PGF, ADCY3, AKT1, ADCY5, F2, PPARD e HEYL sao membros da
via cancer.

Figura 3. Resultado da analise de enriquecimento funcional GO_BP e KEGG para 0s
53 genes diferencialmente expressos e metilados entre os animais dos
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grupos DP e DC. O comprimento da barra é proporcional ao nivel de
significancia, ou seja, quanto maior a barra mais significativa é a via.
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Tabela 5. Termos GO _BP e vias KEGG enriquecidos para os 53 genes
diferencialmente expressos e metilados com p-valor e g-valor.

Termo Library p-value g-value Genes

Growth h thesis,
ro ormone syninesis KEGG_2021_H 0,00001 0,00162 MAP2K1, ADCYS3,

secretion and action uman ADCY5, MAP2K6,
AKT1

KEGG_2021_H ADCY3, MAP2K®,
uman 0,00001  0,00162 ADCYS5, PGF,
MAP2K1, AKT1

Rap1 signaling pathway

Positive regulation of lipid logical
metabolic process GO_Biological_ 0,00003 0,02894 F2, AKT1, PPARD

(GO:0045834) Process_2021

Phospholipase D signaling KEGG 2021 H 0.00004 0.00254 QEEKSA ID:(Z:Y >

pathway uman ' ' MAP2K1
MAP2K1, PGF,

Pathways in cancer EESS—ZOZLH 0,00007 0,00310 ﬁgg¥§ é;Tl'

PPARD, HEYL
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MAP2K1, ADCY3,
GnRH signaling pathway EESS—ZOZLH 0,00010 0,00323 MAP2K6, ADCY5
Connective tissue GO_Biological_ COL11A2, SULF2,
development (GO:0061448) Process_2021 0,00013 0,70289 DYRK1B
Progesterone-mediated KEGG_2021_H MAP2K1, ADCY3,
oocyte maturation uman 0,00014 0,00323 ADCY5, AKT1
Surfactant homeostasis GO_Biological _
(GO:0043129) Process_2021 0,00014 0,02894 CTSH, ABCA3
Chemical homeostasis within  GO_Biological _
a tissue (G0:0048875) Process_2021 0,00014 0,02894 ABCAS, CTSH
MAP2K1, FGR,
Chemokine signaling pathway <ECGG_2021_H 0,00015  0,00323 ADCY3, AKTL,
uman ADCY5
; . KEGG_2021 H ADCY3, AKT1,
Longevity regulating pathway uman 0,00015 0,00323 ADCY5. EHMT1
Parathyroid hormone KEGG_2021 H ADCY3, ADCY5
syn_the3|s, secretion and uman — 0,00017 0,00323 MAPZK,l, PDE4A
action
- KEGG_2021 H PGF, AKT1, ITGBS5,
Focal adhesion uman 0,00018 0,00323 TNXB, MAP2K1

Cellular response to forskolin  GO_Biological_

(GO:1904322) Process_2021 0,00024 0,03297 ADCY3, ADCY5
Response to forskolin GO_Biological_

(GO:1904321) Process_2021 0,00024 0,03297 ADCY3, ADCY5
CcAMP biosynthetic process GO_Biological _

(GO:0006171) Process_2021 0,00030 0,03526 ADCY3, ADCY5
Regulation of proteolysis GO Biological

(GO:0030162) _blological_— 4 00039 0,03996 F2, AKT1, STUB1

Process_2021

Peptidyl-threonine

(G0:0018107) —

cAMP metabolic process GO_Biological_

(GO:0046058) Process_2021  0.00061  0.04958 ADCY3, ADCY5
4 DISCUSSAO

Segundo Scheffler et al. (2014), o desmame precoce de bezerros seguido de
uma dieta rica em concentrado resulta em maior deposigdo de gordura na carcaga
devido as modificagbes nos padrdes de metilagdo do DNA e de expressao génica e
sugere, assim, que eventos de impressao metabdlica pos-natal precoce podem ser
explorados como uma ferramenta de manejo para melhorar o valor e qualidade da
carne por meio do aumento do marmoreio. Trés possibilidades poderiam explicar este
aumento na pontuacao da gordura intramuscular. Primeiro, 0 aumento da proliferagéo

de pré-adipdcitos durante o imprinting estabelece uma populagdo maior de pré
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adipdcitos (Gorocica-Buenfil et al., 2007). Em segundo, o imprinting faz com que uma
populagdo aumentada de células-tronco mesenquimais se comprometa com um
destino adipogénico (Tang e Lane, 2012; Uezumi et al., 2010). Terceiro, os bezerros
podem ser programados metabolicamente para responder de forma mais agressiva
aos sinais hormonais ou para serem mais eficientes na extragao de precursores e na
conversdao em gordura (Long et al., 2012; Volpato et al.,, 2012). Dietas ricas em
concentrado e a base de amido contribuem para concentragdes elevadas de
propionato ruminal e insulina sérica (Schoonmaker et al., 2004). Dos acidos graxos
volateis absorvidos para obter energia, o propionato € o principal precursor
gliconeogénico. Ao contrario da gordura subcuténea, a incorporagao de glicose em
acidos graxos na gordura intramuscular € sensivel a insulina (Gilbert et al., 2003;
Rhoades et al., 2007). Assim, €& possivel que o aumento nos substratos
gliconeogénicos da fermentacéo ruminal e o aumento da concentragao de insulina em
resposta a glicose circulante permitam maior captacao celular e utilizacdo da glicose
para deposicdo de gordura nos adipdcitos intramusculares proliferados pelo
imprinting, aumentando o marmoreio durante a fase de crescimento (Scheffler et al.,
2014).

Como explicado anteriormente, o epigenoma é vulneravel a fatores nutricionais.
Entre eles, estdo os chamados modificadores epigenéticos, tal como a metionina,
colina, folato e vitamina B12, que sao importantes doadores de metil e/ou cofatores
nas reagbes de metilacdo do DNA (Crouse et al., 2022). O fato de os animais
desmamados precocemente apresentarem neste estudo nivel mais elevado de
metilacdo no genoma pode ter sido ocasionado pela maior ingestdo de nutrientes
doadores de metil que estiveram presentes nas racdes. A baixa variagao de metilagcao
entre os grupos pode ser explicada pelo alto perfil de metilagdo conservado em
bovinos (Mckay et al.,, 2018), além de serem animais do mesmo rebanho que
estiveram sob as mesmas condi¢cdes de manejo do nascimento até os 120 dias de
idade.

4.1 Principais genes diferencialmente metilados e expressos e vias relacionadas
a adipogénese e lipogénese

Processos como a lipogénese e a adipogénese podem desempenhar um papel
crucial no marmoreio, uma caracteristica importante que contribui na determinacao da

qualidade da carne (Galhardo et al., 2020). Os mecanismos que controlam a
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adipogénese no musculo esquelético sdo regulados em grande parte pelos fatores de
transcricdo pertencentes a familia C/EBP (Enhancer binding protein) e PPAR
(Peroxissome proliferator-activated receptor) (Dodson et al. 2010; Fernyhough et al.
2007), constituindo proteinas cruciais que controlam desde o comprometimento de
células-tronco multipotentes até a diferenciacdo em adipécitos. O gene PPARD
(receptor delta ativado por proliferador de peroxissoma), que codifica um membro da
familia do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR), mostrou-se
hipermetilado e regulado negativamente nos animais desmamados precocemente. Os
processos enriquecidos por esse gene foram o de regulagao positiva do processo
metabdlico lipidico e via cancer. Dentre os membros da familia PPAR, é o gene mais
dificil de ser analisado funcionalmente devido a diversidade de tecidos em que se
expressa, na determinacao do destino celular, metabolismo energético e atividades
basicas (Attianese e Desvergne, 2015). Segundo Attianese e Desvergne (2015), a
expressao de PPARD no musculo é aumentada pelo exercicio, resultando no aumento
da capacidade oxidativa (queima de gordura) e no aumento de fibras do tipo |.
Segundo Pedro et al. (2023), € possivel que a regulagéo negativa do PPARD reduza
a competicao por nutrientes destinados as vias de deposicdo de gordura e musculo
na carcaga em animais desmamados precocemente que recebem dieta rica em graos.

O gene da adenilato ciclase 3 (ADCY3) esta envolvido na regulacao de varios
processos metabdlicos, incluindo o desenvolvimento e funcdo do tecido adiposo
(GONI et al., 2018). A analise funcional mostrou que esse gene, juntamente com
ADCY5 participaram da maioria dos processos biologicos e vias metabdlicas. Dentre
0os processos estdo os relacionadas a cAMP (adenosina monofosfato ciclico):
processo metabdlico de cAMP (GO:0046058) e processo biossintético de cAMP
(GO:0006171). Esses genes codificam uma enzima chamada adenilato ciclase (AC),
que converte o ATP (trifosfato de adenosina) em cAMP, que é um segundo mensageiro
utilizado para transducido de sinal intracelular. Este mensageiro esta envolvido em
muitos processos metabalicos fisioldgicos, incluindo a regulagédo do metabolismo de
carboidratos e lipidios, e o desenvolvimento e fungéo do tecido adiposo, regulando a
expressao de genes envolvidos na adipogénese (Wu et al., 2016; Rogne e Taskén,
2014). As vias de sinalizacdo do cAMP estdo entre os mecanismos mais bem

caracterizados que controlam a diferenciagcao dos adipécitos. Um aumento precoce
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nos niveis de cAMP pré-adipocitos estimula a proteina quinase A, que por sua vez
fosforila e ativa a proteina de ligagdo ao elemento de resposta a cAMP (CREB) do
fator de transcricdo do ziper de leucina basico nuclear e membros da familia ATF
(ZHANG et al., 2004; FOX et al., 2006). Esses ativadores transcricionais tém sido
associados a indugao de reguladores criticos da adipogénese, incluindo receptor-y
ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-y) e proteina de ligagdo ao
intensificador/CCAAT (C/EBP) a e B (Fox et al., 2006; Niehof et al., 1997; Birsoy et al.,
2008). No presente estudo, o gene ADCY3 foi hipometilado e sobre expresso nos
animais desmamados precocemente, isso pode ser justificado pela influéncia do
consumo de concentrado apdés o desmame, uma vez que a catalisagao e conversao
de ATP em cAMP, um cofator importante na homeostase energética é realizado por
esse gene (Abdel-Halim et al.,2020). O acumulo de cAMP ativa a proteina quinase A
(PKA) em adipdcitos, fosforilando diversas proteinas como a proteina de ligagéo ao
elemento responsivo (CREB), a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e a lipase
sensivel a hormonio (HSL). O fésforo-CREB ativa entdo a expresséo do coativador do
receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a), que induz a
transcricdo de genes termogénicos a jusante, incluindo a proteina desacopladora 1
(UCP1) (Cao et al., 2004; Yin, Mu e Birnbaum, 2003; Djouder et al, 2010).
Paralelamente, a AMPK fosforilada inibe a diferenciacdo de pré-adipdcitos através da
regulacdo negativa do PPARy e C/EBPaq, que sdo os reguladores centrais da
adipogénese e do armazenamento lipidico nos adipdcitos (Habinowski e Witters,
2001).

Por outro lado, o gene ADCY5 se mostrou hipermetilado e subexpresso.
Segundo Ho et al. (2015), a deficiéncia de AC5 tem sido sugerida para proteger contra
doencgas metabdlicas. Dommel et al. (2021) estudou camundongos com delecéo de
ADCYS5, onde foi possivel observar que nao desenvolveram obesidade, intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina, além de haver melhora da fungéo cardiaca e aumento
da longevidade, o que pode explicar o enriquecimento da via de regulagdo da
longevidade no presente estudo.

O gene AKT fornece instrugcdes para a producao de uma proteina chamada
AKT1 quinase. Esta proteina € encontrada em varios tipos de células em todo o corpo,

onde desempenha um papel critico em muitas vias de sinalizagdo. AKT1 é uma das
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trés serina/treonina-proteina quinases intimamente relacionadas (AKT1, AKT2 e
AKT3) que regulam muitos processos, incluindo metabolismo, proliferagao,
sobrevivéncia celular, crescimento e angiogénese (Pacini e Cantara, 2016). O
processo de aumento do tamanho das fibras musculares (hipertrofia) é fortemente
regulado pela proteina quinase B (AKT) (Kostusiak et al., 2023). AKT também é
responsavel pela regulagao da captagao de glicose, mediando a translocagao induzida
pela insulina do transportador de glicose para a superficie celular (Pacini e Cantara,
2016). Dentre os varios transportadores de glicose, denominados GLUT, o
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) é conhecido por ter sua regulagao dependente
de estimulos mediados pela insulina e encontra-se predominantemente nos tecidos
adiposo e muscular. Nesses locais, a fosforilagdo da AKT € um passo chave para a
translocacdo do GLUT4 do compartimento intracelular para a membrana plasmatica
(Machado, Schaan, Seraphim, 2006; Wei et al., 2006). A analise funcional do gene
AKT1 revelou varios processos e vias em que ele se relaciona, dentre eles a regulacéo
positiva do processo metabalico lipidico, regulagao da protedlise e via de sinalizagao
da fosfolipase D. E relatado que a sinalizacdo de AKT previne a degradacdo de
SREBP1 (proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol) e, assim, promove
a sintese lipidica de novo. SREBP1 pertence a uma familia de fatores de transcrigao
(Yokoyama et al. 1993) e é um importante regulador transcricional de genes
envolvidos na sintese e metabolismo lipidico, entre eles a sintase de acidos graxos
(FASN) e ATP-citrato liase (ACLY) (Li et al.,, 2011; Shimano e Sato, 2017).
Curiosamente, o gene AKT1 apresentou hipermetilagao e foi subexpresso, sugerindo
que também houve diminuigdo da SREBP1, o que consequentemente pode reduzir a
biossintese de gordura ao diminuir a expressao génica e a atividade de enzimas-chave
(Obsen et al.,2012).

5 CONCLUSOES
Notou-se que animais desmamados aos 120 dias de idade e que receberam

dieta rica em concentrado apresentaram nivel de metilagdo mais elevado no genoma,
e a analise funcional sugere que as vias de sinalizagdo de cAMP e processo
metabdlico lipidico estado entre os principais processos relacionados a adipogénese e
lipogénese no tecido muscular. Também foi encontrado que diferengas no nivel de

metilagdo modulou a expressao de genes como AKT1, PPARD e ADCY3, tornando
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esses genes potenciais candidatos envolvidos com a deposi¢cao de gordura na carne.
Ha uma necessidade de mais investigacao para identificar os fatores dietéticos que
tém maior influéncia sobre as marcas epigenéticas e desenvolver uma compreenséo

dos mecanismos pelas quais estas ocorrem.
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