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Resumo

O objetivo deste estudo foi comparar os perfis protedmicos do musculo Longissimus thoracis (LT) de
bovinos Nelore submetidos ao desmame precoce e convencional, ambos criados em sistemas de pastagem.
Quarenta bezerros machos da raga Nelore foram distribuidos em dois grupos de tratamento: desmame
precoce (DP; n =20) aos 120 dias e desmame convencional (DC; n = 20) aos 205 dias. O grupo DP recebeu
suplementacdo proteico-energética de 10 g/kg de peso corporal (PC)/dia até os 205 dias, sendo que, apos
esse periodo, ambos os grupos foram reunidos e mantidos em pastagem, com suplementagdo de 3 g/kg
PC/dia durante a fase de crescimento (até os 693 dias) e 5 g/kg PC/dia durante a terminagao (até os 915
dias). Amostras de biopsia do LT foram coletadas aos 205 dias de experimento e antes do abate, para analise
do proteoma do tecido muscular. A identificacdo e quantificacdo das proteinas foram realizadas por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida nanoLC-MS/MS, utilizando um sistema
composto por um cromatéografo liquido Ultimate 3000 acoplado a um espectrometro de massas Q-Exactive
Hybrid Quadrupole-Orbitrap. As comparagdes realizadas foram: 1) DP vs. DC aos 205 dias; 2) DP vs. DC
no abate; 3) abate vs. 205 dias — DP; 4) abate vs. 205 dias — DC. Aos 205 dias, o DP apresentou redugdo na
expressdo de proteinas envolvidas na beta-oxidagdo (CPT1B, ACADVL, HADHA, HADHB) e aumento de
proteinas associadas a lipogénese (FASN) e ao crescimento muscular (MYH6), além da diminui¢do de
proteinas de choque térmico (HSPAS, HSPA9, HSPB2, HSPB7), em comparagdo ao DC. No abate, aos 915
dias, o grupo DP apresentou menor expressdo de CPT1B no em comparagdo ao DC. Na comparacdo dos
tempos, o grupo DP aos 205 dias apresentou maior turnover de acido graxo (maior expressao de HSD17B8
e ECI2) em relagdo ao abate. Ja no grupo DC, observou-se no abate a reducdo da expressdo de proteinas
relacionadas a beta-oxidacdo (ACAA2, ACADS, ACADM, ACADVL, HADH) e melhora no estado
energético (menor expressdo de IDH3A, IDH3B, IDH3G, MDH2 e SDHB), em comparag@o aos 205 dias.
Esses achados sugerem que, aos 205 dias, em comparagdo ao controle, o desmame precoce com
suplementacdo resulta em redugdo das proteinas envolvidas na beta-oxidagdo, aumento daquelas ligadas a
lipogénese e maior expressao de proteinas associadas ao crescimento muscular. No entanto, esse efeito ndo
foi mantido até o momento do abate.

Keywords: beta-oxidation; fatty acid metabolism, lipogenesis



52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

1. Introducao

O marmoreio, ou gordura intramuscular, refere-se a gordura localizada entre as fibras musculares,
sendo reconhecido como um fator chave que influencia as caracteristicas sensoriais da carne, como sabor,
suculéncia e maciez (O’Quinn, 2018). A melhora na deposi¢do de gordura intramuscular depende do
aumento no numero de células durante o processo inicial de formagdo dos adipocitos (hiperplasia) e do
aumento no tamanho dessas células (hipertrofia) (Du et al., 2015). A gordura intramuscular se desenvolve
mais tardiamente do que outros tipos de tecido adiposo. A formagdo das células responsaveis pelo
marmoreio tem inicio por volta dos 180 dias de gestagao, e a hiperplasia dos adipdcitos continua até que o
animal atinja aproximadamente 250 dias de idade (Du et al., 2015). Nesse contexto, determinadas
estratégias alimentares aplicadas durante esse periodo podem favorecer a deposi¢do de gordura
intramuscular, resultando em maior marmoreio no momento do abate.

O desmame precoce ¢ uma estratégia de manejo que promove a recuperagao mais rapida da
condigdo corporal das vacas, permitindo um retorno antecipado ao ciclo reprodutivo ¢ melhores taxas de
prenhez na estacdo de monta subsequente (Nishimura, 2023). No entanto, o desmame também € um evento
estressante para os bezerros, impondo desafios fisiologicos, fisicos e comportamentais que podem
comprometer seu desempenho (Abitante, 2024). A separagdo abrupta da mae pode resultar em redugdo da
ingestdo de alimentos e perda de peso, especialmente quando ndo sdo adotadas medidas adequadas de
suporte nutricional ¢ ambiental (Rasby, 2007). Quando associado a suplementagdo adequada, o desmame
precoce pode ser uma estratégia para potencializar o crescimento do tecido muscular e adiposo nos animais
(Fluharty 2000, Shoup 2015).

Entretanto a raca é um fator chave que influencia a deposi¢cdo de gordura intramuscular. Em
comparagdo as ragas taurinas, os bovinos zebuinos sdo conhecidos por sua capacidade significativamente
menor de depositar gordura intramuscular (Teixeira 2017, Cooke 2020). No estudo com bovinos Angus X
Nelore revelou que o desmame precoce afeta significativamente a expressdo gé€nica associada ao
metabolismo de lipidios e acidos graxos, promovendo o aumento de vias metabdlicas essenciais para a

adipogénese e a lipogénese em comparacao ao desmame convencional (Ramirez-Zamudio, 2023, Loy 2000,
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Shoup 2015). O impacto do desmame precoce associado a suplementagdo em bovinos zebuinos criados em
condig¢des de clima tropical permanece pouco explorado, e os estudos disponiveis apresentam resultados
divergentes. Ressalta-se, ainda, que os efeitos dessa estratégia nutricional a longo prazo, especialmente
sobre o desempenho produtivo ¢ a qualidade da carne, ndo estdo devidamente documentados. Além disso,
nao existem estudos aprofundados que investiguem o perfil protedmico de animais zebuinos tanto no
momento da desmama quanto na fase de abate.

Nesse contexto, nosso experimento tem como objetivo avaliar o efeito do desmame precoce aliado
a suplementagdo sobre o proteoma do musculo Longissimus thoracis (LT) de bovinos Nelore criados em
sistema a base de pasto, aos 205 dias de idade e na fase de abate. Nossa hipotese € que os animais
desmamados precocemente apresentardo maior expressao de proteinas relacionadas ao desenvolvimento de
musculo e a lipogénese aos 205 dias, com esse efeito persistindo até o final do periodo de terminacdo (aos
915 dias), resultando em maior crescimento e deposicao de gordura intramuscular em comparagao ao grupo

controle.
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2. Material and Métodos
Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica ¢ Bem-Estar Animal da Universidade de Sdo
Paulo (0190/2020). Um experimento de campo foi realizado em uma fazenda comercial devidamente

regularizada, localizada no Estado de Mato Grosso (bioma Pantanal), Brasil.

2.1 Animais e tratamento

Este estudo foi conduzido de outubro a abril (915 dias). Foram utilizados quarenta bezerros machos
da raga Nelore, nascidos no mesmo més, filhos de vacas contemporaneas e de mesma ordem de parto. Os
animais foram distribuidos em dois tratamentos: desmame precoce (DP; n = 20) aos 120 dias; e desmame
convencional (DC; n=20) aos 205 dias. O grupo DP foi realocado para um piquete com pastagem de capim
Panicum (Panicum maximum cv. Colonido) e recebeu suplementacdo comercial (10 g/kg de peso
corporal/dia de proteina + energia) dos 120 aos 205 dias. Os bezerros do grupo DC permaneceram com
suas respectivas maes no mesmo piquete, também com pastagem de capim Panicum (Panicum maximum
cv. Colonido), do nascimento até os 205 dias de idade. A composi¢do da suplementacdo estd apresentada na
Tabela 1.

Ap6s os 205 dias de idade, todos os bezerros foram reunidos em um tnico grupo e transferidos para
uma pastagem de capim Brachiaria (Urochloa cv. Ipypord). Durante a fase de crescimento (8 de maio a 7
de setembro; 488 dias — dos 206 aos 693 dias de idade), os animais receberam suplementagdo comercial (3
g/kg de peso corporal/dia). Na fase de terminagdo (8 de setembro a 17 de abril; 222 dias — dos 694 aos 915
dias de idade), os bezerros foram suplementados com proteina (5 g/kg de peso corporal/dia). Durante todo
o periodo experimental, os piquetes foram equipados com bebedouros ¢ cochos cobertos com acesso
bilateral para suplementacado, sendo a oferta realizada diariamente.

Todos os bezerros foram pesados apos jejum de 16 horas nos seguintes momentos: inicio da fase
de desmame precoce (120 dias de idade — peso corporal inicial), desmame convencional (205 dias), final
da fase de crescimento (693 dias) e antes do abate (915 dias). O ganho médio diario de peso (GMD) foi

calculado com base no ganho de peso corporal ¢ no nimero de dias em cada fase.
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2.2, Coleta de amostra (205 e 915 dias)

Cinco amostras por grupo foram coletadas. Aproximadamente 1 g do musculo LT (desmame
precoce e convencional; n = 10) foi coletado por bidpsia entre a 12% ¢ 13* costela aos 205 dias, € os mesmos
animais foram amostrados novamente aos 915 dias (antes do abate, no final da fase de terminagdo). Para
esse procedimento, um anestésico local foi administrado por via subcutinea, ¢ o local foi raspado e
higienizado. Em seguida, foi feita uma incisdo de 1 cm com lamina de bisturi, e uma agulha de biopsia
estéril foi utilizada para obter 1 g de tecido muscular. A amostra foi imediatamente transferida para

nitrogénio liquido e armazenada em ultrafreezer a —80 °C.

2.3. Extracdo de proteina e preparagdo de amostra

As amostras de musculo foram congeladas em Optimal Cutting Fluid (OCT) em tubos de 2 mL
contendo matriz de lise A (MP Biomedicals, Irvine, CA, EUA) e tampao de lise (100 mM Tris-HCI pH 8.5,
1% deoxicolato de sdédio, 10 mM TCEP, 40 mM cloroacetamida e inibidores de protease). A
homogeneizacao das proteinas foi realizada com o equipamento FastPrep-24 (MP Biomedicals), em 3 ciclos
de 30 segundos a 6,0 m/s, com intervalos de 5 minutos no gelo. Em seguida, os extratos foram centrifugados
por 5 minutos a 13.400 rpm, ¢ o sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 mL com baixa ligagéo a
proteinas.

Depois, os extratos foram incubados por 10 minutos a 95°C em 1000 rpm (Thermomixer,
Eppendorf), sonificados por 10 ciclos (30 segundos ligados, 30 segundos desligados a 4 °C; Bioruptor,
Diagenode) e centrifugados novamente. O lisado clarificado foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL,
¢ a concentragdo proteica foi determinada. Cem microgramas de proteina de cada amostra foram utilizados
para analise protedmica, seguindo o protocolo SP3 (Solid-Phase Enhanced Sample Preparation). A digestao
enzimatica foi feita com tripsina/LysC (2 ug), incubada durante a noite a 37°C em 1000 rpm. A

concentracao de peptideos resultante foi medida por fluorescéncia.
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2.4. Analise de proteina

A identificagdo e quantificacdo das proteinas foram realizadas por espectrometria de massas
acoplada a cromatografia liquida nanoLC-MS/MS, utilizando um sistema composto por um cromatografo
liquido Ultimate 3000 acoplado a um espectrometro de massas Q-Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap
(Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). Foram injetados 500 nanogramas de peptideos de cada amostra
em um cartucho de pré-concentragdo (Acclaim PepMap C18, Thermo Scientific) com fase movel contendo
2% de acetonitrila (ACN) ¢ 0,1% de acido formico (FA), a um fluxo de 10 uL/min. Apos 3 minutos, a
coluna de pré-concentracao foi conectada em linha a uma coluna analitica EASY-Spray de 50 cm (Thermo
Scientific), operando a 250 nL/min. A separacdo dos peptideos foi realizada com um gradiente de solventes
A (0,1% FA) e B (80% ACN, 0,1% FA), conforme o seguinte programa: de 2,5% para 10% de B em 5
minutos, de 10% para 30% de B em 120 minutos, de 30% para 50% de B em 20 minutos, de 50% para 99%
de B em 5 minutos, mantendo 99% de B por 10 minutos, seguido do reequilibrio da coluna com 2,5% de B
por 17 minutos. A aquisicdo dos dados foi feita com os softwares Xcalibur 4.0 e Tune 2.9 (Thermo
Scientific). O espectrometro foi operado no modo dependente de dados (data-dependent), com ionizagao
positiva, alternando entre varredura completa (m/z 380—1580) e fragmentacdo (HCD) dos 10 ions mais
intensos, com energia de colisdo normalizada de 27%. A tensdo de ionizagdo por spray ESI foi de 1,9 kV,
com uso de massa de referéncia (m/z 445.12003), largura de pico de 15 segundos, resolucao de 70.000 para
varredura completa e 35.000 para fragmentacdo, alvo de AGC de 3 x 10°¢ (full scan) e 2 x 10° (MS/MS),
tempos maximos de injecdo de 120 ms e 110 ms, janela de isolamento de 2,0 m/z, exclusdo de cargas ndo
atribuidas e ions de carga 1, 8 e superiores a 8, exclusdo dinamica de 45 segundos, exclusdo de is6topos

ativada e preferéncia por peptideos, com aquisi¢do dos dados no modo perfil.

2.5. Carcaca e gordura intramuscular
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Apds 916 dias, no dia seguinte, todos os animais foram transportados e abatidos em um frigorifico
comercial localizado a 307 km da fazenda experimental. Apds um total de 24 horas de jejum alimentar
(considerando o tempo de transporte ¢ o periodo de descanso), os novilhos foram abatidos seguindo os
procedimentos usuais da industria da carne bovina no Brasil, conforme o RIISPOA — Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal. As carcagas foram divididas
longitudinalmente do esterno a coluna vertebral, resultando em duas meias-carcacas semelhantes. Ao final
da linha de abate, foi registrado o peso da carcaca quente (PCQ).

Em seguida, as meias-carcacas foram lavadas, identificadas e armazenadas em camara fria a 4 °C
por 48 horas. Apo6s esse periodo, foi mensurada a espessura de gordura subcutinea e area de olho de lombo
entre a 12% e a 13* costela do musculo LT, utilizando um paquimetro, um planimetro, respectivamente. O
pH foi determinado utilizando um medidor de pH digital da marca Hanna (modelo HI 99163, Hanna
Instruments, Woonsocket, Rhode Island, Estados Unidos), equipado com eletrodo de penetragiao. Solucdes
tampao padrao (pH 4.0 e 7.0) foram utilizadas para a calibrag@o do equipamento. O musculo LT, localizado
entre a 12* e a 13* costela do lado esquerdo de cada carcaga, foi coletado e embalado a vacuo para analises
do teor de gordura intramuscular, extraida conforme descrito por Bligh e Dyer (1959). Resumidamente, 5
g da amostra de carne foram submetidos a extragdo com uma mistura de cloroféormio e metanol (proporgdo

2:1, v/v). Os resultados do teor de gordura intramuscular foram expressos em porcentagem.

2.6. Andlise de dados

Os dados de espectrometria de massas (abundancies centradas na mediana) foram processados e
analisados utilizando o pacote DEP da linguagem R. A visualizagdo da cobertura proteica foi realizada com
base em 20 amostras, sendo retidas apenas as proteinas presentes em pelo menos 80% das amostras, além
disso foram eliminadas duplicatas e mantidas aquelas com pelo menos dois peptideos atribuidos de forma
unica. Apods a filtragem, as proteinas com valores ausentes foram classificadas como dados faltantes
aleatorios (MAR) ou ndo aleatorios (NMAR). Métodos de imputacdo especificos foram entdo aplicados a

cada categoria (MiniProb para MAR ¢ KNN para NMAR). A distribui¢do dos dados e a variancia foram
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avaliadas graficamente, e posteriormente foi realizada a normalizacao por estabilizagdo da variancia (VSN),
com o objetivo de minimizar a dispersdo entre as observagdes das proteinas retidas para analise.

Para avaliar as diferencas nas abundancias proteicas entre os tratamentos e tempos experimentais,
foi utilizado estatistica t moderada por Bayes empirico para cada contraste, conforme descrito por Ritchie
et al. (2015). Foram feitas as seguintes comparagdes: 1) Early vs. Desmama Convencional aos 205 dias; 2)
Precoce vs. Desmama Convencional ao abate; 3) Abate vs. 205 dias - Desmama Precoce; ¢ 4) Abate vs. 205
dias - Desmama Convencional. Proteinas foram consideradas diferencialmente abundantes quando
apresentaram: valor de p ajustado para multiplas comparagdes pelo método de Benjamini-Hochberg (FDR

< 0.05) e log: da razdo das médias entre dois tratamentos > |1,5|.
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3. Resultados
3.1.1. Desmama precoce e convencional aos 205 dias
Um total de 1453 proteinas foram identificadas entre os grupos DP ¢ DC aos 205 dias. A analise
de componentes principais (PCA) mostrou que os dois primeiros componentes principais explicaram mais
de 40% da variagdo entre as amostras (Fig. 1A), sendo observada uma sobreposicao. Do total de proteinas
identificadas, 145 foram significativas (P < 0,05), das quais 37 estavam reguladas positivamente ¢ 108
reguladas negativamente no grupo DP (Fig. 1B). A andlise de mapa de calor com agrupamento revelou
agrupamentos claramente distintos entre os grupos DP e DC aos 205 dias (Fig. 2).
As andlises de enriquecimento quantitativo revelaram 23 vias metabdlicas do KEGG afetadas (P <
0,05; Fig. 3A e B) pelo desmame precoce, sendo trés relacionadas a degradacao lipidica: via de sinalizacao

do PPAR (bta00071), degradacao de acidos graxos (bta01212) e metabolismo de acidos graxos (bta01212).

3.1.2. Desmama precoce vs. convencional na fase de terminagdo

Na fase de abate, um total de 1.465 proteinas foram identificadas na comparagdo entre DP e DC. A
andlise de componentes principais (PCA) mostrou que os dois primeiros componentes explicaram 52,5%
da variag@o entre as amostras (Fig. 4A e B), sendo observada uma sobreposi¢do. Do total de proteinas
identificadas, 45 foram significativas (P < 0,05), das quais 1 estava regulada positivamente e 42 estavam
reguladas negativamente no grupo DP. A analise de mapa de calor agrupado revelou agrupamentos distintos
entre DP e DC no momento do abate (Fig. 5). As analises de enriquecimento quantitativo revelaram 17 vias
metabolicas do KEGG afetadas (P < 0,05; Fig. 6A e B) pelo desmame precoce, das quais quatro estavam
relacionadas ao metabolismo lipidico: via de sinalizagdo PPAR (bta03320), degradagdo de acidos graxos

(bta00071) e metabolismo de acidos graxos (bta01212).

3.1.3.  Abatevs. 205 dias — Precoce e Desmama Convencional
No presente estudo, a comparacdo entre 205 dias e o abate no grupo DP revelou que 367

proteinas (P < 0,05) foram significativamente moduladas, de um total de 1463 proteinas identificadas
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no musculo Longissimus thoracis de novilhos Nelore, sendo 111 proteinas reguladas positivamente ¢
256 reguladas negativamente (Fig. 7A e B). Por outro lado, o grupo DC apresentou 685 proteinas
significativas (P < 0,05) de um total de 1477, com 201 proteinas reguladas positivamente e 484
reguladas negativamente (Fig. 7C e D). Além disso, as analises de mapa de calor agrupado revelaram
padrdes de expressao distintos entre os grupos DP e DC na comparagao entre abate e 205 dias (Fig. 8A
e B).

As analises de enriquecimento quantitativo para o grupo DP identificaram 6 vias (P < 0,05;
Fig. 9A e B) na comparagdo entre abate e 205 dias, das quais duas estavam associadas ao metabolismo
lipidico: biossintese de acidos graxos (bta00061) e degradagdo de acidos graxos (bta00071). Por outro
lado, no grupo DC, as anélises de enriquecimento quantitativo revelaram 57 vias metabolicas do KEGG
(P < 0,05; Fig. 10A e B) entre abate e 205 dias. Dentre estas, trés vias estavam relacionadas ao
metabolismo lipidico: metabolismo de 4cidos graxos (bta01212), degradagdo de 4cidos graxos

(bta00071), elongagdo de acidos graxos (bta00062) e ciclo do citrato (TCA) (bta00020).
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4. Discussao

Nos hipostenizamos que o desmame precoce (DP), quando associado a suplementagdo, pode
potencializar a expressdo de proteinas envolvidas nas vias de desenvolvimento muscular e deposigdo de
gordura, com efeitos duradouros até o momento do abate. Resultados do mesmo experimento mostraram
que bovinos Nelore desmamados precocemente aos 120 dias de idade, em comparacdo ao desmame
convencional aos 205 dias, promoveu a regulacdo positiva de genes associados a processos essenciais do
metabolismo de lipidios e acidos graxos aos 205 dias de idade (Pedro et al., 2023), entretanto ndo existem
publicagdes que mostram qual o efeito da desmama precoce no final da fase de terminacao.

No presente estudo, nos resultados de desempenho, o grupo desmama precoce foi semelhante ao
grupo controle no peso corporal aos 205 dias (190.3 vs. 194.4 kg, respectivamente). Durante a fase de
crescimento, os animais do grupo DP apresentaram maior GMD (P = 0.009; 0.592 vs. 0.552 kg,
respectivamente) em relacdo ao DC, embora o peso corporal aos 693 dias tenha sido semelhante entre os
tratamentos (P = 0.147; 475 vs. 459 kg, respectivamente). Na fase de terminacdo, o desempenho dos
animais foi semelhante (P > 0,05), indicando que o a estratégia de desmame ndo afetou o peso corporal nem
0 GMD nesse periodo (619 vs. 602 kg, e 0.686 vs. 0.685 kg, para DP e DC, respectivamente). O peso de
carcaga quente ¢ AOL foram semelhante (P = 0.117) entre os tratamentos (338 vs. 324 kg, 79 vs. 76 cm?,
respectivamente). Além disso, a gordura subcutanea e a intramuscular ndo foram diferentes entre os
tratamentos (P > 0.05; 2.94 vs. 2.97 mm e 1.71 vs. 191 %, respectivamente).

No presente estudo, aos 205 dias de idade, foi observada enriquecimento da via associada ao
metabolismo lipidico, como a sinalizagdo do PPAR, degradagdo de acidos graxos e metabolismo de lipidios.
Os PPARs constituem uma familia de receptores nucleares que se ligam aos acidos graxos ¢ desempenham
papéis cruciais na regulacdo do metabolismo de nutrientes, homeostase energética, diferenciacdo celular,
equilibrio energético ¢ metabolismo lipidico (Lemay e Hwang, 2006). Todas essas vias apresentaram, em
comum, uma reduc¢do da proteina Carnitine Palmitoyl transferase 1B (CPTB) no grupo DP. A CPTIB ¢
um membro da familia das carnitina aciltransferases, localizada na membrana externa da mitocondria, e

desempenha papel fundamental no metabolismo de acidos graxos de cadeia longa (Casals et al., 2016). Essa
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enzima catalisa a transferéncia do grupo acila de um acido graxo de cadeia longa ligado a CoA para a
carnitina, etapa essencial para o transporte mitocondrial desses acidos graxos e sua subsequente beta-
oxidag@o na mitocondria (Casals et al., 2016).

Nesse contexto, a reducdo da CPTIB sugere que os animais do grupo DP provavelmente
apresentaram menor atividade de beta-oxidacdo, em decorréncia da dieta de suplementa¢do em comparagao
ao grupo controle. Essa hipotese € corroborada pela redugdo das proteinas acil-CoA desidrogenase de cadeia
muito longa (ACADVL) e hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex subunidade
¢ beta (HADHA e HADHB). A ACADVL catalisa a primeira etapa da beta-oxidagdo de acidos graxos de
cadeia longa, enquanto as proteinas HADHA e HADHB, localizadas na membrana mitocondrial interna,
desempenham fungdes enzimaticas essenciais nesse processo (Wang et al., 2022).

Essa menor demanda energética, decorrente da redugdo na oxidagdo de lipidios, também implica
em menor necessidade de atividade dos transportadores lipidicos, como evidenciado pela menor expressao
das proteinas Sterol Carrier Protein 2 (SCP2) e Fatty Acid-Binding Protein 3 (FABP3). A FABP3 pertence
a familia das fatty acid-binding protein, estando principalmente envolvida no transporte intracelular de
acidos graxos livres e desempenhando um papel crucial no metabolismo lipidico (Lee, 2020). Além disso,
a proteina Perilipina 4 (PLIN4) foi identificada como regulada negativamente no grupo DP. A PLIN4 esta
associada a goticulas lipidicas e exerce um papel fundamental na regulagdo da lipélise, modulando a
mobilizacdo de acidos graxos a partir dos estoques de tecido adiposo (Nakajima et al., 2018).

Embora ndo tenha sido identificada como enriquecida nas vias metabolicas analisadas, a proteina
Fatty Acid Synthase (F’ASN) apresentou regulacdo positiva no tratamento com desmame precoce (DP)
associado a suplementag@o. A proxima etapa na sintese de acidos graxos de novo envolve a carboxilagdo
da acetil-CoA para formar malonil-CoA, catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase, codificada pelo
gene ACACA (acetyl-CoA carboxylase alpha) (Ladeira et al., 2016). Subsequentemente, por meio da agdo
do complexo multienzimatico fatty acid synthase, codificado pelo gene FASN, uma molécula adicional de
acetil-CoA é combinada com moléculas de malonil-CoA em uma série de reagdes enzimaticas, resultando

na sintese de acidos graxos de cadeia longa (Ladeira, 2016). A glicose estimula a expressao tanto do gene
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ACACA quanto do FASN, indicando que, além da redugo na oxidacdo de acidos graxos nesses animais,
houve um aumento na sintese lipidica por vias de novo aos 205 dias.

O desmame ¢ uma fase estressante para os bezerros; o estresse causado pela separagdo da mae
frequentemente resulta em perda de peso e pode comprometer a fungdo imunoldgica, aumentando a
suscetibilidade a doencas — mesmo em sistemas de desmame com baixos niveis de estresse (Lynch et al.,,
2019). Nesse contexto, a suplementagao nutricional fornecida ao grupo de desmame precoce (DP) pode ter
contribuido para o fortalecimento do sistema imunoldgico, provavelmente por meio do fornecimento de
nutrientes essenciais como proteinas, energia, vitaminas ¢ minerais (Martiolli, 2020). Esse suporte
nutricional também pode ter desempenhado um papel na redugdo da expressdo de proteinas de choque
térmico (HSPs), conhecidas por atuarem na protecdo celular sob condi¢des de estresse (Golenhofen et al.,
2000; Moura et al., 2018; Archana et al., 2017), uma vez que observamos redu¢ao na expressao de proteinas
da familia HSP, como HSPB7, HSPAY, e HSPAS no grupo DP. Em conjunto, esses achados indicam que,
neste momento, os bezerros do grupo DP ja estavam plenamente adaptados a suplementagdo, o que foi
comprovado pela down regulation das proteinas HSP, ao passo que os do grupo DC ainda estavam passando
pelo estresse associado ao processo de desmame.

The myosin heavy chain 6 (MYH6) esta envolvida no crescimento e desenvolvimento do musculo
esquelético (Sacarrdo-Birrento et al., 2024). Embora ndo tenha sido observada diferenga no desempenho
nesta fase, € possivel que DP estivesse passando por um aprimoramento na deposi¢do muscular. O grupo
de DP além de acesso livre a foragem eles receberam suplementagdo, 1% do PC, o que pode diminuir a
taxa de passagem, melhorando a digestibilidade da dieta (forragem) e maior desenvolvimento do tecido
muscular. Por outro lado, em condi¢Ges naturais, o processo de desmame ocorre gradualmente, com a
reducdo progressiva da ingestdo de leite devido a diminui¢ao da producao pela vaca, isso tende a diminuir
logo nas primeiras semanas de vida, a medida que os bezerros comecam a pastar e ruminar (Weary et al.,
2008). Nesse sentido a partir dos 120 d de idade, DC possivelmente estavam com menor ingestao de leite
¢ maior ingestdo de forragem. Entdo o similar desempenho, pode estar relacionado ao maior

desenvolvimento do trato gastrointestinal no grupo DC e ndo ao aumento do peso do tecido muscular. Dietas
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com maior proporg¢ao de fibra estimulam o crescimento do trato digestorio, e, a medida que a porcentagem
de fibra na dieta aumenta, o peso corporal vazio tende a diminuir (Jahn et al., 1970).

Ao final, na fase de abate, foram identificadas apenas 43 proteinas diferencialmente expressas na
comparacao entre DP vs. DC. As vias de PPAR signaling, fatty acid degradation e fatty acid metabolism
continuaram entre as mais enriquecidas. Proteinas associadas ao metabolismo lipidico (sintese de novo,
transporte de acido graxo), metabolismo oxidativo, e ao desenvolvimento do tecido muscular, que estavam
presentes aos 205 dias, ndo foram detectadas no momento do abate, o que possivelmente refletiu na auséncia
de diferengas significativas no peso final da carcaga e na deposi¢do de gordura entre os dois grupos.

Uma possivel explicagdo € que os animais do grupo DP tenham apresentado uma adaptacgdo inicial
ao plano nutricional superior, mas, na fase seguinte, ndo receberam uma ingestao suficiente de nutrientes.
Inicialmente os animais DP foram suplementados com 10 g de MS/kg de peso vivo durante a fase de cria,
apos esse ponto, os animais passaram a receber suplementacao de 3 g de MS/kg de peso vivo durante 485
dias na fase de recria e, posteriormente, 5 g de MS/kg de peso vivo durante 225 dias na fase de terminagéo.
A limitag@o na oferta de nutrientes, somada ao aumento nas exigéncias energéticas de manutencao (Roth et
al., 2017), pode ter contribuido para a diluicao da diferenca observada aos 205 dias.

Quando avaliamos cada grupo ao longo do experimento (205 d vs. abate), grupo DP, as mudangas
restringiram-se a proteinas como a 17B-hidroxysteroid dehydrogenase type 8 (HSD17BS§), encontrada na
via de metabolismo e biossintese de acidos graxos, a qual apresentou expressdo reduzida no abate
comparado aos 205 d. Essa proteina est4 envolvida na sintese de acidos graxos na mitocondria (Chen et al.,
2009). Além disso, aos 205 dias, esses animais demonstraram maior expressdo de Enoyl-CoA Delta
Isomerase 2 (ECI2), essa isomerase esta localizada em peroxissomos e mitocondrias, onde converte acidos
graxos insaturados com ligagdes duplas (cis/trans) em posigoes impares, como no caso do acido oleico e do
acido linoleico permitindo sua entrada na via da beta-oxidacdo (Onwukwe et al., 2015). Isso mostra que em
relacdo ao abate, aos 205 dias o turnover de acidos graxos foi mais elevado no DP.

Possivelmente, os resultados do experimento estdo mais fortemente relacionados as alteracdes que

os animais do grupo DC sofreram ao longo do estudo, pois observou-se um aumento de 48,8% nas proteinas
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diferencialmente expressas no DC em comparacdo ao DP. Curiosamente vimos que DC apresentou
alteragdes nas vias associadas ao TCA, ao metabolismo de 4cidos graxos e degradacao de 4cido graxo; com
proteinas envolvidas principalmente na beta-oxidacdo apresentando expressdo reduzida no abate em
comparagao aos 205 dias.

Os achados indicam que, em comparagdo aos 205 d, os animais do DC ao abate tiveram menor
atividade de beta-oxidagdo devido a down-regulation de proteinas associadas a beta-oxidacao. The acetil-
CoA aciltransferase 2 (ACAA2), proteina relacionada a beta-oxidagdo mitocondrial, catalisando a tltima
etapa desse processo ¢ desempenhando um papel crucial no metabolismo dos acidos graxos (Zhang et al.,
2018). Proteinas short-chain acyl-CoA dehydrogenase (4CADS), medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
(ACADM) e ACADVL também associadas a intensificagdo da beta-oxidacdo de 4cidos graxos de cadeia
curta, média e longa, respectivamente (Zhang et al., 2018; Tucci et al., 2012). Além disso, a hidroxiacil-
coenzima A desidrogenase (HADHA e HADHB) codifica, respectivamente, as subunidades alfa e beta da
proteina trifuncional mitocondrial (MTP), sendo que a HADHA ¢ uma enzima chave na oxidaggo de acidos
graxos, catalisando trés etapas do processo de f-oxidacao, resultando na liberagdo de acetil-CoA (Pan et
al., 2022). Diante disso, esses achados sugerem que, no momento do abate, o grupo controle apresentou
reducdo na beta-oxidacdo em comparagdo aos 205 dias, possivelmente associada a uma maior deposigdo de
IMF (gordura intramuscular) e menor degradagdo de acidos graxos no musculo (Zhang et al., 2018).

Outro ponto que pode comprovar que os animais do DC no momento do abate estavam em melhor
estado energético do que aos 205 d, o achado de proteinas importantes relacionadas ao metabolismo
energético de TCA foram down-reguladas ao abate. Dentre elas, a Isocitrate Dehydrogenase (IDH3A4,
IDH3B, IDH3G) desempenha um papel crucial no metabolismo celular ao catalisar a conversao de isocitrato
em a-cetoglutarato (He et al., 2022), etapa essencial tanto na via glicolitica quanto no ciclo de Krebs.
Adicionalmente, a Malato Desidrogenase 2 (MDH?2), de localizagdo mitocondrial, catalisa a conversao de
malato em oxaloacetato, regenerando NADH para a cadeia respiratoria (Zmuda et al., 2024), enquanto a
SDHB (Subunidade B da Succinato Desidrogenase) catalisa a conversdo de succinato em fumarato

(Zoccarato et al., 2009). Em suma, todas essas enzimas sdo fundamentais para a produgio de energia na
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forma de Adenosine Triphosphate (ATP) na mitocondria, além de contribuirem para a regulagdo do
equilibrio redox celular. Quando ocorre um aumento nos niveis de ATP, a atividade dessas enzimas ¢
inibida (Lee et al., 2020), o que se reflete na menor expressao proteica observada. Esses dados indicam que
os animais do grupo DC apresentavam uma condi¢do energética superior ao momento do abate, em
comparacdo ao momento 205 dias, evidenciando a inibicdo das proteinas relacionadas a producdo de

energia durante o abate.

5. Conclusao

Em geral, este estudo demonstrou que o desmame precoce aos 120 dias, aliado a suplementacao,
promoveu alteragdes significativas no perfil protedmico de bovinos Nelore aos 205 dias, com reducdo na
expressdo de proteinas envolvidas na beta-oxidacdo (CPTIB, ACADVL, HADHA, HADHB) e aumento
naquelas ligadas a lipogénese (como FASN), sugerindo menor demanda energética ¢ maior potencial de
crescimento e deposicdo de gordura intramuscular. Além disso, também aumentou expressdo de proteinas
associadas ao crescimento muscular (MYH6). No entanto, esses efeitos ndo se sustentaram até o abate,
provavelmente devido a redugdo na intensidade da suplementacdo durante as fases de recria e terminagao.
Em conjunto, os resultados evidenciam o potencial do desmame precoce com suplementacdo como
ferramenta para modular o metabolismo energético nas fases tenras da vida e na diminui¢do dos impactos

do estresse da desmama precoce sobre o desenvolvimento.

6. Parecer do Supervisor

Pela proposta de avaliar o efeito do desmame precoce aliado a suplementacéo sobre o proteoma do

musculo Longissimus thoracis (LT) de bovinos Nelore criados em sistema a base de pasto, aos 205 dias

de idade e na fase de abate e pelos resultados, discussdes e conclusdes apresentadas somo
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FAVORAVEIS a apresentagdo do referido relatério. Cabe salientar a qualidade da apresentagio dos

dados bem como das analises realizadas no referido periodo de pds-doutoramento.
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Tabela 1. Composigdo dos ingredientes das fases de adaptagao, crescimento e terminagao

Fases Tratamentos
Desmama Precoce Desmama convencional
Nascimento a 120 d Bezerros com as mies em Panicum maximum (Coloniao cv.)
Panicum maximum (Coloniao cv.) + Bezerros com as maes em Panicum

Fase: 120 a 205 d suplementagio' (20% PB; 78% NDT) 10g de X ;

MS/kg PC maximum (cv. Coloniao)
Fase de recria 205 a 693 d Urochloa Ipypora + suplementagdo 2 (22% PB; 71% NDT) 3g de MS/kg PC
Fase terminacdo: 693 a 915 d Urochloa Ipypora + suplementagdo 2 (22% PB; 71% NDT) 5g de MS/kg PC

' Sédio 3,75 g/kg; Calcio 25 g/kg; Fosforo 5000 mg/kg; Enxofre 1500 mg/kg; Zinco 188 mg/kg; Cobre 67
mg/kg; Manganés 65 mg/kg; lodo 5,2 mg/kg; Cobalto 3,75 mg/kg; Selénio 0,85 mg/kg; Magnésio 1000 mg/kg;
Ferro 12,3 mg/kg; Cromo 0,5 mg/kg; Salinomicina 100 mg/kg; Saccharomyces cerevisiae 3x10% UFC/kg.
2S6dio 7,8 g/kg; Calcio 25 g/kg; Fosforo 4900 mg/kg; Enxofre 1290 mg/kg; Zinco 188 mg/kg; Cobre 67 mg/kg;
Manganés 65 mg/kg; lodo 5,2 mg/kg; Cobalto 3,75 mg/kg; Selénio 0,85 mg/kg; Magnésio 1000 mg/kg; Ferro
35,7 mg/kg; Cromo 1,43 mg/kg; Salinomicina 73 mg/kg; Saccharomyces cerevisiae 8,5x108 UFC/kg.



Tabela 2. Desempenho e caracteristica de carcaga de bovinos nelore submetidos a desmama precoce

e convencional.

Tratamentos
ltens Precoce! Convencional? P-valor
Recria
PC (693 d), kg* 474.94 £32.23 459.05 + 29.37 0.147
GMD (205 - 690 d), kg /d* 0.592 +0.048 0.552 +£0.044 0.009
Terminagao
PC final (915 d), kg 619.05+44.14 602.94 +£42.01 0.321
GMD (690 —915), kg /d 0.686 + 0.096 0.685+0.107 0.874
Geral
Ganho peso (205 -915 d), kg 0.583 £ 0.050 0.545 + 0.050 0.871
GMD (205 -915 d), kg 0.616 +0.045 0.588 +0.047 0.065
PCQ3, kg 337.94 £ 21.16 324.23 +£22.69 0.117
EGS*, mm 2.94+£1.63 2.97 £1.31 0.918
AOL? area, cm? 79.05 + 6.20 75.73 +7.38 0.162
Gordura intramuscular, % 1.713 £0.47 1.907 £ 0.56 0.256
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Figura 1. Analise de componentes principais (PC) e grafico vulcdo das diferengas na expressdo
proteica do musculo Longissimus thoracis de bezerros Nelore submetidos ao desmame precoce (DP-
120 dias) vs. desmame convencional (DC-205 dias) aos 205 dias.



log2 Centered intensity [ |
4 2 2 4

0
I . |

W_!
CW_
CW 1
oW 2 —
cw 3 —
EW 2 —
EW_3 —
EW 5 —
EW 1 —
EW 4 —]

‘c

condition

replicate
OxsR1 IE—
MGAM

C28H100r71

SERPING1
LOC790886

CDC37
LOC521568
MAPRE3

GSTO1
SERPINATD I
GPS1

EIF5B I
RBMX

CNP

PABPC1 [
PPA2
SELENBP1
FBXO7
LOC788425
XIRP1
LARS1

HSDL2
ANP32A

ABCE1 condition
Foni mcw
PDLIM1 . EW

1 replicate

ADA3QIMEL2
AAR:
FBN1

Qs wh =

TAGLN:
' LDCS39W9
i FDPS
| NEB.2
e s - —- _-
o L e —
Figura 2. Mapa de calor obtido para os dados normalizados das proteinas com abundancia diferencial

identificadas no musculo Longissimus thoracis de bezerros Nelore submetidos ao desmame precoce
(DP-120 dias) vs. desmame convencional (DC-205 dias) aos 205 dias
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Figure 3. (A-B) Vias metabdlicas KEGG enriquecidas para as 255 proteinas diferencialmente
expressas no musculo Longissimus thoracis de bezerros Nelore submetidos ao desmame precoce (DP-
120 dias) vs. desmame convencional (DC-205 dias) aos 205 dias.
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Figure 7. (A) Principal component (PC) analysis and (B) volcano plot of protein expression
differences in Longissimus thoracis of Nellore calves submitted to early weaning (DP-120 d) at 205
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differences in Longissimus thoracis of Nellore calves submitted conventional weaning (DC-205 d) at
205 d vs. slaughter.
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Figura 9. (A-B) Vias metabodlicas KEGG enriquecidas a partir das proteinas diferencialmente
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Figura 10. (A-B) Vias metabolicas KEGG enriquecidas a partir das proteinas diferencialmente
expressas no musculo Longissimus thoracis de bezerros Nelore submetidos ao desmame
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