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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

Os resultados desta pesquisa fornecem uma compreensão inédita dos mecanismos 

moleculares do creep-feeding em bovinos Nelore, identificando proteínas plasmáticas 

como APOA1, APOA2 e GSN, que atuam como potenciais biomarcadores para 

monitorar o ganho de peso e a hipertrofia muscular. A pesquisa demonstra que a 

suplementação precoce funciona como programação metabólica, otimizando o 

metabolismo lipídico e proteico. Além dos ganhos produtivos, o estudo revela uma 

modulação do sistema imune pela atenuação da cascata do complemento, sugerindo 

menor estresse inflamatório na desmama. Esse conhecimento permite formular dietas 

de precisão que aumentam a eficiência de recursos e reduzem a necessidade de 

medicamentos, atendendo a demandas por sustentabilidade. Por fim, o trabalho 

consolida o uso de tecnologias ômicas na pecuária, fortalecendo a integração entre 

universidade e setor produtivo para gerar soluções que aumentam a competitividade 

da carne brasileira. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

The findings of this study provide unprecedented insights into the molecular 

mechanisms of creep-feeding in Nellore cattle. By identifying plasma proteins such as 

APOA1, APOA2, and GSN as potential biomarkers for weight gain and muscle 

hypertrophy, this research demonstrates that early supplementation acts as a 

metabolic programming tool, optimizing lipid and protein metabolism. Beyond 

productivity gains, the study reveals that creep-feeding modulates the immune system 

by attenuating the complement cascade, suggesting reduced inflammatory stress at 

weaning. This knowledge enables the formulation of precision diets that enhance 

resource efficiency and minimize the need for pharmacological interventions, 

addressing global sustainability demands. Ultimately, this work consolidates the 

application of omics technologies in livestock farming, strengthening the synergy 

between academia and the productive sector to bolster the competitiveness of the 

Brazilian beef industry. 
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RESUMO  

 

O creep-feeding é uma estratégia de suplementação nutricional destinada a bezerros 

lactentes, realizada por meio de cocho de acesso restrito, com o objetivo de promover 

maior peso ao desmame e melhorar o acabamento de carcaça para o abate. Além 

disso, pode contribuir para a saúde animal e redução da mortalidade. No entanto, são 

escassas as investigações sobre os efeitos desse manejo na expressão gênica e no 

metabolismo de bovinos da raça Nelore (Bos indicus), principal grupo genético do 

rebanho de corte brasileiro. Neste contexto, objetivou-se identificar diferenças na 

abundância de proteínas plasmáticas, nos processos biológicos e em vias metabólicas 

entre novilhos Nelore não suplementados e suplementados com dieta energético-

proteica durante a fase de cria. Foram utilizados 96 bezerros machos, não castrados, 

filhos de quatro touros distintos, distribuídos em dois grupos: SM (sem creep-feeding, 

n = 48) e CF (com creep-feeding, n = 48). As análises proteômicas do plasma foram 

realizadas por meio da metodologia label-free LC-MS/MS (shotgun), a partir de 

amostras de sangue coletadas aleatoriamente de seis animais por grupo. Os 

espectros obtidos foram processados no software PatternLab para identificação das 

proteínas totais. A análise PLS-DA foi empregada para verificar a separação 

estatística entre os grupos, e o teste t foi utilizado para a identificação das proteínas 

diferencialmente abundantes. As proteínas com diferença significativa foram 

submetidas à análise de interações proteína-proteína (PPI) no software STRING e à 

análise de enriquecimento funcional de processos biológicos e vias de sinalização no 

WebGestalt. Houve diferenças significativas (p < 0,05) entre os grupos à desmama 

para peso corporal, ganho de peso médio diário, área de olho de lombo e 

concentração plasmática de ureia (CF > SM). Os grupos foram separados (p < 0,05) 

a partir dos dados de expressão de 84 proteínas identificadas, das quais 44 

apresentaram diferenças significativas de abundância (log2Fold Change ≥ |1,0| e p 

ajustado ≤ 0,05). As análises de PPI e de enriquecimento revelaram forte 

conectividade entre as proteínas diferencialmente expressas e suas participações em 

diversos processos biológicos e vias relacionadas ao metabolismo energético, lipídico, 

muscular e imunológico. Destacaram-se as vias "Regulation of Insulin-like Growth 

Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins 

(IGFBPs)" (Reactome: R-BTA-381426) e "Regulation of actin cytoskeleton" (KEGG: 

bta04810), bem como as proteínas AHSG, APOA1, APOA2, SERPIND1, CFI, C5, C7, 

C9, CFB e GSN, que, direta ou indiretamente, contribuem para explicar as diferenças 

observadas no metabolismo e no crescimento e desenvolvimento muscular entre os 

grupos. 

 

Palavras-chave:  Bos indicus, creep-feeding, desempenho, nutrição, saúde animal. 
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ABSTRACT 
 

Creep-feeding is a nutritional supplementation strategy for suckling calves, carried out 
through a restricted-access feeder, with the aim of promoting greater weaning weight 
and improving carcass finishing for slaughter. Additionally, it may contribute to animal 
health and reduced mortality. However, there is a lack of research on the effects of this 
management practice on gene expression and metabolism in Nellore cattle (Bos 
indicus), the main genetic group in the Brazilian beef herd. In this context, the objective 
was to identify differences in plasma protein abundance, biological processes, and 
metabolic pathways between unsupplemented and supplemented Nellore calves 
receiving an energy-protein diet during the suckling phase. Ninety-six intact male 
calves, offspring of four different sires, were divided into two groups: SM (without 
creep-feeding, n = 48) and CF (with creep-feeding, n = 48). Plasma proteomic analyses 
were performed using label-free LC-MS/MS (shotgun) on blood samples randomly 
collected from six animals per group. Spectra were processed using PatternLab 
software for total protein identification. PLS-DA was applied to verify statistical 
separation between groups, and the t-test was used to identify differentially abundant 
proteins. Significantly different proteins were subjected to protein-protein interaction 
(PPI) analysis using STRING and functional enrichment of biological processes and 
signaling pathways using WebGestalt. Significant differences (p < 0.05) were found 
between groups at weaning for body weight, average weight gain, Longissimus dorsi 
muscle area, and plasma urea concentration (CF > SM). The groups were separated 
(p < 0.05) based on the expression of 84 identified proteins, of which 44 showed 
significant abundance differences (log2Fold Change ≥ |1.0| and adjusted p ≤ 0.05). PPI 
and enrichment analyses revealed strong connectivity among differentially expressed 
proteins and their involvement in various biological processes and pathways related to 
energy, lipid, muscle, and immune metabolism. Notable pathways included 
"Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like 
Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs)" (Reactome: R-BTA-381426) and 
"Regulation of actin cytoskeleton" (KEGG: bta04810), as well as the proteins AHSG, 
APOA1, APOA2, SERPIND1, CFI, C5, C7, C9, CFB, and GSN, which, directly or 
indirectly, contribute to explain the observed differences in metabolism and in muscle 
growth and development between the groups. 

Keywords: Bos indicus, creep-feeding, performance, nutrition, animal health. 
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Capítulo 1 – Revisão da Literatura 

1. Revisão Bibliográfica 

1.1  Produção de carne no Brasil e melhoramento da raça Nelore 

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com 

aproximadamente 238,6 milhões de animais (IBGE, 2023), é o segundo maior 

produtor de carne, gerando mais de 10,6 milhões de toneladas equivalente carcaça 

(ABIEC, 2024). A bovinocultura representa o maior valor bruto da produção 

agropecuária nacional, com um faturamento anual total superior a R$ 75 bilhões. 

Desde 2004 o país exporta para mais de 157 países e estas exportações acumularam 

valores próximos à US$ 10,55 bilhões, além de representarem aproximadamente 

13,8% da produção global de carne (ABIEC, 2024). 

No Brasil, cerca de 83,42% da carne bovina é produzida em regime de 

pastagens, cuja área total é de cerca de 161 milhões de hectares (ABIEC, 2024), 

particularidade que melhora a competitividade do produto brasileiro devido ao menor 

custo de produção. Embora os números do setor da bovinocultura de corte do Brasil 

sejam expressivos e impactantes, sendo responsável por movimentar mais 8,2% do 

produto interno bruto (PIB) ou R$ 895 bilhões (ABIEC, 2024), há possibilidades para 

aumentos expressivos. Apesar da alta produção, a produtividade ainda é baixa, 

indicando um grande potencial para melhora e expansão deste setor da economia.  

Outros problemas da indústria de carne bovina no Brasil são a falta de 

uniformidade da idade de abate dos animais, da cobertura de gordura e da 

marmorização da carne, fatores estes que influenciam na maciez e palatabilidade do 

produto (Arrigoni et al., 2004). Neste sentido, melhorar a eficiência produtiva e a 

qualidade da carne brasileira são ações estratégicas com benefícios econômicos e 

ambientais. A integração destes fatores é de fundamental importância na 

determinação das ações de sucesso e para consequente evolução do setor pecuário 

de corte. 

Aproximadamente 80% do rebanho de bovinos de corte do Brasil é de animais 

zebuínos (Bos indicus), sendo a raça Nelore a mais explorada (Ferraz; Felicio, 2010). 

Animais desta raça são adaptados às condições de manejo a pasto, são resistentes à 

endo e ectoparasitas e à temperaturas elevadas, além de apresentarem alta 

habilidade materna, baixa taxa de metabolismo e menor exigência nutricional (Cundiff, 

2004; Bianchini et al., 2006; Canavez et al., 2012). Contudo, diferentemente das raças 
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taurinas (Bos taurus), bovinos Nelore apresentam baixos índices produtivos, 

principalmente para características relacionadas ao desempenho e a qualidade da 

carne (Pereira et al., 2015), como a maciez e a gordura entremeada. Em razão disso, 

características reprodutivas e produtivas do Nelore vêm sendo melhoradas por 

programas de seleção.  

Mais recentemente, pesquisas acadêmicas que envolvem o melhoramento 

genético da raça têm focado no desenvolvimento e aplicação de biotecnologias, 

sobretudo ferramentas genômicas como meio para melhorar as acurácias das 

estimativas de valores genéticos de características comumente avaliadas, 

principalmente para touros jovens, o que pode levar a diminuição do intervalo de 

gerações e dos custos relacionados aos testes de progênie. Isto tem se dado, 

principalmente, pela utilização de painéis de marcadores de alta densidade para 

seleção por meio de valores genômicos (Hayes et al., 2009; Wiggans et al., 2017; 

Albuquerque; Fernandes Júnior; Carvalheiro, 2017). Esta abordagem tem sido 

utilizada no melhoramento de características complexas, de difícil mensuração e baixa 

herdabilidade, as quais não são efetivamente melhoradas por métodos clássicos de 

melhoramento genético baseados em fenótipo e genealogia, como, por exemplo, 

características relacionadas à eficiência alimentar, qualidade de carne e desempenho 

reprodutivo (Pryce et al., 2012; Silva et al., 2016; Chiaia et al., 2017; Gordo et al., 

2018).  

Buscando entender as bases genéticas e fisiológicas que governam estas 

características, grupos de pesquisa têm ido além, por meio da aplicação de análises 

de associação ampla do genoma (Genome Wide Association Study – GWAS), de 

expressão gênica (transcriptoma) (Santana et al., 2014; Tizioto et al., 2015; Weber et 

al., 2016; Carvalho et al., 2017), de abundância diferencial de proteínas (proteoma) 

(Baldassini et al., 2018; Picard e Gagaoua, 2020a; Severino et al., 2022; Santiago et 

al., 2023) e metabólitos (metaboloma) (Cônsolo et al., 2021; Pedrini et al., 2024; 

Estrada et al., 2025). 

1.2 Desenvolvimento dos tecidos muscular, adiposo e conjuntivo 

Os tecidos musculares dos bovinos correspondem a aproximadamente 55% a 

60% do peso total das carcaças, sendo que a hiperplasia das fibras musculares 

(aumento no número de fibras) é determinada durante o segundo trimestre da 

gestação (Picard; Gagaoua, 2020b). Por outro lado, no desenvolvimento pré-natal o 
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músculo esquelético possui menor prioridade na partição de nutrientes em 

comparação aos tecidos vitais (Long et al., 2009; Meyer et al., 2010). O período que 

compreende do início até a metade da gestação é particularmente crítico para o 

aumento do número de fibras musculares, um processo que ocorre exclusivamente 

durante a fase pré-natal (Du et al., 2010).  A formação das fibras musculares ocorre 

exclusivamente no estágio pré-natal e é classificada em miogênese primária e 

secundária. Em bovinos, as fibras primárias se formam durante o estágio embrionário, 

nos dois primeiros meses após a concepção, enquanto as fibras secundárias se 

desenvolvem na fase fetal, entre o segundo e o sétimo mês de gestação (Du et al., 

2010). Embora as fibras secundárias componham a maior parte do tecido muscular 

em animais adultos, as fibras primárias atuam como molde estrutural para a formação 

das fibras secundárias durante o desenvolvimento fetal (Swatland, 1973). 

A massa muscular é determinada tanto pelo número (hiperplasia) quanto pelo 

tamanho (hipertrofia) das fibras musculares (Lawrence; Fowler, 2002; Cunningham, 

2004). A hiperplasia ocorre exclusivamente durante o desenvolvimento pré-natal, de 

modo que o número total de fibras é definido no momento do nascimento. Por outro 

lado, a hipertrofia tem início ainda na fase pré-natal, mas se estende até o final do 

período puberal (Costa; Gionbelli; Duarte, 2021).  Durante a miogênese, uma 

população de células miogênicas entra em estado quiescente, localizando-se 

adjacente às fibras musculares maduras, estas são denominadas células satélites. A 

proliferação e a fusão dessas células satélites às fibras existentes contribuem 

significativamente para a hipertrofia muscular no período pós-natal (Kuang et al., 

2007). Quando ativadas, por exemplo, mediante estímulos como elevadas 

concentrações de IGF-1 e citocinas, as fibras satélites podem se diferenciar em 

mioblastos (Junqueira; Carneiro, 2004). Considerando-se que essas células sofrem 

uma inativação progressiva ao longo da vida do animal, estímulos aplicados 

precocemente no período pós-natal tornam-se fundamentais, pois favorecem o 

desenvolvimento muscular, o que pode refletir positivamente no ganho de peso, no 

rendimento de carcaça e na área de olho de lombo. 

Paralelamente, ao desenvolvimento do tecido do tecido muscular tem-se o 

adiposo, o qual tem início da metade para o final da gestação e, embora a 

adipogênese continue após o nascimento, a capacidade de gerar novos adipócitos 

diminui progressivamente com o avanço da idade (Du et al., 2010). A síntese de tecido 

adiposo aumenta à medida que a formação de tecido muscular diminui, especialmente 
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após a puberdade, quando o crescimento muscular se reduz e o ganho de peso passa 

a ser predominantemente composto por gordura (Owens et al., 1995). No entanto, o 

desenvolvimento do tecido adiposo ocorre de forma não uniforme, com variações em 

relação aos locais e momentos de deposição (Pethick et al., 2004). A deposição 

lipídica na carcaça tem início nas regiões internas (abdominal, renal-inguinal e 

pélvica), seguida pelas deposições intermuscular, subcutânea e, por fim, 

intramuscular (marmoreio ou gordura entremeada). Estas deposições ocorrem em 

períodos específicos do desenvolvimento e, portanto, podem e devem ser estimuladas 

de forma estratégica. 

A hiperplasia do tecido adiposo intramuscular (adipogênese) ocorre tanto no 

terço final da gestação quanto durante um período pós-natal de aproximadamente 250 

dias. Assim, a adipogênese tem início em um período próximo ao da miogênese 

primária, persistindo por alguns meses após o nascimento, com subsequente redução 

gradual na formação de novas células (Du et al., 2015). 

Paralelamente à adipogênese, ocorre o processo de fibrogênese, no qual se 

originam os primeiros elementos do tecido conjuntivo, essencial para a estruturação e 

conexão entre células e órgãos. Tanto os adipócitos quanto os fibroblastos têm origem 

comum, derivando de uma matriz mesenquimal precursora (Du et al., 2015). As 

células mesenquimais se diferenciam inicialmente em células progenitoras 

fibroadipogênicas, podendo então dar origem a fibroblastos ou adipócitos (Junqueira; 

Carneiro, 2019). Ambos os processos, adipogênese e fibrogênese, estão intimamente 

relacionados à estruturação muscular, influenciando diretamente características 

organolépticas da carne. 

Estimular a proliferação de linhagens miogênicas, bem como direcionar a 

diferenciação predominante das células progenitoras fibroadipogênicas em 

adipócitos, é fundamental para a obtenção de carnes com maior qualidade, 

caracterizadas por maior teor de gordura entremeada e menor presença de tecido 

conjuntivo. Tais condições resultam em produtos com superior maciez e palatabilidade 

(Duarte et al., 2013). Para isso, a adequada oferta de nutrientes, em quantidade e 

qualidade, durante períodos críticos da gestação e da fase pós-natal, é essencial, 

apresentando impactos relevantes tanto no desempenho animal, como maior peso ao 

desmame (Bohnert et al., 2013), quanto na qualidade final da carcaça (Shoup et al., 

2015).  
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1.3 Suplementação de bezerros na fase de cria 

Segundo Patel e Srinivasan (2011), uma nutrição adequada nos primeiros 

meses de vida exerce influência positiva sobre o metabolismo da glicose, por meio do 

acoplamento funcional do eixo somatotrópico. Desta forma, a oferta de dietas com 

elevado valor energético durante esse período crítico pode favorecer o 

desenvolvimento do tecido muscular, a deposição de gordura intramuscular 

(marmoreio), bem como o amadurecimento do trato reprodutivo, promovendo a 

melhoria da qualidade da carcaça de machos e a antecipação da puberdade em 

fêmeas. Embora o acetato seja reconhecido como um dos principais doadores de 

grupos acetil para a síntese de gordura intramuscular, a glicose proveniente de dietas 

ricas em concentrados também contribui significativamente para a deposição lipídica 

de marmoreio (Smith; Crouse, 1984). Assim, durante a fase de cria, o fornecimento 

estratégico de concentrados, especialmente aqueles ricos em amido (como grãos), 

pode estimular tanto a proliferação quanto o crescimento de adipócitos. Isso ocorre 

devido ao aumento da atividade do metabolismo glicídico, o que favorece o acúmulo 

de gordura intramuscular sem elevação proporcional da gordura visceral, 

beneficiando, portanto, a qualidade da carne e o rendimento de carcaça. 

Adicionalmente, a elevação do teor proteico da dieta pode intensificar a 

deposição de gordura intramuscular. De acordo com Lopez et al. (2001), dietas com 

maiores níveis de proteína bruta aumentam a digestibilidade e a absorção intestinal 

do amido, elevando as concentrações plasmáticas de glicose e insulina, o que 

potencializa a lipogênese intramuscular ao favorecer a formação de precursores de 

ácidos graxos. 

Práticas nutricionais como a suplementação alimentar durante a fase de cria 

(do nascimento ao desmame) induzem adaptações metabólicas distintas daquelas 

observadas em animais desmamados de forma convencional, aos 210 dias de idade 

(Scheffler et al., 2014). Considerando a importância do desempenho produtivo e da 

qualidade da carne para a pecuária brasileira, estratégias de manejo voltadas à sua 

otimização têm sido progressivamente implementadas nos sistemas de produção 

nacionais, destacando-se, entre elas, a suplementação na fase de cria. O sistema de 

creep-feeding consiste no fornecimento de alimentação suplementar exclusiva, 

geralmente composta por grãos, aos bezerros durante o período de aleitamento 

(Stewart, 2017). Esta prática visa incrementar o ganho de peso ao desmame, reduzir 
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o tempo necessário para o acabamento da carcaça e, adicionalmente, proporcionar 

descanso nutricional para a matriz (Dantas et al., 2010). 

Moisá et al. (2013) observaram que bezerros submetidos ao creep-feeding com 

inclusão de amido apresentaram maior deposição de gordura na carcaça, em 

comparação com aqueles submetidos ao desmame precoce com suplementação 

semelhante e com animais desmamados de forma convencional. Corroborando esses 

achados, Stewart (2017) destaca que diversos estudos apontam para o aumento da 

gordura intramuscular em bovinos submetidos ao creep-feeding, sendo necessário 

manter dietas contendo grãos até o momento do abate para sustentar os ganhos. 

Em meta-análise conduzida por Carvalho et al. (2019), abrangendo 18 estudos 

realizados entre 2007 e 2017, foi constatado que bezerros machos da raça Nelore, 

mantidos a pasto e suplementados entre os três e oito meses de idade, apresentaram 

um ganho de peso diário adicional de aproximadamente 200 g, totalizando 30 kg a 

mais ao desmame em relação aos animais não suplementados. Os autores 

concluíram que a suplementação melhora o desempenho pré-desmame, sendo que a 

resposta pode variar de acordo com o sexo dos animais, com os machos 

apresentando uma resposta superior à das fêmeas. O ganho de peso adicional (em 

comparação com bezerros não suplementados) teve uma resposta quadrática, ou 

seja, aumentou até um ponto máximo e depois tendeu a se estabilizar ou diminuir com 

níveis muito altos de suplemento. Machos e fêmeas atingiram o ganho de peso 

adicional máximo com um consumo de suplemento de 7,6 g/kg e 5,5g/kg de peso vivo, 

respectivamente. Por outro lado, em estudo conduzido com bovinos F1 Angus × 

Nelore por Ramírez-Zamudio et al. (2023) demonstrou que animais suplementados 

via creep-feeding, com 10 g de suplemento por kg de peso corporal (equivalente a 1% 

do peso corporal), apresentaram maiores pesos ao desmame, bem como espessuras 

superiores de gordura subcutânea e de gordura intramuscular (marmoreio), em 

comparação aos não suplementados. 

1.4 Efeitos da dieta sobre a expressão gênica  

A síntese de mRNA durante a expressão gênica é regulada, entre outros 

mecanismos, pela ligação de fatores de transcrição a sequências específicas do DNA, 

no chamado controle genético, e por modificações epigenéticas, como a metilação do 

DNA, alterações covalentes em histonas e a interação entre mRNAs e micro-RNAs 

(Menck; Sluys, 2017). É amplamente reconhecido que diversos organismos são 
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capazes de responder a estímulos ambientais e nutricionais, apresentando 

plasticidade fenotípica mediada por alterações nos padrões de expressão gênica 

(Zhang, 2015). Assim, o fenótipo dos animais pode ser influenciado por intervenções 

nutricionais por meio de mecanismos biológicos, o que indica que exposições 

dietéticas precoces podem impactar significativamente o crescimento e a saúde 

(McKay; Mathers, 2011). Neste contexto, a nutrigenômica emerge como o ramo da 

genômica que investiga os efeitos dos nutrientes sobre o genoma, transcriptoma, 

proteoma e metaboloma de células, tecidos ou organismos (Dolinoy; Jirtle, 2008; 

Simopoulos, 2010). 

No âmbito do controle genético da expressão gênica, a atuação dos fatores de 

transcrição é dependente do tipo de tecido, do estágio de desenvolvimento e das 

condições fisiológicas do organismo. Dessa forma, a dieta exerce influência sobre a 

expressão desses fatores, que são proteínas-chave na regulação da expressão 

gênica. Tais fatores ligam-se a regiões reguladoras específicas do DNA (enhancers e 

silencers), atuando na ativação ou repressão da transcrição de múltiplos genes 

(Marques; Baldini, 2017), e têm papel fundamental na definição do transcriptoma de 

um tecido. 

Diversos componentes dietéticos, como nutrientes, compostos bioativos e 

metabólitos, podem modular a expressão de fatores de transcrição. A disponibilidade 

de nutrientes, por exemplo, pode interferir na expressão de fatores relacionados ao 

metabolismo (McNeel; Mersmann, 2000). Um exemplo notório é o receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma alfa (PPAR-α), o primeiro fator de transcrição 

identificado como potencial receptor de ácidos graxos (Bensatti et al., 2004). O PPAR-

α regula uma ampla rede de genes associados ao metabolismo da glicose e dos 

lipídios. Em modelos animais, ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) como ω-6 e ω-

3 atuam como potentes indutores da oxidação de ácidos graxos e inibidores da 

lipogênese, possivelmente por meio da ativação de receptores PPAR (Rodriguez et 

al., 1994; Juge-Aubry et al., 1995; Power; Newsholme, 1997). Além disso, as famílias 

de fatores de transcrição PPAR e C/EBP (proteínas de ligação ao intensificador de 

CCAAT) desempenham funções cruciais na diferenciação de adipócitos e nos 

processos de lipogênese (Ladeira et al., 2016). 

Nos últimos anos, têm-se acumulado evidências de que estímulos ambientais, 

incluindo os nutricionais, podem alterar os padrões de metilação do DNA, 

influenciando a expressão gênica (Farias et al., 2015; Farkas et al., 2015; Day; 
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Kennedy; Sweatt, 2015). A metilação do DNA, também conhecida como imprinting, é 

considerada um componente essencial de uma complexa rede epigenética que 

modula o transcriptoma de determinadas populações celulares (Kucharski et al., 

2008). Uma nutrição adequada nos primeiros meses de vida pode promover 

positivamente o metabolismo da glicose e desencadear efeitos de longa duração 

sobre a saúde e o desempenho, por meio de alterações epigenéticas conhecidas 

como imprinting metabólico (Patel; Srinivasan, 2011). Estas alterações ocorrem sem 

mudanças na sequência do DNA e tendem a ocorrer durante fases críticas de 

reprogramação gênica, como os terços médio e final da gestação, períodos em que 

há intensa formação de tecidos musculares e adiposos, bem como durante os 

primeiros meses após o nascimento (até aproximadamente 250 dias de idade) 

(Arthington; Moriel, 2014; Zhang, 2015). 

Há evidências crescentes de que nutrientes podem modificar os padrões de 

metilação do DNA, tanto em escala global quanto em loci específicos (Jousse et al., 

2011; Dudley et al., 2011; Altmann et al., 2012). Três mecanismos principais são 

reconhecidos pelos quais a nutrição influencia a metilação do DNA: (1) por meio do 

fornecimento de substratos necessários para a metilação adequada; (2) pela oferta de 

cofatores que modulam a atividade das DNA metiltransferases (DNMTs); e (3) pela 

regulação direta da expressão dessas enzimas. A S-adenosilmetionina (SAM), metil-

doador universal para as metiltransferases, é sintetizada no ciclo da metionina a partir 

de diversos precursores alimentares (McKay; Mathers, 2011; Feil; Fraga, 2012). Esses 

precursores contribuem para a síntese de SAM, e sua disponibilidade insuficiente 

pode resultar em hipometilação global do DNA, enquanto o excesso pode causar 

hipermetilação (Zhang, 2015). As DNMTs requerem SAM como cofator para plena 

atividade, e compostos presentes na dieta podem modular sua concentração 

intracelular e, consequentemente, a atividade enzimática. Além da regulação indireta 

via SAM, diversos outros componentes dietéticos também podem afetar diretamente 

a expressão ou funcionalidade das DNMTs (Mukherjee et al., 2015). 

1.5 Efeito do método de desmama sobre a saúde animal  

A percepção e a opinião do consumidor têm se tornado questões centrais para 

a indústria agropecuária contemporânea. Esse cenário impõe desafios crescentes aos 

produtores, dificultando a manutenção de métodos tradicionais de produção. Tanto o 

meio científico quanto os consumidores têm demonstrado uma tendência em 
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promover o bem-estar animal, o que impulsiona a necessidade de estudos voltados 

ao desenvolvimento de estratégias de manejo de baixo estresse, também em 

sistemas de criação de bezerros de corte. Diversas pesquisas investigaram diferentes 

métodos de desmame, evidenciando as vantagens do manejo com baixo estresse 

sobre os parâmetros produtivos subsequentes (Haley et al., 2005; Enríquez et al., 

2010; Bailey et al., 2016). 

O método tradicional de desmame, caracterizado pela separação abrupta dos 

bezerros para ambientes distintos das mães, impõe inúmeros desafios aos animais. 

Lefcourt e Elsasser (1995) foram precursores ao mensurar os níveis de catecolaminas 

em bezerros submetidos ao desmame abrupto, demonstrando os efeitos fisiológicos 

negativos decorrentes do estresse gerado por essa prática. 

A melhoria do desempenho e da saúde dos bezerros de corte tem sido um fator 

motivador para a adoção de métodos alternativos de desmame. Sabe-se que o 

estresse nessa fase pode comprometer o sistema imunológico (Carroll; Forsberg, 

2007; O'Loughlin et al., 2011), sendo este um dos principais fatores relacionados ao 

surgimento de enfermidades (Edwards, 2010) e ao aumento da taxa de mortalidade 

(Lefcourt; Elsasser, 1995; Lynch et al., 2010). A resposta hormonal provocada pelo 

estresse materno-separativo, sobretudo a liberação de hormônios adrenais, motivou 

investigações sobre seus efeitos imunossupressores. Nesse contexto, o estudo 

conduzido por Lynch et al. (2010) destaca-se por concluir que estratégias de desmame 

que minimizem o estresse são fundamentais para preservar a função imunológica dos 

bezerros. A ocorrência de estresse e doenças, e a consequente necessidade de 

intervenções ao longo da vida produtiva, podem comprometer o desempenho animal 

e a qualidade final da carne. 

O estresse associado ao desmame inclui, além da separação materna, a 

exposição a novos ambientes e a alterações na dieta (Carroll; Forsberg, 2007). Entre 

as práticas que se mostraram eficazes na mitigação desses efeitos estão a adoção de 

calendários de vacinação e transporte, bem como a suplementação energética 

(Richeson et al., 2009; Silva et al., 2018). Durante a fase de cria, a dieta representa 

um ponto estratégico para os produtores, com vistas ao aumento do peso ao 

desmame e à maximização do valor econômico dos bezerros na comercialização da 

carcaça. Estes objetivos estão condicionados à manutenção da saúde dos animais e 

ao consumo adequado de concentrado antes da transição para a etapa seguinte da 

produção. 
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Além disso, o momento do desmame e o estado nutricional do bezerro nessa 

fase podem influenciar diretamente a deposição de tecido adiposo intramuscular, fator 

relevante para a qualidade da carne (Moisá et al., 2013). Assim, os efeitos do estresse 

de desmame podem se estender até a qualidade da carcaça, reforçando a importância 

de pesquisas voltadas a estratégias de manejo que considerem essa fase crítica do 

desenvolvimento animal. 

1.6 Relação entre adipócitos e sistema imune  

O tecido adiposo, tradicionalmente conhecido por sua função de armazenar 

energia na forma de triacilglicerídeos, tem sido recentemente reconhecido como um 

órgão metabolicamente ativo, com papel relevante na regulação de processos 

fisiológicos diversos, incluindo o sistema imunológico (Fonseca-Alaniz et al., 2007). 

Embora os adipócitos sejam os principais constituintes desse tecido, ele também 

abriga células imunológicas, células do estroma vascular, células em processo de 

diferenciação e terminações nervosas, todas influenciadas pela dinâmica do tecido 

adiposo (Ahima; Flier, 2000). 

A relação entre o tecido adiposo e a imunidade tem sido cada vez mais 

elucidada, especialmente pela capacidade desse tecido de secretar biomoléculas em 

resposta a estímulos ambientais, como a dieta. Essas moléculas bioativas, 

conhecidas como adipocinas, desempenham um papel essencial na modulação da 

resposta imune. Entre as principais adipocinas destacam-se o fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), a interleucina-6 (IL-6), a resistina e a adiponectina. Essas 

substâncias não atuam apenas localmente, mas exercem efeitos sistêmicos, 

influenciando diretamente o funcionamento do sistema imunológico (Luo; Liu, 2016). 

Em determinadas condições, a liberação excessiva de adipocinas pró-inflamatórias 

pode induzir um estado inflamatório crônico de baixo grau, que compromete a função 

leucocitária e prejudica a resposta imunológica eficaz (Popko et al., 2010). 

A resistina tem sido associada à resistência à insulina e à ativação de vias 

inflamatórias, contribuindo para a redução da competência imunológica (Tripathi et al., 

2020). Em contrapartida, a adiponectina, considerada uma adipocina de ação anti-

inflamatória e reguladora da sensibilidade à insulina, exerce efeitos benéficos sobre a 

resposta imune. Evidências demonstram que essa adipocina reduz a reatividade de 

linfócitos T, inibe a produção de linfócitos B, limita a adesão de monócitos e a ativação 
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do receptor TLR4, envolvido na indução de mediadores inflamatórios, além de 

promover a síntese de compostos anti-inflamatórios (Ghigliotti et al., 2014). 

Ademais, a adiponectina desempenha um papel na adaptação metabólica 

voltada ao sistema imune inato, modulando a polarização e a plasticidade dos 

macrófagos, a atividade de células linfocitárias com características da imunidade inata 

e outras funções de defesa primária (Luo; Liu, 2016). Pecoraro et al. (2017) 

demonstraram que a expressão da adiponectina estava reduzida em indivíduos com 

imunodeficiência comum variável, uma condição caracterizada por níveis séricos 

baixos de IgG, IgA e/ou IgM, o que evidencia sua relação com a produção deficiente 

de anticorpos. 

1.7 A importância do plasma na identificação de biomarcadores 

Embora grande parte dos estudos sobre biomarcadores associados ao 

desempenho esteja direcionada para análise do tecido muscular, biofluídos como o 

plasma sanguíneo têm despertado crescente interesse nas abordagens proteômicas 

(Boudon et al., 2020; Idowu et al., 2024). Isso porque, o sangue, pode ser coletado in 

vivo, sendo uma matriz biológica rica em proteínas e de fácil acesso, atendendo aos 

critérios práticos para a implementação de perfis de biomarcadores em rotinas de 

monitoramento e realidade de fazendas. 

Alterações nas abundâncias relativas de proteínas plasmáticas podem refletir 

o estado fisiológico ou patológico dos animais, oferecendo uma alternativa promissora 

para predição de características produtivas de desempenho e de qualidade da carne. 

Além do mais, dentre as principais vantagens do uso de biomarcadores plasmáticos 

reside na natureza minimamente invasiva da coleta, especialmente quando 

comparada às amostragens de tecido muscular, que exigem biópsia ou avaliação post 

mortem. Nesse sentido, a utilização do sangue, particularmente da fração plasmática, 

representa uma estratégia prática e eficaz para predição de características produtivas 

em animais vivos (Surinova et al., 2011). 

No contexto da produção animal, ainda são relativamente escassos os estudos 

que exploram biomarcadores plasmáticos, porém, os resultados disponíveis 

demonstram um potencial significativo. Grubbs et al. (2016) avaliaram a eficiência 

alimentar, demonstrando que a identificação de biomarcadores plasmáticos é uma 

ferramenta estratégica para melhorar a produção de proteína animal de alta qualidade, 

contribuindo para atender à crescente demanda global. Esses autores evidenciaram 
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que proteínas presentes no soro são fontes valiosas de biomarcadores potenciais para 

eficiência alimentar, além de elucidarem vias metabólicas diferenciadas entre animais 

de alta e baixa eficiência, demonstrando, sua utilização in vivo e a sua aplicação na 

seleção de animais com características desejadas ao sistema de produção. Boudon 

et al. (2020) demonstraram que biofluídos de bovinos, acessíveis in vivo, podem ser 

utilizados para a identificação de biomarcadores associados à maciez da carne.  

O uso de biomarcadores plasmáticos tem se expandido para diferentes 

aplicações dentro da produção animal. Izquierdo et al. (2025), por exemplo, 

demonstraram que a análise do plasma de pares de vacas e seus bezerros permitiu 

monitorar, de forma precisa, a resposta inflamatória dos neonatos induzida pela 

vacinação, tanto antes quanto durante e após o desafio imunológico. De forma 

semelhante, Jamioł et al. (2024) relataram que as concentrações de PLAC1 no plasma 

de vacas prenhes foram significativamente superiores em comparação com animais 

não prenhes, sendo que a expressão tecidual da proteína foi maior na porção fetal da 

placenta do que na porção materna. Esses achados indicaram que a detecção de 

PLAC1 no plasma, já no primeiro mês de gestação, pode ser um marcador promissor 

para diagnóstico precoce de prenhez em bovinos. 

Metabólitos plasmáticos têm sido amplamente utilizados como indicadores para 

compreender sua relação com o metabolismo e o desempenho produtivo dos animais 

(Castillo et al., 2006). Entre eles, a ureia plasmática se destaca por ser influenciada 

por uma ampla gama de fatores inter-relacionados, como o teor de proteína da dieta 

e a degradação do tecido muscular, especialmente quando há insuficiência no 

suprimento energético (Puppel; Kuczyńska, 2016). A mobilização de proteínas do 

músculo esquelético libera aminoácidos glicogênicos, que são utilizados na síntese 

de glicose e, consequentemente, na geração de ureia durante esse processo 

(Ingvartsen et al., 2003) 

Lipídios, incluindo ácidos graxos, esteróis, fosfolipídios e triglicerol, 

desempenham funções essenciais no organismo, atuando como principais moléculas 

de armazenamento de energia (Ertunc e Hotamışlıgil, 2016). O metabolismo lipídico 

compreende processos de degradação e síntese de ácidos graxos, triglicerol, 

colesterol e corpos cetônicos, os quais são fundamentais para a produção de energia, 

manutenção da integridade das membranas celulares e síntese de hormônios (Rui, 

2014; Ertunc e Hotamışlıgil, 2016). O aumento de triglicerol plasmático em bovinos 

está associado a um estado de lipogênese ativa e potencial para deposição de 
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gordura, especialmente em animais jovens sob suplementação estratégica (Ramírez-

Zamudio, et al. 2023). Desta forma, em bovinos de corte em crescimento, maiores 

níveis de triglicerol circulantes pode ser um indicador de que o metabolismo está 

sendo programado para uma maior deposição de gordura na carcaça, como a gordura 

de cobertura e o marmoreio. 

A haptoglobina é uma alfa-globulina considerada uma das principais proteínas 

de fase aguda (PFA) em ruminantes (Ceciliani; Giordano; Spagnoli, 2012). As PFA 

são sintetizadas principalmente pelos hepatócitos, bem como por tecidos periféricos, 

em resposta à ativação do sistema imune mediada por citocinas pró-inflamatórias, 

como interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α), desencadeada por processos infecciosos, inflamatórios ou traumáticos (Saco; 

Bassols, 2023). Nesse contexto, a haptoglobina plasmática se destaca como um 

biomarcador sensível e confiável para o diagnóstico e o prognóstico de diversas 

enfermidades em bovinos, incluindo mastite, metrite, pneumonia, síndrome do fígado 

gorduroso, peritonite, enterite e endocardite (Ceciliani; Giordano; Spagnoli, 2012; 

Wollowski et al., 2021; Saco; Bassols, 2023). 

Em suma, a utilização do plasma como fonte de biomarcadores representa uma 

abordagem inovadora e promissora na ciência animal, especialmente no que tange à 

avaliação de desempenho produtivo, ao monitoramento do estado fisiológico dos 

animais e à predição da qualidade da carne. Apesar dos avanços, a consolidação 

desses biomarcadores na prática zootécnica ainda requer estudos robustos de 

validação em diferentes sistemas produtivos e condições ambientais. 

1.8 Proteômica e proteômica Shotgun 

De forma conceitual, proteômica é o estudo abrangente do conjunto completo 

de proteínas expressas por um organismo, tecido ou célula em determinado estado 

fisiológico. Representa uma extensão funcional da genômica, fornecendo informações 

críticas sobre expressão gênica, tradução proteica e interações moleculares (Petracci; 

Cavani, 2012). Ao permitir a caracterização das vias bioquímicas e dos processos 

metabólicos, a proteômica tornou-se uma ferramenta importante na busca por 

biomarcadores aplicáveis à ciência animal (Causey et al., 2018). 

Dentre as abordagens atualmente empregadas, destacam-se a proteômica 

direcionada acoplada à diluição isotópica, especialmente via Parallel Reaction 

Monitoring (PRM), tem se consolidado como uma estratégia de alta sensibilidade e 
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especificidade para quantificação absoluta de proteínas sem a necessidade de 

anticorpos (Peterson et al., 2012). Essa técnica, baseada em espectrometria de 

massas de alta resolução, tem sido aplicada em biociências, incluindo a nutrição, a 

fisiologia animal e, mais recentemente, a ciência da carne (Borràs; Sabidó, 2017; 

Bourmaud; Gallien; Domon, 2016; Shi et al., 2016). 

A eletroforese bidimensional (2-DE) foi uma das primeiras metodologias 

amplamente empregadas na análise proteômica (Görg; Weiss; Dunn, 2004, Picard et 

al., 2017). Essa técnica consiste na separação das proteínas em duas dimensões 

ortogonais: primeiramente, pela diferença de ponto isoelétrico (pI) das proteínas, por 

meio da focalização isoelétrica (IEF), e, em seguida, pela massa molecular, por meio 

da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Görg; Weiss; Dunn, 2004). 

Dessa forma, cada proteína migra para uma posição específica no gel, formando um 

padrão de spots que representam diferentes proteínas ou isoformas. Após a 

separação, os spots são excisados manualmente, seguidos por digestão enzimática 

(geralmente com tripsina) e posterior identificação dos peptídeos via espectrometria 

de massas. Apesar de ter sido um marco no desenvolvimento da proteômica, a 2-DE 

apresenta limitações significativas, como baixa eficiência na detecção de proteínas 

muito hidrofóbicas (como proteínas de membrana), de baixa abundância, ou que 

possuam extremos de pH ou massa molecular. Além disso, é uma técnica 

relativamente trabalhosa, de baixa capacidade de automação e sensível a variações 

experimentais (Magdeldin et al., 2014). 

Por outro lado, destaca-se atualmente a proteômica shotgun, uma das 

metodologias mais poderosas e eficientes para análise proteômica em larga escala 

(Lozano; Armengaud, 2024). A proteômica shotgun difere fundamentalmente das 

técnicas baseadas em eletroforese bidimensional (2-DE), pois não requer separação 

prévia em gel. Essa abordagem, também conhecida como bottom-up, baseia-se na 

digestão enzimática das proteínas diretamente nos extratos proteicos, gerando uma 

mistura complexa de peptídeos. Esses peptídeos são, então, separados por 

cromatografia líquida de alta eficiência (LC) e identificados por espectrometria de 

massas, geralmente utilizando a técnica LC-MS/MS (Lereim et al., 2016). Dentre suas 

principais vantagens estão a capacidade de identificar milhares de proteínas em uma 

única análise, bem como detectar proteínas hidrofóbicas, de baixa abundância e com 

extremos de pH proteínas que frequentemente são sub-representadas em métodos 

baseados em gel (Magdeldin et al., 2014). 
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A transição da proteômica tradicional baseada em 2-DE para abordagens 

shotgun representa uma revolução metodológica na ciência em geral, o que inclui a 

ciência que estuda a produção animal. A superação das limitações associadas à 

resolução de proteínas complexas torna a proteômica shotgun a estratégia 

preferencial para investigações globais do proteoma plasmático, muscular (Görg; 

Weiss; Dunn, 2004; Magdeldin et al., 2014) ou de qualquer outro tecido de interesse. 

Essa abordagem tem sido amplamente aplicada à cadeia produtiva da carne (Ouali et 

al., 2013; Drabovich et al., 2015). 

1.9 Estudos de proteômica do plasma em animais de produção e em 

bovinos 

A utilização da proteômica na ciência da carne promoveu avanços significativos 

na compreensão dos mecanismos biológicos envolvidos e na descoberta de 

biomarcadores associados a atributos de qualidade (Picard; Gagaoua, 2020). 

Recentemente, métodos quantitativos de proteômica (Wu et al., 2020) começaram a 

explorar, de forma mais abrangente, as centenas de biomarcadores relacionados à 

maciez (Picard et al., 2018) e ao marmoreio (Baik et al., 2017; Ceciliani et al., 2018) 

previamente identificados por meio de ensaios transcriptômicos e proteômicos de alto 

rendimento a partir de amostras de músculo ou carne, com vistas ao desenvolvimento 

de métodos aplicáveis tanto em animais vivos quanto abatidos.  

Por outro lado, estudos que utilizam o plasma como amostra para análise 

proteômica são mais escassos e recentes, porém, os resultados são de grande 

importância (Andersen et al., 2021). Tome-se, o estudo de Idowu et al. (2024), em que 

a proteômica plasmática foi empregada para investigar vias metabólicas e proteínas-

chave associadas a fenótipos divergentes de ganho médio de peso residual (GMPR) 

em novilhos de corte mestiços, encontrando vias metabólicas importantes associadas 

ao fenótipo em estudo, proporcionando insights valiosos sobre os fundamentos 

moleculares da eficiência alimentar em bovinos de corte mestiços.  

De maneira similar, Ghaffari et al. (2020) utilizaram uma abordagem de 

proteômica quantitativa, combinada com análises bioinformáticas, para investigar 

alterações no proteoma plasmático de vacas leiteiras durante o período de transição 

(intervalo de tempo que compreende aproximadamente três semanas antes até três 

semanas após o parto). O supercondicionamento periparto foi associado a 

modificações significativas nas vias proteicas relacionadas à resposta inflamatória 
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aguda e à regulação das cascatas do complemento e da coagulação, ressaltando a 

importância do status metabólico e imunológico das vacas nesse período crítico. 

Wang; Xu; Han, (2022) avaliaram biomarcadores plasmáticos de vacas leiteiras com 

alta concentração de proteína do leite a longo prazo, buscando elucidar o papel das 

proteínas plasmáticas na síntese de proteína do leite. Os dados demonstraram 

diferenças relevantes nos hormônios plasmáticos, parâmetros bioquímicos e perfil 

proteômico entre vacas com distintas concentrações de proteína do leite, indicando 

que o fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) promoveu o aumento 

da síntese proteica, associada à ativação da via de sinalização mTOR. 

Reolon et al. (2024) avaliaram os mecanismos moleculares responsáveis pela 

resposta ao estresse térmico, aspecto essencial para otimizar a produção, 

reprodução, saúde e bem-estar dos animais. O estudo visou identificar respostas 

biológicas precoces e potenciais biomarcadores envolvidos tanto na resposta quanto 

na recuperação do estresse térmico em bovinos de corte adaptados a condições 

tropicais, por meio da análise proteômica do plasma sanguíneo. Dentro do mesmo 

tema, de De Freitas et al. (2024) investigaram, por meio do estudo do proteoma 

plasmático, processos biológicos, vias metabólicas e potenciais biomarcadores 

relacionados à termotolerância em bovinos da raça Caracu, adaptados ao clima 

tropical.  

O estudo de Boudon et al. 2020 foi um dos primeiros a utilizar a abordagem de 

proteômica shotgun para identificar biomarcadores no plasma associados à maciez 

da carne. Os achados deste estudo evidenciaram a detecção de 21 proteínas cuja 

abundância no plasma apresentou relação com a maciez do Longissimus, sendo que 

nove delas foram consideradas robustas, o que permitiu validar e expandir a lista de 

biomarcadores relacionados à maciez no músculo Longissimus. Dessa maneira, os 

biomarcadores validados poderão ser utilizados em abordagens diagnósticas para 

avaliar ou prever o potencial de maciez em bovinos vivos, representando um avanço 

crucial para o desenvolvimento de ferramentas não invasivas para a avaliação da 

qualidade da carne. 

Em outro estudo recente, a proteômica quantitativa shotgun (LC-MS/MS) foi 

aplicada para identificar biomarcadores candidatos para a qualidade da carne, 

diferencialmente abundantes entre dois grupos divergentes quanto à textura da carne 

(alta e baixa maciez), utilizando amostras de plasma e músculo provenientes de touros 

jovens reprodutores da raça Limousin (Zhu et al., 2021). A aplicação da proteômica 
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shotgun permitiu a identificação de um total de 188 proteínas no plasma e 546 no 

músculo, expandindo significativamente o conhecimento atual sobre os proteomas 

plasmático e muscular de um músculo de importância comercial. 

Esses estudos demonstram o potencial da proteômica plasmática como 

ferramenta robusta para elucidar processos fisiológicos complexos em bovinos, com 

implicações diretas para a identificação de biomarcadores e seleção de animais com 

características desejáveis pela pecuária moderna. 

1.10 Considerações finais 

A revisão apresentada evidenciou: a importância da raça Nelore para a 

produção de carne no Brasil e, apesar disso, a necessidade de melhora nos índices 

quantitativos e qualitativos; a forma como métodos de manejo pré-desmame podem 

auxiliar neste sentido, contribuindo para maiores ganhos de peso na fase de cria, para 

a maior deposição de gordura na carcaça e para o bem-estar e a saúde animal; os 

avanços que as tecnologias ômicas proporcionam no sentido de elucidar as 

modificações que ocorrem no funcionamento do organismo em função de estímulos 

ambientais como a dieta, possibilitando manipulações/adequações de manejo, e 

também a identificação de marcadores bioquímicos para fenótipos de interesse.  

Contudo, poucos estudos têm se aprofundado no entendimento de como 

diferentes manejos nutricionais afetam a abundância proteica no plasma sanguíneo e 

quais os mecanismos fisiológicos envolvidos nestes processos. Os estudos são ainda 

mais escassos se considerada a raça Nelore e a criação a pasto, situação que melhor 

reflete a produção de gado de corte no Brasil. Neste sentido, este estudo foi pioneiro 

ao avaliar o proteoma do plasma sanguíneo à desmama de novilhos Nelore criados a 

pasto com suplementação na fase de cria (0,5% do peso corporal em suplemento). 

Também teve o caráter inédito ao investigar os efeitos do creep-feeding sobre a 

fisiologia do estresse e da saúde ao desmame em bovinos de corte.    
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Capítulo 2 - Desvendando os impactos da suplementação precoce no proteoma 

plasmático de bezerros Nelore 

 

RESUMO  

Existe uma lacuna de pesquisas que investigam os mecanismos moleculares 

subjacentes aos efeitos do creep-feeding em bovinos Nelore (Bos indicus), o grupo 

genético predominante no rebanho de corte brasileiro. O objetivo deste estudo foi 

identificar possíveis diferenças na abundância de proteínas plasmáticas, nos 

processos biológicos e nas vias metabólicas entre bezerros Nelore controle e 

suplementados com dieta energético-proteica durante a fase de aleitamento. Noventa 

e seis bezerros machos inteiros, filhos de quatro touros distintos, foram alocados em 

dois grupos: MS (sem creep-feeding, n = 48) e CF (com creep-feeding, n = 48). As 

análises proteômicas plasmáticas foram realizadas por LC-MS/MS label-free em 

amostras de sangue coletadas aleatoriamente ao desmame de seis animais por 

grupo. Os espectros foram processados para identificação total de proteínas. A 

análise PLS-DA foi aplicada para verificar a separação estatística entre os grupos, e 

o teste t foi utilizado para identificar proteínas diferencialmente abundantes (DAPs). 

Também foram realizadas análises de interação proteína–proteína (PPI) e 

enriquecimento funcional de processos biológicos e vias de sinalização. Diferenças 

significativas (p < 0,05) foram observadas entre os grupos ao desmame (CF > MS) 

para peso corporal, ganho médio de peso e área de olho de lombo, enquanto a 

concentração plasmática de ureia apresentou tendência à diferença (p = 0,065). Os 

grupos clusterizaram (p < 0,05) com base na abundância de 84 proteínas 

identificadas, das quais 44 apresentaram diferenças significativas (log2Fold Change ≥ 

|1,0| e p ajustado ≤ 0,05). As análises de PPI e enriquecimento revelaram forte 

conectividade entre as DAPs e seu envolvimento em diversos processos biológicos e 

vias relacionadas ao metabolismo energético, lipídico, muscular e imune. Entre as vias 

mais relevantes destacaram-se “Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) 

transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs)” 

(Reactome: R-BTA-381426) e “Regulation of actin cytoskeleton” (KEGG: bta04810). 

As proteínas AHSG, APOA1, APOA2, SERPIND1, CFI, C5, C7, C9, CFB e GSN 

podem, direta ou indiretamente, contribuir para explicar as diferenças metabólicas 

observadas inerentes ao crescimento e desenvolvimento muscular entre os grupos. 

Palavras-chaves: Bos indicus, creep-feeding, desempenho, espectrometria de 

massas, nutrição, saúde animal. 
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Unraveling the impacts of early supplementation on the plasma proteome of 

Nellore calves 

 

ABSTRACT  

There is a lack of research investigating the molecular mechanisms underlying the 

effects of creep-feeding in Nellore cattle (Bos indicus), the predominant genetic group 

in the Brazilian beef herd. The objective of this research was to identify possible 

differences in plasma protein abundance, biological processes, and metabolic 

pathways between control and supplemented Nellore calves receiving an energy-

protein diet during the suckling phase. Ninety-six intact male calves, offspring of four 

different sires, were allocated into two groups: MS (without creep-feeding, n = 48) and 

CF (with creep-feeding, n = 48). Plasma proteomic analyses were performed using 

label-free LC-MS/MS on blood samples randomly collected at weaning from six 

animals per group. Spectra were processed for total protein identification. PLS-DA was 

applied to verify statistical separation between groups, and the t-test was used to 

identify differentially abundant proteins (DAPs). Protein-protein interaction (PPI) 

analysis and functional enrichment of biological processes and signaling pathways 

were performed. Significant differences (p < 0.05) were found between groups at 

weaning (CF > MS) for body weight, average weight gain, and ribeye area, while 

plasma urea concentration tended to differ (p = 0.065). Groups clustered (p < 0.05) 

based on the abundance of 84 identified proteins, of which 44 showed significant 

differences (log2Fold Change ≥ |1.0| and adjusted p ≤ 0.05). PPI and enrichment 

analyses revealed strong connectivity among DAPs and their involvement in various 

biological processes and pathways related to energy, lipid, muscle, and immune 

metabolism. Notable pathways included "Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) 

transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs)" 

(Reactome: R-BTA-381426) and "Regulation of actin cytoskeleton" (KEGG: bta04810). 

Proteins AHSG, APOA1, APOA2, SERPIND1, CFI, C5, C7, C9, CFB, and GSN, which, 

directly or indirectly, may contribute to explaining the observed metabolic differences 

inherent to muscle growth and development between groups. 

Keywords: Bos indicus, creep-feeding, performance, mass spectrometry, nutrition, 

animal health. 
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1. Introdução 

A raça Nelore (Bos indicus) é a base do rebanho de corte brasileiro, sendo 

notavelmente adaptada às condições de clima tropical e ao manejo a pasto, além de 

resistente a ecto e endoparasitas (Beatty et al., 2006; Passafaro et al., 2015). Contudo, 

quando comparada às raças taurinas (Bos taurus), apresenta, em geral, menor 

desempenho produtivo, com precocidade reprodutiva e de acabamento de carcaça 

tardias, e características de qualidade da carne menos desejáveis (Andrade et al., 

2010). Em função disso, diversas estratégias nas áreas de melhoramento genético, 

nutrição, manejo e reprodução têm sido desenvolvidas para a raça nas últimas 

décadas (Moriel et al., 2014; Weber et al., 2016; Castagnino et al., 2018). Nesse 

cenário, as tecnologias ômicas surgem como ferramentas essenciais para elucidar as 

bases genéticas e fisiológicas que governam essas características, visando sua 

manipulação e melhoria. 

 Uma abordagem promissora para otimizar os desempenhos produtivo e 

reprodutivo é a programação metabólica, também conhecida como imprinting 

metabólico. Este fenômeno refere-se à regulação do metabolismo por mecanismos 

epigenéticos durante os períodos pré e neonatal, com consequências duradouras ao 

longo da vida do animal (Patel; Srinivasan, 2011). Estes processos, que modificam a 

expressão gênica sem alterar a sequência do DNA, ocorrem em janelas críticas do 

desenvolvimento, como nos terços médio e final da gestação e no período pós-parto 

(aproximadamente entre 60 e 250 dias de idade), fases cruciais para a formação dos 

tecidos muscular e adiposo (Arthington; Moriel, 2014; Zhang, 2015). Assim, a nutrição 

adequada com dietas de alto valor energético e proteico nesses períodos pode 

favorecer o crescimento muscular, a deposição de gordura e o desenvolvimento do 

trato reprodutivo.  

 A estratégia nutricional conhecida como creep-feeding consiste na 

suplementação privativa dos bezerros em fase de aleitamento (Stewart, 2017), 

representando uma aplicação prática desse conceito. A intenção com a sua aplicação 

é obter animais mais pesados ao desmame, encurtar o ciclo de produção com melhor 

acabamento de carcaça ao abate e reduzir o estresse sobre a matriz (Dantas et al., 

2010). Apesar de a hiperplasia muscular ocorrer apenas durante o desenvolvimento 

pré-natal, a hipertrofia tem início na fase pré-natal, mas se estende até o final do 

período puberal (Costa; Gionbelli; Duarte, 2021). Neste sentido, estímulos nutricionais 

aplicados precocemente no período pós-natal tornam-se fundamentais para favorecer 
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o desenvolvimento muscular e, consequentemente, o ganho de peso. Embora o 

acetato seja um dos principais doadores de grupos acetil para a deposição de gordura 

intramuscular, a glicose oriunda de suplementos ricos em concentrado também são 

contribuidores importantes para a deposição dessa gordura (Smith; Crouse, 1984). 

Assim, o aporte correto de concentrado no período de cria, principalmente rico em 

amido (grãos), pode favorecer a proliferação e o crescimento dos adipócitos, levando 

ao aumento do marmoreio sem, contudo, aumentar gordura nas vísceras, contribuindo 

para a qualidade geral da carne e para o maior rendimento de carcaça (Nguyen; 

Nguyen; Malau-Aduli, 2021). Desta forma, a suplementação durante a fase de cria 

(nascimento ao desmame), leva à adaptações metabólicas diferentes em relação aos 

animais que são desmamados de forma convencional aos 210 dias de idade (Scheffler 

et al., 2014). Ademais, de acordo com Stewart (2017), foi demonstrado por diversos 

estudos que a suplementação durante o aleitamento pode favorecer o crescimento e 

aumentar a gordura intramuscular, entretanto, para manter esse aumento, é 

necessário que os animais permaneçam sendo alimentados com dietas contendo 

grãos até o abate.  

 Além dos benefícios produtivos, a suplementação precoce pode mitigar os 

efeitos negativos do desmame, um período de alto estresse que pode comprometer a 

função imunológica e aumentar a suscetibilidade a doenças (Lefcourt; Elsasser, 1995; 

Carroll; Forsberg, 2007; Edwards, 2010; O'loughlin et al., 2011). A ocorrência de 

enfermidades não só afeta o bem-estar animal, mas também prejudica o desempenho 

e a qualidade do produto final, a carne. Práticas como a suplementação energética já 

se mostraram eficazes em atenuar esses impactos (Silva et al., 2018). 

Embora os benefícios fenotípicos do creep-feeding sejam bem documentados, 

as alterações moleculares sistêmicas que sustentam essas adaptações, 

especialmente no que tange ao perfil de proteínas circulantes, ainda são pouco 

conhecidas. A hipótese deste trabalho é que a suplementação na fase de cria induz 

alterações no proteoma plasmático associadas ao metabolismo, desenvolvimento dos 

tecidos muscular e adiposo e às respostas de estresse e imunidade. Portanto, o 

objetivo desta pesquisa foi identificar e comparar no momento da desmama a 

abundância de proteínas no plasma (proteoma plasmático), bem como os processos 

biológicos e vias metabólicas a elas associadas, em novilhos Nelore suplementados 

ou não durante a fase de cria. 
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2. Material e métodos 

 2.1. Localização, clima e caracterização da área experimental 

O experimento a campo foi conduzido na unidade de pesquisa da Agência 

Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA), Polo Regional Alta Mogiana, no 

município de Colina/SP, Brasil. O clima da região é do tipo AW (Köppen), representado 

por duas estações distintas, uma seca, de abril a setembro e outra chuvosa, de 

outubro a março. O solo é classificado como latossolo vermelho-escuro, fase arenosa, 

com topografia quase plana e de boa drenagem. A área experimental é composta pela 

forrageira Urochloa brizantha cv. Marandu, constituída de 12 piquetes. Todos os 

piquetes dispõem de bebedouros e cochos para suplementação em creep-feeding. 

 

2.2. Animais, tratamentos, período e delineamento experimental 

Foram utilizados 96 bezerros Nelore machos, filhos de quatro touros, com 

aproximadamente 60 dias de idade, com peso corporal (PC) inicial médio de 90 kg, 

oriundos do rebanho da própria instituição. O período experimental foi dividido em 

duas fases: Fase 1 – cria (240 dias); Fase 2 – recria e terminação (aproximadamente 

360 ou 720 dias). Antes do início do experimento a campo, o projeto guarda-chuva 

relacionado a este projeto foi submetido à avaliação de Comissão de Ética no Uso de 

Animais do Departamento de Descentralização do Desenvolvimento (CEUA DDD) da 

APTA, tendo sido aprovado sob nº 0006/2021 – CEUA. 

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com 

os tratamentos organizados em esquema de parcelas subdivididas; a suplementação 

durante a fase de cria (Sal Mineral – MS vs. Creep-feeding – CF) constituiu a parcela 

principal, enquanto a estratégia de terminação (Intensiva – I vs. Extensiva – E) 

representou a outra parcela. Foram utilizados doze piquetes como unidades 

experimentais das parcelas principais, sendo o peso corporal inicial (PC) adotado 

como critério de bloqueio. Embora o delineamento geral inclua a fase de terminação, 

esta pesquisa concentra-se exclusivamente nos efeitos pré-desmame, comparando 

bezerros que receberam sal mineral ad libitum (MS) com aqueles suplementados via 

creep-feeding na dose de 5 g/kg de BW (CF), do dia 60 ao dia 240. 

Devido ao caráter deste estudo, que visou investigar modificações de 

processos biológicos e vias metabólicas em função de dieta, foi necessário garantir a 

homogeneidade do rebanho, bem como dos grupos experimentais. Isso, não somente 

por “aleatorização” e/ou blocagem (controle ambiental) dos grupos experimentais ao 
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início do experimento, mas também no período anterior, incluindo o período 

gestacional das vacas e pós-parto. Desta forma, o período pré-experimento foi 

conduzido com vacas contemporâneas e de mesma ordem de parto pertencentes ao 

rebanho experimental permanente do APTA. Estas vacas foram inseminadas e 

permaneceram em um mesmo lote durante toda a gestação. Este lote foi dividido em 

doze piquetes em uma mesma gleba, os quais foram monitorados quanto a 

composição química, produção, altura e disponibilidade da forragem. Contudo, não foi 

encontrado efeito significativo do piquete sobre estas características. Além disso, o 

peso corporal (PC) e a produção de leite das vacas e o PC dos bezerros foram 

monitorados com ao menos uma mensuração no período pré-experimento, os quais 

foram observados como estaticamente semelhantes entre os grupos experimentais 

(SM e CF) (Tabela 1).  
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Tabela 1. Médias e diferenças estimadas entre médias do peso corporal de vacas à gestação e aos 60 dias após o parto, do peso 

corporal de bezerros ao nascimento e aos 60 dias de idade e da produção e composição do leite aos 30 dias pós-parto. 

 

 
Característica Período Ls means (±EP) DE (±EP) t ratio p-valor 

   SM  CF       

Bezerros PC (kg) 0d - nascimento 35,51b±1,268  36,45b±1,284 -0,951±1,802 -0,527 0,952 

  60d - início CF 92,65a±1,275  92,91a±1,268 0,272±1,796 0,151 0,998 

Vacas PC (kg) 240d de Gestação 511,3a±5,826  511,40a±5,801 0,098±8,207 0,012 0,999 

  60d pós-parto – 

início CF 

420,94b±5,826  421,78b±5,842 0,843±0,842 0,103 0,999 

         

Leite PA (kg) 30d pós-parto 5,11a±0,236  5,06a±0,230 -0,055±0,328 -0,169 0,877 

 % Proteina 30d pós-parto 3,21a±0,032  3,23a±0,031 0,023±0,045 0,509 0,647 

         

  % Gordura  30d pós-parto 3,23a±0,181  3,42a±0,178 0,185±0,179 1,035 0,426 

EP: erro-padrão; DE: diferença estimada; PC: peso corporal; CF: creep-feeding; PA: peso ajustado a 4% de 

gordura. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre médias de tratamentos em um mesmo período 

com nível de erro de 5%.  
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2.3. Manejo alimentar 

Durante a fase de cria, os bezerros foram distribuídos em dois tratamentos: sal 

mineral (MS; n = 48), fornecido ad libitum, ou creep-feeding (CF; n = 48), ofertado na 

dose de 5 g/kg de peso corporal (PC). O MS consistiu em 100% de núcleo mineral. O 

suplemento CF (energético-proteico) foi composto por 60,0% de milho e 40,0% de 

núcleo proteico, fornecendo 22,0% de proteína bruta (PB) e 70,0% de nutrientes 

digestíveis totais (NDT). Os suplementos foram fornecidos diariamente às 10:00 h. As 

sobras foram pesadas antes do fornecimento seguinte para determinação do consumo 

de matéria seca (CMS). A quantidade de suplemento foi ajustada com base no peso 

corporal, aferido a cada 35 dias, sem jejum prévio. A água foi disponibilizada ad 

libitum, e amostras dos alimentos fornecidos e das sobras foram coletadas 

semanalmente para análise química. 

 

2.4. Desempenho e ultrassonografia de carcaça  

Na fase de cria do experimento, os bezerros foram pesados a cada 35 dias para 

a obtenção do peso corporal (PC, kg). Estas pesagens foram utilizadas para 

monitoramento da quantidade de suplemento que foi fornecido e para cálculos de 

ganhos de peso dos animais. As pesagens foram feitas sem jejum prévio, às 7h00. Ao 

final da fase foi realizada pesagem com jejum prévio (sólidos e líquidos) de 16 horas. 

O ganho de peso diário (GPD, kg) dos animais foi determinado pela diferença entre o 

PC final e o PC inicial, dividido pelo total de dias da fase.  

A ultrassonografia de carcaça foi feita em todos os bezerros ao desmame. Foi 

realizada por técnico habilitado da APTA utilizando ultrassom (Aloka SSD 500 V, 

sonda de 17 cm 3,5 MgHz, UST-5049-3.5). Mensurou-se: área de olho de lombo (AOL; 

cm²), espessura de gordura subcutânea (EGS; mm), espessura de gordura na picanha 

(EGP; mm) e escore de marmoreio (EM; valores de 1 a 10). As imagens foram 

tomadas entre as 12ª e 13ª costelas, transversal ao músculo LT, de modo que a EGS 

foi medida no terço médio distal da AOL, assim como na altura da garupa (P8). Todas 

as medidas foram tomadas após a limpeza da pele e com uso de óleo vegetal como 

acoplante acústico. 

 

2.5. Coleta de sangue 

A coleta de sangue foi realizada em todos os animais integrantes do 

experimento.  
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Amostras de sangue foram colhidas sem jejum prévio, pela manhã, ao 

desmame (d 240). O sangue foi coletado por meio de punção venosa direta da jugular, 

com contenção suave, em um tubo de 10 mL, sem anti-coagulante, para análise do 

proteoma e para quantificação plasmática de ureia, triglicerol e haptoglobina. As 

amostras coletadas nos tubos foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C 

e o plasma foi estocado a -80°C para realização das análises supracitadas.  

 

2.6. Proteômica do plasma 

2.6.1. Quantificação de proteínas e eletroforese unidimensional  

Para as análises proteômicas, foram utilizados seis animais por tratamento (MS 

e CF), totalizando 12 amostras plasmáticas. A equivalência entre a amostragem total 

e a subamostragem destinada às análises foi avaliada pelo procedimento TOST (Two 

One-Sided Tests) utilizando o pacote TOSTER23, 24 no software R. Foram adotados 

limites de equivalência de ±1 desvio-padrão, considerando-se P eq < 0.05 como 

indicativo de equivalência estatística dentro de cada grupo experimental. 

Considerando que as amostras a serem analisadas já se encontravam no 

estado líquido (plasma bovino), procedeu-se à quantificação de proteínas pelo método 

de Bradford (1976), utilizando o kit BioRad® Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, 

EUA), por meio de quatro diluições da proteína padrão albumina bovina (BSA). As 

leituras de absorbância de cada amostra foram obtidas em espectrofotômetro µQuant, 

no comprimento de onda de 595 nm. Tanto as quatro diluições da proteína padrão 

quanto as amostras experimentais foram preparadas em três réplicas técnicas. 

A fim de avaliar a qualidade/integridade das proteínas extraídas, realizou-se 

ensaios de eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5% 

(m/v) em condições desnaturastes e redutoras (Laemmli, 1970).  

 

2.6.2. Digestão de proteínas em solução 

Após a quantificação e a verificação da qualidade das proteínas, 50 µg de cada 

amostra foram submetidas a etapa de digestão proteica com tripsina. Todos os 

procedimentos realizados na digestão de proteínas em solução estão de acordo com 

Dias et al. (2022). 

Volumes correspondentes a 50 µg foram separados em microtubos plásticos 

de baixa retenção do tipo Lobind (Eppendorf, Alemanhã). As amostras foram 

complementadas com o tampão Bicarbonato de Amônio 50 mM (Merck, EUA) até que 
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completassem 60 µL de volume final. Posteriormente, adicionou-se 25 µL da solução 

RapiGest SF 0,2% (Waters, EUA). Em seguida, as amostras foram agitadas em 

vórtex, centrifugadas (pulso) e transferidas para um bloco aquecido a 37°C e 

incubadas por 60 min. Posteriormente foram adicionados 2,5 μL de DTT 100 mM 

(Merck, EUA), as amostras foram agitadas em vórtex, centrifugadas (pulso) e 

colocadas em um bloco aquecido a 37°C, onde foram incubadas por 40 min. Após 

esta etapa adicionou-se 2,5 μL de Iodoacetamida 300 mM (Merck, EUA), as amostras 

foram agitadas em vórtex, centrifugadas (pulso) e transferidas para um local escuro e 

incubadas à temperatura ambiente por 30 minutos. Após estas etapas a enzima 

tripsina (Promega, EUA) foi adicionada às amostras (1:50 [enzima:substrato]), as 

quais foram imediatamente incubadas a 37°C por 16 horas. No dia seguinte a reação 

enzimática foi paralisada com 10 μL de TFA 5% (v/v) (Merck, EUA), as amostras foram 

agitadas em vórtex, centrifugadas (pulso) e incubadas a 37°C por 90 min. 

Posteriormente foram centrifugadas a 10.000 g, por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Assim, os sobrenadantes de cada amostra foram transferidos para um novo 

microtubo plástico de baixa retenção do tipo Lobind (Eppendorf, Alemanhã).  

Após a digestão tríptica, as amostras foram dessalinizadas em colunas Sep-

Pak Vac 1cc C18 (Waters, EUA) segundo as recomendações do fabricante e, 

posteriormente, foram secas em concentrador (Concentrator Plus – Eppendorf, 

Alemanhã) por 6 horas. As amostras foram ressuspendidas em 40 μL de ácido fórmico 

0,1% (Merck, EUA) e tiveram seus peptídeos quantificados pelo método fluorimétrico 

Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA). 

 

2.6.3. Sequenciamento peptídico por espectrometria de massas 

As análises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um 

equipamento de nanocromatografia líquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Alemanhã) 

acoplado à um equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive (Thermo Fisher 

Scientific, EUA). Toda metodologia de espectrometria de massas foi apoiada 

integralmente no artigo de Cavalcante et al. (2022). 

As fases móveis utilizadas foram: A) ácido fórmico 0,1% [v/v] em água LCMS e 

B), ácido fórmico 0,1% [v/v] em acetonitrila 80% [v/v]. Os peptídeos foram carregados 

em uma pré-coluna C18, 30µm x 5mm (ThermoFisher Scientific, EUA), e 

dessalinizados num gradiente isocrático de 4%B por 3 minutos à um fluxo de 300 

nL/min. Em seguida, os peptídeos foram fracionados por uma coluna analítica 
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Reprosil-Pur C18-AQ, 3µm, 120 Å, 105mm, PICOCHIP, UK) utilizando um gradiente 

linear de 4-55%B por 30 min, 55% a 90%B por 1 min, mantido à 90%B por 5 minutos 

e reequilibrado à 4%B por 20 minutos à um fluxo de 300 nL/min. A ionização foi obtida 

utilizando uma fonte Nanospray ion source (PICOCHIP, UK). O modo de operação foi 

ionização positiva utilizando o método DDA. Os espectros MS foram adquiridos de m/z 

200 à m/z 2000, resolução de 70.000 e 100 ms de tempo de injeção. A câmara de 

fragmentação foi condicionada com energia de colisão entre 29 a 35% com resolução 

de 17.500, 50 ms de tempo de injeção, 4,0 m/z de janela de isolamento e exclusão 

dinâmica de 10s. Os dados de espectrometria foram adquiridos por meio do software 

Thermo Xcalibur versão 4.0.27.19 (ThermoFisher Scientific, EUA).  

 

2.6.4. Análise dos dados 

Os dados brutos provenientes das análises de espectrometria de massas no 

formato .RAW foram submetidos ao software PatternLab versão 4.0.0.84 (Carvalho et 

al., 2016) para a obtenção da identificação das proteínas (hits proteicos) totais. Os 

principais parâmetros utilizados nesta ferramenta foram: banco de dados UNIPROT 

(Taxonomy: Bos indicus x Bos taurus) Entry: UP000314981 (total de 42.151 

proteínas); enzima tripsina; permissão de duas clivagens perdidas; modificação pós-

traducional carbamidometilação dos resíduos de cisteínas; modificação pós-

traducional variável oxidação dos resíduos de metionina; erros de tolerância MS e 

MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de FDR (False Discovery Rate) máxima considerada 

foi de ≤ 1%. 

A partir das contagens espectrais de cada proteína identificada, as quais foram 

normalizadas para cada proteína pela média ponderada das triplicatas técnicas de 

cada amostra (Chong et al., 2014), foi construída uma matriz compatível com o 

programa MetaboAnalyst 4.0 ® (https://www. metaboanalyst.ca/). Apenas sinais 

proteicos presentes em 80% das amostras foram considerados. Além disso foram 

mantidas somente aquelas proteínas com pelo menos dois peptídeos atribuídos de 

forma única. A partir MetaboAnalyst, análise Discriminante de Quadrados Mínimos 

Parciais (Partial Least Squares Discriminant Analysis [PLS-DA]), p < 0,05) foi 

empregada para verificar se os grupos amostrais (SM e CF) apresentavam 

características que os diferenciavam estatisticamente e o teste t para indicar proteínas 

com diferença de abundância (p < 0,05).  
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A partir da lista de proteínas com diferença de abundância, interações proteína-

proteína (IPP) foram investigadas com o uso do software STRING (http://string-

db.org/), utilizando a taxonomia Bos indicus x Bos taurus como organismo de 

referência e as seguintes evidências de interação funcional (active interations source): 

textmining (co-mencionados em resumos da base de dados PubMed), experiments 

(interação evidenciada por experimentação ou dados bioquímicos), databases 

(associação encontrada em bancos de dados curados) e co-expression (proteínas 

expressas a partir de genes co-expressos). As redes de interação foram geradas 

utilizando parâmetros default do programa: nível de confiança > 0,40 e p-value PPI de 

enriquecimento < 1,0e-16. 

O conjunto de proteínas identificadas como diferencialmente abundantes entre 

SM e CF foi utilizado na análise de over representation (ORA), considerando termos 

de ontologia genética (GO) (processos biológicos – BPs) e vias metabólicas (bases 

de dados KEGG Pathway e Reactome) e a subespécie Bos taurus como organismo 

de interesse. A ferramenta WebGestalt, uma plataforma online projetada para análise 

funcional e interpretação de dados biológicos (Wang et al., 2017), foi utilizada para 

esse propósito. GO_BPs e vias foram enriquecidos quando p ajustado foi menor que 

5% (FDR < 0,05). 

 

2.7. Análise estatística dos dados fenotípicos 

Os dados relacionados ao desempenho, às características de carcaça e aos 

marcadores bioquímicos plasmáticos para as 96 amostras foram analisados quanto à 

presença de informações discrepantes, homogeneidade de variâncias e normalidade 

dos resíduos. Não foram necessárias transformações nas variáveis para providenciar 

uma aproximação da distribuição normal.  

Para análises subsequentes, o piquete foi considerado como unidade 

experimental e a variação de bezerros dentro de piquetes foram modelados como 

efeitos aleatórios. Para características medidas em duas ou mais vezes no tempo, a 

repetição piquete ao longo do tempo foi modelado como efeito aleatório. Como efeito 

fixo foram considerados o tipo de cria (sal mineral – SM / creep-feeding – CF) e o tipo 

de recria e terminação (extensivo – E / intensivo – I) e suas interações, além do efeito 

fixo de blocos (1, ...,6).  

A partir disso, para estimar o efeito do tratamento sobre as características de 

desempenho (peso corporal à desmama – PCD e ganho de peso diário pré desmama 
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– GPD), de carcaça (AOL, EGS, EGP e EM) e de marcadores plasmáticos 

(concentrações de ureia [mg/dL], triglicerol [mg/dL] e haptoglobina [mg/ml]) foi 

ajustado modelo em que foi considerado três pontos de pesagem e coleta de sangue 

(a desmama, ao abate do sistema intensivo e ao abate do sistema extensivo), como 

segue: 𝑦𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛 = 𝑢 + 𝐵𝑖 + 𝐶𝑗𝑗 ⋅ 𝑇𝑘 ⋅ 𝐿𝑛 + 𝛽𝑙(𝑃𝑖) + 𝛽𝑚(𝐶𝑗) + 𝑒𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛, em que: 𝑦𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛: 

observação da variável dependente; 𝑢: Intercepto geral (constante); 𝐵𝑖: Efeito fixo do 

"Bloco"; 𝐶𝑗𝑗 ⋅ 𝑇𝑘 ⋅ 𝐿𝑛: Interação entre os efeitos fixos Cria (𝐶), Terminação (𝑇), e Coleta 

(𝐿); 𝛽𝑙(𝑃𝑖): Efeito aleatório do Bezerro dentro do Piquete (P); 𝛽𝑚(𝐶𝑗): Efeito aleatório 

do Piquete dentro de Coleta (𝐿); 𝑒𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛: Erro residual. 

 O modelo foi avaliado por meio de ANOVA tipo III com aproximação de graus 

de liberdade por Satterthwaite utilizando o pacote do software R, lme4 (Bates, et al. 

2015). As médias simples e de interações foram comparadas por meio de médias 

marginais estimadas com correção de Bonferroni ao nível significância de 5% 

utilizando o pacote emmeans (Lenth, et al. 2025) do R.  

 

3. Resultados 

 3.1. Desempenho pré-desmama 

O PCD foi significativamente maior para os bezerros submetidos ao creep-

feeding em relação aos do grupo controle (sal mineral) (p = 0,02) (Tabela 2). O GPD 

dos bezerros foi maior (p = 0,015) para bezerros em creep-feeding em relação aos 

bezerros do grupo controle.  

 

Tabela 2. Medidas de desempenho pré-desmama. 

 

Medida Cria Emmean SE Df lower.CL upper.CL 

PCD, Kg Controle - SM 248,49b 3,33 74 241,85 255,14 

 Creep - CF 259,73a 3,21 74 253,34 266,12 

       

GPD, Kg Controle - SM 0,885b 0,021 24,131 0,842 0,929 

 Creep - CF 0,962a 0,020 21,287 0,920 1,005 

PCD: peso corporal à desmama; GPD: ganho de peso diário entre o início do experimento e a 

desmama; Emmean: médias marginais estimadas, SE: erro padão, df: grau de liberdade; lower.CL: 

valor mínimo do intervalo de confiança; upper.CL: valor máximo do intervalo de confiança.  
a,b médias com letra sobrescrita diferentes são significativamente diferentes. 

 

 3.2. Medidas de carcaça coletadas por US à desmama  
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Na sequência são apresentadas as medidas de carcaça coletadas por 

ultrassom no momento da desmama (Tabela 3). Foi observada diferença estatística 

(p < 0,05) para AOL, onde os animais suplementados apresentaram valores maiores 

(p = 0,02).  

 

Tabela 3. Medidas de carcaça coletadas por ultrassom no momento da desmama. 

 

Medida Cria Emmean SE Df lower.CL upper.CL 

AOL, cm² Controle - SM 59,21b 1,19 11,69 56,61 61,81 

 Creep - CF 63,84a 1,14 10,18 61,31 66,38 

       

EGS, mm Controle - SM 2,82 0,15 11,45 2,50 3,14 

 Creep - CF 3,13 0,14 10,51 2,82 3,44 

       

EGP, mm Controle - SM 4,12 0,15 11,66 3,79 4,45 

 Creep - CF 4,27 0,15 10,23 3,94 4,59 

       

EM, pontos Controle - SM 2,52 0,10 10,35 2,31 2,73 

 Creep - CF 2,79 0,10 11,57 2,57 3,00 

AOL: área de olho de lombo; EGS: espessura de gordura subcutânea; EGP: espessura de gordura na 
picanha; EM: escore de marmoreio; Emmean: médias marginais estimadas, SE: erro padão, df: grau 
de liberdade; lower.CL: valor mínimo do intervalo de confiança; upper.CL: valor máximo do intervalo de 
confiança.  
a,b médias com letra sobrescrita diferentes são significativamente diferentes. 

 

3.3. Marcadores bioquímicos do sangue 

As medidas de marcadores bioquímicos do sangue (uréia, triglicerol e 

haptoglobina), tomadas a partir de amostras do plasma sanguíneo coletadas ao 

desmame encontram-se apresentadas nas Tabela 4. Não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos de animais suplementados (CF) e não 

suplementados (SM) para triglicerol e haptoglobina. Em relação à uréia, foi observado 

uma tendência à diferença (p = 0,065), com animais CF apresentando valores 

superiores a SM.    
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 Tabela 4. Marcadores bioquímicos do sangue medidos ao desmame. 

 

Medida Cria Emmean SE df lower.CL upper.CL 

Uréia, mg/dL Controle - SM 12,677y 0,829 49,588 11,010 14,343 

  Creep - CF 14,895x 0,827 41,557 13,226 16,564 

       

Triglicerol, mg/dL Controle - SM 18,313 1,203 41,557 15,886 20,741 

  Creep - CF 19,905 1,206 49,588 17,481 22,329 

       

Haptoglobina, mg/mL Controle - SM 0,724 0,030 20,724 0,662 0,786 

  Creep - CF 0,687 0,032 25,166 0,621 0,753 

Emmean: médias marginais estimadas, SE: erro padão, df: grau de liberdade; lower.CL: valor mínimo 
do intervalo de confiança; upper.CL: valor máximo do intervalo de confiança. 
x,y médias com letra sobrescrita diferentes tender a ser significativamente diferentes. 

 

 3.4. Proteoma do plasma 

Foram identificados 186 hits proteicos para o grupo SM (controle) e 189 para o 

grupo CF (tratamento), com 160 comum aos dois grupos. Quando a identificações das 

proteínas foram analisadas por máxima parcimônia, a qual evidencia as proteínas 

identificadas no conjunto de proteínas de todas as amostras de ambos os grupos que 

representam as proteínas com a maior probabilidade de existirem nas amostras, ou 

seja, as proteoformas são condensadas numa mesma posição quando apresentam 

sobreposições estruturais, foi apontada a ocorrência de 61 e 62 proteínas nos grupos 

controle e tratamento, respectivamente, com 39 comuns.  

A Análise Discriminante de Quadrados Mínimos Parciais (PLS-DA) mostrou 

que os dois primeiros componentes principais explicaram quase 70% da variação 

entre amostras (Figura 1), e evidenciou que os dois grupos amostrais apresentaram 

características que os diferenciam estatisticamente (p < 0,05). O teste t indicou as 

proteínas diferencialmente abundantes (P < 0,05) quando o grupo controle foi 

comparado com o grupo tratamento por meio do gráfico Volcano Plot (Figura 2).  
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Figura 1. Análise Discriminante de Quadrados Mínimos Parciais (PLS-DA), p < 0,05 

do proteoma de plasma bovinos no grupo SM (controle – 1) e grupo CF (tratamento – 

2).  

Um total de 44 proteínas apresentaram diferença de abundância (log2Fold 

Change ≥ [1,0] e p ajustado ≤ 0,05) (Figura 2 e Tabelas 5 e 6). Destas, 30 apresentam 

alto escore de anotação por terem a existência inferida por homologia e 14 

apresentam baixo escore de anotação pelo fato de terem existência predita. 
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Figura 2. Volcano Plot das proteínas diferencialmente abundantes presentes nos 

plasmas bovinos na comparação ente os grupos SM (controle) e CF (tratamento). 

Pontos azuis: proteínas down-regulated no grupo CF em relação ao grupo SM. Pontos 

vermelhos: proteínas up-regulated no grupo CF em relação ao grupo SM. 
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Tabela 5. Proteínas down-regulated (log2Fold Change ≥ [1,0]: p ajustado  ≤ 0,05) no 

plasma de bovinos do grupo CF (tratamento) na comparação com o grupo SM 

(controle).  

 

Proteína Gene* log2FC P ajustado 

PHD finger protein 2 PHF2 -4,9349 0,0240 

Cystatin fetuin-B-type domain-containing protein FETUB -3,8647 0,0012 

Inositol polyphosphate-related phosphatase 

domain-containing protein 

INPP5E -3,6043 0,0229 

Outer dense fiber protein 2 ODF2 -3,6043 0,0229 

Uncharacterized protein --- -3,4995 0,0010 

Cullin 9 CUL9 -3,3799 0,0194 

SH3 domain-containing protein --- -2,9075 0,0014 

ETS transcription factor ELK1 CFP -2,7467 0,0012 

Complement C7 C7 -2,7467 0,0012 

Fibulin-1 FBLN1 -2,5224 0,0004 

ELK domain-containing protein AKAP9 -2,5224 0,0004 

Sushi domain-containing protein --- -2,3981 0,0153 

Complement component C9 C9 -2,2521 0,0092 

SMB domain-containing protein VTN -1,6419 0,0011 

Plasminogen PLG -1,5471 0,0003 

Protein AMBP AMBP -1,5234 0,0003 

Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG -1,4828 0,0032 

Ig-like domain-containing protein ---- -1,4813 0,0004 

Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG -1,4264 0,0042 

Complement factor B CFB -1,4197 0,0052 

Ig-like domain-containing protein --- -1,3293 0,0033 

Complement factor B CFB -1,1423 0,0194 

Complement C5 C5 -1,0781 0,0465 

*Proteínas com a identificação gênica têm a sua existência inferida por homologia e 
apresentam alto escore de anotação, Proteínas sem identificação gênica têm a sua 
existência predita e apresentam baixo escore de anotação.  
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Tabela 6. Proteínas up-regulated (log2Fold Change ≥ [1,0]: p ajustado  ≤ 0,05) no 

plasma de bovinos do grupo CF (tratamento) na comparação com o grupo SM 

(controle).  

 

Proteína Gene* log2FC P ajustado 

Hemopexin HPX 2,139 0,0032 

Complement factor I CFI 1,0939 0,0062 

Protein HP-20 homolog LOC113892680 1,1257 0,0102 

Lipocalin/cytosolic fatty-acid binding 

domain-containing protein --- 1,1731 0,0032 

Apolipoprotein A-IV --- 1,2631 0,0033 

Serpin family D member 1 SERPIND1 1,3268 0,0012 

Apolipoprotein D APOD 1,4196 0,0042 

Ig-like domain-containing protein --- 1,4524 0,0158 

Ig-like domain-containing protein --- 1,4867 0,0433 

Ig-like domain-containing protein --- 1,5474 0,0092 

Serpin domain-containing protein LOC113879933 1,8179 0,0162 

Ig-like domain-containing protein --- 1,8406 0,0042 

Gelsolin GSN 2,0117 0,0024 

Amine oxidase AOC3 2,0309 0,0092 

Apolipoprotein A-II APOA2 2,2251 0,0007 

Ig-like domain-containing protein --- 2,3457 0,0013 

Ig-like domain-containing protein --- 2,4076 0,0004 

Apolipoprotein A-I APOA1 2,6555 0,0004 

Serpin domain-containing protein --- 2,7944 0,0004 

Hemoglobin subunit theta-1-like LOC113883300 3,0175 0,0001 

Fibrinogen gamma chain FGG 2,07 0,0126 

*Proteínas com a identificação gênica têm a sua existência inferida por homologia e 
apresentam alto escore de anotação, Proteínas sem identificação gênica têm a sua 
existência predita e apresentam baixo escore de anotação.  

 

 

Na Figura 3 encontra-se apresentada a rede de interação proteína-proteína 

(PPI) das proteínas identificadas/inferidas por homologia (escore de anotação alto) 

com diferença de abundância entre CF e SM. Foram identificadas 84 arestas 

(interações significativas). O coeficiente médio de clusterização encontrado foi de 

0,57. Oito proteínas mostraram-se desconectados da rede. 
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Figura 3. Rede PPI das proteínas identificadas com diferença de abundância entre 

CF e SM, Tipo de interação (cor da aresta) entre os nós (proteínas): verde claro – 

textmining; verde escuro – curated databases; rosa – experiments; preto – co-

expression. Um número maior de arestas (ligações mais espessas) indica uma maior 

evidência de força de interação entre dois nós.  

 
 

3.5. Análise de enriquecimento funcional  

Na Tabela 7 são apresentados os termos de Gene Ontology (GO) relacionados 

aos Processos Biológicos (BP) enriquecidos (p ajustado < 0,05) na análise que 

envolveu as proteínas identificadas/inferidas por homologia e diferencialmente 

abundantes entre os animais dos SM e CF. Nas Tabelas 8 e 9 encontram-se 

apresentadas as vias metabólicas (pathways) enriquecidas (p ajustado < 0,05) 

utilizando como referência informações dos bancos de dados KEGG e Reactome, 

respectivamente. 
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Tabela 7. Processos biológicos enriquecidos (GO_BP) considerando as proteínas diferencialmente expressas entre os grupos SM 
e CF à desmama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação Descrição 
N° de 

proteínas 
P ajustado Proteínas 

GO:0006959 Humoral immune response 4 0,0209 C5, C7, C9, CFB 

GO:0002252 Immune effector process 5 0,0354 APOA2, C5, C7, C9, CFB 

GO:0042157 Lipoprotein metabolic process 3 0,0354 APOA1, APOA2, APOD 

GO:0060627 Regulation of vesicle-mediated transport 4 0,0364 AHSG, APOA1, APOA2, VTN 

GO:0009611 Response to wounding 4 0,0364 APOD, FGG, PLG, SERPIND1 

GO:0050817 Coagulation 3 0,0364 FGG, PLG, SEPIND1 
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Tabela 8. Vias metabólicas enriquecidas (KEGG) considerando as proteínas diferencialmente expressas entre os grupos SM e CF à 

desmama. 

 

Identificação Descrição 
N° de 

proteínas 
P ajustado Proteínas 

bta04610 Complement and coagulation cascades 9 <0,001 C5, C7, C9, CFB, CFI, FGG, PLG, SERPIND1, VTN 

bta05150 Staphylococcus aureus infection 5 <0,001 C5, CFB, CFI, FGG, PLG 

bta05171 Coronavirus disease 5 0,006 C5, C7, C9, CFB, FGG 

bta04810 Regulation of actin cytoskeleton 4 0,033 C5, C7, C9, GSN 



Tabela 9. Vias metabólicas enriquecidas (Reactome) considerando as proteínas diferencialmente expressas entre os grupos SM e CF à 

desmama. 

 

Identificação Descrição 
N° de 

proteínas 
P ajustado Proteínas 

R-BTA-977606 Regulation of Complement cascade 4 <0,001 C5, C9, CFB, VTN 

R-BTA-166658 Complement cascade 4 <0,001 C5, C9, CFB, VTN 

R-BTA-8957275 Post-translational protein phosphorylation 4 0,003 AHSG, APOA1, APOA2, SERPIND1 

R-BTA-381426 
Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and 

uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) 5 0,003 AHSG, APOA1, APOA2, SERPIND1 

R-BTA-174577 Activation of C3 and C5 2 0,009 C5, CFB 

R-BTA-8963888 Chylomicron assembly 2 0,009 APOA1, APOA2 

R-BTA-8963901 Chylomicron remodeling 2 0,015 APOA1, APOA2 

R-BTA-8963898 Plasma lipoprotein assembly 2 0,015 APOA1, APOA2 
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4. Discussão  

4.1. Desempenho, características de carcaça e marcadores plasmáticos 

A bovinocultura de corte moderna busca continuamente estratégias nutricionais 

que otimizem o desempenho e a eficiência produtiva dos animais. Nesse contexto, o 

sistema de creep-feeding tem se destacado como ferramenta para potencializar o 

crescimento e o desenvolvimento na fase inicial de vida dos bezerros (Lardy; 

Maddock, 2007; Carvalho et al., 2019; Catussi et al., 2024). Os resultados do presente 

trabalho indicaram que o grupo de bezerros Nelore suplementado com dieta 

energético-proteica à base de milho e farelo de soja (grupo CF), fornecida a 0,5% do 

peso vivo, apresentou, ao desmame, maior ganho de peso (GPD), peso corporal 

(PCD) e área de olho de lombo (AOL), quando comparado ao grupo controle não 

suplementado (SM), sem, contudo, haver diferenças significativas na deposição de 

gordura subcutânea (EGS e EGP) e no escore de marmoreio (EM). Adicionalmente, 

observou-se uma tendência de aumento na concentração de ureia plasmática nos 

animais do grupo CF.  

O aumento observado no PCD e na área de olho de lombo (AOL) nos bezerros 

do grupo CF é um indicativo direto de maior deposição de massa muscular e, 

consequentemente, de hipertrofia muscular. Este aumento é uma resposta esperada 

a uma nutrição otimizada, rica em aminoácidos e energia. A suplementação na fase 

de cria promoveu ganho de peso adicional de 0,077 kg/dia, correspondendo a 11 kg 

a mais no desmame. Apesar de significante, a diferença no PCD entre os grupos CF 

e SM foi pequena frente ao esperado e pode ter relação com os meses de nascimento 

dos animais (entre agosto e setembro). Neste sentido, observou-se que os animais do 

grupo controle apresentaram desempenho acima do esperado (PCD: 249 kg; GPD: 

0,885 kg). Os animais nascidos na estação seca (agosto e setembro) têm menor 

exposição à umidade e, consequentemente, menor risco de doenças parasitárias em 

comparação com os nascidos na estação chuvosa (outubro a dezembro). Além disso, 

têm acesso à pastagens de melhor qualidade por mais tempo, e, por isso, podem 

apresentar melhor desempenho durante a fase pré-desmama e, consequentemente, 

maior peso ao desmame.  

A ausência de diferenças significativas na espessura de gordura subcutânea 

(EGS e EGP) e no escore de marmoreio (EM) entre os grupos CF e SM, apesar do 
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maior aporte energético da dieta de creep-feeding, pode ser explicada pelo 

particionamento de nutrientes em animais jovens e pelas características da raça 

Nelore. Em animais em fases iniciais de crescimento, a prioridade metabólica é 

direcionada para o desenvolvimento de órgãos vitais, tecido ósseo e, 

subsequentemente, tecido muscular, em detrimento da deposição de gordura (Owens 

et al., 1995). A raça Nelore, sendo zebuína, é caracterizada por uma deposição de 

gordura de acabamento e marmoreio geralmente mais tardia em comparação com 

raças taurinas (Rotta et al., 2009). Para que ocorresse um aumento significativo na 

EGS, EGP e, posteriormente, no EM, seria necessário um balanço energético positivo 

consideravelmente maior, um estímulo específico para a adipogênese que pode não 

ter sido atingido com o nível de suplementação de 0,5% do peso vivo. Pesquisa de 

meta-análise realizada por Carvalho et al. (2019) a partir de 18 estudos conduzidos 

com a raça Nelore mostraram que a quantidade de suplementação na fase de cria 

influência os níveis de ganho de peso dos bovinos. O ganho de peso adicional (em 

comparação com bezerros não suplementados) teve uma resposta quadrática, ou 

seja, aumentou até um ponto máximo (7,6 g/kg e 5,5g/kg de peso vivo em machos e 

fêmeas, respectivamente) e depois tendeu a se estabilizar ou diminuir com níveis 

muito altos de suplemento. De acordo com Ramírez-Zamudio, et al. (2023) a 

suplementação de bezerros F1 Angus x Nelore na fase de cria na quantidade de 1% 

do peso vivo funcionou como uma programação metabólica ao afetar a expressão de 

genes no músculo esquelético, preparando o tecido adiposo intramuscular para a 

futura deposição de gordura no período pós-desmame. Como resultado prático, além 

do maior peso à desmama, os animais que receberam suplementação apresentaram 

ao abate um aumento de 22,1% na gordura de cobertura e 17,2% na gordura 

intramuscular. 

O aumento da concentração de ureia no plasma dos bezerros do grupo CF 

pode estar diretamente relacionado ao maior aporte de proteína bruta e, 

especificamente, de proteína degradável no rúmen proveniente do farelo de soja 

presente na dieta de creep-feeding. A ureia plasmática é frequentemente utilizada 

como um indicador do status proteico do animal e da eficiência de utilização do 

nitrogênio dietético (Chen et al., 1995; Kohn; Dinneen; Russek-Cohen, 2005). Em 

animais em crescimento com maiores taxas de deposição proteica, como os bezerros 
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do grupo CF que apresentaram maior ganho de peso e AOL, um certo aumento na 

ureia plasmática é esperado, reflexo do maior turnover proteico e do maior 

processamento de nitrogênio (Elsasser; Rumsey; Hammond, 1989; Hornick et al., 

1998). Desde que o desempenho animal seja melhorado, como observado, o aumento 

da ureia pode ser interpretado como uma consequência do maior consumo e 

metabolismo proteico, e não necessariamente como uma ineficiência no 

aproveitamento da proteína oferecida na dieta (Wickersham et al., 2008; Zhang et al., 

2021). 

A ausência de diferença nos triglicerol plasmáticos, apesar do maior consumo 

energético em CF, sugere uma eficiente partição de nutrientes, com a energia 

adicional sendo canalizada para os processos anabólicos de crescimento muscular, 

em detrimento de um aumento na lipidemia circulante (Yi et al., 2025). Isso pode 

envolver uma elevada taxa de captação e oxidação de lipídeos pelos tecidos em 

desenvolvimento (Wang et al., 2025) ou um perfil de fermentação ruminal que 

favoreceu precursores gliconeogênicos em detrimento da lipogênese hepática 

excessiva. 

Os níveis equivalentes de haptoglobina plasmática entre os grupos CF e SM 

indicam que a não suplementação não induziu uma resposta de fase aguda 

significativa, sugerindo que ambos os grupos mantiveram status sanitário e 

inflamatório similares. É possível que a restrição nutricional imposta ao grupo SM em 

comparação à CF, embora suficiente para resultar em menor desempenho, não tenha 

sido severa a ponto de desencadear uma resposta inflamatória sistêmica robusta ou 

um estresse fisiológico intenso que elevasse significativamente a haptoglobina. Esses 

resultados vão ao encontro da menor diferença no PCD observada em relação à 

esperada em decorrência da época do nascimento dos animais. 

 

4.2. Vias metabólicas e proteínas de maior relevância 

A análise do proteoma plasmático dos bezerros Nelore submetidos ao creep-

feeding (grupo CF) revelou um perfil complexo de alterações proteicas em relação ao 

grupo controle (SM) que, em conjunto com os dados fenotípicos de maior crescimento 

muscular e ureia plasmática elevada, permite inferir sobre os mecanismos fisiológicos 

subjacentes. Os resultados encontrados mostraram uma clara e forte interação entre 
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as proteínas identificadas como diferencialmente abundantes, evidenciada pela 

análise de PPI. Por sua vez, as análises de over-representação (enriquecimento) 

elucidaram que essas proteínas participam de diversos processos biológicos e vias 

relacionadas ao metabolismo energético, lipídico, muscular e do sistema imune, que 

diretamente ou indiretamente podem explicar as diferenças fenotípicas relacionadas 

ao desenvolvimento/crescimento muscular observadas entre os grupos. Para uma 

discussão mais aprofundada, foram destacadas as vias encontradas supostamente 

mais estreitamente relacionadas ao crescimento e ao desenvolvimento muscular em 

Bos taurus: Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and uptake by 

Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) (Reactome: R-BTA-381426) e 

Regulation of actin cytoskeleton (KEGG: bta04810). 

A via metabólica Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and 

uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs), na qual participam as 

proteínas AHSG, APOA1, APOA2 e SERPIND1, identificadas como diferencialmente 

abundantes no presente estudo, elucida os complexos mecanismos moleculares pelos 

quais as proteínas de ligação ao fator de crescimento semelhante à insulina (IGFBPs) 

governam o transporte, a biodisponibilidade e a internalização celular dos fatores de 

crescimento semelhantes à insulina (IGFs) (Reactome Database, 2024). Este sistema 

é de suma importância para a modulação do crescimento, desenvolvimento e diversas 

funções metabólicas (Le Roith et al., 2001). Os componentes chave desta via incluem 

IGF-1 e IGF-2, as seis IGFBPs (IGFBP-1 a -6), o recetor IGF-1R, proteases de IGFBP 

(como a PAPP-A, que cliva IGFBP-4 e IGFBP-5) e a subunidade ácido-lábil (ALS) 

(Jones; Clemmons, 1995; Hwa; Oh; Rosenfeld, 1999).  

Embora AHSG, APOA1, APOA2, e SERPIND1 não sejam componentes 

centrais da via de transporte e captação de IGFs por IGFBPs, estão funcionalmente 

envolvidas nessa via em Bos taurus. Além disso, participam de forma pleiotrópica de 

outras vias metabólicas enriquecidas no presente estudo (R-BTA-8957275: Post-

translational protein phosphorylation; R-BTA-8963888: Chylomicron assembly; R-BTA-

8963901: Chylomicron remodeling; R-BTA-8963898: Plasma lipoprotein assembly; 

bta04610: e Complement and coagulation cascades) as quais, de forma menos direta, 

podem também estar envolvidas com o crescimento muscular.  
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A superexpressão de APOA1 e APOA2, componentes majoritários da HDL 

(high-density lipoprotein) (MAHLEY; INNERARITY; RALL, 1984; Kontush; Chapman, 

2006), sugere uma intensificação do metabolismo de lipoproteínas (Chapman et al., 

2011; Fielding; Fielding, 1995). Este achado, pode indicar uma maior capacidade de 

transporte e utilização de lipídios para suprir a demanda energética do crescimento 

muscular acelerado, bem como um mecanismo de proteção contra o estresse 

oxidativo inerente a um estado de alto metabolismo (Fielding; Fielding, 1995; Barter et 

al., 2004; Stocker; Keaney Jr, 2004). A dieta de CF, rica em energia e proteína, parece 

ter direcionado esses sistemas para otimizar o fluxo de nutrientes e a integridade 

celular.  

Ademais, estudos em células musculares esqueléticas humanas (HSKMCs) 

revelaram que a APOA1 aumenta a captação de glicose tanto na presença quanto na 

ausência de insulina (Tang et al., 2019). Esse processo é mediado pela fosforilação e 

ativação da cascata de sinalização do receptor de insulina, envolvendo as proteínas 

IR, IRS-1, PI3K, Akt e AS160. A ativação dessa via culmina na maior translocação do 

transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasmática da célula muscular, 

facilitando a entrada de glicose (Tang et al., 2019). Notavelmente, essa ação da 

APOA1 na promoção da depuração de glicose no músculo é independente da via da 

AMPKα2, que anteriormente se pensava ser o principal mediador (Fritzen et al., 2020). 

Em um estudo com camundongos idosos, o consumo de uma dieta enriquecida 

com uvas por um longo período levou a um aumento acentuado na expressão do gene 

APOA1 no tecido muscular. Essa regulação positiva foi associada a um perfil genético 

de maior saúde muscular, sugerindo que intervenções nutricionais podem 

potencializar os efeitos benéficos da APOA1, especialmente durante o processo de 

envelhecimento (Dave et al., 2025). Em bovinos de corte cruzados Wagyu x Limousin, 

a variação genética no gene APOA1 foi diretamente ligada ao desenvolvimento 

muscular, onde um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) demonstrou associação 

significativa com o aumento da área de olho de lombo (REA). Nesse contexto, a 

APOA1 integra uma rede genética complexa, juntamente com a proteína de ligação 

de ácidos graxos 3 (FABP3), para modular o crescimento muscular (Daniels et al., 

2010). Em suínos, a análise integrada do transcriptoma e da acessibilidade da 
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cromatina identificou APOA1 como um gene diferencialmente expresso e com região 

regulatória acessível durante o desenvolvimento muscular (Zhang et al., 2024).  

A coordenação na superexpressão de APOA1 e APOA2 aponta para um 

sistema HDL robustecido, adaptado para as demandas metabólicas do crescimento. 

Em bovinos, polimorfismos e haplótipos da região codificante do gene APOA2 e de 

sua região promotora foram significativamente associados a diversas características 

corporais, incluindo peso, altura, comprimento e largura do osso do quadril em 

diferentes idades, sugerindo que o gene pode ser um forte marcador para seleção em 

programas de melhoramento genético (Zhou et al., 2013). Em suínos, o gene APOA2 

está localizado em uma região de QTL (quantitative trait loci) associada a 

características de crescimento e da gordura (Ballester et al., 2016). 

A subexpressão de AHSG (fetuína-A), um conhecido inibidor da sinalização do 

receptor de insulina (Srinivas et al., 1993; Stefan; Häring, 2013), pode ter contribuído 

para uma maior sensibilidade à insulina no tecido muscular, potencializando a 

captação de glicose e aminoácidos e, assim, a síntese proteica. Neste sentido, a 

redução de AHSG, que também pode atuar como uma proteína de fase aguda 

negativa, diminuindo em estados inflamatórios (Lebreton et al., 1979; Gabay; Kushner, 

1999), alinha-se com um ambiente metabólico e inflamatório favorável ao crescimento. 

Entretanto, o papel da AHSG parece variar conforme o estágio de 

desenvolvimento e o estado fisiológico. Em ratos, a expressão da proteína AHSG no 

músculo tibial anterior diminuiu durante o crescimento pós-natal, o que é interpretado 

como favorável ao desenvolvimento muscular, já que AHSG é uma inibidora da 

sinalização do receptor de insulina, essencial para a síntese proteica (Sun et al., 

2009). Em fetos de suínos com restrição de crescimento intrauterino, a expressão do 

gene AHSG no músculo foi aumentada em machos durante a gestação tardia, 

sugerindo uma função na resposta adaptativa ao estresse desenvolvimental (Cortes-

Araya et al., 2024). Em ovinos, polimorfismos no gene AHSG foram significativamente 

associados ao ganho de peso diário e à conversão alimentar, e a expressão de seu 

RNAm no tecido muscular foi notavelmente maior em animais com peso corporal 

elevado (Zhao et al., 2023). Em contraste, em bovinos da raça Angus, embora uma 

maior expressão de AHSG no fígado tenha se correlacionado com melhor eficiência 
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alimentar (menor consumo alimentar residual), não foi observada associação direta 

com o ganho de peso diário ou com a área de olho de lombo (Al-Husseini et al., 2013). 

A superexpressão de SERPIND1 (cofator II da heparina - HCII), um inibidor de 

serina protease, sugere um mecanismo de controle da atividade proteolítica (Gettins, 

2002; Carrell; Lomas, 2002). Durante o rápido crescimento e remodelação tecidual, 

há um aumento na atividade de proteases. A elevação desses inibidores pode ser uma 

resposta para proteger os tecidos, especialmente o músculo em desenvolvimento, 

contra a degradação excessiva, mantendo um balanço favorável à acreção proteica.  

As proteínas da superfamília das Serpinas desempenham papéis complexos e 

muitas vezes protetores no crescimento e na homeostase do músculo esquelético em 

diversas espécies. Entretanto, a relação mais robusta observada até o momento foi 

para a família SERPINA3. Em bovinos, SNPs no gene SERPINA3 foram 

significativamente associados a importantes características de crescimento, como 

perímetro torácico e comprimento corporal (Yang et al., 2020). Adicionalmente, a 

variação no número de cópias (CNV) do gene SERPINA3-1 também se correlacionou 

com o desempenho de crescimento em bovinos de raças chinesas, onde está 

associado a melhores índices de desenvolvimento (Huang et al., 2023). O papel 

protetor da SERPINA3 é fortemente evidenciado em modelos de doença. Um aumento 

compensatório na expressão de SERPINA3N (ortólogo murino da SERPINA3 

humana) foi observado em camundongos com distrofia muscular (Tjondrokoesoemo 

et al., 2016). Essa capacidade de modular a atividade de proteases sugere que a 

SERPINA3, poderia contribuir para a manutenção da integridade do tecido muscular, 

protegendo proteínas estruturais contra a degradação e, assim, influenciando 

indiretamente a massa e a função muscular. 

Com relação à SERPIND1 (HCII), foi demonstrado que em camundongos com 

deficiência na sua expressão, a recuperação do fluxo sanguíneo e a densidade capilar 

no músculo esquelético após isquemia do membro posterior foram significativamente 

prejudicadas. O mecanismo subjacente a esse efeito envolve a capacidade da HCII 

de ativar a via de sinalização da AMPK e da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) no 

tecido muscular, que é um processo fundamental para a formação de novos vasos 

sanguíneos e a restauração da perfusão tecidual (Ikeda et al., 2012). A angiogênese 
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adequada é vital para o fornecimento de oxigênio e nutrientes, sendo essencial para 

a reparação, manutenção e o crescimento do tecido muscular. 

A via metabólica Regulation of actin cytoskeleton, na qual participam as 

proteínas diferencialmente abundantes C5, C7, C9 e GSN, delineia a intricada rede de 

interações moleculares que governam a organização e a dinâmica do citoesqueleto 

de actina nas células bovinas (KEGG Database, 2025). O citoesqueleto de actina é 

uma estrutura intracelular notavelmente dinâmica, constituída por filamentos de actina 

(F-actina) e uma vasta gama de proteínas associadas, sendo essencial para um amplo 

espectro de processos celulares vitais. A regulação apurada do citoesqueleto de 

actina tem implicações funcionais relevantes, sendo essencial para o desenvolvimento 

embrionário, para a função imunológica, incluindo a migração de leucócitos 

(Heisenberg; Bellaïche, 2013; Lämmermann e Sixt, 2009) e a fagocitose (Swanson, 

2008), e para o desenvolvimento e a maturação adequados das células musculares 

esqueléticas (Formigli et al., 2007).  

No cerne da regulação do citoesqueleto de actina encontram-se as pequenas 

GTPases da família Rho, que incluem, de forma proeminente, RhoA, Rac e Cdc42. 

Estas proteínas atuam como interruptores moleculares cruciais, alternando entre um 

estado ativo, quando ligadas ao GTP, e um estado inativo, quando ligadas ao GDP 

(Hall, 1998; Etienne-Manneville; Hall, 2002). A ativação dessas GTPases é iniciada 

por uma diversidade de sinais extracelulares, tais como fatores de crescimento, 

citocinas e componentes da matriz extracelular, que se ligam a recetores localizados 

na superfície celular (Jaffe; Hall, 2005; Ridley, 2015).  

Em situação análoga à discutida na via R-BTA-381426, as proteínas C5, C7, 

C9 e GSN não são componentes centrais da via de regulação do citoesqueleto de 

actina, mas participam como coadjuvantes no processo. C5, C7 e C9, em conjunto 

com CFI e CFB, atuam também em processos biológicos e em outras vias metabólicas 

identificadas como enriquecidas nesta pesquisa (GO:0006959: Humoral immune 

response; GO:0002252: Immune effector process; bta04610: Complement and 

coagulation cascades) que, indiretamente, podem afetar a hipertrofia muscular, o 

metabolismo da ureia e o ganho de peso.  

A superexpressão de GSN (Gelsolina), crucial para a dinâmica da actina e na 

função de "varredora" de actina plasmática liberada por células danificadas 
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(Kwiatkowski, 1999; Lee; Galbraith, 1992), pode refletir o intenso turnover e 

remodelação do citoesqueleto de actina no músculo em hipertrofia, além de 

apresentar uma função protetora. A GSN plasmática atua limpando filamentos de 

actina liberados na circulação por células danificadas, um mecanismo essencial para 

prevenir o bloqueio de capilares e a trombose localizada (Kwiatkowski et al., 1988). 

Seu modo de ação envolve a rápida fragmentação dos filamentos de actina em 

pedaços menores, um processo coordenado com outras proteínas plasmáticas para 

garantir a completa despolimerização da actina extracelular (Kwiatkowski et al., 1988). 

Na hipertrofia muscular, onde o intenso turnover e as microlesões são comuns, essa 

função de varredura é particularmente relevante. Ao neutralizar a actina que escapa 

durante a remodelação tecidual, a Gelsolina protege a microvasculatura e facilita um 

ambiente propício à reparação e ao crescimento. A observação de que os níveis de 

Gelsolina plasmática diminuem durante o infarto agudo do miocárdio, um evento de 

dano celular massivo, corrobora a hipótese de que a proteína é ativamente consumida 

ao realizar sua função de limpeza (Hu et al., 2014). 

Notavelmente, o próprio tecido muscular (esquelético, cardíaco e liso) é a 

principal fonte de Gelsolina plasmática, dedicando uma parte significativa de sua 

atividade biossintética para produzir esta proteína (Kwiatkowski et al., 1988). No 

contexto do músculo cardíaco, a superexpressão de GSN em cardiomiócitos induz 

hipertrofia, mostrando seu envolvimento em vias que regulam o aumento do tamanho 

da célula muscular (Hu et al., 2014). Em quatro raças de bovinos de corte chinesas, 

uma deleção de 21 pares de base no segundo íntron do gene GSN foi 

significativamente associada a diversas características de crescimento, como 

perímetro torácico, altura na cernelha, comprimento corporal e largura da garupa, 

demonstrando que este gene pode influenciar diretamente o desenvolvimento corporal 

em bovinos (Qi et al., 2022).  

A superexpressão de CFI, um inibidor chave da cascata do complemento 

(Zipfel; Skerka, 2009), juntamente com a subexpressão de componentes cruciais para 

a ativação e efetivação da via do complemento – C5, C7, C9, formadores do Complexo 

de Ataque à Membranas (MAC) (Dunkelberger; Song, 2010;) e CFB, essencial para a 

via alternativa (Thurman; Holers, 2006) – sugerem fortemente uma atenuação da 

resposta inflamatória mediada pelo complemento. O crescimento muscular rápido é 
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um processo que envolve intensa remodelação tecidual, o que poderia, por si só, ativar 

o sistema complemento. A regulação negativa observada pode ser um mecanismo 

adaptativo para prevenir uma resposta inflamatória excessiva ou crônica, que seria 

deletéria ao anabolismo muscular. Um ambiente com menor atividade do 

complemento implicaria em menor liberação de anafilatoxinas (como C5a), menor 

quimiotaxia de células inflamatórias e menor formação do MAC, minimizando o dano 

tecidual e o catabolismo proteico associado à inflamação (Guo; Ward, 2005; Ricklin et 

al., 2010). Este estado imunomodulado pode ser crucial para permitir que os 

processos anabólicos de hipertrofia muscular ocorram de forma mais eficiente. 

A formação do complexo MAC em níveis sublíticos, que não causam a morte 

celular, podem ter consequências diretas na regulação do crescimento muscular. Em 

miotubos cultivados, a ativação do MAC demonstrou diminuir a expressão de genes 

essenciais para a função muscular, como os que codificam actina, troponina e o fator 

miogênico MyoD (Lang et al., 1997). Além do MAC, a ativação do C5 gera o fragmento 

C5a, que, via seu receptor C5aR1, possui efeitos pró-inflamatórios no músculo. Em 

modelos de esclerose lateral amiotrófica (ELA), essa sinalização C5a-C5aR1 

impulsiona o recrutamento de macrófagos para o músculo, e o bloqueio dessa via 

melhora a função motora (Wang et al., 2017). Adicionalmente, em células musculares 

esqueléticas humanas, a ativação do C5aR1 suprime agudamente a sinalização da 

insulina, um processo necessário para o metabolismo e crescimento muscular (Shah 

et al., 2024).  

 

5. Conclusões 

A suplementação em creep-feeding com dieta energético-proteica em bezerros 

Nelore induziu alterações significativas no proteoma plasmático, que se correlacionam 

com o aumento da taxa de crescimento e da massa muscular observados nesses 

animais. 

A superexpressão de apolipoproteínas (APOA1, APOA2) e de inibidor de 

protease (SERPIND1), juntamente com proteínas envolvidas na remodelação tecidual 

(GSN), sugere uma resposta adaptativa complexa. Essas alterações indicam uma 

modulação do metabolismo lipídico para suportar a alta demanda energética, um 

controle da atividade proteolítica para proteger os tecidos em crescimento e uma 
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regulação da resposta inflamatória para criar um ambiente favorável ao anabolismo. 

A superexpressão de CFI e a subexpressão de C5, C7, C9 e CFB apontam para uma 

atenuação da cascata do complemento, o que pode minimizar a inflamação e o dano 

tecidual durante uma maior remodelação muscular. 

Por outro lado, a subexpressão de AHSG pode refletir uma alteração na 

sensibilidade à insulina e no particionamento de nutrientes, favorecendo o 

direcionamento de substratos para a síntese proteica muscular em detrimento da 

adipogênese, consistente com o aumento da AOL sem alteração na EGS, EGP ou 

EM.  

As alterações proteômicas observadas não apenas fornecem biomarcadores 

potenciais do estado anabólico e metabólico dos animais suplementados, mas 

também oferecem insights sobre os mecanismos pelos quais a nutrição precoce pode 

programar o desenvolvimento muscular e a eficiência de crescimento em bezerros de 

corte. 
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