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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta dissertacao investiga os padrées de metilagdo do DNA genémico em bovinos
Nelore (Bos indicus) e seus cruzamentos, que foram ou ndo submetidos a
suplementacdo via creep-feeding durante a fase de cria. O estudo visa
compreender como esses perfis dietéticos afetam o estado epigenético e a
expressao génica desses animais, considerando seus desempenhos zootécnicos
para a producdo de carne. Além de contribuir para o avangco do conhecimento
cientifico, essas informacdes podem ser utilizadas visando melhorar a qualidade
da carne produzida e, assim, atender demandas de mercados mais exigentes e

otimizar a eficiéncia da producéo.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This dissertation investigates the patterns of genomic DNA methylation in Nelore
cattle (Bos indicus) and their crosses, which were or were not subjected to
supplementation by creep-feeding during the rearing phase. The study aims to
understand how these dietary profiles affect the epigenetic state and gene
expression of these animals, considering their zootechnical performances for meat
production. In addition to contributing to the advancement of scientific knowledge,
this information can be used to improve the quality of the produced meat, thus
meeting the demands of more demanding markets, and optimizing production

efficiency.
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RESUMO

Efeito da dieta suplementar na fase de cria sobre a metilacdo do DNA do

musculo Longissimus thoracis de bovinos F1 Angus-Nelore a desmama

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para aumentar a deposicéo de gordura
intramuscular na carne produzida no Brasil, a partir, principalmente da raca
Nelore (Bos indicus) e de seus cruzamentos, visando melhorar a qualidade do
produto e, desta forma, atender demandas de mercados mais exigentes. Uma
dessas estratégias é a suplementacao na fase de cria por meio do sistema creep-
feeding. Entretanto, inexistem ou Sdo escassas as pesquisas que avaliaram o
efeito do creep-feeding sobre o estado epigenético e a expressao de genes em
bovinos Nelore e em seus cruzamentos com racas taurinas (Bos taurus). Assim,
este estudo teve como objetivo analisar os padroes de metilacdo do DNA
gendmico (metiloma) na fase de desmama de bovinos cruzados submetidos ou
nao a suplementacao via creep-feeding durante a fase de cria. Foram utilizados
48 bovinos cruzados F1 Angus-Nelore machos, ndo castrados, meio-irmaos,
mantidos a partir dos 30 dias de idade até o desmame sob dois diferentes
tratamentos (n = 24/tratamento): grupo 1 (G1) — sem suplementacédo em creep-
feeding; e G2 — com suplementacdo em creep-feeding. Os animais foram
desmamados aos 210 dias, e, em seguida, foram confinados por 180 dias em
baias coletivas (trés animais/baia) recebendo dieta contendo 12,6% de volumoso
e 87,4% de concentrado a base de milho. A desmama foi realizada coleta de
amostras do musculo Longissimus thoracis (LT) por meio de biépsia. Apés o
abate e o resfriamento da carcaca por 24 horas, bifes com 2,54 cm de espessura
foram coletados do musculo LT, localizado entre a 122 e a 132 vértebras toracicas
da meia-carcaca esquerda. Com as amostras do musculo LT do lado esquerdo
da carcaca foram determinados: area de olho de lombo (AOL), espessura de
gordura subcutanea (EGS), indice de marmorizacdo (IM), teor de gordura
intramuscular (IMF) e forgca de cisalhamento aos sete e 14 dias de maturagéo
(FC7 e FC14). A partir das aliquotas do LT das biopsias da meia carcaca direita
foram analisadas as diferencas na expressao génica global por meio da técnica
de sequenciamento do RNA mensageiro (RNA-Seq), entre os tratamentos (G1

vs G2 — 12 individuos/grupo) no momento da desmama. A partir do DNA extraido



das amostras do LT das biépsias foram analisados os padrdes de metilagdo do
genoma (G1 vs G2 — cinco individuos/grupo) a fim de investigar se as diferencas
de expressao encontradas foram devido a diferencas de metilacdo do DNA. Para
tanto, foi utilizada a técnica de reduced regions bisulfite sequencing (RRBS) em
conjunto com pacotes do programa R para andlises de bioinformética. Observou-
se para os animais do grupo G2 um nivel médio de metilacdo em todo o genoma
de 4,25% de CpG, 0,54% de CHG (onde H=A, T ou C) e 0,46% de CHH para
os animais do grupo G2. Os valores para os animais do grupo G1 foram de 4,07%
de CpG, 0,50% de CHG e 0,43% em CHH, resultando em um nivel médio de
metilacdo maior (0,18% de CpG, 0,04% de CHG e 0,03% de CHH) nos animais
do grupo suplementado na fase de cria. Foram identificadas ao desmame um
total de 974 regibes que apresentaram diferencas nos niveis de metilacdo
(DMRs: >25% e valor g < 0,05). Dessas regides, 431 evidenciaram
hipermetilagéo no G2, correspondendo a 44,25% do conjunto total, enquanto 543
evidenciaram hipometilacdo, representando 55,75%. As 974 DMRs
prospectadas se sobrepuseram a 241 genes diferencialmente metilados
(DMGSs). A partir dos 241 DMGs, 39 genes foram relacionados a DEGs com log2
do Fold Change (FC) maior ou igual a 0,5 entre as duas condi¢des experimentais.
Andlise de enriqguecimento funcional mostrou regulacdes epigenéticas
relacionadas a genes envolvidos com crescimento muscular, sinalizacdo PPAR,
adipogénese, resposta a insulina, metabolismo lipidico e imunidade. Essas
alteracdes bioldgicas potencialmente resultaram nos fenotipos observados nos
animais suplementados, incluindo melhores desempenho até a desmama e
caracteristicas de qualidade da carne, como a deposicdo de gordura

intramuscular.

Palavras-chave: Adipogénese, Bos indicus, metilacdo do DNA, nutrigenémica,

transcriptoma.



ABSTRACT

EFFECT OF SUPPLEMENTARY DIET AT COW-CALF PHASE ON DNA
METHYLATION OF THE LONGISSIMUS THORACIS MUSCLE OF F1 ANGUS-
NELLORE CATTLE AT WEANING

Different strategies have been used to increase intramuscular fat deposition in
beef produced in Brazil, mainly from Nelore cattle (Bos indicus) and their crosses,
aiming to improve product quality and meet the demands of more demanding
markets. One of these strategies is supplementation during the suckling phase
through creep-feeding systems. However, there is a lack of research or scarce
research evaluating the effect of creep-feeding on the epigenetic state and gene
expression in Nelore cattle and their crosses with taurine breeds (Bos taurus).
Therefore, this study aimed to analyze the patterns of genomic DNA methylation
(methylome) during the weaning phase of crossbred cattle subjected or not to
creep-feeding supplementation during the suckling phase. Forty-eight F1 Angus-
Nelore crossbred male calves, not castrated, half-siblings, were used from 30
days of age until weaning under two different treatments (n = 24/treatment): group
1 (G1) - without creep-feeding supplementation; and group 2 (G2) - with creep-
feeding supplementation. The animals were weaned at 210 days, and then
confined for 180 days in collective pens (three animals/pen) receiving a diet
containing 12.6% forage and 87.4% corn-based concentrate. Samples of the
Longissimus thoracis (LT) muscle were collected at weaning through biopsy.
After slaughter and 24-hour carcass chilling, 2,54 cm thick steaks were collected
from the LT muscle, located between the 12th and 13th thoracic vertebrae of the
left half-carcass. From the left side LT muscle samples, the following parameters
were determined: rib eye area (REA), backfat thickness (BT), marbling index (Ml),
intramuscular fat content (IMF), and shear force at seven and 14 days of aging
(SF7 and SF14). Differences in global gene expression were analyzed from right
side LT biopsy samples using messenger RNA sequencing (RNA-Seq) between
treatments (G1 vs G2 - 12 individuals/group) at the time of weaning. DNA
extracted from LT biopsy samples was analyzed for genome methylation patterns
(G1 vs G2 - five individuals/group) to investigate whether the differences in

expression were due to DNA methylation differences. The reduced regions



bisulfite sequencing (RRBS) technique was used along with R program packages
for bioinformatics analysis. The animals in group G2 showed an average
genome-wide methylation level of 4.25% CpG, 0.54% CHG (where H=A, T, or
C), and 0.46% CHH, while the values for group G1 were 4.07% CpG, 0.50%
CHG, and 0.43% CHH, resulting in a higher average methylation level (0.18%
CpG, 0.04% CHG, and 0.03% CHH) in the creep-feeding group during the
suckling phase. At weaning, a total of 974 regions with differential methylation
levels (DMRs: >25% and q value < 0.05) were identified. Of these regions, 431
showed hypermethylation in G2, accounting for 44.25% of the total set, while 543
showed hypomethylation, representing 55.75%. The 974 identified DMRs
overlapped with 241 differentially methylated genes (DMGs). Among the 241
DMGs, 39 were related to differentially expressed genes (DEGSs) with a log2 Fold
Change (FC) greater than or equal to 0.5 between the two experimental
conditions. Functional enrichment analysis revealed epigenetic regulations
related to genes involved in muscle growth, PPAR signaling, adipogenesis,
insulin response, lipid metabolism, and immunity. These biological changes
potentially resulted in the observed phenotypes in the supplemented animals,
including superior performance up to weaning and meat quality characteristics,

such as intramuscular fat.

Keywords: Adipogenesis, Bos indicus, DNA methylation, meat quality,

nutrigenomics, transcriptome.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGCOES GERAIS
1. INTRODUGAO

O Brasil situa-se atualmente como o maior exportador mundial de carne
bovina e como o segundo maior pais em volume de carne produzida e em
tamanho de rebanho (USDA, 2021). Aproximadamente 80% do rebanho de
bovinos de corte do pais é de animais zebuinos (Bos indicus), sendo a raca
Nelore a mais explorada nas regides tropicais (ACNB, 2021; EVANGELISTA et
al., 2019). Animais cruzados (zebuinos x europeus — Bos taurus) tém sido
também bastante utilizados uma vez que podem demonstrar melhor
desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne quando
comparados a animais zebuinos puros (WOOD, 2020). Por essas razfes, tal
estratégia é crescentemente adotada no intuito de melhorar os ganhos e
desempenho produtivo, especialmente quando os animais sao terminados em
confinamento. Uma das razdes para isso € o fato de animais zebuinos puros
apresentarem baixo potencial genético para deposicéo de gordura intramuscular,
0 que contribui para que os seus cortes carneos tenham menor valor agregado.

Nota-se, assim, a crescente utilizagdo de animais cruzados, sobretudo
Angus x Nelore, para a producdo de carne com maior quantidade de gordura
intramuscular e maior maciez, buscando agregar valor ao produto e atender
demandas de mercados interessados em carne de melhor qualidade. A
deposicao de gordura intramuscular na carne pode influenciar positivamente nos
atributos organolépticos incluindo sabor, suculéncia e maciez (MARTINS et al.,
2018). Do contrario, com menor teor de gordura intramuscular (marmoreio), tem-
Se prejuizo aos aspectos sensoriais como, sabor e maciez. Isto ocorre porque a
medida que se reduz a adipogénese do tecido intramuscular, estimula-se a
fibrogénese, refletindo assim em uma piora na qualidade da carne (DU et al.,
2017).

Em bovinos de corte, além da utilizacdo de animais cruzados, algumas
estratégias de manejo alimentar tém sido utilizadas para elevar a deposi¢cao de
gordura intramuscular. A estratégia nutricional conhecida como creep-feeding
consiste em fornecer alimentagcéo suplementar e privativa para bezerros, que

pode ser de grdos ou de forragem, durante a fase de aleitamento (STEWART,



2017) a fim de se obter individuos mais pesados ao desmame, encurtando o
tempo de acabamento (deposi¢éo de gordura) da carcaca para o abate, além de
fornecer descanso para a matriz (DANTAS et al.,, 2010). Nos Bos taurus foi
constatado que a glicose € a melhor precursora para sintese de acidos graxos
no tecido adiposo intramuscular, sendo o Unico composto carbdnico com maior
concentracéo de seus carbonos no tecido adiposo intramuscular em relacao ao
subcuténeo, além disso, notou-se também a menor incorporacao da glicose em
animais pos-puberes (SMITH & CROUSE, 1984). Desta forma, no periodo de
cria, o aporte correto de concentrado, principalmente rico em amido/glicose
(gréos), favorece a proliferacéo e o crescimento dos adipdécitos. Isso, devido ao
incremento do metabolismo da glicose, podendo levar ao aumento do marmoreio
sem, contudo, aumentar a gordura nas visceras, contribuindo para qualidade
geral da carne e para o maior rendimento de carcaca (BALDASSINI et al., 2021).
Por consequéncia, a suplementacdo durante a fase de cria (nascimento ao
desmame), leva a adaptacBes metabdlicas diferentes em relacdo aos animais
que sao desmamados de forma convencional (aos 210 dias de idade)
(SCHEFFLER et al.,, 2014). Ademais, de acordo com Stewart (2017), foi
demonstrado, por meio de diversos estudos, que a suplementagdo durante o
aleitamento aumenta a gordura intramuscular, entretanto, para manter este
aumento, € necessario que 0s animais permanecam sendo alimentados com
dietas contendo gréaos até o abate.

Estudos em animais de produgcdo mostraram que eventos durante a
gestacdo e nos primeiros estagios pos-natais podem ter consequéncias de longo
prazo para a saude. Aprimorar os métodos de desmame pode ser um fator
determinante para melhorar o desempenho e a saude de bezerros de corte e,
consequentemente, o bem-estar animal. O desmame pode ter um efeito negativo
sobre o estresse e o0 sistema imunolégico (CARROLL & FORSBURG, 2007,
O'LOUGHLIN et al., 2011). Exemplos de praticas que se mostraram benéficas
séo o estabelecimento de calendéario de vacinacéo e a suplementagéo energética
(RICHESON et al., 2019; PATON, 2013). Os impactos imunologicos do estresse
da desmama convencional em bezerros foram documentados (LEFCOURT &
ELSASSER, 1995; LYNCH et al.,, 2010) como um dos principais contribuintes

para a o surgimento de doencas (BLECHA et al., 1984). Ademais, a ocorréncia



de doencas e a necessidade de intervencdes ao longo da vida do animal pode
prejudicar o desempenho e qualidade do produto final da cadeia de corte.

Atualmente é conhecido que organismos podem responder a diferentes
fatores ambientais/nutricionais, exibindo plasticidade fenotipica em decorréncia
de alteracdes nos padrbes de expressdo génica (ZHANG, 2015). Assim,
caracteristicas dos animais podem ser modificadas por modulagdes nutricionais,
0 que significa que as exposicdes dietéticas podem ter consequéncias para o
crescimento e para a saude (McKAY & MATHERS, 2011). H& novas evidéncias
de que estimulos nutricionais podem modificar a metilacdo do DNA e, portanto,
afetar a expressao de genes e o fenétipo dos individuos (FARIAS et al., 2015;
FARKAS et al., 2015; DAY et al., 2015). Ademais, tais modificacées no padrao
de metilacio do DNA podem ocorrer em escala genémica ou em locos
especificos (VUCETIC et al., 2010; BOGDARINA et al., 2010; JOUSSE et al.,
2011; DUDLEY etal., 2011; ALTMANN et al., 2012).

A metilagdo do DNA é um processo bioldgico que resulta na adicdo de
grupos metil (CH3) a nucleotideos citosina dos cromossomos e contribui para a
rede epigenética que controla a expressao génica e, consequentemente, 0S
fendtipos (ZHANG, 2015). Marcas epigenéticas no genoma, as quais podem
modificar a expressao génica, mas nao a sequéncia de DNA primario, podem ser
adquiridas e perdurar ao longo de toda a vida dos individuos (MOORE et al.,
2022) e podem também ser copiadas de células de uma geracdo para outra
(REIK et al., 2001). A metilacdo ocorre comumente nas regides promotoras de
genes (regides regulatorias) e estd associada ao silenciamento génico. Assim,
de maneira simplificada, quando as citosinas de sequéncias CpG nao estéo
metiladas ocorre a expressao génica e vice-versa (YUFEROV et al., 2010).

Neste contexto, considerando o uso crescente no Brasil de animais
cruzados (zebuinos x taurinos) e da suplementacdo na fase de cria com o
objetivo de aumentar a eficiéncia da producéo de carne e produzir carne com
maior teor de gordura intramuscular e também de melhorar a saude e,
consequentemente, o bem-estar animal, torna-se importante descrever o0s
mecanismos fisiolégicos modificados em funcéo deste tipo de manejo. Poucos
estudos descreveram a miogénese e a adipogénese durante o periodo
gestacional, neonatal, até o desmame ou mesmo a sua persisténcia até a vida

adulta. Até o momento, nenhum outro estudo foi conduzido com o intuito de



elucidar o efeito do creep-feeding sobre a metilacdo gendmica, regulacdo das
vias metabdlicas, sinalizacdo da miogenése e da adipogénese e marmorizacao
da carne, estresse e sistema imunolégico de bovinos cruzados Nelore x Bos
taurus suplementados na fase de cria com dieta rica em energia. Deste modo, a
obtencao destas informacgdes pode ser de grande importancia econdmica para
0s sistemas de produc¢éo de animais que visam a obtencéo de carne de melhor
qualidade para alcancar seus objetivos, ou seja, mercados mais exigentes que

pagam por qualidade.

2. HIPOTESE

O presente estudo propde a hipotese de que a suplementacdo de
bezerros cruzados (F1) Angus x Nelore, logo ap6s o nascimento, explorando
uma janela adipogénica e de hipertrofia muscular de grande importancia, pode,
por meio, principalmente, de alteracbes no padrédo de metilacdo do genoma,
modificar a expressdo de genes e proteinas relacionados ao desenvolvimento
do tecido muscular, deposicdo de gordura intramuscular, estresse e sistema
imunologico, favorecendo aspectos quantitativos e qualitativos da carcaca e da

carne produzida, bem como a saude e o bem-estar animal.

3. OBJETIVOS

Dada a falta de informacéo a respeito do tema, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da suplementagéo na fase de cria (creep-feeding) sobre
0 padrdo de metilacdo do DNA gen6mico do musculo esquelético (Logissimus
thoracis) ao abate e sobre as caracteristicas da carcaca e da carne de bovinos

F1 Angus-Nelore.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Producéao de carne no Brasil

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
aproximadamente 224,6 milhdes de animais, € o segundo maior produtor de
carne, gerando mais de nove milhdes toneladas métricas de equivalente carcaca
por ano (IBGE, 2021). No ano de 2022 o pais totalizou mais de 2,26 milhdes de
toneladas de carne bovina destinadas a exportacdo, representando um
faturamento total em relacéo as exportacdes brasileiras de 3,9% (ABIEC, 2023).
Desde 2004, o pais exporta para mais de 180 paises e estas exportacdes
acumularam valores proximos a US$ 8 bilhées (ABIEC, 2022). Apesar de o0s
nameros do setor da bovinocultura de corte do Brasil serem expressivos e
impactantes, sendo responsavel por movimentar mais 8,5% do produto interno
bruto (PIB) ou R$ 913 bilhdes (ABIEC, 2022), ha possibilidades para aumentos
expressivos em decorréncia de possiveis melhoras nos setores ligados a
producéao.

Embora acontecam aumentos na producéo, a produtividade ainda é baixa,
indicando um grande potencial para melhora e expansdo deste setor da
economia. Outros problemas da industria de carne bovina no Brasil sdo a falta
de uniformidade da idade de abate dos animais e das gorduras de cobertura e
intramuscular da carne, fatores estes que influenciam na maciez e palatabilidade
do produto, e, por consequéncia, na satisfacdo por parte do consumidor
(SARCINELLI et al., 2007). Neste sentido, melhorar a eficiéncia produtiva e a
qualidade da carne brasileira sdo acdes estratégicas com beneficios econdmicos
e ambientais. A integracdo destes fatores € de fundamental importancia na

determinacao das ac¢des de sucesso e evolugcéao do setor pecuario de corte.

4.2 Ferramentas genémicas e impactos na bovinocultura de corte

A bovinocultura de corte desempenha um papel critico no abastecimento
de carne mundial, sendo uma fonte importante de proteina de qualidade para a
alimentacdo humana. A crescente necessidade de producdo mais eficiente e a
demanda por carne de alta qualidade tém impulsionado avancos no setor em
paralelo ao desenvolvimento de ferramentas genémicas (MENEZES et al.,

2013). A integracdo da gendémica proporcionou avangos inovadores na selecéo



de animais, no melhoramento genético, na eficiéncia produtiva, no bem-estar
animal e na sustentabilidade ambiental da bovinocultura (HOCQUETTE et al.,
2007).

Inicialmente, as ferramentas genémicas na bovinocultura trabalhavam na
identificacdo e aplicacdo de marcadores genéticos, como 0s microssatélites,
para compreender a diversidade genética e as suas relacbes com fendtipos
animais. Devido a sua alta cobertura gendmica, a descoberta e utilizacdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) como marcadores genéticos
promoveram um avanco significativo, associando regides genbmicas a
caracteristicas como resisténcia a doencas, crescimento e qualidade de carne
(NEJATI-JAVAREMI et al., 1997). Por fim, o sequenciamento completo do
genoma bovino (ELSIK et al., 2009) representou um marco biotecnolédgico
importante, estabelecendo uma base sélida para analises mais avancadas no
setor. Outras técnicas, como a analise do metiloma e do estado de
compactacao/acessibilidade do DNA, permitem entender ainda como 0s genes
sdo ativados ou desativados em diferentes estagios do desenvolvimento e em
resposta a diferentes condicbes ambientais, ajudando a compreender o
metabolismo animal e os processos fisiologicos (FANTAPPIE, 2013). Com o
aprimoramento dessas técnicas junto a selecdo e ao acasalamento, a escolha
de animais com maior probabilidade de transmitir caracteristicas desejadas
tornou-se mais precisa, reduzindo o tempo necessario para obter caracteristicas
de interesse nas proles animais, melhorando assim o desempenho e a
produtividade dos rebanhos.

No futuro breve, o uso de ferramentas genémicas na bovinocultura de
corte podera revolucionar a producédo de carne. Técnicas como o0 CRISPR-Cas9
estdo em estudo, permitindo a edicdo precisa de genes e, consequentemente,
de caracteristicas genéticas (IKEDA, 2017). Isso podera resultar na construcéo
de animais mais resistentes as doengas, com maior eficiéncia na producdo de
carne e adaptados a diferentes ambientes e condicdes climaticas. A medida que
a tecnologia gendmica avanca, essas ferramentas tém o potencial de contribuir
ainda mais para a producéo sustentavel e para a qualidade da carne bovina,

atendendo as crescentes demandas do mercado.

4.3 Qualidade da carne



O Brasil é, a cerca de 20 anos, o maior exportador mundial de carne
bovina (ABIEC, 2023). Aproximadamente 80% do rebanho de bovinos de corte
do pais é de animais zebuinos (Bos indicus), sendo a raca Nelore a mais
explorada nas regides tropicais (FERRAZ & FELICIO, 2010). Animais cruzados
(zebuinos x europeus — Bos taurus) tém sido também bastante utilizados uma
vez que podem demonstrar melhor desempenho, caracteristicas de carcaca e
qualidade de carne quando comparados a animais zebuinos puros (MIGUEL et
al., 2014). Por estas razdes, 0 uso dessa estratégia € progressivamente adotado
para melhorar os ganhos genéticos e o desempenho produtivo, especialmente
guando os animais sao terminados em confinamento.

A deposicdo de gordura subcutdnea na carcaca é condicdo de
fundamental importancia para a qualidade dos cortes carneos de bovinos. Neste
sentido, frigorificos exigem animais que apresentem cobertura de gordura de no
minimo quatro milimetros. Carcacas leves e com pouca gordura subcutanea
estdo mais sujeitas ao encurtamento das fibras pelo frio (cold shortening),
resultando em menor maciez da carne, principalmente quando resfriadas
rapidamente (TAIT et al., 2005; CHARDULO et al., 2013). Quando destinados a
producdo de carne, os machos tém sido castrados com o0 objetivo principal de
assegurar a deposicdo de gordura na carcaca, aumentando a gordura
subcutanea. Esta por sua vez, € uma caracteristica muito associada a condicéo
nutricional e o grupo genético utilizado para a producao de carne (LADEIRA et
al., 2016).

Entretanto, mais recentemente, com o mencionado aumento da utilizagao
do cruzamento industrial na producdo de carne nacional, a quantidade de
gordura intramuscular tem recebido maior aten¢éo do consumidor e da inddstria
por melhorar aspectos organolépticos da carne. Nesse cenario, uma vez que
animais zebuinos (predominantes no pais) produzem carne com pouca, ou
mesmo completa auséncia de marmoreio (RUBIANO et al.,, 2009), tende-se
aumentar a utilizacdo de animais cruzados, sobretudo Angus x Nelore, para a
producdo de carne com maior quantidade de gordura intramuscular e maior
maciez, agregando valor ao produto e atendendo demandas de mercados
interessados em carne de melhor qualidade.

Em bovinos, a deposi¢éo do tecido adiposo intramuscular é resultado do

manejo alimentar, nutricdo, sexo, idade e grupo genético/gendtipo (PFLANZER



& DE FELICIO, 2011). A gordura intramuscular é uma caracteristica bastante
valorizada em diversos paises com consumidores mais exigentes, como Coréia,
Japao, Australia e Estados Unidos (PARK et al., 2018) e mais recentemente no
Brasil. A deposicdo de gordura intramuscular na carne pode influenciar
positivamente nos atributos sensoriais incluindo sabor, suculéncia e maciez
(HOCQUETTE et al., 2010). Do contrario, com menos gordura intramuscular
(marmoreio), tem-se prejuizo aos aspectos sensoriais. Isto ocorre porque a
medida que se reduz a adipogénese no tecido intramuscular, estimula-se a
fibrogénese, reduzindo o marmoreio, além de aumentar o conteudo do tecido
conjuntivo diminuindo o perfil de qualidade da carne para o consumidor (DU et
al., 2017).

Para o consumidor, os principais aspectos que sdo considerados na
compra de carne no varejo sao, por ordem de importancia, seguranca alimentar
(onde a origem e a marca do produto sao fundamentais), tipo e tamanho de corte,
coloracdo e gordura de cobertura ou subcutanea (CHARDULO et al., 2013).
Ressalta-se que, em mercados consumidores mais exigentes, caracteristicas
como marmoreio, por exemplo, estdo sendo gradativamente mais desejadas
para o consumo (EGAN, et al., 2001).

A marmorizacdo esta intimamente relacionada com a satisfagdo do
consumidor, e, a aceitacdo global do produto, e parece atingir um patamar
considerado 6timo entre 3 e 7% de teor de lipidios na por¢ao intramuscular
(HOCQUETTE et al., 2010). A concentragédo de gordura intramuscular avaliada
no Longissimus thoracis em animais Nelore, por exemplo, pode variar com o grau
de maturidade do individuo, atingindo comumente teores entre 2 e 3%
(OLIVEIRA et al., 2012; BALDASSINI et al., 2017), embora valores acima de 4%
ja tenham sido descritos na literatura (PFLANZER & DE FELICIO, 2011). O teor
de gordura e o perfil de acidos graxos tem relagcéo estreita com o sabor da carne
(CALKINS & HODGEN, 2007), mas também tem atraido o consumidor pelo seu
possivel efeito na salde, ja que alguns de seus acidos graxos sédo apontados
como benéficos (HOCQUETTE et al., 2012). Em estudos realizados com o
mercado consumidor investigou-se as percepcdes dos consumidores brasileiros
sobre carne marmorizada, e os resultados demonstraram o interesse pela

presenca e quantidade de gordura subcutanea e de marmoreio, sendo estas



associadas ao prazer sensorial pelo consumo de carne bovina (BOITO et al.,
2021).

Em laboratorio, a quantidade de gordura intramuscular da carne bovina
pode ser medida pelo método quimico (BLIGH & DYER, 2017), por determinacéo
da composicdo centesimal (ENSMINGER, 1976) ou por meio de escores de
marmorizacdo de escalas variaveis, desenvolvida em paises como os Estados
Unidos (USDA, 1997) e Australia (AUS-MEAT, 2018).

4.4 Desenvolvimento dos tecidos muscular, adiposo e conjuntivo

Os tecidos musculares dos bovinos representam de 55 a 60% do peso
total das carcacas, sendo a hiperplasia das fibras musculares (numero de fibras)
nos animais determinada no segundo trimestre de gestacdo (PICARD &
GAGAOUA, 2020). Por outro lado, de forma geral é descrito que a hipertrofia do
tecido muscular (crescimento de fibras) ocorra de forma mais acentuada até a
puberdade, sendo dependente da propor¢cdo de adesao de fibras satélites (até
50%) que ocorre neste periodo (LAWRENCE & FOWLER, 2002; CUNNINGHAM,
2004). Fibras satélites, sdo pequenas células miogénicas mononucleadas,
fusiformes, dispostas paralelamente as fibras musculares dentro da lamina basal
que envolve as fibras (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2002). Essas células
contribuem para o crescimento do musculo no feto e no periodo pés-natal e séo
quiescentes (possuem capacidade de proliferagdo) no individuo adulto. Tém
potencial para, quando ativadas, se diferenciarem em mioblastos, o que é
estimulado por altas taxas de IGF-1 e citocinas, entre outros (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2002). Tendo em vista que as fibras satélites sdo gradualmente
inativadas ao longo da vida do animal, o estimulo logo no inicio do crescimento
pos-natal € de relevante importancia, podendo levar ao desenvolvimento do
tecido muscular e, consequentemente, a possiveis aumentos no ganho de peso
e no rendimento de carcaca.

Em geral, a sintese de tecido adiposo nos animais aumenta a medida que
a do tecido muscular diminui, ou seja, apds a puberdade, quando o crescimento
(ou desenvolvimento) muscular é pequeno e chega-se ao ponto onde o ganho
de peso é composto, basicamente, por gordura (OWENS et al., 1995).
Entretanto, o desenvolvimento do tecido adiposo nao é uniforme, havendo sitios

e momentos distintos para a sua deposicao (PETHICK et al., 2004). A deposicéo



de gordura na carcaca inicia-se pela interna (abdominal, renal-inguinal e pélvica),
seguida da intermuscular (entre os grupos musculares), da subcutanea (de
cobertura) e por fim da gordura intramuscular (marmoreio/entremeada). Desta
forma, estas deposi¢cdes ocorrem em periodos especificos do desenvolvimento
e, portanto, devem ser, se de interesse, estimuladas, uma vez que a formacéao
pode desacelerar com a idade. Cabe ressaltar que a hiperplasia do tecido
adiposo intramuscular (adipogénese) ocorre durante o terco final de gestacéo e,
também, durante um periodo pés-parto de aproximadamente 250 dias. Neste
sentido, a adipogénese inicia-se em periodo proximo a miogénese primaria,
persistindo por alguns meses apds o0 nascimento com redugdo gradual do
desenvolvimento de novas células (DU et al., 2015).

Simultaneamente a adipogénese ocorre a fibrogénese, fase em que se
origina os primordios do tecido conjuntivo, responsavel pela conexdo entre
células e 6rgdos. Assim, os adipdcitos e os fibroblastos surgem em paralelo
durante o periodo fetal, pois séo oriundos de uma mesma matriz precursora (DU
et al., 2015). As células mesenquimais se diferenciam em fibroadipogénicas e
entdo em fibroblastos ou adipdcitos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2019). Ambos
os processos (adipogénese e fibrogénese) estdo fortemente associados a
estrutura dos mauasculos, com efeito posterior direto sobre aspectos
organolépticos da carne. Favorecer a proliferacéo de linhagens miogénicas, além
da diferenciacdo majoritaria de células progenitoras fibroadipogénicas em
adipdcitos, é de fundamental importancia para obter-se carnes de melhor
qualidade, com maior teor de gordura entremeada e reducdo de tecido
conjuntivo. Desta maneira, € possivel produzir carnes com maciez e
palatabilidade superiores (DUARTE, 2013). Para tanto, proporcionar a oferta de
nutrientes em quantidade e qualidade adequadas, durante periodos criticos da
gestacdo e do pdés-natal, apresenta efeitos importantes sobre o desempenho,
desde o maior peso ao desmame (BOHNERT et al., 2013) até carcacas com

avaliacao de qualidade superior (SHOUP et al., 2015).

4.5 Suplementacéao de bezerros na fase de cria
Segundo Patel e Srinivasan (2011), a nutricdo adequada nos primeiros
meses apos nascimento induz positivamente o metabolismo da glicose, pelo

acoplamento do eixo somatotropico. Deste modo, a nutricdo de alto valor
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energético neste periodo critico pode favorecer o crescimento do tecido
muscular, a deposicdo de gordura entremeada, bem como, o desenvolvimento
do trato reprodutivo, melhorando a qualidade da carcaca de machos e
antecipando a puberdade em novilhas. Embora o acetato seja um dos principais
doadores de grupos acetil para a deposi¢ao de gordura intramuscular, a glicose
oriunda de suplementos ricos em concentrado também s&o contribuidores
importantes para a deposi¢do de gordura de marmoreio (SMITH et al., 2018).
Portanto, no periodo de cria, o aporte correto de concentrado, principalmente
rico em amido (gréos), favorece a proliferagdo e o crescimento dos adipdcitos.
Isso, devido ao incremento do metabolismo da glicose, o que pode levar ao
aumento do marmoreio sem, contudo, aumentar a gordura nas visceras, 0 que
contribui para qualidade geral da carne e para o maior rendimento de carcaca.
Em conjunto, a elevacéo do nivel de proteina na dieta dos animais pode também
incrementar a deposicao de gordura intramuscular. Foi proposto por Lopez et al.
(2001) que maiores niveis de proteina bruta na dieta elevam a digestdo e a
absorcao intestinal do amido, e promovem a elevacao plasmatica de insulina e
glicose, o que, por consequéncia, aumenta a deposicdo de tecido adiposo
intramuscular, por favorecer precursores dos acidos graxos.

Manejos nutricionais como a suplementacdo durante a fase de cria
(nascimento ao desmame) levam a adaptacGes metabdlicas diferentes em
relacdo aos animais que sdo desmamados de forma convencional (aos 210 dias
de idade) (SCHEFFLER et al., 2014). Neste sentido, dada a importancia do
desempenho produtivo e da qualidade da carne para a pecuéria do pais, praticas
de manejo que visam 0s seus incrementos tém sido desenvolvidas e aplicadas
nos sistemas de producdo nacional, entre as quais a suplementacao na fase de
cria. Em conformidade, o creep-feeding consiste em fornecer alimentac&o
privativa e suplementar, geralmente a base de graos, para bezerros durante a
fase de amamentacao (STEWART, 2017) a fim de obter individuos mais pesados
ao desmame, encurtando o tempo de acabamento da carcaca para o abate, além
de fornecer descanso para a matriz (DANTAS et al., 2010). Moisé et al. (2013)
relataram que bezerros que receberam creep-feeding com amido apresentaram
maior deposicdo de gordura na carcaga quando comparados a animais
submetidos ao desmame precoce com suplementagdo com amido e animais que

foram desmamados de modo convencional. Ademais, de acordo com Stewart
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(2017), foi demonstrado em diversos estudos que o uso de creep-feeding
aumenta a gordura intramuscular, e, para manter este aumento, € necessario
gue os animais continuem sendo alimentados com dietas contendo graos apos
o desmame até o abate. Em meta-analise realizada por Carvalho et al. (2019),
que incluiu 18 estudos realizados entre 2007 e 2017, encontrou-se que, para
bezerros Nelore machos criados a pasto e suplementados entre os 3 a 8 meses
de idade, o ganho de peso diario adicional foi ao redor de 200 g e o ganho total
a desmama foi de 30 kg quando comparado aos animais ndo suplementados.
Os autores concluiram que a suplementacdo melhora o ganho de peso pré-
desmame, com bezerros respondendo diferentemente de acordo com o sexo, e
que os melhores resultados no ganho de peso foram alcancados com
guantidades moderadas de suplementos proteicos. De fato, ofertas elevadas de
concentrado (0,5% do peso corporal (PC), com teor de proteina bruta (PB) acima
de 30%) podem afetar a digestado da fibra do pasto (LOPES et al., 2017), com
consequéncias negativas para a eficiéncia alimentar (CREMIN Jr. et al., 1991;
FAULKNER et al., 1994) e para o desempenho dos bezerros. No entanto, em
trabalho conduzido com bovinos F1 Angus x Nelore, Ramirez-Zamudio et al.
(2023), observaram maiores peso a desmama e maiores valores de espessura
de gordura subcutanea e de gordura intramuscular (marmoreio) em grupo de
animais suplementado em creep-feeding com 10 g de suplemento/Kg PC
(suplementacédo de 10% do PC) em comparacéo ao nao suplementado.
Ademais, a suplementacdo de bezerros durante a fase de cria pode
desempenhar um papel fundamental na promocéo da imunidade destes animais.
A fase de cria € um momento critico na vida dos bezerros, pois eles sdo mais
suscetiveis a doencas e infec¢des, posto que sua imunidade ainda estd em
desenvolvimento (COSTA & SILVA, 2014). Neste contexto, esta demonstrado
que wuma estratégia de suplementacdo adequada pode melhorar
significativamente a salde e a imunidade dos bezerros (KAMADA et al., 2007).
Portanto, juntamente a outras praticas no sistema de producdo, a
complementacao da dieta é fundamental e desempenha papel vital na maturacéo

do sistema imunologico do bezerro.

4.6 Metilagdo do DNA
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Mecanismos epigenéticos tém papel central na programacdo da
expressdo génica e incluem um grande numero de modificacdes pos-
traducionais de histonas (acetilacdo e metilacdo, entre outras), variantes de
histonas, metilacio de DNA e RNAs de interferéncia (MARGUERON &
REINBERG, 2010). Apesar da ocorréncia de todos estes mecanismos de
regulacdo epigenética, somente a metilacgdo de DNA foi mostrada como
hereditaria na divisao celular (WIGLER et al., 1981). Assim, a metilacdo do DNA
€ modificacado epigenética mais estavel quando comparada com as modificacdes
das histonas (consideradas mais facilmente reversiveis), pois regulam a
plasticidade da transcricdo do genoma (WONG et al., 2011). A metilacdo do DNA
ocorre em muitos processos fisioldgicos importantes, incluindo a inativacdo de
um dos cromossomos X em fémeas de mamiferos, o imprinting e o silenciamento
de genes especificos da linha germinativa. Esta alteracdo no DNA, catalizada
pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs), consiste na adicdo de um
grupamento metil (CH3) ao carbono da posicéo cinco da base nitrogenada da
citosina (C) em dinucleotideos CpG, que séo regides em que uma C precede
uma G na sequéncia do DNA (C — grupo fosfato de ligacdo — G) (FRAGOU et al.,
2013).

A metilacdo € comum em todo 0 genoma e aproximadamente 3% de todas
as citosinas no DNA humano e cerca de 70% dos dinucleotideos CpG estéo
metilados. Esses dinucleotideos se agrupam no genoma, em regides conhecidas
como ilhas CpG (CpGi), que contém pelo menos 200 pares de base e um
contedudo G+C maior que 50%. Em humanos existem aproximadamente 45.000
ilhas CpG, que estéo localizadas, em sua maioria, nas regibes promotoras de
genes (regides regulatdrias), proximas ao sitio de inicio da transcricao (TSS). A
metilacdo nessas regides esta associada ao silenciamento génico e, assim,
quando essas ilhas ndo estdo metiladas ocorre a expresséo génica (OLIVEIRA
et al, 2010; PORTELA & ESTELLER, 2010; YUFEROV et al.,, 2010).
Dinucletideos CpG encontrados fora de ilhas, em regiées conhecidas como
"margens (shores) da ilha CpG" sdo menos metilados quando comparadas com
as ilhas em si (TSANKOVA et al., 2007; ROBISON & NESTLER, 2011), mas
também podem estar associadas com a inativacao transcricional. Entretanto,
quando a metilacdo ocorre no corpo dos genes (exons e introns), também pode

estar correlacionada com a sua expressao (DOI et al., 2009; IRIZARRY et al.,
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2009; PORTELA & ESTELLER, 2010). CpGs no corpo génico (exons/introns) e
mais distantes do TSS podem inibir ou aumentar (desde que o promotor ndo
esteja metilado) a expressdo génica dependendo do contexto gendmico. Se a
metilacdo (CpG) do corpo génico ocorrer numa ilha CpG pode haver correlacéo
negativa ou positiva com a expresséo. Por outo lado, se a metilagdo nao ocorrer
numa CpGi, vai haver correlagcdo positiva com a expressao, ou seja, com a
metilacdo vai haver aumento de expressao génica (VARLEY et al., 2013).

Existem trés DNMTs com func¢@es diferentes. As DNMT3A e DNMT3B séao
responsaveis pela adicdo do grupo metil de novo, ou seja, durante a
embriogénese, enquanto a DNMTL1 é responsavel pela manuten¢éo dos padrbes
de metilacdo do DNA durante a replicacao celular. Assim, a DNMT1 copia as
marcas de metilacdo no filamento parental para o filamento recém-sintetizado
apos a replicacdo do DNA. Ademais, as DNMT3A e DNMT3B completam o
processo de metilacao ao corrigir erros deixados pela DNMT1 (JONES & LIANG,
2009). Até recentemente imaginava-se que o processo de metilacdo do DNA
seria irreversivel. No entanto, a citosina metilada pode ser oxidada pela familia
de dioxigenases Tet a-KG dependentes para produzir 5-hidroximetilcitosina
(hmC) (TAHILIANI et al., 2009; DAY et al., 2015). A marca hidroximetil em si é
estavel, no entanto, é também o primeiro passo na desmetilacédo ativa, e pela
oxidacao pela familia de proteinas Tet para aldeido ou produtos de carboxilato
ou mecanismos de desaminacdo seguidos de excisdo de bases que entdo
apagam a alquilagédo/metilacéo de citosinas (SONG et al., 2013).

Em roedores, o que possivelmente pode ser estendido a todos os
mamiferos, foram identificados mecanismos de reprogramacdo epigenética
envolvendo a metilacdo do DNA, conhecidos como ondas de desmetilacdo e
remetilagdo (SMALLWOOD & KELSEY, 2012). Durante o processo de
gametogénese, as celulas germinativas primordiais sofrem uma perda global de
metilagdo. Posteriormente, essas células passam por um processo chamado
metilacdo de novo, que cria metilomas especificos para cada sexo devido as
diferencas no desenvolvimento das células germinativas. Apos a fertilizacéao, as
marcas de metilacdo sdo novamente apagadas, com excecao de locais que
sofrem imprinted, algumas regides correspondentes a retrotransposons e genes
especificos (STOUDER & PAOLONI-GIACOBINO, 2010). Embora esse

processo ainda nao esteja totalmente elucidado, acredita-se que ocorra de forma
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semelhante em bovinos. Este processo indica que algumas regides metiladas
podem ser protegidas e herdadas entre as geracdes, influenciando assim os

fendtipos dos individuos.

4.7 Efeitos da dieta sobre a expresséao génica

A sintese de mRNA na expresséo génica é controlada, entre outros, pela
ligacdo de fatores de transcricdo em sequéncias especificas do DNA, no
denominado controle genético, e pela metilacio do DNA, modificacdes
covalentes das histonas, interagcdo dos mRNAs com micro-RNAS, nos controles
epigenéticos (MENCK & SLUYS, 2017). E conhecido que muitos organismos
podem responder a diferentes fatores ambientais/nutricionais, exibindo
plasticidade fenotipica em decorréncia de alteracdes nos padrdes de expressao
génica (ZHANG, 2015). Neste sentido, o fendtipo dos animais pode ser
modificado por modula¢des nutricionais por meio de mecanismos biolégicos, o
que significa que as exposicbes dietéticas podem ter consequéncias para o
crescimento e para a saude (McKAY & MATHERS, 2011). O interesse nos
efeitos de nutrientes sobre o genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma
em células, tecidos ou organismos constitui o0 ramo da gendémica conhecido
como nutrigenémica (DOLINOY & JIRTLE, 2008; SIMOPOULOS, 2010).

No controle genético da expressdo génica, a expressao dos fatores de
transcricdo e, consequentemente a sua atuacdo, € dependente do tecido, do
estagio de desenvolvimento e da situacéo fisiol6gica do organismo. Deste modo,
a dieta pode ter um efeito significativo sobre a expressdo de fatores de
transcricdo, que sao proteinas-chave envolvidas na regulacdo da expressao
génica. Os fatores de transcricdo sao responsaveis por ligar-se a regides
especificas do DNA (regibes génicas reguladoras — enhancers e silencers) e
controlar a ativacao ou inibicdo da transcricdo de um outro grande niumero de
genes (KOLOVOS ET AL., 2012). Desta forma, efeitos nutricionais tém uma
importancia diferenciada na construc¢ao do transcriptoma de um tecido.

Diferentes componentes da dieta, como nutrientes, compostos bioativos e
metabalitos, podem modular a expresséo de fatores de transcricdo. De acordo
com McNeel e Mersmann (2000), a disponibilidade de nutrientes pode influenciar
a expressao de fatores de transcricao relacionados ao metabolismo. Como

exemplo, tem-se o receptor-a ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR-
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a), o primeiro fator de transcrigdo identificado como um potencial receptor de
acidos graxos (BENATTI et al., 2004). O PPAR-a desempenha um papel na
regulacéo de uma extensa rede de genes envolvidos no metabolismo da glicose
e de lipidios. Em modelos animais, os acidos graxos poli-insaturados (PUFA) w-
6 e w-3 sdo potentes indutores da oxidagdo de acidos graxos e potentes
supressores da sintese de &acidos graxos e triacilgliceréis. E possivel que os
PUFA sejam ativadores de receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPAR) (JUGE-AUBRY, et al., 1995; POWER & NEWSHOLME,
1997). Os PPAR e as proteinas de ligacao ao intensificador de CCAAT (C/EBP)
sdo duas familias de fatores de transcricdo que desempenham papéis
importantes na diferenciacdo de adipdcitos e na lipogénese (LADEIRA et al.,
2016).

Nos ultimos anos, foi elucidado que estimulos ambientais, como 0s
nutricionais, podem modificar a metilacdo do DNA e, portanto, afetar a expresséo
de genes (FARIAS et al., 2015; FARKAS et al., 2015; DAY et al., 2015). Assim,
a metilacdo do DNA, ou imprinting, € considerada componente chave de uma
rede epigenética complexa que afeta o trascriptoma de um determinado conjunto
de células (KUCHARSKI et al., 2008). A nutricdo adequada nos primeiros meses
apos nascimento induz positivamente o metabolismo da glicose e causa efeitos
a longo prazo na saude e desempenho devido a alteracdes epigenéticas
conhecidas como imprinting metabdlico (PATEL & SRINIVASAN, 2011). Este
processo epigenético inclui modificacdes na expressao dos genes que ndo sao
explicadas por alteragdo na sequéncia do DNA e que podem ocorrer durante
periodos de reprogramacao genética como, por exemplo, nos tercos médio e
final da gestacdo, em que tecidos, como o muscular e o adiposo sao formados.
Isto pode, também, ocorrer em um curto periodo pés-parto (até 250 dias de
idade, aproximadamente) (ARTHINGTON & MORIEL, 2014; ZHANG, 2015).
Todas estas modifica¢des por sua vez, podem resultar em mudancas dentro da
fisiologia dos animais durante sua vida (BURRIS & BACCARELLI, 2014).

Existem evidéncias crescentes que sustentam que nutrientes podem
modificar o padrdo de metilacdo do DNA, seja em escala global ou em loci
especificos (JOUSSE et al., 2011; DUDLEY et al., 2011; ALTMANN et al., 2012).
Sao, até o momento, conhecidas trés maneiras pelas quais a nutricdo influencia

os padrbes de metilacdo do DNA, entre as quais, pelo fornecimento de
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substratos necessario para a metilacdo adequada do DNA; e pela provisédo de
cofatores que modulam a atividade enzimatica das DNA metil transferases
(DNMT). Como metil-doador universal para proteinas metiltransferase, a S-
denosilmetionina (SAM) é sintetizada no ciclo da metionina a partir de varios
precursores presentes na dieta (McKAY & MATHERS, 2011; FEIL & FRAGA,
2012). Todos estes precursores entram em pontos diferentes na via da metionina
e contribuem para a sintese liquida do SAM. Assim, a disponibilidade reduzida
de SAM resulta na hipometilacdo global do DNA, e vice-versa (ZHANG, 2015).
E bem conhecido que as DNMTs exigem o SAM como um co-fator para sua
ativacado total. Doadores de metila da dieta podem contribuir para modular a
atividade das DNMTs alterando a concentracdo intracelular de SAM. Além de
uma regulacdo indireta dos padrdes de metilacdo do DNA por meio da
modulacao de SAM, varios outros compostos da dieta podem também influenciar
diretamente a expressao ou atividade das DNMTs (MUKHERJEE et al., 2015).

4.8  Efeito da desmama sobre a satude animal

A percepcéo e a opinido do consumidor sdo preocupacdes dos dias atuais
para a industria agropecudria. Este desafio tem tornado mais dificil para os
produtores continuarem com métodos tradicionais de produgdo. H& uma
tendéncia do meio cientifico e do consumidor em melhorar o bem-estar animal,
criando, por exemplo, uma necessidade de pesquisas em métodos de manejo
de baixo estresse para bezerros de corte. Varios estudos exploraram diferentes
métodos de desmame e as vantagens de uma estratégia de baixo estresse nos
parametros de desempenho subsequentes (HALEY et al., 2005, ENRIQUEZ,
2009). A forma mais tradicional de desmamar os bezerros de suas mées é
aparta-los de forma abrupta e aloja-los em diferentes localizagbes, o que
representa varios desafios para a cria. Lefcourt e Elsasser (1995) foram pioneiros
ao medir os niveis de catecolaminas em bezerros que haviam sido separados
abruptamente de suas maes e demonstrar a resposta fisiolégica negativa ao
estresse que os bezerros experimentam apoés este tipo de desmame.

Os ganhos em saude e em desempenho de bezerros de corte € um fator
determinante de incentivo para melhorar o método de desmame. O estresse do
desmame pode ter um efeito negativo no sistema imunolégico (CARROLL &
FORSBURG, 2007; O'LOUGHLIN et al., 2011). Os impactos imunoldgicos do
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estresse do desmame em bezerros foram documentados (LEFCOURT &
ELSASSER, 1995; LYNCH et al., 2010) como um dos principais contribuintes
para o surgimento de doencas (BLECHA et al., 1984).

Sabendo que o estresse do desmame induz uma resposta fisioldgica dos
hormdnios adrenais, levantou-se a questao l6gica de como esses hormdnios
afetam o sistema imunoldgico dos bezerros. Um dos primeiros estudos a
investigar o impacto do estresse do desmame no sistema imunolégico foi
conduzido por Lynch et al. (2010), no qual concluiram que estratégias de
desmame para minimizar o estresse devem ser consideradas para proteger a
funcdo imunoldgica dos bezerros. O estresse do desmame certamente inclui a
separacao materna, em conjunto a exposicado de estressores adicionais, como
novos ambientes e mudancas na dieta (CARROLL & FORSBERG, 2007). A
ocorréncia de estresse e doencas e a consequente necessidade de intervencdes
ao longo da vida pode prejudicar o desempenho animal e qualidade dos
produtos, como a carne.

Exemplos de praticas que se mostraram benéficas séo o estabelecimento
de calendario de vacinacdo e de transporte e a suplementacdo energética
(RICHESON et al., 2019; PATON, 2013). A dieta ao longo da fase de cria € uma
preocupacao para os produtores de bezerros, sendo o intuito aumentar o peso
ao desmame e o valor econémico que receberdo na comercializacdo da carcaca,
0 que dependera de os bezerros estarem saudaveis com ingestdo adequada de
concentrado antes de passar para a proxima etapa de producdo. O momento do
desmame e o estado nutricional do bezerro nesse periodo também podem afetar
a capacidade do animal de aumentar a quantidade de tecido adiposo
intramuscular e, assim, melhorar a qualidade da carne (MOISA et al., 2014).
Assim, o estresse do desmame pode alterar a qualidade da carcaca, ressaltando

a importancia de pesquisas nesta area.

4.9 Efeitos dos adipécitos sobre o sistema imunolégico

O tecido adiposo é, tradicionalmente, reconhecido pelo seu papel no
armazenamento energético estocando triacilglicerideos, todavia estudos mais
recentes o elucidaram como um componente biologicamente ativo, capaz de
interagir com diversos componentes fisioldgicos, impactando diversos aspectos

do metabolismo animal, incluindo a imunidade (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).
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O tecido adiposo € composto principalmente por células adiposas, os adipdcitos,
porém carreia células imunes, células do estroma vascular, células em
diferenciacdo e células nervosas, todas elas sujeitas a influéncias do tecido
(AHIMA & FLIER, 2000). A conexao entre o tecido adiposo e o sistema
imunolégico estd sendo mais bem elucidada, visto que tem um papel
fundamental na modulac&o da resposta imune, principalmente pela secrecéo de
biomoléculas em decorréncia de condicdes ambientais vivenciadas pelos
animais, como as dietas, por exemplo.

O tecido adiposo secreta uma ampla gama de marcadores bioativos,
conhecidos como adipocinas. Entre essas adipocinas, destacam-se o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), resistina e adiponectina, que
desempenham papéis cruciais na modulacdo das respostas inflamatorias e
imunolodgicas. Essas adipocinas ndo funcionam apenas localmente no tecido
adiposo, mas também tém efeitos sistémicos, influenciando a comunicagéo entre
o tecido adiposo e os diferentes componentes do sistema imunolégico (LUO &
LIU, 2016). Alguns processos inflamatorios podem ser desencadeados pela
liberacdo excessiva de adipocinas pro-inflamatorias produzidas no tecido
adiposo. O TNF-a e a IL-6, por exemplo, estdo associados na inducado de um
estado pro-inflamatério, que pode prejudicar a funcdo dos leucécitos e
comprometer a resposta imune (POPKO et al., 2010). Além disso, a resistina
parece estar envolvida na resisténcia a insulina e na ativacdo de vias
inflamatérias, contribuindo para uma pior imunocompeténcia (TRIPATHI et al.,
2020). Por outro lado, a adiponectina, uma adipocina com propriedades anti-
inflamatorias e reguladora da insulina, demonstrou ter efeitos benéficos na
modulacédo da resposta imune. Estudos indicaram que a adiponectina provoca a
diminuicao da reatividade de linfocitos T, producao de linfocitos B, aderéncia de
monacitos, ativacao de TLR4, um receptor de membrana relacionado a ativacao
e producado de mediadores inflamatorios, e amplia a producéo de compostos anti-
inflamatérios no organismo (GHIGLIOTTI et al., 2014). Além disso, a
adiponectina modula a adaptacdo metabdlica, visando o sistema imunologico
inato, incluindo a plasticidade e polarizacdo dos macréfagos, a atividade
linfocitaria semelhante a inata e outras fun¢des das células imunes inatas (LUO
& LIU, 2016). Pecoraro et al. (2017) mostraram que a expressao da adiponectina

€ diminuida em pacientes portadores de imunodeficiéncia comum variavel, uma
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doenca decorrente de imunodeficiéncia primaria caracterizada por niveis séricos
reduzidos de IgG, IgA e/ou IgM, o que resulta em producdo prejudicada de
anticorpos. Por fim, foi demonstrado que a adiponectina regula o metabolismo
0sseo e a ingestao alimentar (KUBOTA et al., 2007; KAJIMURA et al., 2013; WU
et al., 2014).

Assim, sugere-se que o equilibrio entre as adipocinas pro-inflamatérias e
anti-inflamatdrias exerca uma influéncia direta sobre a eficacia da resposta
imunologica em animais. Nesse contexto, um perfil dietético adequado para os
bezerros na fase de aleitamento pode desempenhar um papel crucial na
adipogénese e lipogénese, consequentemente, na promoc¢ao de uma melhor
imunidade. Desta forma, o fornecimento de nutrientes em conformidade com os
processos fisiol6gicos que ocorrem ao longo da vida do animal garante melhores
oportunidades para seu crescimento saudavel, influenciando também as

caracteristicas da carne que sera produzida.

4. 10 Relacdo da metilacdo do DNA com o crescimento, a deposicao
de gordura e o sistema imune

A metilacdo do DNA desempenha um papel vital no controle de numerosos
processos bioldgicos e vias metabdlicas. Essas modificacbes tém o potencial de
desencadear alteracBes fenotipicas que podem, por sua vez, influenciar
significativamente o desempenho dos animais de producdo (FRANCO, 2013).
Em particular, a regulacéo epigenética da expressao génica pela metilagdo pode
estar estreitamente associada a fatores de producdo, como o desenvolvimento
muscular, o acumulo de gordura e a capacidade do sistema imunolégico em
animais. Isso, por sua vez, tem relacao critica com a producao de carne de alta
gualidade, eficacia na producdo e também na promocdo do bem-estar dos
animais. Em sistemas de produc&o de carne mais otimizados e exigentes, essas
descobertas podem representar, no futuro, uma oportunidade inovadora para a
aplicacao de tecnologias visando ganhos de produtividade.

No que diz respeito ao crescimento muscular, a metilagdo do DNA pode
influenciar a ativagcdo ou a inibicdo de genes envolvidos na diferenciacdo e
incidéncia das células musculares (BLAU et al., 1985; HUPKES et al., 2011). A
metilacdo de alguns genes relacionados ao crescimento muscular pode resultar

em um maior desenvolvimento da massa muscular, o que é benéfico na
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producéo de carne (NAITO et al., 2016). Neste cenario, algumas desmetilacdes
de genes podem inibir o desenvolvimento muscular excessivo, interferindo na
diferenciacdo miogénica e afetando a composicao e o volume muscular (ZHAO
et al., 2022). Um exemplo desse mecanismo €& a metilacdo do DNA
correspondente ao gene do horménio do crescimento (GH1), que pode ocorrer
em algumas espécies de producdo. O hormdnio do crescimento (GH)
desempenha um papel fundamental na promocao do crescimento e no aumento
da massa muscular, além de influenciar o metabolismo da gordura. Alguns
estudos em animais de producdo demonstraram que os perfis de metilagéo de
genes relacionados ao GH resultou em diferentes padrbes de crescimento, com
animais fenotipicamente superiores (ZHONG et al., 2014).

Quando relacionada a deposicéo de gordura, a metilacdo do DNA também
desempenha um papel regulador. Genes envolvidos no metabolismo de lipidios
e no acumulo de gordura podem sofrer influéncias de funcionamento por meio
da metilagcdo (ZHANG et al.,, 2020). A metilacdo de genes que promovem a
deposicdo de gordura subcutanea ou intramuscular pode afetar a quantidade e
a distribuicdo de gordura na carne bovina (ZHAO et al., 2011). Neste sentido, tal
fator pode ser explorado visando atender as preferéncias do consumidor em
relacdo ao tipo de carne. Um estudo com o gene FASN bovino (responsavel pela
sintaxe de acido graxo) revelou que seus diferentes genétipos desempenham
um papel significativo na determinacao da qualidade da carne (ROY et al., 2005).
Além disso, foi evidenciado que a metilacao de genes da familia FASN (FASNSs),
pode influenciar as classificacbes de marmoreio e levar a diferentes
composicdes de acidos graxos saturados e insaturados na carne (OH et al.,
2012). Os genes da familia FADS, como por exemplo o FADS6 que, por sua vez,
codificam proteinas pertencentes ao grupo das dessaturases, cuja funcdo €&
regular a concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, também sofrem a¢bes
da metilacdo (CHEN et al., 2019). Portanto, esses e demais genes sujeitos a
regulacdo por metilacdo desempenham um papel essencial na modulagéo da
composicdo de 4cidos graxos na carne, influenciando diretamente suas
caracteristicas de sabor e textura.

A relacdo entre a metilacdo do DNA e o sistema imunoldgico é complexa
e multifacetada. A metilacdo pode afetar a resposta imune de varias maneiras,

incluindo a regulacao de genes envolvidos na diferenciacéo e funcéo de células
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imunolégicas, na producdo de citocinas e na ativacdo de vias de sinalizacédo
(SMITH et al.,, 2011). Além disso, a metilagdo também pode influenciar a
plasticidade das células imunolégicas, afetando sua capacidade de responder a
estimulos ambientais (GUAN et al., 2011). Por exemplo, a metilacdo anormal de
genes regulatorios em células imunologicas tem sido associada a disturbios
autoimunes, onde o sistema imunologico ataca erroneamente células saudaveis
do proprio organismo (LI et al., 2009). Além disso, a metilacdo de genes
envolvidos na resposta a patdgenos pode afetar a capacidade do sistema
imunolégico em processos infecciosos (MARINUS & CASADESUS, 2009),
afetando assim a funcao celular e a resposta dos organismos ao ambiente.
Assim, a variacdo no padrdo de metilacdo do DNA contido nos adipécitos das
células musculares pode levar a diversas mudancas na fisiologia animal,
fazendo-se necessarias pesquisas com o objetivo de entender a sua construcao,

ou seja, 0 metiloma.

4.11 Sequenciamento de bissulfito de representacdo reduzida
(RRBS) na analise de metilacdo do DNA

Com o advento das tecnologias de sequenciamento de proxima geracao,
0 sequenciamento de DNA convertido em bissulfito (BS-seq) tornou-se um
método popular para estudar a metilacdo do DNA em larga escala. Uma
abordagem enriquecida, chamada sequenciamento de bissulfito de
representacdo reduzida (RRBS), esta se tornando cada vez mais comum para a
analise de perfis de metilacdo em nivel de nucleotideo unico (LIU et al., 2020;
WAN & BELL, 2020; MEISSNER, 2005). O RRBS foi desenvolvido para fornecer
informacdes detalhadas sobre os padrbes de metilacdo em regides especificas
do genoma, sem a necessidade de sequenciar o genoma completo, tornando o
processo de menor custo quando comparado a outras técnicas (STOCKWELL
et al., 2014). Portanto, trata-se de um método para estudar a metilacdo do DNA
em escala genbmica com resolucdo de nucleotideo Unico, caracterizando-se
como uma variacédo do sequenciamento de converséo de bissulfito do genoma
completo (WGBS). Em comparacéao ao WGBS e tomando-se o0 genoma humano,
o0 RRBS reduz as sequéncias geradas em mais de 95% para capturar CpGs de

cerca de 80% de ilhas CpG, de mais de 50% dos promotores, bem como uma
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porcentagem relativamente menor de outras regides reguladoras genémicas,
como enhancers e silencers (WAN & BELL, 2020).

O RRBS utiliza a digestdo com enzima de restricdo, geralmente a Mspl,
que possui sequéncia de reconhecimento 5-CCGG-3', produzindo fragmentos
que conterdo pelo menos um dinucleotideo CpG. Desta forma, a técnica permite
a selecao e sequenciamento preferencial de regides ricas em CpG (DOHERTY
& COULDREY, 2014). Além do tratamento prévio do DNA com Mspl, as
bibliotecas gendmicas sdo tratadas com bissulfito de sédio, o que leva a
modificacao da estrutura quimica da citosina nao metilada (C) para uma uracila
(U) e posteriormente para uma timina (T). Isso ndo ocorre com a 5-mC, que
permanece como citosina (C), o que possibilita a posterior distin¢éo in silico de
citosinas metiladas e ndo metiladas, permitindo acessar a porcentagem de
citosinas metiladas nas regides representadas do genoma.

A técnica de sequenciamento RRBS tem sido empregada com sucesso
na analise do metiloma em bovinos. Em um estudo conduzido por Del Corvo et
al. (2021), a técnica foi utilizada de maneira eficaz para investigar modificacdes
nos padrbes de metilacdo do DNA genbmico, obtidos a partir de amostras de
sangue, em bovinos das racas Nelore e Angus submetidos a estresse térmico.
Ademais, Souza et al. (2022), aplicaram o0 RRBS para explorar os mecanismos
epigenéticos subjacentes a textura da carne bovina em Bos indicus (Nelore),
possibilitando a deteccdo de citosinas e regides com metilacao diferencial em

grupos contrastantes para a maciez da carne.
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CAPITULO 2

RESUMO

Efeito da dieta suplementar na fase de cria sobre a metilacdo do DNA do
musculo Longissimus thoracis de bovinos F1 Angus-Nelore a desmama

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagéo via creep-feeding
sobre a metilacdo do genoma do musculo Longissimus thoracis (LT) a desmama
em bovinos cruzados. Foram utilizados 48 novilhos F1 Angus-Nelore, néo
castrados, meio-irmaos, mantidos dos 30 dias de idade até a desmama, sob dois
tratamentos: grupo 1 (G1: n = 24) — sem creep-feeding; grupo 2 (G2: n = 24) —
creep-feeding. Ap6s a desmama (aos 210 dias), todos os animais foram
terminados em confinamento por 180 dias sob as mesmas condi¢cfes de dieta e
manejo. Os grupos apresentaram diferencas (p < 0,05) para peso ao desmame,
cobertura de gordura e teor de gordura entremeada no LT (G2 > G1), sem diferir
nos pesos no inicio do experimento e no abate. No desmame, foram coletadas
bidpsias de LT e prospectadas diferencas nos padroes de metilacdo do DNA
gendmico de cinco individuos por grupo pela técnica reduced representation
bisulfite sequencing — RRBS. Observou-se para os animais suplementados na
fase de cria (G2) um nivel médio de metilacdo superior (0,18% a mais de CpG,
0,04% de CHG e 0,03% de CHH). Foram identificadas 974 regifes que
apresentaram diferenciacdo nos niveis de metilacdo (DMRs: > 25% e g < 0,05),
as quais se sobrepuseram a 241 genes diferencialmente metilados (DMGSs) no
G2. Destes DMGs, 39 ja haviam sido anteriormente identificados como genes
diferencialmente expressos (DEGs: logz Fold Change [0,5]) entre 0s mesmos
grupos de animais. A analise de overreprentation realizada com o conjunto
DMGs/DEGs identificou regulacdes epigenéticas relacionadas ao crescimento
muscular, a sinalizacdo da via PPAR, a adipogénese, a resposta a insulina, ao
metabolismo lipidico e ao sistema imune, com destaque para os genes ACAAL,
ENO3, IL6R, NRG3, RUNX1, SMAD3, SORBS1, TRIM63 e SLC2A8. Essas
alteracdes biologicas potencialmente resultaram nos fenétipos observados nos
animais suplementados, como o melhor desempenho até a desmama e o maior

teor de gordura intramuscular.
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ABSTRACT

Effect of supplementary diet at cow-calf phase on DNA methylation of the

Longissimus thoracis muscle of F1 Angus-Nellore cattle at weaning

The objective of this study was to evaluate the effect of creep-feeding
supplementation on the genome methylation of Longissimus thoracis (LT) muscle
at weaning in crossbred cattle. Forty-eight F1 Angus-Nellore bulls, non-castrated,
half-siblings, were used and raised from 30 days of age until weaning under two
treatments: group 1 (G1: n = 24) — without creep-feeding; group 2 (G2: n = 24) —
with creep-feeding. After weaning (at 210 days), all animals were finished in
feedlot for 180 days under the same diet and management conditions. The
groups showed differences (p < 0.05) in weaning weight, backfat thickness, and
intramuscular fat content in LT (G2 > G1), without differing in initial and slaughter
weights. At weaning, LT biopsies were collected, and differences in genomic DNA
methylation patterns were explored for five individuals per group using reduced
representation bisulfite sequencing (RRBS) technique. Supplemented animals
(G2) exhibited a higher average methylation level (0.18% more CpG, 0.04%
CHG, and 0.03% CHH). A total of 974 regions were identified with methylation
level differentiation (DMRs: > 25% and q < 0.05), overlapping with 241
differentially methylated genes (DMGs) in G2. Among these DMGs, 39 had
previously been identified as differentially expressed genes (DEGs: log2 Fold
Change [0.5]) between the same animal groups. Overrepresentation analysis of
the DMGs/DEGs set identified epigenetic regulations related to muscle growth,
PPAR pathway signaling, adipogenesis, insulin response, lipid metabolism, and
immune system, highlighting genes like ACAALl, ENO3, IL6R, NRG3, RUNX1,
SMAD3, SORBS1, TRIM63, and SLC2A8. These biological changes potentially
led to observed phenotypes in supplemented animals, such as better

performance until weaning and higher intramuscular fat content.

Keywords: Bos indicus, creep-feeding, methyloma, nutrigenomics, RRBS.
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1. INTRODUGAO

Diferentes estratégias tém sido utilizadas pela pecuaria de corte do Brasil,
0 maior exportador mundial de carne bovina ndo processada ha quase 20 anos
(ABIEC, 2023), para aumentar a deposicdo de gordura intramuscular (IMF).
Animais cruzados Bos taurus x Bos indicus, especialmente Angus x Nelore, sdo
utilizados para producao de carnes mais macias e com maior teor de IMF na
tentativa de agregar valor ao produto final e atender as demandas de
consumidores dispostos a pagar mais por qualidade de carne. O uso de
suplementos energéticos durante a fase de cria é exemplo de estratégia
nutricional que tém essa mesma finalidade. A abordagem conhecida como
creep-feeding consiste na suplementacdo bezerros ao longo da fase de
aleitamento com dieta rica em energia e proteina, a base de gréaos, para obter
individuos mais pesados ao desmame, reduzir o tempo de acabamento da
carcaca para o abate e permitir o descanso da matriz para retorno mais rapido
ao cio (DANTAS et. al., 2010; SCHEFFLER et al., 2014).

Embora o acetato seja um dos principais doadores de grupos acetil para
a deposicao de gordura intramuscular, a glicose oriunda de suplementos ricos
em concentrado também s&o contribuidores importantes para a deposicédo de
gordura de marmoreio em bovinos (SMITH et al.,, 2018). Assim, a ingestéao
adequada de concentrado durante o periodo de lactacao, principalmente aquele
rico em amido, favorece a proliferacdo e crescimento de células adiposas. Isso
se deve ao aumento do metabolismo da glicose, que pode levar ao aumento do
marmoreio sem, no entanto, aumentar a gordura nas visceras, o0 que contribui
para a qualidade geral da carne e para o maior rendimento de carcaca
(BALDASSINI et al., 2021). Além disso, Lopez et al. (2001) propuseram que
niveis mais elevados de proteina bruta na dieta aumentam a digestdo e a
absorcao intestinal do amido, e promovem a elevacao da insulina plasmatica e
da glicose, o que, consequentemente, aumenta a deposi¢cao de IMF, por
favorecer precursores de 4cidos graxos.

Estudos em animais de producdo mostraram que eventos durante a
gestacao e nos primeiros estagios pos-natais podem ter consequéncias de longo
prazo para a saude. O desmame pode ter um efeito negativo sobre o estresse e
o sistema imunoldgico (CARROLL & FORSBURG, 2007; O'LOUGHLIN et al.,

2011). Os impactos imunolégicos do estresse da desmama convencional em
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bezerros foram documentados (LEFCOURT & ELSASSER, 1995; LYNCH et al.,
2010) como um dos principais contribuintes para o surgimento de doencas
(BLECHA et al.,, 1984). A ocorréncia de doencas e a necessidade de
intervencdes ao longo da vida do animal pode prejudicar o desempenho e
qualidade da carne produzida.

O tecido adiposo €, tradicionalmente, reconhecido pelo seu papel no
armazenamento energético estocando triglicerideos, todavia estudos mais
recentes o elucidaram como capaz de interagir com diversos componentes
fisioldgicos, impactando diversos aspectos do metabolismo animal, incluindo a
imunidade (MIRIAM et al., 2006). O tecido adiposo é composto principalmente
por adipdcitos, porém carreia células imunes, células do estroma vascular,
células em diferenciacdo e células nervosas (AHIMA & FLIER, 2000). Os
adipécitos secretam uma ampla gama de marcadores bioativos, conhecidos
como adipocinas com ac¢ao local e sistémica. Entre essas adipocinas, destacam-
se o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6), a resistina e a
adiponectina, que desempenham papéis cruciais na modulacédo das respostas
inflamatorias e imunoldgicas.

Atualmente é conhecido que organismos podem responder a diferentes
fatores ambientais/nutricionais, exibindo plasticidade fenotipica em decorréncia
de alteracdes nos padrbes de expressdo génica (ZHANG, 2015). Assim,
caracteristicas dos animais podem ser modificadas por modulacdes nutricionais,
0 que significa que as exposicdes dietéticas podem ter consequéncias para o
crescimento e para a saude (MCKAY & MATHERS, 2011). A todo momento
surgem novas evidéncias de que estimulos nutricionais podem modificar a
metilacdo do DNA e, portanto, afetar a expressao de genes e o fendtipo dos
individuos (FARIAS et al., 2015; FARKAS et al., 2015; DAY et al., 2015). A
metilacdo do DNA € um processo bioldgico que resulta na adicdo de grupos metil
(CH3) a nucleotideos citosina dos cromossomos e contribui para a rede
epigenética que controla a expressao genica e, consequentemente, os fenoétipos
(ZHANG, 2015). Marcas epigenéticas no genoma, as quais podem modificar a
expressao génica, mas néo a sequéncia de DNA primario, podem ser adquiridas
e perdurar ao longo de toda a vida dos individuos (STENZ et al., 2023), e podem
também ser copiadas de células de uma geracgéo para outra (REIK et al., 2001).

A metilacdo ocorre mais comumente nas regides promotoras de genes (regides
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regulatérias) e estd associada ao silenciamento génico. Assim, de maneira
simplificada, quando as citosinas de sequéncias CpG estao metiladas n&o ocorre
a expressao génica (YUFEROQV et al., 2010) e vice-versa.

Considerando que um perfil dietético adequado para os bezerros na fase
de aleitamento pode desempenhar papel crucial na hipertrofia muscular,
adipogénese e lipogénese e, consequentemente, na promog¢édo de uma melhor
imunidade, e que ndo existem estudos avaliando o efeito da suplementacéo
energética na fase de cria sobre o0 estado epigenético e a expressao génica no
musculo de bovinos de corte, o objetivo deste trabalho foi avaliar, de forma
inédita, o efeito da suplementacédo via creep-feeding sobre a metilacdo do
genoma e, consequentemente, sobre a expressao génica, no musculo

Longissimus thoracis (LT) de bovinos cruzados F1 Angus x Nelore & desmama.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e tratamentos experimentais

Foram utilizados 48 bovinos cruzados F1 Angus-Nelore, todos machos
nao castrados (inteiros) e filhos de um mesmo touro (meio irmaos) da raca Angus
(Bos taurus). Todos os procedimentos envolvendo estes animais foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncia
Agrarias e Veterinaria (FCAV), UNESP, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil, sob n° de
protocolo 013689/19.

Os animais foram submetidos a dois diferentes tratamentos durante a
maior parte da fase de cria (dos 30 dias de idade até a desmama), com 24
animais por tratamento: grupo 1 (G1) — sem suplementacdo em creep-feeding
(desmama convencional); G2 — com suplementacdo em creep-feeding. No
sistema de cria em creep-feeding os animais foram mantidos com suas
respectivas maes no mesmo piquete, porém com acesso exclusivo e livre a
suplemento correspondente a aproximadamente 1% do peso corporal. O
suplemento oferecido aos animais do grupo 2 (dos 30 aos 210 dias de vida)
apresentou 22% de proteina bruta e 65% de nutrientes digestiveis totais na
matéria seca, e foi constituido de milho moido (44,8%), farelo de soja (40,4%) e
nacleo mineral (14,8%). Apds o desmame (média de 210 dias), os animais dos
dois tratamentos foram levados a confinamento onde permaneceram por

aproximadamente 180 dias, alojados em baias coletivas cobertas (trés
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animais/baia com 10m?/animal). Os dois grupos de animais receberam a mesma
dieta, ad libitum, duas vezes ao dia, as 08h00 e 16h00, contendo 12,6% de

volumoso e 87,4% de concentrado a base de milho.

2.2. Coletas de tecido muscular e analises de qualidade da carcacga e
da carne

No momento da desmama foi realizada coleta de aliquotas do musculo
Longissimus thoracis (LT), por meio de bidpsia, de 12 animais sorteados de cada
um dos dois tratamentos (n = 24). Para a realizacdo da biopsia foi feita a
tricotomizagdo na regido lombar e administrado um anestésico local via
subcutanea. As biopsias foram realizadas na altura da 132 costela. Apds a
higienizacdo do local da biépsia, uma incisdo de 1cm foi feita com bisturi, e uma
agulha esterilizada de biopsia Bergstrom foi utilizada para obter 1g de tecido do
musculo, que foi imediatamente armazenado em nitrogénio liquido e
posteriormente em ultrafreezer a -80°C.

Ao longo do periodo experimental, os animais foram pesados, apoés jejum
de 16 horas, no inicio da fase de cria (peso inicial — PI), ao final da desmama
(peso a desmama — PD) e ao término do periodo de confinamento (peso final —
PF). A partir de Pl e PD foi calculado o ganho de peso médio diario 1 (GPMD1:
do inicio da fase de cria a desmama) e a partir de PF e PD foi calculado o GPMD2
(da desmama até o final do confinamento).

Apbs o periodo de confinamento, os 48 animais foram abatidos utilizando
a técnica de concussao cerebral e seccao da veia jugular. As carcacas foram
identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas pesadas
individualmente para a obtencao do peso da carcaca quente (PCQ), e levadas a
camara fria, por aproximadamente 24 horas, a temperatura de 1°C. Decorrido o
resfriamento, as carcacas foram retiradas da camara e pesadas. Apos a
pesagem, o musculo LT da meia carcaca-esquerda foi separado do restante da
carcaca e antes de ser desossado foram avaliados, entre a 122 e 132 vertebra
toracica, a espessura de gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo
(AOL). Amostras (bifes de contra-filé) do LT entre as 122 e 132 costelas da meia-
carcaga esquerda foram coletadas e utilizadas para a conducéo em laboratério

de analises fisico-quimicas de qualidade.
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As analises fisico-quimicas relacionadas a qualidade da carne dos 48
animais abatidos (24/tratamento) foram: indice de marmorizagdo (Ml), teor de
gordura intramuscular (IMF) e forca de cisalhamento aos sete e 14 dias de
maturacdo (FC7 e FC14). Os dados relacionados as caracteristicas de carcaca
e da carne para as 48 amostras (n = 24/grupo) — Pl (Kg), PD (Kg), GPMD1(Kg),
PF (Kg), GPMD2 (Kg), PCQ (Kg), AOL (cm 2), EGS (mm), MI (escore), IMF (%),
FC7 e FC14 (Kg) — foram analisados quanto a presenca de informacdes
discrepantes, homogeneidade de variancias e normalidade dos residuos. Na
sequéncia, os dados foram expressos por médias e seus respectivos erros
padrdo. Nao foram necessarias transformacdes nas variaveis para providenciar
uma aproximacao da distribuicdo normal. As médias dos dois tratamentos foram
comparadas por Teste t. Os grupos (Gl e G2) apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) para PD (228,92+5,07 vs. 243,57+5,70), EGS
(10,61+0,42 vs. 12,96+0,83), IMF (4,95+0,20 vs. 5,80+0,23) e IM (321,50+13,65
vs. 366,11+12,39). Entretanto, 0os pesos no inicio do experimento (PI) e ao abate
(PF) né&o diferiram (p < 0,05).

Mais informacdes a respeito das andlises de qualidade da carcaca e da
carne empregadas e dos resultados obtidos foram disponibilizadas por Ramirez-
Zamudio et al. (2023).

2.3. Andlise da expressao génica diferencial

A andlise da expresséo génica diferencial, realizada por meio da técnica
de sequenciamento de RNA (RNA-Seq), ocorreu entre os tratamentos (G1 vs.
G2 - 12 individuos/grupo) no momento da desmama. Os processos de extracdo
do RNA, preparacao das bibliotecas de cDNA, sequenciamento e mapeamento
das reads no genoma bovino de referéncia (Bos taurus — ARS-UCD1.3) foram
realizados seguindo protocolos e parametros recomendados e consagrados pela
comunidade cientifica internacional para que fossem obtidos dados de qualidade
e em quantidade suficiente para a realizacdo das analises subsequentes. A
identificacdo de genes diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada pelo
meétodo implementado no pacote edgeR v.3.40.0 (ROBINSON et al., 2010), do
software R, que considera o parametro de comparagdo pairwise e assume que

os dados de contagem seguem distribuicdo binomial negativa.
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Novecentos e quarenta e sete DEGs foram identificados (logz (FC) < -0,5
ou > 0,5; FDR 5%) entre G1 e G2 a desmama, dos quais 443 foram regulados
negativamente (down-regulated) e 504 foram regulados positivamente (up-
regulated) no G2 (fase de cria com creep-feeding).

Informacdes detalhadas a respeito da analise da expressdo génica
diferencial empregada e dos resultados obtidos foram disponibilizadas por
Ramirez-Zamudio et al. (2023).

2.4. Andlise da diferenciacdo da metilagcdo do DNA

2.4.1. Extracdo do DNA gendémico

O processo de extracdo do DNA a partir de aliquotas (50 mg) do musculo
LT de amostras dos mesmos individuos que foram investigados por RNA-Seq foi
realizado utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por meio do Qubit®
3.0 Fluorometer (Invitrogen, EUA) e analisado quanto a pureza (relagcao 260/280)
e integridade no espectrofotometro de pequenos volumes NanoDrop Lite
(Thermo Scientific, EUA) e em gel de agarose a 0,8%, respectivamente. Apés a
diluicdo para a concentracdo de trabalho necessaria a analise da diferenciacdo
da metilacdo do DNA (50 ng/uL), as amostras de DNA foram estocadas em mini-

tubos de 1,7mL e armazenadas a -20°C.

2.4.2. Construcao das bibliotecas e sequenciamento RRBS

Para a analise da diferenciacdo da metilacdo do DNA, foram escolhidas
aleatoriamente cinco amostras de DNA dentre os 12 animais de cada tratamento
(G1 e G2), que preliminarmente foram analisados por RNA-Seq, constituindo ao
todo 10 amostras. Visando o sequenciamento de regides com maior ocorréncia
de 5-metilcitosinas (5-Mc) no genoma, a técnica de sequenciamento de bissulfito
de representacdo reduzida (reduced representation bisulfite sequencing —
RRBS) foi aplicada utilizando-se 0 Zymo-Seq RRBS Library Kit (Zymo Research,
EUA).

Inicialmente, a digestdo dos DNA gendmicos, as conversoes de bissulfeto
e 0 enriquecimento das bibliotecas por PCR, foram realizados pela empresa
Zymo (Zymo Research, EUA), na forma de servico de terceiros, conforme

protocolo do fabricante. O protocolo consistiu na digestédo a 37°C de 400 ng DNA
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gendmico com 30 unidades da enzima de restricao Mspl (New England Biolab,
EUA), a qual tem sitio de reconhecimento CCGG, seguida do reparo da
extremidade do fragmento e adicdo de adaptadores. Deste modo, foi possivel ter
0 acesso a grande parte do DNA metilado, principalmente em regides
promotoras de genes. Em seguida, as amostras foram quantificadas por gqPCR
e os valores de Ct foram usados para agrupar as amostras por similaridade de
concentracdo. A conversdo com bissulfito de sédio levou a modificacdo da
estrutura quimica da citosina ndo metilada (C) para uma uracila (U) e,
posteriormente, para uma timina (T). Isto ndo ocorreu com as 5-mC, as quais
permaneceram como citosinas (C), o que possibilitou a posterior distingdo in
silico de citosinas ndo metiladas e metiladas, permitindo acessar, posteriormente
a porcentagem de citosinas metiladas em cada regido submetida a andlise. A
eficiéncia de conversdo de bissulfeto foi avaliada pela adicdo de controles de
picos metilados e ndo metilados (0,1% de concentracao).

Na digestdo com a endonuclease Mspl, o DNA ¢é fragmentado e
simultaneamente enriquecido para regides densas de CpG, resultando em
bibliotecas de fragmentos mais curtos em comparacdo com outras bibliotecas
comuns (como as de RNA-Seq). Como as bibliotecas para RRBS sé&o compostas
por uma variedade de tamanhos de fragmentos, alguns dos quais podem ser
relativamente pequenos, o célculo de ajuste de tamanho foi necesséario apés a
quantificacdo. Distribuicdes de fragmentos de tamanhos adequados (> 50 pb),
os quais foram recuperados usando o DNA Clean & Concentrator™- 5 (Zymo
Research, EUA), foram confirmados por chips de DNA de alta sensibilidade
Bioanalyzer (Agilent, EUA). A clusterizacdo e o sequenciamento das bibliotecas
dos fragmentos de DNA foram realizados por meio de servicos de terceiros
comercializados pela empresa norte-americana Zymo utilizando o HiSeq2500 kit
v4 2x100pb (lllumina, EUA), de acordo com o protoloco do fabricante, na

plataforma NovaSeq 6000 (lllumina, EUA).

2.4.3. Analise da qualidade das sequéncias RRBS e alinhamento ao
genoma de referéncia

Para a visualizacdo dos dados obtidos pelo sequenciamento RRBS foi
utilizado o programa FastQC versao FastQC 0.11.9 (ANDREWS, 2019), em que

parametros de qualidade foram avaliados para o conjunto total de sequéncias
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brutas (raw reads). O controle de qualidade inicial foi realizado por meio do
programa TrimGalore v.0.6.4_dev (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/trim_galore/), em que os adaptadores, bases desconhecidas ou de baixa
gualidade foram removidos das extremidades das sequéncias.

O programa Bismark v.0.22.3 (KRUGER & ANDREWS, 2011) foi utilizado
para alinhar as sequéncias geradas previamente tratadas com bissulfito ao
genoma de referéncia bovino (Bos taurus — ARS-UCD1.2) com a opcéo -N1,
permitido um Unico erro de alinhamento. O genoma de referéncia foi inicialmente
transformado em vers&o convertida em bissulfito (C-para-T) na cadeia original
superior e (G-para-A) na cadeia inferior, e finalmente indexado usando o
software Bowtie2 (LANGMEAD & SALZBERG, 2012). As sequéncias que
produziram os melhores alinhamentos exclusivos a partir dos dois processos de
alinhamento (cadeia original superior e inferior) foram comparadas a sequéncia
genOmica normal para confirmar a presenca de um C na sequéncia de
referéncia. O estado de metilagdo de todas as posi¢cdes de citosinas nas
sequéncias foi inferido utilizando a funcdo methylation_extractor do programa
Bismark. Em cada sitio (nucleotideo), a taxa ou nivel de metilacéo variou de 0%
a 100%, pois os tecidos frequentemente compreendem diferentes populacoes
de células que podem transportar diferentes sinais de metilagéo.

2.4.4. ldentificacdo e caracterizacdo de citosinas, regides
cromossdmicas e genes diferencialmente metilados

As métricas de metilacdo das citosinas no genoma dos individuos de G1
e G2 foram analisadas por meio da utilizacdo da ferramenta MethylDackel 0.5.0
(https://github.com/dpryan79/MethylDackel). Ela agrupa todas as citosinas em
um dos trés contextos de sequéncia: CpG, CHG e CHH. Onde, H é o cbdigo de
ambiguidade IUPAC para qualquer nucleotideo diferente de G.

A identificacdo das regides do genoma diferencialmente metiladas
(differentially methylated regions — DMR), ou seja, aquelas que contém mais de
de uma citosina metilada, foi realizada utilizando a abordagem de janelas
deslizantes da biblioteca methylKit versdo 1.24.0 do ambiente estatistico R no
repositério Biocondutor (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/
methylKit.html). A janela foi definida com 1000 pb e o tamanho do passo de 500

pb e as DMRs foram consideradas desta forma quando: 1) apresentaram pelo
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menos 25% de diferenca de metilagdo; 2) o valor de p corrigido (g-value) foi
menor que 0,05; e 3) a cobertura de sequéncias foi maior do que 10 vezes em
todas as amostras. O teste exato de Fisher foi implementado para calcular os
valores de p, que foram ajustados subsequentemente aos valores de q pelo
método SLIM (WANG et al., 2011).

Genes com ensemble id sobrepostos as DMRs comuns entre 0s bovinos
tratados sem creep-feeding (G1) e com creep-feeding (G2) a desmama foram
identificados e denominados como genes diferencialmente metilados (DMGs). A
anotacdo dos DMGs, com o intuito de identificar as regides génicas que
abrigavam DMRs (promotor, sitio de inicio de transcrigcdo — TSS, corpo génico —
exon e intron), foi realizada usando o pacote GenomationData (versao 3.8) por
meio da biblioteca methylKit versdo 1.24.0 (AKALIN et al., 2012) do ambiente
estatistico R. O arquivo de banco de anotacdo NCBI RefSeq usado foi obtido do
UCSC Genome Browser. Os promotores foram considerados como 1000 pb a
montante e a jusante do TSS do gene, seguindo o padrdo do methylkit. As
informacdes das ilhas CpG e das regifes adjascentes (shores) foram obtidas a

partir do UCSC Genome Browser.

2.4.5. Relagédo entre DMGs e DEGs

A fim de identificar os genes que tiveram a expressdo modificada a
desmama em funcdo do processo de metilacdo, a lista de genes identificados
como diferencialmente metilados (DMGSs) foi contrastada com a lista de genes
diferencialmente expressos (DEGSs), considerando os filtros de 25% de diferenca
de metilacdo e FC expressdo [0,5]. Em eucariotos, as ilhas CpG estéo
localizadas, em sua maioria, nas regides promotoras de genes (regides
regulatorias), proximas ao sitio de inicio da transcricdo (TSS). A metilacdo
nessas regides esta associada ao silenciamento génico e, assim, quando essas
ilhas ndo estdo metiladas ocorre a expressao génica (OLIVEIRA et al, 2010;
PORTELA & ESTELLER, 2010; YUFEROQV et al., 2010). Dinucletideos CpG
encontrados fora de ilhas, em regides conhecidas como "margens (shores) da
ilha CpG" sdo menos metilados quando comparadas com as ilhas em si
(TSANKOVA et al., 2007; ROBISON & NESTLER, 2011), mas também podem
estar associadas com a inativagao transcricional. Entretanto, quando a metilagéo

ocorre no corpo dos genes (exons e introns), também pode estar correlacionada
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com a sua expressao (DOI et al., 2009; IRIZARRY et al., 2009; PORTELA &
ESTELLER, 2010). CpGs no corpo génico (exons/introns) e mais distantes do
TSS podem inibir ou aumentar (desde que o promotor ndo esteja metilado) a
expressao génica dependendo do contexto gendmico. Se a metilacdo (CpG) do
corpo génico ocorrer numa ilha CpG pode haver correlagdo negativa ou positiva
com a expressao. Por outo lado, se a metilacdo ndo ocorrer numa CpGi, vai
haver correlacdo positiva com a expressao, ou seja, com 0 aumento/diminuicéo
da metilacdo vai haver aumento/diminuicdo de expresséao génica (VARLEY et al.,
2013). Essas relagdes foram estabelecidas e descritas em Enrigh et al. (2003),
Tost (2010) e Varley et al. (2013). Neste sentido, as relagdes encontradas foram
classificadas como consistentes (esperadas) ou inconsistentes (ndo esperadas)

conforme mostrado na Figura 1.

Regi&o génica Relagao esperada Correlagao

Promotor > Me==hi > Negativa ‘

- Me = + RNA

Proximo ao TSS, Exon |, Intron | > EMEsIRNA /

- Me = + RNA

Positiva e Negativa
Corpo génico distante do TSS em +Me =-RNA /
ilha CpG e margens T - Me = + RNA
E—

+Me = + RNA
- Me = - RNA

Corpo génico distante do TSS fora +Me = +RNA ‘

Positiva
de Ilha CpG e margens - Me = - RNA ‘

Figura 1. RelagOes esperadas entre o nivel de metilagdo das regides génicas e a

expressao em organismos eucariotos.

2.4.6. Analise de enriquecimento funcional

A fim de entender melhor o papel funcional, por meio dos processos
bioldgicos e das via metabdlicas dos quais participam, o conjunto dos genes
identificados como diferencialmente metilados (DMGs) e diferenciamente
expressos (DEGS) entre grupos 1 e 2 a desmama, foram utilizados em analises

de over representation (ORA) considerando termos de ontologia de genes (GO
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terms: Processos Bioldgicos - BP) e vias metabdlicas (database: KEGG
Pathway; Reactome Pathway e WikiPathways) utilizando a ferramenta
WebGestalt, uma plataforma online projetada para analise funcional e
interpretacdo de dados biolégico (WANG et al., 2017). Para que os GO_BPs e
pathways fossem considerados enriquecidos considerou-se o p-value < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Qualidade do DNA gendbmico extraido, sequenciamento e
alinhamento das reads

O DNA gendmico extraido de aliquotas de 50 mg do musculo LT de 24
amostras (biopsias) a desmama apresentaram qualidade adequada para a
realizacdo do sequenciamento RRBS. Foram observadas relacdo 260nm/280nm
variando entre 1,87 e 2,01 e relacdo 260nm/230nm entre 1,48 e 1,97. A
concentracéo variou entre 83,4 e 752ng/uL e a eletroforese em gel de agarose
mostrou amostras de DNA de alto peso molecular, sem indicios de degradacéo.

A partir do sequenciamento das amostras/bibliotecas de DNA convertidos,
foram geradas em média aproximadamente 32 milhdes de leituras brutas (raw
reads) para as amostras de ambos 0s grupos experimentais. Em relacdo ao
alinhamento, aproximadamente 33% das reads geradas por amostra
apresentaram pareamento exclusivo, isto €, parearam com apenas uma regiao
do genoma de referéncia. Em torno de 45% foram mapeadas em duas ou regides
e, em média, 22% nédo foram alinhadas ao genoma de referéncia (Figura 2).

A taxa de conversao de citocinas ndo metiladas por bissulfito superou 99%
para as citocinas CpG e ndo CpG indicando a bissulfitacdo adequada das

amostras.
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Figura 2. Porcentagem de reads geradas por RRBS alinhadas e ndo alinhadas
ao genoma de referéncia bovino. RC1, RC2, RC8, RC9 e RC12 — amostras do
G1; RC16, RC17, RC19, RC21 e RC24 — amostras do G2. Barra na cor azul:
porcentagem de reads alinhadas unicamente a uma regido do genoma de
referéncia; barra na cor roxo: porcentagem de reads alinhadas a duas ou mais
regides do genoma de referéncia; barra na cor preto: porcentagem de reads ndo

alinhadas a regides do genoma de referéncia.

A partir das reads mapeadas em local Unico do genoma, identificou-se,
em média, sete milhBes de citocinas de CpG por amostra, a partir de uma
cobertura média alcancada de aproximadamente 7X para CpG, conforme

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados gerados pelo sequenciamento de bissulfito de representacéo

reduzida.

Amostra N° Reads % B(ilgr?_ré\geglon % BS (Ccopn(\;/)ersmn Lér;;g /é\é?,ég%%
Gl 38.689.684 99,4% 99,6% 7.440.987 10X
G1 28.329.540 99,3% 99,5% 6.939.864 X
G1 30.538.031 99,4% 99,6% 6.946.079 X
Gl 26.731.168 99,4% 99,7% 6.698.465 X
G1 37.295.594 99,3% 99,5% 7.724.811 9X
G2 25.249.436 99,3% 99,5% 6.778.697 6X
G2 37.041.812 99,3% 99,5% 7.373.151 8X
G2 33.405.004 99,3% 99,6% 7.129.808 8X
G2 32.170.424 99,3% 99,5% 7.198.074 8X
G2 27.669.506 99,3% 99,6% 6.915.952 X

% BS Conversion (Non-CpG): porcentagem de sucesso de citocinas convertidas ndo metiladas
por bissulfito (ndo CpG), % BS Conversion (CpG): porcentagem de sucesso de citocinas
metiladas convertidas por bissulfito (CpG), Unig. CpG: citocinas metiladas exclusivas de CpG,

Avg. CpG Coverage: Cobertura média de leitura para CpGs.

3.2. Identificacdo e caracterizacdo de regides diferencialmente
metiladas

Observou-se para os animais do grupo G2 um nivel médio de metilacdo
em todo o genoma de 4,25% de CpG, 0,54% de CHG (onde H=A, TouC) e
0,46% de CHH para os animais do grupo G2. Os valores para os animais do
grupo G1 foram de 4,07% de CpG, 0,50% de CHG e 0,43% em CHH, resultando
em um nivel médio de metilagdo maior (0,18% de CpG, 0,04% de CHG e 0,03%
de CHH) nos animais do grupo suplementado na fase de cria.

A partir contraste estabelecido entre os grupos de animais (G1 e G2),
foram identificadas ao desmame um total de 974 regibes que apresentavam
diferenciacdo nos niveis de metilacdo (DMRs: >25% e valor q < 0,05). Dessas
regides, 431 evidenciaram hipermetilagcdo, correspondendo a 44,25% do
conjunto total, enquanto 543 evidenciaram hipometilacdo, representando
55,75%. Constatou-se que 54% das regides diferencialmente metiladas
incidiram sobre regides intergénicas do genoma, ao passo que O restante
distribuiu-se entre regibes promotoras e de corpo génico, conforme mostrado na

Figura 3A. Cerca de 22% das DMRs estavam localizadas em ilhas CpG,
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enquanto 25% estiveram presentes nas margens dessas ilhas, conforme

mostrado na Figura 3B.

1% 204

b

= TSS = Promotores = Exons mintrons = Intergénica

- @

= CpGi = Shores = Others

Figura 3. Proporcao de DMRs entre G1 e G2 detectadas nas diferentes por¢cdes
do genoma. Sobreposi¢éo a regides intergénicas, de corpo génico (éxon e intron)
e regibes promotoras (A). Sobreposi¢éo a ilhas CpG (CpGi), margens e outras

(B).

As 974 DMRs prospectadas se sobrepuseram a 241 genes, 0S quais,
como ja mencionado, foram denominados de genes diferencialmente metilados
(DMGs), sendo que destes 108 apresentaram-se hipermetilados e 133
hipometilados no G2 (G2 x G1). Destes 241 DMGs, 39 foram correlacionados a
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DEGs com log2 (FC) maior ou igual a 0,5 entre as duas condi¢cdes experimentais
identificados por Ramirez-Zamudio et al. (2023).

Parte dos DMGs diferencialmente expressos apresentaram mais de uma
DMR (Tabela 2), perfazendo 79 DMRs para 39 DMGs/DEGs. Dos 39 genes
diferencialmente metilados e diferencialmente expressos, 33 (85%)
apresentaram um padréo de metilagéo que pode explicar o padrao de expresséo
(consistente/esperado) e apenas seis genes (15%), ANXA9, ENO3, FHL2,
GADL1, IL6R e TP63, apresentaram um padrao considerado inconsistente em

relacdo ao esperado.
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Tabela 2. Conjunto de genes diferencialmente metilados e diferencialmente expressos entre os grupos 1 e 2.

DMG/DEG Gene Part CpGi/shores MeDiff logFC.Rna Correlacéo

ACAA1 exons_3 Sim -25,670 -0,511 Positiva
ACAAl promoters_0 Sim -25,670 -0,511 Positiva
ACAA1 introns_2 Sim -25,670 -0,511 Positiva
ACAAl introns_3 Sim -25,670 -0,511 Positiva
ANXA9 introns_7 Nao 25,287 -0,918 Negativa
ANXA9 exons_9 Nao 25,287 -0,918 Negativa
ANXA9 introns_8 Nao 25,287 -0,918 Negativa
ANXA9 exons_8 Nao 25,287 -0,918 Negativa
ANXA9 introns_9 Nao 25,287 -0,918 Negativa
AQP1 introns_1 N&o -30,879 0,728 Negativa
AQP1 exons_1 Nao 26,541 0,728 Positiva
AQP1 TSSes 0 N&o 26,541 0,728 Positiva
AQP1 introns_1 N&o 26,541 0,728 Positiva
AQP1 promoters_0 N&o 26,541 0,728 Positiva
ATP2B2 introns_20 Sim 30,690 2,221 Positiva
CCDC146 exons_3 N&o -27,081 -0,685 Positiva
CCDC146  introns_3 N&o -27,081 -0,685 Positiva
CDK18 introns_2 N&o 36,149 0,576 Positiva
CDK18 promoters_0 N&o 36,149 0,576 Positiva
CDK18 introns_3 N&o 36,149 0,576 Positiva
CDK18 exons_2 Nao 36,149 0,576 Positiva
CDK18 exons_3 Nao 36,149 0,576 Positiva
CLSTN2 introns_8 N&o 25,210 1,093 Positiva
COL27A1 introns_37 Nao -34,545 0,550 Negativa
CsDC2 exons_3 Sim -25,559 1,036 Negativa
CsDC2 introns_3 Sim -25,559 1,036 Negativa
csDC2 introns_2 Sim -25,559 1,036 Negativa

CSFI1R

exons 8

Nao

-25,725

-1,810

Positiva




DMG/DEG Gene Part CpGi/shores MeDiff logFC.Rna Correlacéo
CSFi1R exons_9 N&o -25,725 -1,810 Positiva
CSFi1R introns_8 N&o -25,725 -1,810 Positiva
CSFi1R introns_9 N&o -25,725 -1,810 Positiva
CuUx2 introns_3 N&ao 25,526 1,249 Positiva
DAPP1 introns_4 Nao 26,740 -0,531 Negativa
DNMT3A introns_1 Nao -26,425 0,792 Negativa
ENO3 introns_9 Nao -39,722 0,839 Negativa
ENO3 exons_8 Nao -39,722 0,839 Negativa
ENO3 introns_10 Nao -39,722 0,839 Negativa
ENO3 exons_10 Nao -39,722 0,839 Negativa
ENO3 introns_8 Nao -39,722 0,839 Negativa
ENO3 exons_9 Nao -39,722 0,839 Negativa
FERMT3  promoters_0O Sim 37,626 -0,744 Negativa
FERMT3 introns_2 Sim 37,626 -0,744 Negativa
FHL2 promoters_0 N&ao -37,952 -0,526 Positiva
GADL1 introns_14 N&ao -33,765 3,082 Negativa
GNA12 introns_1 N&ao 25,339 0,840 Positiva
HECTD2 introns_1 Sim 29,870 0,514 Positiva
HERC1 introns_1 N&ao 25,726 0,634 Positiva
IL6R introns_9 N&ao 32,843 -2,065 Negativa
IL6R exons_10 N&o 32,843 -2,065 Negativa
LAPTM5 introns_1 N&o 27,587 -0,583 Negativa
NRG3 introns_1 N&o 25,066 -0,820 Negativa
PRKCA introns_2 N&o -25,462 0,558 Negativa
RALGPS1 introns_8 Néao -25,842 -0,719 Positiva
RBM47 introns_3 Sim 29,249 -0,504 Negativa
RBM47 exons_3 Sim 29,249 -0,504 Negativa
RBM47 introns_2 Sim 29,249 -0,504 Negativa
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DMG/DEG Gene Part CpGi/shores MeDiff logFC.Rna Correlacéo

RET introns_1 N&o -25,355 -1,746 Positiva
RFC2 exons_2 N&o -48,252 -0,520 Positiva
RFC2 introns_2 N&o -48,252 -0,520 Positiva
RFC2 introns_1 N&o -48,252 -0,520 Positiva
RUNX1 introns_2 N&ao -28,744 -0,885 Positiva
SART1 introns_12 Sim -26,154 -0,585 Positiva
SLC2A8 introns_9 N&ao -32,060 -1,383 Positiva
SLC2A8 exons_10 N&ao -32,060 -1,383 Positiva
SMAD3 introns_1 N&ao -27,604 1,013 Negativa
SORBS1 introns_7 Sim -31,747 -1,008 Positiva
SPI1 TSSes_0 Nao 28,741 -0,533 Negativa
SPI1 promoters_0 N&ao 28,741 -0,533 Negativa
SPI1 introns_1 N&ao 28,741 -0,533 Negativa
SPI1 exons_1 N&ao 28,741 -0,533 Negativa
SPI1 introns_1 N&ao 25,330 -0,533 Negativa
SPI1 promoters_0 N&ao 25,330 -0,533 Negativa
TNFRSF1B introns_1 N&ao -29,221 -0,633 Positiva
TP63 introns_3 N&ao 28,317 -0,592 Negativa
TRIM63 exons_2 N&ao 27,249 -1,028 Negativa
TRIM63 introns_2 N&ao 27,249 -1,028 Negativa
TRIM63 introns_1 N&o 27,249 -1,028 Negativa
UNC5B introns_1 N&o -36,815 0,524 Negativa
VWF introns_2 N&ao -25,429 -0,536 Positiva

DMG/DMG: genes diferencialmente metilados e expressos; Gene Part: parte génica em que ocorreu a metilacao; MettDiff:

magnitude da metilacéo diferencial; logFC.Rna: magnitude da expresséao diferencial.



Foram identificados 21 genes com correlagao positiva; dentre esses, nove
(AQP1, ATP2B2, CDK18, CLSTNZ2, CSF1R, CUX2, GNA12, HECTD2 e HERC1)
apresentaram simultaneamente metilacdo e regulacdo positiva. Doze genes
(ACAAL, CCDC146, FHL2, RALGPS1, RET, RFC2, RUNX1, SART1, SLC2AS8,
SORBS1, TNFRSF1B e VWF) exibiram hipometilagdo associada a regulagéo
negativa. Por outro lado, identificou-se 18 genes com correlacdo negativa.
Dentre esses, 10 (ANXA9, DAPP1, FERMT3, IL6R, LAPTM5, NRG3, RBM47,
SPI1, TP63 e TRIM63) foram identificados como genes hipermetilados com
regulacdo negativa, enquanto oito (COL27Al1l, CSDC2, DNMT3A, ENOS3,
GADL1, PRKCA, SMAD3 e UNC5B) foram caracterizados como genes

hipometilados com regulacéo positiva.

3.3. Anadlise de enriquecimento funcional dos DMGs diferencialmente
expressos

Na Tabela 3 séo apresentados os termos de Gene Ontology (GO)
relacionados aos Processos Biologicos (BP) enriquecidos (p < 0,05) na anélise
que envolveu os 39 DMGs diferencialmente expressos identificados entre os
animais dos grupos 1 e 2. Nas Tabelas 4, 5 e 6 encontram-se apresentadas as
vias metabdlicas (pathways) enriquecidas (p < 0,05) utilizando como referéncia
informacBes dos bancos de dados KEGG, Reactome e WikiPathways,

respectivamente
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Tabela 3. Processos biologicos enriquecidos (GO_BP) considerando os genes diferencialmente metilados e diferencialmente
expressos entre os grupos 1 e 2.

Identificacdo Descricédo N® de p-value Genes
genes

G0:0097191 extrinsic apoptotic signaling pathway 5 <0,001 IL6R, RET, SMAD3, TNFRSF1B, UNC5B

. " . <0,001 AQP1, CLSTN2, CUX2, IL6R, PRKCA, RET, RUNX1, SART1, SMAD3,
G0:0051094 positive regulation of developmental process 11 TNFRSF1B, TP63
GO:0048646 anatomical St;;‘g:g{]eo;%rr']“eifg’” involved in 10 <0001 AQp1, FHL2, HERC1, NRG3, PRKCA, RET, RUNX1, SMAD3, TP63, UNC5B
G0:0045785 positive regulation of cell adhesion 6 <0,001 IL6R, PRKCA, RET, RUNX1, SART1, SMAD3
G0:0044057 regulation of system process 7 <0,001 AQP1, ATP2B2, CUX2, PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0043502 regulation of muscle adaptation 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0043500 muscle adaptation 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0035239 tube morphogenesis 9 <0,001 AQP1, CSF1R, PRKCA, RET, RUNX1, SMAD3, SPI1, TP63, UNC5B
G0:0033993 response to lipid 9 <0,001 AQP1, DNMT3A, FHL2, PRKCA, RET, RUNX1, TNFRSF1B, TP63, TRIM63
G0:0030225 macrophage differentiation 3 <0,001 CSF1R, PRKCA, SPI1

) . . : <0,001 ANXA9, CLSTN2, FERMTS3, IL6R, PRKCA, RET, RUNX1, SART1, SMADS3,
G0:0022610 biological adhesion 11 SORBS1, VWF
G0:0014897 striated muscle hypertrophy 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0014896 muscle hypertrophy 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0014743 regulation of muscle hypertrophy 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0014741 negative regulation of muscle hypertrophy 3 <0,001 SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0010614 negative regulation of cardiac muscle hypertrophy 3 <0,001 SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
G0:0010611 regulation of cardiac muscle hypertrophy 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63

. . <0,001 ANXA9, CLSTN2, FERMT3, IL6R, PRKCA, RET, RUNX1, SART1, SMAD3,
G0:0007155 cell adhesion 11 SORBS1, VWF
G0:0003300 cardiac muscle hypertrophy 4 <0,001 PRKCA, SMAD3, TNFRSF1B, TRIM63
GO:0001775 cell activation 11 <0,001 ACAAL, FERMT3, GNA12, IL6R, PRKCA, RUNX1, SART1, SMAD3, SPI1,

TNFRSF1B, VWF




Tabela 4. Vias metabdlicas enriquecidas (KEGG

diferencialmente expressos entre os grupos 1 e 2.

Pathway) considerando os genes diferencialmente metilados e

Identificagéo Descrigéo N®de p-value Genes
genes
. CSF1R, GNA12, IL6R, PRKCA, RET, RUNX1,
hsa05200 Pathways in cancer 8 0,001 SMAD3, SPI1
hsa05221 Acute myeloid leukemia 3 0,002 CSF1R, RUNX1, SPI1
hsa04066 HIF-1 signaling pathway 3 0,006 ENOS, IL6R, PRKCA
hsa04659 Th17 cell differentiation 3 0,007 IL6R, RUNX1, SMAD3
hsa04380 Osteoclast differentiation 3 0,012 CSF1R, FHL2, SPI1
hsa04730 Long-term depression 2 0,021 GNA12, PRKCA
hsa04520 Adherens junction 2 0,029 SMADS3, SORBS1
hsa03320 PPAR signaling pathway 2 0,031 ACAA1, SORBS1
hsa05202 Transc”p“oncaa'nrgésrreg“'a“on in 3 0,032  CSFLR, RUNXL, SPIL
hsa05220 Chronic myeloid leukemia 2 0,033 RUNX1, SMAD3
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Tabela 5. Vias metabdlicas enriquecidas (Reactome Pathway) considerando os genes diferencialmente metilados e

diferencialmente expressos entre os grupos 1 e 2.

Identificacdo Descricéo N° de genes p-value Genes
R-HSA-1250196 SHC1 events in ERBB2 signaling 2 0,002 NRGS3, PRKCA
R-HSA-5684996 MAPK1/MAPKS3 signaling 4 0,005 IL6R, NRG3, RET, VWF
R-HSA-8853659 RET signaling 2 0,006 PRKCA, RET
R-HSA-76002 Platelet activation, signaling and aggregation 4 0,006 FERMTS3, GNA12, PRKCA, VWF
R-HSA-76005 Response to elevated platelet cytosolic Ca2+ 3 0,006 FERMTS3, PRKCA, VWF
R-HSA-1227986 Signaling by ERBB2 2 0,009 NRGS3, PRKCA
R-HSA-5683057 MAPK family signaling cascades 4 0,009 IL6R, NRG3, RET, VWF
R-HSA-8952158 RUNX3 regulates BCL2L11 (BIM) transcription 1 0,014 SMAD3
R-HSA-8935964 RUNX1 regulates expression of components of tight junctions 1 0,014 RUNX1
R-HSA-8939247 RUNX1 regulates transcription of genes involved in interleukin signaling 1 0,014 RUNX1
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Tabela 6. Vias metabdlicas enriquecidas (WikiPathways) considerando os genes diferencialmente metilados e diferencialmente
expressos entre os grupos 1 e 2.

Identificacdo

Descricao

N° de genes p-value

Genes

WP4540
WP3850
WpP2848
WP3646
WP4747
WP2018
WP2849
WP3945
WP2324
WP3942

Pathways Regulating Hippo Signaling
Factors and pathways affecting insulin-like growth factor (IGF1)-Akt signaling
Differentiation Pathway
Hepatitis C and Hepatocellular Carcinoma
Netrin-UNC5B signaling Pathway
RANKL/RANK (Receptor activator of NFKB (ligand)) Signaling Pathway

Hematopoietic Stem Cell Differentiation

TYROBP Causal Network
AGE/RAGE pathway

PPAR signaling pathway

3

N NDNDNDNDNMNDNDDNMNDNNDN

0,005
0,006
0,013
0,014
0,015
0,017
0,022
0,022
0,024
0,025

CSF1R, PRKCA, SMAD3
SMADS, TRIM63
CSF1R, IL6R

IL6R, SMAD3

PRKCA, UNC5B

FHL2, SPI1

RUNX1, SPI1

RBM47, TNFRSF1B
PRKCA, SMAD3
ACAAl, SORBS1
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4. DISCUSSAO

Embora aparentemente sutil, a diferenca observada no padréao global de
metilac&o entre 0s bezerros dos grupos G1 e G2 indica que a suplementacéo ao
longo da fase de cria teve o efeito de metilar de forma mais acentuada o genoma.
N&o existem na literatura pesquisas semelhantes ou resultados disponiveis que
permitam corroborar ou contradizer os achados aqui encontrados. Entretanto,
sdo, até o momento, conhecidas trés maneiras pelas quais a nutricdo pode
influenciar os padrdoes de metilagdo do DNA, entre as quais, pelo fornecimento
de substratos necessario para a metilacdo adequada do DNA; e pela provisao
de cofatores que modulam a atividade enzimatica das DNA metil transferases
(DNMT). Como metil-doador universal para proteinas metiltransferase, a S-
denosilmetionina (SAM) € sintetizada no ciclo da metionina a partir de varios
precursores presentes na dieta (MCKAY & MATHERS, 2011; FEIL & FRAGA,
2012). Todos estes precursores entram em pontos diferentes na via da metionina
e contribuem para a sintese liquida do SAM. Assim, a disponibilidade reduzida
de SAM resulta na hipometilacdo global do DNA, e vice-versa (ZHANG, 2015).
E bem conhecido que as DNMTs exigem o SAM como um co-fator para sua
ativacao total. Doadores de metila da dieta podem contribuir para modular a
atividade das DNMTs alterando a concentracao intracelular de SAM. Além de
uma regulacdo indireta dos padroes de metilacdo do DNA por meio da
modulacdo de SAM, varios outros compostos da dieta podem também influenciar
diretamente a expressao ou atividade das DNMTs (MUKHERJEE et al., 2015).

Pesquisa conduzida por Del Corvo et al. (2021), demonstrou um aumento
de metilagéo de aproximadamente 0,54% em CpG, 0,06% em CHG e 0,02% em
CHH em bovinos da raca Nelore recuperados (momento 2) apdés serem
submetidos a um periodo de estresse térmico (momento 1). Embora esses
aumentos ndo tenham atingido significAncia em escala genémica podem
ocasionar padrdes distintos de expressdao génica e, consequentemente,
fendtipos divergentes (RIBEIRO, 1997; MILLER & GRANT, 2012). Assim, torna-
se imperativo investigar genes que apresentam metilacdo diferencial em grupos
de animais contrastantes para um determinado fenétipo de interesse ou que
foram submetidos a diferentes tratamentos experimentais e as vias metabdlicas
por eles influenciadas. De Souza et al. (2022) analisaram o metiloma bovino no

intuito, bem-sucedido, de identificar mecanismos epigenéticos subjacentes a
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textura da carne em Bos indicus da raca Nelore, bem como genes com metilacao
diferencial em grupos contrastantes para a maciez da carne.

Os resultados obtidos a partir do experimento de campo: maiores peso a
desmama (PD), cobertura de gordura na carcaca (EGS) e marmoreio (IMF e IM)
nos animais do grupo 2; sugerem que a suplementacéo na fase de cria modificou
o padrédo de metilacdo, a expressdo de genes, processos bioldgicos e vias
metabolicas relacionados ao crescimento e desenvolvimento muscular e ao
metabolismo de lipideos (adipogénese, lipogénese e lipolise). Considerando que
a dieta suplementar foi capaz de modificar o padrédo de metilacdo do DNA, a
expressdo dos genes e, consequentemente, os fendtipos dos individuos
relacionados ao crescimento muscular e a disposicdo de gordura, e
considerando ainda, a estreita relacdo que existe entre o tecido adiposo
(adipdcitos) e o sistema imune, destacou-se na presente pesquisa determinados
processos biolégicos nos quais estes genes participam.

Dentre os processos biolégicos de destaque, encontram-se: negative
regulation of muscle hypertrophy (GO:0014741), regulation of muscle
hypertrophy (GO:0014743), muscle hypertrophy (GO:0014896), striated muscle
hypertrophy (G0O:0014897), macrophage differentiation (GO:0030225), response
to lipid (G0O:0033993), muscle adaptation (GO:0043500) e regulation of muscle
adaptation (G0O:0043502). Os processos vinculados ao desenvolvimento
muscular englobam: Negative regulation of muscle hypertrophy, regulation of
muscle hypertrophy, muscle hypertrophy, striated muscle hypertrophy, muscle
adaptation e regulation of muscle adaptation. Estes processos desempenham
papéis relacionados a resposta do musculo a estimulos diversos, contribuindo
de maneira significativa para o crescimento e adaptacgdes funcionais do tecido
muscular. Em adicdo, o processo: response to lipid abrange os mecanismos
ligados ao metabolismo de lipidios. Quanto aos processos relacionados a
imunidade, destaca-se: macrophage differentiation. Os macrofagos séo
integrantes fundamentais do sistema imunolégico, desempenham papéis
essenciais na regulacdo da resposta imunoldgica.

Ainda neste contexto, foram destacadas para discusséo vias metabdlicas
(pathways) que desempenham papéis cruciais na determinacdo desses
fendtipos, tais como: PPAR signaling pathway (bta03320), Thl7 cell
differentiation (hsa04659), MAPK1/MAPK3 signaling (R-HSA-5684996), MAPK
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family signaling cascades (R-HSA-5683057), RUNX1 regulates transcription of
genes involved in interleukin signaling (R-HSA-8939247) e Factors and pathways
affecting insulin-like growth factor (IGF1)-Akt signaling (WP3850).

4.1. Vias metabdlicas chaves relacionadas ao desenvolvimento
muscular, desenvolvimento do tecido adiposo e sistema imune

A via de sinalizacdo do PPAR (PPAR signaling pathway) constitui-se em
uma sequéncia de eventos que engloba os receptores nucleares PPAR
(Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomas), 0s quais atuam como
fatores de transcricdo essenciais na regulacdo do metabolismo lipidico e de
glicidios (GROSS et al., 2017). Estes receptores desempenham um papel crucial
na modulacdo da expressao génica relacionada ao metabolismo lipidico e a
homeostase energética, respondendo a estimulos ambientais (LAMICHANE et
al., 2018; ATTIANESE & DESVERGNE, 2015). No contexto da adipogénese, 0
processo de formacédo de adipdcitos a partir de células precursoras, as células-
tronco mesenquimais se diferenciam em precursores de adipécitos, conhecidos
como pré-adipdcitos. A ativacdo subsequente pelos receptores PPAR é
fundamental para a progresséo desses preadipocitos para adipdcitos maduros.
E relevante notar que variantes especificas da familia do PPAR, como o PPAR-
Y, Sdo expressas em niveis elevados nas células adiposas maduras e
desempenham o papel de reguladores criticos na diferenciacdo adipocitaria
(QUEIROZ et al., 2009; WU et al., 1999). Em estudos com bovinos, bem como
em humanos, a adicdo de 4cidos graxos de cadeia longa na dieta ja foi associada
a uma maior expressao de genes relacionados ao PPAR (BIONAZ et al., 2012;
SAMPATH & NTAMBI, 2004). Essas evidéncias realgcam a importancia da via de
sinalizacdo do PPAR na regulacédo da diferenciacdo adipocitaria e a influéncia
potencial dos acidos graxos na expressdo genética associada a essa via em
diferentes contextos de dietas.

A via de diferenciacéo das células T auxiliares 17 (Th17 cell differentiation)
exerce um papel regulador nos eventos que culminam no desenvolvimento de
uma subpopulacéo especifica de células imunoldgicas conhecidas como CD4+
(Cluster of Differentiation 4+). Esse processo tem inicio com a ativacado das
células T CD4+, desencadeada pelo receptor de células T (TCR), sob a influéncia

de citocinas como a Interleucina-6 (IL-6) e o fator de Crescimento
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Transformador-beta (TGF-B) (HARRINGTON et al., 2005; PARK et al., 2005).
Além disso, a ativacao dessa via € mediada por proteinas como a STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3), a RUNX1 (Runt-related
Transcription Factor 1) e diferentes tipos de interleucinas (MCGEACHY & CUA.,
2008). Essa sequéncia de eventos de diferenciacdo conduz a especializacdo das
células T auxiliares 17. Uma vez diferenciadas, essas células desempenham um
papel determinante nas respostas imunoldgicas, secretando citocinas pro-
inflamatérias. Em bovinos, as atividades das células T auxiliares estédo
intrinsecamente ligadas as respostas imunologicas relacionadas a doencas
causadas por patégenos (GOMEZ et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2007).

A via de sinalizagdo MAPK1/MAPKS signaling e a MAPK family signaling
cascades permeiam uma via comum, estando ambas relacionadas a atividade
das proteinas MAPKs. Estas Ultimas desempenham um papel crucial na
regulacdo do crescimento celular e em diversos processos biologicos. Essa
cascata de sinalizagcdo é ativada em resposta a estimulos extracelulares, como
fatores de crescimento, hormonios e estresse celular (CARVALHEIRA et al.,
2002; KATZ et al., 2007). Nos mamiferos, incluindo os seres humanos, a via de
sinalizacdo MAPK1/MAPK3 é fundamental para o controle do ciclo, proliferacéo
e diferenciagdo celular (JOHNSON & VAILLANCOURT, 1994). A agéo das
MAPK ja foi associada a proliferacdo de células musculares em bovinos
(KELLEHER et al., 1995).

A interacdo entre a via RUNX1 regulates transcription of genes involved
in interleukin signaling representa um ponto fundamental na regulagéo molecular
das respostas imunolégicas (SEO & TANIUCHI, 2020). Quando um estimulo
ambiental ou patogénico desencadeia uma resposta imunoldgica, pode
ocasionar a ativacéo da via associada ao gene RUNX1, que inicia uma cascata
de eventos moleculares (MILNER et al., 2017). Esse gene, especificamente,
desempenha papel na regulacdo da expressdo de genes que codificam
interleucinas, as quais sédo proteinas sinalizadoras secretadas por células do
sistema imunoldgico (ZHANG et al., 2008). As interleucinas, por sua vez, atuam
como mensageiros quimicos, transmitindo informacdes entre as células do
sistema imunologico (CECCON, 2003). Vale ressaltar que as interleucinas
podem exercer sua acdo de forma autocrina, influenciando a célula que as

secretou, ou de maneira paracrina, afetando células vizinhas. Em carpas
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(Ctenopharyngodon idella), foi observado que essa via estd associada a
respostas por estimulos imunoldgicos (YAO et al., 2004). Assim, a interligacdo
entre a via regulatoria do gene RUNX1 e a sinalizagdo de interleucinas pode
representar respostas imunologicas mais eficazes.

A via de sinalizacdo associada ao fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF1)-Akt (Factors and pathways affecting insulin-like growth factor
(IGF1)-Akt signaling) desempenha papel na regulacdo do crescimento do
musculo esquelético, influenciando a sintese e degradacao muscular (YOSHIDA
& DELAFONTAINE, 2020). Na fase de sintese muscular, a quinase Akt
desempenha funcdo estimulante ao ativar a mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), uma proteina central na regulagdo do crescimento e proliferagdo
celular (SCHIAFFINO & MAMMUCARI, 2011). A ativagdo da mTOR pela Akt
estimula a sintese proteica, contribuindo para o aumento do tamanho e da massa
muscular (JIA et al., 2014). Além disso, a Akt inibe GSK3B (glicogénio sintase
quinase 3 beta), favorecendo a promo¢ao muscular, uma vez que esta proteina,
quando ativa, pode inibir a sintese proteica (CROSS et al, 1994; CROSS et al,
1995). No que se refere a degradacdo muscular, a Akt exerce uma funcao
inibitoria sobre os fatores FoxO (fatores de transcricdo da familia Forkhead box
O). Esses fatores desempenham um papel na regulacéo de genes relacionados
a atrofia do muasculo, e a inibicédo pela Akt impede a quebra excessiva do tecido
muscular (SARTORI et al., 2021). Em estudos com bovinos, a via demonstrou
interferéncia na proliferacdo de mioblastos, células precursoras das fibras
musculares (SONG et al., 2019).

4.2. DMGs diferencialmente expressos relacionados as vias
destacadas

Por meio da andlise de enriquecimento funcional dos DMGs
diferencialmente expressos considerando o contraste G1 x G2 na fase de
desmama, um conjunto de genes de particular relevancia foi evidenciado. Esses
genes incluem ACAA1L, ENO3, IL6R, NRG3, RUNX1, SMAD3, SORBS1, TRIM63
e SLC2AS8 e participam, com excecédo do ultimo, dos processos bioldgicos e vias
metabdlicas destacadas anteriormente. Supfe-se que, pelo menos em parte, as
alteragcbes nos fenotipos observados neste estudo possam resultar de

modificacdes nos padrbes de metilacdo do DNA, as quais foram, possivelmente,
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influenciadas pela dieta. Considerando essa perspectiva, serdo discutidos os
resultados de metilacdo e expressao encontradas para estes genes, bem como
sera explorada a funcdo destes na regulacdo do metabolismo dos animais.

O gene ACAAL1 (Acetil-CoA Aciltransferase 1) desempenha papel crucial
na sintese e regulacdo de enzimas envolvidas na beta-oxidacdo de acidos
graxos de cadeia longa (WANSDERS et al., 2001). Observou-se que esse gene,
que atua na via PPAR signaling pathway, estava hipometilado e regulado
negativamente em animais submetidos a suplementacéo dietética. A atividade
dos genes relacionados a familia ACAAL regula a quebra de acidos graxos,
gerando Acetil-CoA para o ciclo de Krebs, impulsionando, assim, a subsequente
produgédo de ATP (ZHA et al.,, 2005). Em um estudo envolvendo ovelhas, a
auséncia de expressao do gene ACAAL1 resultou no aumento do teor de lipideos
e estimulou a adipogénese (WANG et al., 2021). Em galinhas, a inibicdo da
expressdo de ACAAL em pré-adipdcitos intramusculares promoveu a deposicéo
de gordura intramuscular (LI et al., 2019). Em porcos, a expressao positiva desse
gene foi associada a reducao de gordura intramuscular no musculo Longissimus
dorsi (YAO, 2020). Esses dados sao consistentes com os resultados observados
para a regulacdo do gene nos animais G2, visto a maior deposicdo de gordura
subcutanea e indice de marmoreio nestes individuos.

A enzima enolase 3, codificada pelo gene ENO3, desempenha papel vital
na via (glicolitica, catalisando a conversdo do 2-fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato (PESHAVARIA & DAY, 1991). Neste sentido, atua nos
processos metabdlicos relacionados ao glicogénio e ao colesterol, exercendo
influéncia significativa nas suas regulacdes (CUI et al., 2021). Sua expressao &
notavelmente destacada no musculo esquelético e no figado (FEO et al., 1995).
Observou-se na presente pesquisa que o gene da via metabdlica HIF-1 signaling
pathway esté hipometilado, apresentando regulagéo positiva nos animais do G2.
A deficiéncia de ENO3, conforme evidenciado por Tarnopolsky (2018), esta
associada a miopatias metabdlicas. Além disso, a enolase 3 desempenha papel
na aceleracdo do acumulo de ésteres de colesterol hepético, atuando como
mediador na sintese desses ésteres (JIA & ZHAI, 2019). Em bovinos jovens,
Guillemin et al. (2011) identificaram o gene ENO3 como um possivel marcador
genético glicolitico. Acredita-se que a suplementacao dietética com elevadas

guantidades de carboidratos (amido) durante o periodo de cria dos bezerros

66



estimulou o metabolismo glicolitico no musculo esquelético, o que alinha-se com
a regulacao genética encontrada para o gene ENOS3.

O receptor alfa da interleucina-6 (IL6R) desempenha papel fundamental
na regulacao de respostas celulares. Observou-se que o IL6R esté hipermetilado
e regulado negativamente nos animais G2, participando das vias metabdlicas,
incluindo HIF-1 signaling pathway, MAPK1/MAPK3 signaling e MAPK family
signaling cascades. A atuagcao do IL6R resulta na formacédo de um complexo
enzimatico (FA'AK et al., 2002) que desencadeia uma série de eventos
intracelulares que abrangem desde a estimulacao da proliferacéo celular até a
promocdo da diferenciacdo celular em células imunoldgicas, resultando na
inducdo de processos inflamatoérios (HIRANO et al., 1986). Em um estudo com
células da glandula mamaria de bovinos, a maior expressao do gene IL6R foi
associada ao desenvolvimento de mastite clinica (ZHANG et al., 2018). Os
resultados obtidos da expresséo do gene IL6R séo consistentes com a ideia de
gue uma melhor nutricdo pode levar a uma melhor eficiéncia do sistema imune
(GERSHWIN, 2012). Esses achados sugerem uma possivel ligacdo entre a
regulacdo epigenética do IL6R e uma melhor imunidade, destacando a
importancia da nutricdo na modulacdo da imunocompeténcia em animais.

A Neuregulina-3 (NRG3) é um gene que codifica peptideos ligantes para
receptores transmembranares de tirosina. Este gene foi identificado como
hipermetilado e regulado negativamente nos animais do G2, participando das
vias MAPK1/MAPKS3 signaling e MAPK family signaling cascades. O papel do
gene relaciona-se ao controle do crescimento e diferenciagdo celular,
impactando diversos tipos celulares (ZHANG et al., 1997). Estudos recentes
conduzidos por Zhou et al. (2020) identificaram uma correlagéo entre variantes
do gene NRG3 e o indice de massa corporal (IMC) em humanos, sugerindo sua
possivel influéncia em processos bioldgicos relacionados ao peso corporal,
ampliando sua relevancia para além dos cenarios associados ao
desenvolvimento celular. A familia das NRG (Neuregulinas) é conhecida por
interagir na formacdo de complexos proteicos com a familia de proteinas ErbB
(receptores tirosina quinases), desempenhando papel fundamental no controle
do crescimento (REMOM et al., 2014; YARDEN & SLIWKOWSKI, 2001). Embora
a regulacdo negativa observada para o NRG3 possa parecer contraria aos

resultados de estudos anteriores, especialmente diante do maior ganho de peso
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dos animais G2, vale ressaltar que as pesquisas relacionadas ao gene sao
escassas, e 0s mecanismos envolvidos em seu papel no crescimento ainda néo
sao totalmente compreendidos. Essa lacuna no entendimento destaca a
necessidade de investigagbes mais aprofundadas para esclarecer os
mecanismos associados ao gene NRG3.

O gene RUNX1, também conhecido como CBFa2 (Core Binding Factor
Alpha 2), codifica para um fator de transcri¢ao crucial no desenvolvimento normal
das células sanguineas. Assim, desempenha um papel central na regulacéo da
expressdo de genes envolvidos na maturacdo e diferenciacdo das células do
sangue (OSORIO et al., 2008). Observou-se para este gene, que integra as vias
Th17 cell differentiation e RUNX1 regulates transcription of genes involved in
interleukin signaling, hipometilacéo e regulacdo negativa no G2. Sua importancia
€ evidente na sinalizacdo da hematopoiese, processo fundamental para a
formacdo das células sanguineas a partir de células-tronco hematopoiéticas
(JAIN et al., 2018). Estudos indicaram participacdo do gene RUNX1 durante a
diferenciacdo de células sanguineas relacionada a respostas lipidicas e
imunologicas (JAIN et al., 2018; BELLISSIMO et al., 2020). Alguns estudos
indicaram a influéncia do RUNX1 na imunidade inata de células (VOON et al.,
2015). Em células do epitélio alveolar humano, o knockdown do RUNX1 resultou
significativamente na inibi¢cdo da infeccéo pelo virus influenza (HU et al., 2022).
A principio este achado seria coerente com o0s resultados encontrados e as
hipéteses levantadas no presente estudo, nos quais animais suplementados e
com maior nimero de adipdcitos intramuscular (G2), desfrutariam de um sistema
imune fortalecido.

O gene SMAD3 desempenha papel critico na regulacdo das respostas
celulares ao fator de crescimento transformador beta (TGF-B). Este gene
especifico foi identificado como hipometilado e regulado positivamente,
participando da via Factors and pathways affecting insulin-like growth factor
(IGF1)-Akt signaling. Em estudo de Liu e Derynck (2001), evidenciou-se que o
SMAD3 atua a jusante dos fatores de crescimento, influenciando diretamente a
diferenciacao de mioblastos. Em bovinos, polimorfismos do gene SMAD3 foram
associados a variacdes no peso corporal (SHI et al., 2016). Considerando o0s
resultados obtidos no presente estudo, € plausivel inferir que a hipometilacdo e
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a expressao aumentada do gene SMAD3 é condizente com os valores de peso
a desmama superiores observados nos animais do G2.

O SORBS1 (Sorbin And SH3 Domain Containing 1) pertence a familia dos
genes SORBS e codifica uma proteina com papéis na sinalizacdo e na
estimulacao da insulina (CHANG et al., 2016; CHANG et al., 2018; GERMAIN et
al., 2015). Neste estudo, observou-se que o gene integrante da via PPAR
signaling pathway estava, ao desmame, hipometilado e regulado negativamente
nos animais do grupo G2. O SORBS1 atua bloqueando a estimulag&o da insulina
no transporte de glicose em alguns tipos de adipécitos (BAUMANN et al., 2000).
Em estudos anteriores, a maior expressdo de SORBS1 foi associado
positivamente a maiores teores de gordura intramuscular em bovinos (SASAKI
et al., 2005) e a maiores teores de gordura no leite bovino (YANG et al., 2021).
No entanto, os resultados deste estudo mostraram uma observacao divergente,
pois os bezerros que receberam suplementacdo, nos quais houve regulacdo
negativa do gene SORBS1, apresentaram teores mais elevados de gordura
intramuscular e subcutanea. Essa diferenca indica que a suplementacao pode
modular a expressdo ou a funcdo do gene de maneira distinta, fazendo-se
necessarias mais pesquisas para compreender melhor as interacdes complexas
entre o gene SORBS1 e o metabolismo lipidico, especialmente em resposta a
suplementacao dietética.

O gene TRIM63, conhecido também como MURF1 (Muscle RING Finger-
1), atua no desenvolvimento e na regulacdo do tecido muscular, sendo
particularmente relevante para a homeostase do mdusculo, influenciando o
tamanho e a manutencdo da massa muscular (CENTNER et al., 2001). Este
gene foi identificado como hipermetilado e regulado negativamente, e integrando
a via Factors and pathways affecting insulin-like growth factor (IGF1)-Akt
signaling. Em termos moleculares, o TRIM63 codifica uma proteina que faz parte
da familia de proteinas com funcéo principal ubiquitina-ligase. Sua atividade
como ubiquitina-ligase esta associada a marcacao de proteinas especificas para
degradacdo pelo proteossoma, um complexo celular responsavel pela quebra de
proteinas indesejadas ou danificadas (DAI & LIEW 2001). No contexto muscular,
o TRIM63 desempenha um papel central na regulacdo do processo de
ubiquitinacao de proteinas contrateis, o que pode levar a degradacao seletiva de

componentes musculares durante condicdes como atrofia muscular (NCBI,
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2012). Em camundongos foi relacionado como participante na atrofia do musculo
esquelético (BODINE et al., 2001). Portanto, considerando esses fatores e a
regulacéo negativa identificada para o gene TRIM63 nos animais do grupo G2,
sugere-se que a supressao da expressdo deste gene esteja associada a um
aumento da massa muscular dos animais refletidas nos fenétipos observados
para o G2.

O gene SLC2A8, também conhecido como GLUTX1, codifica o
transportador de glicose tipo 8 e esta envolvido no transporte de glicose através
das membranas celulares. Observou-se que este gene apresentou-se
hipometilado e regulado negativamente nos individuos do grupo 2. Embora nao
tenha sido associado a nenhuma via destacada anteriormente, sua importancia
sera discutida, considerando sua relacdo com o0 metabolismo da glicose
(IBBERSON et al.,, 2000). A literatura cientifica destaca a significativa
importancia do SLC2A8 na regulacdo dos niveis de glicose no sangue e seu
papel fundamental nos processos metabdlicos relacionados (MUECKLER,
1994), impactando o equilibrio energético e a resposta ao estresse metabdlico.
Estudos em embrides bovinos indicaram que o gene desempenha um papel
determinante na homeostase glicémica, facilitando o transporte da glicose
materna para o embrido (AUGUSTIN et al., 2001). O knockdown do gene foi
associado a um aumento na captacdo de frutose pelos enterécitos in vitro
(DEBOSCH et al.,, 2012). Considerando a regulacdo negativa do SLC2AS8
encontrada no presente estudo, sugere-se que o gene pode ter uma plasticidade
na influéncia na expressao génica relacionada ao metabolismo energético ligado
a acucares, visto que no experimento o maior ganho de peso observado nos

bovinos foi também pela maior oferta de amido.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa fortaleceram a hipdtese de que a
implementacdo da suplementacdo na fase de cria via creep-feeding induz a
alteracdes nos niveis de metilagdo do DNA e de expressao génica, tendo por
consequéncia modificagbes na regulagdo de processos biologicos e vias
metabolicas relacionadas ao crescimento, a deposicdo de gordura
(adipogénese, lipogénese e lipolise), e ao sistema imune em bovinos de corte.

Identificou-se regulacdes epigenéticas em genes que desempenham papéis
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cruciais relacionados a imunidade, crescimento e desenvolvimento muscular,
sinalizacdo PPAR, adipogénese, resposta a insulina, e metabolismo de lipidios.
Essas alteracBes biologicas resultaram potencialmente nos fendtipos
observados nos animais suplementados, tanto para desempenho até a
desmama (peso e ganho de peso), quanto para caracteristicas relacionadas a

qualidade da carcaca e da carne (teor de gordura intramuscular).

71



6. REFERENCIAS

AHIMA R. S.; FLIER, J. S. Adipose tissue as an endocrine organ. Trends
Endocrinol Metab, v. 11, p. 327-332, 2000.

AKALIN, A.; KORMAKSSON, M.; LI, S.; GARRETT-BAKELMAN, F. E,;
FIGUEROA, M. E.; MELNICK, A.; MASON, C. E. methylKit: a comprehensive R
package for the analysis of genome-wide DNA methylation profiles. Genome
biology, v. 13, n. 10, p. 1-9, 2012.

ANDREWS, S. FastQC: a quality control analysis tool for high throughput
sequencing data. 2019.

ASSOCIAQAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS EXPORTADORAS DE
CARNEs - ABIEC. Beef Report 2023. Disponivel em:
https://www.abiec.com.br/publicacoes/beefreport-2023-capitulo-02/. Acesso em:
20 de maio. 2023.

ATTIANESE, G. M. G.; DESVERGNE, B. Integrative and Systemic Approaches
for Evaluating PPARB/® (PPARD) Function. Nuclear Receptor Signaling, v. 13,
n. 1, p. nrs.13001, 2015.

AUGUSTIN, R.; POCAR, P.; NAVARRETE-SANTOS, A.; WRENZYCKI, C,
GANDOLFI, F.; NIEMANN, H.; FISCHER, B. Glucose transporter expression is
developmentally regulated in in vitro derived bovine preimplantation embryos.
Molecular Reproduction and Development: Incorporating Gamete Research, v.
60, n. 3, p. 370-376, 2001.

BALDASSINI, W. A.; FERREIRA, M. S.; SANTIAGO, B. M.; CHARDULDO, L. A.
L.; CURI, R. A.; LANNA, D. P.; NETO, O. R. M. Intake, performance, meat quality
and fatty acid profile of Nellore bulls finished in feedlot with diets containing dry
corn gluten feed. Livestock Science, v. 253, p. 104715, 2021.

BAUMANN, C. A.; RIBON, V.; KANZAKI, M.; THURMOND, D. C.; MORA, S,
SHIGEMATSU, S.; SALTIEL, A. R. CAP defines a second signalling pathway
required for insulin-stimulated glucose transport. Nature, v. 407, n. 6801, p. 202-
207, 2000.

BELLISSIMO, D. C.; CHEN, C. H.; ZHU, Q.; BAGGA, S.; LEE, C. T.; HE, B
SPECK, N. A. Runxl negatively regulates inflammatory cytokine production by
neutrophils in response to Toll-like receptor signaling. Blood advances, v. 4, n.
6, p. 1145-1158, 2020.

BIONAZ, M.; THERING, B. J.; LOOR, J. J. Fine metabolic regulation in ruminants
via nutrient—gene interactions: saturated long-chain fatty acids increase
expression of genes involved in lipid metabolism and immune response partly
through PPAR-a activation. British Journal of Nutrition, v. 107, n. 2, p. 179-
191, 2012.

BLECHA, F; BOYLES, S. L.; RILEY, J. G. Shipping suppresses lymphocyte
blastogenic responses in Angus and Brahmanx Angus feeder calves. Journal of
animal science, v. 59, n. 3, p. 576-583, 1984.

BODINE, S. C.; STITT, T. N.; GONZALEZ, M.; KLINE, W. O.; STOVER, G. L,;
BAUERLEIN, R.; YANCOPOULOS, G. D. Akt/mTOR pathway is a crucial

72



regulator of skeletal muscle hypertrophy and can prevent muscle atrophy in vivo.
Nature cell biology, v. 3, n. 11, p. 1014-1019, 2001.

CARROLL, J. A.; FORSBERG, N. E. Influence of stress and nutrition on cattle
immunity. Veterinary Clinics of North America: Food Animal Practice, v. 23,
n. 1, p. 105-149, 2007.

CARVALHEIRA, J. B.; ZECCHIN, H. G.; SAAD, M. J. Vias de sinalizacdo da
insulina. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 46, p. 419-
425, 2002.

CECCON, M. E. J. R. Interleucinas na encefalopatia hipoxico-isquémica. Jornal
de Pediatria, v. 79, p. 280-281, 2003.

CENTNER, T.; YANO, J.; KIMURA, E.; MCELHINNY, A. S.; PELIN, K.; WITT, C.
C.; LABEIT, S. Identification of muscle specific ring finger proteins as potential
regulators of the titin kinase domain. Journal of molecular biology, v. 306, n.
4, p. 717-726, 2001.

CHANG, T. J.; WANG, W. C.; HSIUNG, C. A.; HE, C. T.; LIN, M. W.; SHEU, W.
H. H. S. Study Group. Genetic variation in the human SORBS1 gene is
associated with blood pressure regulation and age at onset of hypertension: a
SAPPHIRe Cohort Study. Medicine, v. 95, n. 10, p. 2970, 2016.

CHANG, T.J.; WANG, W.C.; HSIUNG, C. A.; HE, C.T.; LIN, M\W.; WAYNE H. S;
CHANG, Y.C.; QUERTERMOUS, T.; YII-DER I. C.; ROTTER, J. |.; CHUANG,
L.M. Genetic variation of SORBS1 gene is associated with glucose homeostasis
and age at onset of diabetes: A SAPPHIRe Cohort Study. Scientific Reports, v.
8,n.1, 12, 2018.

CROSS, D. A,; ALESSI, D. R.; COHEN, P.; ANDJELKOVICH, M.; HEMMINGS,
B. A. Inhibition of glycogen synthase kinase-3 by insulin mediated by protein
kinase B. Nature, v. 378, n. 6559, p. 785-789, 1995.

CROSS, D. A.; ALESSI, D. R.; VANDENHEEDE, J. R.; MCDOWELL, H. E;
HUNDAL, H. S.; COHEN, P. The inhibition of glycogen synthase kinase-3 by
insulin or insulin-like growth factor 1 in the rat skeletal muscle cell line L6 is
blocked by wortmannin, but not by rapamycin: evidence that wortmannin blocks
activation of the mitogen-activated protein kinase pathway in L6 cells between
Ras and Raf. Biochemical Journal, v. 303, n. 1, p. 21-26, 1994.

CUI, H.; GUO, D.; ZHANG, X.; ZHU, Y.; WANG, Z.; JIN, Y.; ZHANG, S. ENO3
inhibits growth and metastasis of hepatocellular carcinoma via Wnt/B-catenin
signaling pathway. Frontiers in Cell and Developmental Biology, v. 9, p.
797102, 2021.

DAI, K.; LIEW, C. A novel human striated muscle RING zinc finger protein,
SMRZ, interacts with SMT3b via its RING domain. Journal of Biological
Chemistry, v. 276, n. 26, p. 23992-23999, 2001.

DANTAS, C. C. O.; DE MATTOS NEGRAO, F.; GERON, L. J. V.; MEXIA, A. A.
O uso da técnica do Creep-feeding na suplementacdo de bezerros. PUBVET, v.
4, p. 899-904, 2010.

DAY, JEREMY J.; KENNEDY, ANDREW J.; SWEATT, J. DAVID. DNA

73



methylation and its implications and accessibility for neuropsychiatric
therapeutics. Annual review of pharmacology and toxicology, v. 55, p. 591-
611, 2015.

DEBOSCH; B. J.; CHI, M.; MOLEY, K. H. Glucose transporter 8 (GLUTS8)
regulates enterocyte fructose transport and global mammalian fructose
utilization. Endocrinology, v. 153, n. 9, p. 4181-4191, 2012.

DEL CORVO, M.; LAZZARI, B.; CAPRA, E.; ZAVAREZ, L.; MILANESI, M;
UTSUNOMIYA, Y. T.; AJMONE-MARSAN, P. Methylome patterns of cattle
adaptation to heat stress. Frontiers in genetics, v. 12, p. 633132, 2021.

DOI, A.; PARK, I. H.; WEN, B.; MURAKAMI, P.; ARYEE, M. J.; IRIZARRY, R.;
FEINBERG, A. P. Differential methylation of tissue-and cancer-specific CpG
island shores distinguishes human induced pluripotent stem cells, embryonic
stem cells and fibroblasts. Nature genetics, v. 41, n. 12, p. 1350-1353, 2009.

FA'AK, F.; BUNI, M.; FALOHUN, A.; LU, H.; SONG, J.; JOHNSON, D. H.; DIAB,
A. Selective immune suppression using interleukin-6 receptor inhibitors for
management of immune-related adverse events. Journal for Immunotherapy
of Cancer, v. 11, n. 6, 2023.

FARIAS, N.; HO, N.; BUTLER, S.; DELANEY, L.; MORRISON, J.; SHAHRZAD,
S.; COOMBER, B. L. The effects of folic acid on global DNA methylation and
colonosphere formation in colon cancer cell lines. The Journal of nutritional
biochemistry, v. 26, n. 8, p. 818-826, 2015.

FARKAS, S. A.; BEFEKADU, R.; HAHN-STROMBERG, V.; NILSSON, T.
K. DNA methylation and expression of the folate transporter genes in colorectal
cancer. Tumor Biology, v. 36, p. 5581-5590, 2015.

FEIL, R.; FRAGA, M. F. Epigenetics and the environment: emerging patterns and
implications. Nature reviews genetics, v. 13, n. 2, p. 97-109, 2012.

FEO, S.; ANTONA, V.; BARBIERI, G.; PASSANTINO, R.; CALI, L.; GIALLONGO,
A. Transcription of the human 3 enolase gene (ENO-3) is regulated by an intronic
muscle-specific enhancer that binds myocyte-specific enhancer factor 2 proteins
and ubiquitous G-rich-box binding factors. Molecular and cellular biology, v.
15, n. 11, p. 5991-6002, 1995.

GERMAIN, M.; PEZZOLESI, M. G.; SANDHOLM, N.; MCKNIGHT, A. J;
SUSZTAK, K.; LAJER, M.; HADJADJ, S. SORBS1 gene, a new candidate for
diabetic nephropathy: results from a multi-stage genome-wide association study
in patients with type 1 diabetes. Diabetologia, v. 58, p. 543-548, 2015.

GROSS, B.; PAWLAK, M.; LEFEBVRE, P.; STAELS, B. PPARs in obesity-
induced T2DM, dyslipidaemia and NAFLD. Nature Reviews Endocrinology, v.
13,n. 1, p. 36-49, 2017.

GUILLEMIN, N.; JURIE, C.; CASSAR-MALEK, I.; HOCQUETTE, J. F.; RENAND,
G.; PICARD, B. Variations in the abundance of 24 protein biomarkers of beef
tenderness according to muscle and animal type. Animal, v. 5, n. 6, p. 885-894,
2011.

HARRINGTON, L. E.; HATTON, R. D.; MANGAN, P. R.; TURNER, H.; MURPHY,

74



T. L.; MURPHY, K. M.; WEAVER, C. T. Interleukin 17—producing CD4+ effector
T cells develop via a lineage distinct from the T helper type 1 and 2 lineages.
Nature immunology, v. 6, n. 11, p. 1123-1132, 2005.

HIRANO, T.; YASUKAWA, K.; HARADA, H.; TAGA, T.;, WATANABE, Y.;
MATSUDA, T.; KISHIMOTO, T. Complementary DNA for a novel human
interleukin (BSF-2) that induces B lymphocytes to produce immunoglobulin.
Nature, v. 324, n. 6092, p. 73-76, 1986.

HU, Y.; PAN, Q.; ZHOU, K.; LING, Y.; WANG, H.; LI, Y. RUNX1 inhibits the
antiviral immune response against influenza A virus through attenuating type |
interferon signaling. Virology journal, v. 19, n. 1, p. 1-14, 2022.

IBBERSON, M.; ULDRY, M.; THORENS, B. GLUTX1, a novel mammalian
glucose transporter expressed in the central nervous system and insulin-
sensitive tissues. Journal of Biological Chemistry, v. 275, n. 7, p. 4607-4612,
2000.

IRIZARRY, R. A.; LADD-ACOSTA, C.; WEN, B.; WU, Z.; MONTANO, C,;
ONYANGO, P.; FEINBERG, A. P. The human colon cancer methylome shows
similar hypo- and hypermethylation at conserved tissue-specific CpG island
shores. Nat Genet. v.41, ed.2, p.178-186, 2009.

JAIN, P.; NATTAKOM, M.; HOLOWKA, D.; WANG, D. H.; THOMAS BRENNA,
J.; KU, A. T.; TUMBAR, T. Runx1 role in epithelial and cancer cell proliferation
implicates lipid metabolism and Scd1 and Soatl activity. Stem cells, v. 36, n. 10,
p. 1603-1616, 2018.

JIA, L., LI, Y. F.; WU, G. F.; SONG, Z. Y.; LU, H. Z.; SONG, C. C.; SHI, X. E.
MiRNA-199a-3p regulates C2C12 myoblast differentiation through IGF-
1/AKT/mTOR signal pathway. International journal of molecular sciences, v.
15, n. 1, p. 296-308, 2014.

JIA, X.; ZHAI, T. Integrated analysis of multiple microarray studies to identify
novel gene signatures in non-alcoholic fatty liver disease. Frontiers in
endocrinology, v. 10, p. 599, 20109.

JOHNSON, G. L.; VAILLANCOURT, R. R. Sequential protein kinase reactions
controlling cell growth and differentiation. Current opinion in cell biology, v. 6,
n. 2, p. 230-238, 1994.

KATZ, M., AMIT, |.; YARDEN, Y. Regulation of MAPKs by growth factors and
receptor tyrosine kinases. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular
Cell Research, v. 1773, n. 8, p. 1161-1176, 2007.

KELLEHER, M. D.; ABE, M. K.; CHAO, T. S.; JAIN, M. A. N. U.; GREEN, J. M;;
SOLWAY, J. U. L. I. A. N.; HERSHENSON, M. B. Role of MAP kinase activation
in bovine tracheal smooth muscle mitogenesis. American Journal of
Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology, v. 268, n. 6, p. L894-
L901, 1995.

KRUEGER, F.; ANDREWS, S. R. Bismark: a flexible aligner and methylation
caller for Bisulfite-Seq applications. Bioinformatics, v. 27, n. 11, p. 1571-1572,
2011.

75



LAMICHANE, S.; DAHAL. L. B.; KWON, S. M. Pivotal roles of peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARS) and their signal cascade for cellular and
whole-body energy homeostasis. International journal of molecular sciences,
v. 19, n. 4, p. 949, 2018

LEFCOURT, A. M.; ELSASSER, T. H. Adrenal responses of Angusx Hereford
cattle to the stress of weaning. Journal of animal science, v. 73, n. 9, p. 2669-
2676, 1995.

LI, G.; FU, S.; CHEN, Y.; JIN, W.; ZHAI, B.; LI, Y.; KANG, X. MicroRNA-15a
regulates the differentiation of intramuscular preadipocytes by targeting ACAAL,
ACOX1 and SCP2 in chickens. International Journal of Molecular Sciences,
v. 20, n. 16, p. 4063, 2019.

LIU, D.; BLACK, B. L.; DERYNCK, R. TGF-B inhibits muscle differentiation
through functional repression of myogenic transcription factors by
Smad3. Genes & development, v. 15, n. 22, p. 2950-2966, 2001.

LOPEZ, R.; KREHBIEL, C. R.; THOMAS, M. G.; HALLFORD, D. M.; KEISLER,
D. H.; OBEIDAT, B. S.; FLORES, R. Effect of increasing level of dietary protein
on serum concentrations of metabolic hormones and mammary development in
Holstein heifers consuming a moderate-energy diet. J. Dairy Sci, v. 84, n. Suppl
1, p. 161, 2001.

LYNCH, E. M.; EARLEY, B.; MCGEE, M.; DOYLE, S. Effect of abrupt weaning
at housing on leukocyte distribution, functional activity of neutrophils, and acute
phase protein response of beef calves. BMC Veterinary Research, v. 6, n. 1, p.
1-9, 2010.

MARIA, M.; CRISTINA, S.; IBELLI, M.; PAN, Z.; ZHOU, H.; BRUSCADIN, J. J.;
DINIZ, S.; AFONSO, J.; SILVA, P.. MOURAO, G. B.; ZERLOTINI, A;
COUTINHO, L. L.; KOLTES, J. E.; CORREIA, L. DNA methylation may affect
beef tenderness through signal transduction in Bos indicus. Epigenetics &
Chromatin, v. 15, n. 1, 2022.

MCGEACHY, M. J.; CUA, D. J. Th17 cell differentiation: the long and winding
road. Immunity, v. 28, n. 4, p. 445-453, 2008.

MCKAY, J. A.; MATHERS, J. C. Diet induced epigenetic changes and their
implications for health. Acta physiologica, v. 202, n. 2, p. 103-118, 2011.

MILLER, J. L.; GRANT, P. A. The role of DNA methylation and histone
modifications in  transcriptional regulation in  humans. Epigenetics:
Development and Disease, p. 289-317, 2012.

MILNER, J. J.; TOMA, C.; YU, B.; ZHANG, K.; OMILUSIK, K.; PHAN, A. T,
GOLDRATH, A. W.Runx3 programs CD8+ T cell residency in non-lymphoid
tissues and tumours. Nature, v. 552, n. 7684, p. 253-257, 2017.

MIRIAM, F.H.; TAKADA, J.; ALONSO-VALE, M. I. C.; LIMA, F. B. O tecido
adiposo como centro regulador do metabolismo. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, v. 50, p. 216-229, 2006.

MUECKLER, M. Facilitative glucose transporters. European journal of
biochemistry, v. 219, n. 3, p. 713-725, 1994.

76



MUKHERJEE, N.; KUMAR, A. P.; GHOSH, R. DNA methylation and flavonoids
in genitourinary cancers. Current pharmacology reports, v. 1, p. 112-120,
2015.

OLIVEIRA, N. F. P.; PLANELLO, A. C. P.; ANDIA, D. C.; PARDO, A. P. S.
Metilacdo de DNA e cancer. Revista Brasileira de Cancerologia, v. 56, n. 4, p.
493-499, 2010.

O'LOUGHLIN, A.; MCGEE, M.; WATERS, S.M; DOYLE, S.; EARLEY,
B. Examination of the bovine leukocyte environment using immunogenetic
biomarkers to assess immunocompetence following exposure to weaning
stress. BMC veterinary research, v. 7, p. 1-13, 2011.

OSORIO, K. M.; LEE, S. E.; MCDERMITT, D. J.; WAGHMARE, S. K.; ZHANG,
Y. V.;WOO, H. N.; TUMBAR, T. Runx1l modulates developmental, but not injury-
driven, hair follicle stem cell activation. Development , v. 135, n. 6, 2008.

PARK, H.; LI, Z.; YANG, X. O.; CHANG, S. H.; NURIEVA, R.; WANG, Y. H.;
DONG, C. A distinct lineage of CD4 T cells regulates tissue inflammation by
producing interleukin 17. Nature immunology, v. 6, n. 11, p. 1133-1141, 2005.

PESHAVARIA, M.; DAY, I. N. Molecular structure of the human muscle-specific
enolase gene (ENO3). Biochemical journal, v. 275, n. 2, p. 427-433, 1991.

PORTELA, A.; ESTELLER, M. Epigenetic modifications and human
disease. Nature biotechnology, v. 28, n. 10, p. 1057-1068, 2010.

QUEIROZ, J. C. F. D.; ALONSO-VALE, M. I. C.; CURI, R.; LIMA, F. B. Control of
adipogenesis by fatty acids. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &
Metabologia, v. 53, p. 582-594, 2009

RAMIREZ-ZAMUDIO, G. D.; GANGA, M. J. G.; PEREIRA, G. L.; NOCITI, R. P;
CHIARATTI, M. R.; COOKE, R. F.; CURI, R. A. Effect of Cow-Calf
Supplementation on Gene Expression, Processes, and Pathways Related to
Adipogenesis and Lipogenesis in Longissimus thoracis Muscle of F1 Angus x
Nellore Cattle at Weaning. Metabolites, v. 13, n. 2, p. 160-160, 21 jan. 2023.

REIK, W.; DEAN, W.; WALTER, J. Epigenetic reprogramming in mammalian
development. Science, v. 293, n. 5532, p. 1089-1093, 2001.

REMON, J.; MORAN, T.; MAJEM, M.; REGUART, N.; DALMAU, E.; MARQUEZ-
MEDINA, D.; LIANES, P. Acquired resistance to epidermal growth factor receptor
tyrosine kinase inhibitors in EGFR-mutant non-small cell lung cancer: a new era
begins. Cancer treatment reviews, v. 40, n. 1, p. 93-101, 2014.

RIBEIRO, M. M. A. Expressdo génica e metilacio do DNA: causa ou
consequéncia? Agroforum: Revista da Escola Superior Agraria de Castelo
Branco, p. 9-14, 1997.

ROBINSON, M. D.; MCCARTHY, D. J.; SMYTH, G. K. EdgeR: a Bioconductor
package for differential expression analysis of digital gene expression
data. bioinformatics, v. 26, n. 1, p. 139-140, 2010.

ROBISON, A. J.; NESTLER, E. J. Transcriptional and epigenetic mechanisms of
addiction. Nature reviews neuroscience, v. 12, n. 11, p. 623-637, 2011.

77



SAMPATH, H.; NTAMBI, J. M. Polyunsaturated fatty acid regulation of gene
expression. Nutrition reviews, v. 62, n. 9, p. 333-339, 2004.

SARTORI, R.; ROMANELLO, V.; SANDRI, M. Mechanisms of muscle atrophy
and hypertrophy: implications in health and disease. Nature communications,
v.12,n.1, p. 330, 2021.

SASAKI, Y.; NAGAI, K.; NAGATA, Y.; DORONBEKOQV, K.; NISHIMURA, S
YOSHIOKA, S.; YAMADA, T. Exploration of genes showing intramuscular fat
deposition-associated expression changes in musculus longissimus muscle.
Animal Genetics, v. 37, n. 1, p. 40-46, 2006.

SCHIAFFINO, S.; MAMMUCARI, C. Regulation of skeletal muscle growth by the
IGF1-Akt/PKB pathway: insights from genetic models. Skeletal muscle, v. 1, n.
1, p. 1-14, 2011.

SEO, W.; TANIUCHI, I. The roles of RUNX family proteins in development of
immune cells. Molecules and cells, v. 43, n. 2, p. 107, 2020.

SHI, T.; PENG, W.; YAN, J.; CAI, H.; LAN, X.; LEI, C.; CHEN, H. A novel 17 bp
indel in the SMAD3 gene alters transcription level, contributing to phenotypic
traits in Chinese cattle. Archives Animal Breeding, v. 59, n. 1, p. 151-157, 2016.

SMITH, S. B.; BLACKMON, T. L.; SAWYER, J. E.; MILLER, R. K.; BABER, J. R.;
MORRILL, J. C.; WICKERSHAM, T. A. Glucose and acetate metabolism in
bovine intramuscular and subcutaneous adipose tissues from steers infused with
glucose, propionate, or acetate. Journal of Animal Science, v. 96, n. 3, p. 921-
929, 2018.

SMITH, S.B.; CROUSE, D.J. Relative contributions of acetate, lactate and
glucose to lipogenesis in bovine intramuscular and subcutaneous adipose
tissue. The Journal of nutrition, v. 114, n. 4, p. 792-800, 1984.

STENZ, L.; SCHECHTER, D. S.; SERPA, S. R.; PAOLONI-GIACOBINO, A.
Intergenerational transmission of DNA methylation signatures associated with
early life stress. Current genomics, v. 19, n. 8, p. 665-675, 2018.

TARNOPOLSKY, M. A. Myopathies related to glycogen metabolism
disorders. Neurotherapeutics, v. 15, n. 4, p. 915-927, 2018.

TOST, J. DNA methylation: an introduction to the biology and the disease-
associated changes of a promising biomarker. Molecular biotechnology, v. 44,
p. 71-81, 2010.

TSANKOVA, N.; RENTHAL, W.; KUMAR, A.; NESTLER, E. J. Epigenetic
regulation in psychiatric disorders. Nature Reviews Neuroscience, v. 8, n. 5, p.
355-367, 2007.

VARLEY, K. E.; GERTZ, J.; BOWLING, K. M.; PARKER, S. L.; REDDY, T. E.;
PAULI-BEHN, F.; MYERS, R. M. Dynamic DNA methylation across diverse
human cell lines and tissues. Genome Res. 2013;23:555-85.

VOON, D. C. C.; HOR, Y. T.; ITO, Y. The RUNX complex: reaching beyond
haematopoiesis into immunity. Immunology, v. 146, n. 4, p. 523-536, 2015.

WANG, H.; TUOMINEN, L. K.; TSAI, C. SLIM: a sliding linear model for

78



estimating the proportion of true null hypotheses in datasets with dependence
structures. Bioinformatics, v. 27, n. 2, p. 225-231, 2011.

WANG, J.; VASAIKAR, S.; SHI, Z.; GREER, M.; ZHANG, B. WebGestalt 2017: a
more comprehensive, powerful, flexible and interactive gene set enrichment
analysis toolkit. Nucleic acids research, v. 45, n. W1, p. W130-W137, 2017.

WANG, Y.; LI, X.; CAO, Y.; XIAO, C.; LIU, Y.; JIN, H.; CAOQ, Y. Effect of the
ACAA1 gene on preadipocyte differentiation in sheep. Frontiers in genetics, v.
12, p. 649140, 2021.

WU, Z.; ROSEN, E. D.; BRUN, R.; HAUSER, S.; ADELMANT, G.; TROY, A. E.;
SPIEGELMAN, B. M. Cross-regulation of C/EBPa and PPARy controls the
transcriptional pathway of adipogenesis and insulin sensitivity. Molecular cell, v.
3,n.2,p.151-158, 1999.

YANG, L.; MIN, X.; ZHU, Y.; HU, Y.; YANG, M.; YU, H.; XIONG, X.
Polymorphisms of SORBS1 Gene and Their Correlation with Milk Fat Traits of
Cattleyak. Animals, v.11, 2021.

YAO, F.; LIU, Y.; DU, L.; WANG, X.; ZHANG, A.; WEI, H.; ZHOU, H. Molecular
identification of transcription factor Runxl variants in grass carp
(Ctenopharyngodon idella) and their responses to immune stimuli. Veterinary
Immunology and Immunopathology, v. 160, n. 3-4, p. 201-208, 2014.

YARDEN, Y.; SLIWKOWSKI, M. X. Untangling the ErbB signalling
network. Nature reviews Molecular cell biology, v. 2, n. 2, p. 127-137, 2001.

YOSHIDA, T.; DELAFONTAINE, P. Mechanisms of IGF-1-mediated regulation of
skeletal muscle hypertrophy and atrophy. Cells, v. 9, n. 9, p. 1970, 2020.

YUFEROV, V.; LEVRAN, O.; PROUDNIKQV, D.; NIELSEN, D. A.; KREEK, M. J.
Search for genetic markers and functional variants involved in the development
of opiate and cocaine addiction and treatment. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 1187, n. 1, p. 184-207, 2010.

ZHA, S.; FERDINANDUSSE, S.; HICKS, J. L.; DENIS, S.; DUNN, T. A;
WANDERS, R. J.; ISAACS, W. B.; ZHA, S.; FERDINANDUSSE, S.; HICKS, J.
L.; DENIS, S.; DUNN, T. A.; WANDERS, R. J.; ISAACS, W. B. Peroxisomal
branched chain fatty acid [(-oxidation pathway is upregulated in prostate
cancer. The Prostate, v. 63, n. 4, p. 316-323, 2005.

ZHANG, D.; SLIWKOWSKI, M. X.; MARK, M.; FRANTZ, G.; AKITA, R.; SUN, Y.;
GODOWSKI, P. J. Neuregulin-3 (NRG3): a novel neural tissue-enriched protein
that binds and activates ErbB4. Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 94, n. 18, p. 9562-9567, 1997.

ZHANG, F.; MENG, G.; STROBER, W. Interactions among the transcription
factors Runx1, RORyt and Foxp3 regulate the differentiation of interleukin 17—
producing T cells. Nature immunology, v. 9, n. 11, p. 1297-1306, 2008.

ZHANG, G. M.; SONG, C. C,; LI, L. J.; HE, H.; SHI, S. Y.; LEI, C. Z.; HUANG, Y.
Z. DNA methylation status of CRABP2 promoter down-regulates its expression.
Gene, v. 676, p. 243-248, 2018.

ZHANG, N. Epigenetic modulation of DNA methylation by nutrition and its

79



80

mechanisms in animals. Animal nutrition, v. 1, n. 3, p. 144-151, 2015.

ZHOU, Y.; LI, Y.; MENG, Y.; WANG, J.; WU, F.; NING, Y.; ZHANG, X. Y.
Neuregulin 3 rs10748842 polymorphism contributes to the effect of body mass
index on cognitive impairment in patients with schizophrenia. Translational
Psychiatry, v. 10, n. 1, p. 62, 2020.



