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EFEITO DA SUPLEMENTAGAO NA FASE DE CRIA SOBRE A EXPRESSAO
GENICA, PROCESSOS E VIAS RELACIONADAS A ADIPOGENESE E
LIPOGENESE DO MUSCULO LONGISSIMUS THORACIS AO DESMAME EM
BOVINOS F1 ANGUS-NELORE

RESUMO - Diferentes estratégicas tém sido utilizadas para aumentar a
deposigdo de gordura intramuscular na carne produzida no Brasil, a partir,
principalmente do Nelore (Bos indicus) e de seus cruzamentos, visando melhorar a
qualidade do produto final e, dessa forma, atender mercados mais exigentes. Uma
dessas estratégias € a suplementagao na fase de cria por meio de creep feeding.
Entretanto, s&o poucas as pesquisas que avaliaram o efeito do creep feeding sobre
a expressao génica no tecido muscular a desmama de bovinos Nelore e em seus
cruzamentos com ragas taurinas (Bos taurus). Assim, este estudo teve como objetivo
identificar, a partir de analise do transcriptoma, genes diferencialmente expressos,
processos biolégicos e vias metabdlicas relacionadas a adipogéneses e lipogénese
em bidpsias musculares colhidas a desmama de bovinos cruzados submetidos a
diferentes dietas entre o nascimento e os 210 dias de vida. Foram utilizados 48
bovinos cruzados F1 Angus-Nelore machos, nao 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 suplementagao em creep feeding; e G2 — com
suplementacado 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 aliquotas do musculo Longissimus thoracis
(LT) por meio de bidpsia. Ao longo do abate foram coletadas amostras (bifes de
contra-filé) do LT entre as 122 e 132 costelas da meia-carcaga esquerda, a partir das
quais foram determinados: area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcuténea (EGS), indice de marmorizacado (IMF), lipideos totais/porcentagem de
gordura (%G) e forca de cisalhamento aos sete e 14 dias de maturacéo (SF7 e
SF14). A partir das aliquotas do LT das biopsias foram analisadas diferencas na
expressao génica global entre os tratamentos (G1 vs G2 — 12 individuos/grupo) no
momento da desmama por meio da técnica de sequenciamento do RNA mensageiro
(RNA-Seq). Em relacédo a %G e IMF, os animais de G2 apresentaram valores
maiores (4,95+0,20 vs 5,80+0,23; 321,50+£13,65 vs 366,11+12,39, respectivamente)
quando comparados com G1 (p<0,05). Foram identificados 947 genes
diferencialmente expressos (DEGs) entre G1 e G2 a desmama, dos quais 443 foram
regulados negativamente e 504 foram regulados positivamente no G2. As analises
de enriquecimento funcional realizadas com os DEGs identificaram importantes
genes, vias metabdlicas (KEGG_PATHWAY) e processos bioldgicos (GOTERM_BP)
relacionados a adipogénese e lipogénese (p<0,05), como: biossintese de colesterol,
sinalizagcdo de PPAR, metabolismo de acidos graxos e biossintese de acidos graxos
insaturados

Palavras chave: desmama, expressao diferencial, adipogénese, qualidade de carne,

Bos indicus, nutrigenémica
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EFFECT OF COW-CALF SUPPLEMENTATION ON GENE EXPRESSION,
PROCESSES AND PATHWAYS RELATED TO ADIPOGENESIS AND
LIPOGENESIS IN LONGISSIMUS THORACIS AT WEANING IN F1 ANGUS-
NELORE CATTLE.

ABSTRACT - Different strategies have been used to increase the
intramuscular fat in beef produced in Brazil, mainly from Nellore (Bos indicus) and its
crossings, to improve the final product. There are few researches evaluating the
effect of the creep feeding, a cow-calf supplementation system, on gene expression
in muscle tissue at weaning of Nellore cattle and in their crosses with taurine breeds
(Bos taurus). Thus, this study will aim to identify, from transcriptome analysis,
differentially expressed genes, biological processes and metabolic pathways related
to adipogenesis and lipogenesis in muscle biopsies collected at weaning from
crossbred cattle submitted to different diets in the cow-calf phase. Forty-eight male
Angus-Nellore crossbred steers, not castrated, half-sibs, kept from 30 days of age
until weaning under two different treatments (n = 24/treatment): group 1 (G1) - no
creep feeding; G2 - creep feeding, were used. The animals were weaned at 210 days,
and then finished in feedlot for 180 days receiving a diet containing 12.6% roughage
and 87.4% corn based concentrate. With the Longissimus thoracis (LT) muscle
samples of the left side of the carcass, collected at slaughter, were determined the
fat percentage/total lipids (%F), and the marbling index (MI) of all animals of the two
groups. At weaning, aliquots of LT muscle were collected by biopsy and the
differences in gene expression between treatments (G1 vs G2 - 12 individuals/group)
were investigated by RNA-Seq. The animals of both groups showed significant
differences (p < 0.05) for %F (4.95+0.20 vs 5.80+0.23) and MI (321.50+13.65 vs
366.11+12.39). The weights at the beginning of the experiment and at slaughter (390
days) did not differ. Nine hundred and forty-seven differentially expressed genes
(DEGs) were identified (log2 foldChange 0.5; FDR 5%) among the groups at weaning,
504 of which were up-regulated and 443 down-regulated in the G2. Regarding %Fat
and MI, G2 animals related higher values (4.95 £ 0.20 vs 5.80 £ 0.23; 321.50 £ 13.65
vs 366.11 £ 12.39, respectively) when compared to G1 (p<0.05). We identified 947
differentially expressed genes (DEGs) between G1 and G2, of which 443 were down-
regulated and 504 were up-regulated in G2. Functional enrichment analyses
performed with the DEGs identified important genes, metabolic pathways
(KEGG_PATHWAY) and biological processes (GOTERM_BP) related to
adipogenesis and lipogenesis (p<0.05), such as: cholesterol biosynthesis, PPAR
signaling, fatty acid metabolism and unsaturated fatty acid biosynthesis.

Keywords: weaning, differential expressed, adipogenics, meat quality, Bos indicus,

nutrigenomics



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1.1.Introducao

Ha aproximadamente 17 anos o Brasil se mantém como maior exportador
mundial de carne bovina do mundo, sendo que dos 196,4 milhdes de animais
produzidos, 80% do rebanho & de zebuinos (Bos indicus), com a raga Nelore sendo
a de maior destaque (ABIEC, 2022; Ferraz e Felicio, 2010), além do uso de animais
cruzados que recebem a denominagao de anelorados. Porém, animais zebuinos
apresentam baixo potencial genético para deposigdo de gordura intramuscular, o
que contribui para que os cortes carneos tenham menor qualidade e valor agregado.

Deste modo, animais cruzados (zebuinos x europeus — Bos taurus) tém sido
bastantes 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 essas razdes, o uso desta estratégia é
cada vez mais adotada para melhorar os ganhos genéticos e desempenho produtivo,
especialmente quando os animais sdo terminados em confinamento.

Nota-se, assim, a crescente utilizacdo de animais cruzados, principalmente o
Angus x Nelore, para a produgcdo de carne com maior quantidade de gordura
intramuscular e mais maciez, buscando agregar valor ao produto final e atender
demandas de mercados interessados em carne de maior qualidade. A deposigao de
gordura intramuscular na carne, conhecida como marmoreio, pode influenciar
positivamente nos atributos sensoriais incluindo sabor, suculéncia e maciez
(Hocquette et al., 2010).

Na produgao de bovinos de corte, além da questdo do grupo genético, entre
outros, algumas formas de manejo que visam incrementar a deposi¢do de gordura
intramuscular tém sido utilizadas. A desmama precoce e a suplementacado na fase
de cria sdo manejos que podem proporcionar adaptagdes metabdlicas diferentes em
comparagao aos animais que sdo desmamados de forma convencional (Scheffler et
al., 2014). A técnica denominada como creep feeding consiste na utilizacdo de
suplementacao alimentar em animais antes do desmame, ou seja, ao longo do

periodo de cria, a fim de proporcionar individuos mais pesados ao desmame,



encurtando o tempo de acabamento da carcaca para o abate e fornecer descanso
para a matriz (Dantas et al., 2010).

No momento atual, € bem conhecido que organismos podem responder a
diferentes fatores ambientais e nutricionais, exibindo plasticidade fenotipica em
decorréncia de alteragdes nos padrdes de expressado génica (Zhang, 2015). Desta
forma, caracteristicas dos animais podem ser modificadas por modulacdes
nutricionais, o que significa que as exposi¢des dietéticas podem ter consequéncias
para o crescimento e para a saude (McKay e Mathers, 2011). A toda hora surgem
novas evidéncias de que estimulos nutricionais podem modificar a metilagcdo do DNA
e, portanto, afetar a expressdo de genes e o fendtipo dos individuos (Farias et al.,
2015; Farkas et al.,, 2015; Day et al., 2015). Estas modificagbes no padréo de
metilacdo do DNA podem ocorrer em pontos especificos ou ao longo de todos os
cromossomos do genoma (Vucetic et al., 2010; Bogdarina et al., 2010; Jousse et al.,
2011; Dudley et al., 2011; Altmann et al., 2012).

Até os dias de hoje, poucos estudos apresentaram e descreveram de forma
ampla os mecanismos genéticos e fisioldgicos ligados a adipogénese em bovinos.
Aspectos ligados a deposicdo de gordura nas fases gestacional, neonatal, ao
desmame e a continuidade até a vida adulta sdo pouco investigados, assim como os
modos de regulacdo das expressdes ligadas a este processo e a marmorizagao da
carne em bovinos cruzados. Estas informacées podem trazer beneficios econdmicos
para os sistemas de producédo, tendo em vista que 0 seu uso e a manipulagédo de
processos relacionados a deposigdo da gordura intramuscular poderdo propiciar o
melhoramento da caracteristica além de promover a abertura para mercados mais
exigentes.

Deste modo, o presente estudo teve como hipotese que a suplementacao de
bezerros cruzados (F1) Angus x Nelore, por meio do sistema creep feeding, logo
apos o nascimento, a fim de explorar uma janela adipogénica de grande importancia
para a formacdo dos adipdcitos, poderia, em funcdo de alteragdes na metilagdo do
DNA de regides génicas reguladoras e consequentemente na expressao de genes
adipogénicos e lipogénicos, aumentar a gordura intramuscular em animais

terminados em confinamento, pelo aumento hiperplasico do tecido adiposo.



1.2.Revisao Bibliografica

1.2.1. Qualidade da carne

A deposig¢ao de gordura na carcaga € condicdo de fundamental importancia
para a qualidade dos cortes carneos de bovinos. Para o consumidor, os principais
aspectos a serem considerados na compra de carne no varejo sao, por ordem de
importancia, seguranga alimentar (onde a origem e a marca do produto sao
fundamentais), tipo e tamanho de corte, coloragcao e gordura de cobertura (Chardulo
et al., 2013).

Frigorificos exigem animais que apresentem cobertura de gordura de no
minimo quatro milimetros. Carcagas leves e com pouca gordura subcutanea seriam
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).

Em estudo conduzido com amostras do musculo Longissimus thoracis de
1652 bovinos Nelores, foram descritos importantes resultados sobre espessura de
gordura subcutanea e as caracteristicas de qualidade de carne num contexto
multifatorial (Baldassini et al., 2017). Neste estudo, os autores constataram que
apenas 11,2% das amostras foram consideradas macias (forca de cisalhamento <
4,9 kg) e com menores perdas por cocgao. Esta € uma caracteristica muito
associada também a condi¢cdo nutricional e o grupo genético utilizado para a
producdo de carne (Ladeira et al., 2016). Ademais, quando destinados a produgao
de carne, os animais tém sido castrados com o objetivo principal de assegurar a
deposicéo de gordura na carcaga, aumentando a gordura subcutanea.

Além da gordura subcutanea, a gordura intramuscular € uma caracteristica
bastante valorizada em diversos paises com consumidores mais exigentes, como
Coréia, Japao, Australia e Estados Unidos (Park et al., 2018). Entretanto, mais
recentemente, com o aumento da utilizagdo do cruzamento industrial na produgao
de carne nacional, a quantidade de gordura intramuscular tem recebido maior
atencado do consumidor e da industria, uma vez que animais zebuinos, 0os quais sao

predominantes no pais, produzem carne com pouca, ou mesmo completa auséncia



de marmoreio (Garrido Rubiano et al., 2009). Em bovinos, a deposi¢céo do tecido
adiposo intramuscular é o resultado do manejo alimentar, nutricdo, sexo, idade e
genotipo (grupo genético) (Pflanzer e Felicio, 2011).

A marmorizagao (gordura intramuscular) esta intimamente relacionada com a
satisfagdo do consumidor, e, a aceitacdo global, parece atingir um patamar
considerado 6timo quando o teor de lipidios na porgao intramuscular encontra-se
entre 3 e 7% (Hocquette et al., 2010). A concentracdo 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 e Felicio, 2011).

O teor de gordura intramuscular e o perfil de acidos graxos tem relagao
estreita com o sabor da carne (Calkins e Hodgen, 2007), mas também tem atraido o
consumidor pelo seu possivel efeito na saude, ja que alguns acidos graxos sé&o
apontados como benéficos (Hocquette et al., 2012). E crescente o interesse na
producao de acidos graxos trans por ruminantes, nos quais ja € conhecido que o de
maior prevaléncia é o acido vacénico, de grande importancia principalmente pelo
seu potencial efeito contra o desenvolvimento de doengas coronarianas, diferindo
dos acidos graxos trans industriais (Salter, 2013; Wang et al., 2021; Moloney et al.,
2014).

Em laboratorio, a quantidade de gordura intramuscular da carne bovina pode
ser medida pelo método quimico (Bligh e Dyer, 1959), por determinagdo da
composi¢cado centesimal (AOAC, 2000) ou por meio de escores de marmorizagao
com escalas que variam, por exemplo, de zero a 10, desenvolvida nos Estados
Unidos (USDA, 1997), ou de 100 a 1100 (adaptada da AUS-MEAT, Australia, 2018).
Desta forma, métodos precisos para determinar o teor de gordura intramuscular da
carne sO podem ser realizados apds o abate dos animais, o que leva tempo e limita
a sua utilizagao em programas de selecdo e melhoramento genético. Além disto, a
mensuracao destas caracteristicas envolve muita mao de obra (coleta de amostras
durante o abate dos animais, transporte, treinamento pessoal e analises
laboratoriais), o que encarece e dificulta todo o processo. Por esses motivos, formas

alternativas de avaliar animais superiores para marmoreio devem ser desenvolvidas.



Neste sentido, o estudo dos genes, proteinas e mecanismos de regulagédo
envolvidos com esta caracteristica podem trazer informacdes relevantes que
venham a auxiliar. Esses estudos podem proporcionar a ligacédo entre genes do
genoma e 0s processos bioldgicos e vias metabdlicas que dao origem ao fendtipo
(Hocquette et al., 2007).

1.2.2. Metilagdo do DNA

Uma forma de o organismo realizar mudangas nas fungdes génicas e,
consequentemente, nos fendtipos, sem que haja alteragdes nas sequencias bases
do DNA é denominada epigenética (Heard e Martienssen, 2014). Neste sentido, os
mecanismos epigenéticos tém papel central na programacgao da expressao génica e
incluem um grande numero de modificagcbes pos-traducionais de histonas
(acetilagdo e metilagdo, entre outras), variantes de histonas, metilacdo de DNA e
RNAs de interferéncia (Margueron e Reinberg, 2010).

Apesar da ocorréncia de todos estes mecanismos de regulagao epigenética,
somente a metilagdo de DNA foi demonstrada como hereditaria na divisdo celular
(Wigler et al., 1981). Assim, a metilagdo do DNA é a modificagdo epigenética mais
estavel quando, comparada com as modificagdes das histonas (consideradas mais
facilmente reversiveis), e, desta forma, regulam a plasticidade da transcricdo do
genoma (Wong et al., 2011). Esta alteragcdo no DNA, catalizada pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs), consiste na adicdo de um grupamento metil (CH3) ao
carbono da posi¢do cinco da base nitrogenada da citosina (C) em dinucleotideos
CpG, que sao regides em que uma C precede uma G na sequéncia do DNA (C -
fosfato de ligacao - G) (Fragou et al., 2013).

A metilacdo é comum em todo o genoma, com aproximadamente 3% de todas
as citosinas no DNA humano e cerca de 70% dos dinucleotideos CpG metilados.
Estes dinucleotideos se agrupam no genoma, em regides conhecidas como ilhas
CpG, que contém pelo menos 200 pares de base e um conteudo G+C maior que
50%. Em humanos existem aproximadamente 45.000 ilhas CpG, que estao
localizadas, em sua maioria, nas regides promotoras, as quais juntamente com as

regides moduladoras, compdem as regides regulatérias dos genes. A metilagcado



nessas regides esta associada ao silenciamento génico e, assim, quando essas
ilhas ndo estdo metiladas ocorre a expressao génica (Oliveira et al, 2010; Portela e
Esteller, 2010; Yuferov et al., 2010). Dinucletideos CpG encontrados fora de ilhas,
em regides conhecidas como "margens da ilha CpG" s&do menos metilados quando
comparadas com as ilhas em si (Tsankova et al., 2007; Robison e Nestler, 2011),
mas também podem estar associados a inativagdo transcricional. Quando a
metilacdo ocorre no corpo do gene (exons e introns), também pode estar
correlacionada com a sua expressao (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009; Portela e
Esteller, 2010). Por fim, uma fracdo de CpGs, que estdo profundamente metiladas,
encontradas em elementos repetitivos, sdo responsaveis pela protecdo da
integridade gendmica e evitam a instabilidade cromossdmica, translocacdes e
quebras génicas (Esteller, 2007).

Existem trés DNMTs com funcdes diferentes: as DNMT3A e DNMT3B sao
responsaveis pela adigdo do grupo metil de novo, ou seja, durante a embriogénese,
enquanto a DNMT1 é responsavel pela manutencdo dos padroes de metilagdo do
DNA durante a multiplicagao celular. Assim, a DNMT1 copia as marcas de metilacao
no filamento parental para o filamento recém-sintetizado apés a replicagdo do DNA.
Ainda ao longo do processo de duplicagdo do DNA, o qual precede a multiplicagédo
celular, as DNMT3A e DNMT3B completam o processo de metilagdo ao corrigir erros
deixados pela DNMT1 (Jones e Liang, 2010).

Até recentemente acreditava-se que o processo de metilagdo do DNA seria
irreversivel. No entanto, atualmente € conhecido que 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 € estavel, no entanto, é o primeiro passo na desmetilagao ativa, e
também para a oxidagao pela familia de proteinas Tet para aldeido ou produtos de
carboxilato ou para mecanismos de desaminagdo, seguidos de excisao de bases
que entdo apagam a alquilagao/metilagao de citosinas (lto et al., 2011; Song et al.,
2013).

1.2.3. Efeitos da dieta sobre a expressao génica



Atualmente, € bem conhecido que muitos organismos podem responder a
diferentes fatores ambientais/nutricionais, exibindo plasticidade fenotipica em
decorréncia de alteragdes nos padrdes de expressdo génica (Zhang, 2015). Neste
sentido, o fendtipo dos animais pode ser modificado por modulagdes nutricionais por
meio de alteragcbes em mecanismos biolégicos e vias metabdlicas, o que significa
que as exposicdes dietéticas podem ter consequéncias importantes para o
crescimento e para a saude (McKay e Mathers, 2011).

Nos ultimos anos, surgiram cada vez mais comprovagdes de que estimulos
ambientais (nutricionais) podem modificar a metilagdo do DNA e, portanto, afetar a
expresséo de genes (Lillycrop et al., 2005; Van Straten et al., 2010; Day et al., 2015;
Farias et al., 2015; Farkas et al., 2015). Assim, a metilacdo do DNA é considerada
componente chave de uma rede epigenética complexa que afeta o transcriptoma de
um determinado conjunto de células ou tecido (Kucharski et al., 2008). Existem
evidéncias crescentes que sustentam que nutrientes podem modificar o padrao de
metilacdo do DNA, seja em locos especificos do genoma ou em escala global, se
estendendo a todos os cromossomos (Vucetic et al., 2010; Bogdarina et al., 2010;
Dudley et al., 2011; Jousse et al., 2011; Altmann et al., 2012).

Sao, até o momento, conhecidas trés formas distintas pelas quais a nutrigdo
influencia os padrées de metilacdo do DNA, entre as quais, pelo fornecimento de
substratos necessario para a metilacdo adequada do DNA; e pela provisdao de
cofatores que modulam a atividade enzimatica das DNA metil transferases (DNMTSs).
Como metil-doador universal para proteinas metiltransferases (Loenen, 2006), a S-
denosilmetionina (SAM) é sintetizada no ciclo da metionina a partir de varios
precursores presentes na dieta (McKay & Mathers, 2011; Feil e Fraga, 2012).

Todos estes precursores entram em pontos diferentes na via da metionina e
contribuem para a sintese liquida do SAM. Assim, a disponibilidade reduzida de
SAM resulta na hipometilagdo global do DNA, e vice-versa (Zhang, 2015). E bem
conhecido que as DNMTs exigem o SAM como um co-fator para sua ativagao total.
Doadores de metila da dieta podem contribuir para modular a atividade das DNMTs
alterando a concentracao intracelular de SAM. Além de uma regulagao indireta dos

padrées 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).

O modo como um estimulo nutricional pode influenciar a epigenética é
chamado de 4Rs dos epigenomas nutricionais, onde o primeiro animal recebeu
(receiveid) o estimulo nutricional e este foi registrado (recorded) por seu genoma, e,
entdo, a exposicdo ao estimulo é lembrada (remembered) pelas células das
geragbes seguintes e a expressdo génica alterada € revelada (revealed) (Mathers,
2008; Ladeira et al., 2018).

1.2.4. Suplementacao de bezerros na fase de cria por meio de creep
feeding

O crescimento dos adipdcitos, tanto por hiperplasia como por hipertrofia,
ocorre primariamente no tecido adiposo visceral seguido pelo subcutaneo,
intermuscular e, por ultimo, no intramuscular (Zhao e Du, 2019). O crescimento
destes tecidos ocorre por meio da proliferacdo dos pré-adipdcitos, o que influencia a
formacao de novos adipdcitos maduros (hiperplasia), e, por fim, pelo aumento do
tamanho e da capacidade de armazenamento de lipideos nos adipdcitos maduros, a
hipertrofia (Gomide et al., 2013).

A hiperplasia dos adipécitos ocorre principalmente durante o final do
desenvolvimento fetal e inicio da vida do animal (Zhu et al., 2007). Apdés o
nascimento observa-se o0 aumento do numero de adipdcitos intramusculares, com
alteragdes significativas na transcrigdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico
em geral, incluindo a adipogénese, a sintese/esterificacdo (lipogénese) e oxidagao
de acidos graxos (Jeong et al., 2013).

Quando comeca ocorrer a hipertrofia dos adipdcitos, o que se da em razao da
ativacdo de agdes metabdlicas, como a lipogénese e a lipdlise, que acontecem
armazenando ou liberando lipidios, de modo que a deposig¢do dos acidos graxos no
tecido adiposo pode ser influenciada pela interagcdo dos nutrientes e nivel de
expressao dos genes no metabolismo de lipidios (Hiller et al., 2011).

Segundo Patel e Srinivasan (2011), a nutricdo adequada induz positivamente

o metabolismo da glicose nos primeiros meses apds nascimento, pelo acoplamento



do eixo somatotropico, e causa efeitos a longo prazo na saude e desempenho
devido a alteragdes epigenéticas conhecidas como imprinting metabdlico. Este
processo epigenético, como ja mencionado, inclui modificagdes na expresséo dos
genes que nao sao explicadas por alteracdo de nucleotideos na sequéncia do DNA
e podem ocorrer durante periodos ou janelas de reprogramacéo genética como, por
exemplo, na embriogénese, em que tecidos, como o muscular e o adiposo s&o
formados. Isto pode, também, ocorrer em um curto periodo pds-parto estimado entre
60 e 240 dias de idade, aproximadamente (Arthington e Moriel, 2014; Zhang, 2015).

Deste modo, a nutricdo adequada, de alto valor energético, nestes periodos
criticos pode favorecer o crescimento do tecido muscular, a deposi¢do de gordura
intramuscular, bem como, o desenvolvimento do trato reprodutivo, melhorando a
qualidade da carcaca de machos e antecipando a puberdade em novilhas. Neste
sentido, manejos como a suplementacdo em creep feeding durante a fase de cria
(nascimento ao desmame), bem como a desmama precoce podem levar a
adaptacdes metabdlicas diferentes nos animais em comparacao a aqueles que sao
desmamados de forma convencional (aos 210 dias de idade) (Scheffler et al., 2014).

O creep feeding consiste em fornecer alimentagao suplementar, que pode ser
graos ou forragem, para bezerros durante a fase de amamentacao (Stewart, 2017).
Moisa et al. (2013) relataram que bovinos que receberam creep feeding com amido
apresentaram maior deposigao de gordura na carcaga em relagdo aos animais que
foram submetidos ao desmame precoce e receberam suplementagdo com amido e
em relacdo aos animais que foram desmamados de modo convencional sem creep
feeding. Ademais, de acordo com Stewart (2017) foi demostrado por meio de
diversos estudos que o uso de creep feeding aumenta o marmoreio da carne, e,
para manter este aumento, é necessario que 0s animais permanegam sendo
alimentados com dietas a base de gréos, ricas em energia e proteina, apos o
desmame e sejam introduzidos em dieta de confinamento em até 28 dias. Como
principal base dessas adaptagdes metabdlicas, podem estar os mecanismos
epigenéticos que atuam na modulagido, ativagdo ou silenciamento de genes em
diferentes fases do desenvolvimento e/ou sob estimulos ambientais diferenciados
(Chen e Riggs, 2011).
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1.2.5 Expressao génica e metabolismo lipidico em bovinos

De acordo com Ladeira et al. (2018), a quantidade ofertada de glicose
(energia) tem relagao direta com a lipogénese, 0 marmoreiro e qualidade da carne
nos ruminantes. Em Bos taurus foi constatado que a glicose é a melhor precursora
para sintese de acidos graxos no tecido adiposo intramuscular e o unico composto
carbbébnico com maior concentracdo de seus carbonos no tecido adiposo
intramuscular em relacdo ao subcutaneo e, além disso, notou-se também a menor
incorporacao da glicose em animais pds-pubere, fato que parece ser devido a alta
incorporagdo de acetato e lactato (e ndo a glicose) nestes animais, havendo
concorréncia por coenzima A (Smith e Crouse, 1984). Portanto, no periodo de cria, 0
aporte correto de concentrado, principalmente rico em amido, favorece a proliferagao
e o crescimento dos adipdcitos.

O incremento do metabolismo da glicose pode levar ao aumento do
marmoreio sem, contudo, aumentar gordura nas visceras, o que contribui para
qualidade geral da carne e para o maior rendimento de carcaga. Somando-se a isso,
a elevagao do nivel de proteina na dieta dos animais pode também incrementar a
deposigcdo de gordura intramuscular. Foi proposto por Lopez et al. (2001) que
maiores niveis de proteina bruta na dieta elevam a digestdo e a absorgao intestinal
do amido, e promovem a elevagao plasmatica de insulina e glicose, o que, por
consequéncia, aumenta a deposi¢ao de tecido adiposo intramuscular, por favorecer
precursores dos acidos graxos.

A sintese de mRNA na expressdo génica é controlada, entre outros (p. ex.:
metilacdo do DNA e modificagbes covalentes das histonas), pela ligagdo de
determinados fatores de transcricdo em sequéncias especificas do DNA. A
expressao destes fatores e, consequentemente a sua atuacdo, € dependente da
situacao fisiologica e do estagio de desenvolvimento do organismo. Assim, alguns
genes sao expressos apenas em momentos especificos (Harper et al., 2014).

Na regulacao de alguns genes responsaveis pela lipogénese, destacam-se os
fatores de transcricdo da familia dos receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPAR), responsaveis pelo controle de utilizagdo da glicose e

regulagéo lipidica (Bionaz et al., 2013). Dentre esses fatores de transcrigdo, os
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PPARa parecem ativar os genes responsaveis pela oxidagdo dos acidos graxos,
enquanto o PPARy tem efeito antagonista, ativando genes adipogénicos e
lipogénicos, sendo mais expresso em individuos obesos (Gervois et al., 2000). O
complexo enzimatico acido graxo sintase tem agao direta sobre a regulagdo dos
PPARYy e a adipogénese, sendo que quanto menor a sintese dessas enzimas, menor
a expressao da PPARy e, como consequéncia, tem-se redugao no tecido adiposo
(Lodhi et al., 2012). Mesmo aumentando a lipogénese, o PPARy também pode
exercer fungao sobre os genes que estimulam a oxidagao dos acidos graxos, tendo
como principal alvo o gene CPT2, gene este que codifica a enzima carnitina
palmitotransferase Il, mostrando que a medida que a PPARy ¢ silenciada, ocorre
reducdo na expressao génica do CPT2 (Sharma et al., 2012). O gene SCD1 codifica
a enzima estearoil-CoA dessaturase e tem como principal fungdo a dessaturacao
dos acidos graxos, assim transformando saturados em insaturados na carne bovina.

Entre outros genes e genes codificadores de fatores de transcrigdo
sabidamente envolvidos no metabolismo adipogénico destaca-se o BMP4, membro
do fator de crescimento TGFf, responsavel por estimular a diferenciacéo de células
mesenquimais para linhagem de adipécitos. Ja os elementos reguladores de esterol
ligados a proteina 1c (SREBP-1c) s&o fatores de transcricdo estimulados durante a
fase inicial da diferenciagdo dos adipdcitos (Ladeira et al., 2016). O estagio final da
diferenciagao é caracterizado pelo aumento da expressdo de proteinas envolvidas
na lipogénese como a FABP4, expressa por gene de igual nomenclatura (FABP4). A
FABP4 é um transportador de lipideos e tem uma baixa expressdo no inicio da
lipogénese e aumenta com o processo de diferenciagdo dos pré-adipécitos
(Hausman et al., 2014). Assim, a maior expressao do gene FABP4 pode ser um
indicador do maior numero de adipdcitos dentro do tecido muscular.

Segundo Ladeira et al. (2016), entre os muitos genes supostamente
envolvidos no metabolismo lipidico em bovinos, alguns poucos, como os fatores de
transcricdo PPARY (Peroxissome Proliferator-Activited Receptor Gamma) e SREBF
(Sterol Regulatory Element Binding Factor 1), ACACA (acetyl-CoA carboxylase alpha)
e FAS (fatty acid synthase) ja foram identificados e parecem ser particularmente
relevantes. Pesquisas mais recentes mostraram os genes/proteinas RUNX1T1
(RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1), BCL6 (B-cell lymphoma), STAT1
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(signal transducer and activator of transcription) C/EBPB e C/EBPJ (cytidine-cytidine-
adenosine-thymidine enhancer binding protein B e ), EBF1 (B-cell factor 1), KLF5 e
KLF6 (Kruppel like factor 5 e 6), SOX6 (SRY-box transcription factor 6 ) e STATS
como também relacionados a adipogénese e ao metabolismo do tecido adiposo em
humanos e/ou em ruminantes (Urrutia et al., 2020; Ambele et al., 2020).

Embora, como ja reportado, alguns genes, mecanismos de controle,
processos biologicos e vias metabolicas tenham sido estudados e ligados de forma
contundente ao metabolismo de lipidios, assim como a adipogénese e lipogénese,
estes processos fisioldgicos, assim como muitos outros relacionados as
caracteristicas quantitativas, sdo, seguramente, controlados por numero muito maior
de fatores internos e externos ainda nao elucidados. Por fim, poucos estudos tém
avaliado a expressao destes e investigado a agcdo de outros fatores sobre a

adipogénese e lipogénese em bovinos cruzados.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo Geral

Dada a falta de informacgao a respeito de alteragbes da expressao génica em
bezerros cruzados Nelore x Bos taurus submetidos a suplementagao na fase de cria
em sistema de creep feeding, este estudo tera como objetivo geral avaliar o efeito de
diferentes dietas na fase de cria — sem suplementacdo em creep feeding, e com
suplementacado em creep feeding — sobre a expressao génica, processos bioldgicos
e vias metabdlicas relacionadas a adipogénese e lipogénese em bidpsias do

musculo Longissimus thoracis colhidas ao desmame em bovinos F1 Angus-Nelore.
1.3.2. Objetivos especificos
A partir de animais F1 Angus-Nelore submetidos a dois tratamentos

experimentais — sem suplementacao em creep feeding e com suplementagdo em

creep feeding, os objetivos especificos deste trabalho serao:
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1) analisar a ocorréncia de diferengas nas caracteristicas de carcaga e da

carne, em especial aquelas relacionadas a deposigéo de gordura;

2) identificar por meio de analise da expressao génica ampla (técnica de

RNA-Seq), genes diferencialmente expressos em bidpsias do musculo Longissimus

thoracis colhidas ao desmame;

3) identificar por meio de analises de over representation de genes

diferencialmente expressos em biopsias do musculo Longissimus thoracis colhidas

ao desmame, processos bioldgicos e vias metabdlicas enriquecidas potencialmente

relacionadas a adipogénese e lipogénese intramuscular.
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EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO NA FASE DE CRIA SOBRE A
EXPRESSAO GENICA, PROCESSOS E VIAS RELACIONADAS A
ADIPOGENESE E LIPOGENESE NO MUSCULO LONGISSIMUS

THORACIS AO DESMAME DE BOVINOS F1 ANGUS-NELORE

RESUMO - Diferentes estratégicas tém sido utilizadas para aumentar a
deposigcdo de gordura intramuscular na carne produzida no Brasil, a partir,
principalmente do Nelore (Bos indicus) e de seus cruzamentos, visando melhorar a
qualidade do produto final e, dessa forma, atender mercados mais exigentes. Uma
dessas estratégias € a suplementagao na fase de cria por meio de creep feeding.
Entretanto, sdo poucas as pesquisas que avaliaram o efeito do creep feeding sobre
a expressao génica no tecido muscular a desmama de bovinos Nelore e em seus
cruzamentos com ragas taurinas (Bos taurus). Assim, este estudo teve como objetivo
identificar, a partir de analise do transcriptoma, genes diferencialmente expressos,
processos bioldgicos e vias metabdlicas relacionadas a adipogéneses e lipogénese
em bidpsias musculares colhidas a desmama de bovinos cruzados submetidos a
diferentes dietas entre o nascimento e os 210 dias de vida. Foram utilizados 48
bovinos cruzados F1 Angus-Nelore machos, nao 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 suplementagao em creep feeding; e G2 — com
suplementacao 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 aliquotas do musculo Longissimus thoracis
(LT) por meio de biopsia. Ao longo do abate foram coletadas amostras (bifes de
contra-filé) do LT entre as 122 e 132 costelas da meia-carcaga esquerda, a partir das
quais foram determinados: area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcuténea (EGS), indice de marmorizacédo (IMF), lipideos totais/porcentagem de
gordura (%G) e for¢ca de cisalhamento aos sete e 14 dias de maturagdo (SF7 e
SF14). A partir das aliquotas do LT das bidpsias foram analisadas diferencas na
expressao génica global entre os tratamentos (G1 vs G2 — 12 individuos/grupo) no
momento da desmama por meio da técnica de sequenciamento do RNA mensageiro
(RNA-Seq). Em relacédo a %G e IMF, os animais de G2 apresentaram valores
maiores (4,95+0,20 vs 5,80+0,23; 321,50£13,65 vs 366,11+12,39, respectivamente)
quando comparados com G1 (p<0,05). Foram identificados 947 genes
diferencialmente expressos (DEGs) entre G1 e G2 a desmama, dos quais 443 foram
regulados negativamente e 504 foram regulados positivamente no G2. As analises
de enriquecimento funcional realizadas com os DEGs identificaram importantes
genes, vias metabodlicas (KEGG_PATHWAY) e processos biologicos (GOTERM_BP)
relacionados a adipogénese e lipogénese (p<0,05), como: biossintese de colesterol,
sinalizacao de PPAR, metabolismo de acidos graxos e biossintese de acidos graxos
insaturados
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EFFECT OF COW-CALF SUPPLEMENTATION ON GENE
EXPRESSION, PROCESSES AND PATHWAYS RELATED TO
ADIPOGENESIS AND LIPOGENESIS IN LONGISSIMUS THORACIS
AT WEANING IN F1 ANGUS-NELORE CATTLE

ABSTRACT - Different strategies have been used to increase the
intramuscular fat in beef produced in Brazil, mainly from Nellore (Bos indicus) and its
crossings, to improve the final product. There are few researches evaluating the
effect of the creep feeding, a cow-calf supplementation system, on gene expression
in muscle tissue at weaning of Nellore cattle and in their crosses with taurine breeds
(Bos taurus). Thus, this study will aim to identify, from transcriptome analysis,
differentially expressed genes, biological processes and metabolic pathways related
to adipogenesis and lipogenesis in muscle biopsies collected at weaning from
crossbred cattle submitted to different diets in the cow-calf phase. Forty-eight male
Angus-Nellore crossbred steers, not castrated, half-sibs, kept from 30 days of age
until weaning under two different treatments (n = 24/treatment): group 1 (G1) - no
creep feeding; G2 - creep feeding, were used. The animals were weaned at 210 days,
and then finished in feedlot for 180 days receiving a diet containing 12.6% roughage
and 87.4% corn based concentrate. With the Longissimus thoracis (LT) muscle
samples of the left side of the carcass, collected at slaughter, were determined the
fat percentage/total lipids (%F), and the marbling index (MI) of all animals of the two
groups. At weaning, aliquots of LT muscle were collected by biopsy and the
differences in gene expression between treatments (G1 vs G2 - 12 individuals/group)
were investigated by RNA-Seq. The animals of both groups showed significant
differences (p < 0.05) for %F (4.95+0.20 vs 5.80+0.23) and MI (321.50+13.65 vs
366.11+12.39). The weights at the beginning of the experiment and at slaughter (390
days) did not differ. Nine hundred and forty-seven differentially expressed genes
(DEGs) were identified (log2 foldChange 0.5; FDR 5%) among the groups at weaning,
504 of which were up-regulated and 443 down-regulated in the G2. Regarding %Fat
and MI, G2 animals related higher values (4.95 £ 0.20 vs 5.80 £ 0.23; 321.50 £ 13.65
vs 366.11 £ 12.39, respectively) when compared to G1 (p<0.05). We identified 947
differentially expressed genes (DEGs) between G1 and G2, of which 443 were down-
regulated and 504 were up-regulated in G2. Functional enrichment analyses
performed with the DEGs identified important genes, metabolic pathways
(KEGG_PATHWAY) and biological processes (GOTERM_BP) related to
adipogenesis and lipogenesis (p<0.05), such as: cholesterol biosynthesis, PPAR
signaling, fatty acid metabolism and unsaturated fatty acid biosynthesis.

Keywords: weaning, differential expressed, adipogenics, meat quality, Bos indicus,

nutrigenomics
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2.1.Introducgao

Algumas estratégias tém sido utilizadas em bovinos de corte para elevar a
deposicdo de gordura intramuscular. A desmama precoce e a suplementagcdo na
fase de cria sdo manejos nutricionais que podem levar a adaptagdes metabdlicas
diferentes em relacédo aos animais que sido desmamados de forma convencional
(Scheffler et al., 2014). A abordagem conhecida como creep feeding consiste na
utilizacado de suplementagao alimentar na fase de cria (amamentagéo) com graos ou
forragem, a fim de obter individuos mais pesados ao desmame, encurtando o tempo
de acabamento da carcaga para o abate, além de fornecer descanso para a matriz
(Dantas et al., 2010; Stewart et al., 2017).

E bem conhecido que os animais podem responder a diferentes fatores
ambientais e nutricionais exibindo plasticidade fenotipica como resultado de
mudancas nos padroes de expressdao génica (Zhang, 2015). Assim, as
caracteristicas animais podem ser modificadas por modulagdes nutricionais, 0 que
significa que as exposicdes dietéticas podem ter consequéncias para o crescimento
e a saude (McKay et al., 2011). Novas evidéncias estao constantemente surgindo de
que alteragdes na expressao génica e no fendtipo dos individuos, como resultado de
estimulos nutricionais, podem ser devidas a fatores epigenéticos, incluindo a
metilacdo do DNA (Farias et al., 2015; Farkas et al., 2015; Day et al., 2015). Estas
modificagdes na expressao génica podem ocorrer em Joci especificos ou em uma
escala gen6mica (Bogdarina et al., 2010; Vucetic et al., 2010; Dudley et al., 2011;
Jousse et al., 2011; Altmann et al., 2012).

Em Bos taurus, foi identificado que a glicose € o melhor precursor para a
sintese de acidos graxos no tecido adiposo intramuscular e o unico composto
carbbébnico com maior concentracdo de seus carbonos no tecido adiposo
intramuscular em comparacao com o tecido subcutaneo e, além disso, foi observada
também menor incorporagao de glicose em animais pos puberes (Smith et al., 1984).
Assim, a ingestdo adequada de concentrado durante o periodo de lactagao,
especialmente rico em amido (graos), favorece a proliferacdo e o crescimento de
adipdcitos. Isto se deve ao aumento do metabolismo da glicose, que pode levar ao

aumento do marmoreio sem, contudo, aumentar a gordura nas visceras, o que



24

contribui para a qualidade geral da carne e maior rendimento da carcaca (Baldassini
et al., 2021). Além disso, Lopez et al. (2001) propuseram que niveis mais altos de
proteina bruta na dieta aumentam a digestdo e absorc¢ado intestinal do amido, e
promovem a elevacédo do plasma de insulina e glicose, o que, consequentemente,
aumenta a deposicdo da gordura intramuscular, favorecendo os precursores de
acidos graxos.

Nota-se no Brasil, a quase 20 anos o maior exportador mundial de carne
bovina in natura (ABIEC, 2022), a crescente utilizagdo de animais cruzados (Bos
taurus x Bos indicus), sobretudo Angus x Nelore, para a produgao de carne com
mais maciez e maior quantidade de gordura intramuscular, buscando agregar valor
ao produto final e atender demandas de mercados consumidores dispostos a pagar
mais por qualidade. A deposi¢cédo 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), o que se observa em animais com predominancia do genotipo Bos
indicus, tem-se prejuizo sobre os aspectos sensoriais da carne. Isto ocorre porque a
medida que se reduz a adipogénese do tecido intramuscular (marmoreio), estimula-
se a fibrogénese e o aumento do conteudo do tecido conjuntivo (Du et al., 2017).
Contudo, os mecanismos moleculares que controlam o crescimento desses tecidos
ainda nao foram completamente estabelecidos.

Dada a falta de informacao a respeito de alteracbes da expressao génica em
bezerros cruzados Bos taurus x Bos indicus submetidos a suplementacéo na fase de
cria, este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito do creep feeding sobre
a expressao génica, processos bioldgicos e vias metabdlicas relacionadas a
adipogénese e lipogénese em bidpsias do musculo Longissimus thoracis colhidas ao
desmame em bovinos F1 (Angus x Nelore). A obtencédo destas informacdes € de
grande importancia econdmica para os sistemas de produgédo de bovinos que visam
a manipulagdo da caracteristica gordura entremeada e a obtencdo de carne de
melhor qualidade para alcangar seus objetivos, ou seja, mercados mais exigentes

que pagam por qualidade.

2.2. Material e métodos
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2.2.1. Animais

Foram utilizados 48 bovinos cruzados F1 Angus-Nelore, todos machos nao
castrados (inteiros) e filhos de um mesmo touro (meio irmaos) da ragca Aberdeen
Angus (Bos taurus).

A parte inicial do experimento a campo (fase de cria) foi conduzido em
fazenda comercial, localizada no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Durante a maior parte
da fase de cria (a partir dos 30 dias de idade até a desmama — aproximadamente
210 dias), estes animais foram submetidos a dois diferentes tratamentos, com 24
animais por tratamento: grupo 1 (G1/T1) — sem suplementagcdo em creep feeding;
G2/T2 — com suplementagcdo em creep feeding. No sistema de cria do tipo creep
feeding os animais foram mantidos com suas respectivas maes no mesmo piquete,
porém com acesso exclusivo a suplemento correspondente a aproximadamente 1%
do peso corporal. O suplemento que foi oferecido aos animais do grupo 2 (em creep
feeding na fase de cria — 30 a 210 dias de vida) foi constituido na matéria seca (MS)
de 22% de proteina bruta (PB) e 65% de nutrientes digestiveis totais (NDT), a base
de milho moido (44,8%), farelo de soja (40,4%) e nucleo mineral (14,8%).

Apods o desmame (média de 210 dias), os animais dos dois tratamentos foram
levados ao confinamento experimental da Fazenda Lageado da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia-UNESP/Botucatu, onde permaneceram por
aproximadamente 180 dias, alojados em baias coletivas cobertas (trés animais/baia
com 10m? por animal). Os dois grupos de animais receberam a mesma dieta
contendo 12,6% de volumoso e 87,4% de concentrado a base de milho. A dieta foi
formulada com software Ragao de Lucro Maximo — RLM 3.3 (Lanna et al., 2011),
utilizando o sistema NRC Tropicalizado ESALQ, e foi composta de milho, farelo de
soja, feno de tifton, bagagco de cana-de-agucar, uréia e suplemento vitaminico-
mineral (Apéndice S1). Foi fornecida ad libitum, duas vezes ao dia, as 08h00 e
16h00.

Os animais foram pesados, apés 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
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de peso meédio 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).

2.2.2. Coleta de tecido a desmama, ao abate e analises de qualidade da

carcaca

No momento da desmama (M1: 210 dias) 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 realizagdo da biopsia foi feita a
tricotomizac&o na regido lombar e administrado um anestésico local via subcuténea.
As bidpsias foram realizadas na altura da 132 costela. Apds a higienizagéo do local
da bidpsia, uma incisdo de 1cm foi feita com bisturi, € uma agulha esterilizada de
bidépsia Bergstrom foi utilizada para obter 1g de tecido do musculo, que foi
imediatamente armazenado em nitrogénio liquido e posteriormente em ultrafreezer a
-80°C.

Apds o periodo de confinamento, os 48 animais foram abatidos utilizando a
técnica de concussao cerebral e seccao da veia jugular. As carcagcas foram
identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas pesadas
individualmente para a obtencdo do peso da carcaga quente (PCQ), e levadas a
camara fria, por aproximadamente 24 horas, a temperatura de 1°C.

Decorrido o resfriamento, as carcagas foram retiradas da camara e pesadas.
ApOs a pesagem, o musculo LT da meia carcaga-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 subcutdanea (EGS) e a area de olho de lombo
(AOL). Amostras do LT (bifes de contra-filé) entre as 122 e 13?2 costelas da meia-
carcaga esquerda foram coletadas e utilizadas para a condugao em laboratério de

analises fisico-quimicas de qualidade.

2.2.3. Andlises de qualidade da carne

As analises fisico-quimicas realizadas relacionadas a qualidade da carne dos

48 animais abatidos (24/tratamento) foram: indice de marmorizacdo (Ml), lipideos
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totais/porcentagem de gordura (IMF) e forga de cisalhamento (FC). O MI foi
determinado por avaliador unico previamente treinado seguindo os padrdes de
referéncia da Brazil Beef Quality — https://www.brazilbeefquality.com/. Esses padrbes
sdo numerados de 1 a 11 e fornecem uma escala de pontos entre 100 e 1100
(adaptada da AUS-MEAT, 2018), sendo que quanto mais proximo de 1100 mais
marmorizada € a carne, e quanto mais proxima de 100 menos marmorizada. A IMF
foi determinada por meio do equipamento FoodScan LabTM (Foss NIRSystems, Inc.,
EUA). Para a determinagdo da forga de cisalhamento aos sete e 14 dias de
maturacdo (FC7 e FC14) foi adotado o procedimento padronizado e proposto por
Shackelford et al., (1999).

2.2.4. Andlises estatisticas dos dados de peso, ganho de peso, carcaga

e carne

Os dados relacionados a peso e ganho de peso e a caracteristicas de carcacga
e da carne — peso inicial (Pl), peso a desmama (PD), ganho de peso médio diario
entre PD e Pl (GPMD1), peso final (PF), ganho de peso médio diario entre PF e PD
(GPMD2), peso da carcaga quente (PCQ), area de olho de lombo (AOL), espessura
de gordura subcutédnea (EGS), indice de marmorizagdo (IM), porcentagem de
gordura (IMF) e forga de cisalhamento (FC7 e FC14) — para as 48 amostras (n =
24/grupo) foram analisados quanto a presenca de informagdes discrepantes,
homogeneidade de variancias e normalidade dos residuos. Na sequéncia, os dados
foram expressos por médias e seus respectivos erros padrao. Nao foram
necessarias transformagdes nas variaveis para providenciar uma aproximacgao da
distribuicdo normal. As diferencas entre os dois tratamentos foram examinadas por
analise da variancia (ANOVA) e quando detectadas diferengas significativas, foram

comparadas por Teste t.

2.2.5. Andlises da expressao génica diferencial

2.2.51. Extracao do RNA e sequenciamento



28

Apoés a extracdo do RNA total, foram preparadas 24 bibliotecas gendémicas,
constituidas por 12 amostras de cada grupo/tratamento (G1 e G2) colhidas a
desmama (M1). O RNA total das amostras foi extraido individualmente a partir de
100 mg do musculo LT utilizando TRIzol® (Life Technologies, EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante, e analisado quanto a qualidade no Bioanalyzer 2100®
(Agilent, EUA). A fim de garantir qualidade adequada do RNA total, o valor minimo
para a integridade adotado foi de sete (RIM = 7). A partir do RNA total foram
purificados os RNA com cauda poli A por meio de oligo-dT beads.

As Dbibliotecas de cDNA, para cada amostra, foram preparadas e
multiplexadas utilizando o TruSeq RNA Sample Preparation Kit (lllumina, EUA) a
partir de 2 ug de RNA total, conforme o protocolo TruSeq RNA Sample Preparation
kit v2 guide (lllumina, EUA). O Bioanalyzer 2100® (Agilent, EUA) foi utilizado para
estimar o tamanho médio das bibliotecas e a PCR quantitativa (RT-gPCR), com o
KAPA Library Quantification kit (KAPA Biosystems, EUA), foi utlizada para
quantifica-las. A clusterizacdo e o sequenciamento foram realizados em uma lane
utilizando o HiSeq2500 kit v4 2x100pb (lllumina, EUA), a fim de produzir paired-end
reads de 100 bp. Utilizou-se o sequenciador lllumina HiSeq 2500® (lllumina, EUA),

no intuito de atingir-se uma cobertura minima de 16 milhdes de reads por amostra.

2.25.2. Mapeamento das sequencias no genoma de referéncia e

identificagdao de genes diferencialmente expressos

Os dados de sequenciamento gerados pela plataforma HiSeq System lllumina
foram convertidos ao formato FastQ e separados por bibliotecas (dados
multiplexados) por meio do software Casava versdo 1.8.2 (lllumina, EUA). O
software FastQC v. 0.11.9 (Andrews, 2010; acessado em 02 de junho de 2022) foi
utilizado para analisar a qualidade das leituras brutas (raw reads). A remog¢ao dos
adaptadores de sequenciamento e das sequéncias de baixa qualidade, foram
realizadas por meio do programa fastp v.0.23.1 (Chen et al. 2018). Apds esta etapa,
a qualidade das reads foi reavaliada pela visualizagao grafica conjunta de todas as
saidas FastQC utilizando o programa MultiQC v.1.13 (Ewels et al., 2016) para

confirmar a melhoria de qualidade. Na sequéncia, as reads foram mapeadas ao
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genoma de referéncia bovino (Bos taurus — ARS-UCD1.3), disponivel em:
http://www.ensembl.org/ Bos_taurus/Info/Index/, utilizando o programa STAR v.
2.7.20 (Dobin et al., 2013). O mapeamento foi realizado de forma independente para
cada amostra, sendo que para cada biblioteca foi gerado um arquivo com extenséao
“bam”, contendo o alinhamento dos fragmentos em relacdo ao genoma de
referéncia. A contagem das features foi feita por meio do programa featurecounts
v.2.0.3 (Liao, Smyth e Shi, 2014) e apenas leituras de sequéncias pareadas (paired-
end reads: PE reads) mapeadas em local unico do genoma (uniquely PE reads) e
em cromossomos conhecidos foram utilizadas nas analises de expressao génica
diferencial.

As analises de expressdo génica diferencial foram realizadas entre os
diferentes grupos/tratamentos dentro do momento/desmama (i.e., G1 vs G2 em M1).
Inicialmente, por meio do pacote factoextra (Kassambara e Mundt, 2020; acessado
em 02 de junho de 2022) do software R (R Core Team, acessado em 02 de junho de
2022), realizou-se analise grafica de componentes principais (PCA) com os dados
de contagem de reads normalizadas em contagens por milhdo (CPM) para
agrupar/separar as amostras com base em padrdes de expressao génica, a fim de
examinar o seu nivel de similaridade/dissimilaridade entre os grupos. A identificagéo
de genes diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada pelo método
implementado no pacote edgeR v.3.40.0 (Robinson, McCarthy e Smyth, 2010) do
programa R (R Core Team, acessado em 02 de junho de 2022), para estimacao de
parametros por método de maxima verossimilhanga utilizando modelos lineares
generalizados assumindo-se distribuicdo binomial negativa dos dados de contagem.
Para isso, foram utilizados os factors size pelo trimmed mean of M-values (TMM),
realizada para cada par de amostras, e estimados os parametros de sobredispersao
para cada gene pelo método de Cox-Reid (Robinson e Oshlack, 2010). A expressao
de cada gene foi calculada como média de expressdo de todas as amostras para
cada grupo e apresentada como média da funcéo logaritmica das CPM. O fold-
change foi calculado como a funcgéao logaritmica da razao entre os CPM de G2 e G1
para cada gene. O p valor associado a diferengca de expressao génica entre grupos
foi obtida a partir do teste de razdo de verossimilhangas. O procedimento de

Benjamini e Hochberg (1995) foi utilizado para o controle da taxa de falsas
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descobertas (False Discovery Rate - FDR). Valores de log2 foldChange de 0,5 e de
significancia ajustada para FDR < 0,05 foram utilizados para identificar os DEGs.

2.2.5.3. Analises funcionais dos genes diferencialmente expressos

A fim de entender o papel funcional dos genes identificados como DEGs entre
grupos a desmama, listas dos genes up e down-regulated foram utilizadas em
analises de over representation (ORA) em termos de ontologia de genes (GO terms:
Processos Bioldgicos - BP) e vias metabdlicas (KEGG Pathway Database) por meio
da ferramenta online Database for Annotation, Visualization and Discovery
Integrated (DAVID - https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) v. 6.8 (Huang et al., 2007).
Para que os BPs e pathways fossem considerados enriquecidos considerou-se o
minimo de trés genes em cada processo ou via e P-value < 0,05.

A funcdo Functional Annotation Clustering do DAVID e o pacote ClueGO
(Bindea et al., 2009) do programa Cytoscape v. 3.9.1 foram utilizados na
identificacao de relacdes entre os processos e as vias enriquecidas. Em razao das
relagdes que apresentam entre si e de suas relagbes em potencial com o teor de
gordura intramuscular em bovinos, processos e vias foram destacados. Para
identificar/visualizar a participagdo de DEGs em diferentes BPs e pathways
enriquecidos e destacados, um HeatMap foi gerado a partir do pacote
ComplexHeatMap (Gu, Eils e Schlesner, 2016) do programa R. Os pacotes ClueGO
e CluePedia (Bindea, Galon e Mlecnik, 2013) do Cytoscape foram utilizados para
gerar redes de DEGs compartilhados entre pathways e BP (FDR < 5%).

O programa online STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) database (versédo 11.5), o qual coleta e integra interacbes
funcionais entre genes/proteinas para um grande numero de organismos (Szklarczyk
et al., 2016), foi utilizado para revelar e permitir a visualizagao grafica de interagdes
funcionais entre os DEGs pertencentes aos BP e pathways (KEGG) identificados
como enriquecidos pelo DAVID e destacados em funcéo das relagdes visualizadas
no ClueGO e das relagdes em potencial com a adipogénese e lipogénese
intramuscular. As PPIs com score de confianga > 0,4 (limite comumente utilizado) e

FDR < 0,05 foram consideradas e apresentadas em grafico. O algoritmo Markov



31

Cluster (MCL), um algoritmo de cluster n&o supervisionado para grafos baseado na
simulacdo de fluxo estocastico, foi utilizado na clusterizagdo dos genes (nos)
utilizando o parametro de inflagdo 3 (default do STRING).

Nas analises realizadas por meio dos programas/pacotes DAVID,
ClueGO/CluePedia e STRING, utilizou-se bases de dados de Bos taurus.

2.3.Resultados

2.3.1. Desempenho pré- e pés-desmama e qualidade da carne e da

carcaca

Na Tabela 1 estdo descritos os pesos dos animais nos diferentes momentos,
ganhos de pesos, além de informagdes referentes as carcagas. Observou-se
diferengas significativas (P < 0,05) entre os grupos/tratamentos para PD e GPMD1
na fase de cria. Para PD, os animais do G1 (sem suplementagdo) foram os mais
leves e os do G2 (creep feeding) foram os mais pesados. Para GPMD1 notou-se a
mesma situagdo observada para PD, ou seja, G2 > G1. Em relagdo ao PF,
observou-se que os animais dos G1 e G2 nao diferiram. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos para PIl, e PCQ.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores relacionados a qualidade, os
quais foram medidos ou estimados de forma objetiva ou subjetiva nas carcacas ou
em amostras de carne dos animais por meio de analises laboratoriais. Nao foram
observadas diferengas significativas na comparacéo entre os grupos, ou seja, p foi
maior que 5%, para area de olho de lombo e for¢ga de cisalhamento aos sete e 14
dias de maturagado. Por outro lado, foram observadas diferengas significativas (P <
0,05) para espessura de gordura subcutanea (EGS), porcentagem de gordura (IMF),
e indice de marmorizagdo (MIl). Para EGS, os animais do G2 (creep feeding)
apresentaram na média maiores valores em relacdo aos animais dos G1 (sem
suplementagcao). No que tange a IMF, uma medida objetiva para a avaliagdo da
gordura entremeada, os animais do G2 apresentaram maiores teores/porcentagens

em relacdo aos animais do G1. Em relagdo a MIl, uma medida subjetiva para a
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avaliacdo da gordura entremeada/marmoreio, os animais do G2 apresentaram

escores maiores em relacédo aos do G1.

Tabela 1. Médias e respectivos erros-padrdo para pesos dos animais no inicio da fase de cria, a
desmama e ao final do periodo de confinamento, ganhos de peso médio diario na fase de cria e de

terminacao e rendimento da carcaga quente para os dois tratamentos.

PI (kg) PD (kg) GPMD1 PF (kg) GPMD2 PCQ (kg)
(kg) (kg)

G1' 61,29+2,41 228,92+5,07° 0,93+0,02° 484,64+596 1,36+0,02 269,22+8,23
G2' 57,55+2,61 243,57+5,702 1,03+0,032 491,85+7,85 1,32+0,03 273,62+9,28

' G1: grupo1, G2: grupo 2, PI: peso inicial, PD: peso a desmama, GPMD1: ganho de peso médio
diario entre PD e PI, PF: peso final, GPMD2: ganho de peso médio diario entre PF e PD, PCQ: peso
da carcaga quente.

a.b | etras distintas indicam médias diferentes (P < 0,05).

Tabela 2. Médias e respectivos erros-padrao para espessura de gordura subcutanea e area de olho
de lombo da carcaga, porcentagem de gordura, indice de marmoreio e forga de cisalhamento aos

sete e 14 dias de maturagéo para os dois tratamentos.

EGS (mm)  IMF (%) M AOL (cm?) FC7 (kg) FC14 (kg)

G1' 10,61+0,42° 4,95+0,20> 321,50+13,65° 67,94+1,16 4,52+0,11 3,45+0,11
G2' 12,96+0,83% 5,80+0,23% 366,11+12,392 65,50+0,93 4,28+0,12 3,42+0,09

' G1: grupo1, G2:grupo 2, EGS: espessura de gordura subcutanea, IMF: porcentagem de
gordura, MI: indice de marmoreio, AOL: area de olho de lombo, FC7: forga de cisalhamento aos sete
dias post-mortem, FC14: forga de cisalhamento aos 14 dias post-mortem.

a.b |etras distintas indicam médias diferentes (P < 0,05).

2.3.2. Andlise da expressao génica diferencial

2.3.2.1. Concentragao e integridade do RNA total

A concentragdo média do RNA total obtido para as 24 amostras extraidas foi
de 260,27ng/uL. As razdes 260/280nm (acido nucléico/proteina) e 260/230nm (acido
nucléico/contaminantes de extragdo) foram de aproximadamente 1,9, valores
considerados como adequados. As contaminagdes por DNA genémico foram em
média 1,04% (minimo 0,73% e maximo 1,11%). O numero de integridade do RNA

(RIN) médio foi de 7,6 (minimo 7,0 e maximo 8,0). Desta forma, foi confirmado que



33

as amostras estavam integras (todos os valores de RIN acima de 7) e livres de

contaminantes.

2.3.2.2. Sequenciamento de RNA e mapeamento das reads no

genoma de referéncia

No total foram obtidas 241,2 milhées de paired-end reads (PE reads: 2x100
pb), das quais 230,5 milhdes foram mapeadas em local unico do genoma (uniquely
PE reads). A cobertura alcancada pelo sequenciamento foi de 37X (cobertura para
todos os transcritos de todas as amostras). Em média, foram obtidas 9,6 milhdes de
uniquely PE reads por amostra, o que correspondeu a 95,56% do total de PE reads
geradas.

As reads foram mapeadas em 27.607 genes (codificantes e nao codificantes
de proteinas). Entretanto, considerando a contagem maior ou igual a trés (uniquely
PE reads = 3) em pelo menos 12 amostras, o numero total de genes considerados
expressos e, portanto, utilizados na analise de expressao génica diferencial, foi de
16.604. O numero de genes detectados por categoria funcional apds a aplicagao de
filtro/treshould que exclui os genes que tiveram baixa contagem encontra-se
apresentado na Figura 1. Depois dos genes codificadores de proteinas (15.672),
foram sequenciados em maior numero genes codificadores de fatores de transcricéo
(656) e genes nao codificadores tais como INcRNA — long non coding RNA, snRNA —
short nuclear RNA e miRNA — micro RNA, estes relacionados com o controle da

expressao génica e com o processamento de RNA mensageiros.
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Figura 1. Numero de genes detectados por categoria funcional no sequenciamento de RNA
considerando a aplicacao de filtro que exclui os genes que tiveram contagem relativa baixa

para contagem de reads apds normalizagao.

Nas Tabelas 3 e 4 podem ser visualizados, para as amostras coletadas dos
animais dos dois grupos (sem creep e com creep — G1 e G2, respectivamente), o
numero e a porcentagem de transcritos/fragmentos alinhados ao genoma de

referéncia bovino.

Tabela 3. Classificagdo fenotipica para porcentagem de gordura (IMF), numero total de transcritos
(PE reads) gerados e alinhados ao genoma de referéncia, e numero total e porcentagem de PE reads
alinhadas em local unico no genoma (uniquely PE reads) para as amostras coletadas dos animais do

G1 (sem creep) no M1 (a desmama).

Animal/ Classificagao n° total PE n° total PE n° %
Amostra fenotipica para reads reads uniquely uniquely
IMF geradas mapeadas PE reads PE reads
1/RC1 low 11.679.440 11.506.606 11.203.820 95,93
2/RC2 low 10.814.468 10.674.013 10.406.095 96,22
3/RC3 low 9.853.062 9.675.863 9.402.096 95,42
4/RC4 low 10.773.912 10.497.727 10.223.070 94,89
5/RC5 low 10.407.984 10.276.901 10.003.083 96,11
6/RC6 low 9.827.847 9.684.304 9.411.731 95,77
7/RC7 low 10.068.925 9.867.642 9.628.738 95,63
8/RC8 low 9.866.300 9.636.103 9.384.361 95,12
9/RC9 low 9.846.398 9.631.769 9.327.987 94,74
10/RC10 low 9.854.664 9.722.289 9.476.470 96,16
11/RC11 low 9.880.030 9.722.399 9.479.344 95,94
12/RC12 low 12.482.586 12.229.115 11.918.101 95,48

Média low 10.446.301 10.260.394 9.988.741 95,62
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Tabela 4. Classificagéo fenotipica para porcentagem de gordura (IMF), nimero total de transcritos

(PE reads) gerados e alinhados ao genoma de referéncia, e numero total e porcentagem de PE reads

alinhadas em local tnico no genoma (uniquely PE reads) para as amostras coletadas dos animais do

G2 (com creep) no M1 (a desmama).

Animal/ Classificagao n° total PE n° total PE n° %
Amostra fenotipica para reads reads uniquely uniquely
IMF geradas mapeadas PEreads PEreads
13/RC13 high 9.479.645 9.250.146 9.033.774 95,30
14/RC14 high 10.640.508 10.341.889 10.068.523 94,62
15/RC15 high 9.553.313 9.373.266 9.141.017 95,68
16/RC16 high 9.333.592 9.207.412 8.986.543 96,28
17/RC17 high 9.129.520 9.022.713 8.783.636 96,21
18/RC18 high 10.213.502 10.046.519 9.797.829 95,93
19/RC19 high 10.152.415 10.000.483 9.757.874 96,11
20/RC20 high 10.134.139 9.981.276 9.736.555 96,08
21/RC21 high 9.651.481 9.260.150 9.018.951 93,45
22/RC22 high 8.606.966 8.434.895 8.233.201 95,66
23/RC23 high 9.538.157 9.359.896 9.132.297 95,74
24/RC24 high 9.435.252 9.215.591 8.995.317 95,34
Média high 9.655.708 9.457.853 9.223.793 95,53

Na Figura 2 pode ser observado nos boxplots dos valores das contagens de reads

normalizadas pelo fator de tamanho (size fator) que a distribuicdo dos quartis foi

consistente entre as amostras entre grupos, o que indica a boa qualidade dos dados

gerados pelo sequenciamento.
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Figura 2. Boxplot do log2 da contagem de reads normalizada pelo size fator por amostra dos

grupos (sem creep/control e com creep — G1 e G2, respectivamente).
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Ainda com a intensao de avaliar a qualidade do sequenciamento, os perfis de
expresséo de 13 genes constitutivos (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB, HMBS, HPRT1,
PGK1, PPIA, RPL13A, RPLO, SDHA, TBP e TFRC) foram analisados e estes

apresentaram padréao de expressao similar entre os grupos experimentais (Figura 3).
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Figura 3. Perfil de expressado dos genes de referéncia nos grupos (sem creep/control e com
creep — G1 e G2, respectivamente).

A PCA mostrou que os dois principais componentes (PCs) explicaram mais de
20% da variagéo entre amostras (Figura 4). Adicionalmente, observou-se a formagéo
de grupos claramente distintos de amostras no momento do abate (T1M1, T2M1),
indicando que houve evidente diferengca na expressdo dos genes entre os
tratamentos. Este fato ilustra o efeito da suplementagdao na fase de cria, o creep

feeding, sobre a expressao génica a desmama.
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Figura 4. Andlise grafica de componentes principais (PCA) realizada com base nos dados de
contagem normalizada de expressédo génica para amostras coletadas a desmama (M1) nos

diferentes grupos experimentais (sem creep feeding — T1, com creep feeding — T2).

2.3.3. ldentificagao de genes diferencialmente expressos

A partir das aliquotas/amostras do musculo LT provenientes das biopsias,
foram analisadas as diferencas na expressdo génica global entre os diferentes
grupos (G1 e G2) no momento da desmama (M1). Novecentos e quarenta e sete
DEGs foram identificados (log2 (FC) < -0,5 ou > 0,5; FDR 5%) entre os grupos a
desmama (M1), dos quais 443 foram regulados negativamente (down-regulated) e
504 foram regulados positivamente no G2 (fase de cria com creep feeding).

A Figura 5 mostra grafico do tipo Volcano plot indicando genes
diferencialmente expressos para G1 x G2 no M1. Os top 30 DEGs para o contraste,
considerando o valor de p ajustado (FDR) < 0,05, encontra-se apresentado na
Tabela 5. Os dados com a anotagdo dos genes diferencialmente expressos, com o
log2 foldChange, o valor de p, e o valor de p ajustado dos genes down e up-
regulated para o contraste entre grupos no momento da desmama pode ser

encontrada em arquivo suplementar (Apéndice S2).



38

Control x Creep Feeding
in Moment 1

c3 Down
Stable
Up

GCEBPD

15 RGS1

CLCN4 ST8SIA2

MLYCD MYMK

PDK4
GLUL
CPT1A ALA
SHTN e PCYOX1
ACVR1

GADD45A KGTD15
SEC14L5

STEGALNACA

=]

CXCL8
DNASE1L3

LDLR
CCL22

GCGR MSR1

-Log10 (p-value Adjust)

NPTX1 o

COLEBAS

MyLeB COL11A2

ARMC12
5 L NPR3

ADAMTS8

MT1A i N e RGR

KCNIP4

0
Log2 (fold change)

Figura 5. Volcano plot do log2 foldChange (eixo x) versus -log10 p valor (FDR, eixo vy),
indicando DEGs pelo método edgeR (down-regulated: log2 foldChange < -0,5 e FDR < 0,05
e up-regulated: log2 foldChange > 0,5 e FDR < 0,05) entre os grupos (G1 — control x G2 —

creep feeding) a desmama (momento 1: M1).

Gene ID ensembl Gene symbol Regulated! log2 FDR3
FC?
ENSBTAG00000017280 C3 Down -2,88  2,35E-19
ENSBTAG00000046307 CEBPD Down -2,56 2,31E-16
ENSBTAG00000021672 RGS1 Down -2,51 2,70E-16
ENSBTAG00000048501 ST8SIA2 Up 2,37 8,32E-15
ENSBTAG00000011121 CLCN4 Up 1,02 1,52E-14
ENSBTAG00000014069 PDK4 Down -3,34 1,52E-14
ENSBTAG00000004248 MLYCD Down -1,89 2,63E-14
ENSBTAG00000013242 MYMK Up 1,47 2,67E-14
ENSBTAG00000002834 CCDC69 Up 1,13 6,93E-14
ENSBTAG00000022989 FAM174B Up 1,12 8,62E-14
ENSBTAG00000013631 GLUL Down -1,54  1,08E-13
ENSBTAGO00000017956 KCTD15 Up 1,02 1,27E-13
ENSBTAG00000013860 GADD45A Down -1,96 1,75E-13
ENSBTAG00000002783 PCYOX1 Up 0,83 6,15E-13
ENSBTAGO00000007890 SECT14L5 Up 2,07 6,85E-13
ENSBTAG00000021999 CPT1A Down -1,70  7,95E-13
ENSBTAG00000004118 ALAST Up 0,74 1,13E-12
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ENSBTAG00000046548 ST6GALNAC4 Up 0,86  8,42E-12

ENSBTAG00000007578 SHTN1 Down -1,69  2,05E-11
ENSBTAG00000050158  ---------- Up 0,86  2,05E-11
ENSBTAG00000011909 ACVR1 Up 0,62  3,64E-11
ENSBTAG00000012314 LDLR Up 2,71 4,10E-11
ENSBTAG00000015942 DNAJA4 Up 1,33 4,11E-11
ENSBTAG00000014265 SREBF2 Up 0,90 4,15E-11
ENSBTAG00000050852 CXCL9 Down -2,34  4,23E-11
ENSBTAG00000000163 DDIT4 Down -1,16  5,15E-11
ENSBTAG00000011437  ---------- Down -1,54  6,69E-11
ENSBTAG00000016819 FABP3 Up 1,41 7,36E-11
ENSBTAG00000048728  ---------- Up 1,36  7,55E-11
ENSBTAG00000017280 PMEPA1 Up 0,90 1,19E-10

Tabela 5. Top 30 genes identificados como diferencialmente expressos (DEGs) para o
contraste entre os grupos 1 e 2 (G1 x G2: sem creep versus com creep) no momento 1 (M1:
a desmama).

" Down-regulated ou up-regulated no G2; 2 log2 foldChange; ® P ajustado (FDR) obtido para o edgeR,

utilizado para o ranqueamento dos GDE apresentados na tabela.

2.3.4. Anadlise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente

expressos

Para os genes up-regulated em G2 a desmama (n = 504), a analise de over
representation (ORA) identificou 21 vias metabdlicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) enriquecidas (valor de P < 0,05) (Apéndice S3). Dentre as
identificadas, cinco foram destacadas em funcao das relagcdes que apresentam entre
si (identificadas no DAVID e no ClueGO) e de suas relagcbes em potencial com a
proliferacdo de células adiposas/adipogénese e a sintese e degradacédo de gordura
intramuscular (lipdlise/lipogénese) em bovinos: PPAR signaling pathway (bta03320);
Steroid biosynthesis (bta00100); Biosynthesis of unsaturated fatty acids (bta01040);
Apelin signaling pathway (bta04371) e Fatty acid metabolism (bta01212). Os DEGs
up-regulated integrantes das vias enriquecidas e informagdes complementares estao
disponibilizadas na Tabela 6. Em relacdo aos GO terms, foram identificados 34
processos bioldgicos (Biological Process — BP) enriquecidos (P < 0,05) (Apéndice
S4), dos quais quatro foram destacados em razao das relagbes que apresentam

entre si e de suas relagdes em potencial com o teor de gordura intramuscular em
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bovinos: Cholesterol biosynthetic process (GO:0006695); Unsaturated fatty acid
biosynthetic process (GO:0006636); Sterol biosynthetic process (GO:0016126) e
Cellular response to insulin stimulus (GO:0032869). Os DEGs up-regulated
relacionados a esses BP podem ser encontrados na Tabela 7.

Considerando os genes down-regulated no G2 a desmama (n = 443),
identificou-se 46 vias (pathways) enriquecidas (P < 0,05) (Apéndice S5), das quais
trés foram destacadas pelas razdes mencionadas anteriormente: bta04152: AMPK
signaling pathway; bta04922: Glucagon signaling pathway e bta03320: PPAR
signaling pathway. Os DEGs down-regulated participantes dessas vias e
informagbes complementares sdo encontradas na Tabela 6. Em relagdo aos GO
terms, foram identificados 52 BPs enriquecidos (P < 0,05) (Apéndice S6), dos quais
trés receberam destaque conforme as razdes ja mencionadas: Positive regulation of
lipid storage (GO:0010884); Fatty acid metabolic process (GO:0006631) e negative
regulation of glycolytic process (GO:0045820). Os DEGs down-regulated

relacionados a esses processos estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 6. Vias metabdlicas enriquecidas (p < 0,05) e destacadas na analise de over
representation (ORA) dos genes diferencialmente expressos (DEGs — up e down-regulated)

identificados no G2/tratamento para o contraste G1 x G2 a desmama.

Termo (KEGG) Up/Down N° de P-value Genes
genes
PPAR signaling Up 9 5,75E-4 FADS?2, FABP3,
pathway SLC27A1, SCD, SCDS5,
AQP7, DBI, PPARA,
RXRG
Steroid Up 5 9,07E-4 SQLE, EBP, CYP51A1,
biosynthesis DHCR24, LSS
Biosynthesis of Up 4 0,029 FADS2, SCD, SCD5,
unsaturated FADS1
fatty acids
Apelin signaling Up 8 0,039 PRKAB?2, SMADS3,
pathway PRKAA2, CCND1, MYL2,

MYL3, APLNR, CALM3

Fatty acid Up 5 0,041 FADS2, SCD, FASN,
metabolism SCD5, FADS1
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AMPK signaling Down 8 0,023 PFKFB4, CPTI1A,

pathway PFKFB3, EIF4EBP1,
MLYCD, CPT1B, FBP1,
FOXO1

Glucagon Down 7 0,031 CPT1A, GCGR, SIK1,

signaling CPT1B, FBP1, PLCB2,

pathway FOXO1

PPAR signaling Down 6 0,044 CPT1A, APOA1, MES3,

pathway ANGPTL4, CPT1B, PLINS

Tabela 7. Processos biolégicos enriquecidos (P < 0,05) e destacados na analise de over
representation (ORA) dos genes diferencialmente expressos (DEGs — up e down-regulated)

identificados no G2/tratamento para o contraste G1 x G2 a desmama.

Termo Up/Down N° de P-value Genes

(GO_BP) genes
Cholesterol Up 5 0,002 EBP, INSIG1, CYP51A1,
biosynthetic DHCR24, LSS
process
Unsaturated Up 4 0,003 FADS?2, SCD, SCD5,
fatty acid FADS1
biosynthetic
process
Sterol Up 3 0,021 SQLE, EBP, INSIG1
biosynthetic
process
Cellular Up 5 0,032 GOT1, INSIG1, INHBB,
response to LPIN2, HDAC9
insulin stimulus
Positive Down 4 7,38E-4 C3, IKBKE, FAMT71F2,
regulation of PLINS
lipid storage
Fatty acid Down 6 0,005 C3, CPT1A, ACOT7,
metabolic UCP3, HACL1, CPT1B
process
Negative Down 3 0,022 DDIT4, NUPR1, FBP1
regulation of
glycolytic
process

Na Figura 6 é apresentado HeatMap mostrando a relagdo entre cada um dos
52 DEGs up ou down-regulated identificados em G2 a desmama e os 14 processos
biolégicos e vias metabdlicas enriquecidos na andlise de over representation e

destacados em razao das relagbes que apresentam entre si e de suas relagdes em
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potencial com o teor de gordura intramuscular em bovinos. Por meio desta
abordagem, observa-se a participagdo dos DEGs em um ou mais processos ou vias,

assim como a magnitude das diferengas de expressao génica entre os tratamentos.

Fatty acid metabolism

Biosynthesis of unsaturated fatty acids

fatty acid bi ic process
Apelin signaling pathway

cholesterol biosynthetic process

log2(FC)
Steroid biosynthesis 4
cellular response to insulin stimulus g
sterol biosynthetic process I -2
negative regulation of giycolytic process 4
PPAR signaling pathway
AMPK signaling pathway l
positive regulation of lipid storage l
fatty acid metabolic process l

Glucagon signaling pathway
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Figura 6. Relagao entre os DEGs up ou down-regulated identificados no G2 no M1 (eixo x) e
os BP e pathways enriquecidos e destacados em razdo das relagbes que apresentam entre
si e de suas relagdes em potencial com o teor de gordura intramuscular em bovinos (eixo y).

Ao lado direito da figura encontra-se a escala de cores indicativa do log2 foldChange.

Redes contendo processos bioldégicos (GO_BP) e pathways (KEGG)
compartilhados entre DEGs up e down-regulated no grupo 2 a desmama e
destacados em razdo das analises de over representation e da potencial relagao
com gordura intramuscular/marmoreio em Bos taurus sao apresentadas nas Figuras

7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Rede circular contendo processos biologicos (BP) e pathways (KEGG)
analises de over representation e da potencial relagcdo com a gordura intramuscular em

compartilhados entre DEGs up-regulated no G2 a desmama e destacados em razédo das
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Figura 8. Rede circular contendo processos biologicos (BP) e pathways (KEGG)
compartilhados entre DEGs down-regulated no G2 a desmama e destacados em razao das
analises de over representation e da potencial relagdo com a gordura intramuscular em

bovinos.

Na Figura 9 encontra-se apresentada a rede de interagdo proteina-proteina
(PPI) dos 29 DEGs up-regulated no G2, pertencentes aos processos bioldgicos
(GO_BP) e vias metabdlicas (KEGG) identificados como enriquecidos e destacados
no contraste G1 x G2 a desmama em fungao das relagdes que apresentam entre si
e das suas relagdes em potencial com a adipogénese e lipogénese intramuscular.

Foram identificadas 69 arestas (interagdes significativas) e seis clusters constituidos
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de oito a dois genes. Os clusters vermelho e amarelo foram os maiores com oito e
cinco genes, respectivamente. Trés clusters (verde escuro, azul claro e azul escuro)
apresentaram apenas dois genes. O coeficiente médio de clusterizagdo encontrado

foi de 0,512. Seis DEGs mostraram-se desconectados da rede.
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Figura 9. Rede PPI dos DEGs up-regulated no G2 pertencentes aos BP e pathways (KEGG)
identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 x G2 no M1. Tipo de
interacdo (cor da aresta) entre os nés (DEGs): verde claro — textmining; verde escuro —
neighborhood; azul claro — curated databases; azul escuro — co-occurrence; rosa —
experiments; lilas — protein homology; preto — co-expression. O numero maior de aresta
indica uma maior evidéncia/forca de interacdo entre dois ndés. Os ndés que compdem os

clusters formados (unidos por arestas pontilhadas) séo ilustrados com cores diferentes.

Rede de interagdo proteina-proteina (PPI) dos 23 DEGs down-regulated no
G2, pertencentes aos processos biolégicos (GO_BP) e vias metabdlicas (KEGG)
identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 x G2 a desmama em
funcao das relacdes que apresentam entre si e das suas relagdes em potencial com
a adipogénese e lipogénese intramuscular, encontra-se apresentada na Figura 10.

Foram identificadas 23 arestas (interagdes significativas) e quatro cluster
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constituidos de oito a dois genes. Os clusters vermelho, amarelo e verde escuro
foram os maiores com oito, trés e trés genes, respectivamente. Um dos clusters
(azul claro) apresentou apenas dois genes. O coeficiente médio de clusterizagdo

encontrado foi de 0,467. Sete DEGs mostraram-se desconectados da rede.
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Figura 10. Rede PPl dos DEGs down-regulated no G2 pertencentes aos BP e
pathways (KEGG) identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 x
G2 no M1. Tipo de interacédo (cor da aresta) entre os nés (DEGs): verde claro —
textmining; verde escuro — neighborhood; azul claro — curated databases; azul
escuro — co-occurrence; rosa — experiments; lildas — protein homology; preto — co-
expression. O numero maior de arestas indica uma maior evidéncia/forga de
interacdo entre dois nds. Os ndés que compdem os clusters formados (unidos por

arestas pontilhadas) sao ilustrados com cores diferentes.

2.4.Discussao
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Em sistemas de criacao tropical, a producao de leite apds o terceiro més de
lactacdo em vacas Nelore, que sao a base do rebanho brasileiro, ndo atende as
exigéncias do bezerro para que o seu potencial de crescimento seja expresso (Costa
e Silva et al., 2015). Em crias F1 Angus x Nelore supde-se que esse tempo seja
ainda menor. Portanto, a obtengdo de nutrientes para atender as demandas de
crescimento durante a fase de aleitamento depende cada vez mais das forrageiras
consumidas pelo animal. Um fato importante nos sistemas de cria a pasto no Brasil,
€ que além do declinio na curva de lactagdo das vacas, as pastagens apresentam
uma diminuicdo em massa e valor nutritivo devido a sazonalidade, enquanto as
exigéncias nutricionais do bezerro aumentam com a progressdo do crescimento
(Fonseca et al., 2012). Em vista disso, o creep feeding € uma estratégia alimentar
usada para atender o déficit de nutrientes do leite e da forragem, além de estimular
um maior desenvolvimento muscular do animal, o que reflete em menor tempo de
abate e melhoria na qualidade da carcaga (Carvalho et al., 2019). No entanto, devido
a questdes associadas ao fornecimento do suplemento, ofertas elevadas podem
afetar a digestdo da fibra do pasto, com consequéncias negativas na eficiéncia
alimentar (Cremin et al., 1991; Faulkner et al., 1994) e desempenho do bezerro
(Lopes et al., 2017). Esse fato ndo foi observado no presente estudo, ao contrario,
bezerros que receberam 1% do peso corporal em suplemento, apresentaram um
ganho de peso diario adicional aproximado de 100 g e um total de 14,6 kg a mais na
desmama comparado com o0s animais nao suplementados. No entanto, em
metanalise realizada por Carvalho et al., (2019), encontrou-se que para bezerros
machos 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 nao suplementados. No presente trabalho nao foi observada
uma resposta a longo prazo da suplementagdo no periodo de aleitamento sobre o
desempenho dos animais durante o periodo de terminagdo (PF, GPMD2 e RCQ;
Tabela 1). Isto sugere que a nao diferenga na eficiéncia dos animais durante o
periodo pés-desmama pode estar relacionada a composi¢ao de ganho (Asher et al.,
2018), ou seja, um aumento precoce na taxa de deposi¢cao de gordura pode reduzir
a taxa de deposicao de tecido magro (Gerrits et al., 1997) e, portanto, o ganho de

peso em fases subsequentes pode ser moderado. Similarmente, bezerros que foram
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suplementados durante a fase de aleitamento, apresentaram maior grau de
acabamento na carcagca (EGS) e maior deposicdo de gordura na carne, sem
apresentar diferencas no ganho de peso (Tabela 2).

Por meio das analises de enriquecimento funcional dos DEGs, um
subconjunto de genes considerado de maior relevancia foi destacado. Em relagao
aos up-regulated no G2 (com creep) tem-se: SCD, DBI, SCD5, INSG1, FADS1,
FASN, SLC27A1, FABP3, FADS2, PPARA, LIPIN2, RXRG, PRKAA2, PRKAB2, EBP,
SQLE, CYPS1A1, LSS e DHCR24. Tomando-se os regulados negativamente (down-
regulated) no grupo 2, foram destacados: ME3, APOA1, PLIN5, HACL1, UCP3,
PFKFB3, MLYCD, PFKFB4, FOXO1, CPT1B, CPT1A, FABP1, ANGPTL4 e C3.
Supbe-se que, ao menos em parte, alteragdes nos padrdes de expressao génica
observados no presente estudo decorram de modificacbes no padrdo de metilagao
do DNA, o que devera ser confirmado em pesquisas em andamento que serao
publicadas em breve.

A gordura intramuscular € uma caracteristica desejavel em alguns nichos de
mercado pelo efeito positivo sobre o sabor, suculéncia e a maior percepg¢ao de
maciez na carne (Hunt et al., 2014). Embora esta caracteristica de qualidade seja
atribuida a uma intensa proliferagdo celular durante a fase fetal, ha um periodo da
vida pos-natal nos primeiros 250 dias conhecido como “janela de marmoreio”, em
que uma dieta rica em graos pode recrutar especificamente os adipdcitos
intramusculares (hiperplasia de adipdcitos), proporcionando os locais para a
deposigao de gordura durante a terminagcdo (Du et al., 2013). Na terminagéo, a
deposicdo de marmoreio na carne depende de um balanco entre a sintese e
absorcao de acidos graxos, e a degradagao destes por B-oxidagao (Dong et al.,
2014), controlado pela regulacédo génica (De Jager et al., 2013).

Pesquisas indicaram que a via de sinalizaggo PPAR €& importante na
regulagéo da diferenciagao celular, balango energético e metabolismo lipidico (Gross
et al., 2017; Chen et al.,, 2022). Assim, na lipogénese, a ativagcdo da via de
sinalizagcdo PPAR regula positivamente a expressao de FABP, FASN e SCD (Brown
e Plutzky, 2007; Ranwala e Lazar, 2004), sendo estes dois ultimos genes
importantes na sintese de novo de acidos graxos (Ladeira et al., 2016), os quais

foram regulados positivamente nos animais suplementados via creep feeding na
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fase de cria do presente estudo. Adicionalmente, Ward et al.,(2010) relataram que
um aumento na deposigao de gordura de marmoreio na carne esta associado além
da regulagao positiva de FASN, a expressao das enzimas A-6 e A-5 dessaturases,
as quais sao reguladas por PPARA (Nakamura e Nara, 2002). Portanto, isto
confirma que PPARA também atua na lipogénese em musculo esquelético (Bionaz
et al., 2013). As enzimas A-5 e A-6 dessaturases codificadas pelos genes FADS1T e
FADS?2, respectivamente, sdo um grupo da familia de proteinas acido graxo
dessaturase, cruciais na catalizacido da primeira reacdo de dessaturagdo para a
formacdo enddgena de acidos graxos poli-insaturados a partir de acidos graxos
essenciais (linoleico e linolénico) consumidos na dieta (Ibeagha-Awemu et al., 2014).
Os acidos linoleico e linolénico, ambos acidos graxos insaturados encontrados em
oleaginosas como a soja (Ladeira et al., 2020), embora possam sofrer uma alta
biohidrogenagcdo ruminal, parte pode escapar para o duodeno e ser absorvida
(Duckett e Gillis, 2010). No presente estudo, é estimado um consumo de
aproximadamente 375 g de farelo de soja por dia em animais suplementados com
1% do peso corporal. Portanto, € provavel que uma parte de acidos graxos
insaturados consumidos no suplemento atingiram o musculo esquelético o que pode
ter regulado positivamente FADS1 e FADS2.

Apesar de a suplementagdao dos bezerros durante o periodo de aleitamento
ter tido efeitos positivos sobre a via de sinalizacdo PPAR no metabolismo lipidico,
por outro lado, uma regulagdo negativa desta via pode regular negativamente os
genes APOA1 e ANGPTL4 (Schroyen et al., 2021). O gene APOA1 codifica a
proteina estrutural e funcional da lipoproteina de alta densidade (HDL) e promove o
fluxo reverso de colesterol dos tecidos para excregédo no figado (Mangaraj e Nanda,
2016). No presente estudo, a regulagdo negativa de APOA71 em bezerros
suplementados pode ser um efeito a longo prazo da ingestdo de acidos graxos
insaturados oriundos do farelo de soja. Algumas pesquisas demonstraram que o
consumo de acidos graxos insaturados, promove uma diminuigdo na expressao de
APOA1 (Poudyal et al., 2011; Fox et al., 1987). Por outro lado, a angiopoietin like 4
codificada pelo ANGPTL4, € um mediador da inativacdo da lipoproteina lipase
envolvida no metabolismo lipidico (Blaedel et al., 2016) e, portanto, inibe a captagéo

de triglicerideos nos adipécitos (Yoo e Kim, 2016). A regulagcdo negativa da
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expressdo de APOA1 e ANGPTL4 nos bezerros suplementados sugere o acumulo
de acidos graxos, controlado, provavelmente, pela lipoproteina lipase que leva a
reducao do efluxo de triglicerideos no tecido adiposo.

O colesterol € um componente essencial na estrutura das membranas
celulares que confere rigidez a bicamada fosfolipidica e, também, medeia a
sinalizagao celular e o transporte intracelular (Brown et al., 2021). No presente
estudo, cinco genes foram regulados positivamente na via da biossintese de
colesterol em bezerros suplementados durante a fase de aleitamento, os quais
codificam as enzimas 24-desidrocolesterol redutase (DHCRZ24), lanosterol sintase
(LSS), esqualeno epoxidase (SQLE), Cholestenol Delta-lIsomerase (EBP) e
citocromo P450, familia 51, subfamilia A, polipeptideo 1 (CYP51A1). E provavel que
uma maior eficiéncia durante esse periodo em animais suplementados, além de
aumentar a massa muscular, aumenta a adiposidade regulada pela expressao
diferencial de genes relacionados com o metabolismo lipidico e do colesterol.
Resultado similar foi observado em frangos de corte mais eficientes no que diz
respeito a maior expressdo de genes relacionados com biossintese de colesterol
(DHCR24, LSS, SQLE e CYP51A1) (Abasht et al., 2019). Da mesma forma, Claire
D’Andre et al., (2013) reportaram que frangos com crescimento mais acelerado
apresentam uma regulagao positiva da via de biossintese de colesterol.

A suplementacéo de 1% do peso corporal em bezerros durante o periodo de
aleitamento, apresentou resultados positivos no programa lipogénico por meio da
regulacdo de genes para biossintese (FASN, SCD, SCD5, FADS1, FADS2) e
captacdo de acidos graxos (FABP3), enquanto reduziu a expressdo de fatores de
transcricdo relacionados com [B-oxidagao (CPT1A, CPT1B e UCP3). Resultado
similar foi relatado em um estudo com iaques, herbivoros do género Bos, em que a
suplementacao durante o periodo de crescimento, estimulou a sintese de novo de
acidos graxos por meio da regulagao positiva de SREBF1, ACACA, FASN e SCD1,
assim como do fator de transcricdo H-FABP(FABP3), e da regulagao negativa de
CPT1 (Zhang et al., 2014). Estudos com roedores concluiram que uma maior
disponibilidade de glicose intracelular inibe CPT1 devido as concentragdes elevadas
de malonil-CoA, o que leva a uma reduc¢ao na oxidagado de acidos graxos (Turcotte

et al.,, 2002; Yee e Turcotte, 2002). Assim, a redugcdo na expressao de genes
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relacionados a oxidagao de acidos graxos levou ao aumento no marmoreio da carne
de bezerros que receberam suplemento via creep feeding.

Observou-se também a regulagdo de genes que participam na via da AMPK
do metabolismo energético. A regulagdo positiva de PRKAA2 e PRKAB2 em
bezerros suplementados, que é responsavel da codificagdo das subunidades
cataliticas para ativacdo de AMPK na oxidag&o de acidos graxos (Zhang et al., 2021),
foi, entretanto, contraditéria no presente estudo. Um comparativo entre bovinos
Angus e cruzados Angus x Simental, sendo os primeiros com maior potencial de
marmoreio, apresentaram uma menor expressao destes genes reguladores de
AMPK (Graugnard et al., 2009). No entanto, um estudo com células de musculo
cardiaco em camundongos, indicou que o AMPK atua como uma molécula de
sinalizagao a jusante a Apelina (Simpkin et al., 2007) e esta desempenha um papel
importante no metabolismo energético, por meio da melhoria na sensibilidade a
insulina (Castan-Laurell et al., 2012). Outra enzima importante no metabolismo
energético e na oxidagdo de acidos graxos regulada por AMPK, é a malonil-CoA
descarboxilase (Ruderman et al.,, 2004). Esta enzima mitocondrial codificada pelo
gene MLYCD, regulado negativamente em bezerros suplementados do presente
estudo (Tabela 5), é responsavel por aumentar a oxidagdo de acidos graxos atraves
da quebra de malonil-CoA em acetil-CoA (Bouzakri et al., 2008). Pesquisas em
humanos (Bouzakri et al., 2008) e em camundongos (Koves et al., 2008) indicaram
que o silenciamento deste gene no tecido muscular, aumenta a concentragcéo de
malonil-CoA, o que leva a maior utilizagao de glicose, enquanto reduz a oxidagéo de
acidos graxos. Portanto, tal fato pode explicar a regulagdo negativa de genes
relacionados com a [p-oxidagdo (CPT1A, CPT1B e UCP3) em bezerros
suplementados, e pode ser que este configure um mecanismo de protegcdo ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina causado pela dieta (Koves et al., 2008).

Alguns estudos com bezerros alimentados intensivamente com altas
quantidades de carboidratos durante os primeiros meses de vida, mostraram, como
resposta a alimentagdo, um aumento nos niveis plasmaticos de glicose (Hostettler-
Allen et al., 1994), ou concentragdes normais de glicose com elevados niveis de
insulina, sendo este um quadro classico de resisténcia a insulina (Hugi et al., 1997).

Em individuos com resisténcia a insulina ou hiperinsulinemia, tem sido evidenciada
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uma maior expressdo do gene complemento C3 (C3) (Weyer et al., 2000; Barbu et
al., 2015). Na presente pesquisa, bezerros que consumiram 1% do PC em
suplemento, apesar do maior consumo de carboidratos de rapida fermentagao
(amido), apresentaram uma regulagdo negativa de C3. Isso pode sugerir que a
cascata de sinalizagao de insulina no tecido muscular ndo esta sendo desregulada
pelo alto consumo de carboidratos. Em adi¢ao a este raciocinio, a ativacdo da via de
sinalizagdo de Apelina por meio da regulacdo positiva de PRKAA2 e PRKAB2, e
uma regulagao negativa de MLYCD em bezerros suplementados, sugere que estes
animais estdo utilizando mais glicose como fonte de energia ao invés de acidos
graxos, 0 que pode estar intimamente relacionado a mudangas no metabolismo das
fibras musculares.

O musculo esquelético apresenta uma certa plasticidade metabdlica, que
dependendo do padrao de crescimento do animal (Picard e Gagaoua, 2020) ou de
estimulos nutricionais (Aragdo et al., 2014), muda a utilizagdo de substratos
(gorduras ou glicose) para a obtengdo de ATP. Em periodos de crescimento
muscular acelerado, espera-se que o gasto energético para deposi¢cao de gordura
intramuscular e proteinas seja aumentado (Graugnard et al., 2009). Pode-se pensar
que a suplementagdo com elevadas quantidades de carboidratos (amido) durante o
periodo de aleitamento dos bezerros, provavelmente estimula um metabolismo
glicolitico no musculo esquelético. Portanto, uma redugdo na via de oxidagao de
acidos graxos para obtengdo de ATP, pode aumentar o acumulo de lipideos no
tecido adiposo. O musculo esquelético € um tecido constituido por um grupo
heterogéneo de fibras que contem diferentes isoformas de MyHCs, as quais séo
utilizadas para identificacdo da atividade contrati e metabdlica das células
musculares (Schiaffino e Reggiani, 2011). Embora no presente trabalho ndo tenham
sido identificadas essas isoformas, a regulagado negativa de CPT1A, CPT1B e UCP3
em animais suplementados sugere um musculo esquelético com menor proporgéo
de fibras oxidativas (tipo ), ja que esses transcritos sdo abundantes dentro das
mitocéndrias (Turner et al., 2009). Segundo Gagaoua e Picard (2020), as fibras
glicoliticas (tipo Il B) apresentam menor numero de mitocéndrias, € uma maior
abundancias destas fibras esta presente em musculos de animais com crescimento

acelerado (Brandstetter et al., 1998).
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As proteinas de transporte de acidos graxos (FATPs) sdo uma familia de 6
isoformas (FATP1-6), das quais, a codificada pelo gene FATP1 (também conhecido
como SLC27A1) é altamente expressa em fibras musculares, adipdcitos e
hepatdcitos, devido a alta absor¢ao e metabolismo acelerado de acidos graxos
nestas células (Huang et al., 2021). No presente estudo verificou-se uma regulagao
positiva de SLC27A1 em musculo esquelético coletado na desmama de animais que
foram suplementados na fase de cria, e, portanto, nos animais que apresentaram
maior IMF e Ml na carne (IMF e MI; Tabela 2). Outros estudos com bovinos estéo de
acordo com estes resultados, em que animais que apresentam maior deposi¢cdo de
gordura intramuscular, regulam positivamente SLC27A1 (Graugnard et al., 2009;
Jeong et al., 2012). Apesar das evidéncias de que FATP1 (SLC27A1) em tecido
muscular se associa significativamente ao acumulo de lipideos (Graugnard et al.,
2009; Jeong et al., 2012; Chen et al., 2017; Qi et al., 2016), existe contradi¢ao, tendo
em vista que alguns ensaios mostram o contrario (Qiu et al., 2017; Guitart et al.,
2014). Essa resposta sobre o metabolismo dos lipideos (oxidagdo ou esterificagdo)
pode ser explicada em funcao da localizagdo de FATP1 que varia com tipo de célula,
sendo tecido especifica (Huang et al., 2021). Assim, por exemplo, em células
musculares, a mitocondria € o lugar de maior abundancia de FATP1, ja que é vital
para o fornecimento de energia a partir da oxidagao de acidos graxos (Guitart et al.,
2014). Enquanto nos adipdcitos, o citoplasma é o local de maior abundancia de
FATP1, e sob estimulagdo de insulina, estes transportadores s&o translocados a
membrana plasmatica para a captagao, esterificacdo e acumulo de lipideos (Lobo et
al., 2007). Um aumento de FATP1 no tecido adiposo, resulta em uma maior
depuragcdo de triglicerideos do leito vascular do musculo, o que reduz a
disponibilidade deste substrato para serem quebrados em acidos graxos (Martin et
al., 1997). Tendo em consideragcdo o efeito negativo dos acidos graxos no
metabolismo da glicose mediado por insulina, uma redugéo no fluxo deste substrato
dentro das fibras musculares pode melhorar a sensibilidade a insulina (Martin et al.,
1997. Em vista de que o musculo esquelético € um tecido heterogéneo, composto
por fibras musculares, adipdcitos, fibroblastos, entre outros grupos celulares,
provavelmente, a regulagdo positiva de SLC27A1 (FATP1) em animais

suplementados do presente estudo, é oriunda dos adipécitos e ndo das fibras
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musculares. Adicionalmente, tem sido confirmado que uma menor expressao de
SLC27A1 em fibras musculares esta relacionada com uma regulagdo negativa de
CPT1A. Consequentemente, uma menor taxa de oxidagdo de acidos graxos em
fibras musculares, leva a um maior acumulo de gordura intramuscular (Qiu et al.,
2017). Em caso que a regulacdo positiva de SLC27A1 (FATP1) em bezerros
suplementados do presente estudo aconteca em tecido adiposo intramuscular. A
obtengado de energia para as fibras musculares a partir da captacado e oxidacao de
acidos graxos pode ser reduzida, o que explica em parte a regulagdo negativa de
genes pro-oxidativos (CPT1A, CPT1B e UCP3) no musculo desses animais.

Além de estimular a lipogénese, a FATP1 (SLC27A1) participa na
diferenciagdo dos pré-adipocitos regulada por PPAR (Chen et al., 2017; Qi et al.,
2013). Na adipogénese, o FATP1 aumenta a liberagao de triglicerideos no plasma e
promove a captagao de acidos graxos no pré-adipécito (Liu et al., 2021). Uma vez
dentro da célula, os acidos graxos se ligam ao dominio de ligagc&do ao ligante (LBD)
que modifica a estrutura de PPAR, formando um heterodimero com o receptor
retinoide X (RXR) (Bionaz et al., 2013). Finalmente, esse complexo PPAR/RXR se
liga a regides promotoras especificas de genes alvo, promovendo ou inibindo suas
expressdes (la Cour Poulsen et al., 2012). No presente estudo, os animais
suplementados via creep feeding consumiram aproximadamente 375 g de farelo de
soja (Tabela 1). Dietas contendo farelo de soja sao ricas em acidos oleico, linoleico e
linolénico (Ladeira et al., 2020), os quais sdo potentes reguladores do PPARA
(Bionaz et al., 2013). Portanto, € provavel que na janela de marmoreio (250 dias de
idade), a regulacéo positiva de PPARA e RXRG em animais suplementados seja um
indicativo de maior recrutamento de adipécitos intramusculares (adipogénese).

O FOXOf1, codifica para um fator de transcricido pertencente a familia
Forkhead box O e desempenha atividade importante na regulagdo do metabolismo
da glicose pela sinalizagéo de insulina, no metabolismo dos acidos graxos (oxidagao)
e no comprometimento dos pré-adipocitos na adipogénese (Nakae et al., 2003;
loannilli et al., 2020). Em camundongos transgénicos com haploinsuficiéncia de
FOXO1 aumentou a sensibilidade a insulina e a maior tolerdncia a glicose,
regulando positivamente a expressao de GLUT4 nos adipdcitos (Nakae et al., 2003).

Na adipogénese, o papel de FOXO1 pode ser tanto de promotor como inibidor de
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acordo com a fase de diferenciagdo. Assim, em uma fase pos-mitética, a regulagcéo
positiva de FOXO1 inibe a adipogénese através da transcricdo de p21, um inibidor
do ciclo celular (Dowell et al., 2003). Por outro lado, na diferenciagcdo terminal e
maturagao dos adipdcitos (metabolismo lipidico), a inibicdo de FOXO1 impede a sua
ligacdo com PPARYy, o que permite a formacao do complexo PPARy—RXRa-DNA no
programa de transcricdo (loannilli et al., 2020). No presente estudo, a regulagéo
negativa de FOXO1 nos bezerros suplementados durante o periodo aleitamento,
sugere que o tecido adiposo intramuscular coletado a desmama pode estar em fase
terminal da diferenciacdo e que os adipdcitos estavam prontos para iniciar o
acumulo de gordura na fase de terminagdo. Portanto, um maior numero de
adipdcitos intramusculares diferenciados em animais suplementados, pode sustentar
também a regulacdo positiva de genes relacionados com biossintese de acidos
graxos e colesterol discutido em paragrafos anteriores.

O gene INSIG1 € um codificador de proteinas de membrana do reticulo
endoplasmatico que regula a homeostase da glicose e atua como mecanismo de
feedback negativo na biossintese do colesterol e na lipogénese (Graugnard et al.,
2009; Attie, 2004). Alguns modelos experimentais com camundongos (Kast-
Woelbern et al., 2004) indicaram que a expresséo de INSI/G1 é ativada relativamente
tarde pela regulacédo de PPARG e SREBF1 na adipogénese, e sua fungéo no tecido
adiposo € bloquear a liberagdo de SREBP1 no reticulo endoplasmatico (Li et al.,
2003). O SREBP1 ¢ a proteina chave no controle da expressao dos genes ACACA,
FASN e SCD na sintese de novo de acidos graxos (Teixeira et al., 2017). No entanto,
os achados desta pesquisa ndao apoiaram este mecanismo, pois, apesar dos
bezerros suplementados exibirem uma regulacédo positiva de INSIG1, também foi
observada uma maior abundancia de FASN, SCD e SCDS5, resultados que suportam
a maior IMF e MI na carne (Tabela 2). Resultado similar foi observado em bovinos
Angus e cruzados Angus x Simental, onde os animais Angus com maior IMF e MI
apresentaram regulacao positiva de INSIG1 (Graugnard et al., 2009). Isto sugere
que uma superexpressdao de INSIG1 em ruminantes atua como um fator pro-
lipogénico (Graugnard et al., 2009), e ndo como um gene anti-lipogénico como foi

demostrado em ensaios com camundongos (Kast-Woelbern et al., 2004).
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A lipina € uma proteina codificada por uma familia de genes (LPIN1, LPIN2 e
LPIN3) que desempenham um papel fundamental na lipogénese e metabolismo
energético do tecido adiposo e muscular (Reue, 2009; Zhang et al., 2017). Estudos
com camundongos transgénicos com deficiéncia de lipina ou com superexpressao
exclusivamente no musculo, demostraram que a regulagao positiva de lipina reduz o
uso de acidos graxos como combustivel, aumentando a expressdo de genes
lipogénicos nos adipdcitos. Desta forma, no tecido muscular, a expressao de lipina
reduz o gasto energético e oxidagdo de gordura, aumentando ligeiramente a
obesidade dos individuos (Phan et al., 2005; Reue et al., 2006). Além dos efeitos
sobre a deposi¢cao de gordura, a alteragédo na expressao de lipina no tecido muscular
e adiposo afeta a sensibilidade a insulina. Assim, a deficiéncia de lipina promove
resisténcia a insulina provavelmente como consequéncia de baixos niveis de leptina
e adiponectina e prejuizo na absorcao de glicose (Péterfy et al., 2001; Reue et al.,
2000). Contrariamente, a superexpresséo de lipina em camundongos transgénicos
aumentou a sensibilidade a insulina embora a massa de tecido adiposo fosse
duplicada comparado com animais normais (Phan et al., 2005). Isso demostra que a
lipina melhora a eficiéncia na deposi¢ao de acidos graxos nos adipdcitos e prevé a
deposicdo ectépica de lipideos em tecido muscular e consequentemente o
comprometimento da insulina (Reue et al.,, 2006), resultados similares aos
observados no presente estudo. Num outro estudo com bovinos foi reportado que
dietas ricas em amido aumentaram a expressdao de LPIN2 e que esta se
correlaciona positivamente com sensibilidade a insulina e, portanto, € associada a

maior adipogénese (Graugnard et al., 2009).

2.5.Conclusao

Os resultados encontrados na presente pesquisa corroboram a hipdtese de
qgue o uso de creep feeding acarreta em amplas mudangas nos niveis de expressao
génica, vias metabodlicas e processos biologicos relacionados aos metabolismos
adipogénico e lipogénico de bovinos de corte. Foram identificadas regulagdes

positivas de genes que participam em importantes vias metabdlicas e processos



57

bioldgicos relacionados a sinalizagdo PPAR na adipogénese e a resposta a insulina,
biossintese de acidos graxos e colesterol na lipogénese. Como consequéncia das
alteragdes bioldgicas, esta estratégia alimentar também mostrou resultados sobre o
fenotipo, em especial sobre as caracteristicas da carne relacionadas as deposicoes
de gorduras intramuscular e subcutanea, podendo ser alternativa para atender as

demandas de mercado por carnes de melhor qualidade.
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APENDICES

Apéndice S1

Table S1. Ingredients and chemical-bromatological composition of the feedlot diet;

Ingredients (g/kg of DM)
Sugarcane bagasse 90
Tifton-85 hay 30
Ground corn 660.35
Soybean meal 175.3
Urea 3.80
Mineral-vitaminic supplement 374
Chemical composition (g/lkg of DM)
Crude Protein 153.4
Neutral Detergent Fiber 256.8
Ether Extract 353

DM: Dry Matter
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Apéndice S2

Table S2. Complete list of differentially expressed genes (DEGs) between groups (G1 x G2) at

weaning
Gene |D ensembl Gene symbol  Gene type log2 FTC P walue FOR Expressian
ENSBTAGODODODLTZE0 a protein-coding -2, 88718161 3,2BE-23 2.35E-19 diowmn
ENEETAGODOOOOAE30T CEBPD protein-coding -2, 566E77263 4,E5E-20 2.31E-16 clowm
EMSBTAGODOODOZ1GT2 AESL protein-coding -2, 5181302722 7.55E-20 2, TOE-16 cowT
ENSBTAGODOODOAESOL STESIAZ protein-coding 375477906 2,91E-18 E.32E-15 up
ENSBTAGODODOO14065 PO#4 protein-coding -3.342182588 6.36E-15 152E-14 diowmn
ENSETAGODOODO1I1121 [ala ) protein-coding 1,024354349 7.41E-18 152E-14 wp
ENSETAGODOODONIZAR ML¥D protein-coding -1 BOT1F5T71 147E-17 2 63E-14 CiowTi
ENSBTAGODOODO1IZA2 AR protein-coding 1475865923 1,6BE-17 2 67E-14 up
ENSBTAGODOODOOZES] ooncse protein-coding 1,133803659 4, BAE-17 693614 up
ENSETAGODOOOOZ2ES FAMIZ4E protein-coding 1,125965312 6,62E-17 E62E-14 P
ENSETAGODOODO1ISSL GLUL protein-coding -1,545774043 9,04E-17 1,08E-13 CiowTi
ENSETAGODOODO]L TISE6 NCTDS protein-coding 1,025873817 1,15E-16 127E-13 up
ENSBTAGODOODOLIE60 GADDS5A protein-coding -1, 966396087 1,71E-16 1.75E-13 cowT
ENEETAGODOOOM0ZTES PLYOKL protein-coding 0.B37936678 6,45E-16 6.15E-13 P
ENEETAGODOOOOOTEDID SECI4LS protein-coding I 07564646 7.66E-16 G.A5E-13 P
ENSETAGODOODOZ1S95 PTIA protein-coding -1, 700805503 9,44E-16 7O5E-13 CiowTi
ENSETAGODOODOIII1E ALASE protein-coding 0, 720760051 1.42E-15 113612 up
ENSBTAGODODOOAE54E STEGALNACE  prosein-coding 0.863155363 112E-14 BA2E-12 up
ENEETAGODOOOMITSTE FHTNI protein-coding -1,699762289 2,56E-12 205E-11 clowm
ENEETAGODOOOOSISE MA & 0,857731249 3,00E-12 205E-11 up
ENSETAGODOODOL1S0S ACVR1 protein-coding 0,62535742 5,50E-14 3 64E-11 up
ENSBTAGODODOO12314 LDLR protein-coding 2713615863 6.59E-14 4.10E-11 up
ENSBTAGODODOO15542 DNAIAS protein-coding 1.330641201 6.5BE-14 411611 up
ENEETAGODOOOOLAZES SREBr2 protein-coding 0.5057347E1 7.25E-14 41511 P
ENESETAGODOODOSNESD oncLe protein-coding -2.348000597 7.6BE-14 4.23E-11 CiowTi
ENSBTAGODOODOD0163 DoiT4 protein-coding -1.168143523 9,72E-14 515611 cowT
ENSBTAGODODOO1157 52 protein-coding -1.54762372 131E-13 6.65E-11 diowmn
ENEETAGODOOOOLEELS FABP3 protein-coding 1411448047 1 43E-13 T.36E-11 P
ENSBTAGODOODOAETZE MNA N& 1365514389 1,5BE-13 755611 up
ENSBTAGODOODISIGZE PRIERAL protein-coding 0,901143108 2,57E-13 119E-10 up
ENSBTAGODOODOL 5505 FAD52 protein-coding 1337692081 3.33E-13 1 ASE-10 up
ENSBTAGODODOOS1530 A i 05810232371 3.91E-13 1.6%E-10 up
ENSETAGODOODOIS190 SLO9AS protein-coding 1,00 730456 4,94F-13 2 DEE-10
ENSETAGODOODOSISST 5P protein-coding 1543314361 7,B9E-13 3 23E-10
ENSETAGODOODOIS13S LDV ALK protein-coding 1.08000193 1,02E-12 4.05E-10
ENSBTAGODODOOAELEE ACTBL2 protein-coding 1670333266 112E-12 4.32E-10 up
ENEETAGODOOOOS1E60 MA & 1124792448 139E-12 5. 24E-10 up
ENSETAGODOODOIS33S ARRDC2 protein-coding -1,617EB6611 1,96E-1F TABE-10 CiowTi
ENSETAGODOODILETSY DNASELL3 protein-coding -2, 560823671 2,02E-12 7 23E-10 CiowTi
ENSBTAGODOODOZ0TTI CT5W protein-roding -1 ATE110289 2,51E-12 B TGE-10 cowT
ENEETAGODOOOOLE060 CREM protein-coding -1.41747262 2,62E-12 B.93E-10 cowT
ENEETAGODOOOOLTTIE a2 protein-coding -3, 069507623 2,B9E-12 5.57E-10 clowm
ENSETAGODOODOISISS uors protein-coding -1,653 284565 2,94E-12 & STE-10 CiowTi
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113E06
1,16E-06
1 1BE-06
132E-06
122E-06
1 23E06
1 30E-06
1 34E-06
1 36E-06
12906
1 45E-06
12306
1,52E-06
153E-06
1. 79E-06
192E-06
213E06
214E-08
2,1BE05
21BE-05
2, 22E-06
2,23E06
2,32E06
2,3E-05
2,36E-06
2,30E-06
2,55E-06
2,39E-06
2,63E-05
2,65E-05
2,6BE-05
2,7BE-DS
2,B9E05
2,90E-05
2,96E-05
2,97E-06
3,09E-06
3,33E-06
3,53E06
3,549E-06
3,62E-06
3,65E-06
3, 70E-06
3,71E06
3,E7ED6
3,97E-06
3,9BE-06
4 15E-05
4, 23E05
4, ZAE-08
4, 6E-05
4, B0E-05
4, ZBE-DS
4,97E-05
5,08E-06
5,14E-06
5,19E-06
5,32E-06
5,33E-06
5,49E-06
5, 5BE-06
5,5B8E-06

5.6EE-05
5.6E8E-05
S.6EE05
5.6EED5

5. 74E05
S5.A3E05
E.04E-D5
6.01E-05
6.05E05
E.34E05
65105
E.SEE05
E93E05
6.95E05
TA1E05
7ABEDS
721E05
E.3DED5
E92E05

8 7EE05

5. 7EEO5
S.BEEOS

5 BEEDS
0000100172
0000100172
000020381
0000104335
0000104605
0000105635
000011102
0000112111
0000113522
0000114252
0000415285
0000119135
0000122634
0000122644
0000124638
0000124638
0000423435
0000145635
0000145635
0000145635
0000147654
0000120002
000015015
0000150415
0000455812
0000158525
0,00015869
0000454521
000016728
000015735
000015088
0000156076
00001ERELS
0000191074
000015443
0000196065
0000197431
0000201635
0000201635
00002055
0000208534
0000209534

diowT

up
down
o

down

44

4868
5

down

4

diowTi

4

4

4

up

SETETIEIEENY

5 &5
= a

1k

up
up
up
up
up
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ENEETAGOOOODOZ1141
ENEETAGOOOOOO0IOST
ENEETAGOODODOZTEEL
ENSBTAGOOOO0051102
ENEETAGOOOOOO3 T2
ENESETAGOODO0012007
ENEBTAGOODOOO3ETIS
ENEETAGOODOOO02037
ENEBTAGOOOODO12965
ENEBTAGOOOOOOZTISL
ENESETAGOODODOZ0S02
ENSBTAGOOOOO05IIES
ENEBTAGOODOOOS 22401
ENESETAGOOOO001S033
ENSBTAGOOOOOO03IZ1S
ENEETAGOOOOOOLTETL
ENESETAGOODODODESTE
ENEBTAGOOOOOO14266
ENEETAGOODODOSIZNE
ENEBTAGOOOOOOE2514
ENEBTAGOOOOOO0GLLT
ENESETAGOODO0010ZEL
ENSETAGOOOOOO10o3
ENEETAGOOOOO032140
ENESETAGOOOODOZ1Z10
ENEBTAGOOOOO01 T8
ENEETAGOOOOOODEZIL
ENEBTAGOOOOD0A5243
ENEBTAGOOOOOODETS2
ENEETAGOOOOOO11Z10
ENEBTAGOOOOOOI2TST
ENEBTAGOOOOOODES3S
ENESETAGOODODO3E02E
ENEBTAGOODOOOI0E3T
ENEETAGOOOOOOS29E2
ENEETAGOODO00A5501
ENEBTAGOOOOOOISI0E
ENEETAGOODODO32292
ENEBTAGOOOODOAEESD
ENEBTAGOOOOOO11203

PdHAS
VTONI
MA
LOCI00336869
ZFANDS
ETNPPRL
SC22A23
58K

MA

Ay
KCA2
CHENG
PFKFB4
ANGPTL2
GLNT
S0C5F

oonCise

SEMABC

RASGAP3

protein-moding
protein-coding

protein-coding.
protein-moding
protein-moding
protein-coding.
protein-moding
protein-moding
protein-coding
protein-moding
protein-coding:
protein-moding

protein-coding.

protein-moding
protein-coding.
protein-moding

protein-coding
protein-moding
protein-coding:
protein-moding
protein-moding

protein-moding
protein-moding
protein-coding
protein-moding
protein-moding
protein-coding
protein-moding
protein-coding:
protein-moding

protein-coding.
protein-moding
protein-moding

protein-moding
protein-coding:
protein-moding
protein-moding
protein-coding.
protein-moding
protein-moding

protein-moding
protein-moding

protein-moding
protein-coding:
protein-moding
protein-moding
protein-coding.

protein-moding
protein-coding
protein-moding
protein-moding
protein-coding
protein-moding
protein-coding:
protein-moding

0,B06082761
-1,0275907592%
-0.969153303
-1, 268654564
-1,643575396
1,101635748
-0,659515437
0,622796649
0675654061
1035122038
-0.644735553
-0.80E562232
-1.56047715
0,715202202
-1.083105524
0,587745352
0,625295540
-1.577620254
0,85892335
0,565655706
-1, 168134685
-0.630227874
0658438032
0346171478
0525301371
1,00816434
-0.668194114
0,545845508
0,E70665361
-0.724570203
-0.502131891
-0,699478852
0,55579153
0,73576E7EL
-1.1703160&7
0,74B05855L
-0.626420674
-0.658172008
1071476104
0630411172
0,623503 206
0523872019
-0.573373631
-1,0185736
0514510923
0,764306041
-0.585603682
0,632110003
-0, 885621702
-0.609595557
063681361
-0.652521654
0,532303387
0,574315901
-0.958570051
0,71E343153
0,340575
0700207127
0,726026942
-1 271716175
0650420375
0 BETTITGTS
0786513115
-0.514657593
0602796676

5,50E-D6
SE1EDG
5,6BE-D6
5, 29E06
5,90E-06
6,15E06
6,15E-06
6,1BE-D6
6,21E-D6
6,3BE06
6,62E06
6,53E-06
6,92E-06
TA2EDS
725606
7.52E06
B, 26ED6
B,3BE-D6
B AGED6
B, 20E-DS
9,09E08
9, 26E06
9,30E-06
9,30E-06
9,50E-D6
955606
QETEDS
1L0EDS
LOLE0S
103E405
1 02E05
1 OBE0S
11005
113E405
112E405
1L17E405
11BE05
121E405
133E05
125405
137E405
1,ZBE05
1 ZBE05
130E405
132E405
135E405
135405
1 36E405
1 3BE405
1 Z0E05
LA1E405
1L1E405
1 45E405
LATES
1 49E05
151E405
152E405
1 509E405
1 509E405
1 62E05
1 65605
1 E5E05
1, 70E05
1, 70E05
171E405

0000208534
0000209626
0000211668
0,000217195
0000215065
0000225528
0000225526
0000225528
0000226237
0000231325
0000237333
0000237333
0000246205
0000252221
000025626
0000263588
0.0002EA585
000025821
0000258545
0000300654
0000308374
0000310523
000031103
000031103
0000319808
0000326871
0000326871
0000333737
0000334377
0000338321
0000338855
0000352305
0000358325
0000365115
000036667E
000D3TSES5
0000377953
0000353425
0000320024
0000324745
0000397505
0000329847
0000400195
0000405243
0000410015
0000416408
0000416408
0000419766
0000425216
0000430123
00004312
00004312
000043857
0000423187
0000445345
0000448332
0000423165
00056216
0000456216
O0004TEELS
000047651
00004TIESL
000042173
000042173
0000423513
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ENSBTAGODOO0O033TIL
ENEETAGODOOOOS2E3E

510044
PTPRK

AADAT
WDFrd
FNDCID
FRADSAL
AEL
LAMAZ
AGR
BEDILT
BIRCS
QD48
ENDOV

LPINZ
ANRG
SLCI5433
C2aH1BarSa
FERMTS
oroc1s?

FAMIZIB
JON7

CCNEL
FaP1
TINFSFS
SLC10A1

PREXZ
ANKRD23

REVIL

protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protEin-coding
protein-coding

protein-coding
protEin-coding
protein-coding
protein-coding

-0.75117355
05682451091
0.835378744
0,545538826
0,505152562
0564708104
0622176262
0,973531558
0521546454
0,615570162
2912751715
1500066177
0634231885
520020357
0961440535
-0.747505205
0,55B6465319
06263959763
-0.887301355
0562252433
0651349517
-0LGE0010115
0777670091
0836475625
0,50522845
0,601508032
0,576765427
-1.25901562E
1027336952
0. 725508210
0,705510E23
-1.362319953
0,5243558662
0,757147145
0,5316520407
0,590264745
0762736502
-1.02017055E6
0682341427
052738454
0,BLE5BE023
0535249645
-1 036862662
0,567352707
0607424482
1,095640715
0,501638065
0,520686957
0,665503951
0525851856
0,630570045
0607513972
0,502457658
0,B55665875
0701417567
0,625160E02
-0.7E269647
-1 638672356
0616630017
0,993513778
0582217743
0,595551237
-1 BE3TL662T
0,585022945
0665427643

172E05
1,73E405
12005
LEE0E
1E20E05
196E-05
197E05
19BE05
199E05
2,03E05
212E405
213E05
2 15E05
b
2 13E05
2 I5E05
2, 26E-05
232E405
23E05
23ED5
2,36E05
23TE0S
2A1EDS
2,61E05
2,64E05
2 65E05
2,60E05
2,77E05
2,TBEOS
2, TRELS
2, T9E05
2, T9E05
2, EBEOS
3.02E05
3.05E05
3O07EDS
3, 10E-05
3 22E05
3,25E05
3,2BE05
334E05
3,35E05
3,30E05
34BE05
340E05
3,38E05
361E05
3.61E05
3.62E05
365605
3,7BEOS
3.E1E05
3,9BE-05
4,00E-05
4,00E-05
4,08E05
4,09E05
4 14E05
41405
4 15E05
4 16E-05
417E0S
4, 0E05
4,6E05
4,66E-05

0000424115
000042455
0000514297
0000522247
0000534304
0000548171
0000548171
0000551851
0000554294
0000563385
0000583654
0000554302
0000520206
0000522754
000060605
0000610775
0000610775
0000616076
0000EZE3IS2
0000EXA1E
0000632002
0000633556
00000522
0000658193
0000624004
0.000E24524
0000702752
0000713574
0000714233
0000714233
0000715533
0000715533
0000735556
0000765181
0000758421
0000772536
0000778524
000050554
O000E11288
0000817593
0000832133
00008324
0000540125
0000858335
0000850803
000057053
0.000ETISAS
0000ETA5SAS
0.00DETA5AS
0000884532
0000511642
0000518521
0000555208
0000557184
0000557184
0000571562
0000571805
0000576424
0000576124
0000576444
0000576444
0.00057TTEA2
0000552445
0001070415
0001073336
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ENSETAGODOO0O014224
ENSETAGODOODODSEAE
ENSETAGODDO0O51103
ENSETAGODDODOL273E
ENSETAGODDODOZEI2E
ENSBTAGODDOOOLEZAE
ENSETAGODOODOACITE
ENSETAGODOODODTSEE
ENSETAGODDODODET 14
ENSETAGODDODOS1237
ENEGETAGODOOOO0ZE
ENSETAGODDO0O0SE 3L
ENSETAGODDODOLET1L
ENSETAGODDODO11622
ENSETAGODOODOACS0S
ENSETAGODDODOLTTS2
ENGETAGODOO0O03341
ENSETAGODOO0032200
ENSETAGODOODO021173
ENSETAGODDODOSA01E
ENSETAGODDODOL0EES
ENEGETAGODOO0OL301T
ENSETAGODOO0OATE2L
ENSETAGODDODOL176E
ENSETAGODDOOOD0S0L

ENSETAGODDODO15E21
ENSBTAGODDODO3TTIE
ENESETAGODOODOD0ZAE
ENEETAGODOOOOS1012
ENSETAGODDODOD2OES
ENSETAGODDOOO02S 74
ENGETAGODOOOODEDE0
ENSBTAGODOODOS2TEE
ENEETAGODOO0O15730
ENSETAGODDO0O15533
ENSETAGODDO0O011241
ENSETAGODDOOOS1072
ENSBTAGODOOOO1537E
ENSETAGODOOOOS3STT
ENSETAGODOODOLSE5E
ENSETAGODDODODES0S
ENSETAGODDODO21971
ENGETAGODOOOOS0G2E
ENSBTAGODOODO0TE2S
ENEETAGODDODOL2E1S
ENSETAGODDODOLETEE
ENSETAGODDODODIS 70

LOCI04973529
MNEURLS
Myoz2
KAALG1L
MNA

MRCZ
ADTRP
HPOL
AQpd
KIAALTSS
HERLC1
WsCD1
DNAHZ
SMCAIP
MNA

TG
CLECIZA
SCN3E
RET

protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding

protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
rcR A

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
rcR A

protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

1415607868
0723001783
0,706E55856
0,732178506
-0,745072221
40550457718
1075973258
0875617235
068149513
-1.083420031
0. B66365674
0,54E13252
0,735148389
-0.660727440
0732403445
-1,043102501
40917809225
0688524238
0624764873
-1,084551598
0,562405253
0,501778931
-1,090195503
40,588385352
-1,600528143
0585017777
-1,129120405
-1,330827236
0,724395062
-1.234110525
0. 735684758
0502717241
-0,53543528
0574709145
0701554331
0,705015102
-0.61302631E
0785257268
-0,6E00AZET
0507633165
-0.BT1E56552
-0, 763045237
0657708255
-1,107446692
40,907 228935
-0,650529623
1565281671
-1.162 100726
0620543837
0,553581759
0,645600929
0556053933
0,791054817
1431115642
1084535553
0,654552515
0533814575
0581574741
0,693291356
0581030412
0,732094473
0. 752B09107
-1,136068262
-1,2674545
-0.6TI6ET7210

467E405

4, 79E05

4, 50E-05

4, 55E05
495605
502E05
5.05E05
5.06E-05
5,25E-05
531E05
333E05
5,33E05
5.33E05
5.62E05
5,63E-05
5,20E-05
6,01E05
6,04E-05
6,13E05
6,15E-05
6,26E-05
6,35E05
6,56E-05
6.E1E05
6,56E-05
6,57E05
6,E57E05
T09E05
TASEDS
72ED5
733E05
735605
TAGEDS
7556405
7.67E05
TETELS
7.96E-05
B,I5E05
B3E0S
BITELS
B,60E-05
B,GBE-05
9,02E05
9,10E-05
912E405
9,12E05
9,56E-05
9,61E05
9,62E05
9,63E05
96305
9,71E05
9,83E05
9,99E-05
9,99E-05
0,000 00965
0,000102308
0,000102777
0,000103332
0,000010:243
0,0000082
0,000111005
0000115142
0,000 15251
0,000 12811

00010746
000109641
0001098127
000110682
0001125371
0001139736
0001142740
000114509
000115341
000119432

0001196628 down

0001235352
0001235352

up
up

0001245583 down

0001245592

ua

0001292582 down
0001315346 down

000131726

0001328470
000133156

0001347233
0001362738
0001404714
0001447603
0001455215
0001455215
0001455215
0001493202
000150507

0001521883
0.001535525
0001537569
000155767

0001573259
0.001593035
0001624298
0001635375
0001688114

0001704436 down

0001707174
0001746713
0001755415
000 1E070AE
0001613257
0L001E1S674
0001639933
0001694173
0L001E950E4
000 1E95084
0L001E95054
0L001E95852
000150588

0001526836
0001553133
0001553133
000156575985
0001559308
0001593661
0002001165
0002013252
000207702

0002115295
0002175485
0002226691
0002234301
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ENEBTAGOOOODOZ539E
ENSETAGOOOODO15332
ENEETAGOOOO0018053
ENEBTAGOOQO0014L1E

LOCI00156897F

W2IR
KLHLS
EER
DPYSLS

ATPiAZ
MAVS
AQPT
CHIZLL

SESNG
SLC25A22

54342

AgQP1
a4
HACLL

FLCRIAF
LOCSME4E
Roact

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding
protein-coding

0,B05265509
0. 731533676
40603723084
0615254421
-0.B61110017
054432521
-0, 7B3568547
40,522004551
0545201308
0.543060224
0557171758
0512257414
0636514213
40855130242
0532158525
0,545373079
0571055913
0,604205465
-1,026546455
40.74157237%
0,B45240247
1,332685869
-0.743335673
40360320598
0570457073
0,57B520366
0,611530906
40,655438658
-0.60E4405201
051075021
0573818515
0,530253845
-0.9173195a7
40.536195101
0,5353103 54
0.763504221
-0.55514402 1
-1,1618345835
-1, 268715096
0,613094582
-1.070351816
40.B51E9B8537
-0.B47132025
0722247057
0591627415
0617092266
0.5T7TL2067
0513037021
-0, 785340002
09614922401
-0.7525428
0717883379
-0,791392606
062423418
-0.642173165
090968455
0,665543237
0. 7E1273708
40,622107995
40.516671256
0652927843
0. 703383015
0,733510344
0685767976
40, 760433604

0,000 25007
0000127611
0,000 30857
0,000032151
0,000 34385
0,0001 365827
0,0001 35960
0,000042151
0,000 42603
0,000 42545
0,000145431
0, 00045051
0,000149261
0,000 50252
0,000153232
0,000 52355
0,000 56985
0,000 55341
0,000 60767
0, 000162853
0,000 63443
0,000163478
0,000163816
0,000 65632
0,000 TESES
0,000 B35

0,0001E7157
0,0000169727
0,000 52455
0,000 56062
0,0001 55707
0,000201724
0,000203682
0,0002062 12
0000211783
0,0002 137072
0,000213147
0000213483
0,0002 13885
0,0002 15902
0,0002 16502
000021277

000022114

0,000221753
0,000224717
0,000225784
0, 0002 25051
0,000230358
0,00023471

0,0002397E58
0,000241023
0,000245389
0,000250223
0,000250347
0, 0002 50852
0, 0002 BOS5E
0,0002 62458
0,0002 62472
0, 0002 GE0eT
0,0002 70537
0000271128
0000272114
0,002 TSBEZ
0,0002E2400
0,0D0ZELRTE

0,002330385
0002355684
0002413275
0002453058
0002453058
0002493846
0002493846
0002572561
0002607446
0002607446
000262033
000265247
0002670001
0002685177
00027241
0002737235
0002777035
0002797796
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0002E160ET cown
0002EL5647 down

0.002E40574
0002629574

0D02E52036 cown
0.002E7667Y down

0003071491
0003154275
0003150264

0003220855 down
0003255553 cown

0003305002
0003334527
0003358573
0003355505
0003415615
0003479716
0003450458
0003420101
0003491603
0003424211
0003519111
0003520782
0003553716
0003530207
0003530881
0003613384
0003626479
0003655336
0003676274
0003732156
0003736025
0003807153
0003853324
0003510331
0,003510331
0003510331
000A0AE33
0,D0A0E0E42
000091741
0004312437
0003157556
00043172161
000A17EIS

0004219376
000A2E7214
0004309582

RERRERE AR L]

©
-

AR A LA E A A S A A

78



ENEGETAGOOOOOZIESL
ENSETAGOOOO0015302
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ENSETAGOOOODODETIE
ENSETAGOOOOOO0TITE
ENSETAGOOOOOO0TESS
ENEETAGOOOOOOS5014
ENGETAGOOON1259%
ENESETAGOOOOOOL212E
ENEGETAGOOONOIG1IT
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Apéndice S3

Table $3. Enriched KEGG pathways for up-regulated genes in group 2 at weaning
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Category Term Count Pvalue Genes

KEGG_PATHWAY bta05410:Hypertrophic cardiemyopathy 11 3.85E-3 CACNG7, PRKAB2, PRKAAZ, TPM3, MYL2, MYL3, ITGA11, DAG1, CACNAZD2, TNNIZ3,
MYH7

KEGG_PATHWAY bta04261:Adrenergic signaling in cardiomyocytes 13 1.37E35 TPM3, CAMK2A, ATP1A4, CACNA2D2, ATP2B2, PRKCA, CACNGZ, MYL2, MYL3, TNNIZ,
CALM3, SCN4B, MYH7

KEGG_PATHWAY bta05200:Pathways in cancer 27 2.01E-3 FLT4, LAMA3, CAMK2A, CXCR4, CBL, RASGRP1, RASGRP3, DLL4, FGFG, MECOM,
CCNDI1, GNA12Z, E2F3, RXRG, NQOI, FZD2, SMAD3, TPM3, PRKCA, ESRI, AR, HEYL,
COL4A2, CCNEL, KIT, BIRCS, CALM3

KEGG_PATHWAY bta03320:PPAR signaling pathway 9 5.75E-4 FADS2, FABP3, SLC27A1, 5CD, SCD5, AQP7, DBI, PPARA, RXRG

KEGG_PATHWAY bta04512:ECM-receptor interaction 9 8.47E-4 COL1A1, COL4A2, LAMA3, ITGA11, DAG1, NPNT, AGRN, FREM1, FREM2

KEGG_PATHWAY bta00100:5teroid biosynthesis 5 9.08E-4 SQLE, EBP, CYP51A1, DHCR24, |55

KEGG_PATHWAY  bta04260:Cardiac muscle contraction 9 0.00113 CACNGZ, TPM3, MYL2, MYL3, ATP1A4, CASQZ, CACNA2D2, TNNI3, MYH7

KEGG_PATHWAY bta05414:Dilated cardiomyopathy 9 0.00169 CACNGZ, TPM3, MYL2, MYL3, ITGA11, DAG1, CACNA2D2, TNNI3, MYH7

KEGG_PATHWAY bta04971:Gastric acid secretion 7 0.00712 CA2, HRH2, CAMK2A, ATP1A4, CALM3, PRKCA, KCNJ2

KEGG_PATHWAY bta04921:0xytocin signaling pathway 10 0.00758 CACNG7, PRKABZ, PRKAAZ, CCND1, CAMKZ2A, CACNAZD2, CALM3, PRKCA, MYL&B,
KCNI2

KEGG_PATHWAY bta04964:Proximal tubule bicarbonate reclamation 4 0.01260 CA2, ATP1A4, SLC38A3, AQFP1

KEGG_PATHWAY bta04360:Axon guidance 10 0.01964 ENAH, EFNB2, SEMABB, SEMAGC, UNC5A, CAMK2A, PAKS, PLXNA1, CXCR4, PRKCA

KEGG_PATHWAY bta05224:Breast cancer 9 0.01983  DLL4, FGFe, HEYL, FZD2, CCND1, FLT4, KIT, E2F3, ESR1

KEGG_PATHWAY bta04020:Calcium signaling pathway 12 0.02686 FGF6, HRH2, FLT4, CAMK2A, CASQ2, PPIF, CXCR4, ATP2B2, CALM3, PRKCA, CASQ1,
TPCN1

KEGG_PATHWAY bta01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 4 0.02915  FADS2, SCD, SCD5, FADS1

KEGG_PATHWAY bta04010:MAPK signaling pathway 13 0.03196 ANGPTI1, 3RF, FLT4, CACNA2D2Z, PRKCA, RASGRP1, RASGRP3, NTF4, CACNG7, FGF6,
MECOM, KIT, GNA12

KEGG_PATHWAY bta04510:Focal adhesion 10 0.03761 COL1A1, CCND1, COL4AZ, MYLZ, FLT4, LAMAS3, ITGA11, PAKG, PRKCA, PARVB

KEGG_PATHWAY bta04371:Apelin signaling pathway 8 0.03974  PRKABZ, SMAD3, PRKAA2, CCND1, MYL2, MYL3, APLNR, CALM3

KEGG_PATHWAY bta01212:Fatty acid metabolism 5 0.04109  FADS2, S5CD, FASN, S5CD5, FADS1

KEGG_PATHWAY bta00760:Nicotinate and nicetinamide metabelism 4 0.04652  NNT, NMRK2, NT5C1A, QPRT

KEGG_PATHWAY bta04014:Ras signaling pathway 11 0.04773  NTF4, FGF6, ANGPTI, FLT4, KIT, REL, PAKS, CALM3, PRKCA, RASGRP1, RASGRP3




Apéndice S4

Table 54. Enriched biological processes (GO Terms) for up-regulated genes in group 2 at weaning
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Category Term Count P value Genes
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006695~chalesterol biosynthetic process 5 0,00231 EBP, INSIG1, CYP51A1, DHCR24, LSS
GOTERM_BP_DIRECT G0:0045214™sarcomere organization 5 0,00265 TNNT1, SRF, CASQ1, MYOQZ2, MYPN
GOTERM_BP_DIRECT  GO0:0006636~unsaturated fatty acid biosynthetic process 4 0,00349 FADS2, SCD, SCD5, FADS1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0055010™ventricular cardiac muscle tissue 4 0,00506 MYL2, MYL3, PROX1, MYH7

morphogenesis
GOTERM_BP_DIRECT G0:0030240~skeletal muscle thin filament assembly 3 0,00627 ACTA1, PROX1, LMOD3
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0043069~negative regulation of programmed cell 3 0,00866 TIGAR, MECOM, KIT

death
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007507~heart development 8 0,01043 ACVR1, PDLIM1, POPDC2, GIA1, MYL2, APLNR, SOX4, FREM2
GOTERM_BP_DIRECT G0:0010628positive regulation of gene expression 14 0,01052 RARG, SMAD3, ANGPT1, 5CX, DLL4, AR, FGF6, ACTA1, GJA1, CUX2, DNAJA4,

S50X8, ADTRF, LDLR

GOTERM_BP_DIRECT G0:0006936~muscle contraction 5 0,01153 MYH2, MYBPC1, TNNT1, TPM3, LMOD3
GOTERM_BP_DIRECT ~ G0:0001947~heart looping 5 0,01817 GJAL, SMAD3, SRF, APLNR, MIB1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0016126™sterol biosynthetic process 3 0,02145 SQLE, EBP, INSIG1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0043951~negative regulation of cAMP-mediated 3 0,02539 RNF157, PDEIIA, APLNR

signaling
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0007512~adult heart development 3 0,02539 GJAL, APLNR, MYH7
GOTERM_BP_DIRECT  GO0:0061351~neural precursar cell proliferation 3 0,02539 BBS1, NDUFS2, DBN1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0002026~regulation of the force of heart contraction 3 0,02539 MYL2, MYL3, MYH7
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007219~Notch signaling pathway 6 0,03078 DLL4, HEYL, GOT1, NRARP, GRIP2, MiB1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0022008™neurogenesis 4 0,03170 NAV3, NDUFS2, CXCR4, DCHS1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0032869 cellular response to insulin stimulus 5 0,03188 GOT1, INSIG1, INHBB, LPINZ, HDACY
GOTERM_BP_DIRECT ~ G0:0001894"tissue homeostasis 3 0,03406 TP53INP2, COL11A2, SCX
GOTERM_BP_DIRECT GO:0007154~cell communication 3 0,03406 GJAI, FREM1, FREM2
GOTERM_BP_DIRECT  GO:0060749“mammary gland alveolus development 3 0,03406 AR, CCND1, ESR1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0001701~in utero embryonic development 9 0,03408 ACVR1, AR, GJIA1, SMAD3, GNA12, SOX8, DBN1, TANC2, MiB1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0001568 blood vessel development 4 0,03424 COL1A1, BMPER, APLNR, MiB1
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0001649~osteoblast differentiation 5 0,03557 COL1A1, GJAL, IGFBPS, TP53INP2, SOX8
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006730~one-carban metabolic process 4 0,03689 ALDH1L1, CA3, CA2, CA14
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0000082~G1/S transition of mitotic cell cycle 4 0,03963 CCND1, CCNE1, E2F3, CACUL1
GOTERM_BP_DIRECT  GO:0007188~adenylate cyclase-modulating G-protein 4 0,03963 GNAZ, GNAT2, GNA12, PTH2R

coupled receptor signaling pathway
GOTERM_BP_DIRECT G0:0090263positive regulation of canonical Wnt 6 0,04145 COL1A1, FAM53B, NRARP, LYPD6, DKK2, 50X4

signaling pathway
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0002042~cell migration involved in sprouting 3 0,04369 EFNB2, SRF, ADTRP

angiogenesis
GOTERM_BP_DIRECT  G0:0002009~morphogenesis of an epithelium 3 0,04369 DAG1, SOX8, FREM2
GOTERM_BP_DIRECT G0:0002027 regulation of heart rate 3 0,04369 CASQ2, CALM3, MYH7
GOTERM_BP_DIRECT G0:0035914~skeletal muscle cell differentiation 4 0,04542 HEYL, SCX, SOX8, HIVEP3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0051965~positive regulation of synapse assembly 4 0,04846 CUX2, CISTN2, AMIGO2, LRRN1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0003009skeletal muscle contraction 3 0,04884 MYH3, TNNT1, MYH7
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Apéndice S5

Table S5. Enriched KEGG pathways for down-regulated genes in group 2 at weaning

Category Term Count P value Genes

KEGG_PATHWAY  bta04610:Complement and coagulation cascades 17 2.84E-10 CFD, C1QB, C10A, C5AR1, ITGB2, SERPINE1, PLAUR, F13A1, F3, C2, €3, C7, ITGAX, C3AR1,
VsiG4, CFB, €1aC

KEGG_PATHWAY  btaD5150:Staphylococcus aureus infection 18 3.30E-10 CFD, C1QB, C10A, CSARL, PTAFR, ITGB2, BOLA-DQAZ, ITGAL, €2, C3, FOGR3A, FCGR2A,
LOC100300510, C3AR1, FCGR1A, BOLA-DMB, CF8, C1QC

KEGG_PATHWAY  bta05202:Transcriptional misregulation in cancer 20 1.68E-7 CD86, CSF1R, CEBPB, COKNIA, SPI1, MAX, GADD45A, FLT3, ZBTB16, FOXO1, GADD4SG,

RUNX1, HOXAS, LOC100300510, MYC, IL2RB, NUPR1, CD14, PROM1, FCGR1A

KEGG_PATHWAY  bta0D4936:Alcoholic liver disease 17 4.61E-7 €1QB, €104, CPT1A, C5AR1, CXCL3, CPT1B, MAPK12, FOXO1, €2, C3, NFKBIA, C3AR1, MLYCD,
€D14, LPINI, IKBKE, €1QC

KEGG_PATHWAY  btaD5140:Leishmaniasis 11 1.09E-5 €3, NFKBIA, FCGR3A, FCGR2A, NCF2, ITGB2, BOLA-DQAZ, PTGSZ, FCGR1A, BOLA-DMB,
MAPK12

KEGG_PATHWAY  bta04659:Th17 cell differentiation 12 7.09E-5 NFKBIA, LOC618403, LOC100300510, LCK, IL2RB, IL21R, BOLA-DQAZ, ILIRAP, BOLA-DMB, LAT,
MAPK12, RUNX1

KEGG_PATHWAY  bta05221:Acute myeloid leukemia 9 1.57E-4 CSF1R, SPI1, FLT3, MYC, ZBTB16, EIFAEBP1, CD14, FCGR1A, RUNX1

KEGG_PATHWAY  bta0S5152:Tuberculosis 15 2.70E-4 CEBPB, FCERIG, IL10RA, ITGB2, BOLA-DQA2, MAPK12, C3, FCGR3A, FCGR2A, MRCL, ITGAX,
BCLZ, CD14, FCGR1A, BOLA-DMB

KEGG_PATHWAY  btaD4380:0steoclast differentiation 12 3.34E-4 NFKBIA, SOCS3, CSFLR, FCGR3A, FCGR2A, SPI1, NCF2, LCK, LCP2, FCGR1A, MAPK12, FOSL2

KEGG_PATHWAY  bta05133:Pertussis 9 4.09E-4 €3, C1Q8, C1QA, ITGB2, IRFS, CD14, MAPK12, C1QC, C2

KEGG_PATHWAY  btaD4064:NF-kappa B signaling pathway 10 0,00109 NFKBIA, GADD4S5A, LOC100300510, LCK, BCLZ, CD14, PTGS2, CXCL3, LAT, GADDA5G

KEGG_PATHWAY  bta05222:Small cell lung cancer 9 0,00142 NFKBIA, COKN14, GADD4SA, MAX, MYC, BCL2, PTGS2, FHIT, GADD45G

KEGG_PATHWAY  bta05142:Chagas disease 10 0,00199 €3, C108, NFKBIA, C1QA, GNALS, LOC100300510, SERPINEL, PLCB2, MAPK12, C1QC

KEGG_PATHWAY  btaD4145:Phagosome 12 0,00207 €3, MSR1, FCGR3A, FCGR2A, NCF2, ITGB2, MRCL, BOLA-DOAZ, CD14, FCGR1A, RILP, BOLA-
DMB

KEGG_PATHWAY  bta05171:Coronavirus disease - COVID-19 16 0,00212 CFD, C1QB, C1QA, RPL12, C5ARL, F13A1, MAPK12, C2, C3, NFKBIA, CXCL1O, C7, C3AR1, IKBKE,
CF8, c1aC

KEGG_PATHWAY  bta05216:Thyroid cancer 6 0,00212 RET, CDKN1A, GADD45A, CDH1, MYC, GADDA45G

KEGG_PATHWAY  btaD4115:pS3 signaling pathway 8 0,00239 CDKN1A, GADDA45A, SESN1, SERPINEL, BCL2, PMAIPL, TP73, GADDASG

KEGG_PATHWAY  bta05200:Pathways in cancer 24 0,00337 ALK, RET, CSF1R, GSTM3, CDKN1A, SPI1, MAX, GADD45A, FLT3, ZBTB16, PTGER3, PTGS2, AGT,

FOX01, GADD45G, RUNX1, NFKBIA, CDH1, MYC, IL2RB, BCL2, HMOX1, PMAIFP1, PLCB2

KEGG_PATHWAY bta04640:Hematopoietic cell lineage 9 0,00382 CD2, CSFIR, CD8A, FLT3, CD7, BOLA-DQAZ, CD14, FCGRIA, BOLA-DMB

KEGG_PATHWAY bta04621:NOD-like receptor signaling pathway 12 0,00535 GSDMD, LOC781710, NFKBIA, GBPS, PSTPIP1, NAMPT, BCL2, TXNIP, CXCL3, IKBKE, PLCB2,
MAPK12

KEGG_PATHWAY bta04061:Viral protein interaction with cytokine and 8 0,00623 CXCL10, CSF1R, CXCLS, CCL22, ILI1ORA, IL2RB, CXCL3, IL18R1

cytokine receptor

KEGG_PATHWAY bta05322:Systemic lupus erythematosus 12 0,00728 C3, C1QB, CD86, C1QA, FCGR3A, €7, LOC100300510, BOLA-DQAZ, FCGR1A, BOLA-DMB, C1QC,
c2

KEGG_PATHWAY bta04658:Thl and Th2 cell differentiation 8 0,00778 NFKBIA, LOC100300510, LCK, ILZRB, BOLA-DQAZ, BOLA-DMB, LAT, MAPK12

KEGG_PATHWAY bta05169:Epstein-Barr virus infection 13 0,00813 CDKN1A, GADD43A, BOLA-DQAZ, ITGAL MAPK12, GADD45G, NFKBIA, CXCL10,
LOCI00300510, MYC, BCLZ, IKBKE, BOLA-DMB

KEGG_PATHWAY bta04514:Cell adhesion molecules 10 0,01304 CD2, 5PN, CD86, CD8A, LOCI00300510, CDH1, ITGB2, BOLA-DQAZ2, ITGAL, BOLA-DMB

KEGG_PATHWAY bta05235:PD-L1 expression and PD-1 checkpoint 7 0,02123 NFKBIA, ALK, BATF3, LOC100300510, LCK, LAT, MAPK12

pathway in cancer

KEGG_PATHWAY bta04657:1L-17 signaling pathway 7 0,02225 NFKBIA, CXCL10, CEBPB, PTGS2, CXCL3, IKBKE, MAPK12
KEGG_PATHWAY bta04152:AMPK signaling pathway 8 0,02346 PFKFB4, CPT1A, PFKFB3, EIFAEBP1, MLYCD, CPT1B, FBP1, FOXO1
KEGG_PATHWAY bta04668: TNF signaling pathway 8 0,02439 NFKBIA, 50CS3, CXCL10, CEBPB, PTG52, CXCL3, IL18R1, MAPK12
KEGG_PATHWAY bta00330:Arginine and proline metabolism H] 0,02592 AOC1, P4HA3, CKB, SAT1, AGMAT
KEGG_PATHWAY bta05223:Nen-small cell lung cancer 6 0,02631 RET, ALK, CDKN1A, GADD45A, FHIT, GADD45G
KEGG_PATHWAY bta04650:Natural killer cell mediated cytotexicity 5 0,02869 FCGR3A, LOC100336869, FCER1G, LCK, ITGB2, CD48, LCPZ, ITGAL, LAT
KEGG_PATHWAY bta04015:Rapl signaling pathway 11 0,02883 APBB1IP, CSF1R, LOC100300510, CDH1, ITGB2, LCPZ, ITGAL, PLCBZ, LAT, MAPK12, RAPGEF4
KEGG_PATHWAY bta05167:Kaposi sarcoma-associated herpesvirus 11 0,03097 C3, NFKBIA, CD86, HCK, CDKN1A, MYC, CD200R1L, PTGS2, CXCL3, IKBKE, MAPK12
infection
KEGG_PATHWAY btaD4933:AGE-RAGE signaling pathway in diabetic 7 0,03152 SERPINE1, BCL2, F3, PLCB2, AGT, MAPK12, FOXO1
complications
KEGG_PATHWAY bta04922:Glucagon signaling pathway I 0,03152 CPT1A, GCGR, SIK1, CPT1B, FBP1, PLCB2, FOXO1
KEGG_PATHWAY bta05220:Chronic myeloid leukemia 6 0,03217 NFKBIA, CDKN1A, GADD45A, MYC, RUNX1, GADD45G
KEGG_PATHWAY bta05416:Viral myecarditis 6 0,03376 CDB86, LOCI100300510, ITGB2, BOLA-DQAZ2, ITGAL, BOLA-DMB
KEGG_PATHWAY bta05323:Rheumatoid arthritis 7 0,03556 CD86, LOCI100300510, ITGB2, BOLA-DQAZ, ITGAL, CXCL3, BOLA-DMB
KEGG_PATHWAY btap4218:Cellular senescence 9 0,03695 CDKN1A, LIN37, GADD45A, MYC, SERPINE1, EIF4EBP1, MAPK12, FOX01, GADD45G
KEGG_PATHWAY bta04660:T cell receptor signaling pathway I 0,03593 NFKBIA, CD8A, LOC100300510, LCK, LCPZ, LAT, MAPK12
KEGG_PATHWAY bta03320:PPAR signaling pathway 6 0,04427 CPT1A, APOA1, ME3, ANGPTL4, CPT1B, PLINS
KEGG_PATHWAY bta05213:Endemetrial cancer 5 0,04670 CDKN1A, GADD45A, CDH1, MYC, GADD45G
KEGG_PATHWAY bta05134:Legionellosis 5 0,04670 €3, NFKBIA, ITGB2, CD14, CXCL3
KEGG_PATHWAY bta05166:Human T-cell leukemia virus 1 infection 11 0,04858 NFKBIA, CDKN1A, SPI1, LOC100300510, LCK, MYC, ITGB2, IL2RB, BOLA-DQA2, ITGAL, BOLA-
DMB
KEGG_PATHWAY bta05417:Lipid and atherosclerosis 11 0,04976 NFKBIA, ABCA1, NCF2, BCL2, APOAI, CD14, CXCL3, IKBKE, PLCB2, MAPK12, ABCG1




Apéndice S6

Table S6. Enriched biological processes (GO Terms) for down-regulated genes in group 2 at weaning
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Category Term Count P value Genes
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006954~Inflammatory response 17 3.12E-3 CSFIR, CXCLY, CCL22, LOC504773, C5AR1, PTAFR, PTGER3, PTGS2, CXCL3, AIF1, C3,
CXCL10, C3AR1, CHI3L1, CD14, LAT, IDO1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0030593neutrophil chemotaxis 9 4.359E-5 CXCLIO, FCERIG, CCL22, ITGB2, LOC504773, C5AR1, PDE4B, NCKAP1L, CXCL3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0009617~response to bacterium 9 1.76E-4 3, CFD, CXCLS, BAIAP2L1, RGS1, SCN7A, TENTSA, CD14, FKBPS
GOTERM_BF_DIRECT G0:0071222~cellular response to lipopolysaccharide 9 7.29E-4 CD86, CXCLIO, TNIP3, MRCI1, ARID5A, PDE4B, IRF8, CD14, CXCL3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0010884~positive regulation of lipid storage 4 7.37E-4 C3, IKBKE, FAM71F2, PLINS
GOTERM_BF_DIRECT G0:0090501~RNA phosphodiester bond hydrolysis 4 7.37E-4 BRB, RNASEG, RNASEL
GOTERM_BP_DIRECT G(:0045087~innate immune response 18 9.98E-4 C1QB, BTNLS, C1QA, FCER1G, RIOK3, RNASES, ARIDSA, SLA, MPEG1, C2, HCK, C7,
LOC100300510, LCK, TIFA, LOC515676, CD14, TMEMIO06A
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007169transmembrane receptor protein tyrosine 9 0,00111 RET, ALK, HCK, CSF1R, FLT3, LCK, CASS4, SLA, LCP2
kinase signaling pathway
GOTERM_BP_DIRECT G(:0071346™cellular response to interferon-gamma 8 0,00118 LOC781710, GBPS, CCL22, LOCS04773, MRC1, WAS, IRFS, AlIF1
GOTERM_BP_DIRECT G(:0006957~complement activation, alternative pathway 4 0,00140 C3,CFD, (7, CFB
GOTERM_BP_DIRECT G(:0098586™cellular response to virus 5 0,00182 CXCL10, RIOK3, WDFY4, IKBKE, GSDME
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006958~complement activation, classical pathway B 0,00237 C3, C108, C1QA, C7, LOCI00300510, C2
GOTERM_BP_DIRECT G0:0072593 reactive oxygen species metabolic process 3 0,00279 SESN1, DDIT4, PDK4, BCL2, CCN1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0051017~actin filament bundle assembly 3 0,00319 BAIAP2L2, BAIAP2L1, LCP1, ESPN, AlF1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0042742~defense response to bacterium 10 0,00381 GSDMD, SPN, CEBPB, FCER1G, LOCI00300510, GNLY, LOC104968634, IRFS, LYZ,
MPEGI
GOTERM_BP_DIRECT G0:0097242~beta-amyloid clearance 3 0,00436 €3, M5R1, C5AR1
GOTERM_BF_DIRECT G0:000663 1~fatty acid metabolic process 6 0,00536 C3, CPT1A, ACOT7, UCP3, HACLI, CPT1B
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007229~integrin-mediated signaling pathway 7 0,00568 ITGB2, ITGAX, APOAL, ITGAL PRAMI, LAT, FERMT3
GOTERM_BF_DIRECT G0:0032729positive regulation of interferon-gamma 6 0,00628 CD2, ARIDSA, PDE4B, IRF8, CD14, IL18R1
production
GOTERM_BP_DIRECT G0:0042832~defense response to protozoan 4 0,00966 LOC781710, CCDC88B, IRF8, NKG7
GOTERM_BP_DIRECT G0:0034612~response to tumor necrosis factor 4 0,00966 UBD, CHI3L1, LOC504548, CXCL16
GOTERM_BP_DIRECT G0:1930542~mitochondrial transmembrane transport 3 0,01170 UCP3, UCP2, SFXN1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006898 receptor-mediated endocytosis 5 0,01210 MSR1, MRCI1, CD14, SCARF1, CXCL16
GOTERM_BP_DIRECT G0:0048008~platelet-derived growth factor receptor 4 0,01403 CERNP1, ZFANDS, TXNIP, ARIDSE
signaling pathway
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006000~fructose metabelic process 3 0,01483 PFKFB4, PFKFE3, FBP1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006935chemotaxis 5 0,01651 CXCL10, CXCLS, PTGDR2, PTAFR, C3AR1
GOTERM_BF_DIRECT G0:0045766™positive regulation of angiogenesis 7 0,01693 C3, BTG1, C5AR1, C3AR1, CHI3L1, HMOXI, F3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0034341 response to interferon-gamma 4 0,01747 CITED1, UBD, LOC504548, CXCL16
GOTERM_BP_DIRECT G0:0050776~regulation of immune response 4 0,01747 SPN, FCGR3A, FCGR2A, FCGRIA
GOTERM_BP_DIRECT G0:0016322~neuron remodeling 3 0,01828 (3, C10A, 5CARF1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006909~phagocytosis 3 0,02040 NCF2, ITGB2, IRF8, PLD4, ITGAL
GOTERM_BP_DIRECT G0:0050853~B cell receptor signaling pathway 3 0,02181 LATZ, LOC100300510, LCK, BCL2, NCKAP1L
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007155~cell adhesion 13 0,02190 POSTN, TNC, ITGAL, PARVG, GPNMB, LOC112442215, CHL1, CAS54, I[TGAX, LPXN,
CCN1, FOLR2, FERMT3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0051764~actin crosslink formation 3 0,02204 BAIAP2LZ, BAIAP2L1, AIF1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0045820~negative regulation of glycolytic process 3 0,02204 DDIT4, NUPR1, FEP1
GOTERM_BP_DIRECT G0:0031663~lipopolysaccharide-meadiated signaling 4 0,02793 NFKBIA, SPI1, PTAFR, CD14
pathway
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006919~activation of cysteine-type endopeptidase 3 0,02804 LCK, MYC, PMAIP1, XDH, F3
activity involved in apoptotic process
GOTERM_BP_DIRECT 50:0050729~positive regulation of inflammatory response 3 0,02804 NFKBIA, IL1IRL1, CEBPB, SUCNR1, NKG7
GOTERM_BP_DIRECT G0:0050919~negative chemotaxis 4 0,03287 SEMA4A, RTN4RLI, SEMA3E, APOAL
GOTERM_BP_DIRECT G0:0071356~cellular response to tumeor necrosis factor 1 0,03391 LOC781710, CCL22, LOC504773, CHI3L1, YBX3, GSDME
GOTERM_BP_DIRECT G0:0034142~toll-ike receptor 4 signaling pathway 3 0,03496 NFKBIA, TNIP3, CD14
GOTERM_BP_DIRECT G0:0010759~positive regulation of macrophage 3 0,03496 CSF1R, C5ARI, C3ARI
chemotaxis
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007166~cell surface receptor signaling pathway 8 0,03741 SPN, CD86, FCGR3A, FCGR2A, CDBA, ADGRGS, GCGR, FCGRIA
GOTERM_BP_DIRECT G0:0007159leukocyte cell-cell adhesion 3 0,03978 ITGB2, ITGAL FERMT3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0090023~positive regulation of neutrophil chemotaxis 3 0,03378 C5AR1, C3AR1, NCKAPIL
GOTERM_BP_DIRECT G0:0042493~response to drug 3 0,04126 LCK, MYC, BCL2, APOD, NCKAPIL
GOTERM_BP_DIRECT 50:0050830~defense response to Gram-positive 1 0,04189 GSDMD, LOC781710, C5AR1, RNASES, LYZ, MPEG1
bacterium
GOTERM_BP_DIRECT G0:0006915~apoptotic process 11 0,04281 TNFAIPS, CITEDI, TCIM, DDIT4, BCL2, CHI3L1, HMOX1, DNASEIL3, BCL2L 14, FOXOI,
GADD45G
GOTERM_BP_DIRECT 50:0006911~phagocytosis, engulfment 4 0,04400 MSRI, BINZ, LOC100300510, AlF1
GOTERM_BP_DIRECT G0:2000379~positive regulation of reactive oxygen species 3 0,04483 CDKN1A, GADD45A, XDH
metabolic process
GOTERM_BP_DIRECT G0:0030335~positive regulation of cell migration 8 0,04621 RET, SH3RF2, SEMA4A, PDPN, SEMA3B, CCN1, CXCLIE, FERMT3
GOTERM_BP_DIRECT G0:0043065~positive regulation of apoptotic process 9 0,04305 KLF11, TNFAIPS, GADD45A, ZBTE1G, UBD, HMOX1, CCNI, LOC504548, FOXO1



