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EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO NA FASE DE CRIA SOBRE A EXPRESSÃO

GÊNICA, PROCESSOS E VIAS RELACIONADAS À ADIPOGÊNESE E

LIPOGÊNESE DO MÚSCULO LONGISSIMUS THORACIS AO DESMAME EM

BOVINOS F1 ANGUS-NELORE

RESUMO – Diferentes estratégicas têm sido utilizadas para aumentar a
deposição 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 é a suplementação na fase de cria por meio de creep feeding.
Entretanto, são poucas as pesquisas que avaliaram o efeito do creep feeding sobre
a expressão gênica no tecido muscular à desmama de bovinos Nelore e em seus
cruzamentos com raças taurinas (Bos taurus). Assim, este estudo teve como objetivo
identificar, a partir de análise do transcriptoma, genes diferencialmente expressos,
processos biológicos e vias metabólicas relacionadas à adipogêneses e lipogênese
em biópsias musculares colhidas à desmama de bovinos cruzados submetidos à
diferentes dietas entre o nascimento e os 210 dias de vida. Foram utilizados 48
bovinos cruzados F1 Angus-Nelore machos, não castrados, meio-irmãos, mantidos a
partir dos 30 dias de idade até o desmame sob dois diferentes tratamentos (n =
24/tratamento): grupo 1 (G1) – sem suplementação em creep feeding; e G2 – com
suplementação em creep feeding. Os animais foram desmamados aos 210 dias, e,
em seguida, foram confinados por 180 dias em baias coletivas (três animais/baia)
recebendo dieta contendo 12,6% de volumoso e 87,4% de concentrado a base de
milho. À desmama foi realizada coleta de alíquotas do músculo Longissimus thoracis
(LT) por meio de biópsia. Ao longo do abate foram coletadas amostras (bifes de
contra-filé) do LT entre as 12ª e 13ª costelas da meia-carcaça esquerda, a partir das
quais foram determinados: área de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcutânea (EGS), índice de marmorização (IMF), lipídeos totais/porcentagem de
gordura (%G) e força de cisalhamento aos sete e 14 dias de maturação (SF7 e
SF14). A partir das alíquotas do LT das biópsias foram analisadas diferenças na
expressão gênica global entre os tratamentos (G1 vs G2 – 12 indivíduos/grupo) no
momento da desmama por meio da técnica de sequenciamento do RNA mensageiro
(RNA-Seq). Em relação à %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 à desmama, dos quais 443 foram
regulados negativamente e 504 foram regulados positivamente no G2. As análises
de enriquecimento funcional realizadas com os DEGs identificaram importantes
genes, vias metabólicas (KEGG_PATHWAY) e processos biológicos (GOTERM_BP)
relacionados à adipogênese e lipogênese (p<0,05), como: biossíntese de colesterol,
sinalização de PPAR, metabolismo de ácidos graxos e biossíntese de ácidos graxos
insaturados

Palavras chave: desmama, expressão diferencial, adipogênese, qualidade de carne,

Bos indicus, nutrigenômica
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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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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais

1.1. Introdução

Há aproximadamente 17 anos o Brasil se mantém como maior exportador

mundial de carne bovina do mundo, sendo que dos 196,4 milhões de animais

produzidos, 80% do rebanho é de zebuínos (Bos indicus), com a raça Nelore sendo

a de maior destaque (ABIEC, 2022; Ferraz e Felício, 2010), além do uso de animais

cruzados que recebem a denominação de anelorados. Porém, animais zebuínos

apresentam baixo potencial genético para deposição de gordura intramuscular, o

que contribui para que os cortes cárneos tenham menor qualidade e valor agregado.

Deste modo, animais cruzados (zebuínos x europeus – Bos taurus) têm sido

bastantes utilizados, uma vez que podem demonstrar melhor desempenho,

características de carcaça e qualidade de carne quando comparados à animais

zebuínos puros (Miguel et al., 2014). Por essas razões, o uso desta estratégia é

cada vez mais adotada para melhorar os ganhos genéticos e desempenho produtivo,

especialmente quando os animais são terminados em confinamento.

Nota-se, assim, a crescente utilização de animais cruzados, principalmente o

Angus x Nelore, para a produção 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 deposição de

gordura intramuscular na carne, conhecida como marmoreio, pode influenciar

positivamente nos atributos sensoriais incluindo sabor, suculência e maciez

(Hocquette et al., 2010).

Na produção de bovinos de corte, além da questão do grupo genético, entre

outros, algumas formas de manejo que visam incrementar a deposição de gordura

intramuscular têm sido utilizadas. A desmama precoce e a suplementação na fase

de cria são manejos que podem proporcionar adaptações metabólicas diferentes em

comparação aos animais que são desmamados de forma convencional (Scheffler et

al., 2014). A técnica denominada como creep feeding consiste na utilização de

suplementação alimentar em animais antes do desmame, ou seja, ao longo do

período de cria, a fim de proporcionar indivíduos mais pesados ao desmame,
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encurtando o tempo de acabamento da carcaça para o abate e fornecer descanso

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

No momento atual, é bem conhecido que organismos podem responder a

diferentes fatores ambientais e nutricionais, exibindo plasticidade fenotípica em

decorrência de alterações nos padrões de expressão gênica (Zhang, 2015). Desta

forma, características dos animais podem ser modificadas por modulações

nutricionais, o que significa que as exposições dietéticas podem ter consequências

para o crescimento e para a saúde (McKay e Mathers, 2011). A toda hora surgem

novas evidências de que estímulos nutricionais podem modificar a metilação do DNA

e, portanto, afetar a expressão de genes e o fenótipo dos indivíduos (Farias et al.,

2015; Farkas et al., 2015; Day et al., 2015). Estas modificações no padrão de

metilação do DNA podem ocorrer em pontos específicos 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 fisiológicos ligados a adipogênese em bovinos.

Aspectos ligados a deposição de gordura nas fases gestacional, neonatal, ao

desmame e a continuidade até a vida adulta são pouco investigados, assim como os

modos de regulação das expressões ligadas a este processo e a marmorização da

carne em bovinos cruzados. Estas informações podem trazer benefícios econômicos

para os sistemas de produção, tendo em vista que o seu uso e a manipulação de

processos relacionados à deposição da gordura intramuscular poderão propiciar o

melhoramento da característica além de promover a abertura para mercados mais

exigentes.

Deste modo, o presente estudo teve como hipótese que a suplementação de

bezerros cruzados (F1) Angus x Nelore, por meio do sistema creep feeding, logo

após o nascimento, a fim de explorar uma janela adipogênica de grande importância

para a formação dos adipócitos, poderia, em função de alterações na metilação do

DNA de regiões gênicas reguladoras e consequentemente na expressão de genes

adipogênicos e lipogênicos, aumentar a gordura intramuscular em animais

terminados em confinamento, pelo aumento hiperplásico do tecido adiposo.
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1.2.Revisão Bibliográfica

1.2.1. Qualidade da carne

A deposição de gordura na carcaça é condição de fundamental importância

para a qualidade dos cortes cárneos de bovinos. Para o consumidor, os principais

aspectos a serem considerados na compra de carne no varejo são, por ordem de

importância, segurança alimentar (onde a origem e a marca do produto são

fundamentais), tipo e tamanho de corte, coloração e gordura de cobertura (Chardulo

et al., 2013).

Frigoríficos exigem animais que apresentem cobertura de gordura de no

mínimo quatro milímetros. Carcaças leves e com pouca gordura subcutânea 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 músculo Longissimus thoracis de

1652 bovinos Nelores, foram descritos importantes resultados sobre espessura de

gordura subcutânea e as características 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 (força de cisalhamento ≤

4,9 kg) e com menores perdas por cocção. Esta é uma característica muito

associada também à condição nutricional e o grupo genético utilizado para a

produção de carne (Ladeira et al., 2016). Ademais, quando destinados à produção

de carne, os animais têm sido castrados com o objetivo principal de assegurar a

deposição de gordura na carcaça, aumentando a gordura subcutânea.

Além da gordura subcutânea, a gordura intramuscular é uma característica

bastante valorizada em diversos países com consumidores mais exigentes, como

Coréia, Japão, Austrália e Estados Unidos (Park et al., 2018). Entretanto, mais

recentemente, com o aumento da utilização do cruzamento industrial na produção

de carne nacional, a quantidade de gordura intramuscular tem recebido maior

atenção do consumidor e da indústria, uma vez que animais zebuínos, os quais são

predominantes no país, produzem carne com pouca, ou mesmo completa ausência
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de marmoreio (Garrido Rubiano et al., 2009). Em bovinos, a deposição do tecido

adiposo intramuscular é o resultado do manejo alimentar, nutrição, sexo, idade e

genótipo (grupo genético) (Pflanzer e Felício, 2011).

A marmorização (gordura intramuscular) está intimamente relacionada com a

satisfação do consumidor, e, a aceitação global, parece atingir um patamar

considerado ótimo quando o teor de lipídios na porção intramuscular encontra-se

entre 3 e 7% (Hocquette et al., 2010). A concentração de gordura intramuscular

avaliada no Longissimus thoracis em animais Nelore, por exemplo, pode variar com

o grau de maturidade do indivíduo, atingindo comumente teores entre 2 e 3%

(Oliveira et al., 2012; Baldassini et al., 2017), embora valores acima de 4% já

tenham sido descritos na literatura (Pflanzer e Felício, 2011).

O teor de gordura intramuscular e o perfil de ácidos graxos tem relação

estreita com o sabor da carne (Calkins e Hodgen, 2007), mas também tem atraído o

consumidor pelo seu possível efeito na saúde, já que alguns ácidos graxos são

apontados como benéficos (Hocquette et al., 2012). É crescente o interesse na

produção de ácidos graxos trans por ruminantes, nos quais já é conhecido que o de

maior prevalência é o ácido vacênico, de grande importância principalmente pelo

seu potencial efeito contra o desenvolvimento de doenças coronarianas, diferindo

dos ácidos graxos trans industriais (Salter, 2013; Wang et al., 2021; Moloney et al.,

2014).

Em laboratório, a quantidade de gordura intramuscular da carne bovina pode

ser medida pelo método químico (Bligh e Dyer, 1959), por determinação da

composição centesimal (AOAC, 2000) ou por meio de escores de marmorização

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, Austrália, 2018).

Desta forma, métodos precisos para determinar o teor de gordura intramuscular da

carne só podem ser realizados após o abate dos animais, o que leva tempo e limita

a sua utilização em programas de seleção e melhoramento genético. Além disto, a

mensuração destas características envolve muita mão de obra (coleta de amostras

durante o abate dos animais, transporte, treinamento pessoal e análises

laboratoriais), o que encarece e dificulta todo o processo. Por esses motivos, formas

alternativas de avaliar animais superiores para marmoreio devem ser desenvolvidas.
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Neste sentido, o estudo dos genes, proteínas e mecanismos de regulação

envolvidos com esta característica podem trazer informações relevantes que

venham a auxiliar. Esses estudos podem proporcionar a ligação entre genes do

genoma e os processos biológicos e vias metabólicas que dão origem ao fenótipo

(Hocquette et al., 2007).

1.2.2. Metilação do DNA

Uma forma de o organismo realizar mudanças nas funções gênicas e,

consequentemente, nos fenótipos, sem que haja alterações nas sequencias bases

do DNA é denominada epigenética (Heard e Martienssen, 2014). Neste sentido, os

mecanismos epigenéticos têm papel central na programação da expressão gênica e

incluem um grande número de modificações pós-traducionais de histonas

(acetilação e metilação, entre outras), variantes de histonas, metilação de DNA e

RNAs de interferência (Margueron e Reinberg, 2010).

Apesar da ocorrência de todos estes mecanismos de regulação epigenética,

somente a metilação de DNA foi demonstrada como hereditária na divisão celular

(Wigler et al., 1981). Assim, a metilação do DNA é a modificação epigenética mais

estável quando, comparada com as modificações das histonas (consideradas mais

facilmente reversíveis), e, desta forma, regulam a plasticidade da transcrição do

genoma (Wong et al., 2011). Esta alteração no DNA, catalizada pelas enzimas DNA

metiltransferases (DNMTs), consiste na adição de um grupamento metil (CH3) ao

carbono da posição cinco da base nitrogenada da citosina (C) em dinucleotídeos

CpG, que são regiões em que uma C precede uma G na sequência do DNA (C -

fosfato de ligação - G) (Fragou et al., 2013).

A metilação é comum em todo o genoma, com aproximadamente 3% de todas

as citosinas no DNA humano e cerca de 70% dos dinucleotídeos CpG metilados.

Estes dinucleotídeos se agrupam no genoma, em regiões conhecidas como ilhas

CpG, que contém pelo menos 200 pares de base e um conteúdo G+C maior que

50%. Em humanos existem aproximadamente 45.000 ilhas CpG, que estão

localizadas, em sua maioria, nas regiões promotoras, as quais juntamente com as

regiões moduladoras, compõem as regiões regulatórias dos genes. A metilação
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nessas regiões está associada ao silenciamento gênico e, assim, quando essas

ilhas não estão metiladas ocorre a expressão gênica (Oliveira et al, 2010; Portela e

Esteller, 2010; Yuferov et al., 2010). Dinucletídeos CpG encontrados fora de ilhas,

em regiões conhecidas como "margens da ilha CpG" são menos metilados quando

comparadas com as ilhas em si (Tsankova et al., 2007; Robison e Nestler, 2011),

mas também podem estar associados à inativação transcricional. Quando a

metilação ocorre no corpo do gene (exons e introns), também pode estar

correlacionada com a sua expressão (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009; Portela e

Esteller, 2010). Por fim, uma fração de CpGs, que estão profundamente metiladas,

encontradas em elementos repetitivos, são responsáveis pela proteção da

integridade genômica e evitam a instabilidade cromossômica, translocações e

quebras gênicas (Esteller, 2007).

Existem três DNMTs com funções diferentes: as DNMT3A e DNMT3B são

responsáveis pela adição do grupo metil de novo, ou seja, durante a embriogênese,

enquanto a DNMT1 é responsável pela manutenção dos padrões de metilação do

DNA durante a multiplicação celular. Assim, a DNMT1 copia as marcas de metilação

no filamento parental para o filamento recém-sintetizado após a replicação do DNA.

Ainda ao longo do processo de duplicação do DNA, o qual precede a multiplicação

celular, as DNMT3A e DNMT3B completam o processo de metilação ao corrigir erros

deixados pela DNMT1 (Jones e Liang, 2010).

Até recentemente acreditava-se que o processo de metilação do DNA seria

irreversível. No entanto, atualmente é conhecido que a citosina metilada pode ser

oxidada pela família de dioxigenases Tet α-KG dependentes para produzir 5-

hidroximetilcitosina (hmC) (Tahiliani et al., 2009; Day et al., 2015). A marca

hidroximetil em si é estável, no entanto, é o primeiro passo na desmetilação ativa, e

também para a oxidação pela família de proteínas Tet para aldeído ou produtos de

carboxilato ou para mecanismos de desaminação, seguidos de excisão de bases

que então apagam a alquilação/metilação de citosinas (Ito et al., 2011; Song et al.,

2013).

1.2.3. Efeitos da dieta sobre a expressão gênica
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Atualmente, é bem conhecido que muitos organismos podem responder a

diferentes fatores ambientais/nutricionais, exibindo plasticidade fenotípica em

decorrência de alterações nos padrões de expressão gênica (Zhang, 2015). Neste

sentido, o fenótipo dos animais pode ser modificado por modulações nutricionais por

meio de alterações em mecanismos biológicos e vias metabólicas, o que significa

que as exposições dietéticas podem ter consequências importantes para o

crescimento e para a saúde (McKay e Mathers, 2011).

Nos últimos anos, surgiram cada vez mais comprovações de que estímulos

ambientais (nutricionais) podem modificar a metilação do DNA e, portanto, afetar a

expressão 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 metilação 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

evidências crescentes que sustentam que nutrientes podem modificar o padrão de

metilação do DNA, seja em locos específicos 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).

São, até o momento, conhecidas três formas distintas pelas quais a nutrição

influencia os padrões de metilação do DNA, entre as quais, pelo fornecimento de

substratos necessário para a metilação adequada do DNA; e pela provisão de

cofatores que modulam a atividade enzimática das DNA metil transferases (DNMTs).

Como metil-doador universal para proteínas metiltransferases (Loenen, 2006), a S-

denosilmetionina (SAM) é sintetizada no ciclo da metionina a partir de vários

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 síntese líquida do SAM. Assim, a disponibilidade reduzida de

SAM resulta na hipometilação global do DNA, e vice-versa (Zhang, 2015). É bem

conhecido que as DNMTs exigem o SAM como um co-fator para sua ativação total.

Doadores de metila da dieta podem contribuir para modular a atividade das DNMTs

alterando a concentração intracelular de SAM. Além de uma regulação indireta dos

padrões de metilação do DNA por meio da modulação de SAM, vários outros
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compostos da dieta podem também influenciar diretamente a expressão ou atividade

das DNMTs (Mukherjee et al., 2015).

O modo como um estímulo nutricional pode influenciar a epigenética é

chamado de 4Rs dos epigenomas nutricionais, onde o primeiro animal recebeu

(receiveid) o estímulo nutricional e este foi registrado (recorded) por seu genoma, e,

então, a exposição ao estímulo é lembrada (remembered) pelas células das

gerações seguintes e a expressão gênica alterada é revelada (revealed) (Mathers,

2008; Ladeira et al., 2018).

1.2.4. Suplementação de bezerros na fase de cria por meio de creep

feeding

O crescimento dos adipócitos, tanto por hiperplasia como por hipertrofia,

ocorre primariamente no tecido adiposo visceral seguido pelo subcutâneo,

intermuscular e, por último, no intramuscular (Zhao e Du, 2019). O crescimento

destes tecidos ocorre por meio da proliferação dos pré-adipócitos, o que influencia a

formação de novos adipócitos maduros (hiperplasia), e, por fim, pelo aumento do

tamanho e da capacidade de armazenamento de lipídeos nos adipócitos maduros, a

hipertrofia (Gomide et al., 2013).

A hiperplasia dos adipócitos ocorre principalmente durante o final do

desenvolvimento fetal e início da vida do animal (Zhu et al., 2007). Após o

nascimento observa-se o aumento do número de adipócitos intramusculares, com

alterações significativas na transcrição de genes envolvidos no metabolismo lipídico

em geral, incluindo a adipogênese, a síntese/esterificação (lipogênese) e oxidação

de ácidos graxos (Jeong et al., 2013).

Quando começa ocorrer a hipertrofia dos adipócitos, o que se dá em razão da

ativação de ações metabólicas, como a lipogênese e a lipólise, que acontecem

armazenando ou liberando lipídios, de modo que a deposição dos ácidos graxos no

tecido adiposo pode ser influenciada pela interação dos nutrientes e nível de

expressão dos genes no metabolismo de lipídios (Hiller et al., 2011).

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

o metabolismo da glicose nos primeiros meses após nascimento, pelo acoplamento
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do eixo somatotrópico, e causa efeitos a longo prazo na saúde e desempenho

devido a alterações epigenéticas conhecidas como imprinting metabólico. Este

processo epigenético, como já mencionado, inclui modificações na expressão dos

genes que não são explicadas por alteração de nucleotídeos na sequência do DNA

e podem ocorrer durante períodos ou janelas de reprogramação genética como, por

exemplo, na embriogênese, em que tecidos, como o muscular e o adiposo são

formados. Isto pode, também, ocorrer em um curto período pós-parto estimado entre

60 e 240 dias de idade, aproximadamente (Arthington e Moriel, 2014; Zhang, 2015).

Deste modo, a nutrição adequada, de alto valor energético, nestes períodos

críticos pode favorecer o crescimento do tecido muscular, a deposição de gordura

intramuscular, bem como, o desenvolvimento do trato reprodutivo, melhorando a

qualidade da carcaça de machos e antecipando a puberdade em novilhas. Neste

sentido, manejos como a suplementação em creep feeding durante a fase de cria

(nascimento ao desmame), bem como a desmama precoce podem levar à

adaptações metabólicas diferentes nos animais em comparação a aqueles que são

desmamados de forma convencional (aos 210 dias de idade) (Scheffler et al., 2014).

O creep feeding consiste em fornecer alimentação suplementar, que pode ser

grãos ou forragem, para bezerros durante a fase de amamentação (Stewart, 2017).

Moisá et al. (2013) relataram que bovinos que receberam creep feeding com amido

apresentaram maior deposição de gordura na carcaça em relação aos animais que

foram submetidos ao desmame precoce e receberam suplementação com amido e

em relação 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 necessário que os animais permaneçam sendo

alimentados com dietas à base de grãos, ricas em energia e proteína, após o

desmame e sejam introduzidos em dieta de confinamento em até 28 dias. Como

principal base dessas adaptações metabólicas, podem estar os mecanismos

epigenéticos que atuam na modulação, ativação ou silenciamento de genes em

diferentes fases do desenvolvimento e/ou sob estímulos ambientais diferenciados

(Chen e Riggs, 2011).
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1.2.5 Expressão gênica e metabolismo lipídico em bovinos

De acordo com Ladeira et al. (2018), a quantidade ofertada de glicose

(energia) tem relação direta com a lipogênese, o marmoreiro e qualidade da carne

nos ruminantes. Em Bos taurus foi constatado que a glicose é a melhor precursora

para síntese de ácidos graxos no tecido adiposo intramuscular e o único composto

carbônico com maior concentração de seus carbonos no tecido adiposo

intramuscular em relação ao subcutâneo e, além disso, notou-se também a menor

incorporação da glicose em animais pós-púbere, fato que parece ser devido à alta

incorporação de acetato e lactato (e não a glicose) nestes animais, havendo

concorrência por coenzima A (Smith e Crouse, 1984). Portanto, no período de cria, o

aporte correto de concentrado, principalmente rico em amido, favorece a proliferação

e o crescimento dos adipócitos.

O incremento do metabolismo da glicose pode levar ao aumento do

marmoreio sem, contudo, aumentar gordura nas vísceras, o que contribui para

qualidade geral da carne e para o maior rendimento de carcaça. Somando-se a isso,

a elevação do nível de proteína na dieta dos animais pode também incrementar a

deposição de gordura intramuscular. Foi proposto por Lopez et al. (2001) que

maiores níveis de proteína bruta na dieta elevam a digestão e a absorção intestinal

do amido, e promovem a elevação plasmática de insulina e glicose, o que, por

consequência, aumenta a deposição de tecido adiposo intramuscular, por favorecer

precursores dos ácidos graxos.

A síntese de mRNA na expressão gênica é controlada, entre outros (p. ex.:

metilação do DNA e modificações covalentes das histonas), pela ligação de

determinados fatores de transcrição em sequências específicas do DNA. A

expressão destes fatores e, consequentemente a sua atuação, é dependente da

situação fisiológica e do estágio de desenvolvimento do organismo. Assim, alguns

genes são expressos apenas em momentos específicos (Harper et al., 2014).

Na regulação de alguns genes responsáveis pela lipogênese, destacam-se os

fatores de transcrição da família dos receptores ativados por proliferadores de

peroxissoma (PPAR), responsáveis pelo controle de utilização da glicose e

regulação lipídica (Bionaz et al., 2013). Dentre esses fatores de transcrição, os
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PPARα parecem ativar os genes responsáveis pela oxidação dos ácidos graxos,

enquanto o PPARγ tem efeito antagonista, ativando genes adipogênicos e

lipogênicos, sendo mais expresso em indivíduos obesos (Gervois et al., 2000). O

complexo enzimático ácido graxo sintase tem ação direta sobre a regulação dos

PPARγ e a adipogênese, sendo que quanto menor a síntese dessas enzimas, menor

a expressão da PPARγ e, como consequência, tem-se redução no tecido adiposo

(Lodhi et al., 2012). Mesmo aumentando a lipogênese, o PPARγ também pode

exercer função sobre os genes que estimulam a oxidação dos ácidos graxos, tendo

como principal alvo o gene CPT2, gene este que codifica a enzima carnitina

palmitotransferase II, mostrando que à medida que a PPARγ é silenciada, ocorre

redução na expressão gênica do CPT2 (Sharma et al., 2012). O gene SCD1 codifica

a enzima estearoil-CoA dessaturase e tem como principal função a dessaturação

dos ácidos graxos, assim transformando saturados em insaturados na carne bovina.

Entre outros genes e genes codificadores de fatores de transcrição

sabidamente envolvidos no metabolismo adipogênico destaca-se o BMP4, membro

do fator de crescimento TGFβ, responsável por estimular a diferenciação de células

mesenquimais para linhagem de adipócitos. Já os elementos reguladores de esterol

ligados a proteína 1c (SREBP-1c) são fatores de transcrição estimulados durante a

fase inicial da diferenciação dos adipócitos (Ladeira et al., 2016). O estágio final da

diferenciação é caracterizado pelo aumento da expressão de proteínas envolvidas

na lipogênese como a FABP4, expressa por gene de igual nomenclatura (FABP4). A

FABP4 é um transportador de lipídeos e tem uma baixa expressão no início da

lipogênese e aumenta com o processo de diferenciação dos pré-adipócitos

(Hausman et al., 2014). Assim, a maior expressão do gene FABP4 pode ser um

indicador do maior número de adipócitos dentro do tecido muscular.

Segundo Ladeira et al. (2016), entre os muitos genes supostamente

envolvidos no metabolismo lipídico em bovinos, alguns poucos, como os fatores de

transcrição PPARɤ (Peroxissome Proliferator-Activited Receptor Gamma) e SREBF

(Sterol Regulatory Element Binding Factor 1), ACACA (acetyl-CoA carboxylase alpha)

e FAS (fatty acid synthase) já foram identificados e parecem ser particularmente

relevantes. Pesquisas mais recentes mostraram os genes/proteínas RUNX1T1

(RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1), BCL6 (B-cell lymphoma), STAT1
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(signal transducer and activator of transcription) C/EBPβ e C/EBPδ (cytidine-cytidine-

adenosine-thymidine enhancer binding protein β e δ), EBF1 (B-cell factor 1), KLF5 e

KLF6 (Kruppel like factor 5 e 6), SOX6 (SRY-box transcription factor 6 ) e STAT5

como também relacionados à adipogênese e ao metabolismo do tecido adiposo em

humanos e/ou em ruminantes (Urrutia et al., 2020; Ambele et al., 2020).

Embora, como já reportado, alguns genes, mecanismos de controle,

processos biológicos e vias metabólicas tenham sido estudados e ligados de forma

contundente ao metabolismo de lipídios, assim como a adipogênese e lipogênese,

estes processos fisiológicos, assim como muitos outros relacionados às

características quantitativas, são, seguramente, controlados por número muito maior

de fatores internos e externos ainda não elucidados. Por fim, poucos estudos têm

avaliado a expressão destes e investigado a ação de outros fatores sobre a

adipogênese e lipogênese em bovinos cruzados.

1.3.Objetivos

1.3.1. Objetivo Geral

Dada a falta de informação a respeito de alterações da expressão gênica em

bezerros cruzados Nelore x Bos taurus submetidos à suplementação na fase de cria

em sistema de creep feeding, este estudo terá como objetivo geral avaliar o efeito de

diferentes dietas na fase de cria – sem suplementação em creep feeding, e com

suplementação em creep feeding – sobre a expressão gênica, processos biológicos

e vias metabólicas relacionadas à adipogênese e lipogênese em biópsias do

músculo Longissimus thoracis colhidas ao desmame em bovinos F1 Angus-Nelore.

1.3.2. Objetivos específicos

A partir de animais F1 Angus-Nelore submetidos a dois tratamentos

experimentais – sem suplementação em creep feeding e com suplementação em

creep feeding, os objetivos específicos deste trabalho serão:
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1) analisar a ocorrência de diferenças nas características de carcaça e da

carne, em especial aquelas relacionadas à deposição de gordura;

2) identificar por meio de análise da expressão gênica ampla (técnica de

RNA-Seq), genes diferencialmente expressos em biópsias do músculo Longissimus

thoracis colhidas ao desmame;

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

diferencialmente expressos em biópsias do músculo Longissimus thoracis colhidas

ao desmame, processos biológicos e vias metabólicas enriquecidas potencialmente

relacionadas à adipogênese e lipogênese intramuscular.
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EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO NA FASE DE CRIA SOBRE A

EXPRESSÃO GÊNICA, PROCESSOS E VIAS RELACIONADAS À

ADIPOGÊNESE E LIPOGÊNESE NO MÚSCULO LONGISSIMUS

THORACIS AO DESMAME DE BOVINOS F1 ANGUS-NELORE

RESUMO - Diferentes estratégicas têm sido utilizadas para aumentar a
deposição 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 é a suplementação na fase de cria por meio de creep feeding.
Entretanto, são poucas as pesquisas que avaliaram o efeito do creep feeding sobre
a expressão gênica no tecido muscular à desmama de bovinos Nelore e em seus
cruzamentos com raças taurinas (Bos taurus). Assim, este estudo teve como objetivo
identificar, a partir de análise do transcriptoma, genes diferencialmente expressos,
processos biológicos e vias metabólicas relacionadas à adipogêneses e lipogênese
em biópsias musculares colhidas à desmama de bovinos cruzados submetidos à
diferentes dietas entre o nascimento e os 210 dias de vida. Foram utilizados 48
bovinos cruzados F1 Angus-Nelore machos, não castrados, meio-irmãos, mantidos a
partir dos 30 dias de idade até o desmame sob dois diferentes tratamentos (n =
24/tratamento): grupo 1 (G1) – sem suplementação em creep feeding; e G2 – com
suplementação em creep feeding. Os animais foram desmamados aos 210 dias, e,
em seguida, foram confinados por 180 dias em baias coletivas (três animais/baia)
recebendo dieta contendo 12,6% de volumoso e 87,4% de concentrado a base de
milho. À desmama foi realizada coleta de alíquotas do músculo Longissimus thoracis
(LT) por meio de biópsia. Ao longo do abate foram coletadas amostras (bifes de
contra-filé) do LT entre as 12ª e 13ª costelas da meia-carcaça esquerda, a partir das
quais foram determinados: área de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcutânea (EGS), índice de marmorização (IMF), lipídeos totais/porcentagem de
gordura (%G) e força de cisalhamento aos sete e 14 dias de maturação (SF7 e
SF14). A partir das alíquotas do LT das biópsias foram analisadas diferenças na
expressão gênica global entre os tratamentos (G1 vs G2 – 12 indivíduos/grupo) no
momento da desmama por meio da técnica de sequenciamento do RNA mensageiro
(RNA-Seq). Em relação à %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 à desmama, dos quais 443 foram
regulados negativamente e 504 foram regulados positivamente no G2. As análises
de enriquecimento funcional realizadas com os DEGs identificaram importantes
genes, vias metabólicas (KEGG_PATHWAY) e processos biológicos (GOTERM_BP)
relacionados à adipogênese e lipogênese (p<0,05), como: biossíntese de colesterol,
sinalização de PPAR, metabolismo de ácidos graxos e biossíntese de ácidos 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. Introdução

Algumas estratégias têm sido utilizadas em bovinos de corte para elevar a

deposição de gordura intramuscular. A desmama precoce e a suplementação na

fase de cria são manejos nutricionais que podem levar a adaptações metabólicas

diferentes em relação aos animais que são desmamados de forma convencional

(Scheffler et al., 2014). A abordagem conhecida como creep feeding consiste na

utilização de suplementação alimentar na fase de cria (amamentação) com grãos ou

forragem, a fim de obter indivíduos mais pesados ao desmame, encurtando o tempo

de acabamento da carcaça para o abate, além de fornecer descanso para a matriz

(Dantas et al., 2010; Stewart et al., 2017).

É bem conhecido que os animais podem responder a diferentes fatores

ambientais e nutricionais exibindo plasticidade fenotípica como resultado de

mudanças nos padrões de expressão gênica (Zhang, 2015). Assim, as

características animais podem ser modificadas por modulações nutricionais, o que

significa que as exposições dietéticas podem ter conseqüências para o crescimento

e a saúde (McKay et al., 2011). Novas evidências estão constantemente surgindo de

que alterações na expressão gênica e no fenótipo dos indivíduos, como resultado de

estímulos nutricionais, podem ser devidas a fatores epigenéticos, incluindo a

metilação do DNA (Farias et al., 2015; Farkas et al., 2015; Day et al., 2015). Estas

modificações na expressão gênica podem ocorrer em loci específicos ou em uma

escala genômica (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 é o melhor precursor para a

síntese de ácidos graxos no tecido adiposo intramuscular e o único composto

carbônico com maior concentração de seus carbonos no tecido adiposo

intramuscular em comparação com o tecido subcutâneo e, além disso, foi observada

também menor incorporação de glicose em animais pós puberes (Smith et al., 1984).

Assim, a ingestão adequada de concentrado durante o período de lactação,

especialmente rico em amido (grãos), favorece a proliferação e o crescimento de

adipócitos. Isto se deve ao aumento do metabolismo da glicose, que pode levar ao

aumento do marmoreio sem, contudo, aumentar a gordura nas vísceras, o que
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contribui para a qualidade geral da carne e maior rendimento da carcaça (Baldassini

et al., 2021). Além disso, Lopez et al. (2001) propuseram que níveis mais altos de

proteína bruta na dieta aumentam a digestão e absorção intestinal do amido, e

promovem a elevação do plasma de insulina e glicose, o que, consequentemente,

aumenta a deposição da gordura intramuscular, favorecendo os precursores de

ácidos graxos.

Nota-se no Brasil, a quase 20 anos o maior exportador mundial de carne

bovina in natura (ABIEC, 2022), a crescente utilização de animais cruzados (Bos

taurus × Bos indicus), sobretudo Angus × Nelore, para a produção 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 deposição de gordura intramuscular na carne pode influenciar

positivamente nos atributos sensoriais incluindo sabor, suculência e maciez

(Hocquette et al., 2010). Do contrário, com menos gordura intramuscular

(marmoreio), o que se observa em animais com predominância do genótipo Bos

indicus, tem-se prejuízo sobre os aspectos sensoriais da carne. Isto ocorre porque à

medida que se reduz a adipogênese do tecido intramuscular (marmoreio), estimula-

se a fibrogênese e o aumento do conteúdo do tecido conjuntivo (Du et al., 2017).

Contudo, os mecanismos moleculares que controlam o crescimento desses tecidos

ainda não foram completamente estabelecidos.

Dada a falta de informação a respeito de alterações da expressão gênica em

bezerros cruzados Bos taurus × Bos indicus submetidos à suplementação na fase de

cria, este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito do creep feeding sobre

a expressão gênica, processos biológicos e vias metabólicas relacionadas à

adipogênese e lipogênese em biópsias do músculo Longissimus thoracis colhidas ao

desmame em bovinos F1 (Angus × Nelore). A obtenção destas informações é de

grande importância econômica para os sistemas de produção de bovinos que visam

a manipulação da característica gordura entremeada e a obtenção de carne de

melhor qualidade para alcançar 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 não

castrados (inteiros) e filhos de um mesmo touro (meio irmãos) da raça Aberdeen

Angus (Bos taurus).

A parte inicial do experimento a campo (fase de cria) foi conduzido em

fazenda comercial, localizada no Estado de São 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 suplementação em creep feeding;

G2/T2 – com suplementação em creep feeding. No sistema de cria do tipo creep

feeding os animais foram mantidos com suas respectivas mães no mesmo piquete,

porém com acesso exclusivo a suplemento correspondente à 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 constituído na matéria seca (MS)

de 22% de proteína bruta (PB) e 65% de nutrientes digestíveis totais (NDT), a base

de milho moído (44,8%), farelo de soja (40,4%) e núcleo mineral (14,8%).

Após o desmame (média de 210 dias), os animais dos dois tratamentos foram

levados ao confinamento experimental da Fazenda Lageado da Faculdade de

Medicina Veterinária e Zootecnia-UNESP/Botucatu, onde permaneceram por

aproximadamente 180 dias, alojados em baias coletivas cobertas (três animais/baia

com 10m2 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 Ração de Lucro Máximo – RLM 3.3 (Lanna et al., 2011),

utilizando o sistema NRC Tropicalizado ESALQ, e foi composta de milho, farelo de

soja, feno de tifton, bagaço de cana-de-açúcar, uréia e suplemento vitamínico-

mineral (Apêndice S1). Foi fornecida ad libitum, duas vezes ao dia, às 08h00 e

16h00.

Os animais foram pesados, após jejum de 16 horas, no início da fase de cria

(peso inicial – PI), ao final da desmama (peso à desmama – PD) e ao término do

período de confinamento (peso final – PF). A partir de PI e PD foi calculado o ganho
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de peso médio diário 1 (GPMD1: do início da fase de cria à 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 à desmama, ao abate e analises de qualidade da

carcaça

No momento da desmama (M1: 210 dias) foi realizada coleta de alíquotas do

músculo Longissimus thoracis (LT), por meio de biópsia, de 12 animais sorteados de

cada um dos dois tratamentos (n = 24). Para a realização da biópsia foi feita a

tricotomização na região lombar e administrado um anestésico local via subcutânea.

As biópsias foram realizadas na altura da 13ª costela. Após a higienização do local

da biópsia, uma incisão de 1cm foi feita com bisturi, e uma agulha esterilizada de

biópsia Bergstrom foi utilizada para obter 1g de tecido do músculo, que foi

imediatamente armazenado em nitrogênio líquido e posteriormente em ultrafreezer a

-80°C.

Após o período de confinamento, os 48 animais foram abatidos utilizando a

técnica de concussão cerebral e secção da veia jugular. As carcaças foram

identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas pesadas

individualmente para a obtenção do peso da carcaça quente (PCQ), e levadas à

câmara fria, por aproximadamente 24 horas, à temperatura de 1°C.

Decorrido o resfriamento, as carcaças foram retiradas da câmara e pesadas.

Após a pesagem, o músculo LT da meia carcaça-esquerda foi separado do restante

da carcaça e antes de ser desossado foram avaliados, entre a 12ª e 13ª vertebra

torácica, a espessura de gordura subcutânea (EGS) e a área de olho de lombo

(AOL). Amostras do LT (bifes de contra-filé) entre as 12ª e 13ª costelas da meia-

carcaça esquerda foram coletadas e utilizadas para a condução em laboratório de

análises físico-químicas de qualidade.

2.2.3. Análises de qualidade da carne

As análises físico-químicas realizadas relacionadas à qualidade da carne dos

48 animais abatidos (24/tratamento) foram: índice de marmorização (MI), lipídeos
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totais/porcentagem de gordura (IMF) e força de cisalhamento (FC). O MI foi

determinado por avaliador único previamente treinado seguindo os padrões de

referência da Brazil Beef Quality – https://www.brazilbeefquality.com/. Esses padrões

são numerados de 1 a 11 e fornecem uma escala de pontos entre 100 e 1100

(adaptada da AUS-MEAT, 2018), sendo que quanto mais próximo de 1100 mais

marmorizada é a carne, e quanto mais próxima de 100 menos marmorizada. A IMF

foi determinada por meio do equipamento FoodScan LabTM (Foss NIRSystems, Inc.,

EUA). Para a determinação da força de cisalhamento aos sete e 14 dias de

maturação (FC7 e FC14) foi adotado o procedimento padronizado e proposto por

Shackelford et al., (1999).

2.2.4. Análises estatísticas dos dados de peso, ganho de peso, carcaça

e carne

Os dados relacionados à peso e ganho de peso e à características de carcaça

e da carne – peso inicial (PI), peso à desmama (PD), ganho de peso médio diário

entre PD e PI (GPMD1), peso final (PF), ganho de peso médio diário entre PF e PD

(GPMD2), peso da carcaça quente (PCQ), área de olho de lombo (AOL), espessura

de gordura subcutânea (EGS), índice de marmorização (IM), porcentagem de

gordura (IMF) e força de cisalhamento (FC7 e FC14) – para as 48 amostras (n =

24/grupo) foram analisados quanto à presença de informações discrepantes,

homogeneidade de variâncias e normalidade dos resíduos. Na sequência, os dados

foram expressos por médias e seus respectivos erros padrão. Não foram

necessárias transformações nas variáveis para providenciar uma aproximação da

distribuição normal. As diferenças entre os dois tratamentos foram examinadas por

análise da variância (ANOVA) e quando detectadas diferenças significativas, foram

comparadas por Teste t.

2.2.5. Análises da expressão gênica diferencial

2.2.5.1. Extração do RNA e sequenciamento
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Após a extração do RNA total, foram preparadas 24 bibliotecas genômicas,

constituídas por 12 amostras de cada grupo/tratamento (G1 e G2) colhidas à

desmama (M1). O RNA total das amostras foi extraído individualmente a partir de

100 mg do músculo LT utilizando TRIzol® (Life Technologies, EUA), de acordo com

as instruções do fabricante, e analisado quanto à qualidade no Bioanalyzer 2100®

(Agilent, EUA). A fim de garantir qualidade adequada do RNA total, o valor mínimo

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 bibliotecas de cDNA, para cada amostra, foram preparadas e

multiplexadas utilizando o TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina, EUA) a

partir de 2 µg de RNA total, conforme o protocolo TruSeq RNA Sample Preparation

kit v2 guide (Illumina, EUA). O Bioanalyzer 2100® (Agilent, EUA) foi utilizado para

estimar o tamanho médio das bibliotecas e a PCR quantitativa (RT-qPCR), com o

KAPA Library Quantification kit (KAPA Biosystems, EUA), foi utilizada para

quantificá-las. A clusterização e o sequenciamento foram realizados em uma lane

utilizando o HiSeq2500 kit v4 2x100pb (Illumina, EUA), a fim de produzir paired-end

reads de 100 bp. Utilizou-se o sequenciador Illumina HiSeq 2500® (Illumina, EUA),

no intuito de atingir-se uma cobertura mínima de 16 milhões de reads por amostra.

2.2.5.2. Mapeamento das sequencias no genoma de referência e

identificação de genes diferencialmente expressos

Os dados de sequenciamento gerados pela plataforma HiSeq System Illumina

foram convertidos ao formato FastQ e separados por bibliotecas (dados

multiplexados) por meio do software Casava versão 1.8.2 (Illumina, 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 remoção dos

adaptadores de sequenciamento e das sequências de baixa qualidade, foram

realizadas por meio do programa fastp v.0.23.1 (Chen et al. 2018). Após esta etapa,

a qualidade das reads foi reavaliada pela visualização gráfica conjunta de todas as

saídas FastQC utilizando o programa MultiQC v.1.13 (Ewels et al., 2016) para

confirmar a melhoria de qualidade. Na sequência, as reads foram mapeadas ao
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genoma de referência bovino (Bos taurus – ARS-UCD1.3), disponível 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 extensão

“.bam”, contendo o alinhamento dos fragmentos em relação ao genoma de

referência. A contagem das features foi feita por meio do programa featurecounts

v.2.0.3 (Liao, Smyth e Shi, 2014) e apenas leituras de sequências pareadas (paired-

end reads: PE reads) mapeadas em local único do genoma (uniquely PE reads) e

em cromossomos conhecidos foram utilizadas nas análises de expressão gênica

diferencial.

As análises de expressão gênica 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 análise gráfica de componentes principais (PCA) com os dados

de contagem de reads normalizadas em contagens por milhão (CPM) para

agrupar/separar as amostras com base em padrões de expressão gênica, a fim de

examinar o seu nível de similaridade/dissimilaridade entre os grupos. A identificação

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 estimação de

parâmetros por método de máxima verossimilhança utilizando modelos lineares

generalizados assumindo-se distribuição 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 parâmetros de sobredispersão

para cada gene pelo método de Cox-Reid (Robinson e Oshlack, 2010). A expressão

de cada gene foi calculada como média de expressão de todas as amostras para

cada grupo e apresentada como média da função logarítmica das CPM. O fold-

change foi calculado como a função logarítmica da razão entre os CPM de G2 e G1

para cada gene. O p valor associado a diferença de expressão gênica entre grupos

foi obtida a partir do teste de razão de verossimilhanças. 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

significância ajustada para FDR < 0,05 foram utilizados para identificar os DEGs.

2.2.5.3. Análises funcionais dos genes diferencialmente expressos

A fim de entender o papel funcional dos genes identificados como DEGs entre

grupos à desmama, listas dos genes up e down-regulated foram utilizadas em

análises de over representation (ORA) em termos de ontologia de genes (GO terms:

Processos Biológicos - BP) e vias metabólicas (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

mínimo de três genes em cada processo ou via e P-value < 0,05.

A função Functional Annotation Clustering do DAVID e o pacote ClueGO

(Bindea et al., 2009) do programa Cytoscape v. 3.9.1 foram utilizados na

identificação de relações entre os processos e as vias enriquecidas. Em razão das

relações que apresentam entre si e de suas relações em potencial com o teor de

gordura intramuscular em bovinos, processos e vias foram destacados. Para

identificar/visualizar a participação 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 (versão 11.5), o qual coleta e integra interações

funcionais entre genes/proteínas para um grande número de organismos (Szklarczyk

et al., 2016), foi utilizado para revelar e permitir a visualização gráfica de interações

funcionais entre os DEGs pertencentes aos BP e pathways (KEGG) identificados

como enriquecidos pelo DAVID e destacados em função das relações visualizadas

no ClueGO e das relações em potencial com a adipogênese e lipogênese

intramuscular. As PPIs com score de confiança > 0,4 (limite comumente utilizado) e

FDR < 0,05 foram consideradas e apresentadas em gráfico. O algoritmo Markov
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Cluster (MCL), um algoritmo de cluster não supervisionado para grafos baseado na

simulação de fluxo estocástico, foi utilizado na clusterização dos genes (nós)

utilizando o parâmetro de inflação 3 (default do STRING).

Nas análises 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 pós-desmama e qualidade da carne e da

carcaça

Na Tabela 1 estão descritos os pesos dos animais nos diferentes momentos,

ganhos de pesos, além de informações referentes às carcaças. Observou-se

diferenças significativas (P < 0,05) entre os grupos/tratamentos para PD e GPMD1

na fase de cria. Para PD, os animais do G1 (sem suplementação) foram os mais

leves e os do G2 (creep feeding) foram os mais pesados. Para GPMD1 notou-se a

mesma situação observada para PD, ou seja, G2 > G1. Em relação ao PF,

observou-se que os animais dos G1 e G2 não diferiram. Não foram observadas

diferenças significativas entre os grupos para PI, e PCQ.

Na Tabela 2 estão apresentados os valores relacionados à qualidade, os

quais foram medidos ou estimados de forma objetiva ou subjetiva nas carcaças ou

em amostras de carne dos animais por meio de análises laboratoriais. Não foram

observadas diferenças significativas na comparação entre os grupos, ou seja, p foi

maior que 5%, para área de olho de lombo e força de cisalhamento aos sete e 14

dias de maturação. Por outro lado, foram observadas diferenças significativas (P <

0,05) para espessura de gordura subcutânea (EGS), porcentagem de gordura (IMF),

e índice de marmorização (MI). Para EGS, os animais do G2 (creep feeding)

apresentaram na média maiores valores em relação aos animais dos G1 (sem

suplementação). No que tange à IMF, uma medida objetiva para a avaliação da

gordura entremeada, os animais do G2 apresentaram maiores teores/porcentagens

em relação aos animais do G1. Em relação à MI, uma medida subjetiva para a
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avaliação da gordura entremeada/marmoreio, os animais do G2 apresentaram

escores maiores em relação aos do G1.

Tabela 1. Médias e respectivos erros-padrão para pesos dos animais no início da fase de cria, à

desmama e ao final do período de confinamento, ganhos de peso médio diário na fase de cria e de

terminação e rendimento da carcaça quente para os dois tratamentos.

PI (kg) PD (kg) GPMD1
(kg)

PF (kg) GPMD2
(kg)

PCQ (kg)

G11 61,29±2,41 228,92±5,07b 0,93±0,02b 484,64±5,96 1,36±0,02 269,22±8,23
G21 57,55±2,61 243,57±5,70a 1,03±0,03a 491,85±7,85 1,32±0,03 273,62±9,28

1 G1: grupo1, G2: grupo 2, PI: peso inicial, PD: peso à desmama, GPMD1: ganho de peso médio
diário entre PD e PI, PF: peso final, GPMD2: ganho de peso médio diário entre PF e PD, PCQ: peso
da carcaça quente.
a, b Letras distintas indicam médias diferentes (P < 0,05).

Tabela 2. Médias e respectivos erros-padrão para espessura de gordura subcutânea e área de olho

de lombo da carcaça, porcentagem de gordura, índice de marmoreio e força de cisalhamento aos

sete e 14 dias de maturação para os dois tratamentos.

EGS (mm) IMF (%) MI AOL (cm2) FC7 (kg) FC14 (kg)

G11 10,61±0,42b 4,95±0,20b 321,50±13,65b 67,94±1,16 4,52±0,11 3,45±0,11
G21 12,96±0,83a 5,80±0,23a 366,11±12,39a 65,50±0,93 4,28±0,12 3,42±0,09

1 G1: grupo1, G2:grupo 2, EGS: espessura de gordura subcutânea, IMF: porcentagem de
gordura, MI: índice de marmoreio, AOL: área de olho de lombo, FC7: força de cisalhamento aos sete
dias post-mortem, FC14: força de cisalhamento aos 14 dias post-mortem.
a, b Letras distintas indicam médias diferentes (P < 0,05).

2.3.2. Análise da expressão gênica diferencial

2.3.2.1. Concentração e integridade do RNA total

A concentração média do RNA total obtido para as 24 amostras extraídas foi

de 260,27ng/µL. As razões 260/280nm (ácido nucléico/proteína) e 260/230nm (ácido

nucléico/contaminantes de extração) foram de aproximadamente 1,9, valores

considerados como adequados. As contaminações por DNA genômico foram em

média 1,04% (mínimo 0,73% e máximo 1,11%). O número de integridade do RNA

(RIN) médio foi de 7,6 (mínimo 7,0 e máximo 8,0). Desta forma, foi confirmado que
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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 referência

No total foram obtidas 241,2 milhões de paired-end reads (PE reads: 2x100

pb), das quais 230,5 milhões foram mapeadas em local único do genoma (uniquely

PE reads). A cobertura alcançada pelo sequenciamento foi de 37X (cobertura para

todos os transcritos de todas as amostras). Em média, foram obtidas 9,6 milhões 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 não codificantes

de proteínas). Entretanto, considerando a contagem maior ou igual a três (uniquely

PE reads ≥ 3) em pelo menos 12 amostras, o número total de genes considerados

expressos e, portanto, utilizados na análise de expressão gênica diferencial, foi de

16.604. O número de genes detectados por categoria funcional após a aplicação de

filtro/treshould que exclui os genes que tiveram baixa contagem encontra-se

apresentado na Figura 1. Depois dos genes codificadores de proteínas (15.672),

foram sequenciados em maior número genes codificadores de fatores de transcrição

(656) e genes não codificadores tais como lncRNA – long non coding RNA, snRNA –

short nuclear RNA e miRNA – micro RNA, estes relacionados com o controle da

expressão gênica e com o processamento de RNA mensageiros.
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Figura 1. Número de genes detectados por categoria funcional no sequenciamento de RNA

considerando a aplicação de filtro que exclui os genes que tiveram contagem relativa baixa

para contagem de reads após normalização.

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

número e a porcentagem de transcritos/fragmentos alinhados ao genoma de

referência bovino.

Tabela 3. Classificação fenotípica para porcentagem de gordura (IMF), número total de transcritos

(PE reads) gerados e alinhados ao genoma de referência, e número total e porcentagem de PE reads

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

G1 (sem creep) no M1 (à desmama).

Animal/
Amostra

Classificação
fenotípica para

IMF

n° total PE
reads

geradas

n° total PE
reads

mapeadas

n°
uniquely
PE reads

%
uniquely
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. Classificação fenotípica para porcentagem de gordura (IMF), número total de transcritos

(PE reads) gerados e alinhados ao genoma de referência, e número total e porcentagem de PE reads

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

G2 (com creep) no M1 (à desmama).

Animal/
Amostra

Classificação
fenotípica para

IMF

n° total PE
reads
geradas

n° total PE
reads

mapeadas

n°
uniquely
PE reads

%
uniquely
PE reads

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 distribuição dos quartis foi

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

gerados pelo sequenciamento.

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 intensão de avaliar a qualidade do sequenciamento, os perfis de

expressão de 13 genes constitutivos (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB, HMBS, HPRT1,

PGK1, PPIA, RPL13A, RPL0, SDHA, TBP e TFRC) foram analisados e estes

apresentaram padrão de expressão similar entre os grupos experimentais (Figura 3).

Figura 3. Perfil de expressão dos genes de referência 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 variação entre amostras (Figura 4). Adicionalmente, observou-se a formação

de grupos claramente distintos de amostras no momento do abate (T1M1, T2M1),

indicando que houve evidente diferença na expressão dos genes entre os

tratamentos. Este fato ilustra o efeito da suplementação na fase de cria, o creep

feeding, sobre a expressão gênica à desmama.
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Figura 4. Análise gráfica de componentes principais (PCA) realizada com base nos dados de

contagem normalizada de expressão gênica para amostras coletadas à desmama (M1) nos

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

2.3.3. Identificação de genes diferencialmente expressos

A partir das alíquotas/amostras do músculo LT provenientes das biópsias,

foram analisadas as diferenças na expressão gênica 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 à

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 gráfico do tipo Volcano plot indicando genes

diferencialmente expressos para G1 × 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 anotação 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 (Apêndice S2).
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Figura 5. Volcano plot do log2 foldChange (eixo x) versus -log10 p valor (FDR, eixo y),

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) à desmama (momento 1: M1).

Gene ID ensembl Gene symbol Regulated1 log2
FC2

FDR3

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
ENSBTAG00000017956 KCTD15 Up 1,02 1,27E-13
ENSBTAG00000013860 GADD45A Down -1,96 1,75E-13
ENSBTAG00000002783 PCYOX1 Up 0,83 6,15E-13
ENSBTAG00000007890 SEC14L5 Up 2,07 6,85E-13
ENSBTAG00000021999 CPT1A Down -1,70 7,95E-13
ENSBTAG00000004118 ALAS1 Up 0,74 1,13E-12
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Tabela 5. Top 30 genes identificados como diferencialmente expressos (DEGs) para o

contraste entre os grupos 1 e 2 (G1 × G2: sem creep versus com creep) no momento 1 (M1:

à desmama).
1 Down-regulated ou up-regulated no G2; 2 log2 foldChange; 3 P ajustado (FDR) obtido para o edgeR,

utilizado para o ranqueamento dos GDE apresentados na tabela.

2.3.4. Análise de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente

expressos

Para os genes up-regulated em G2 à desmama (n = 504), a análise de over

representation (ORA) identificou 21 vias metabólicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes) enriquecidas (valor de P < 0,05) (Apêndice S3). Dentre as

identificadas, cinco foram destacadas em função das relações que apresentam entre

si (identificadas no DAVID e no ClueGO) e de suas relações em potencial com a

proliferação de células adiposas/adipogênese e a síntese e degradação de gordura

intramuscular (lipólise/lipogênese) 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 informações complementares estão

disponibilizadas na Tabela 6. Em relação aos GO terms, foram identificados 34

processos biológicos (Biological Process – BP) enriquecidos (P < 0,05) (Apêndice

S4), dos quais quatro foram destacados em razão das relações que apresentam

entre si e de suas relações em potencial com o teor de gordura intramuscular em

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
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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 à desmama (n = 443),

identificou-se 46 vias (pathways) enriquecidas (P < 0,05) (Apêndice S5), das quais

três foram destacadas pelas razões mencionadas anteriormente: bta04152: AMPK

signaling pathway; bta04922: Glucagon signaling pathway e bta03320: PPAR

signaling pathway. Os DEGs down-regulated participantes dessas vias e

informações complementares são encontradas na Tabela 6. Em relação aos GO

terms, foram identificados 52 BPs enriquecidos (P < 0,05) (Apêndice S6), dos quais

três receberam destaque conforme as razões já 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 estão apresentados na Tabela 7.

Tabela 6. Vias metabólicas enriquecidas (p < 0,05) e destacadas na análise de over

representation (ORA) dos genes diferencialmente expressos (DEGs – up e down-regulated)

identificados no G2/tratamento para o contraste G1 × G2 à desmama.

Termo (KEGG) Up/Down N° de
genes

P-value Genes

PPAR signaling
pathway

Up 9 5,75E-4 FADS2, FABP3,
SLC27A1, SCD, SCD5,
AQP7, DBI, PPARA,
RXRG

Steroid
biosynthesis

Up 5 9,07E-4 SQLE, EBP, CYP51A1,
DHCR24, LSS

Biosynthesis of
unsaturated
fatty acids

Up 4 0,029 FADS2, SCD, SCD5,
FADS1

Apelin signaling
pathway

Up 8 0,039 PRKAB2, SMAD3,
PRKAA2, CCND1, MYL2,
MYL3, APLNR, CALM3

Fatty acid
metabolism

Up 5 0,041 FADS2, SCD, FASN,
SCD5, FADS1
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Tabela 7. Processos biológicos enriquecidos (P < 0,05) e destacados na análise de over

representation (ORA) dos genes diferencialmente expressos (DEGs – up e down-regulated)

identificados no G2/tratamento para o contraste G1 × G2 à desmama.

Na Figura 6 é apresentado HeatMap mostrando a relação entre cada um dos

52 DEGs up ou down-regulated identificados em G2 à desmama e os 14 processos

biológicos e vias metabólicas enriquecidos na análise de over representation e

destacados em razão das relações que apresentam entre si e de suas relações em

AMPK signaling
pathway

Down 8 0,023 PFKFB4, CPT1A,
PFKFB3, EIF4EBP1,
MLYCD, CPT1B, FBP1,
FOXO1

Glucagon
signaling
pathway

Down 7 0,031 CPT1A, GCGR, SIK1,
CPT1B, FBP1, PLCB2,
FOXO1

PPAR signaling
pathway

Down 6 0,044 CPT1A, APOA1, ME3,
ANGPTL4, CPT1B, PLIN5

Termo
(GO_BP)

Up/Down N° de
genes

P-value Genes

Cholesterol
biosynthetic
process

Up 5 0,002 EBP, INSIG1, CYP51A1,
DHCR24, LSS

Unsaturated
fatty acid
biosynthetic
process

Up 4 0,003 FADS2, SCD, SCD5,
FADS1

Sterol
biosynthetic
process

Up 3 0,021 SQLE, EBP, INSIG1

Cellular
response to
insulin stimulus

Up 5 0,032 GOT1, INSIG1, INHBB,
LPIN2, HDAC9

Positive
regulation of
lipid storage

Down 4 7,38E-4 C3, IKBKE, FAM71F2,
PLIN5

Fatty acid
metabolic
process

Down 6 0,005 C3, CPT1A, ACOT7,
UCP3, HACL1, CPT1B

Negative
regulation of
glycolytic
process

Down 3 0,022 DDIT4, NUPR1, FBP1
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potencial com o teor de gordura intramuscular em bovinos. Por meio desta

abordagem, observa-se a participação dos DEGs em um ou mais processos ou vias,

assim como a magnitude das diferenças de expressão gênica entre os tratamentos.

Figura 6. Relação entre os DEGs up ou down-regulated identificados no G2 no M1 (eixo x) e

os BP e pathways enriquecidos e destacados em razão das relações que apresentam entre

si e de suas relações 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 biológicos (GO_BP) e pathways (KEGG)

compartilhados entre DEGs up e down-regulated no grupo 2 à desmama e

destacados em razão das análises de over representation e da potencial relação

com gordura intramuscular/marmoreio em Bos taurus são apresentadas nas Figuras

7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Rede circular contendo processos biológicos (BP) e pathways (KEGG)

compartilhados entre DEGs up-regulated no G2 à desmama e destacados em razão das

análises de over representation e da potencial relação com a gordura intramuscular em

bovinos.
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Figura 8. Rede circular contendo processos biológicos (BP) e pathways (KEGG)

compartilhados entre DEGs down-regulated no G2 à desmama e destacados em razão das

análises de over representation e da potencial relação com a gordura intramuscular em

bovinos.

Na Figura 9 encontra-se apresentada a rede de interação proteína-proteína

(PPI) dos 29 DEGs up-regulated no G2, pertencentes aos processos biológicos

(GO_BP) e vias metabólicas (KEGG) identificados como enriquecidos e destacados

no contraste G1 × G2 à desmama em função das relações que apresentam entre si

e das suas relações em potencial com a adipogênese e lipogênese intramuscular.

Foram identificadas 69 arestas (interações significativas) e seis clusters constituídos
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de oito a dois genes. Os clusters vermelho e amarelo foram os maiores com oito e

cinco genes, respectivamente. Três clusters (verde escuro, azul claro e azul escuro)

apresentaram apenas dois genes. O coeficiente médio de clusterização encontrado

foi de 0,512. Seis DEGs mostraram-se desconectados da rede.

Figura 9. Rede PPI dos DEGs up-regulated no G2 pertencentes aos BP e pathways (KEGG)

identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 × G2 no M1. Tipo de

interação (cor da aresta) entre os nós (DEGs): verde claro – textmining; verde escuro –

neighborhood; azul claro – curated databases; azul escuro – co-occurrence; rosa –

experiments; lilás – protein homology; preto – co-expression. O número maior de aresta

indica uma maior evidência/força de interação entre dois nós. Os nós que compõem os

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

Rede de interação proteína-proteína (PPI) dos 23 DEGs down-regulated no

G2, pertencentes aos processos biológicos (GO_BP) e vias metabólicas (KEGG)

identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 × G2 à desmama em

função das relações que apresentam entre si e das suas relações em potencial com

a adipogênese e lipogênese intramuscular, encontra-se apresentada na Figura 10.

Foram identificadas 23 arestas (interações significativas) e quatro cluster
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constituídos de oito a dois genes. Os clusters vermelho, amarelo e verde escuro

foram os maiores com oito, três e três genes, respectivamente. Um dos clusters

(azul claro) apresentou apenas dois genes. O coeficiente médio de clusterização

encontrado foi de 0,467. Sete DEGs mostraram-se desconectados da rede.

Figura 10. Rede PPI dos DEGs down-regulated no G2 pertencentes aos BP e

pathways (KEGG) identificados como enriquecidos e destacados no contraste G1 ×

G2 no M1. Tipo de interação (cor da aresta) entre os nós (DEGs): verde claro –

textmining; verde escuro – neighborhood; azul claro – curated databases; azul

escuro – co-occurrence; rosa – experiments; lilás – protein homology; preto – co-

expression. O número maior de arestas indica uma maior evidência/força de

interação entre dois nós. Os nós que compõem os clusters formados (unidos por

arestas pontilhadas) são ilustrados com cores diferentes.

2.4.Discussão
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Em sistemas de criação tropical, a produção de leite após o terceiro mês de

lactação em vacas Nelore, que são a base do rebanho brasileiro, não atende as

exigências do bezerro para que o seu potencial de crescimento seja expresso (Costa

e Silva et al., 2015). Em crias F1 Angus × Nelore supõe-se que esse tempo seja

ainda menor. Portanto, a obtenção 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,

é que além do declínio na curva de lactação das vacas, as pastagens apresentam

uma diminuição em massa e valor nutritivo devido à sazonalidade, enquanto as

exigências nutricionais do bezerro aumentam com a progressão do crescimento

(Fonseca et al., 2012). Em vista disso, o creep feeding é 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 carcaça (Carvalho et al., 2019). No entanto, devido

a questões associadas ao fornecimento do suplemento, ofertas elevadas podem

afetar a digestão da fibra do pasto, com consequências negativas na eficiência

alimentar (Cremin et al., 1991; Faulkner et al., 1994) e desempenho do bezerro

(Lopes et al., 2017). Esse fato não foi observado no presente estudo, ao contrário,

bezerros que receberam 1% do peso corporal em suplemento, apresentaram um

ganho de peso diário adicional aproximado de 100 g e um total de 14,6 kg a mais na

desmama comparado com os animais não suplementados. No entanto, em

metanálise 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 diário

adicional foi ao redor de 200 g e o ganho total à desmama foi de 30 kg quando

comparado aos animais não suplementados. No presente trabalho não foi observada

uma resposta a longo prazo da suplementação no período de aleitamento sobre o

desempenho dos animais durante o período de terminação (PF, GPMD2 e RCQ;

Tabela 1). Isto sugere que a não diferença na eficiência dos animais durante o

período pós-desmama pode estar relacionada à composição de ganho (Asher et al.,

2018), ou seja, um aumento precoce na taxa de deposição de gordura pode reduzir

a taxa de deposição 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 carcaça (EGS) e maior deposição de gordura na carne, sem

apresentar diferenças no ganho de peso (Tabela 2).

Por meio das análises de enriquecimento funcional dos DEGs, um

subconjunto de genes considerado de maior relevância foi destacado. Em relação

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.

Supõe-se que, ao menos em parte, alterações nos padrões de expressão gênica

observados no presente estudo decorram de modificações no padrão de metilação

do DNA, o que deverá ser confirmado em pesquisas em andamento que serão

publicadas em breve.

A gordura intramuscular é uma característica desejável em alguns nichos de

mercado pelo efeito positivo sobre o sabor, suculência e a maior percepção de

maciez na carne (Hunt et al., 2014). Embora esta característica de qualidade seja

atribuída a uma intensa proliferação celular durante a fase fetal, há um período da

vida pós-natal nos primeiros 250 dias conhecido como ¨janela de marmoreio¨, em

que uma dieta rica em grãos pode recrutar especificamente os adipócitos

intramusculares (hiperplasia de adipócitos), proporcionando os locais para a

deposição de gordura durante a terminação (Du et al., 2013). Na terminação, a

deposição de marmoreio na carne depende de um balanço entre a síntese e

absorção de ácidos graxos, e a degradação destes por β-oxidação (Dong et al.,

2014), controlado pela regulação gênica (De Jager et al., 2013).

Pesquisas indicaram que a via de sinalização PPAR é importante na

regulação da diferenciação celular, balanço energético e metabolismo lipídico (Gross

et al., 2017; Chen et al., 2022). Assim, na lipogênese, a ativação da via de

sinalização PPAR regula positivamente a expressão de FABP, FASN e SCD (Brown

e Plutzky, 2007; Ranwala e Lazar, 2004), sendo estes dois últimos genes

importantes na síntese de novo de ácidos 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 deposição de gordura de marmoreio na carne está associado além

da regulação positiva de FASN, à expressão das enzimas Δ-6 e Δ-5 dessaturases,

as quais são reguladas por PPARA (Nakamura e Nara, 2002). Portanto, isto

confirma que PPARA também atua na lipogênese em músculo esquelético (Bionaz

et al., 2013). As enzimas Δ-5 e Δ-6 dessaturases codificadas pelos genes FADS1 e

FADS2, respectivamente, são um grupo da família de proteínas ácido graxo

dessaturase, cruciais na catalização da primeira reação de dessaturação para a

formação endógena de ácidos graxos poli-insaturados a partir de ácidos graxos

essenciais (linoleico e linolênico) consumidos na dieta (Ibeagha-Awemu et al., 2014).

Os ácidos linoleico e linolênico, ambos ácidos graxos insaturados encontrados em

oleaginosas como a soja (Ladeira et al., 2020), embora possam sofrer uma alta

biohidrogenação 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, é provável que uma parte de ácidos graxos

insaturados consumidos no suplemento atingiram o músculo esquelético o que pode

ter regulado positivamente FADS1 e FADS2.

Apesar de a suplementação dos bezerros durante o período de aleitamento

ter tido efeitos positivos sobre a via de sinalização PPAR no metabolismo lipídico,

por outro lado, uma regulação negativa desta via pode regular negativamente os

genes APOA1 e ANGPTL4 (Schroyen et al., 2021). O gene APOA1 codifica a

proteína estrutural e funcional da lipoproteína de alta densidade (HDL) e promove o

fluxo reverso de colesterol dos tecidos para excreção no fígado (Mangaraj e Nanda,

2016). No presente estudo, a regulação negativa de APOA1 em bezerros

suplementados pode ser um efeito a longo prazo da ingestão de ácidos graxos

insaturados oriundos do farelo de soja. Algumas pesquisas demonstraram que o

consumo de ácidos graxos insaturados, promove uma diminuição na expressão de

APOA1 (Poudyal et al., 2011; Fox et al., 1987). Por outro lado, a angiopoietin like 4

codificada pelo ANGPTL4, é um mediador da inativação da lipoproteína lipase

envolvida no metabolismo lipídico (Blædel et al., 2016) e, portanto, inibe a captação

de triglicerídeos nos adipócitos (Yoo e Kim, 2016). A regulação negativa da
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expressão de APOA1 e ANGPTL4 nos bezerros suplementados sugere o acúmulo

de ácidos graxos, controlado, provavelmente, pela lipoproteína lipase que leva à

redução do efluxo de triglicerídeos no tecido adiposo.

O colesterol é um componente essencial na estrutura das membranas

celulares que confere rigidez à bicamada fosfolipídica e, também, medeia a

sinalização celular e o transporte intracelular (Brown et al., 2021). No presente

estudo, cinco genes foram regulados positivamente na via da biossíntese de

colesterol em bezerros suplementados durante a fase de aleitamento, os quais

codificam as enzimas 24-desidrocolesterol redutase (DHCR24), lanosterol sintase

(LSS), esqualeno epoxidase (SQLE), Cholestenol Delta-Isomerase (EBP) e

citocromo P450, família 51, subfamília A, polipeptídeo 1 (CYP51A1). É provável que

uma maior eficiência durante esse período em animais suplementados, além de

aumentar a massa muscular, aumenta a adiposidade regulada pela expressão

diferencial de genes relacionados com o metabolismo lipídico e do colesterol.

Resultado similar foi observado em frangos de corte mais eficientes no que diz

respeito a maior expressão de genes relacionados com biossíntese 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 regulação positiva da via de biossíntese de colesterol.

A suplementação de 1% do peso corporal em bezerros durante o período de

aleitamento, apresentou resultados positivos no programa lipogênico por meio da

regulação de genes para biossíntese (FASN, SCD, SCD5, FADS1, FADS2) e

captação de ácidos graxos (FABP3), enquanto reduziu a expressão de fatores de

transcrição relacionados com β-oxidação (CPT1A, CPT1B e UCP3). Resultado

similar foi relatado em um estudo com iaques, herbívoros do gênero Bos, em que a

suplementação durante o período de crescimento, estimulou a síntese de novo de

ácidos graxos por meio da regulação positiva de SREBF1, ACACA, FASN e SCD1,

assim como do fator de transcrição H-FABP(FABP3), e da regulação negativa de

CPT1 (Zhang et al., 2014). Estudos com roedores concluíram que uma maior

disponibilidade de glicose intracelular inibe CPT1 devido às concentrações elevadas

de malonil-CoA, o que leva a uma redução na oxidação de ácidos graxos (Turcotte

et al., 2002; Yee e Turcotte, 2002). Assim, a redução na expressão de genes
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relacionados à oxidação de ácidos graxos levou ao aumento no marmoreio da carne

de bezerros que receberam suplemento via creep feeding.

Observou-se também a regulação de genes que participam na via da AMPK

do metabolismo energético. A regulação positiva de PRKAA2 e PRKAB2 em

bezerros suplementados, que é responsável da codificação das subunidades

catalíticas para ativação de AMPK na oxidação de ácidos graxos (Zhang et al., 2021),

foi, entretanto, contraditória no presente estudo. Um comparativo entre bovinos

Angus e cruzados Angus × Simental, sendo os primeiros com maior potencial de

marmoreio, apresentaram uma menor expressão destes genes reguladores de

AMPK (Graugnard et al., 2009). No entanto, um estudo com células de músculo

cardíaco em camundongos, indicou que o AMPK atua como uma molécula de

sinalização 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 oxidação de ácidos 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 responsável por aumentar a oxidação de ácidos graxos através

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 concentração de

malonil-CoA, o que leva à maior utilização de glicose, enquanto reduz a oxidação de

ácidos graxos. Portanto, tal fato pode explicar a regulação negativa de genes

relacionados com a β-oxidação (CPT1A, CPT1B e UCP3) em bezerros

suplementados, e pode ser que este configure um mecanismo de proteção ao

desenvolvimento de resistência à 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 à alimentação, um aumento nos níveis plasmáticos de glicose (Hostettler-

Allen et al., 1994), ou concentrações normais de glicose com elevados níveis de

insulina, sendo este um quadro clássico de resistência à insulina (Hugi et al., 1997).

Em indivíduos com resistência à insulina ou hiperinsulinemia, tem sido evidenciada
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uma maior expressão 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 rápida fermentação

(amido), apresentaram uma regulação negativa de C3. Isso pode sugerir que a

cascata de sinalização de insulina no tecido muscular não está sendo desregulada

pelo alto consumo de carboidratos. Em adição a este raciocínio, a ativação da via de

sinalização de Apelina por meio da regulação positiva de PRKAA2 e PRKAB2, e

uma regulação negativa de MLYCD em bezerros suplementados, sugere que estes

animais estão utilizando mais glicose como fonte de energia ao invés de ácidos

graxos, o que pode estar intimamente relacionado à mudanças no metabolismo das

fibras musculares.

O músculo esquelético apresenta uma certa plasticidade metabólica, que

dependendo do padrão de crescimento do animal (Picard e Gagaoua, 2020) ou de

estímulos nutricionais (Aragão et al., 2014), muda a utilização de substratos

(gorduras ou glicose) para a obtenção de ATP. Em períodos de crescimento

muscular acelerado, espera-se que o gasto energético para deposição de gordura

intramuscular e proteínas seja aumentado (Graugnard et al., 2009). Pode-se pensar

que a suplementação com elevadas quantidades de carboidratos (amido) durante o

período de aleitamento dos bezerros, provavelmente estimula um metabolismo

glicolítico no músculo esquelético. Portanto, uma redução na via de oxidação de

ácidos graxos para obtenção de ATP, pode aumentar o acúmulo de lipídeos no

tecido adiposo. O músculo esquelético é um tecido constituído por um grupo

heterogêneo de fibras que contem diferentes isoformas de MyHCs, as quais são

utilizadas para identificação da atividade contrátil e metabólica das células

musculares (Schiaffino e Reggiani, 2011). Embora no presente trabalho não tenham

sido identificadas essas isoformas, a regulação negativa de CPT1A, CPT1B e UCP3

em animais suplementados sugere um músculo esquelético com menor proporção

de fibras oxidativas (tipo I), já que esses transcritos são abundantes dentro das

mitocôndrias (Turner et al., 2009). Segundo Gagaoua e Picard (2020), as fibras

glicolíticas (tipo II β) apresentam menor número de mitocôndrias, e uma maior

abundancias destas fibras está presente em músculos de animais com crescimento

acelerado (Brandstetter et al., 1998).
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As proteínas de transporte de ácidos graxos (FATPs) são uma família de 6

isoformas (FATP1-6), das quais, a codificada pelo gene FATP1 (também conhecido

como SLC27A1) é altamente expressa em fibras musculares, adipócitos e

hepatócitos, devido à alta absorção e metabolismo acelerado de ácidos graxos

nestas células (Huang et al., 2021). No presente estudo verificou-se uma regulação

positiva de SLC27A1 em músculo esquelético coletado na desmama de animais que

foram suplementados na fase de cria, e, portanto, nos animais que apresentaram

maior IMF e MI na carne (IMF e MI; Tabela 2). Outros estudos com bovinos estão de

acordo com estes resultados, em que animais que apresentam maior deposição de

gordura intramuscular, regulam positivamente SLC27A1 (Graugnard et al., 2009;

Jeong et al., 2012). Apesar das evidências de que FATP1 (SLC27A1) em tecido

muscular se associa significativamente ao acumulo de lipídeos (Graugnard et al.,

2009; Jeong et al., 2012; Chen et al., 2017; Qi et al., 2016), existe contradição, tendo

em vista que alguns ensaios mostram o contrário (Qiu et al., 2017; Guitart et al.,

2014). Essa resposta sobre o metabolismo dos lipídeos (oxidação ou esterificação)

pode ser explicada em função da localização de FATP1 que varia com tipo de célula,

sendo tecido especifica (Huang et al., 2021). Assim, por exemplo, em células

musculares, a mitocôndria é o lugar de maior abundancia de FATP1, já que é vital

para o fornecimento de energia a partir da oxidação de ácidos graxos (Guitart et al.,

2014). Enquanto nos adipócitos, o citoplasma é o local de maior abundancia de

FATP1, e sob estimulação de insulina, estes transportadores são translocados à

membrana plasmática para a captação, esterificação e acumulo de lipídeos (Lobo et

al., 2007). Um aumento de FATP1 no tecido adiposo, resulta em uma maior

depuração de triglicerídeos do leito vascular do músculo, o que reduz a

disponibilidade deste substrato para serem quebrados em ácidos graxos (Martin et

al., 1997). Tendo em consideração o efeito negativo dos ácidos graxos no

metabolismo da glicose mediado por insulina, uma redução no fluxo deste substrato

dentro das fibras musculares pode melhorar a sensibilidade à insulina (Martin et al.,

1997. Em vista de que o músculo esquelético é um tecido heterogêneo, composto

por fibras musculares, adipócitos, fibroblastos, entre outros grupos celulares,

provavelmente, a regulação positiva de SLC27A1 (FATP1) em animais

suplementados do presente estudo, é oriunda dos adipócitos e não das fibras
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musculares. Adicionalmente, tem sido confirmado que uma menor expressão de

SLC27A1 em fibras musculares está relacionada com uma regulação negativa de

CPT1A. Consequentemente, uma menor taxa de oxidação de ácidos graxos em

fibras musculares, leva a um maior acumulo de gordura intramuscular (Qiu et al.,

2017). Em caso que a regulação positiva de SLC27A1 (FATP1) em bezerros

suplementados do presente estudo aconteça em tecido adiposo intramuscular. A

obtenção de energia para as fibras musculares a partir da captação e oxidação de

ácidos graxos pode ser reduzida, o que explica em parte a regulação negativa de

genes pro-oxidativos (CPT1A, CPT1B e UCP3) no músculo desses animais.

Além de estimular a lipogênese, a FATP1 (SLC27A1) participa na

diferenciação dos pré-adipócitos regulada por PPAR (Chen et al., 2017; Qi et al.,

2013). Na adipogênese, o FATP1 aumenta a liberação de triglicerídeos no plasma e

promove a captação de ácidos graxos no pré-adipócito (Liu et al., 2021). Uma vez

dentro da célula, os ácidos graxos se ligam ao domínio de ligação ao ligante (LBD)

que modifica a estrutura de PPAR, formando um heterodímero com o receptor

retinoide X (RXR) (Bionaz et al., 2013). Finalmente, esse complexo PPAR/RXR se

liga a regiões promotoras especificas de genes alvo, promovendo ou inibindo suas

expressões (Ia 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 são ricas em ácidos oleico, linoleico e

linolênico (Ladeira et al., 2020), os quais são potentes reguladores do PPARA

(Bionaz et al., 2013). Portanto, é provável que na janela de marmoreio (250 dias de

idade), a regulação positiva de PPARA e RXRG em animais suplementados seja um

indicativo de maior recrutamento de adipócitos intramusculares (adipogênese).

O FOXO1, codifica para um fator de transcrição pertencente à família

Forkhead box O e desempenha atividade importante na regulação do metabolismo

da glicose pela sinalização de insulina, no metabolismo dos ácidos graxos (oxidação)

e no comprometimento dos pré-adipocitos na adipogênese (Nakae et al., 2003;

Ioannilli et al., 2020). Em camundongos transgênicos com haploinsuficiência de

FOXO1 aumentou a sensibilidade a insulina e a maior tolerância à glicose,

regulando positivamente a expressão de GLUT4 nos adipócitos (Nakae et al., 2003).

Na adipogênese, o papel de FOXO1 pode ser tanto de promotor como inibidor de
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acordo com a fase de diferenciação. Assim, em uma fase pós-mitótica, a regulação

positiva de FOXO1 inibe a adipogênese através da transcrição de p21, um inibidor

do ciclo celular (Dowell et al., 2003). Por outro lado, na diferenciação terminal e

maturação dos adipócitos (metabolismo lipídico), a inibição de FOXO1 impede a sua

ligação com PPARγ, o que permite a formação do complexo PPARγ–RXRα–DNA no

programa de transcrição (Ioannilli et al., 2020). No presente estudo, a regulação

negativa de FOXO1 nos bezerros suplementados durante o período aleitamento,

sugere que o tecido adiposo intramuscular coletado à desmama pode estar em fase

terminal da diferenciação e que os adipócitos estavam prontos para iniciar o

acúmulo de gordura na fase de terminação. Portanto, um maior número de

adipócitos intramusculares diferenciados em animais suplementados, pode sustentar

também a regulação positiva de genes relacionados com biossíntese de ácidos

graxos e colesterol discutido em parágrafos anteriores.

O gene INSIG1 é um codificador de proteínas de membrana do reticulo

endoplasmático que regula a homeostase da glicose e atua como mecanismo de

feedback negativo na biossíntese do colesterol e na lipogênese (Graugnard et al.,

2009; Attie, 2004). Alguns modelos experimentais com camundongos (Kast-

Woelbern et al., 2004) indicaram que a expressão de INSIG1 é ativada relativamente

tarde pela regulação de PPARG e SREBF1 na adipogênese, e sua função no tecido

adiposo é bloquear a liberação de SREBP1 no retículo endoplasmático (Li et al.,

2003). O SREBP1 é a proteína chave no controle da expressão dos genes ACACA,

FASN e SCD na síntese de novo de ácidos graxos (Teixeira et al., 2017). No entanto,

os achados desta pesquisa não apoiaram este mecanismo, pois, apesar dos

bezerros suplementados exibirem uma regulação positiva de INSIG1, também foi

observada uma maior abundância de FASN, SCD e SCD5, resultados que suportam

a maior IMF e MI na carne (Tabela 2). Resultado similar foi observado em bovinos

Angus e cruzados Angus × Simental, onde os animais Angus com maior IMF e MI

apresentaram regulação positiva de INSIG1 (Graugnard et al., 2009). Isto sugere

que uma superexpressão de INSIG1 em ruminantes atua como um fator pró-

lipogênico (Graugnard et al., 2009), e não como um gene anti-lipogênico como foi

demostrado em ensaios com camundongos (Kast-Woelbern et al., 2004).
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A lipina é uma proteína codificada por uma família de genes (LPIN1, LPIN2 e

LPIN3) que desempenham um papel fundamental na lipogênese e metabolismo

energético do tecido adiposo e muscular (Reue, 2009; Zhang et al., 2017). Estudos

com camundongos transgênicos com deficiência de lipina ou com superexpressão

exclusivamente no músculo, demostraram que a regulação positiva de lipina reduz o

uso de ácidos graxos como combustível, aumentando a expressão de genes

lipogênicos nos adipócitos. Desta forma, no tecido muscular, a expressão de lipina

reduz o gasto energético e oxidação de gordura, aumentando ligeiramente a

obesidade dos indivíduos (Phan et al., 2005; Reue et al., 2006). Além dos efeitos

sobre a deposição de gordura, a alteração na expressão de lipina no tecido muscular

e adiposo afeta a sensibilidade a insulina. Assim, a deficiência de lipina promove

resistência à insulina provavelmente como consequência de baixos níveis de leptina

e adiponectina e prejuízo na absorção de glicose (Péterfy et al., 2001; Reue et al.,

2000). Contrariamente, a superexpressão de lipina em camundongos transgênicos

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 eficiência na deposição de ácidos graxos nos adipócitos e prevê a

deposição ectópica de lipídeos 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 expressão de LPIN2 e que esta se

correlaciona positivamente com sensibilidade a insulina e, portanto, é associada a

maior adipogênese (Graugnard et al., 2009).

2.5.Conclusão

Os resultados encontrados na presente pesquisa corroboram a hipótese de

que o uso de creep feeding acarreta em amplas mudanças nos níveis de expressão

gênica, vias metabólicas e processos biológicos relacionados aos metabolismos

adipogênico e lipogênico de bovinos de corte. Foram identificadas regulações

positivas de genes que participam em importantes vias metabólicas e processos



57

biológicos relacionados à sinalização PPAR na adipogênese e à resposta a insulina,

biossíntese de ácidos graxos e colesterol na lipogênese. Como consequência das

alterações biológicas, esta estratégia alimentar também mostrou resultados sobre o

fenótipo, em especial sobre as características da carne relacionadas às deposições

de gorduras intramuscular e subcutânea, podendo ser alternativa para atender as

demandas de mercado por carnes de melhor qualidade.
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