UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP CAMPUS DE
JABOTICABAL

PERFIL DE COEXPRESSAO DE GENES DO MUSCULO
Longissimus thoracis ASSOCIADOS A

DIFERENTES METODOS DE DESMAMA DE BEZERROS DA RACA
NELORE

Gustavo Henrique Russo

Biologo

2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP CAMPUS DE
JABOTICABAL

PERFIL DE COEXPRESSAO DE GENES DO MUSCULO
Longissimus thoracis ASSOCIADOS A

DIFERENTES METODOS DE DESMAMA DE BEZERROS DA
RACA NELORE

Discente: Gustavo Henrique Russo
Orientador: Prof. Dr. Guilherme Luis Pereira
Coorientadora: Dr. Juliana Akamine Torrecilhas

Coorientador: Prof. Dr. Rogério Abdallah Curi

Dissertacao apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a

obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

2023



Russo, Gustavo Henrique
e Perfil de coexpressdo de genes do musculo Longissimus thoracis associados a
diferentes métodos de desmama de bezerros da raga Nelore / Gustavo Henrique Russo.
-- Jaboticabal, 2023

37 p. @1l tabs,, 2 v.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Guilherme Luis Pereira

Coorientadora: Juliana Akamine Torrecilhas

1. Genética animal. 2. Desmame. 3. Nelore (Bovino). 4. Regulagdo de expressao

génica. 5. Sequenciamento de nucleotideos em larga escala. I Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinanas, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Impacto potencial desta pesquisa

Em virtude da importancia da pecudria de corte para a economia nacional, o
presente trabalho tem impacto potencial esperado sobre a erradicacdo da fome e
desenvolvimento da agricultura sustentavel, criacdo de postos de trabalhos descentes
e crescimento econdmico, bem como indiretamente contribui com ag¢des contra a

mudanca global do clima.

Potential impact of this research

Due to the importance of beef cattle farming for the national economy, this work
has an expected potential impact on the eradication of hunger and the development of
sustainable agriculture, the creation of decent jobs and economic growth, as well as

indirectly contributing to actions against global climate change.
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PERFIL DE COEXPRESSAO DE GENES DO MUSCULO Longissimus thoracis
ASSOCIADOS A

DIFERENTES METODOS DE DESMAMA DE BEZERROS DA RAGA NELORE

RESUMO- A desmama precoce € um manejo nutricional de bezerros a muito tempo
utilizado na bovinocultura, como estratégia para diminuir o intervalo entre partos
principalmente em vacas primiparas e aumentar as taxas de concepc¢ao do rebanho,
principalmente por ajudar na recuperacéo do balanco energético das fémeas, porém,
suas aplicagfes vao além da melhora no desempenho reprodutivo, e tem sido utilizada
na pecuaria de corte para melhorar a qualidade de caracteristicas de carcaca de
bezerros em conjunto com uma dieta de concentrado pdés o desmame. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o perfil de coexpressdo do transcriptoma completo,
utilizando a técnica RNA-Seq, a partir de aliquotas do musculo Longissimus thoracis,
de dois grupos de bezerros da raca Nelore, desmamados aos 120 dias (desmama
precoce) e outro desmamado aos 210 dias (desmama convencional). Foram
encontrados 16 moédulos de genes coexpressos, os moédulos 1, 2 e 3 foram
significativamente enriquecidos para vias metabolicas KEGG na andlise de
enriguecimento funcional. O modulo 2 retornou vias metabdlicas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos e via de sinalizagdo PPAR, uma das principais vias
envolvidas no metabolismo de lipideos, na adipogénese, lipogénese bem como na
deposicao de gordura intramuscular. Foram também destacados dento do médulo 2
os genes Hub: PLIN1, CIDEC, RBP4, PPP1R1B e MAL2, os quais também s&o
relacionados a lipogénese a adipogénese. Os resultados obtidos sdo um indicativo de
gue a desmama precoce seguida de dieta de concentrado em bezerros Nelore, pode
regular positivamente a expressao de genes e vias metabdlicas envolvidas, na
hiperplasia e hipertrofia de adipécitos e, contudo, melhorar caracteristicas de

qualidade da carne e qualidade de carcaca.

Palavras-chave: Genética Animal, Desmame, Nelore (Bovino), Regulacdo de

expressao génica, Sequenciamento de nucleotideos em larga escala.



COEXPRESSION PROFILE OF Longissimus thoracis MUSCLE GENES
ASSOCIATED WITH
DIFFERENT METHODS FOR WEANING NELORE CALVES.

ABSTRACT- Early weaning is a nutritional management of calves that has been used
for a long time in cattle breeding, as a strategy to reduce the interval between calving,
mainly in primiparous cows, and to increase herd conception rates mainly for helping
in the recovery of the energy balance of the females, however, its applications go
beyond to enhance reproductive performance, and has been used in beef cattle to
improve the quality of carcass traits of calves in conjunction with a post-weaning
concentrate diet. The aim of this work was to evaluate the co-expression profile of the
complete transcriptome, using the RNA-Seq technique, from aliquots of the
Longissimus thoracis muscle, from two groups of Nellore calves, weaned at 120 days
(early weaning) and another weaned at 210 days (conventional weaning). Sixteen co-
expressed gene modules were found, modules 1, 2 and 3 were significantly enriched
for KEGG metabolic pathways in the functional enrichment analysis. Module 2 returned
metabolic pathways related to carbohydrate metabolism and PPAR signalling pathway,
one of the main pathways involved in lipid metabolism, adipogenesis, lipogenesis as
well as intramuscular fat deposition. The Hub genes were also highlighted within
module 2: PLIN1, CIDEC, RBP4, PPP1R1B and MALZ2, which are also related to
lipogenesis and adipogenesis. The results obtained indicate that early weaning
followed by a concentrate diet in Nellore calves can positively regulate the expression
of genes and metabolic pathways involved in adipocyte hyperplasia and hypertrophy

and, however, improve meat quality traits and carcass quality.

Keywords: Animal genetics, High-throughput nucleotide sequencing, Nellore

(Bovine), Regulation of gene expression, Weaning.



1 INTRODUGAO

O Brasil € o maior exportador de carne bovina do mundo responsavel por 27,7%
das exportacdes mundiais em 2022, o pais bateu recorde em volume de carne bovina
exportada no mesmo ano, chegando a 2,26 milhdes de toneladas vendidas para mais
de 150 paises com um crescimento de 22,6%, isso contribuiu para o balango positivo
da balanga comercial brasileira visto que a carne bovina representou 8,16% do total
exportado pelo agronegécio em 2022 (ABIEC, 2023). No mesmo ano o abate de
bovinos teve um crescimento de 5,28%, totalizando 42,31 milhdes de cabecga, além
disso foi registrado uma redugao na idade de abate dos animais, evidenciada pelo
reducao no porcentual de bois terminados com mais de 36 meses no total de machos,
passando de 11,3% em 2021 para 9,9%, vale ressaltar também que numero de
bovinos confinados cresceu, passando de 7,2 milhdes para 7,62 milhdes no ultimo
ano e os animais terminados em confinamento representaram 18 % do total de
animais abatidos (ABIEC, 2023).

O gado zebuino (Bos indicus) originario da india foi originalmente introduzido
em nosso pais em 1875, hoje a subespécie representa cerca de 80% da genética do
rebanho nacional (puros e cruzados) que atinge 210 milhdes de cabecgas. A ampla
disseminagao das ragas zebuinas no pais se explica pela adaptacdo ao ambiente
tropical, tolerando altas temperaturas, pastagens de baixa qualidade e sua resisténcia
a parasitas, portanto sdo fundamentais para a producao de carne e leite em paises
tropicais (Santana et al., 2016). Por outro lado, quando comparado ao gado taurino
(Bos taurus) as ragas zebuinas apresentam puberdade mais tardia, menores taxas
reprodutivas, crescimento mais lento, desempenho reduzido na terminagcdo em
confinamento, menor qualidade de carcacas e carne menos macia (Turner, 1980;
Junior et al. 2022). Alguns estudos também demonstraram que em animais cruzados
(taurinos x zebuinos) quanto maior a contribuigcdo genética zebuina menor é a maciez

da carne (Johnson et al. 1990; Ferguson et al., 2000).

Nelore € uma raga zebuina que chegou a Brasil também no século XIX e
passou a ganhar maior notoriedade a partir da década de 60, sendo atualmente a raga
mais utilizada na pecuaria de corte nacional, somando aproximadamente 167 milhdes
de cabecgas de animais puros ou cruzados (Bonin et al., 2021). Inicialmente o

melhoramento dos rebanhos da raga no pais se baseou em padrdes raciais, € mais



tarde em caracteristicas de desempenho e fertilidade e nos ultimos anos muitos
estudos no pais tem focado na avaliagao de caracteristicas complexas como eficiéncia
alimentar (Moraes et al., 2019; Bonamy et al., 2019; Brunes et al., 2021; Gomes et al.,
2023; Valente et al., 2023), precocidade sexual (lrano et al., 2016; Mota et al., 2020;
De Melo et al., 2020) e também em atributos de qualidade da carne como maciez,
deposigao de gordura intramuscular, subcutanea e perfis lipidicos (Novais et al., 2022;
Londorio-Gil et al., 2022; Berton et al., 2022).

As ferramentas gendmicas tém sido atualmente grandes aliadas nas pesquisas
de melhoramento genético na bovinocultura em geral, através da selecao gendmica
por meio da genotipagem e predigao de valores genéticos, utilizando painéis de alta
densidade de marcadores (Hayes et al., 2009; Boichard et al., 2010; Berry et al., 2014)
ou através do sequenciamento de genoma completo visando melhorar a acuracia de
imputacao de gendtipos (Fernandes Junior et al. 2021), muito comum também séo os
estudos de associagdo ampla do genoma (Magalhées et al., 2016; Carvalho et al.,
2017) esses buscam detectar variantes em loci genémicos (normalmente SNP)
associadas a caracteristicas complexas como doengas em humanos ou fenétipos de
interesse econdmico em animais (Visscher et al., 2012). No entanto ha caréncia de
trabalhos que fornegam informagdes sobre como alteragdes nutricionais, ambientais
e sanitarias podem afetar caracteristicas de interesse por meio da interacao fenétipo-

ambiente.

Nesse contexto tem se popularizado nas ultimas décadas a genémica funcional
ou estudo de fungdes de genes aliadas com a ferramentas de sequenciamento de
nucleotideos de alto rendimento como o Next Generation Sequencing ou
simplesmente NGS. Dentre as diversas possibilidades de uso dessa tecnologia esta
o RNA-Seq, essa técnica consiste basicamente em conciliar as tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento com a analise da expressado génica a partir do
sequenciamento de moléculas clones de DNA complementares (cDNA) as moléculas
extraidas de RNA-mensageiro (Hrdlickova et al., 2017). Deste modo a técnica permite
a quantificacao absoluta de transcricdes, portanto uma das suas aplicacdes € detectar
0 nivel de expressdo génica de uma célula ou tecido sob diferentes condigbes
biolégicas ou entre diferentes tipos de células ou tecidos (Zhou et al., 2010; Cullum et
al., 2011), além disso a técnica também permite a identificacdo de alteracbes pos-

transcricionais das moléculas de RNA-mensageiro como por exemplo o splicing



alternativo (Feng et al., 2013). O perfil de expressao génica permite a investigacao de
funcdes celulares e fisiologia celular afim de compreender o impacto de alteragdes
ambientais, fatores de estresse ou sinais quimicos na expresséo génica tudo isso em

escala gendmica ampla (Mutz et al., 2013).

Para melhor compreensao de um conjunto de dados de expressao a analise
coexpressao ajuda a identificar mddulos de genes coexpressos que sdo formados a
partir de estimativas de correlagéo, desta forma pode se identificar genes que estao
envolvidos em processos bioldgicos semelhantes ou que possivelmente sejam
corregulados, bem como deduzir a forma como tais genes estao interagindo (Rau e
Maugis-Rabusseau, 2018; Cheng et al., 2020). Consecutivamente a identificacdo dos
modulos, realiza-se a analise de enriquecimento dos conjuntos afim de descobrir para
quais vias (pathways) ou fungdes bioldgicas os grupos de genes estao enriquecidos
(Cheng et al., 2020).

Dentre as estratégias de manejo nutricional de bezerros a desmama precoce é
mencionada na literatura cientifica pelo menos desde a década de cinquenta (Percival
et al., 1952). Essa forma de manejo ja a muito tempo utilizada na bovinocultura
apresenta resultados positivos bem relatados em ragas taurinas como diminui¢ao no
intervalo entre parto principalmente entre fémeas primiparas e aumentos na taxa de
concepcao do rebanho (Lusby et al., 1981). Outros estudos ja demonstraram também
que uma dieta a cocho, rica em graos, para bezerros desmamados precocemente
resulta em maior deposi¢cdo de gordura, maiores pontuagbes de marmoreio, maior
rendimento e qualidade da carcaga no abate (Myers et al.,1999; Sithyphone et al.,
2011; Scheffler et al.,2014; Moriel et al., 2014). Segundo Scheffler et al. (2014) tais
diferengas fenotipicas encontradas nesses animais se explica por uma modulagao
metabdlica ou imprinting metabdlico que acontece nesses animais em consequéncia
da dieta introduzida apés a desmama precoce. Genes envolvidos na diferenciagao
precoce de adipdcitos e na lipogénese sao apontados por ter um papel importante na
explicagao de tais fenétipos (Schoonmaker et al., 2003). Entretanto o conhecimento
sobre os efeitos da desmama precoce sobre o metabolismo de bezerros é ainda
limitado para ragas taurinas e inexistente para zebuinos. Contudo quando animais sao
desmamados precocemente ha a possibilidade de aproveitar o momento para o
fornecimento de uma dieta de concentrado com maior aporte calérico e nutricional,

isso pode gerar adaptagdes metabdlicas que podem influenciar diretamente no



desenvolvimento do tecido muscular e adiposo, bem como alterar forma como os
lipideos se acumulam ao longo da vida do animal. Portanto compreender a interagao
entre diferentes estratégias de manejos nutricionais de bezerros na fase inicial da vida
com possiveis adaptagcdes metabdlicas sdo esséncias para se compreender a
influéncia de tais métodos sob caracteristicas de interesse econémico para a pecuaria
de corte, como a qualidade da carne e rendimento de carcaga, de modo que se possa
prospectar genes, processos bioldgicos ou vias metabdlicas de papel chave na

regulacao de tais caracteristicas.

Em virtude da falta de informagdes a respeito dos impactos da desmama
precoce a nivel molecular e metabdlico em zebuinos, o objetivo desse trabalho foi
identificar e comparar modulos de genes coexpressos entre bezerros da raga nelore
submetidos a dois diferentes protocolos de desama (desmama convencional e
desmama precoce) e bem como avaliar por meio da analise de enriquecimento
funcional dos modulos, o impacto desses dois tipos de manejo sobre vias metabdlicas

do tecido muscular esquelético.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desmama Precoce em Bezerros de Corte

A desmama precoce de bezerros de corte realizada entre 60-90 dias apds o parto
€ uma pratica que tem sido utilizada nos sistemas produtivos da bovinocultura de
corte, para aumentar as taxas de natalidade no rebanho, ou seja, aumentar a
eficiéncia reprodutiva das vacas, principalmente primiparas, com relativa facilidade de
aplicacédo, somadas a boa aceitagdo do produtor e custo compativel (Pascoal et al.,
1996 apud Pascoal et al.,2000).

O estudo de Lusby et al. (1981), demonstrou que novilhas com bezerros
desmamados precocemente tiveram taxas de concepcéao de 96,8 % contra 59,4% das
novilhas que tiveram seus bezerros desmamados em tempo convencional, durante a
estagao reprodutiva de 64 dias, também tiveram intervalo médio entre o ultimo parto
e a concepcao reduzido de 90,5 dias para 73 dias pela desmama precoce, a atividade

ovariana foi iniciada aos 85 dias apos o parto em 90,3% das novilhas (desmama



precoce) contra 34,3% (desmama convencional) e além disso as novilhas de

desmama precoce ganharam peso mais rapido durante o verao.

Outros estudos tem demonstrado os efeitos positivos da desmama precoce no
aumento das taxas de concepgao no periodo reprodutivo e diminuicdo do periodo de
anestro pos-parto, em regides subtropicais, no sul do Brasil (Pimentel et al., 1979) e
Flérida (EUA) (Arthington e Kalmbancher, 2003).

Isso ocorre devido a priorizagdo de uso de energia disponivel pelo animal que
atende a uma ordem hierarquica de prioridade nessa sequéncia: 1) Metabolismo
Basal; 2) Atividade; 3) Crescimento; 4) Reservas de energia; 5) Gravidez; 6) Lactagao;
7) Reserva de energia adicional; 8) Ciclos estrais e inicio da gravidez; 9) Reserva de
excedentes de energia. Contudo é suposto que os nutrientes da dieta s6 sao
direcionados para uma nova reproduc¢ao apos atendidas as demandas energéticas do
metabolismo basal, atividade, crescimento (quando primiparas) reservas de energia e
lactagdo (Short e Adams, 1988).

Contudo essa priorizacédo para atender as demandas da producéo de leite acaba
por gerar o que é conhecido por balanco energético negativo. E sabido que as vacas
no inicio da lactagdo ndo conseguem consumir quantidades suficientes para suprir
suas necessidades energéticas de produgao de leite e metabolismo basal, a0 mesmo
tempo que passa a mobilizar suas reservas corporais, isso culmina em perda de peso
em consequéncia do balango energético negativo. De maneira geral isso ocasiona o
aumento de periodo de anestro pds-parto pois os niveis séricos de metabdlitos como
glicose, IGF-I, leptina entre outros, encontram-se reduzidos, e esta correlacionado
com a inibicdo dos pulsos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e das
gonadotrofinas FSH (hormdnio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante) que
sao os hormoénios responsaveis por formacéao, crescimento e maturagao dos foliculos

ovarianos (Eustaquio-Filho et al., 2010).

Outro importante fator a ser levado em consideracdo é o efeito do reflexo da
mamada, este por sua vez atua inibindo a liberacdo de GnRH e consequentemente
FSH e LH, evidéncias apontam o envolvimento de opioides endégenos como a Met-
Encefalina, Dinorfina e B-encefalina que agem na supressao da secre¢cao de GnRH,

contribuindo para o retardamento do ciclo estral e aumento do intervalo entre partos,



entretanto ha indicios também da participagao de glicocorticoides e prolactina nesse

processo (Ferreira, 1992).

Entretanto os efeitos da desmama precoce ndo se limitam somente ao
desempenho reprodutivo das vacas. Scheffler et al. (2014) em um estudo conduzido
com animais da ragca Angus, comparando um grupo de bezerros desmamados
precocemente (105 dias) e que receberam um dieta de alto concentrado os quais
foram designados como “grupo de imprinting metabdlico”, com um grupo de bezerros
desmamados em tempo normal (253 dias) e posteriormente unidos numa mesma
pastagem até o abate, encontrou resultados que foram desde de carcagas mais
pesadas para o grupo desmamado precocemente bem como um pontuagdo de
marmoreio bem superior e consequentemente carcacas de qualidade superior. E
relatado também que o fornecimento de uma dieta rica em altos niveis de amido a
bovinos jovens pode alterar as redes génicas associadas a diferenciacdo dos

adipdcitos e ao metabolismo energético (Graugnard et al., 2009).

A programacao metabdlica € um termo usada para descrever tais alteragées no
fendtipo de animais decorrente de uma adaptacdo as modificagdes nutricionais
durante o periodo gestacional e um curto periodo pds-natal, resultados com modelos
animais indicam que a ma programagao nesse periodo tem sido a causa de disturbios
metabdlicos e obesidade na fase adulta, podendo até mesmo essas alteracoes serem
passadas para geragdes seguintes (Patel e Srinivasan, 2011). A transmissao
geracional dessas alteragbes metabodlicas € explicada pelos mecanismos da
epigenética, o termo foi inicialmente definido como “as interagcdes causais entre os
genes e seus produtos que dao origem ao fendtipo" (Waddington, 1942). Porém
atualmente é definida como padrdes hereditarios de expressdo génica através da
mitose (e eventualmente por meiose) que sdo mantidos de forma estavel, porém sem
que ocorra alteragbes na sequéncia de nucleotideos do DNA (mutagdo), mais
especificamente isso acontece devido a um conjunto modificacdes, que vao desde
alteracao de histonas por acetilacdo, metilacado, fosforilagao, ribosilacdo de ADP e
ubiquitinagao levando a remodelagdao da cromatina, bem como metilacdo do DNA.
Essas marcas epigenéticas acrescentam informag¢des adicionais unicas ao codigo
genético, isso acaba por alterar os perfis transcricionais de uma célula e compreende
os elementos esséncias da memoria celular hereditaria (Hanley et al., 2010). Logo um

programa de nutricao direcionada para um determinado propésito, como por exemplo



crescimento do tecido muscular, deposicdo de gordura intramuscular e
desenvolvimento do trato reprodutivo, traria hipoteticamente resultados mais efetivos
se aplicado nestes periodos criticos de desenvolvimento como nos pés-natal,
melhorando a qualidade da carcaga de machos e antecipando a puberdade em

novilhas.

Via de regra, ragas taurinas e cruzadas (taurino x zebuino) tém recebido maior
enfoque dos estudos realizados neste tema, nas ultimas décadas alguns estudos
foram realizados utilizando animais que possuem alguma genética zebuina como em
racas sintéticas e cruzamentos (Vaz e Restle 2002; Almeida et al., 2003; Potter et al.,
2003; Lobato et al., 2007; Vaz et al., 2011; Moriel et al., 2014; Tizioto et al., 2014,
Tizioto et al., 2016; Diniz et al., 2018). Entretanto trabalhos sobre desmama precoce
em zebuinos permanecem escassos na literatura internacional, somado a isso,
resultados positivos ligados a desmama precoce observados em taurinos ndao sao
reproduziveis em bovinos com alguma influéncia genética zebuina, o que,
aparentemente, ndo permite a simples transposicdo informagdes entre taurinos e
zebuinos a respeito dos impactos da desmama precoce sobre o crescimento e
caracteristicas de carcaga. Possivelmente tal fato pode ser explicado pelas diferengas
metodoldgicas aplicadas em cada pesquisa (Lobato et al., 2007; Moriel et al., 2014) e
a possiveis diferengcas entre genes chaves e vias metabdlicas relacionadas ao
crescimento e deposi¢ao de gordura em zebuinos (Tizioto et al., 2014; Tizioto et al.,
2016; Diniz et al., 2018).

No Brasil, pesquisas relacionando a desmama precoce a caracteristicas de
carcaga foram conduzidas em sua maioria nas décadas passadas, as quais grande
parte foram realizados sob clima Cfa (subtropical umido) utilizando animais cruzados
(taurinos x zebuinos) (Vaz e Restle 2002; Almeida et al., 2003; Potter et al., 2003;
Lobato et al., 2007, Vaz et al., 2011), com excegao de um estudo mais recente em que
avaliaram a raga nelore e animais cruzados (angus x nelore) no pantanal (Oliveira et
al., 2019). Entretanto, todos estes estudos tém em comum o fato da desmama precoce
ser conduzida a pasto e com suplementacao e, posteriormente, na recria, serem
alocados a pasto sem suplementagao (ou suplementagao insuficiente). Deste modo,
nao ha trabalhos que indiquem diferencgas significativas em relacédo a caracteristicas
de carcaca dado o tipo de desmama, embora alguns trabalhos tenham destacado até

a recria diferengcas favoraveis no desempenho para animais desmamados



precocemente tantos cruzados como nelores puros (Lobato et al., 2007; Oliveira et al.,
2019). Nesse sentido, Lobato et al. (2007) destacam em seu trabalho, que as
metodologias aplicadas para o estudo deste tema s&o variadas e em muitas vezes a
suplementacdo nado seria adequada para causar mudangas significativas no
desempenho, visto que a utilizagdo de pastagens (algumas vezes nativas) no periodo
da cria, seria incoerente com um possivel desempenho superior de bezerros
desmamados precocemente, isso, devido ao nivel ainda inicial do desenvolvimento

do rumen.

No geral, se for considerado os resultados da literatura internacional (Myers et al.,
1999; Schoonmaker et al., 2002; Schoonmaker et al., 2004; Meyer et al., 2005;
Waterman et al.,, 2012; Scheffler et al.,2014), fica evidente que as pesquisas
conduzidas no Brasil ndo utilizaram no periodo da desmama precoce, suplementagao
de concentrado que fosse capaz de alterar a expressdo de genes ligados ao
crescimento e a deposigao de gordura, e consequente, causar possiveis melhorias no
crescimento e na carcaga. E importante notar, que o foco principal de pesquisas
conduzidas no territério nacional, ao contrario das conduzidas no exterior, era de testar
a hipotese de que animais desmamados precocemente nao apresentariam
desempenho e caracteristicas de carcacga inferiores aos de animais desmamados
convencionalmente. De maneira mais especifica, portanto, ndo sao encontrados
artigos cientificos que contemplem a desmama precoce em ragas zebuinas puras,
como a raga Nelore, em condi¢cbes de climas mais quentes, suplementados com
dietas de alto concentrado que, como hoje é conhecido, pode trazer efeitos
significativos sobre o crescimento e a carcaga. Tal fato, torna a desmama precoce e a
suplementagcao nessa fase na ragca Nelore carente de informacgbes fisiologicas
basicas, sobretudo, considerando que resultados obtidos em taurinos ndo sao
reproduziveis em zebuinos, o0 que sugere que possa haver diferengas metabdlicas
consideraveis ainda ndo acessadas entre subespécies originadas de ambientes tdo

distintos, como € o caso de zebuinos e taurinos.
2.2 O metabolismo energético no periodo pdés-natal.
Bezerros que apresentam baixo peso ao nascer, ou seja, que apresentam

diferencas significativas de crescimento fetal possivelmente decorrente de uma severa

restricdo nutricional materna desde o inicio da gestagao, apresentam crescimento



mais lento durante toda a vida pos-natal e apds desmame, ou seja a capacidade de
bezerros com baixo peso ao nascer de exibir crescimento compensatorio € limitada
quando comprada com seus semelhantes de crescimento normal durante a gestagéo
ou de méaes bem nutridas e que passaram pelo mesmo regime de aleitamento
(Greenwood e Café, 2007), entretanto os efeitos da dieta materna e desenvolvimento

fetal ndo seréo o foco desse tépico de revisao.

O periodo poés-natal € critico para os bezerros, o colostro ingerido nos
primeiros dias de vida € de suma importancia para sobrevivéncia de neonatos, dentre
seus principais efeitos estdo no desenvolvimento do trato gastrointestinal e
desenvolvimento do sistema imunologico através da imunidade passiva por
imunoglobulinas (Blum, 2006), bem como a melhoria no estado energético dos
neonatos alimentados com colostro refletem em uma maturagdo mais acelerada do
eixo somatotrépico, que acaba por elevar a produgdo de IGF-1 no recém-nascido
(Hammon et al., 2012). Durante o periodo de lactagao os fatores principais que afetam
o crescimento e a composicdo do bezerro sdo o desempenho materno na produgao
de leite, isso esta diretamente relacionado a qualidade do pasto e/ ou a suplementacgao

antes e depois do parto (Greenwood e Café, 2007).

Na fase fetal a produgcdo enddgena de glicose € baixa, porém o aumento de
glicocorticoides na fase final da gestagao afetam a maturagcado das vias metabdlicas
de sintese de glicogénio antes do parto e estimulam a via da gliconeogénese apos o
nascimento, visto que a principal fonte de energia no periodo pés-natal € proveniente
da lactose e gordura, a atividade gliconeogénica promove uma disponibilidade
adequada de glicose para o crescimento de neonatos (Hammon et al., 2012), uma vez
que apenas a ingestao de lactose ¢é insuficiente para atender a demanda de glicose
no recém-nascido (Girard et al., 1992), além disso o leite contém uma quantidade
consideravel de acidos-graxos de cadeia média, que sdo de suma importancia para o
fornecimento de energia em ruminantes pois sdo preferencialmente oxidados e
fornecem ATP para a gliconeogénese (Girard et al., 1992; Oden e Treen, 2003)
embora o motivo pelo qual os niveis de ATP s&o limitantes para a gliconeogénese em

neonatos, permaneca incompreendido .

Conforme os bezerros vao crescendo se tornam cada vez mais dependentes
de dietas solidas o que desencadeia a producdo de acidos graxos volateis que

estimulam o desenvolvimento do rumen (Warner e Flatt, 1965), até o desmame
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quando passam a ser ruminantes completamente. Logo o propionato passa a ser o

substrato prioritario na gliconeogénese em ruminantes (Donkin e Hammon, 2005).

2.3 Transcriptomica, RNA-Seq e Redes de Coexpressao Génica.

Compreende-se como transcriptoma o conjunto completo de transcritos de RNA
de uma célula e sua quantidade, para um estagio especifico do desenvolvimento de
um ser vivo ou sob determinada condic¢do fisioldgica. A transcriptdbmica é a ciéncia
Omica que se ocupa de compreender o transcriptomas e o desenvolvimento de novas
tecnologias para tal, seus principais objetivos tém sido: (i) catalogar todas as espécies
de transcritos, incluindo mRNA, RNAs n&o codificantes e pequenos RNAs; (ii)
determinar a estrutura transcricional dos genes, especificamente reconhecer seus
sitios iniciais 5' e finais 3', padroes de splicing e outras modificagdes pos-
transcricionais; (iii) quantificar as mudangas nos niveis de expressao de cada

transcrito durante o desenvolvimento e sob diferentes condi¢cdes (Wang et al., 2009).

As técnicas contemporaneas dominantes sao os microarrays e o RNA-Seq, que
foram desenvolvidas nas décadas de 1990 e anos 2000 (Nelson, 2001; Wang et al.,
2009). A técnica de microarrays possui algumas limitagdes, principalmente, por haver
apenas a hibridizagdo de genes para que a placa fora projetada, sendo necessario o
conhecimento de todo o genoma em que esta sendo estudado, além de possuir
dificuldades quanto a identificacdo de genes extremamente expressos ou pouco
expressos, devido a saturacgao e alto background, respectivamente (Royce, Rozowsky
e Gerstein, 2007; Zhao et al., 2014).

Por outro lado, a técnica de RNA-Seq, consiste no sequenciamento de
transcritos de genes de interesse (Targeted RNA-sequencing) (Curion et al. 2020) ou
até mesmo no sequenciamento do transcriptoma completo (Whole-transcriptome
shotgun sequencing), esse tipo de abordagem se baseia no sequenciamento de
cDNAS (DNAs complementares) de transcritos, obtidos pela reagcdao da enzima
transcriptase reversa e consecutivamente polimerizagao da dupla fita de DNA pela
DNA-polimerase, e posteriormente sequenciamento das bibliotecas de cDNA em
plataformas de alto rendimento (high-throughput sequencing technologies) e por fim a

abundancia mensurada a partir do numero de contagens de cada transcrito (Lowe et
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al.,, 2017). As sequéncias podem entdo ser alinhadas com genomas/transcritos
referéncia ou até mesmo montadas de novo, em casos de espécies animais que ainda

nao possuem genoma conhecido completamente.

Dentre vantagens do RNA-Seq sobre as técnicas baseadas em hibridizagao
(microarrays), se destacam: a nao limitagcao a detectar transcritos que correspondem
a sequéncias gendmicas conhecidas, isso o torna muito util para organismos nao
modelos que ainda ndo possuem genomas conhecidos (Wang et al., 2009). Além disso
as leituras curtas oriundas de tecnologias de sequenciamento alto rendimento,
permitem o entendimento e localizagao de transi¢cdes existente entre éxons, é capaz
também de detectar variacbes na sequéncia, tal como polimorfismos de base unica
(SNP) (Cloonan et al., 2008). Adicionalmente, o RNA-Seq apresenta baixo background
e elevado limite de deteccao, contrastando as limitagdes encontradas em técnicas
baseadas em hibridizagdo, permitindo a deteccdo de novos transcritos, splicing
alternativos com maior sensibilidade e maior poder de quantificagcdo, além de
apresentarem menor custo que micro arranjos e analises por sequenciamento de
Sanger em larga escala (Mortazavi et al., 2008; Royce, Rozowsky e Gerstein, 2007;
Zhao et al., 2014).

Diante da grande quantidade de dados produzidos pelas tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento, extrair significado bioldgicos dessas informagdes
produzidas tem sido um desafio, uma das principais analises é a identificagao de
genes diferencialmente expressos (up- ou down- regulated) entre dados de amostra
de condicodes diferentes. Entretanto € um desafio interpretar tais resultados quando se
trata de genes com fungdes desconhecidas. A analise de coexpressao surge como
uma alternativa para auxiliar nesse desafio. Esta abordagem utiliza os niveis
expressao global de genes para agrupa-los em varios modulos baseado na correlagéo
de expressao, geralmente Pearson ou Spearman, entre pares de genes, isso auxilia
na compreensido de como 0s genes interagem uns com 0s outros e predizer suas
possiveis fungdes, uma vez que genes com funcdes biolégicas similares tém uma
tendéncia apresentar forte correlacdo entre seus niveis de expressdo. Pér fim a
construcdo de modulos é uma ferramenta robusta para investigar a fungaéo de genes
(Cheng et al., 2020).

A partir dos modulos é possivel plotar redes de coexpressdo génica, essas

redes sdo graficos nédo direcionados, onde os nds correspondem aos genes e as
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arestas representam as relagdes significativas de coexpressao entre eles (Ruan et
al.,2010). E amplamente utilizada também a abordagem de identificacdo de genes
hubs, ou seja, aqueles genes que sdo altamente conectados dentro das redes, isso
ajuda a identificar quais genes explicam melhor o comportamento do médulo, pois séo
geralmente mais relevantes para a funcionalidade das redes do que outros nés (Van
Dam et al., 2018). Apds identificar os modulos pesquisadores geralmente realizam
analises funcionais e integrativas, como a Over-representantion analysis (ORA),
usada para predizer se um conjunto de gene coexpressos € enriquecido por genes

pertencentes a vias (pathways) ou fungdes conhecidas (Russo et al., 2018).

Diversos pacotes/ softwares estao disponiveis para pesquisadores realizarem
analises de co-expressao, dentre eles um dos mais utilizados para tal finalidade € o
WGCNA (Weighted gene co-expression network analysis), (Langfelder e Horvath,

2008) um pacote do Bioconductor (https://www.bioconductor.org/ ) para o ambiente R

(https://lwww.r-project.org/), o método utilizado por esse pacote descrito por Zhang e
Horvath (2005) permite a construcdo de redes ponderadas de genes, as quais
propiciam resultados biologicamente mais significativos que redes nao-ponderadas a
partir de modulos de genes altamente correlacionados e se baseia na premissa de
que redes bioldgicas tendem a seguir o modelo scale-free ( livre de escala). Isso
significa dizer que se espera que a maioria dos genes de uma rede sdo esparsamente
conectados enquanto uma minoria € altamente conectada, ou conhecida como pontos

hubs, descritos acima.

Russo et al. (2008) desenvolveram um novo pacote para analises de co-
expressao, o CEMiTool (Co-Expression Modules Identificantion Tool) um pacote do
Biconductor para R também, que permite que usuarios identifiquem e analisem
modulos de coexpressao totalmente automatizada, essa ferramenta também se
baseia né6 método de redes ponderas de genes com o0 WGCNA, porém diferente de
seu antecessor o CEMiTool oferece um novo método de filtragem de genes nao-
supervisionado, selegcdo automatica de parametros para identificagdo de madulos,
além de um ambiente totalmente integrado pra enriquecimento, analise funcionais, e
enriquecimento de conjuntos de genes (GESEA) dos médulos encontrados (Russo et
al., 2018). Além disso, pensando em colaborar com pesquisadores que nao possuem
conhecimento aprofundado em linguagens de programacado Cardozo et al. (2019)

langaram o webCEMiTool, uma versao on-line da ferramenta que realiza as mesmas
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analises que a sua versao para o R, mas de maneira totalmente automatizada e
gerando relatérios html amigaveis e interativos. Cheng et al. (2020), comparou trés
pacotes de analise de coexpressdo (WGCNA, CEMiTool e coseq), usando dados de
publicados de RNA-Seq provenientes de estudos com pacientes com cardiomiopatia
isquémica e doenga pulmonar obstrutiva crénica, concluiram ser mais vantajoso o
CEMiTool comparado aos outros dois, por exigir menor recurso computacional e
tempo despendido para analise (10 min) além de n&o requerer experiéncia em

bioinformatica do usuario.

Diversos trabalhos vém sendo publicados na area da bovinocultura de corte
utilizando a abordem das redes de co-expressédo. Estudos nas ragas Hanwoo (Lim et
al., 2013) e Nelore (Gongalves et al., 2018; Silva-Vignato et al., 2019), que
consideraram a deposicdo de gordura na carcaca, 0 marmoreio e caracteristicas
voltadas a qualidade de carne, identificaram mddulos génicos significativos que
continham genes, por vezes, nao identificados como diferencialmente expressos. Na
raca Nelore, Diniz et al. (2019), a partir de dados de RNA-Seq oriundos do musculo
Longissimus thoracis, encontraram maodulos génicos inseridos em vias relacionadas a
sinalizacdo AMPK, PPAR e glucagon/insulina. Dentre os mdédulos génicos, foram
pontuados genes como EVOLVS e 6, FASN, FABP4, ACACA e LIPE, mas também
genes, até entdo, ndo citados em analises de GDE como PLIN1 (perilipin 1), PDE3B
(phosphodiesterase 3B), COL4AL e 2 (collagen type IV alpha 1 chain e alpha 2 chain).

Silva-Vignato et al. (2019) ao avaliarem o perfil de coexpresséo génica para as
caracteristicas area de olho de lombo e cobertura de gordura subcutdnea em bovinos
Nelore, sinalizaram os genes EIF2AK2 (eukaryotic translation initiation factor 2 alpha
kinase 2) e HADHA e HADHB (hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional
multienzyme complex subunit alpha e beta), além de genes ja bem conhecidos como
ACSL1, ACAT1 e a familia de genes SLC.

Andlises de coexpressédo também mostraram genes codificadores de miRNA
em associacdo a mRNA para a formacdo de grupos génicos relativos a vias
metabdlicas importantes na determinacdo do fendtipo (Gongalves et al., 2018; De
Oliveira et al., 2019). Os miRNA identificados em mddulos relacionados a sinalizacéo
de AMPK, MAPK e insulina apresentaram padrédo de coexpressao e regularam a
expressdo de uma série de genes-alvo como SCD, CDS2 (CDP-diacylglycerol
synthase 2), FAR2 (fatty acyl-CoA reductase 2) e PRKAG2 (protein kinase AMP-
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activated non-catalytic subunit gamma 2) (Oliveira et al., 2019).

A analise de coexpressao surge como potencial ferramenta para compreensao
dos mecanismos moleculares que regem caracteristicas complexas, de dificil
mensuragao e de carater quantitativo, como deposi¢cdo de gordura intramuscular e o
perfil de acidos graxos na carne de bovinos, logo, constitui-se em mais um meio para
o melhor entendimento da fisiologia por tras de caracteristicas de importancia
econdmica, apontando genes, mecanismos regulatérios e moduladores que ainda ndo
foram descritos e consequentemente ser capaz de inferir, de maneira mais precisa,

marcadores genéticos a serem utilizados em programas de melhoramento animal.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Tratamentos

O experimento foi conduzido no estado do Mato Grosso, no municipio de Caceres
em uma das fazendas atendidas pela empresa Silveira Consultoria e Gestdo Pecuéaria.
Foram inicialmente, pré-selecionados 20 bezerros machos Nelore puro, registrados
em associacado de criadores para o primeiro tratamento que foram submetidos a
desmama precoce (DP) e realizada aos 120 dias apds o nascimento, no periodo de
chuvas em fevereiro de 2021. E mais 20 bezerros também machos Nelore puro, para
o tratamento de desmama convencional (DC) aos 210 dias apés o nascimento.

Até os 120 dias o grupo DP foi mantido a pasto de braquiaria junto as vacas, apés
a desmama esses foram realocados em piquete de tifton 85 e passaram a ser
suplementados em cocho até os 210 dias (Tabela 1). Em contrapartida os bezerros do
grupo DC foram mantidos com suas méaes até os 210 dias que € o momento

convencional de desmame (Figura 1).
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Tabela 1 — Suplementacdo e dietas baseadas em forragem natural, farelo de soja, milho,
aditivos e minerais, oferecidos a bovinos nelore em diferentes fases de desenvolvimento e

submetidos ao protocolo de desmama precoce.

Desmama
Fases dacriacdo Desmama Precoce Convencional
Nascimento até Mantidos & pasto braquiéria com a vaca
os 120 dias
120 dias até 210 Somente suplementagéo: Aleitamento
dias Racdo com 20% de PB! convencional e
75% de NDT? mantidos em pasto
20g de MS*/kg de PV** de braquiaria

! Proteina Bruta; 2 Nutrientes Digestiveis Totais; *MS = Matéria Seca; **PV = Peso vivo

/ n =40 \

Fases: | |

Cria » Hﬂ\ ““

n =20 n =20
Tratamento: Tratamento:
Desmama precoce Desmama convencional
DP DC
Desmama dos animais DP ‘ L . ¢
P 2 “\ Animais do grupo DC:
asto + suplementagao
)\ Permanecem com as vacas
. Mabiiediy
120 dias ¢ L bk
“ Desmama dos animais do
&\ grupo DC
210 dias bl

P = 1T s X -
Longissimus thoracis

Analise:
E > RNA seq;
" Nad

» Geracdo de redes de co-expressao :

; » Definicdo de Modulos;
» Analise de enriquecimento funcional/genes.

Figura 1. Exemplificagdo do delineamento amostral realizado no experimento.
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3.2 Coleta do Tecido Muscular.

Aliguotas do musculo Longissimus thoracis (LT) foram coletadas dos mesmos
bezerros aos 210 dias, para ambos os tratamentos. Portanto fora realizada
tricotomizagéo e a administracdo de anestésico local (cloridrato de lidocaina HCI, 20
mg/mL, 6 mL volume total) via subcutéanea. Apdés higienizado o local, uma incisédo de
1 centimetro foi realizada com auxilio de bisturi, e obtido 1 grama de tecido de
Longissimus thoracis com a agulha esterilizada de biépsia do tipo Bergstrom (Life
Technologies, EUA). Apds, as amostras foram imersas em nitrogénio liquido por um
minuto e dispostas em microtubos eppendorf ®. Posteriormente foram armazenadas
em ultra freezer com temperatura de -80°C. A fim de evitar contaminacfes nos

animais, a incisao foi lavada, fechada e aplicado spray antibiético no local.

3.3 Extracao de RNA total, preparagcao das bibliotecas e sequenciamento de
mRNA.

Foram selecionadas aleatoriamente oito amostras de cada tratamento (DP e
DC) no momento Il quando os bezerros completavam 210 dias de idade, com o intuito
de mensurar a diferenca na expressdo génica entre os tratamentos associada a
desmama precoce, foi extraido o RNA total de 16 sub amostras de aliquotas, oito de
cada um dos tratamentos.

As amostras de RNA total obtidas a partir do musculo bovino foram submetidas
eletroforese em gel de agarose a partir do equipamento Byoanlyzer® para avaliagao.
Também foi aplicado PCR quantitativa, através do KAPA Library Quantification kit
(KAPA Biosystems, EUA), com a finalidade de avaliar a quantidade (ng/uL) e
qualidade (260/280 e 260/230) do RNA.

Para investigar os perfis de expressao génica foram construidas 16 bibliotecas
gendmicas de cDNA a partir das amostras de RNA previamente extraidas dos oito
individuos aos 210 dias. As bibliotecas gendmicas foram construidas segundo a
orientagdo do fabricante, por enriquecimento de poli-A, utilizando o kit TruSeq
Stranded mRNA™ da lllumina® (lllumina,EUA). A ‘clusterizagdo’ e o sequenciamento
foi realizado por meio da plataforma NextSeq 550™ da lllumina® com rendimento

esperado de 200 milhdes de reads pair-end utilizando kit de sequenciamento segundo
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instrugdes do fabricante (lllumina, EUA). O sequenciamento foi realizado por meio de

servico de terceiros no Centro de Gendmica da ESALQ/USP, Piracicaba/SP.

3.4 Controle de qualidade e mapeamento de sequéncias

As reads obtidas passaram por controle de qualidade inicial utilizando o
software FastQC v.0.11.9 (Andrews, 2010), e analisadas individualmente.
Sequencialmente foi utilizado o software FastP v.0.20.0 (Chen et al., 2018). Para que
fosse realizada a remocéo de segmentos de insertos e adaptadores (trimm). Também
foram excluidas sequéncias com baixa qualidade de leitura de nucleotideos (Phred
score > 20), e com comprimentos menores que 25 bases na sequéncia. Tudo isso,
ignorando leituras e escores de qualidade de segmentos poli-G, caracteristicos de
reads nulas obtido pelo novo processo de deteccéo de fluorescéncia em dois canais
das plataformas de sequenciamento Illumina NextSeq. Apds controle de qualidade, as
reads foram mapeadas ao genoma referéncia bovino ARS-UCD1.2 (Rosen et al.,
2018), o qual foi previamente indexado utilizando o programa STAR v.2.7.3a (Dobin
et al., 2013). Foi realizado um mapeamento para cada amostra de forma
independente, permitindo até dois mismatches por read. As sequéncias mapeadas
(*.bam) foram analisadas individualmente quanto a quantidade e porcentagens de
leituras pair-end alinhadas, ndo alinhadas e segmentos genémico mapeados (éxon,
intron e intergénico) utilizando o programa QualiMap v.2.2.1 (Garcia-Alcalde et al.,
2012).

3.5 Obtencgao da matriz de contagem.

Apos, as sequéncias geradas (leituras pair-end alinhadas) foram contadas com
relagdo a abundéancia destas mapeada por gene para gerar uma matriz de contagem
(genes x amostras) utilizando o software featureCount (Liao et al., 2013). Por fim, para
controle de qualidade geral, baseadas em arquivos de saida gerados em cada etapa
realizadas apds o sequenciamento, um relatorio foi gerado utilizando o pacote MultiQC
v1.12 (Ewels et al., 2016).

3.6 Geracgao de redes de coexpressao de genes.
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Para a geracdo das redes de coexpressdao e obtencdo dos modulos de
expressao génica foi utilizado nesse trabalho a ferramenta webCEMiTool (Cardozo et
al., 2019), portanto foi utilizado como arquivo de entrada a matriz de contagem que
consiste em uma tabela de expressdo génica separada por tabulacfes, que contém
genes em suas linhas e amostras em suas colunas com seus respectivos valores de

contagem de transcritos para cada gene normalizados, em formato “. tsv”.
e Filtragem dos genes de entrada.

O primeiro passo da analise o webCEMiTool realiza a filtragem dos genes de
entrada, para isso ele assume uma distribuicdo gamma inversa dos genes e seleciona
0S genes com base em um p-valor, por padréo o software utiliza o valor p= 0,1, foi
aplicado também um filtro de transformacédo estabilizadora de variancia apropriada
VST (Variance Stabilizing Transformation), além disso o pacote remove por padréo
25% dos genes com a menor média de expressao ao longo das amostras (Russo et
al, 2018b).

e Determinacdo da matriz de adjacéncia

Nesse passo o webCEMiTool determina os valores de correlacdo entre cada par
de gene presente no arquivo de expressdo, o método escolhido nesse trabalho foi a
correlagcdo Pearson, em seguida analisa se a rede formada segue a lei de rede de
topologia livre de escala, redes livre de escala por definicdo, sdo aquelas em que a
probabilidade de um n6 estar conectado com k outros nds (P(k)) decai segundo uma

distribuicao lei de poténcia P(k) ~ k -y, logo o coeficiente de determinagéo da reta R2

definido por — r?'%’, , onde r é o coeficiente de correlagéo, e a € a inclinacdo da linha

de regressao na curva entre log;,(p(k)) (p(k)) e log,,(k). Logo uma linha reta nesse
gréfico (isto é, valores de R2 proximos de 1) indica topologia livre de escala (Zhang e
Horvath, 2005), em nossa analise o valor de R2 encontrado foi R2= 0,874.

Em seguida para determinar a matriz de adjacéncia para isso utiliza-se a fungéo

de adjacéncia a;; = sk

ij O parametro 3 € um numero inteiro positivo que transforma o

valor da correlagdo entre 0os genes i e j em uma matriz de adjacéncia (Zhang e

Horvath, 2005), a definicdo do parametro 3 é definido automaticamente por algoritmo
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préprio do CEMiTool, ele seleciona o como B ( 1 a 20) o menor valor cujo R? seja
acima de 0,85, observando a curva B x R?, a matriz de adjacéncia define a forca de
conexao entre cada par de nos, determinando toda as conexdes e conectando 0s
elemento do grafo (Russo et al., 2018b), o valor 3 encontrado para nosso dados foi 3
=b5.

e Definicdo dos mdédulos

ApoOs calculada a matriz de adjacéncia, o CEMiTool realiza a determinacdo dos
moddulos da rede, o programa transforma a matriz de adjacéncia em uma Matriz de
Sobreposicao topolégica TOM (Topological Overlap Matrix), essa por sua vez € dado
por Q = [ w ;;], um valor w;;= 1 significa que i e j estdo conectados aos mesmos nas,
e um valor = 0 indica que i e j ndo possuem conexdes comuns entre sim, iSso serve
para calcular a dissimilaridade definidas como 1 - w;; (Rasvaz et al., 2002).

A separacdo dos genes em modulos é feita a partir da clusterizacéo hierarquica,
com base em média em conjuntos com a dissimilaridade baseada e TOM, por meio

da fungdo hclust com a medida 1 - w;; como critério de distancia, os galhos que

resultam desse dendrograma sdo os mdédulos, 0s quais sdo 0 conjunto de genes
altamente coexpressos (Zhang e Horvath, 2005) e separados pela funcao
cutreeDynamic., essa etapa € toda baseada no pacote WGCNA (Langfelder et al.,
2008).

3.7 Analise de enriquecimento funcional

Por meio do webCEMiTool foi realizada a analise de sobre representagdo ORA
(over representation analysis) a partir dos genes encontrados em cada médulo. Para
isso, foi fornecido um arquivo contendo anotacado de vias metabdlicas KEEG, essa
etapa foi realizada utilizando a ferramenta Enrichr (Chen et al., 2013) conjugada ao
webCEMiTool, com base no teste hipergeométrico corrigido para FDR (false discovery
rate) (método Benjamini-Hochberg) e considerados significativos a partir de p-adj. <
0,05.

3.8 Analise de enriquecimento de conjuntos de genes (GSEA).
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A analise baseada em GSEA (gene set enrichmente analyses) para representar
atividade do moddulo dentro de cada grupo experimental também foi realizada
utilizando webCEMiTool. A partir da prépria ferramenta online, é gerada uma lista
ranqueada de genes (L) com base em uma normalizac¢ao do tipo z-score da expresséo
dos genes dentro de cada grupo experimental. Em seguida ele determina os genes
dos médulos como uma lista de genes (S), e compara essa lista com a lista ranqueada
de cada grupo experimental, se a maioria dos genes de S forem encontradas no topo
ou no final da lista o conjunto € considerado enriquecido. No entanto, caso a
distribuicdo ao longo da lista seja homogénea, o conjunto ndo € considerado
enriquecido. A intensidade da cor e tamanho da circunferéncia dos circulos refletem o
valor de enriquecimento normalizado NES (normalized enrichment score), em que
valores positivos indicam que os genes da lista S foram encontrados no topo da lista
L (up-regulated), e o valores negativos indicam que os genes da lista S foram
encontrados no final da lista L (down-regulated), o valor zero indica que nao ouve

enriguecimento (Subramanian et al.,2005; Russo et al., 2018).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO.

Apo6s o protocolo de filtragem de genes aplicado pelo webCEMiTool, restaram
1883 genes (8,8% do input) dos quais foram inferidos 16 mdédulos, organizados de
forma decrescente quanto a numero de genes por médulos (Material suplementar S1).
Estes foram anotados de forma que modulo 1 (M1) contém o maior numero de genes
e 0 modulo 16 (M16) o menor numero. Contudo, destes apenas os trés primeiros
modulos (M1, M2 e M3) tiveram vias KEGG significativamente enriquecidas em ORA.
O mddulo 1 e 3 apresentaram genes ligados a vias (KEGG pathways) envolvidas em
mecanismos de defesa do sistema imunoldgico e inflamagéo, como: Natural Killer Cell
Mediated Cytotoxicity, Cell Adhesion Molecules Cams, Chemokine Signaling Pathway,
T Cell Receptor Signaling Pathway, Cytokine-Cytokine Receptor Interaction, Primary

Immunodeficiency e Hematopoietic Cell lineage (Figura 2).
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A

KEGG_NATURAL_KILLER_CELL_MEDIATED_CYTOTOXICITY = KEGG_PPAR_SIGNALING_PATHWAY -

KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS - KEGG_INSULIN_SIGNALING_PATHWAY -
KEGG_CHEMOKINE_SIGNALING_PATHWAY - KEGG_PROXIMAL_TUBULE_BICARBONATE_RECLAMATION =

KEGG_T_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY - KEGG_BIOSYNTHESIS_OF_UNSATURATED_FATTY_ACIDS =

5
KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION - KEGG_ADIPOCYTOKINE_SIGNALING_PATHWAY - !4
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KEGG_HEMATOPOIETIC_CELL_LINEAGE - 2 KEGG_PYRUVATE_METABOLISM - 2
KEGG_COMPLEMENT _AND_COAGULATION_CASCADES - KEGG_TYPE_Il_DIABETES_MELLITUS -
KEGG_LEUKOCYTE_TRANSENDOTHELIAL_MIGRATION KEGG_TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY -
KEGG_FC_GAMMA_R_MEDIATED_PHAGOCYTOSIS - KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_BIOSYNTHESIS_HEPARAN_SULFAT...
0 1 2 3 4 0 i 2 3
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C e
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KEGG_TOLL_LIKE_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY -
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-

-log10(adjusted p-value)

Figura 2. Enriquecimento funcional de vias metabdlicas KEGG para os modulos
M1(A), M2(B) e M3(C). No eixo x estd representado a significancia
estatisticas do teste de enriquecimento, dada em -log10 do p-valor ajustado
(Benjamini-Hockberg) e no eixo y esta a descricdo ordenada das vias KEGG
mais significativas. A linha vertical tracejada indica o p-valor ajustado de
0,05.

No Modulo 2 foi contabilizado 274 genes coexpressos € na analise de rede de
interagdo génica seus principais genes Hubs foram: PLIN1, CIDEC, RBP4, PPP1R1B
e MALZ2 (Figura 3). Este mddulo, obteve maior numero de genes significativamente
(p< 0,05) enriquecidos em vias metabdlicas (pathways) relacionadas ao metabolismo
energético da glicose de lipidios e adipogénese, na analise de sobre-representagao
(over representation analysis) realizado pelo software Enrichr conjugado ao
WebCEMiTool (Figura 2). Dessa forma o médulo 2 recebeu maior foco de discusséo
neste estudo, uma vez que as vias metabdlicas encontradas no mesmo estdao mais

relacionadas a hipotese e objetivos do nosso experimento, sendo elas a via de
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sinalizagao da insulina (Insulin Signaling Pathway) e a via de sinalizagao PPAR (PPAR

signaling Pathway) cujas quais serao pautadas nessa discussao.

M1 M2

Degree
1000 Degree
@ 2000

@ 3000

1000
@ 2000
@ 3000

Hub
Hub

a Co-expression

a Co-expression

a Co-expression + Interaction

a Interaction a Interaction

MAL2

Degree
1000
2000

Hub
a Co-expression

a Interaction

Figura 3. Redes de interacdo génica dos moédulos M1(A) M2(B) e M3(C). Os genes
destacados sdo aqueles com maior numero de conexdes (Hubs) e as cores
das caixas indicam a origem da informacao do gene: azul se a interagao veio
somente da analise de co-expressao, bordd se foi inserido pelo arquivo de
interagdes e verde se a interagdao consta em ambos

Complementarmente o grafico da analise de enriquecimento de conjunto de
genes (GSEA) (Figura 4), apresenta o nivel de atividade em cada médulo através do
escore enriquecimento representado pelo valor NES, no mdédulo 2 o grupo DC_C2
(desmama convencional) obteve escore de enriquecimento -2,19 (p-adj. = 0,021)
enquanto grupo DP_C2 (desmama precoce) obteve o valor 2,22 (p-adj. = 0,024),
portanto os genes do moédulo 2 foram encontrados no topo da lista ranqueada de
genes do grupo experimental DP com base em seus valores de expressdo em ordem
decrescente, e que o contrario foi observado para o grupo DC, isso significa dizer que
a atividade dos genes do modulo 2 dentro do grupo DP é maior ou analogo a up-

regulated.
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Figura 4. Analise GSEA (gene set enrichment analysis), representando a atividade
dos moédulos dentro de cada classe de amostra, DC_C2 = desmama
convencional e DP_C2 = desmama precoce; NES (Normalized enrichment
score) ou escore de enriquecimento normalizado, cor e circunferéncia
indicam o escore de enriquecimento
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A via de sinalizag&o da insulina € uma cascata de eventos intracelulares que
ocorrem em resposta a ligagao de insulina aos seus receptores. A principal agao da
via de sinalizagao da insulina no tecido muscular é a ativacdo da translocacao da
proteina GLUT4 do pool intracelular para a membrana plasmatica, GLUT4 pertence a
familia das proteinas transportadoras de glicose sensiveis a insulina, sendo essa
exclusivamente expressa no tecido muscular e adiposo e GLUT4 bovina é altamente

homologa com GLUT4 de outras espécies (Abe et al.,1997).

Portanto a insulina € responsavel por controlar os niveis de glicose circulante
no sangue, aumentando a quantidade de glicose que entra nas células, isso resulta
em aumento da atividade glicolitica (tecido adiposo e muscular), estimula a sintese de
glicogénio (tecido adiposo, muscular e figado), diminui a taxa de deplecdo de
glicogénio no tecido muscular e figado e inibe a taxa de glicogendlise e
gliconeogénese no figado (Dimitriadis et al., 2011). Entretanto seus efeitos nédo se
limitam somente ao metabolismo de carboidratos, a insulina pode diminuir a taxa de
lipélise no tecido adiposo, estimular a sintese de acidos graxos e triacilglicerol,
aumentar a absorgao de triglicerideos do sangue para o musculo e tecido adiposo e
diminuir a taxa de oxidagao de acidos graxos no musculo e no figado. No metabolismo
proteico ela aumenta a taxa de transporte de alguns aminoacidos para dentro dos
tecidos, aumenta as taxas de sintese de proteina no musculo, tecido adiposo, figado
e outros tecidos e diminui as taxas de degradacdo de proteinas no musculo
(Dimitriadis et al., 2011).

Outra via encontrada no modulo 2 foi a via de sinalizacdo do PPAR, que é
importante via sinalizagdo intracelular que esta envolvida na regulacdo do
metabolismo lipidico e do metabolismo de glicose. O PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), € uma familia de receptores nucleares ativados por acidos-graxos,
suas isoformas trabalham como um heterodimero com o receptor de retindide X (RXR)
e juntos se ligam a regides especificas do DNA em uma regido promotora de um gene
alvo, induzindo ou reprimindo sua expressao, realizando importante funcbes na

regulacao do metabolismo e homeostase energética (Lemay e Hwang, 2006).

Existem trés isoformas de PPAR, a, e y. APPARa é altamente expressa no
figado, seguido do intestino, tecido adiposo e coragdo (Bunger et al., 2007), e
desempenha seu principal papel na oxidagao de acidos- graxos (Tyagi et al., 2011). O

PPARYy é codificado pelo gene PPARG, que foi sinalizado como gene Hub no médulo
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2, essa isoforma é altamente expressa no tecido adiposo, mas também no tecido
muscular embora um pouco menos (Kersten, 2014) e desempenha um papel
fundamental no controle da adipogénese, lipogénese e sensibilidade a insulina
(Olefsky e Saltiel, 2000).

Além disso PPARy tem grande notoriedade na pesquisa com ruminantes,
desde que foi associado como gene candidato a adipogénese no tecido adiposo
intramuscular de bovinos (Lim et al., 2011). Diversos estudos com cultura de células
in vitro sugeriram que o receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPARYy) e
as proteinas de ligagao ao intensificador-CCAAT (C/EBP) sao fatores cruciais que
controlam a adipogénese desde o comprometimento de células-tronco multipotentes
até a diferenciagdo em adipécitos (Cho e Jefcoate, 2004; Fernyhough et al., 2007),
isso indica um possivel potencial do PPARy na diferenciacdo de pré-adipdcitos
durante o periodo pdés-natal de bezerros. Dessa forma de acordo com nossos
resultados ha indicios de haver uma regulagéo positiva de genes e vias envolvidas na
diferenciacdo de adipdcitos e lipogénese no grupo experimental desmamado

precocemente e que recebeu suplementagido com concentrado.

Nossos resultados sdo corroborados por Moisa et al. (2013) neste estudo o
padrdo de expressao de 35 genes alvos em bezerros das ragas Angus e Angus X
Simental, que foram divididos em dois grupos: os desmamados precocemente (141
dias, dia 0 do tratamento), que passaram a comer exclusivamente racao de alto teor
de amido, e os que permaneceram junto as vacas a pastagem, recebendo também
racao de alto amido no regime de creep-feeding até serem desmamados aos 222 dias
de idade. A expressao de PPARG e outros ativadores adipogénicos e lipogénicos e
varias enzimas que participam do processo de deposi¢cdo de gordura intramuscular,
aumentou gradualmente no grupo de animais desmamados precoces, atingindo seu
pico aos 96 e 167 dias do tratamento, o mesmo nao foi observado no grupo de
desmama convencional. Além disso apds o abate as maiores pontuacdes de
marmoreio foram encontradas no grupo de animais cruzados Angus x Simental
desmamados precocemente, seguido pelo grupo de animais puro Angus também

desmamados precocemente.

Moriel et al. (2014), trabalhando também com a comparagéo entre desmama
precoce e convencional (70 dias e 250 dias de idade respectivamente) em bezerros

de corte, de influéncia genética zebuina, concluiram que exposi¢ao precoce a dieta
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de alto-concentrado aprimorou a performance de crescimento em bezerros
desmamados precoce bem como induziu a diferenciagao de adipdcitos, concomitante
com a alta expressao de mRNA de PPARG em comparagado com o grupo de desmama

convencional, o que colabora com o resultados fenotipicos observados.

Destaca-se também o gene PLIN1 que foi sinalizado como gene Hub dentro do
modulo 2 e também foi enriquecido para via de sinalizagdo PPAR, esse gene codifica
a proteina Perilipina 1, também conhecida como proteina associada a goticulas
lipidicas, nos adipdcitos, em condigdes basais PLIN1 (hipofosforilada) protege as
goticulas lipidicas das lipases presentes no citosol, atuando como valvula impedindo
que a lipase entre nas goticulas, e promove armazenamento de lipidio. A proteina
Perilipina é fosforilada pela proteina quinase A (PKA), apds fosforilagdo promove
ativamente atividade lipolitica, transportando HSL (lipase sensivel a horménios) para
a superficie das goticulas lipidicas para facilitar a lipdlise sobre condi¢cdes de

deficiéncia energética (Raza et al., 2020; Shijum et al., 2020).

Shijum et al. (2020) realizaram uma ampla analise em torno do gene PLIN1
trouxe novas elucidacgdes sobre sua fungao em bovinos. Eles encontraram os maiores
niveis de expressdo de PLINT na gordura subcutdnea, seguido por coragédo e
musculos Longissimus, e encontram um pico de expressdo de mRNA durante a
diferenciagao de adipdcitos do segundo ao sexto dia seguido de uma queda do sexto
ao décimo dia. Outro resultado importante foi obtido a partir do silenciamento do gene
em adipdcitos, o knockdown de PLIN1 bem como de seus fatores de transcrigao,
resultou em expressao up-regulated para genes de lipases (HSL e ATGL) e inibiu a
expressdao de SCD1, ACC e SREBP-1c (marcadores de diferenciagao), portanto
inibindo a sintese de acidos graxos e aumentando lipdlise que foi constada pela
mensuragdo do conteudo de triglicerideos nos adipécitos. Portanto os autores
concluem que PLINT é o principal regulador de adipogénese e lipogénese bovina e
seus fatores de transcricao E2F1, C/EBPB, PLAG1, e SMAD3 sdo seus principais

reguladores transcricionais.

Os genes e proteinas destacados acima (SCD17, ACC, e SREBP-1c) também
foram encontrados no médulo 2 e foram enriquecidos para via de sinalizagdo PPAR
(KEGG): SCD1 codifica a enzima esteroil-CoA- dessaturase, que converte acido graxo
saturados em insaturados e via de sinalizagédo da insulina (KEGG): ACACA codifica

a enzima acetil-CoA carboxylase (ACC). Foi encontrado também o gene FASN (fatty
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acid synthase), acido-graxo sintase enriquecido na via de sinalizagdo da insulina,
esses genes codificam as principais enzimas envolvidas na sintese de novo de acidos
graxos. Além disso o fator de transcrigio SREBP-1c sinalizado como um dos
principais genes ativados pela acado de PLIN1 por Shijum et al. (2020), codificado pelo
gene SREBF1 (sterol regulatory element-binding transcription factor 1) exerce
regulacao positiva sobre as enzimas ACC e FASN. Contudo SREBF1 junto ao PPARy
sao relatados como os principais fatores de transcrigcdo envolvidos no metabolismo de
lipideos (Ladeira et al., 2016).

O gene CIDEC também destacado como Hub dentro do modulo 2, também é
envolvido no metabolismo lipidico, seu produto € uma proteina que se associa a
superficie de goticulas lipidicas e colocaliza-se com a Perilipina (PLINT), e tem a
funcao de suprimir a lipdlise, estimular o tamanho da goticula e acumular triglicerideos
(Puri et al., 2007). Kim et al. (2008) demonstraram que a atividade transcricional de

CIDEC ¢ induzida por PPARY2 na diferenciacao adipdcitos.

Outro gene Hub encontrado no médulo 2 foi 0 RBP4, o produto desse gene € a
proteina de ligacdo ao retinol-4, uma proteina circulante que age como uma
transportadora do retinol (Vitamina A) do figado para os 6rgaos periféricos (Liu et al.,
2019). Entretanto sua fungado pode ser muito mais ampla, visto que recentemente foi
descoberto que RBP4 pode se ligar e transportar acido-graxos (Perduca et al., 2018).
Além disso RBP4 foi associado também a deposi¢cao de gordura intramuscular no
musculo Longissimus de bovinos, um estudo analisando ragas taurinas e zebuinas,
identificaram RBP4 entre um conjunto de genes envolvidos no metabolismo lipidico
de adipdcitos intramusculares, revelando uma correlagédo positiva entre a expressao

de RBP4 e deposicao de gordura intramuscular (De Jager et al., 2013).

Contudo diante disso, podemos predizer que 0 manejo de desmama precoce
seguida de alimentagdo com concentrado, resultou numa regulagéo positiva de genes
e vias metabdlicas diretamente envolvidas na lipogénese e adipogénese, inclusive
dentre os quais também estédo relacionados a deposi¢ao de gordura intramuscular,
possivelmente em virtude de uma priorizagéo de vias glicoliticas para obtencao de

energia no tecido muscular, e ativagdo de genes ligados a lipogénese.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo conclui-se que o manejo de
desmame precoce aos 120 dias de idade em bezerros da raca Nelore, suplementados
com concentrado pode levar a alteragdes a niveis moleculares e metabdlicos, foram
encontradas vias metabdlicas enriquecidas associados a atividade de adipogénese e
lipogénese. Foi identificado um modulo de genes coexpressos com regulagao positiva
para o grupo desmamado precoce que desempenham papel chave na regulacao do
metabolismo de lipideos, bem como destacados genes Hubs que podem ser alvos de
investigacdes futuras sobre a regulacédo da lipogénese e adipogénese em zebuinos.
Desse modo, a suplementagdo com concentrado em bezerros que foram
desmamados precocemente tem potencial de afetar a regulagdo de vias metabdlicas
e expressdo de genes diretamente relacionadas a hiperplasia de adipdcitos e
armazenamento de lipidios, abrindo possibilidade de alteragcbes na deposi¢cdo de
gordura subcutanea, possivelmente intramuscular, composicdo de carcaga e

qualidade da carne pods-abate.
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