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Resumo

AZAMBUJA, Rodrigo Carneiro de Campos. Eficiéncia produtiva de vacas de corte
de diferentes composic¢des raciais: Habilidade materna, reproducéo,
metabolismo e expresséo diferencial de genes por meio de sequenciamento de
RNA. 2017. 148f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa de Pos-Graduacdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2017.

O objetivo deste estudo foi determinar as caracteristicas metabdlicas do periodo de
transicdo e a eficiéncia produtiva de vacas de corte de diferentes grupos genéticos
criadas no Sul do Brasil, e, a partir destes dados, identificar genes de importancia
relacionados. Para tal, foram avaliados em vacas de corte de diferentes
composicdes raciais: Producéo de leite, constituintes do leite, peso ao desmame dos
bezerros, taxa de prenhez, peso e condigdo corporal em diferentes fases do ciclo
produtivo; Concentracdes séricas de Beta hidréxi-butirato (BHB), insulina e IGF-I
durante o periodo de transicdo de gestante a lactante; Aplicadas técnicas de
inteligéncia computacional para identificar padrdes sobre o comportamento de
hormbénios e metabdlitos e sua relacdo com o status reprodutivo; Expressao
diferencial de genes no tecido hepatico por meio de RNA-seq. Foram utilizados
registros de vacas de oito composic¢des raciais: Angus (ANAN), Hereford (HHHH),
Nelore (NENE), cruzamento ¥2 Angus %2 Hereford (ANHH), cruzamento ¥ Hereford
Y% Angus (HHAN), cruzamento % Angus %2 Nelore (ANNE), cruzamento % Nelore %
Angus (NEAN) e cruzamento ¥2 Angus % Caracu (ANCR). Com relacdo a producéo
total de leite na lactacdo (PT210), vacas ANNE foram as mais produtivas, mas nao
diferiram das NEAN, HHAN e ANCR. Vacas NENE apresentaram as producfes mais
baixas, apesar de nédo diferir significativamente das vacas HHHH, ANAN e ANHH.
Vacas HHAN e ANCR tiveram producdes no pico de lactacdo (PP) superiores as
vacas ANAN, ANHH e NENE, enquanto vacas ANNE e NEAN tiveram PP superior
as ANAN e NENE, no entanto ndo diferindo das demais composicfes raciais. Vacas
ANCR apresentaram menor persisténcia de lactacdo (PERS) quando comparadas a
vacas ANAN. Bezerros filhos de vacas ANCR, ANNE e NEAN apresentaram-se mais
pesados que os filhos de vacas ANAN, ANHH, HHHH e NENE ao desmame, néo
diferindo dos de vacas HHAN, que por sua vez, também apresentaram bezerros
mais pesados que os de vacas HHHH. Vacas ANNE, NEAN, ANCR e HHHH
apresentaram teores de gordura superiores que vacas ANAN. Com relacdo aos
dados de proteina, vacas NENE e HHHH, demostraram superioridade em relacao as
vacas ANAN, ANHH, HHAN, ANNE. Ja para os teores de lactose, vacas ANNE e
NEAN mostraram niveis superiores a todos os demais gendétipos. Por fim, para
sélidos totais, vacas ANNE, NEAN, HHHH e NENE mostraram concentracdes
superiores ANAN e HHAN. Foram construidas arvores de decisdo a partir dos
métodos de inteligéncia computacional com 0s seguintes graus de precisao para
Peso, ECC, Beta-hidroxibutirato, insulina e IGF-1: 59,38%, 59,38%, 71,38%, 78,38%
e 90%, respectivamente. O hormdnio IGF-I teve o padrdo de comportamento mais
preditivo do status reprodutivo prenha no ano seguinte, com niveis séricos de IGF-I
superiores a 77,03 ng/ml no dia 42 e 50 ng/ml no dia 28 poés-parto. Genes
relacionados a proteinas inflamatérias como a haptoglobina e o fator de necrose
tumoral estiveram entre os transcritos mais expressos em vacas prenhas no ano



seguinte, enquanto enzimas catabodlicas estiveram entre o0s transcritos mais
expressos em vacas vazias. Genes relacionados a enzimas lipoliticas foram
detectados como transcritos exclusivos em vacas vazias. Vias metabolicas relativas
ao ciclo celular, secrecdo pancreética, fosforilacdo oxidativa e digestdo e absorcao
de proteinas apresentaram-se significativamente ativadas (up-regulation) em vacas
vazias com relacdo a vacas prenhas. Processos biologicos relacionados ao ciclo
celular, catabolismo de lipidios e respostas imune e inflamatoria estiveram
significativamente ativados em vacas vazias com relacdo a vacas prenhas.
Processos biolégicos relacionados a morfogénese e a resposta ao estimulo de
gonadotropinas/ ciclo de ovulacdo estiveram significativamente inibidos em vacas
vazias com relacdo a vacas prenhas. Concluiu-se que a utilizacdo do cruzamento
entre racas com maior distanciamento genético se mostrou um boa alternativa para
incrementar os parametros relacionados a producéo leiteira em vacas de corte, bem
como, 0 peso dos terneiros ao desmame; o horménio Fator de Crescimento
semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) pode ser utilizado para predizer a propenséo da
vaca a ter um diagnéstico de prenhez positivo no ano seguinte; a expressao
diferencial de transcritos relacionados a mobilizacdo de reservas teciduais e
digestdo de nutrientes da dieta em vacas vazias indica que a condicdo metabdlica
no pos-parto recente é determinante no status reprodutivo futuro.

Palavras-chave: IGF-I, inteligéncia computacional, producéo de leite, reconcepcéo,
RNA-seq.



Abstract

AZAMBUJA, Rodrigo Carneiro de Campos. Production efficiency of beef cows
from different racial compositions: Maternal ability, reproduction, metabolism
and differential expression of genes by RNA-seq. 2017. 148f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas. 2017.

The objective of this study was to determine the metabolic traits of the transitional
period and the productive efficiency of beef cows from different racial compositions
raised in southern Brazil, and from these data to identify related genes of importance.
For this purpose, they were evaluated in beef cows of different racial composition:
Milk yield, milk constituents, calf weaning weight, pregnancy rate, weight and body
condition at different stages of the production cycle; Beta-hydroxybutyrate (BHB),
insulin and IGF-I serum concentrations during the transition period from pregnant to
lactating; Applied computational intelligence techniques to identify patterns on the
hormones and metabolites and their relation with reproductive status; Differential
expression of genes in hepatic tissue by RNA-seq. Cows from eight racial
compositions were used: Angus (ANAN), Hereford (HHHH), Nelore (NENE), %
Angus % Hereford (ANHH), ¥2 Hereford ¥2 Angus (HHAN), ¥2 Angus %2 Nelore
(ANNE), ¥2 Nelore ¥2 Angus (NEAN) and %2 Angus %2 Caracu (ANCR). Regarding the
total milk production in lactation (PT210), ANNE cows were the most productive but
did not differ from NEAN, HHAN and ANCR. NENE cows presented the lowest yields,
although they did not differ significantly from HHHH, ANAN and ANHH cows. HHAN
and ANCR cows had higher peak lactation (PP) yields than ANAN, ANHH and NENE
cows, while ANNE and NEAN cows had PP superior to ANAN and NENE, but did not
differ from other breed compositions. ANCR cows presented lower persistence of
lactation (PERS) when compared to ANAN cows. Calves from ANCR, ANNE and
NEAN cows were heavier than ANAN, ANHH, HHHH and NENE cows at weaning,
not differing from HHAN cows, which in turn also had heavier calves than cows
HHHH. Angus x Nelore, NEAN, ANCR and HHHH cows presented higher fat
contents than ANAN cows. Regarding protein data, NENE and HHHH cows showed
superiority in relation to ANAN, ANHH, HHAN, ANNE cows. As for lactose contents,
ANNE and NEAN cows showed higher levels than all other genotypes. Finally, for
total solids, ANNE, NEAN, HHHH and NENE cows showed higher ANAN and HHAN
concentrations. Decision trees were constructed from the computational intelligence
methods with the following degrees of accuracy for Weight, ECC,
Betahydroxybutyrate, Insulin and IGF-I: 59.38%, 59.38%, 71.38%, 78% 38% and
90%, respectively. The IGF-I hormone had the most predictive pattern of pregnant
reproductive status, with serum IGF-I levels above 77.03 ng / ml on day 42 and 50 ng
/ ml on day 28 postpartum. Genes related to inflammatory proteins such as
haptoglobin and tumor necrosis factor were among the most expressed transcripts in
pregnant cows, while catabolic enzymes were among the most expressed transcripts
in unpregnant cows. Genes related to lipolytic enzymes were detected as exclusive
transcripts in unpregnant cows. Metabolic pathways related to cell cycle, pancreatic
secretion, oxidative phosphorylation and protein digestion and absorption were
significantly up-regulated in unpregnant cows in relation to pregnant cows. Biological



processes related to the cell cycle, lipid catabolism and immune and inflammatory
responses were significantly activated in unpregnant cows in relation to pregnant
cows. Biological processes related to morphogenesis and responses to
gonadotropin/ ovulation cycle were significantly inhibited in unpregnant cows
compared to pregnant cows. It was concluded that the use of crosses between
breeds with greater genetic distancing proved to be a good alternative to increase the
parameters related to milk yield in beef cows, as well as the weight of calves to
weaning; The hormone insulin-like growth factor 1 (IGF-1) can be used to predict the
propensity of the cow to have a positive pregnancy diagnosis; The differential
expression of transcripts related to mobilization of tissue reserves and digestion of
dietary nutrients in unpregnant cows indicates that the metabolic condition in the
recent postpartum is determinant in the future reproductive status.

Keywords: Computational intelligence, IGF-I, milk production, reconception, RNA-
seq.
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1. Introducéo

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, totalizando em
torno de 215,2 milhdes de cabecas, das quais, aproximadamente, 160 milhdes sé&o
destinadas a producao de carne (IBGE, 2016). A aptidao do pais para a pecuaria é
favorecida, principalmente, pela disponibilidade de grandes areas de pastagens,
pelo clima favoravel e, mais recentemente, pela profissionalizacdo da cadeia
produtiva da carne.

Para que o Brasil se mantenha competitivo no mercado de carne bovina e
possa buscar nichos de melhor remuneracdo € necessario atender as crescentes
exigéncias dos clientes internos e externos, fazendo-se necessaria a busca por
animais que apresentem alto potencial produtivo, precocidade e eficiéncia
reprodutiva, aliadas a uma alta capacidade de adaptacdo ao ambiente. O desafio é
aumentar a produtividade do rebanho, com o inevitavel aumento do numero de
cabecas do rebanho, mas buscando equilibrio entre preservacdo ambiental e
lucratividade do sistema.

Vislumbrando estes animais mais produtivos e “competitivos”, foram
introduzidos na pecuaria varios programas de melhoramento animal, que séo
principalmente baseados na selecdo e/ou cruzamentos. A utilizacdo destes métodos
resulta em melhor desempenho nas caracteristicas de importancia econémica,
sendo possivel produzir animais eficientes nos mais diferentes ambientes (ROSO e
FRIES, 2000).

A fim de se atingir um maior sucesso econdmico na producdo de bovinos de
corte, um dos fatores que tem sido aperfeicoado é o melhor aproveitamento da
capacidade reprodutiva das vacas (YAVAS e WALTON, 2000). Neste contexto,
como regra, caracteristicas com menor herdabilidade, como aquelas relacionadas
com a adaptacdo e o complexo reprodutivo, respondem melhor ao cruzamento
(ROSO e FRIES, 2000).

A habilidade materna envolve dois aspectos primordiais: as relagdes materno-
filiais, que sdo criticas nas primeiras horas ap0s o parto para a sobrevivéncia do
recém-nascido; e principalmente, a producdo de leite adequada ao crescimento do
bezerro (CROMBERG e PARANHOS DA COSTA, 1997). Neste sentido, podemos

afirmar que além do potencial genético, dos fatores ambientais, sem duvida, o mais
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importante para o crescimento dos bezerros € a alimentacéo fornecida pela vaca na
forma de leite (LIU et al. 2015). Rutledge et al. (1971), destacam que
aproximadamente 60% da variacdo no peso do bezerro aos 205 dias de idade pode
ser atribuida & producéo de leite materno.

Todavia, a lactacdo € um estado dominante sobre outras atividades
fisiologicas, fazendo com que a vaca priorize a producao de leite para o bezerro em
relacdo a atividade reprodutiva (BAUMAN, 2000). Periodos prolongados de
aciclicidade em vacas de corte foram atribuidos aos efeitos da amamentacdo dos
bezerros (LUCY, 2003; WETTEMANN et al., 2003). Neste contexto, vacas de corte
pos-parto experimentam infertilidade quando as necessidades de nutrientes para
manutencdo e lactacdo excederem a ingestao de nutrientes, caracterizando balanco
energético negativo (BEN) (LUCY, 2003). Este BEN do periodo de transi¢céo do final
da gestacédo para o inicio da lactacdo é o fator determinante para o prolongamento
do anestro pés-parto (BUTLER, 2003). A severidade do BEN pode estar relacionada
a adaptabilidade da raca ao bioma, desta forma, possivelmente grupos genéticos
mais adaptados as condicbes ambientais podem apresentar melhor desempenho
produtivo.

Outros fatores também contribuem para a ocorréncia de BEN pds-parto como
a alta demanda de glicose pelo feto e pela glandula mamaria e a diminuicdo da
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos no terco final da gestacao
(HOLTENIUS, 1993). A priorizacdo da producdo de leite imediatamente apds o
parto pode induzir a ocorréncia de hipoglicemia pés-parto, o que pode variar em
funcdo do grupo genético (PORETSKY et al., 1999). Horménios metabdlicos, tais
como hormoénio do crescimento (GH), insulina, leptina e fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-lI) sdo importantes mediadores dos efeitos do
balanco energético e estdo diretamente relacionados com o restabelecimento da
ciclicidade pés-parto (PORETSKY et al., 1999).

Tal como acontece com a maioria dos estados metabdlicos, alteracdes na
expressao de genes no figado sao centrais no BEN. A reducéo de receptores para
GH no figado (GHR) leva ao desacoplamento do eixo somatotropico, onde o figado
permanece sem resposta ao GH e os processos dependentes do GH néo séo
iniciados (FENWICK et al., 2008). Isso predispde a vaca ao aparecimento do figado

gorduroso, cetose e baixo nivel de glicose no sangue (LUCY, 2003). Também
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impede os mecanismos hepéticos normais para a particdo dos nutrientes durante a
fase inicial da lactacdo (BUTLER, 2003). A falha no aumento de GHR no pés-parto
leva a niveis relativamente baixos de IGF-I, pois este ultimo € produzido em resposta
a ativacdo do GHR pelo GH, consequentemente temos niveis circulantes mais altos
de GH (LUCY, 2003). O GH alto mantém a vaca em estado catabdlico. Além disso,
IGF-I e insulina atuam sinergicamente como reguladores da esteroidogénese e do
crescimento folicular ovariano (BUTLER, 2003). Variac6es no perfil pds-parto desses
hormdnios podem ser indicativas para diferencas de adaptacdo entre individuos e
grupos genéticos.

Dentro deste escopo, a complexidade inerente a todos estes processos
bioldgicos dificulta sua plena compreensdo, principalmente se for utilizada uma
abordagem baseada na andlise de grandes quantidades de dados, seja por
especialistas de dominio humanos, seja por técnicas estatisticas convencionais
(CAMARGO et al., 2015). Por outro lado, nos dias atuais, um dos grandes impulsos
para o desenvolvimento da computacdo € o desenvolvimento de modelos
algoritmicos com a finalidade de tratar problemas de andlise de dados complexos
(ENGELBRECHT, 2007). Como consequéncia deste desenvolvimento, a literatura
tem relatado muitos casos de sucesso através da modelagem de inteligéncia
bioldgica e natural, nas mais variadas areas de conhecimento, resultando no que se
convencionou chamar de "Sistemas Inteligentes” (CAMARGO et al., 2015).

Como exemplos bem sucedidos da aplicacdo de sistemas inteligentes em
problemas da area bioldgica, para analise de grandes quantidades de dados, podem
ser citados a aplicacdo de redes neurais para detectar padrbes de alteracdes
metabdlicas envolvidas na ocorréncia de mastite (CAMPOS, 2006). Outro exemplo é
a utilizacdo técnicas de clustering para identificar os genes diferencialmente
expressos em laranjas infectadas por duas bactérias diferentes (BRETON e t al.,
2014). Abordagens inteligentes baseadas em regras de associacdo também foram
utilizadas com sucesso para modelar a especificidade da protease do Virus HIV-1
(CAMARGO e ENGEL, 2006). Desta forma, a utilizagdo de sistemas inteligentes de
modelagem computacional aparece como nova alternativa para analise de dados
complexos de metabdlitos e hormbdnios no pds-parto recente, e ainda, suas relagdes

com a eficiéncia reprodutiva de vacas.
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Em sentido semelhante, RNA-seq € a nova metodologia de exceléncia para
estudos de determinacdo da expressdo de genes. No entanto, sS40 escassos e
iniciais os estudos para sua aplicacdo na analise da expressao génica do tecido
hepético de bovinos, especialmente no pds-parto recente, fase fundamental para o
retorno a atividade reprodutiva em vacas de corte. McCabe et al. (2012), utilizou
RNA-seq para estudar diferencas no perfil de expressédo de genes hepaticos e suas
associacfes, em vacas leiteiras classificadas como em moderado e severo balanco
energeético negativo, classificando-as por meio de seu perfil metabdlico sanguineo e
eficiéncia produtiva. O estudo identificou a expressédo diferencial de genes
relacionados ao metabolismo de gorduras em vacas leiteiras em severo balanco
energético negativo, que ainda ndo haviam sido relatados. Estudos semelhantes em
vacas de corte no periodo de transicdo ainda ndo foram relatados, e possiveis
interacdes entre gendtipo, condicdo metabdlica e eficiéncia produtiva devem ser
detectadas.

A complexidade de fatores ambientais e genéticos envolvidos na eficiéncia
produtiva de vacas de corte demanda que o0s estudos nessa linha de pesquisa sejam
de longo prazo reunindo a expertise e os recursos de diversas areas da pesquisa. O
presente estudo visa desenvolver conhecimento que permita identificar composicées
raciais mais adaptadas as condicGes de criacdo no sul do Brasil e caracterizar os
aspectos maternos, metabdlicos, reprodutivos e genéticos determinantes para
desempenhos superiores em vacas de corte.
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2. Objetivos

O objetivo geral desta tese é determinar aspectos da eficiéncia produtiva e
caracteristicas metabdlicas do periodo de transicdo de vacas de corte de diferentes
grupos genéticos criadas no Sul do Brasil, e a partir destes dados, identificar genes

de importancia relacionados.

Os objetivos especificos da tese foram:

1. Avaliar a producéo e a composi¢ao nutricional do leite, e 0 peso ao desmame dos
seus bezerros, de vacas de corte de oito composicdes raciais (Angus, Hereford,
Nelore, Angus x Hereford, Hereford x Angus, Angus x Nelore, Nelore x Angus e
Angus x Caracu).

2. Aplicar técnicas de inteligéncia computacional para modelar o comportamento de
indicadores metabdlicos durante o periodo de transicdo gestante/lactante e suas
relacdes com a eficiéncia reprodutiva em vacas de corte.

3. Por meio de sequenciamento de RNA, determinar a expressdo diferencial de
genes no tecido hepatico no pds-parto recente de vacas de corte divergentes quanto

a re-concepcao futura: prenhas e vazias.
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3. Revisao de literatura

3.1 Cruzamentos e eficiéncia produtiva de vacas de corte

O cruzamento é amplamente utilizado para melhorar a produtividade de
bovinos de corte. Os efeitos desejaveis do cruzamento sao oriundos da heterose e
da utilizacdo de diferencas entre racas para aperfeicoar o meérito genético de
carcteristicas produtivas nos mais variados ambientes de producdo (GREGORY e
CUNDIFF, 1980).

A eficiéncia produtiva de vacas de corte esta diretamente relacionada com
precocidade sexual, fertilidade, intervalo de partos, habilidade materna e rusticidade.
Como regra, tais caracteristicas, por possuirem menor herdabilidade, sdo as que
respondem melhor aos cruzamentos, por meio do incremento de desempenho que a
heterose e a complementariedade entre racas proporciona (ROSO e FRIES, 2000).

Neste sentido, heterose e complementariedade, fenbmenos associados aos
cruzamentos, podem ser explorados facilmente. Isto depende apenas da
caracterizagdo das racas e de seus cruzamentos, a fim de se encontrar
combinacdes raciais que melhor se ajustem as necessidades do sistema produtivo
em guestdo, bem como as condi¢cbes ambientais e exigéncias de mercado de cada
regido (GREGORY e CUNDIFF, 1980). O grau de heterose obtido nos cruzamentos
depende do nivel de heterozigose materna e individual, do distanciamento genético
entre as racas envolvidas, das frequéncias génicas na populacdo, da caracteristica
em questdo e das interagbes com o ambiente. Os cruzamentos Bos indicus x Bos
taurus resultam em maior heterose, comparativamente aos cruzamentos Bos taurus
x Bos taurus (ROSO e FRIES, 2000).

A utilizacdo do cruzamento entre racas zebuinas e taurinas tem apresentado
resultados positivos por unir a adaptacdo ambiental do gado zebu, a produtividade
do Bos taurus e o alto nivel de heterozigose produzido (BARCELLOS et al., 1996;
CUBAS et al., 2001; GREGORY e CUNDIFF, 1980; OLIVEIRA et al., 2007,
PEROTTO et al., 2006; VAZ et al., 2014). Vacas zebuinas (Bos indicus) tendem a
ser menos férteis e terem niveis mais baixos de producao de leite do que vacas das
racas taurinas, mas a sua melhor adaptagdo as condi¢cbes ambientais as tornam

mais propensas a reproduzir com sucesso nos tropicos (RANDEL, 2005). Neste
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contexto, animais cruzados, oriundos do cruzamento entre zebuinos e taurinos,
unem a adaptagédo ambiental do gado zebu e a produtividade do Bos taurus.

O peso dos bezerros ao desmame constitui um critério consagrado para julgar
a habilidade materna das vacas, uma vez que o0 mesmo é, em parte, reflexo direto
da producéo de leite das mesmas (MENDONCA et al., 2002). Trabalhos como o de
Oliveira et al. (2007) estudando o desempenho de bezerros de vacas Nelore e
cruzas com Simental e Limousin, perceberam um desempenho superior dos
bezerros cruzas no peso ao desmame aos 210 dias com médias de 138,8, 187,1,
175,5 Kg respectivamente. Estes resultados demonstram o ganho obtido com a
heterose no desempenho das matrizes para a caracteristica habilidade materna. Da
mesma forma, diferentes proporcées raciais em cruzamentos envolvendo as
mesmas ragas tem influéncia no desempenho das matrizes. Estudando duas
composic¢des raciais de vacas de corte, Fagundes et al. (2004), observaram que a
composicao racial da mée influencia significativamente o ganho diario médio e peso
a desmama dos bezerros, uma vez que bezerros filhos de vacas %2 Nelore %
Hereford e ¥4 Nelore % Hereford tiveram um GDM de 799 gramas e 727 gramas
respectivamente, e um peso a desmama de 211,5 Kg e 193,12 Kg.

Ao utilizar matrizes com maior potencial genético para producédo de leite,
necessario considerar as condicdes nutricionais locais para nao prejudicar
caracteristicas relacionadas a eficiéncia reprodutiva (OLIVEIRA et al., 2007). A
producdo leiteira esta relacionada aos eventos metabdlicos do BEN no pdésparto
recente, com impacto negativo na reproducdo, de acordo com a intensidade do
desbalanco energético (LUCY, 2000; 2003). Daley et al. (1987) verificaram que
vacas cruzas produziam mais leite, 0 que ocasionou um maior desgaste destas no
pds-parto, por consequéncia um maior periodo de anestro pés-parto. Alencar (1987),
estudando vacas Canchim (Nelore x Charolés) e Nelore também encontraram
tendéncias de efeito negativo da producdo de leite sobre a eficiéncia reprodutiva
pés-parto. Perotto et al. (2006), trabalhando com primiparas, relataram que cada
quilograma de aumento no peso do bezerro a desmama aumentou em 1,49 + 0,88
dias (P=0,09) o intervalo de partos que se sucedeu ao nascimento do respectivo
bezerro. Pode-se conjecturar que bezerros que ganharam mais peso no periodo pré-
desmama impuseram maior desgaste energético as maes, influenciando

negativamente a retomada de sua atividade reprodutiva apés o parto.
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Por outro lado, véarios estudos apontam melhores desempenhos reprodutivos
de vacas e novilhas cruzadas, quando comparadas a matrizes de racas puras
(GREGORY e CUNDIFF, 1980; NEGUSSIE et al., 1999; RESTLE et al., 1999;
ROSO e FRIES, 2000), ou ainda, melhores desempenhos leiteiros e reprodutivos em
conjunto (AZAMBUJA, 2013; CERDOTES et al., 2004). Tal afirmacdo pode estar
relacionada aos beneficios do vigor hibrido para caracteristicas reprodutivas (ROSO
e FRIES, 2000). A diversidade de resultados pode estar relacionada a interacfes
gendtipo ambiente, uma vez que determinados cruzamentos apresentam melhores
desempenhos reprodutivos em alguns ambientes, enquanto em outros, existem
incrementos significativos da heterose na producdo leiteira, com prejuizos a
reproducdo. Um terceiro cenario também pode ser identificado, onde vacas cruzadas
apresentam melhores desempenhos tanto na habilidade materna, quanto na
reproducdo. Tais eventos podem ser explicados por adaptacdo metabdlica e BEN
menos severo, em funcdo de maior adequacdo de um determinado genoétipo a

determinado ambiente de criacao.

3.2. Producado leiteira de vacas de corte

A producdo leiteira das matrizes € considerada de grande importancia no
sistema de producédo de bovinos de corte devido a correlagdo positiva existente com
0 peso ao desmame do bezerro. O crescimento dos bezerros e a lucratividade dos
sistemas de cria estdo altamente correlacionados com a producéo de leite da vaca
de corte, especialmente em ambientes nutricionais néo limitativos (BEAL e NOTTER,
1990; MILLER e WILTON., 1999). Estudos demonstram que até 40% das variacfes
no peso do bezerro ao desmame sdo atribuidos a producédo de leite da mae
(ALBUQUERQUE et al., 1993; ROBISON et al. 1978) e aos constituintes do leite
produzido (BROWN et al. 2001).

Em relacdo a curva de lactacdo, estudos citam a presenca de um pico de
lactacdo também em vacas de corte. Jenkins e Ferrell (1992) constataram a
ocorréncia de pico de lactagdo entre 8 e 11 semanas pésparto em vacas de corte
pertencentes a nove diferentes ragas, inclusive Angus e Hereford. O NRC (1996),

com base na reviséo de trabalhos dirigidos ao estudo da producéo de leite de vacas
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de corte de diferentes grupos genéticos, estabeleceu que o pico de producdo em
vacas de corte ocorre ao redor de 8,5 semanas de lactacdo. Por outro lado, Alencar
et al. (1988) observaram reducado linear da producdo de leite de acordo com o
periodo de lactacdo e ndo constatando existéncia de pico de lactacao.

Neste contexto, com relagéo a influéncia do gendétipo das vacas na producao
leiteira no pico de lactacdo, Albertini et al. (2007), estudando dois genotipos
cruzados, relataram producdo superior de vacas cruzadas Y2 Angus Y2 Nelore a
vacas cruzadas ¥ Nelore %2 Caracu. Ja no estudo de Oliveira et al. (2007), em vacas
Nelore, cruzadas Y2 Nelore % Simental e cruzadas % Nelore % Limousin,
encontrando producdo no pico de lactacdo de 5,0, 8,7 e 6,68 Kg respectivamente,
verificamos a superioridade de producdo no pico de lactacdo de vacas cruzadas em
relagdo a vacas puras, indicando possiveis graus e beneficios da heterose dos
cruzamentos para esta caracteristica (ROSO e FRIES, 2000).

No mesmo sentido, producdes médias diarias e totais de leite ao longo da
lactacdo, também sofrem influéncia de composicdes raciais e cruzamentos. Daley et
al. (1987) estudando vacas das ragas Hereford, Angus, Red Poll, Charolés, Brahman
e suas cruzas, obteviveram maior producao producéo para as cruzadas % Brahman
% Angus com média de 8,97 Kg/dia, enquanto a menor producdo média verificada
foi das vacas Hereford com 5,81 Kg/dia, durante 150 dias de lactacdo observados.
Brown et al. (2001) analisando a producédo de leite de matrizes das ragas Angus,
Brahman e sua cruza, encontrou uma média de 5,6 Kg/dia, 7,8 Kg/dia e 9,1 Kg/dia
respectivamente; em estudo semelhante Restle et al. (2005) analisando os primeiros
90 dias de lactacéo, de vacas das racas Charbles e Nelore e sua cruza, observaram
que vacas cruzadas F1 produziram em média 5,5 litros enquanto as puras Chardles
e Nelore produziram 3,98 e 3,72 litros, respectivamente. Finalmente, em estudo
recente, Albertini et al., (2015), encontraram producdo leiteira total ao longo da
lactacdo em vacas Angus x Nelore, Caracu x Nelore e Nelore, 1.001, 870 e 673 kg
respectivamente, destacando os efeitos da heterose para esta caracteristica. Além
disso, a composicao racial do bezerro também pode ter influéncia, Mendonca et al.
(2002), encontrou diferenca na producao de leite de vacas Hereford com bezerros
de grupos genéticos diferentes, onde vacas bezerros filhos de touros da raca Nelore
apresentaram producao de leite inferior aquelas que amamentavam bezerros filhos

de touros Angus.
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Outro parametro importante da lactacdo de vacas de corte, é sua persisténcia.
Persisténcia de lactacao é definida como o decréscimo linear diario na producéo de
leite entre o pico de lactacéo e producédo no dia da desmama (JENKINS et al., 2000),
Oou seja quanto maior a persisténcia de lactagdo menor a redugcédo da producao.
Daley et al. (1987) relatam que vacas de origem Bos indicus tem maior persisténcia
da lactacdo do que vacas Bos taurus. No mesmo sentido, Oliveira et al. (2007)
também encontrou uma persisténcia superior para vacas Nelore em relacdo a vacas
F1 Limousin-Nelore. E, finalmente, Albertini et al., (2015) verificaram que a curva de
lactagéo de vacas Nelore demonstrou uma taxa muito mais lenta de diminuicdo na
secrecdo de leite em comparacdo com vacas cruzadas Angus X Nelore e Caracu X
Nelore.

Além da quantidade de leite produzida, sua composicdo também é
importante. Os constituintes do leite devem estar contidos em proporcdes
adequadas para um completo desenvolvimento inicial do bezerro (RESTLE et al.,
2003). A qualidade do leite é influenciada por fatores ambientais (principalmente
alimentacdo) (SENNA, 1996), periodo da lactacdo (inicio, meio e fim) (RESTLE et
al., 2003), além dos fatores genéticos (ALBUQUERQUE et al., 1993; RIBEIRO et al.,
1991; SENNA, 1996). Brown et al. (2001) avaliarando vacas Angus, Brahman,
Angus x Brahman e Brahman x Angus cruzadas com reprodutores da raca Hereford,
encontraram resultados que demonstraram que a melhora no desempenho de
producdo e teor de proteina e gordura no leite estdo associados com o melhor
desempenho pré-desmama dos bezerros nas racas de corte.

De maneira geral, existe uma correlacdo negativa da producéo leiteira com a
concentracdo dos componentes do leite (MELTON et al., 1967). Com relacédo a
influéncia da composic¢éo racial das vacas nos percentuais de gordura, Restle et al.
(2003) verificaram que vacas Charolés apresentaram leite com teor de gordura
superior a vacas Nelore; destacando a menor producéo leiteira das primeiras.
Enquanto Cerdétes et al. (2004) ndo observaram influéncia significativa das racas
Charolés e Nelore, sendo o valor médio observado de 3,47%, de acordo com 0s
dados do NRC (1996) (entre 2,79 e 5,27%).

Com relagdo aos demais componentes, Daley et al. (1987) analisaram a
composicdo do leite de vacas Hereford, Angus x Hereford, Red-Poll x Hereford,

Brahman x Hereford e Brahman x Angus, ndo encontraram diferenca significativa no
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teor de proteina, que variou entre 3 e 3,3%, e também para teor de lactose que
variou entre 5 e 5,1%. Cerdotes et al. (2004) nao verificaram diferenca significativa
no teor de lactose no leite de vacas das raca Nelore, Charolés e cruzas entre si,
teores que situaram-se dentro dos limites do NRC (1996). Enquanto McMorris e
Wilton (1986), trabalhando com vacas Hereford e Simental, encontraram diferenca
significativa para este componente do leite entre as vacas destas racas, encontrando

5,47% e 4,94%, respectivamente.

3.3 Restabelecimento da func¢éo reprodutiva pés-parto

A fim de se atingir um maior sucesso na producédo de bovinos de corte, um
dos fatores que tem sido aperfeicoado é o melhor aproveitamento da capacidade
reprodutiva das vacas (YAVAS E WALTON, 2000).

Neste sentido, a ocorréncia do primeiro cio até os 45 dias pds-parto € um
passo importante para 0 sucesso reprodutivo das fémeas no ciclo reprodutivo que se
inicia. Mecanismos associados a obtencdo e, posterior, manutencao da competéncia
reprodutiva em vacas de corte no pos-parto resultam da integracéo funcional do eixo
hipotalamo-hipdéfise-ovarios (eixo reprodutivo) (HESS, 2005).

Desta forma, a parte cerebral do eixo reprodutivo € organizada de tal forma
que o hipotdlamo secreta o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no
sistema sanguineo porta-hipofisiario, que transporta o GnRH para a glandula
pituitaria anterior, onde a sintese e a secrecdo de hormdnio foliculo estimulante
(FSH) e hormdnio luteinizante (LH) € estimulada (SHORT et al., 1990; WEBB et al.,
2004). O crescimento e o desenvolvimento folicular inicial s&o estimulados pelo FSH.
A secrecdo tbnica de LH liberado em picos, em funcdo da liberacdo pulsatil de
GnRH, atua na maturacéo final do foliculo dominante. A producéo de estradiol pelos
foliculos ovarianos acaba atingindo um limiar que faz com que ocorra um pico de
GnRH e consequentemente, um pico de LH de grande amplitude, levando a
ovulacéo (LUCY et al., 1992; SHORT et al., 1990; WEBB et al., 2004).

Na sequéncia, o corpo luteo se forma logo apds a ovulacdo, comegando a
produzir progesterona (P4), que suprime a liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo. A

regressao do corpo luteo mediada pela liberacdo de prostaglandina (PGF2a) e o



23

declinio das concentra¢cbes sanguineas de P4 permitem que 0 processo se repita;
caso haja reconhecimento da prenhez, ocorre inibicdo continua deste ciclo durante
toda a prenhez, com a manutencdo do corpo lateo (INSKEEP, 2004; SCHILLO,
1992). Também atuando neste sentido, a producdo de grandes quantidades de
esteroides pela placenta, principalmente estradiol e P4, durante o final da prenhez,
exerce forte acado inibitoria sobre o hipotalamo, resultando em liberacdo diminuida de
GnRH (SHORT et al., 1990).

Por outro lado, a secrec¢do de esteroides durante a prenhez também diminui
as reservas hipofisiarias de LH (WETTEMANN et al., 2003). Na sequéncia, apds o
parto, as reservas pituitarias e os pulsos de liberacdo de LH sdo restabelecidos de
forma relativamente rapida (WILLIAMS, 1990). Entretanto a hipersensibilidade a
inibicdo do estradiol parece contribuir para a continuacdo do anestro pos-parto. E,
neste sentido, vacas com comprometimento nutricional parecem permanecer mais
sensiveis ao efeito inibitorio do estradiol (SHORT et al., 1990), podendo permanecer
aciclicas por tempo indeterminado devido a amplitude e frequéncia reduzidas dos
pulsos de secrec¢éo de LH.

Neste sentido, periodos mais longos de aciclicidade em vacas de corte sédo
atribuidos a lactacao, a presenca do bezerro e ao baixo escore de condic&o corporal
(MORAES, 2005; SHORT et al., 1990; WILLIAMS, 1990). Estes fatores envolvidos
na retomada da ciclicidade po6s-parto ainda ndo estdo totalmente esclarecidos e,
neste contexto, o tipico balanco energético negativo pos-parto estd associado a um
intervalo prolongado do parto a primeira ovulacéo (STAGG et al., 1998).

Corroborando esta afirmativa, a causa subjacente de anestro pds-parto
prolongado ndo é a falta de desenvolvimento do foliculo dominante (foliculos
reiniciam o crescimento durante os primeiros dez dias apds o parto), mas sim uma
falha de ovulacdo (DISKIN et al., 2003), devido a reduzida concentracdo de
metabdlitos e hormbnios que atuam diretamente sobre o crescimento e maturacao
folicular (BEAM e BUTLER, 1998).

O eixo somatotrofico (GH/ IGF-I) tem papel central no estado metabdlico e
forte conotacdo reprodutiva. As concentracdes séricas de IGF-I aumentaram entre a
22 e 102 semana em vacas de corte que apresentaram estro no inicio do pds-parto,
mas nao em vacas que permaneceram em anestro (ROBERTS et al., 1997). Desta

forma, esforcos vém sendo feitos para o estudo das caracteristicas metabdlicas do
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inicio do pos-parto em vacas de corte e suas relacbes com 0s eventos do eixo

hipotalamo-hipdéfise-ovarios no restabelecimento da funcao reprodutiva.

3.4 Caracteristicas metabdlicas do periodo de transi¢cdo e sua repercussao

reprodutiva

O retorno a atividade ovariana e a concepg¢do em menos de 100 dias apos o
parto sdo essenciais para a lucratividade de um sistema pecuario, seja de corte ou
leite. Em vacas no terco final da gestacdo e inicio da lactacdo as demandas
energéticas aumentam muito, e ultrapassam a capacidade e/ou disponibilidade de
alimento, fazendo com que a mesma entre em balango energético negativo (BEN)
(BAUMAN e CURRIE, 1980).

Neste contexto, durante o periodo de transicdo de gestante a lactante, vacas
apresentam hormonios e metabdlitos alterados (WATHES et al., 2007).
Concentracdes sanguineas de acidos graxos nao esterificados (AGNE) e beta-
hidroxibutirato (BHB) aumentam, enquanto as de IGF-l e insulina estdo baixas
(BELL, 1995; BUTLER, 2003; DOUGLAS et al., 2006). Apesar de todos estes
metabdlitos e hormdnios terem importancia para a relacdo entre metabolismo e
reproducao, as alteractes ligadas ao eixo somatotrofico (GH e IGF-1), tem grande
repercussao metabdlica e parecem ter um papel central nos eventos do periodo de
transicdo e posterior retorno a atividade reprodutiva (BEAM e BUTLER, 1998;
BUTLER, 1998; 2003; LUCY, 2000; 2003; WEBB et al., 1999).

Desta forma, logo apds o parto, devido ao inicio da lactacdo, vacas tem uma
reducao dréastica no nivel sanguineo de insulina, devido a drenagem de glicose pela
glandula mamaria para a sintese de lactose (BUTLER, 2003). Esta reducdo no nivel
de insulina leva a uma reducao na expressao hepatica do receptor do GH (GHR),
especialmente GHR 1A (BUTLER, 2003). O GHR modula a sintese de IGF-I sob
controle de GH (JONES e CLEMMONS, 1995), e é presente em maior abundancia
no figado (BORNFELDT et al., 1989). Como o IGF-l € produzido em resposta a
ativacdo do GHR pelo GH, nesta situacdo ha uma dissociacdo do eixo somatotrofico,
pois com a reducdo do GHR ha uma redugcdo na expressdo hepética e nivel

circulante de IGF-I (FENWICK et al., 2008). Como consequéncia da reducgéo do nivel
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de IGF-I, a inibicdo realizada pelo IGF-I na secrecdo de GH é diminuido também
(MULLER et al., 1999) e hd um aumento no nivel circulante de GH (BUTLER, 2003).
Esta elevacdo do nivel de GH associada a resisténcia do tecido adiposo a acgao
antilipolitica da insulina é benéfica para a producéo de leite, pois estimula a lipdlise e
aumenta a disponibilidade de nutrientes para a sintese de leite pela glandula
mamaria (BELL, 1995). Por outro lado, devido ao aumento da lipélise, neste periodo
logo apos o parto hd um aumento nos niveis de AGNEs e perda do escore de
condigéo corporal (DOUGLAS et al., 2006).

O IGF-I circulante tem papel fundamental na reproducéo. O nivel sanguineo
de IGF-I est4 relacionado a idade ao primeiro parto (YIMAZ et al., 2006), retorno a
atividade ovariana pos-parto (BUTLER et al.,, 2006) e sobrevivéncia embrionaria
(VELAZQUEZ et al., 2005). Além disso, atua no crescimento e diferenciacdo de
foliculos antrais (RIVERA e FORTUNE, 2003). Neste sentido a queda do nivel de
IGF-I no periodo pos-parto leva a um atraso no desenvolvimento de foliculos antrais
e, consequentemente, da ovulacdo. Varios trabalhos demonstram que vacas que
ovulam o foliculo dominante da primeira onda pos-parto tem maiores niveis
sanguineos de IGF-I do que vacas anovulatérias (BUTLER et al.,, 2006,
KAWASHIMA et al., 2007). O IGF-I funciona como um modulador da acdo de
gonadotrofinas, na teca e na granulosa, como estimulante da proliferacdo e
diferenciacéao celular (ARMSTRONG e WEBB, 1997) e reduzindo a atresia folicular
(EL-ROEIY et al., 1994).

No mesmo sentido, a insulina, também tem funcdes importantes na
reproducdo, sendo responsavel por mediar o transporte da glicose para dentro das
células (SALES, 2011). Dessa forma, semelhante a glicose, a insulina tem papel
importante no metabolismo energético celular (LAWRENCE et al., 2007). Além disso,
a insulina apresenta efeitos anti-cetogénicos que podem interferir positivamente na
eficiéncia reprodutiva durante o BEN. A insulina reduz a oxidacdo de AGNEs pelo
figado, inibe a lipdlise, aumenta a utilizagdo de corpos cetdnicos em tecidos
periféricos e diminui tanto a disponibilidade de substrato como a atividade de
enzimas hepaticas responsaveis pela cetogénese (BROCKMAN e LAARVELD,
1986). Neste contexto, a insulina tem influéncia sobre, além dos niveis de GH e IGF-
I, os niveis dos metabdlitos glicose, AGNE e BHB, os quais estdo correlacionados

com o desempenho reprodutivo.
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Por outro lado, a grande mobilizacdo das reservas corporais de tecido
adiposo requer a oxidacdo de AGNE no figado (CHILLIARD et al., 1998). Em
conquéncia a isto, quando a producdo de AGNE supera a capacidade hepatica de
oxida-los, ocorre a formacao de corpos cetbnicos, dentre 0s quais se destaca o beta-
Hidroxibutirato (SMITH et al., 1997). Leroy et al. (2004) verificaram que a
composicdo do fluido folicular de vacas leiteiras esta diretamente relacionada aos
niveis séricos dos metabdlitos durante o pos-parto. Desta forma, o aumento de BHB
e AGNE séricos durante o inicio do pds-parto pode interferir negativamente na
qualidade do ovdcito, induzindo apoptose e necrose das células da granulosa
(LEROY et al., 2004; LERQY et al., 2005), contribuindo também, como um dos
fatores que prejudicam a fertilidade de vacas durante o inicio de lactacdo (LEROY et
al., 2008).

3.5 Utilizac&o de Inteligéncia computacional em sistemas bioldgicos

A Inteligéncia Computacional (IC) pode ser conceituada como 0 ramo da
ciéncia da computacdo que se preocupa com a automatizacdo do comportamento
inteligente. Atualmente, a area de IC engloba uma ampla variedade de sub-campos,
dentre eles, uma das mais férteis areas de pesquisa é a que se preocupa com a
construcdo de sistemas de alto desempenho, capazes de aprender através da
experiéncia e obter conhecimento a partir de bancos de dados (CAMARGO, 2010).

Neste contexto, a complexidade inerente a todos 0s processos bioldgicos
dificulta sua plena compreensao, principalmente se for utilizada uma abordagem
holistica baseada na analise de grandes quantidades de dados, seja por
especialistas de dominio humanos, seja por técnicas estatisticas convencionais. Por
outro lado, nos dias atuais, um dos grandes impulsos para o desenvolvimento da
computacdo é o projeto de modelos algoritmicos com a finalidade de tratar
problemas de analise de dados complexos (ENGELBRECHT, 2007). Como
consequéncia deste desenvolvimento, a literatura tem relatado muitos casos de
sucesso através da modelagem de inteligéncia biolégica e natural, nas mais
variadas areas de conhecimento, resultando no que se convencionou chamar de

"Sistemas Inteligentes".
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Como exemplo bem sucedido da aplicacdo de sistemas inteligentes em
problemas da area biologica, para analise de grandes quantidades de dados, pode
ser citada a aplicacdo de redes neurais para detectar padrbes de alteractes
metabdlicas envolvidas na ocorréncia de mastite (CAMPOS, 2006). Outro exemplo é
a utilizacdo técnicas de clustering para identificar os genes diferencialmente
expressos em laranjas infectadas por duas bactérias diferentes (BRETON et al.,
2014). As mesmas técnicas foram utilizadas com sucesso para identificar genes com
niveis de expressdo similares em diferentes espécies de eucalipto, sob diferentes
condigcbes ambientais (OLIVEIRA et al.,, 2011). No mesmo sentido, abordagens
inteligentes baseadas em regras de associacdo também foram utilizadas com
sucesso para modelar a especificidade da protease do Virus HIV-1 (CAMARGO e
ENGEL, 2006; KECMAN, 2001; KONAR 2000).

Segundo Konar (2000), ha quatro diferentes classes de aprendizado de
maquina: aprendizado supervisionado, aprendizado ndo supervisionado,
aprendizado por reforco e aprendizado por programacdo em logica indutiva.
Dependendo do valor a ser predito o aprendizado supervisionado pode ser de dois
tipos: regressdo quando os valores de saida sdo continuos, e classificagdo quando
os valores de saida sao discretos (KECMAN, 2001). Durante o processo de
treinamento, as amostras sdo sucessivamente submetidas ao algoritmo de
aprendizado. Para cada amostra de entrada, o algoritmo tenta predizer a saida. A
saida predita pelo algoritmo é comparada com a saida real, a diferenca entre elas é
utilizada para reajustar os parametros do modelo. Desta forma, o algoritmo
iterativamente ajusta seus parametros para criar um modelo que faca um
mapeamento das entradas para a saida (CAMARGO et al., 2015). Apds 0 processo
de aprendizado supervisionado, € criado um modelo que pode ser utilizado para
simular o conhecimento do especialista do dominio.

Neste contexto, quando da utilizacdo de técnicas de classificacdo, que estédo
inseridas no escopo do aprendizado supervisionado, podem ser priorizadas a
construcdo de modelos do tipo caixa branca, onde se enquadram os algoritmos de
geracdo de regras ou arvores de decisdo (CAMARGO et al., 2015). Apesar de estes
modelos serem lineares e, tipicamente, terem uma capacidade preditiva menor que
modelos n&o lineares, sua maior vantagem é a geracdo de modelos interpretaveis
(CAMARGO, 2002).
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Para avaliacdo dos modelos construidos, podem ser utilizadas técnicas como
10-fold cross validation para assegurar a correta mensuracdo da capacidade
preditiva dos modelos. Esta técnica € particularmente UGtil quando o conjunto de
dados de treinamento é pequeno, ou quando a quantidade de parametros do modelo
é grande (KOHAVI, 1995).

A partir destas premissas, para geracdo de arvores de decisdo, podem ser
utilizados algoritmos como J48 (QUINLAN, 1993). Este algoritmo classifica
instancias ordenando-as da raiz da é&rvore em direcdo a suas folhas. As
caracteristicas mais relevantes posicionam-se mais perto da raiz da arvore. A
medida que a relevancia da caracteristica diminui, esta caracteristica € posicionada
mais longe da raiz e mais préxima as folhas (MITCHELL, 1997). Para qualquer
problema de classificacdo, podem ser geradas diversas arvores de decisdo que o
explicam. Cada arvore possui um nivel de complexidade, diretamente proporcional a
sua quantidade de nodos, e um nivel de precisdo, diretamente proporcional a
guantidade de instancias que sdo corretamente classificadas (CAMARGO et al.,
2015).

De acordo com o principio cientifico do reducionismo (SCOTT, 2004),
havendo diversas explicacdes aceitas para um determinado fenbmeno, aquelas mais
complexas devem ser preteridas em favor das mais simples, que sdo mais
facilmente verificaveis. Este principio também é conhecido por lei da parcimbnia ou

navalha de Occam (Oreskes et al., 1994).

3.6 Sequenciamento de RNA e transcriptomica

RNA-seq é uma técnica relativamente nova que pode ser utilizada para
analisar as alteracbes na expressdao dos genes em todo o transcriptoma
(MORTAZAVI et al., 2008; WANG et al., 2009) e vem sendo aplicado em um
crescente numero de organismos (HUANG E KHATIB, 2010).

A tecnologia de sequenciamento de proxima geracado (NGS — Next Generation
Sequencing) trouxe grandes mudancas na gendmica. Caracterizada por produzir
milhdes de pequenas sequéncias com custo reduzido por base sequenciada, o

sequenciamento de préxima geragdo € um dos principais responséaveis pela grande
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qguantidade de informagbes geradas e utilizadas atualmente em pesquisas e
diagnosticos (BAI et al., 2012; NAGAI, 2014).

Neste contexto, o NGS emergiu como uma importante ferramenta para
estudos de transcriptomica, dada sua precisdo na quantificacdo de transcritos
(WANG et al.,, 2009). Dentre as técnicas que utilizam NGS, o sequenciamento de
RNA (RNA-Seq) demonstra vantagens em comparacdo com as andlises de
microarranjos, ferramentas amplamente utilizadas até entdo (MORTAZAVI et al.,
2008).

Andlises de microarranjos dependem de anotacdes de genomas existentes e
requerem uma variedade especializada de sondas com base na informacéo obtida a
partir de outros métodos, tais como sequenciamento, a fim de detectar os
mecanismos mais complexos na expressao de genes, como, por exemplo, splicing
alternativo (HUANG E KHATIB, 2010). Além disso, foram determinados graus de
insensibilidade de plataformas de microarranjos na deteccdo de expressao
diferencial de certos genes metabolicamente importantes (McCARTHY et al., 2010).
Foi atribuido ao PCR em tempo real a capacidade de detectar alteracbes na
expressdo de genes hepaticos que a analise de microarranjos ndo conseguiu
detectar em vacas em BEN (MCCARTHY et al., 2010). Isto enfatiza a necessidade

de uma técnica mais sensivel para analise de todo transcriptoma.

Por outro lado, RNA-Seq possibilita a obtencdo do perfil de expressao dos
genes a partir de uma amostra de RNA e a identificagdo de novos transcritos e
regides regulatérias com consideravel sensibilidade e precisdo (NOOKAEW et al.,
2012; OSHLACK et al., 2010). Esta tecnologia tem vantagens distintas sobre
microarranjos, incluindo a deteccao sensivel de todos 0s genes expressos, sem a
necessidade de se gerar uma matriz de sondas com base na sequéncia conhecida,
praticamente nenhum ruido de fundo e uma gama dindmica muito mais elevada.
Além disso, levou a descoberta de transcritos anteriormente ndo identificados, tais
como a recente descoberta do RNA potenciador, uma nova espécie de RNA (KIM et
al., 2010), splicing alternativo (SULTAN et al., 2008), polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) (CANOVAS et al., 2010), fusbBes transcricionais e transcritos
qguiméricos (MAHER et al., 2009), podendo serem detectados sem a necessidade de

construir uma matriz de sondas.
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Compreender o processo de transcricdo dos genes € essencial para
interpretacdo dos elementos funcionais do genoma (WANG et al., 2009). Porém, a
maior dificuldade atualmente em lidar com uma grande quantidade de dados é
extrair o significado biolégico (ROBINSON et al.,, 2010). Ao contrario dos
microarranjos, as ferramentas de bioinformatica para os dados de RNA-seq sao
medianamente recentes (OSHLACK et al., 2010; GARBER et al., 2011). Em parte
por esta razdo, ha poucos relatos sobre o uso de RNA-seq para identificacdo de
genes diferencialmente expressos entre grupos de animais de diferentes condi¢des
fisiolégicas e/ou metabdlicas, e até o momento, escassos trabalhos em bovinos.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a produgcéo e a composicao leiteira de vacas de
corte de diferentes composicdes raciais, € 0 peso ajustado aos 210 dias dos
bezerros até o desmame. Foram utilizados 320 registros de vacas com idade entre 3
e 6 anos, de oito composicdes raciais, sendo 45 da raca Angus (ANAN), 26 da raca
Hereford (HHHH), 16 da raca Nelore (NENE), 57 do cruzamento % Angus %
Hereford (ANHH), 27 do cruzamento % Hereford % Angus (HHAN), 53 do
cruzamento Y2 Angus Y2 Nelore (ANNE), 30 do cruzamento Y2 Nelore Y2 Angus
(NEAN) e 66 do cruzamento % Angus % Caracu (ANCR). Estas vacas foram
acasaladas com touros Brangus (BN) ou Braford (BO) e criadas em condi¢cOes de
pastejo extensivo no sul do Brasil. As producdes de leite foram obtidas através da
utilizacdo de dois métodos, diferenca dos pesos dos bezerros antes e apos a

amamentacao (indireto) (PMP) e, realizado por meio de ordenha mecanica (OM)
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(direto). Curvas de lactacdo foram estimadas e utilizadas para obter as seguintes
caracteristicas: Producéo no pico de lactacédo (PP), semana do pico (PS), producao
total em 210 dias de lactacdo (PT210) e persisténcia de lactacdo (PERS), que foram
correlacionadas com o peso ao desmame dos bezerros ajustado para 210 dias
(PD210). A técnica de OM foi considerada mais precisa em funcdo do menor erro
padrdo das médias estimadas, maior poder estatistico e maior correlacdo de PT210
com PD210 (r = 0,45) em relacdo ao PMP (0,23). Com relacdo a PT210, vacas
ANNE foram as mais produtivas, mas nao diferiram das NEAN, HHAN e ANCR.
Vacas NENE apresentaram as produgcbes mais baixas, apesar de nao diferir
significativamente das vacas HHHH, ANAN e ANHH. Vacas HHAN e ANCR tiveram
PP superiores as vacas ANAN, ANHH e NENE, enquanto vacas ANNE e NEAN
tiveram PP superior as ANAN e NENE, no entanto ndo diferindo das demais
composicdes raciais. Vacas ANCR apresentaram menor PERS quando comparadas
a vacas ANAN. Bezerros filhos de vacas ANCR, ANNE e NEAN apresentaram-se
mais pesados que os filhos de vacas ANAN, ANHH, HHHH e NENE ao desmame,
nao diferindo dos de vacas HHAN, que por sua vez, também apresentaram bezerros
mais pesados que os de vacas HHHH. Vacas ANNE, NEAN, ANCR e HHHH
apresentaram teores de gordura superiores que vacas ANAN. Com relacdo aos
dados de proteina, vacas NENE e HHHH, demostraram superioridade em relacao as
vacas ANAN, ANHH, HHAN, ANNE. Ja para os teores de lactose, vacas ANNE e
NEAN mostraram niveis superiores a todos os demais gendétipos. Por fim, para
sélidos totais, vacas ANNE, NEAN, HHHH e NENE mostraram concentracdes
superiores ANAN e HHAN. A utilizagdo do cruzamento entre racas com maior
distanciamento genético se mostrou um boa alternativa para incrementar 0s
parametros relacionados a producéo leiteira em vacas de corte, bem como, 0 peso
dos terneiros ao desmame.

PALAVRAS-CHAVE: Bovinos de corte, cruzamentos, curva de lactacdo, peso a

desmama, producéo de leite.
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Introducéo

A producdo leiteira das matrizes tem grande importancia no sistema de
producdo de bovinos de corte devido a correlacdo positiva existente com o peso ao
desmame do bezerro. Estudos demonstram que até 40% das variacbes no peso do
bezerro ao desmame sdo atribuidos a producdo de leite da mae (ROBISON et al.
1978; ALBUQUERQUE et al., 1993) e aos constituintes do leite produzido (BROWN
et al. 2001).

Existem duas classes de fatores que afetam a producéo de leite das matrizes
e, como consequéncia, o desempenho do bezerro: fatores ambientais e genéticos.
Quanto aos fatores ambientais, os mais importantes séo: a idade da vaca ao parto, o
ano, o momento do parto na estacdo de paricdo e principalmente o nivel nutricional
aos quais os animais sdo submetidos (BROWN et al., 2001; RIBEIRO et al. 1991).
Entre os fatores ndo ambientais ou genéticos, destaca-se a composicdo racial das

vacas, geralmente expressa em termos de grau de sangue ou grupo genético.

Na busca por matrizes mais produtivas e eficientes, alguns estudos utilizaram
0 cruzamento entre racas, visando obter os beneficios da heterose e
complementaridade, obtendo resultados satisfatérios em relagdo a producao leiteira
de vacas de corte. Verificou-se que a heterose influenciou a producdo de leite
(CUNDIFF et al., 1974, BROWN et al., 2001;RESTLE et al., 2005) e que os bezerros
filhos de vacas cruzadas sdo normalmente mais pesados ao desmame (RIBEIRO et
al., 2001, CALEGARE et al., 2007).

Brown et al. (2001) ressalvam que ndo apenas a quantidade de leite
produzida é importante, mas também a qualidade deste leite, ou seja, se o0s
nutrientes que compde este alimento estdo em propor¢cdes adequadas para um
completo desenvolvimento inicial do bezerro. A composicdo do leite pode ser
influenciada pela composicéo racial da vaca, estagio da lactacao e nivel alimentar ao

gual a vaca esta submetida (HOLLOWAY et al., 1985; BROWN et al., 2001).

Tendo em vista a importancia que possui a producédo de leite de bovinos de
corte, faz-se essencial mensurar a producao leiteira destas vacas, contudo, esta
estimacdo apresenta algumas dificuldades, principalmente quando criadas

exclusivamente em regime de pastejo. Neste contexto, duas técnicas sdo as mais
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utilizadas: a diferenca do peso dos bezerros antes e apés a amamentacao (ROVIRA,
1974) ou a mensuracdo direta por meio de ordenha mecéanica ou manual. Visto a
importancia de uma estimativa mais acurada possivel da producao individual de
cada vaca, faz-se necessaria a comparagdo das estimativas obtidas com cada
método.

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a producédo e a
composicdo nutricional do leite de vacas de corte de oito composicOes raciais
(Angus, Hereford, Nelore, Angus x Hereford, Hereford x Angus, Angus X Nelore,
Nelore x Angus e Angus x Caracu), sob pastoreio continuo em campo natural, além

de avaliar o peso ajustado aos 210 dias dos bezerros até ao desmame.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Centro de Pesquisa de Pecuaria dos campos sul-
brasileiros (CPPSul), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),

situada no municipio de Bagé, Regido da Campanha, RS.

Foram utilizados 320 registros de vacas com idade entre 3 e 6 anos, de oito
composicdes raciais, sendo 45 da raca Angus (ANAN), 26 da raca Hereford (HHHH),
16 da raca Nelore (NENE), 57 do cruzamento %2 Angus % Hereford (ANHH), 27 do
cruzamento 2 Hereford Y2 Angus (HHAN), 53 do cruzamento % Angus % Nelore
(ANNE), 30 do cruzamento %2 Nelore ¥2 Angus (NEAN) e 66 do cruzamento % Angus
Y% Caracu (ANCR).

Em relacdo a ordem do parto as vacas foram divididas em oito classes, onde:
3.1 sao vacas de 3 anos com a primeira cria, 4.1 sdo vacas de 4 anos com a
primeira cria, 4.2 s&o vacas de 4 anos com a segunda cria e 4.18 s&o vacas de 4
anos com a segunda cria, mas tiveram a primeira cria aos dezoito meses, 5.2 séo
vacas de 5 anos com a segunda cria, 5.3 sdo vacas de 5 anos com a terceira cria,
6.3 sdo vacas de 6 anos com a terceira cria e 6.4 sdo vacas de 6 anos com a quarta

cria.

Estas vacas foram divididas ao acaso dentro apenas de composigéo racial em

dois lotes e acasaladas com touros das racas Brangus (BN) e Braford (BO) em
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dezembro de 2009/2010/2011. Foi inicialmente realizada inseminacao artificial em
tempo fixo, utilizando-se sémen de seis touros Brangus e cinco touros Braford e, em
seguida, um repasse de monta natural que durou 75 dias com dois touros Braford e
dois Brangus em cada lote. O periodo de paricéo foi entre os meses de setembro e
dezembro de 2010, 2011 e 2012, ocorrendo o desmame de todos 0s bezerros em
maio de 2011, 2012 e 2013 respectivamente.

As producdes de leite foram obtidas através da utilizacdo de dois métodos,
diferenca dos pesos dos bezerros antes e ap6s a amamentacao (indireto) (PMP)
(ROVIRA, 1974) e realizado através de ordenha mecéanica (OM) (direto).

Na realizacdo do método da diferenca de pesos do bezerro antes e apos
amamentacdo, foram feitas 10 medicOes realizadas em intervalos de 21 dias,
culminando no desmame. No dia anterior a avaliagdo, as 13h, os bezerros foram
separados das vacas e as 19h, foram reunidos com as maes durante 45 minutos
para mamar e esgotar o leite das glandulas mamarias. Em seguida as vacas foram
separadas dos bezerros até a manhd seguinte, sendo colocadas em um potreiro
com agua e pasto. Na manha seguinte as 7h, os bezerros foram pesados em jejum,
colocados para mamar por 45 min e posteriormente pesados novamente. A
diferenca entre os pesos dos bezerros antes e apds a amamentacéo foi considerada
a producdao de leite em 12h, que multiplicada por dois foi utilizada como a estimativa
para o periodo de 24h. Para as pesagens foi utilizada balanca eletrbnica da marca
Tru-test®, com capacidade maxima de 1500 Kg e precisdo de 100g e, para minimizar
erros decorrentes da excrecdo de fezes e de urina entre as duas pesagens, se

realizaram as pesagens no menor tempo possivel.

A técnica de avaliacdo direta realizada pelo método de ordenha mecanica foi
realizada em trés diferentes periodos da lactacéo inicio (40-60 dias), meio (90-110
dias) e fim (180-210). No dia anterior a ordenha, foi realizado o mesmo manejo de
guando se fez a analise através da diferenca de peso pré e pés-mamada. No dia
seguinte, as 7h, iniciava-se a ordenha no tronco de contengdo com aplicagéo de 3mi
de ocitocina via intravenosa, a fim de facilitar a liberagédo do leite. Apos o Ubere ser
lavado e massageado, realizava-se a ordenha até que ocorresse o esgotamento do
Ubere, processo que durava em torno de sete minutos, realizado por ordenhadeira

movel AT BVF 200 da Fockink®. As vacas foram subdivididas de acordo com sua
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data de paricdo em lotes ao redor de 22 animais. A equacao utilizada para estimar a

producao de leite em 24 horas foi a proposta por Restle et al. (2003).

_ (POM) = 60 min* 24h

PL TMO ’

Onde PL: producéo estimada para as 24 horas no dia da ordenha em Kg/dia; POM:
€ a producao obtida com a ordenha mecéanica e TMO: € 0 tempo em minutos entre a

ultima mamada e a ordenha.

Posteriormente a ordenha, foram coletadas amostras de aproximadamente
100 mL, que foram enviadas ao laboratério para determinacdo da percentagem de
gordura, lactose, extrato seco total e extrato seco desengordurado (ESD) do leite e
contagem de células somaticas. Alguns trabalhos indicam que o teor de gordura é
afetado ainda pela idade da vaca e época do parto, razbes pelas quais as producdes
de leite com porcentagens variaveis de gordura foram ajustadas para o padrdo, que
€ de 4% na maioria dos paises. Faz-se esta corre¢cdo empregando a equacao de
Gaines-Davidson (1925):

PLG = 0,4+PL+ 0,15 * PL * %G,

em que: PLG = producao de leite corrigida para 4% de gordura; PL = producédo de

leite no dia da ordenha (Kg/dia) e %G = porcentagem de gordura do leite.

Para uma maior precisdo nas andlises de producédo de leite, dados de vacas
gue nao realizaram todas as avaliacbes e vacas que tiveram concentracbes de
gordura consideradas fora do padrdao (<1 ou >7%) foram desprezados, resultando
num descarte de cinco vacas ANAN, duas ANCR, nove ANHH, dez ANNE, cinco
HHHH, trés NENE, trés HHAN e trés NEAN.

Nas andlises referentes a producdo de leite, inicialmente, foram ajustadas
curvas individuais de lactacdo para as vacas das oito composi¢cdes raciais,

utilizando-se 0 modelo proposto por Jenkins e Ferrell (1984):
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PLio, = ——=
(5) ae®s

em que PL) = producdo de leite em 24 horas na semana S do poés-parto; a =
parametro de escala da curva; k = parametro da forma da curva, que indica

persisténcia de lactacdo; S = tempo de lactagdo em semanas.

As estimativas dos parametros a e k foram utilizadas, conforme Jenkins e
Ferrell (1984), para calcular trés valores descritivos caracteristicos da curva de

lactacéo:

SP= ()
PP =(—);

PT210 = =« (Se™* +

1 1
ke kS - E)’

em que: SP = semana do pico de lactacdo; PP = produgcdo no momento do pico de

lactacdo; PT210 = producéo total em 210 dias de lactacéo.

A persisténcia de lactacdo (PERS) foi definida como o decréscimo linear
diario na producédo de leite entre as épocas do pico de lactacao (PP) e da desmama
(JENKINS et al., 2000):

(PP — PF)
PERS = =———=+1000,

onde, PP = producdo no momento do pico de lactacdo; PF = producao no ultimo dia

de lactacdo e D = numero de dias entre o pico de lactacdo e o final da lactacéo.

Os parametros a e k, bem como as demais variaveis derivadas da curva de
lactagdo, para cada vaca foram considerados variaveis dependentes, sendo

analisadas pelo delineamento completamente casualizado utilizando-se o PROC
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GLM do SAS (2008). O modelo estatistico utilizado para representar uma
observacéo foi:

Vijemn = M+ G+ S;+ M+ OP, + RT, + e .

em que: Yjmn = Uma variavel resposta derivada da curva de lactacdo; m = média
geral; G; = efeito da composicdo racial da vaca (ANAN, ANCR, ANHH, ANNE,
HHAN, NEAN, NENE, HHHH); S; = efeito sexo do bezerro (M,F); My = efeito época
de paricdo (Inicio/ fim); OP, = efeito da classe da ordem do parto
(3.1,4.1,4.18,4.2,5.2,5.3,6.3,6.4); RT, = efeito raga do touro (BO,BN); €jxmn = €rro
experimental.

Os constituintes nutritivos do leite foram analisados pelo delineamento de
medidas repetidas, utilizando-se o PROC MIXED do SAS (2008). O modelo
estatistico utilizado foi:

Yiiemnop = M+ G+ 5;+ M, + OF, + RT, + F,+ GP;, +V,(G:) + € 1mnop

em que: Yikmnop = UMa variavel resposta da composi¢ao nutritiva do leite; m = media
geral, Gi = efeito da composicao racial da vaca
(ANAN,ANCR,ANHH,ANNE,HHHH,HHAN,NENE,NEAN); S; = efeito sexo do bezerro
(M,F); M = efeito época de pari¢cao (Inicio/ fim); OP, = efeito da classe da ordem do
parto (3.1,4.1,4.18,4.2,5.2,5.3,6.3,6.4); RT,, = efeito raca do touro (BO,BN); P, =
efeito do periodo de lactacdo (INICIO,MEIO,FIM); GP,, = efeito da interacéo entre
composicao racial e periodo de lactagéo; V(G;i) = efeito aleatério da vaca dentro da
composigao racial; ejkmnop = €rro experimental.

Para a comparacdo de médias, foi utilizado o teste de Tukey, em nivel de
significancia de 0,05.

Correlacbes parciais entre as medidas livres dos efeitos no modelo
(composicgéao racial, ordem de parto, sexo do bezerro, etc.), foram obtidas por meio
de analise de variancia multivariada (MANOVA), utilizando o Procedimento GLM
(SAS, 2008).
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Resultados e discussao

Curva de lactacéo e producéo leiteira

Os parametros da curva de lactacdo foram afetados significativamente
(P<0,05) pela composicao racial das vacas (Tabela 1). Neste trabalho a curva de
lactacdo obtida através da metodologia de OM (Figura 1) ressalta maior diferenca
entre os gendtipos analisados, diferentemente da curva de lactacdo da PMP (Figura
2) onde apesar de nédo haver contradicbes, ndo séo tao evidentes as diferencas

entre composicoes raciais.

Producdes totais em 210 dias de lactacdo estimada com dados da OM
sofreram influéncia significativa (P<0,05) do gendtipo da vaca lactante (Tabela 1),
onde vacas ANNE foram as mais produtivas, mas nao diferiram das NEAN, HHAN e
ANCR com producbes médias estimadas de 6,2, 5,97, 593 e 5,86 Kg/dia,
respectivamente, durante todo o periodo de lactacdo. Vacas NENE apresentaram as
producbes mais baixas durante os 210 dias de lactacdo com média diaria de 4,61
Kg, apesar de nao diferir significativamente das vacas HHHH, ANAN e ANHH que

produziram em média 4,67, 4,79 e 4,84 Kg/dia, respectivamente.

Albertini et al. (2007) verificaram diferenca significativa entre as médias de
vacas ANNE e F1 Nelore Caracu (NECR) obtidas pela analise da OM, encontrando
producao total de leite corrigido para 4% de gordura (PLG) de 1563 Kg e 1375 Kg
respectivamente, resultados bem superiores aos relatados neste trabalho. Por outro
lado, Ribeiro et al. (2001) também utilizando avaliacdo direta, mas através de
ordenha manual em vacas ANAN e NEAN nédo encontraram diferenca significativa
(P>0,05) na PLG dos dois gendtipos, obtendo médias de 2,9 e 2,1 Kg/dia
respectivamente.

Ja Jenkins e Ferrell (1992) utilizando o método da PMP encontraram
diferencas significativas nos resultados influenciadas pelo genoétipo da vaca,
relatando desempenho superior das vacas Angus em relacdo a vacas Hereford, para
0 parametro de producgédo total aos 210 dias, com producdes de 1423 e 1191 Kg e
com médias de 6,78 Kg/dia e 5,67 Kg/dia, respectivamente. Rovira (1996) cita uma

meédia de 3,8 Kg/ dia para vacas Hereford em campo natural, num periodo de 212
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dias, com producéo total de 807 Kg, abaixo do encontrado por Mendoncga et al.
(2002) que relatam uma média diaria de 4,8 Kg para a mesma raca.

As diferencas entre producdes totais nos diferentes estudos refletem a grande
influéncia das condicbes ambientais e genéticas a que essa caracteristica esta
sujeita em vacas de corte. Isto permite delinear estratégias de manejo e
melhoramento animal para maximizar o beneficio da habilidade materna no sistema
de cria.

As curvas de lactagédo nas duas situacoes analisadas, OM e PMP (Figura 1 e
2), apresentaram pico entre a oitava e décima primeira semanas de lactacdo. Estes
dados concordam com o NRC (1996), o qual, com base na revisdo de trabalhos
dirigidos ao estudo da producdo de leite de vacas de corte de diferentes grupos
genéticos, estabeleceu que o pico de producdo ocorre ao redor de 8,5 semanas de

lactacéo.

A composicao racial da vaca lactante apresentou influéncia (P<0,05) quando
relacionada a producdo no pico de lactacdo. Vacas HHAN e ANCR tiveram
producdes superiores as ANAN, ANHH e NENE (Tabela 1). Vacas ANNE e NEAN
tiveram producéo no pico superior as ANAN e NENE, no entanto ndo superiores as
demais composi¢des raciais, quando utilizado o método OM. Quando observamos
os resultados produzidos pelo método PMP, apenas as vacas ANCR demonstraram
superioridade em relacdo as vacas NENE.

Albertini et al. (2007) também encontraram diferenca (P<0,05) na produ¢éo no
pico de lactacdo de acordo com 0 gendtipo da lactante, percebendo producéo
superior de vacas ANNE em relacdo a vacas NECR, que apresentaram médias
respectivas de 7,8 e 6,3 Kg, com resultados semelhantes aos deste estudo, apesar
de uma base de comparacédo um pouco diferente. Jenkins e Ferrell (1984) citam uma
producdo no pico de 9,7 Kg para vacas ANHH, mantidas em pastagem nativa
enguanto Oliveira et al. (2007) realizando PMP em vacas Nelore, F1 Nelore-Simental
e F1 Nelore-Limousin, encontraram producédo do pico de lactacéo de 5,0, 8,7 e 6,68
Kg respectivamente.

Vacas ANCR apresentaram menor persisténcia de lactacdo quando
comparadas a vacas ANAN (P<0,05), pelo método de OM (Tabela 1). Estes
resultados estdo associados provavelmente a producgéo leiteira superior das vacas

ANCR em relacédo as vacas ANAN. Minick et al. (2001), trabalhando com animais
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cruzados, e Johnson et al. (2003) com animais Brangus, verificaram que vacas mais
produtivas tendem a apresentar decréscimos mais expressivos na producao de leite.

A raca do touro apresentou influéncia (P<0,05) somente, quando analisado
pelo método PMP, na producéo total aos 210 dias (Tabela 1). Foi encontrada uma
PT210 10% superior em vacas acasaladas com touros da raca Brangus em relacéo

aguelas acasaladas com touros da raca Braford.

Por meio da estimacdo de producdo pela ordenha manual, Restle et al.
(2003), nao verificaram diferencas significativas entre producdes de leite de vacas
da raca Nelore e Charolés cruzadas com touros Nelore e Charolés, apesar das
vacas cruzadas com touros Nelore produzirem 8,3% a mais do que as cruzadas com
touros Charolés. Similarmente, Mendonca et al. (2002) utilizando a técnica da PMP
nao verificaram diferencas significativas na producéo de leite de vacas Hereford, que

amamentavam bezerros de raca paterna Red Angus e Nelore.

A maior producéo de leite de vacas amamentando bezerros cruzados pode ter
ocorrido em funcdo do maior nimero de mamadas por periodo de tempo do que os
puros; fato associado a determinacdo genética para o temperamento e conduta do
bezerro, que, mamando mais frequentemente, estimularia maior producao de leite
de suas mées (CARTWRIGHT; CARPENTER 1961; ROVIRA 1974). Reynolds et al.
(1978) encontraram efeito significativo do gendtipo do bezerro, onde vacas com
bezerros cruzados produziram 16% a mais de leite. Neste contexto, 0s resultados do
presente estudo levam a crer que a avaliacdo pelo método PMP néo estima somente
a capacidade de producdo de leite da vaca, mas também o comportamento do
bezerro que influencia a produgéo das vacas por meio de maior consumo de leite e,
possivelmente, os bezerros filhos de touros Brangus tenham uma conduta mais ativa

de amamentacdo comparada aos filhos de touros Braford.

Foi verificada também influéncia do periodo da estacdo de paricdo nha
producao total de leite quando analisada pelo método de OM (Tabela 2). Vacas que
pariram no final da estacdo de paricdo apresentaram producdes totais inferiores
(P<0,05). Além disso, producdes mais altas foram verificadas no pico de lactacao
das vacas que pariram na primeira metade do periodo de paricdo. Alencar et al.
(1988) ressalvam que as diferencas em producdo devido ao efeito de més estao

relacionadas com modificacbes de clima, tais como temperatura, umidade,
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precipitacdo pluviométrica e luminosidade, que afetam diretamente a disponibilidade
das forrageiras. Neste estudo, vacas paridas no inicio da primavera foram
favorecidas porque este periodo correspondeu a melhor produtividade e qualidade
das gramineas naturais regionais, devido ao clima favoravel (CARVALHO et al.,
2006).

Em relagcdo a ordem do parto, pelo método OM, vacas 3.1 apresentaram
producdes leiteiras no pico de lactacdo inferiores a quase todas as demais
categorias, exceto vacas 4.18 e 4.2. No mesmo sentido, vacas 3.1 também
apresentaram producdes totais inferiores a quase todos 0s demais grupos, por idade
e ordem do parto, ndo diferindo apenas das vacas 4.18 (Tabela 3). Estes resultados
estdo de acordo com NRC (2001), o qual estimou a producao de leite 26 e 12% mais
baixa em vacas que pariram, respectivamente, com dois e trés anos de idade, em
relacdo a vacas mais velhas. Esta producdo de leite maior de vacas adultas era
esperada devido ao maior saldo liquido de energia para a producao de leite, uma
vez que suas necessidades nutricionais sdo apenas para manutencdo e producao,
diferentemente de vacas mais jovens que ainda precisam cumprir 0s requisitos de
crescimento. A produgcdo de leite aumenta até cinco ou seis anos de idade,
ocorrendo nivelamento depois disso e, em seguida, comecando a diminuir apds oito
ou nove anos de idade (RUTLEDGE et al, 1971;. ROVIRA, 1974; SOUZA et al
1996;. JOHNSON et ai, 2003;.. PIMENTEL et al, 2006).

Notter et al. (1978), trabalhando com diferentes racas de bovinos de corte
também observaram menor producédo de leite em vacas de 3 anos, em relagdo a
animais com 4 anos de idade, sendo esta diferenca de 19%. No entanto, atrasar o
primeiro parto para os 4 anos de idade, apenas considerando a maior producéo de
leite ndo é economicamente viavel porque estas matrizes teriam um periodo
improdutivo muito longo, aumentando os custos e diminuindo a produtividade e
rentabilidade do sistema (POTTER et al., 2000 ).

Parametros da curva de lactagdo obtidos por ambos os métodos, OM e PMP
nao foram influenciados pelo sexo do bezerro e ano de avaliacdo neste estudo (P>
0,05). Estes resultados divergem dos relatados por outros autores, que encontraram
efeitos do sexo sobre a producéo de leite (MELTON et al., 1967;. ROBISON et al.,
1978;. ALENCAR, 1987; ALENCAR et al., 1988;.. ALBUQUERQUE et al, 1993;.

PIMENTEL et al, 2006), alternancia entre os sexos de acordo com o0 ano de
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avaliacdo (JEFFERY et al., 1971) e producdes mais elevadas de vacas méaes de
bezerros machos (McCUSKEY et al., 1986).

Desempenho do bezerro

Peso do bezerro ajustado aos 210 dias (PD210) foi influenciado pela
composicao racial da vaca, por outro lado, ndo foi influenciado pela raca do touro
(Tabela 1). Bezerros filhos de vacas ANCR, ANNE e NEAN apresentaram-se mais
pesados que os filhos de vacas ANAN, ANHH, HHHH e NENE ao desmame, nao
diferindo dos de vacas HHAN, que por sua vez, também apresentaram bezerros
mais pesados que os de vacas HHHH. Tais resultados concordam com as
produgcbes mais elevadas de leite das vacas, confirmando que o peso ao desmame
esta intimamente relacionado com a producao de leite de vacas (RUTLEDGE et al.,
1971; ALBUQUERQUE et al, 1993 ; MILLER e WILTON, 1999; MACNEIL e MOTT,
2006). Varios estudos também relacionaram o peso a desmama com a producao de
leite materno, independentemente dos gendtipos envolvidos (ALBUEQUERQUE et
al., 1993; RESTLE et al., 2004).

A correlacdo entre PT210 e PD210 foi significativa e positiva (P<0,05) com
magnitude de baixa a moderada por ambos os métodos de ordenha, OM (r=0,45) e
PMP (r=0,23). Outros estudos brasileiros envolvendo as racas Caracu, Charolés, Gir
e Nelore encontraram correlacdes entre a producdo média de leite e peso a
desmama variando de 0,63 a 0,73 (ALBUQUERQUE et al, 1993; RESTLE et al,
2004), confirmando associacdo entre essas caracteristicas, encontradas em menor
magnitude no presente estudo.

Por meio dos resultados acima descritos para ambas as metodologias de
avaliacdo da producdo de leite, entende-se que a realizada por meio da OM se
mostra mais acurada, devido ao fato dos resultados da PMP apresentarem uma
maior dispersdo verificada pelos erros padrdo (Tabelas 1 e 2), o que dificulta a
declaragéo de diferencas significativas entre as médias. Outro fato constatado é que
a técnica de PMP tende a refletir mais efetivamente a capacidade de ingestdo do
bezerro do que a produgéo real da vaca, podendo se verificar, ndo raramente, uma

vaca amamentando mais de um bezerro e alguns bezerros mamando em mais de
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uma vaca. Além disso, Neidhardt et al. (1979) identificaram que a defecacgéo, urina e
incidéncia de chuva sao outros fatores que podem afetar a predicdo da producéo de
leite. Outros estudos também sugeriram que a producdo de leite estimada pela
maquina de ordenha resulta em menor variabilidade que outros métodos
(MONDRAGON et al., 1983) e maior repetibilidade (BEAL E NOTTER, 1990).

Constituintes do leite

Os resultados foram significativamente (P<0,05) superiores das vacas ANNE,
NEAN, ANCR e HHHH em relacdo as vacas ANAN para os teores de gordura
(Tabela 4). Com relacdo aos dados de proteina, as vacas NENE e HHHH,
demostraram superioridade em relacdo as vacas ANAN, ANHH, HHAN, ANNE. J&
para os teores de lactose, vacas ANNE e NEAN mostraram niveis superiores a todos
os demais gendtipos. Por fim, para sdlidos totais, vacas ANNE, NEAN, HHHH e
NENE mostraram concentragdes superiores ANAN e HHAN. Tais resultados
demonstram basicamente dois fendmenos expressos: vacas oriundas de
cruzamentos com maior distanciamento genético, neste estudo ANNE, NEAN e
ANCR, mesmo com as producdes leiteiras entre as maiores, também apresentaram
maior concentrac@o de nutrientes; o que ja foi demonstrado por Brown et al., (2001),
gue o mesmo efeito conjunto de heterose sobre a producdo e composicao leiteira; O
outro fendbmeno aparentemente expresso associa maiores concentracées de
nutrientes no leite de vacas com menor producdo leiteira, no presente estudo HHHH
e NENE, resultado também ja encontrado por Restle et al.,(2003), onde vacas mais

produtivas apresentaram menores concentragées dos nutrientes no leite.

Brown et al. (2001) avaliando ganho de peso do bezerro, a producao diaria de
leite e sua composicdo (gordura, proteina e células somaticas), de vacas Angus,
Brahman e Angus x Brahman em pastagem cultivada, observaram teores de gordura
de 3,1%, 3,4% e 4% para 0s respectivos genotipos, concentracdes semelhantes as
do presente estudo (Tabela 4) que foi realizado em pastagem natural. Os mesmos
autores relatam que producdes leiteiras com maiores teores de proteina e gordura

estdo associadas com maior ganho de peso pré-desmama dos bezerros.
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A lactose constitui o principal carboidrato do leite, sintetizado na glandula
mamaria, apresentando concentracdes inferiores no presente estudo (Tabela 4) as
citadas por Restle et al. (2003), que encontraram 4,94% e 5,14% em vacas Nelore e
Charolés, respectivamente. Fiss e Willton (1992) estudando composi¢éo do leite de
vacas Hereford puras e Angus cruza, verificando 5,29% e 4,38% de lactose na
composicdo do leite destas vacas. O NRC (1996) cita concentracfes que variam
entre 3,84% e 5,66%, incluindo, portando, o padrdo encontrado no presente estudo
(Tabela 4).

Como os solidos totais ou extrato seco total englobam todos os componentes
do leite exceto a agua verificou-se correlagbes (P<0,05) entre solidos totais e
gordura (0,91) e proteina (0,45). A gordura ainda apresentou correlacdo positiva com

a proteina (0,20) e correlacdo negativa em relacdo aos teores de lactose (-0,26).

Em relacdo ao periodo da lactagdo os teores nutritivos também sofreram
alteracdes ao decorrer do tempo (Tabela 5). Teores de proteina e sdlidos totais
tiveram um aumento significativo (P<0,05) em cada periodo analisado. Porcentagem
dos teores de gordura apesar de apresentarem diferengas significativas apenas
entre as primeiras duas para a ultima analise sinaliza um aumento gradativo com o
decorrer da lactacdo, diferentemente dos teores de lactose tiveram uma diminuicéo

significativa (P<0,05) no final da lactacdo em relacédo as duas primeiras semanas.

Entre os componentes do leite, a gordura € o que mais varia no decorrer da
lactacdo. De maneira geral, a percentagem de gordura do leite aumenta
gradualmente ao longo do dia de lactacdo, estando entdo, negativamente
correlacionada com a producdo de leite da vaca (RUTLEDGE et al., 1971,
RICHARDSON et al., 1977), concordando com os resultados aqui encontrados
(Tabela 5). Ribeiro et al. (1991) avaliando 182 dias de lactacdo verificaram aumento
linear diario de 0,0124% no teor de gordura do leite de vacas Charolés. Também
concordando com este estudo, Schmidt e Van Vleck (1976) e Maynard et al. (1984),
verificaram um decréscimo no teor de lactose até o final da lactacdo, devido a
correlagcdo positiva com a producdo de leite, por consequéncia do equilibrio
osmatico. Restle et al. (2003) verificaram méxima concentracdo (5,13%) justamente

no pico de lactagéo.
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Conclusao

A utilizacdo do cruzamento entre ragas com maior distanciamento genético
aumenta a producao leiteira em vacas de corte. Vacas F1 Angus-Nelore, Nelore-
Angus e Angus-Caracu demonstraram maior habilidade maternal, com producdes de
leite superiores a quase todos os demais grupos raciais e também foram os
gendtipos que produziram o leite mais nutritivo mesmo com producdo de leite

elevada. Por consequéncia, produziram também, bezerros mais pesados.

Os cruzamentos podem ser utilizados para aumentar a produtividade da fase

de cria na pecudria de corte extensiva sobre pastagem natural no Bioma Pampa.
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Figura 1. Curvas de lactacdo estimadas por ordenha mecénica (OM), de vacas Angus
(ANAN), Nelore (NENE), Hereford (HHHH), F1 Angus-Caracu (ANCR), F1 Angus-
Hereford (ANHH, HHAN) e F1 Angus-Nelore (ANNE, NEAN) ajustadas conforme

modelo proposto por Jenkins e Ferrell (1984).
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Figura 2. Curvas de lactagdo estimadas pela diferenga de peso do bezerro pré e pos-
mamada (PMP), de vacas de vacas Angus (ANAN), Nelore (NENE), Hereford
(HHHH), F1 Angus-Caracu (ANCR), F1 Angus-Hereford (ANHH, HHAN) e F1 Angus-
Nelore (ANNE, NEAN) ajustadas conforme modelo proposto por Jenkins e Ferrell
(1984).
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Tabela 1. Médias e erros padrao encontrados pelos métodos ordenha mecanica (OM) e de
diferenca de peso do bezerro pré e pés-mamada (PMP), para os parametros ‘a’ e ‘k’
da curva de lactacdo, producdo no pico de lactacdo (PP), semana do pico de
lactacdo (PS), producéo total aos 210 dias de lactacdo (PT210) e persisténcia de
lactacdo (PERS), de acordo com a composicao racial.

Composicdo Racial
ANAN ANCR ANHH ANNE HHHH HHAN NENE  NEAN

oM
A 0,521 0,368° 0,507 0,436 0,326° 0,282° 0,727*  0,539%
(0,057)  (0,043)  (0,049) (0.053) (0,072) (0.074)  (0.090) (0,063)
K 0,114" 0,120 0,119 0,106° 0,1582  0,1442 0,104°  0,106°
(0,007)  (0,007) (0,006) (0,007) (0,009) (0,009)  (0,011) (0,008)
PP k) 7,69° 10,31 849 977" 862" 1097 7,31° 956"
(0,50) (0,38) (0,43) (0,47) (0,63)  (0,65) (0,79)  (0,56)
PS 9,08 8,72® 8,94 9,83° 6,792 7,32% 9,39  10,60°
(0,48) (0,36) (0,41) (0,44) (0,61)  (0,62) (0,76)  (0,53)
PT210xq) 1007,7° 1231,6* 1018,9° 1300,2*° 981,2°  1246,1° 969,6° 1253,9°
(50,00)  (43,73) (47,33) (51,32) (62,04) (65,70)  (76,41) (59,07)
PERS gdia) -26,7° -35,13*  -30,0®  -294%  -349*  -34,3" -24,4*  -30,7*
(2,76) (2,20) (2,72) (2,75) (3,53)  (3,74) (4,09)  (2,99)
PMP
A 0,479° 0,441° 0,440° 0574° 0,373° 0,419° 0,931* 0,523°
(0,05) (0,04) (0,05) (0,05) (0,08)  (0,09) (0,08)  (0,07)
K 0,130* 0,117° 0,134* 0,112° 0,174* 0,132* 0,103° 0,110°
(0,010)  (0,008) (0,009) (0,010) (0,015) (0,018)  (0,017) (0,014)
PP k) 6,9% 7,8° 7,3% 6,8% 7,4% 7,7% 5,2° 7,4%°
(0,411)  (0,333) (0,354) (0,372)  (0,553) (0,661) (0,628)  (0,514)
PS 8,28 9,01* 8,18  9,66% 6,92° 8,37  11,18° 945
(0581) ~ (0467) (0497) (0522) (0,783) (0,934  (0.887)  (0,720)
PT210xq) 925,31  1104,1* 944,6° 988,1" 8484 1017,6° 774,4° 1053,5%
(59,58)  (48,90) (51,90) (54,54)  (80,19)  (95,94)  (91,10) (75,57)
PERS gdia) -32,2a 4158 4252 -32,82 -42,7% -40,9° 31,7 -34,7°
(3,93) (3,16) (3,35) (3,79) (5,29) (6,31) (6,57) (5,00)
PD210g) 193,61 220,45 192,8™° 221,3°  183,67° 213,07" 189,9° 223,34

(5,14) (410) (451) (5,02 661) (6,73 (812 (6,00

Letras diferentes na linha, dentro de fatores, indicam médias diferentes (P<0,05).



56

Tabela 2. Médias e erros padrao encontrados pelos métodos ordenha mecanica (OM) e de
diferenca de peso do bezerro pré e pés-mamada (PMP), para os parametros ‘a’ e ‘k’
da curva de lactacdo, producdo no pico de lactacdo (PP), semana do pico de
lactacdo (PS), producéo total aos 210 dias de lactacdo (PT210) e persisténcia de
lactacdo (PERS), de acordo com o periodo de paricdo, sexo do bezerro e raca do

touro (RT).
PERIODO SEXO RT
INICIO FINAL M F BN BO
OM
A 0,424% 0,502% 0,477% 0,449% 0,459% 0,467°
(0,043) (0,039) (0,038) (0,040) (0,038) (0,040)
K 0,117% 0,125% 0,119% 0,123% 0,1232 0,119°
(0,005) (0,005) (0,004) (0,005) (0,005) (0,005)
PP 9,61° 8,57° 9,00° 9,18° 9,102 9,092
(0,38) (0,34) (0,340) (0,350) (0,33) (0,36)
0S 8,98° 8,68° 8,84° 8,82° 8,652 9,02°
(0,36) (0,33) (0,327) (0,338) (0,32) (0,34)
PT210q 1219,04° 1033,3" 1116,6° 1135,1° 11312 1120°
(41,8) (37,9) (38,4) (38,3) (35,95) (40,67)
PERS g/dia) -32,05 -29,38° -30,722 -30,712 -30,322 -31,1°
(2,34) (2,37) (2,23) (2,27 (2,16) (2,26)
PMP
A 0,564% 0,482% 0,5282 0,516° 0,50° 0,54°
(0,042) (0,039) (0,04) (0,04) (0,04) (0,04)
K 0,106% 0,100° 0,126% 0,126% 0,13° 0,13°
(0,008) (0,007) (0,007) (0,007) (0,01) (0,01)
PPy 7,72 6,9° 7,13° 7,0° 7.4° 6,8
(0,310) (0,291) (0,286) (0,283) (0,27) (0,30)
0S 9,8 7,9° 8,7 9,1° 9,04° 8,72°
(0,44) (0,41) (0,403) (0,400) (0,38) (0,42)
PT2104q 1053,9° 860,12° 955,86 958,21° 1008,8° 905,3"
(44,65) (42,24) (41,39 (41,23) (39,7) (43,3)
PERS g/dia) -37,07° -38,49° -39,0° -36,5° -39,6° -35,02
(3,03) (2,87) (2,80) (2,77) (2,6) (2,9)
PD210 213,46% 196,11° 207,0° 202,6° 203,9° 205,7°
(3,94) (3,59) (3,54) (3,62) (3,45) (3,71)

Letras diferentes na linha, dentro de fatores, indicam médias diferentes (P<0,05).
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Tabela 3. Médias e erros padrdo encontrados pelos métodos ordenha mecénica (OM) e de diferenca de
peso do bezerro pré e pé6s-mamada (PMP), para os parametros ‘@’ e ‘k’ da curva de lactagéo, Produgao no
Pico de Lactacdo (PP), Semana do Pico de Lactacdo (PS), Producdo Total aos 210 dias de lactacdo
(PT210) e Persisténcia de Lactacdo (PERS), de acordo com a Ordem do Parto (OP).

3.1 4.1 4.18 4.2 5.2 5.3 6.2 6.3 6.4

oM

A 0,563 0,365 0,603  0,604®° 0,414 0,387° 0,446 0,356 0,432%®
(0,028)  (0,091)  (0,090)  (0,039) (0,073)  (0,063)  (0,160)  (0,090)  (0,106)

K 0,127% 0,130% 0,113% 0,110* 0,121% 0,124 0,118* 0,135 0,114
(0,003)  (0,011)  (0,011)  (0,004) (0,009)  (0,008)  (0,020)  (0,011) (0,013)

PPg) 6,69° 9,39% 7,39 7,48”  9,57% 9,17% 9,40% 11,74 11,02°
(0,244)  (0,784)  (0,764)  (0,338) (0,624)  (0,540)  (1,37) (0,780)  (0,909)

oS 8,54° 8,09% 9,57% 9,91*  8,59% 8,41% 8,61% 7,03% 9,85%
(0,243)  (0,780)  (0,767) (0,337) (0,618)  (0,535)  (1,367)  (0,772)  (0,906)

PT2104q 879,9° 12416 908,5°  1028*° 1097,9° 1147,8° 12791* 13254% 1227,3%
(22,32 (80,1; (74,42 (31,35a) (69,82 (53,82 (145,}) (97,1) (143,3)

PERS gia) 27,3 -38,7 22,7 -26,8 -36,7 -33,3 -18,2 -43,1° -29,4
(1,25) (4,46) (3,88) (1,79)  (3,33) (2,95) (11,9) (8,43) (5,24)

PMP

A 0,536% 0,462% 0,566° 0,502*  0,487% 0,579% - - -
(0,03) (0,10) (0,07) (0,05)  (0,09) (0,07)

K 0,138% 0,126% 0,114 0,124* 0,137% 0,119% - - -
(0,005)  (0,019)  (0,013)  (0,008) (0,017)  (0,014)

PP 6,5 7,8° 6,9° 7,0° 7,3 6,9 - - -
(0,206)  (0,745)  (0,530)  (0,337)  (0,672)  (0,530)

oS 8,4% 9,1°% 9,3% 8,6% 8,5% 9,4% - - -
(0,294)  (1,063) (0,759)  (0,480)  (0,959)  (0,756)

PT2104q 840,74  1070,6*  965,8° 959,5° 945,67 960,0° - - -
(29,18)  (106,19) (74,95)  (48,03)  (96,03)  (75,32)

PERS gia) -34,9° -51,5° -33,3° -36,3° -34,9° -35,8° - - -
(2,02) (7,12) (5,10) (3,24) (6,87) (5,32)

PD210 186,52°° 214,13° 194,54®° 192,60° 203,70 206,84% 213,84*° 218,11* 212,82%
(2,44) (7,80) (7,38) (3,34) (6,24) (5,37) (13,51)  (7,75) (8,90)

Letras diferentes na linha, dentro de fatores, indicam médias diferentes (P<0,05).
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Tabela 4. Médias estimadas para os teores de gordura, proteina, lactose e sélidos totais
de acordo com a composicao racial da vaca.

fgﬂqep(éi;’ Composicao Racial
ANAN ANCR ANHH ANNE HHHH HHAN NENE NEAN
Gordura 3,33 3,91* 3,66 4,05 3,88% 3,59% 3,81% 4,02°
(0,09) (0,08) (0,09) (0,10) (0,13) (0,13) (0,16) (0,13)
Proteina 291" 3,13 303" 3,10 3,28 298" 3,302 3,13
(0,04) (0,03) (0,03) (0,04) (0,05) (0,05) (0,06) (0,05)
Lactose 4,65° 464> 461" 4,862 459° 459° 467° 4,802
(0,03) (0,02) (0,02) (0,03) (0,03) (0,03) (0,04) (0,03)
) . 11,7°  12,5% 122% 129* 12,7% 12,0° 12,8% 12,9°
Sol. Totais

(0,12) (0,11) (0,12) (0,13) (0,17) (0,16) (0,21) (0,16)

Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem entre si.
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Tabela 5. Médias e erros padrédo estimadas para os teores de gordura, proteina, lactose e
sdlidos totais de acordo com o periodo de lactacéo.

Componentes do

Leite (%) Periodo de Lactagéo
Inicio (40-60 Meio (90-110 Fim (180-210

dias) dias) dias)
Gordura 3,39° 3,567 4,39°
(0,06) (0,06) (0,06)
Proteina 2,86% 3,07 3,40°
(0,02) (0,02) (0,02)
Lactose 4,772 4,802 4,50
(0,02) (0,01) (0,02)
Sol. Totais 11,99 12,3 13,3°
' (0,149) (0,140) (0,145)

Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem entre si.
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Resumo

A fim de se atingir um maior sucesso na producdo de bovinos de corte um dos
fatores que tem sido aperfeicoado é o melhor aproveitamento da capacidade
reprodutiva das vacas. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi aplicar técnicas de
inteligéncia computacional para modelar o comportamento de indicadores
metabdlicos durante o periodo de transicdo gestante/lactante e suas relagdes com a
eficiéncia reprodutiva em vacas de corte. Para tal foram utilizados dados de 32 vacas
de primeira, segunda e terceira crias, com idades entre trés e cinco anos, sob
pastoreio continuo em pastagens naturais no sul bioma Pampa. Foram coletados os
seguintes dados: Quatro leituras nos dias zero (data do parto), 14, 28 e 42 (dias p0Os-
parto) para os horménios IGF-I e INS. Para os demais indicadores, as leituras foram

realizadas nos dias -30 (30 dias pré-parto), zero (data do parto), 7, 14, 21, 28, 35 e
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42. No presente trabalho, foram aplicadas técnicas de aprendizado supervisionado,
com a utilizacdo de classificacdo. Foi priorizada a construcdo de modelos do tipo
caixa branca, onde se enquadram os algoritmos de geracédo de regras ou arvores de
decisdo. O algoritmo de geracéo de arvores utilizado foi 0 J48 e na fase de avaliacéao
dos modelos foi utilizada a técnica 10-fold cross validation para assegurar a correta
mensuracao da capacidade preditiva dos modelos. De acordo com o principio da lei
da parcimbnia, os modelos mais complexos foram preteridos em favor dos mais
simples. Foram construidas arvores de decisdo a partir do algoritmo J48 com o0s
seguintes graus de precisdo para Peso, ECC, Beta-hidroxibutirato, insulina e IGF-I:
59,38%, 59,38%, 71,38%, 78,38% e 90%, respectivamente. Os modelos
computacionais criados, mostraram que o horménio Fator de Crescimento similar a
Insulina tipo 1 (IGF-I) pode ser utilizado para predizer a propensédo da vaca a ter um
diagndstico positivo de prenhez no ano seguinte.

Palavras-chave: Arvores de decisdo; inteligéncia computacional; periodo de

transicao; predicdo de prenhez; vacas de corte.

Introducao

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, totalizando em
torno de 215 milhdes de cabecas, das quais, aproximadamente, 160 milhdes séo
destinadas a producao de carne (IBGE, 2016). A aptidao do pais para a pecuaria é
favorecida, principalmente, pela disponibilidade de grandes areas de pastagens,
pelo clima favoravel e, mais recentemente, pela profissionalizacdo da cadeia

produtiva da carne.
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Para que o Brasil se mantenha competitivo no mercado de carne bovina e
possa buscar nichos de melhor remuneracdo € necessario atender as crescentes
exigéncias dos clientes internos e externos, fazendo-se necessaria a busca por
animais que apresentem alto potencial produtivo, precocidade e eficiéncia
reprodutiva, aliadas a uma alta capacidade de adaptacdo ao ambiente. O desafio é
aumentar a produtividade do rebanho e atender as exigéncias do mercado
consumidor de carne bovina, com produto de qualidade, com o inevitavel aumento
do numero de cabecas do rebanho, mas buscando equilibrio entre preservacao
ambiental e lucratividade do sistema. A fim de se atingir um maior sucesso na
producdo de bovinos de corte um dos fatores que tem sido aperfeicoado € o melhor

aproveitamento da capacidade reprodutiva das vacas (YAVAS E WALTON, 2000).

Todavia, a lactacdo € um estado dominante sobre outras atividades
fisiolégicas, fazendo com que a vaca priorize a producao de leite para o bezerro em
relacdo a atividade reprodutiva (BAUMAN, 2000). Este padrdo metabdlico é classico
em vacas leiteiras, onde a alta producao de leite, em parte, s6 é possivel de ser
obtida através da utilizacdo de parte da reserva de gordura corporal para obtencao
de energia e gordura para a sintese de leite na glandula mamaria. Este evento
homeorrético resulta em um Balanco Energético Negativo (BEN), tipico da fase
inicial de lactacdo (BUTLER, 2003). No mesmo sentido, periodos prolongados de
aciclicidade em vacas de corte sdo atribuidos aos efeitos da amamentacdo dos

bezerros (LUCY, 2003; WETTEMANN et al., 2003).

Existem indicativos metabdlicos e hormonais de BEN, como elevagdo dos
niveis sanguineos de Beta-hidréxibutirato e queda nos niveis de IGF-I, em vacas de
corte criadas em pastagens naturais no sul do Brasil (AZAMBUJA, 2013). A

severidade do BEN pode estar relacionada a adaptabilidade das matrizes ao meio
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ambiente e, desta forma, vacas mais adaptadas as condicbes do ambiente podem
apresentar um melhor desempenho produtivo. Apesar da importancia destes
processos na eficiéncia reprodutiva das vacas de corte, eles ainda ndo séao

entendidos em sua plenitude.

Dentro deste escopo, a complexidade inerente a todos estes processos
bioldgicos dificulta sua plena compreensao, principalmente se for utilizada uma
abordagem holistica baseada na anélise de grandes quantidades de dados, seja por
especialistas de dominio humanos, seja por técnicas estatisticas convencionais
(CAMARGO et al., 2015). Por outro lado, nos dias atuais, um dos grandes impulsos
para o desenvolvimento da computacdo € o projeto de modelos algoritmicos com a
finalidade de tratar problemas de analise de dados complexos (ENGELBRECHT,
2007). Como consequéncia deste desenvolvimento, a literatura tem relatado muitos
casos de sucesso através da modelagem de inteligéncia biolégica e natural, nas
mais variadas areas de conhecimento, resultando no que se convencionou chamar

de "Sistemas Inteligentes".

Como exemplos bem sucedidos da aplicacdo de sistemas inteligentes em
problemas da area bioldgica, para analise de grandes quantidades de dados, pode
ser citada a aplicacdo de redes neurais para detectar padrbes de alteracbes
metabdlicas envolvidas na ocorréncia de mastite (CAMPOS, 2006). Outro exemplo é
a utilizacdo técnicas de clustering para identificar os genes diferencialmente
expressos em laranjas infectadas por duas bactérias diferentes (BRETON e t al.,
2014). Abordagens inteligentes baseadas em regras de associacdo também foram
utilizadas com sucesso para modelar a especificidade da protease do Virus HIV-1
(CAMARGO E ENGEL, 2006). Desta forma, a utilizagdo de sistemas inteligentes de

modelagem computacional aparece como nova alternativa para analise de dados



64

complexos de metabdlitos e hormdnios no pos-parto recente, e suas relacdes com a

eficiéncia reprodutiva em vacas.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi aplicar técnicas de inteligéncia
computacional para modelar o comportamento de indicadores metabdlicos durante o
periodo de transicdo gestante/lactante e suas relacbes com a reconcepgdo em

vacas de corte criadas no sul do Brasil.

Material e Métodos
Coleta de dados

Para este trabalho foram utilizados dados de 32 vacas de primeira, segunda e
terceira crias, com idades entre trés e cinco anos, sob pastoreio continuo, com carga
animal média de 315 kg/ha, catalogadas no estudo de Azambuja (2013). As vacas
sdo oriundas de um experimento de cruzamentos que foi conduzido entre 2006 e
2016 no Centro de Pesquisa Pecuaria dos Campos Sul-Brasileiros, Embrapa
Pecuaria Sul. Para o presente estudo foram utilizadas vacas de quatro composicdes
raciais, sendo elas: sete animais da raca Angus (ANAN), nove do cruzamento de
vacas Angus com touros Nelore (ANNE), oito do cruzamento de vacas Nelore com

touros Angus (NEAN), e oito da raca Nelore (NENE).

Para cada uma das vacas disponiveis para o experimento, foram coletados os
seguintes dados: peso, escore de condi¢do corporal (ECC), horménios fator de
crescimento semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-I) e Insulina (INS); e o metabdlito

Beta-Hidroxibutirato (BHB).

Foram feitas multiplas leituras para os indicadores acima mencionados, de

acordo com duas abordagens distintas. Pela primeira abordagem, foram realizadas
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quatro leituras nos dias zero (data do parto), 14, 28 e 42 (dias pos- parto). A esta
abordagem foram submetidos os hormoénios IGF-I1 e INS. Para os demais
indicadores, as leituras foram realizadas nos dias -30 (30 dias pré-parto), zero (data

do parto), 7, 14, 21, 28, 35 e 42.

As tabelas 1 e 2 apresentam os dados que foram utilizados nos experimentos.

A tabela 1 apresenta os indicadores para os quais foi feita uma Unica leitura.

Tabela 1. Indicadores, de leitura Unica, utilizados para criacdo dos modelos.

Nome do campo Descri¢ao

Vaca Numero do brinco da vaca

Raca Composicgéo racial da vaca

Terneiro Numero do brinco do terneiro

Nascimento Data de nascimento do terneiro

PN Peso do terneiro ao nascer

PD Peso do terneiro ao desmame

Sexo Sexo do terneiro, que pode ser macho (M) ou fémea (F)
Desmame Data do desmame

OoP Ordem do parto da vaca, que pode ser 1, 2 ou 3

RT Raca do touro, que pode ser Brangus (BN) ou Braford (BO)

Diagnéstico indicando se a vaca ficou prenha ou vazia apos a

DG estagdo de monta

A tabela 2 apresenta os indicadores produtivos, metabodlicos e hormonais
utilizados no experimento. Para cada um destes indicadores foram realizadas
multiplas leituras em diferentes datas, tomando-se por base a data do parto. As
colunas com valor S indicam que foi realizada a medida do indicador na respectiva

data. Colunas sem valor indicam que o indicador n&o foi medido naquela data.

Tabela 2. Indicadores, com multiplas leituras, utilizados para criacdo dos modelos.

Sigla do indicador Pré-parto Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42

BHB S S S S S S S S
INS - S - S - S - S
IGFI - S - S - S - S
ECC S S S S S S S S
PESO S S S S S S S S

BHB= Beta-hidroxibutirato; INS= Insulina; IGFI= Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; ECC= Escore de condi¢éo
corporal;
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Inteligéncia Computacional e Arvores de Decis&o

A Inteligéncia Computacional (IC) pode ser conceituada como o0 ramo da
ciéncia da computacdo que se preocupa com a automatizacdo do comportamento
inteligente. Atualmente, a area de IC engloba uma ampla variedade de sub-campos,
dentre eles, uma das mais férteis areas de pesquisa € a que se preocupa com a
construcdo de sistemas de alto desempenho capazes de aprender através da

experiéncia e obter conhecimento a partir de dados (CAMARGO, 2010).

Segundo Konar (2000), h4 quatro diferentes classes de aprendizado de
maquina: aprendizado supervisionado, aprendizado ndo supervisionado,
aprendizado por reforco e aprendizado por programacdo em ldgica indutiva. No
presente trabalho, foram aplicadas as técnicas de aprendizado supervisionado, que
se referem a uma classe de algoritmos que visam aprender um relacionamento entre
dados de entradas e dados de saida. Este relacionamento geralmente descreve uma
dependéncia ou funcdo fo{x} presente de forma implicita em um conjunto de
treinamento D = [x(i),y(i)] € X%, i=1,...,| consistindo de | pares (X1, Y1), (X2, ¥2), ...,
(x, y1). As entradas x consistem em um vetor n-dimensional onde x € %, e as saidas
y consistem em um vetor 1-dimensional onde y e #. Dependendo do valor a ser
predito o aprendizado supervisionado pode ser de dois tipos: regressao quando 0s
valores de saida sdo continuos, e classificacdo quando os valores de saida sdo
discretos (KECMAN, 2001). Durante o processo de treinamento, as amostras sao
sucessivamente submetidas ao algoritmo de aprendizado. Para cada amostra de
entrada, o algoritmo tenta predizer a saida. A saida predita pelo algoritmo é

comparada com a saida real, a diferenca entre elas € utilizada para reajustar os

parametros do modelo. Desta forma, o algoritmo iterativamente ajusta seus
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parametros para criar um modelo que faca um mapeamento das entradas para a
saida. ApOs o processo de aprendizado supervisionado, é criado um modelo que

pode ser utilizado para simular o conhecimento do especialista do dominio.

Neste trabalho, foram aplicadas as técnicas de classificacdo, que estéo
inseridas no escopo do aprendizado supervisionado. Foi priorizada a construcédo de
modelos do tipo caixa branca, onde se enquadram os algoritmos de geracdo de
regras ou arvores de decisdo. Apesar de estes modelos serem lineares e,
tipicamente, terem uma capacidade preditiva menor que modelos nao lineares, sua
maior vantagem € a geracao de modelos interpretaveis (CAMARGO, 2002). Na fase
de avaliacdo dos modelos foi utilizada a técnica 10-fold cross validation para
assegurar a correta mensuracdo da capacidade preditiva dos modelos. Esta técnica
€ particularmente atil quando o conjunto de dados de treinamento é pequeno, ou

guando a quantidade de parametros do modelo é grande (KOHAVI, 1995).

O algoritmo de geracao de arvores utilizado foi 0 J48 (QUINLAN, 1993). Este
algoritmo classifica instancias ordenando-as da raiz da arvore em direcdo a suas
folhas. As caracteristicas mais relevantes posicionam-se mais perto da raiz da
arvore. A medida que a relevancia da caracteristica diminui, esta caracteristica é

posicionada mais longe da raiz e mais proxima as folhas (MITCHELL, 1997).

Para qualquer problema de classificacdo, podem ser geradas diversas
arvores de decisdo que o explicam. Cada arvore possui um nivel de complexidade,
diretamente proporcional a sua quantidade de nodos, e um nivel de precisao,
diretamente proporcional a quantidade de instancias que sdo corretamente
classificadas. De acordo com o principio cientifico do reducionismo (SCOTT, 2004),
havendo diversas explicagBes aceitas para um determinado fendmeno, aquelas mais

complexas devem ser preteridas em favor das mais simples, que sdo mais
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facilmente verificaveis. Este principio também é conhecido por lei da parcimdnia ou

navalha de Occam (ORESKES, 1994).

Resultados e Discussao

Sobre os dados apresentados nas tabelas 1 e 2, utilizando os dados das 32
amostras, foi aplicado o algoritmo de classificacdo J48 (QUINLAN, 1993). Foram
realizados cinco experimentos. O primeiro experimento considerou, como dados de
entrada, somente os dados da tabela 1 e as medi¢cdes de peso das vacas, a fim de
predizer a condicdo de prenhez no ano seguinte. Os experimentos seguintes foram
repetidos com os dados de Escore de Condi¢do Corporal (ECC), Beta-hidroxibutirato
(BHB), Insulina (INS) e Fator de Crescimento similar a Insulina Tipo 1 (IGF-I). A
partir destes experimentos foram criados modelos preditivos para o diagnéstico de
prenhez da vaca a partir dos dados de entrada. Foram encontrados diversos
padrbées de comportamento dos metabdlitos que influenciam tal diagnéstico. A seguir
sdo apresentadas as arvores de decisdo que expressam os padrées encontrados,

assim como o seu nivel de precisao.

E relevante salientar que a vaca pode assumir, no ano seguinte, duas
situacdes distintas: prenha ou vazia. Desta forma, uma escolha aleatéria teria 50%
de chance de acerto. Assim, toma-se por base que um modelo, para ser util,
precisaria apresentar uma precisdo significativamente melhor que 50% de acerto

para suas decisoes.
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Figura 1: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagndstico de

prenhez a partir dos niveis do peso das vacas.

A partir dos dados, foi inferido pelo algoritmo um modelo que considera que o
peso da vaca, no 35° dia pdés-parto, € determinante para a prenhez no ano seguinte
(Figura 1). Caso a vaca esteja com peso menor ou igual a 367 kg, implica uma
menor probabilidade de prenhez positiva. No entanto, para esta variavel ndo se
encontrou precisdo satisfatéria no exercicio, tendo o modelo com maior grau de
precisdo apenas 59,38% de acerto. Tais resultados estdo provavelmente
relacionados naturalmente aos diferentes bibtipos e linhagens das racas utilizadas
(CUNDIFF et al., 1998), onde vacas embora mais leves, podem estar mais gordas,
nao representando, o peso, as reservas teciduais corporais, e sua relagao positiva

com nova concepcao (MORAES et al., 2005).
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Figura 2: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagndstico de

prenhez a partir do escore de condic&o corporal das vacas.

O modelo inferido a partir destes dados de entrada de escore de condicdo
corporal (ECC) identificou que vacas com ECC menor ou igual a trés, analisado no
35° dia pos-parto, tendem a ndo entrar no cio e conceber (Figura 2). O escore menor
ou igual a trés indica que a vaca esta magra, com poucas reservas corporais. De
acordo com Dias (1991), a avaliacdo do ECC ou de suas flutuacdes para estimar as
reservas corporais é mais adequada do que as mensuracdes de peso vivo, pois sua
analise independe do tamanho e do estado fisiolégico do animal (prenhez, etc). No
entanto, no presente estudo, para tal variavel ndo se encontrou precisao satisfatoria
no exercicio, tendo o modelo com maior grau de precisdo 59, 38% de acerto.
Embora esteja estabelecido que o ECC esta diretamente relacionado com as taxas
de prenhez em vacas de corte (FAULKNER, 1990; DUNN e MOSS, 1992; WRIGHT
et al., 1992; KUNKLE et al. 1994; FERREIRA et al., 2000; MORAES et al., 2005), os
resultados do presente estudo mostram que podem existir diferengcas na
adaptabilidade de individuos e composi¢des raciais ao ambiente, onde vacas com

ECC’s iguais apresentem comportamento metabdlico, hormonal e reprodutivo
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diferente. Isto reforca a necessidade de novas abordagens para estudar as relacoes

causa-efeito entre estas variaveis.

Prenha

= 1.098

BHE7

==1.098

Figura 3: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagndstico de

prenhez a partir dos niveis do metabdlito Beta-hidréxibutirato.

O modelo informa que a medida do Beta-hidréxibutirato (BHB) no 7° dia pos-
parto, sendo menor que 1.098 mmol/L indica uma propensdo a vaca nao estar

prenha no préximo ano (Figura 3).

Este modelo ndo €& coerente com o consenso da literatura cientifica,
necessitando de mais estudos. Maiores niveis séricos de BHB indicam mobilizacéo
de reservas corporais, com consequentes prejuizos ao metabolismo, saude e
atividade reprodutiva das vacas (CHILLIARD; BOCQUIER; DOREAU, 1998; SMITH
et al.,, 1997, LEROY et al., 2008). Tais resultados podem estar associados a
diferencas na adaptacdo metabdlica de individuos e composicbes raciais, onde
vacas mesmo com niveis séricos elevados de BHB n&o tenham sua funcéo

reprodutiva prejudicada. Isto reforca a necessidade de novas abordagens para
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estudar as relacfes causa-efeito entre estas variaveis. Por outro lado, a precisédo de

71,875% do modelo mostra um ganho em relagcdo aos modelos anteriores.

Figura 4: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagnéstico de

prenhez a partir dos niveis do horménio insulina.

Para o hormdnio Insulina (INS) encontrou-se precisdo de intermediaria a
satisfatoria no exercicio, tendo o modelo com maior grau de precisdo 78, 175% de
acerto (Figura 4). A insulina é responsavel por estimular o transporte da glicose para
dentro das células por proteinas (GLUT) presentes na membrana plasmatica
(SALES, 2011). Dessa forma, a insulina tem papel importante no metabolismo
energético celular (LAWRENCE et al.,, 2007). Além disso, a insulina reduz a
oxidacdo de AGNE pelo figado, inibe a lipolise, aumenta a utilizacdo de corpos
cetdnicos em tecidos periféricos e diminui tanto a disponibilidade de substrato como
a atividade de enzimas hepaticas responsaveis pela cetogénese (BROCKMAN;
LAARVELD, 1986). Neste contexto, os niveis de insulina estdo diretamente
relacionados aos niveis de IGF-I (PORETSKY et al.,, 1999) e, além disso, atuam
sinergicamente como reguladores da esteroidogénese e do crescimento folicular

ovariano (BUTLER, 2003), corroborando os resultados do presente estudo.
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Figura 5: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagndstico de

prenhez a partir dos niveis do hormonio IGF-I.

O arvore de arvore inferido para o horménio IGF-I mostra que o nivel de
IGFI42, que representa o hormdnio IGF-1 medido no 42° dia pos-parto, é o indicador
mais importante para a predi¢cdo do diagnostico no ano seguinte (Figura 5). O ramo
inferior da arvore mostra que, caso o nivel de IGFI42 seja igual ou inferior a 77,03
ng/dL o diagndstico da vaca sera vazia. Ja o ramo superior, mostra que no caso de
IGFI42 seja superior ao limiar de 77,03 ng/dL, a predicdo do diagndstico passa pela
analise do nivel do indicador IGFI28, que representa o horménio IGF-I medido no
28° dia pos-parto. Caso este indicador tenha valor igual ou inferior a 50 ng/dL, o
diagnéstico também sera vazia. Caso os dois indicadores tenham valores superiores

aos limiares mencionados, o diagnostico sera prenha.

A figura 6 mostra a representacdo espacial da arvore de decisdo com as
amostras utilizadas. Os simbolos em azul mostram as vacas prenhas e os simbolos
em vermelho, as vacas vazias. Sao utilizados simbolos diferentes para denotar as
diferentes ragas utilizadas no experimento. As linhas verdes indicam os limiares
apontados pela arvore de decisédo. O grafico mostra que todas as vacas, com nivel

de IGFI42 igual ou inferior ao limiar de 77,03 ng/dL, estdo com diagndstico vazia.
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Desta forma, esta regra tem 100% de precisdo. A regra que indica nivel de IGFI42
igual ou inferior a 77,03 ng/dL e nivel de IGFI28 igual ou inferior a 50 ng/dL, indica
uma vaca com diagnostico vazia. Esta regra tem um erro em cinco amostras,
representando 20% de erro. A Ultima regra, apontando nivel de IGFI42 superior a
77,03 ng/dL e nivel de IGFI28 superior a 50 ng/dL, indica que a vaca devera ter
diagnostico prenha. Esta regra tem dois erros em 15 amostras, apresentando 13%

de erro.
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Figura 6. Representagéo espacial da arvore de decisao.

Para corroborar com os resultados apresentados acima, foram analisados os
niveis médios de Fator de Crescimento Similar a Insulina tipo 1 (IGF-I) nas vacas
prenhas e vazias. Enquanto as vacas prenhas apresentam um crescimento de
producdo do IGF-lI ap0s o parto, as vacas vazias apresentam uma diminuicdo da

producgéo deste hormonio (Figura 7).
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Figura 7. Diferengas de producéo de IGF-I em vacas prenhas e vazias.

Em resumo, a arvore apresentada na figura 5 apresenta 3 erros de
classificagdo em 32 amostras, representando mais de 90% de acerto. Desta forma,
conclui-se que o nivel do horménio Fator de Crescimento similar a Insulina tipo 1,
medido nos 42° e 28° dias pos-parto, pode ser determinante para predi¢cao do estado
de prenhez no ano seguinte, podendo ser tomado como parametro para selecao das
vacas que serdo descartadas, e tornando possivel um incremento da eficiéncia

reprodutiva do lote analisado.

Tais resultados sd@o confirmados pelas inUmeras relagbes deste hormonio
com aspectos da reproducao relatados na literatura, conferindo a possibilidade de
utilizacdo dos mesmos na predicao de diagndstico positivo de prenhez em vacas de
corte. Butler et al., (2003), relacionaram o nivel sanguineo de IGF-lI ao retorno a
atividade ovariana pos-parto. Isto estaria relacionado a atuacdo do IGF-I no
crescimento e diferenciacédo de foliculos antrais (RIVERA; FORTUNE, 2003). Ainda

neste sentido, varios estudos demonstram que vacas que ovulam o foliculo

dominante da primeira onda pés-parto tem maiores niveis sanguineos de IGF-1 do
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gue vacas anovulatorias (BUTLER et al., 2006, KAWASHIMA et al., 2007). Outros
estudos indicaram que o IGF-I funciona como um modulador da acdo de
gonadotrofinas, na teca e na granulosa, como estimulante da proliferacdo e
diferenciacdo celular (ARMSTRONG; WEBB, 1997) e reduzindo a atresia folicular
(EL-ROEIY et al., 1994). E, na sequéncia dos beneficios reprodutivos, Velazquez et
al. (2005), associaram o0s niveis do hormoénio metabdlico a sobrevivéncia

embrionéaria.

Apesar da pequena quantidade de amostras utilizadas para o experimento, a
aplicacao de técnicas de validacdo cruzada assegura uma mensuracdo apropriada
da capacidade preditiva dos modelos aqui criados. Por outro lado, dentre os
trabalhos futuros, pretende-se expandir o0 nimero de animais estudados, a fim de

comprovar a generalidade dos resultados aqui obtidos.

Conclusdes

A utilizacdo de técnicas de inteligéncia computacional para predicdo de
eficiéncia reprodutiva em vacas de corte, a partir de dados de metabdlitos e
horménios, € uma alternativa valida. Os modelos computacionais aqui criados,
através da técnica de arvores de decisdo, mostraram que o horménio Fator de
Crescimento similar a Insulina tipo 1 (IGF-I) pode ser utilizado para predizer a

propensédo da vaca a ter um diagndstico de prenhez positivo no ano seguinte.

A utilizacdo dos resultados aqui apresentados possibilita a obtencédo de
subsidios para selecionar as vacas de descarte e, desta forma, contribuir para um

incremento da eficiéncia reprodutiva de vacas de corte.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o transcriptoma do tecido hepatico no pés-parto
recente de vacas de corte divergentes quanto a reconcepcao futura: prenhas e
vazias. Para tal foram avaliados em vacas de corte de diferentes composicdes
raciais: Peso e condicdo corporal em diferentes fases do ciclo produtivo;
Concentragdes séricas Beta-hidroxibutirato (BHB), insulina e IGF-I durante o periodo
de transicdo de gestante a lactante. Foram aplicadas técnicas de inteligéncia
computacional para identificar padrdes sobre o comportamento destas variaveis e
sua relacdo com o status reprodutivo, e entdo determinar quais amostras e que
momento de coleta para o sequenciamento de RNA; A partir de arvores de decisao
construidas, foram selecionadas vacas a partir dos niveis séricos de IGF-I nos dias

28 e 42 poés-parto, sendo realizada expressdo diferencial de genes por meio de
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RNA-seq no tecido hepatico coletado no dia 42 pdés-parto. Foram identificados
308.139 transcritos, sendo 30.464 genes, 103.148 isoformas, 51.353 sitios de inicio
de transcricdo (TSS), 21.950 sequéncias de DNA codificante (CDS), 30.464
promotores, 51.353 Splicing e 19.407 CDS regulados (relCDS). Apenas 8 genes
comuns a todas as composicdes raciais que estdo mais diferencialmente expressos
nas prenhas do que nas vazias, enquanto somente 7 genes comuns a todas as
composicdes raciais que estdo mais diferencialmente expressos nas vazias do que
nas prenhas. Genes relacionados a proteinas inflamatoérias como a haptoglobina e o
fator de necrose tumoral estiveram entre os transcritos mais diferencialmente
expressos em vacas prenhas, enquanto enzimas do catabolismo de lipidios e
proteinas estiveram entre os transcritos mais diferencialmente expressos em vacas
vazias. Genes relacionados a enzimas lipoliticas foram detectados como transcritos
exclusivos em vacas vazias. Vias metabolicas relativas ao ciclo celular, secrecao
pancreatica, fosforilacdo oxidativa e digestdo e absorcdo de proteinas
apresentaram-se significativamente ativadas (up-regulation) em vacas vazias com
relacdo a vacas prenhas. Processos bioldgicos relacionados ao ciclo celular,
catabolismo de lipidios e respostas imune e inflamatéria estiveram significativamente
ativados em vacas vazias com relacdo a vacas prenhas. Processos biolégicos
relacionados a morfogénese e a resposta ao estimulo de gonadotropinas/ ciclo de
ovulacéo estiveram significativamente inibidos em vacas vazias com relacdo a vacas
prenhas. A expressdo diferencial de transcritos relacionados, bem como o
enriqguecimento de vias metabolicas e a ativagdo de processos bioldgicos relativos a
mobilizacdo e catabolismo de reservas corporais e digestdo de nutrientes da dieta

em vacas vazias, somado a inibicdo de processos biologicos da reproducéo, indica
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que a condicdo metabodlica no pods-parto recente é determinante no status

reprodutivo futuro.

Palavras-chave: IGF-I, reproducédo, RNA-seq, transcriptémica, vacas de corte.

Introducao

A fim de se atingir um maior sucesso na producdo de bovinos de corte, um
dos fatores que tem sido aperfeicoado é o melhor aproveitamento da capacidade
reprodutiva das vacas (YAVAS, 2000). Todavia, este aproveitamento € dificultado
pelo processo de lactagdo, que é um estado dominante sobre outras atividades
fisiologicas, e exerce pressao negativa na ocorréncia do cio, fazendo com que a
vaca priorize a producéo de leite, em detrimento da atividade reprodutiva (BAUMAN,

2000).

Este padrao de lactacdo é classico em vacas leiteiras, onde a alta producéo
de leite, em parte, s6 é possivel de ser obtida através da utilizacdo de parte da
reserva de gordura corporal para obtencdo de energia e gordura para a sintese
lactea na glandula mamaria. Este evento homeorrético resulta em um Balango
Energético Negativo (BEN), tipico da fase inicial de lactacdo (BUTLER, 2003). No
mesmo sentido, existem indicativos metabdlicos e hormonais de BEN em vacas de
corte (AZAMBUJA, 2013), além de estudos que relacionam estes indicativos a
atividade reprodutiva, abordando que estas experimentam infertilidade quando as
necessidades de nutrientes para manutencdo e lactacdo no pds-parto recente
excederem a ingestao de nutrientes (LUCY, 2003). Perotto et al. (2006), trabalhando

com primiparas, relacionou incremento da lactacdo com perdas na reproducao,
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relatando que o aumento no peso do bezerro a desmama aumentou o intervalo de

partos que se sucedeu ao nascimento do respectivo bezerro.

A principal resposta fisiologica dos animais em BEN é tentar manter a
homeostase através da mobilizacdo de gordura corporal (e proteinas) de reserva
(DRACKLEY, 1999). Isso resulta na liberacdo de acidos graxos nao-esterificados
(AGNE) do tecido adiposo. Acidos graxos n&o-esterificados sdo transportados
principalmente para o figado, onde eles séo totalmente oxidados ou convertidos em
corpos cetodnicos, tais como o beta-hidroxibutirato (BHB), ou ainda, esterificados em
triacilglicerdis (TAG) (DRACKLEY, 1999). Desta forma, estdo suscetiveis ao acumulo
de altos niveis de TAG nas células do figado (figado gordo ou lipidose hepatica) e
elevadas concentracdes de corpos cetbnicos no sangue (cetose) (REYNOLDS et al.,
2003), ambos sao potencialmente prejudiciais para a saude e fertilidade das
matrizes (MORRIS et al., 2008). Isto tem levado a um esforco para compreender

estes eventos em nivel de genes e sua expresséo (LOOR, 2010).

Mecanismos associados a obtencdo e, posterior, manutencdo da
competéncia reprodutiva em vacas de corte no pés-parto resultam da integracao
funcional do eixo hipotalamo-hipofise-ovario (HESS, 2005). Periodos mais longos de
aciclicidade em vacas de corte sdo atribuidos a lactacdo, a presenca do bezerro e a
baixas reservas de tecido adiposo (RANDEL, 1990; SHORT et al., 1990; WILLIAMS,
1990; WETTEMANN e BOSSIS, 2000). Apesar dos avancos no conhecimento da
biologia reprodutiva da vaca (SANTOS et al., 2004), muitos fatores envolvidos na
retomada da ciclicidade pds-parto ainda ndo estao totalmente esclarecidos. O tipico
balanco energético negativo pds-parto estad associado a um intervalo prolongado do
parto a primeira ovulagdo (STAGG et al., 1998). No entanto, a causa subjacente de

anestro poés-parto prolongado ndo é a falta de desenvolvimento do foliculo
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dominante, mas uma falha de ovulacdo (DISKIN et al., 2003) devido a reduzida
concentracdo de metabdlitos e horménios que atuam diretamente sobre o

crescimento e maturacéo folicular (BEAM e BUTLER, 1998).

Conforme descrito nos paragrafos anteriores, alteracdes na expressdo de
genes no figado sdo centrais no BEN. Varios estudos descrevem essas alteracdes
em nivel de transcricdo no figado de vacas em BEN, utilizando PCR em tempo real
(FENWICK et al., 2008) e microarranjos (LOOR et al.,, 2007; MCCARTHY et al.,
2010). No entanto, analises de microarranjos dependem de anotacfes de genomas
existentes e requerem uma variedade especializada de sondas com base na
informacé&o obtida a partir de outros métodos, tais como sequenciamento, a fim de
detectar os mecanismos mais complexos na expressdo de genes, como, por

exemplo, splicing alternativo (HUANG e KHATIB, 2010).

Neste contexto, RNA-seq € uma técnica relativamente nova que pode ser
utilizada para analisar as alteragbes na expressdo dos genes em todo o
transcriptoma (MORTAZAVI et al., 2008; WANG et al., 2009) e vem sendo aplicado
em um crescente nimero de organismos (HUANG E KHATIB, 2010). Esta tecnologia
tem vantagens distintas sobre microarranjos, incluindo a deteccdo sensivel de todos
0S genes expressos, sem a necessidade de se gerar uma matriz de sondas com
base na sequéncia conhecida, e praticamente nenhum ruido de fundo. Ao contréario
dos microarranjos, as ferramentas de bioinformatica para os dados de RNA-seq sao
medianamente recentes (OSHLACK et al., 2010; GARBER et al., 2011). Em parte
por esta razdo, ha poucos relatos sobre o uso de RNA-seq para identificacdo de
genes diferencialmente expressos entre grupos de animais de diferentes condi¢oes

fisiolégicas e/ou metabdlicas, e até 0 momento, escassos trabalhos em bovinos.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho €, por meio de RNA-seq,
determinar a expresséao diferencial de genes no tecido hepatico no pés-parto recente

de vacas de corte divergentes quanto a re-concepcao futura: prenhas e vazias.

Material e Métodos

Animais e Coleta de dados

Este estudo foi realizado na Embrapa Pecuaria Sul, unidade de pesquisa da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), situada no municipio de

Bagé, Regido da Campanha, RS.

Para este trabalho foram utilizados dados de 32 vacas de primeira, segunda e
terceira crias, com idades entre trés e cinco anos, manejadas sob pastoreio continuo
em pastagens naturais, com carga animal média de 315 kg/ha. Foram utilizadas
vacas de quatro composicdes raciais, sendo elas: sete animais da raca Angus
(ANAN), nove do cruzamento de vacas Angus com touros Nelore (ANNE), oito do
cruzamento de vacas Nelore com touros Angus (NEAN), e oito da raca Nelore
(NENE). Estas vacas foram divididas ao acaso dentro de composic¢ao racial em dois
lotes e acasaladas com touros das racas Brangus (BN) e Braford (BO) em estacéo
de monta de 60 dias (janeiro a fevereiro). O periodo de paricdo foi entre os meses
de outubro e dezembro. Uma vez paridas, foram acasaladas novamente entre 30 e
120 dias pos-parto (janeiro e fevereiro), e o diagnostico gestacional realizado 60 dias

apos o ultimo acasalamento.
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Coletas de sangue e analises bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia jugular. Foram
realizadas coletas ao redor de 30 dias antes da data prevista para o parto (dia -30),
ao parto (dia 0), e a cada sete dias até a 62 semana pos-parto (dia 42). Todas as
amostras de soro foram utilizadas para a determinacdo das concentracbes
sanguineas de Beta-hidroxibutirato, enquanto que as amostras coletadas nos dias 0,
14, 28 e 42 pos-parto foram utilizadas para a determinacdo das concentracdes de
IGF-I e insulina. Nos mesmos dias também foi realizada pesagem das vacas em
balanca eletrbnica e a determinacdo do escore de condi¢cdo corporal de cada vaca

utilizando uma escala de 1 a 5 (LOWMAN et al. 1976).

As concentracdes séricas de Beta-Hidroxibutirato foram determinadas por
método colorimétrico utilizando kit Ranbut (Randox, Crumlin, Inglaterra) em
espectrofotometro FEMTO 700 Plus (Femto Ind. e Com.. de Instrumentos Ltda., Sao
Paulo, Brasil) (VELAZQUEZ et al., 2005). O limite de deteccéo do ensaio foi de 1,04
mg dI-1, e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 5%. Para determinacdo das
concentracbes séricas de |IGF-I e Insulina foram realizados ensaios
imunoenziméticos (ELISA) utilizando kits comerciais Bovine Insulin Like Growth
Factor 1 (IGF1) e Bovine Insulin INS ELISA Kit (USCN Life Science®, Houston,
EUA) (LEE et al., 2005). Os coeficientes de variacéo intra-ensaio foram de 6% e

4,0% para IGF-I e insulina, respectivamente.

Bidpsias hepaticas e RNA-seq

Nos dias 0,14, 28 e 42 pos-parto foram realizadas bidpsias de figado das 32

vacas, transcutaneamente, com anestesia local e agulhas Tru-cut 14 e 16 G, método
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descrito por Radcliff et. al (2003). As amostras de figado foram imediatamente
armazenadas em microtubos e congeladas em nitrogénio liquido até a extracao e
sequenciamento de RNA. A extracdo do RNA total, bem como a construcdo e
sequenciamento das bibliotecas, foram realizados pelo Laboratério de Biotecnologia
Animal, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), a partir
de 0,05 a 0,10 g de tecido hepatico, utilizando o protocolo do reagente Trizol

(Invitrogen, Carlsbad, CA), conforme as instru¢des do fabricante.

A pureza e a quantidade do RNA total extraido foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed e por espectrofotometria a
260 e 280 nm, através do espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). A
qualidade e a integridade do RNA total foram analisadas com o Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies). Apenas amostras com RNA total apresentando
RNA Integrity Number (RIN) maior ou igual a 8,0 foram utilizadas para as andlises de

RNA-Seq.

Cada amostra, contendo de 1 a 4 pug de RNA total, foi purificada de acordo
com o protocolo descrito pela lllumina, utilizando microesferas magnéticas ligadas a
oligos dT para separacao do RNA ribossémico. O mRNA purificado foi fragmentado
em tampédo especifico (lllumina). A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada
com a enzima Supercript 1l (Invitrogen). A sintese da segunda fita de cDNA foi
realizada com as enzimas RNaseH e DNA Pol | e as extremidades das moléculas
foram tratadas com as enzimas T4 DNA Polymerase e Klenow DNA Polymerase
(lumina) para a geragao de extremidades abruptas. A extremidade 5’ foi fosforilada
com a enzima T4 PNK (e a adenilagcdo da extremidade 3" foi realizada com a enzima
Klenow exo, ambas da Illumina. As moléculas de cDNA foram entdo ligadas a

adaptadores com uso da enzima T4 DNA Ligase (lllumina). As bibliotecas foram em
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seguida submetidas a eletroforese em gel de agarose, purificadas (fracao
correspondente a 200 pb £30 pb), e amplificadas por meio de PCR, com primers

especificos para os adaptadores (lllumina).

Apoés o término da preparacdo, a qualidade das bibliotecas foi validada no
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) usando o chip DNA 1000, com
intuito de verificar se o procedimento foi bem sucedido e se as amostras

apresentaram a maior parte dos fragmentos préoximos do tamanho de 260 pb.

A seguir, as bibliotecas foram quantificadas individualmente via PCR em
Tempo Real (RT-gPCR), com o uso do Kit KAPA Library Quantification (KAPA
Biosystems), o qual possui seis amostras padrdes de concentracfes (entre 20 a
0,0002 pM) e tamanho de fragmento conhecido (452 pb) presentes no kit. A partir
dos valores de Cycle threshold (Ct) dos padrdes foram determinadas as
concentracbes das amostras por meio de uma regressao linear. Depois de
calculadas essas concentracbes, elas foram diluidas novamente para uma
concentracdo padronizada, combinadas e entdo inseridas na lamina de

sequenciamento para a clusterizacao.

O sequenciamento do mRNA foi realizado com a tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo por meio do equipamento HiScanSQ (lllumina —
San Diego, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante, utilizando-se o
protocolo para sequéncias pair-end. Com uso do kit TruSeq PE Cluster Kit v3-
cBotHS (lllumina - San Diego, EUA), as amostras ligaram-se a oligos
complementares posicionados na superficie das canaletas da lamina, e foram
amplificadas, resultando em clusters (agrupamentos) de fragmentos iguais. A
sequéncia dos agrupamentos foi determinada com uso do kit TruSeq SBS kit v3-HS

(llumina — San Diego, EUA), (200 cycles), conforme recomendacdes do fabricante.
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Cada canaleta conteve seis amostras e cada amostra foi sequenciada até gerar

cerca de 10 milhdes de sequéncias por biblioteca.

Através do programa CASAVA, versdao 1.8.2, os dados gerados pelo
sequenciador HiScanSQ (lllumina, Inc., San Diego, CA), foram convertidos para o

formato FASTQ.

Para extracdo dos dados de expressao génica do RNA-Seq, os dados foram
inicialmente processados pelo programa FastQC (ANDREWS, 2010), versao 0.10.0,
o qual gerou um relatério global da composicdo e qualidade de cada biblioteca.
Subsequentemente, as bibliotecas foram individualmente filtradas por qualidade,
utilizando-se o programa FASTQ Quality Trimmer, pertencente ao pacote FastX
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) versdo 0.0.13. Esse filtro elimina os
nucleotideos das extremidades considerando-se a pontuacdo Q (Phred score)
(EWING; GREEN, 1998) de uma janela deslizante de tamanho ajustavel. Os
parametros utilizados foram: manter os IDs de sequéncias de tamanho 0; verificar as
extremidades 5' e 3' de cada sequéncia; tamanho de janela de 3 nucleotideos com
deslizamento de base por base, sem limite de exclusdo de bases; eliminar a ultima
base da janela que tenha média de pontuacao igual ou inferior a Q20. A pontuacao
Q20 na escala Phred corresponde a 1% de probabilidade da base nucleotidica estar

incorreta.

Foram obtidos 4 reads para cada uma das 16 vacas. Estes reads foram
colapsados e alinhados com o genoma de referéncia bovino (Bos Taurus UMD3.1 do
banco de dados de genomas do Ensembil, disponibilizado na base lllumina), verséo

de 15/05/2016, usando Bowtie2 com suas op¢des padrao.
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A expressao génica foi calculada usando o arquivo General Transfer Format
(GTF) do repositério do Ensembl, também disponibilizado na base da Illumina. Foi
utilizada a ferramenta TopHat (TRAPNELL et al., 2012) (http://tophat.cbcb.umd.edu/)
para alinhar os reads em relacdo ao genoma completo, gerando um mapa de
alinhamentos que foi utilizado nas analises posteriores. A ferramenta CuffLinks
(TRAPNELL et al., 2010) (http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) usa 0 mapa e 0 genoma
para montar os reads em transcritos. Ja a ferramenta CuffDiff, a partir do
alinhamento dos reads nas diferentes condi¢cbes analisadas, faz a quantificacdo e

comparacao dos genes e transcritos que sao diferencialmente expressos.

Andalise estatistica

Para determinacdo de quais amostras seriam destinadas para
sequenciamento de RNA foram construidas arvores de decisdo a partir do algoritmo
J48 (QUINLAN, 1993). Este algoritmo classifica instancias ordenando-as da raiz da
arvore em direcdo a suas folhas. As caracteristicas mais relevantes posicionam-se
mais perto da raiz da arvore. A medida que a relevancia da caracteristica diminui,
esta caracteristica € posicionada mais longe da raiz e mais proxima as folhas
(MITCHELL, 1997). O objetivo foi identificar qual das medidas, metabdlitos ou
horménios estudados apresentou maior grau de acerto das arvores de deciséao,
juntamente com o dia de coleta mais relevante, predizendo o diagnéstico de

prenhez.

As analises estatisticas dos MRNAs expressos diferencialmente foram
realizadas utilizando o software R (3.2.2) e o pacote Bioconductor DESeq (1.2.0)

(ANDERS E HUBER, 2010) usando a saida HTSeq. As contagens de leitura foram
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normalizadas para a profundidade de sequenciamento da biblioteca, medindo a
razdo das contagens de reads (FC, Fold Change), com P-valores n&o corrigidos a
partir da distribuicdo binomial negativa, e foram obtidos valores de P ajustados pela
taxa de falsas descobertas (FDR). Analise de componentes principais também foi
realizada utilizando R para observar a distribuicdo da amostra em um gréfico
bidimensional e a presenca de dados extremos (outliers). Genes com FDR <0,02 e
FC> 1,50 foram considerados Up-regulated; E FDR <0,02 e FC <0,75 foram

considerados Down-regulated.

Os transcritos de cada biblioteca de sequéncias foram montados através do
Cufflinks, versdo 2.1.1 (TRAPNELL et al., 2010, 2012), utilizando as sequéncias
previamente mapeadas pelo programa TopHat2. O Cuffmerge, versdo 1.0.0
(TRAPNELL et al.,, 2010), utilizou os transcritos montados das bibliotecas de
sequéncias trimadas e originais para reconstruir o transcriptoma e incluiu a anotacao
para os genes. Esta etapa foi necessaria para criar um arquivo de referéncia para
posterior comparacdo de genes entre as analises utilizando sequéncias trimadas e
originais. Como ultimo passo, foi utilizado o pacote CummeRbund, da ferramenta R,
para geracdo interpretacdo dos resultados gerados pela ferramenta CuffDiff
(TRAPNELL et al., 2010). Foram construidos diagramas de Venn com 0s transcritos
diferencialmente expressos em comum de acordo com status reprodutivo e

composicao racial.

Os mRNAs definidos como significativamente para cima e para baixo (FDR
<0,02 e FC >1,50, ou FDR <0,02 e FC <0,75) foram ainda analisados quanto ao
enriguecimento de Ontologia genética (GO) (processos bioldgicos) e analise de vias
metabdlicas usando os pacotes Pathview em R (LUO et al, 2009; LUO e

BROUWER, 2013), considerando valores de P inferiores a 0,05 como significativos
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para diferencas de enriquecimento tanto para as vias metabdlicas quanto para 0s
processos biolégicos mais enriquecidos em vacas vazias com relacdo as vacas
prenhas. Figuras das vias metabodlicas diferencialmente enriquecidas foram

adicionadas a partir da Enciclopédia de genes e genomas Kyoto (KEGG).

Resultados e Discussao

Arvores de deciséo

Dentre as variaveis estudadas foram construidas arvores de deciséo a partir
do algoritmo J48 com o0s seguintes graus de precisdo para Peso, ECC, Beta-
hidroxibutirato, insulina e IGF-I: 59,38%, 59,38%, 71,38%, 78,38% e 90%,
respectivamente. A partir destes resultados selecionamos IGF-I como variavel para
definicdo de que amostras e dias de coleta mais relevantes para sequenciamento de

RNA (Figura 1).

A arvore de decisdo construida mostra que o nivel de IGFI42, que representa
o horménio IGF-I medido no 42° dia pds-parto, € o indicador mais importante para a
predicao do diagndstico no ano seguinte (Figura 1). O ramo inferior da arvore mostra
que, caso o nivel de IGFI42 seja igual ou inferior a 77,03 ng/dL o diagndstico da
vaca sera vazia. Ja o ramo superior, mostra que no caso de IGFI42 seja superior ao
limiar de 77,03 ng/dL, a predicdo do diagnéstico passa pela analise do nivel do
indicador IGFI28, que representa o horménio IGF-I medido no 28° dia pos-parto.
Caso este indicador tenha valor igual ou inferior a 50 ng/dL, o diagnostico também
sera vazia. Caso os dois indicadores tenham valores superiores aos limiares

mencionados, o diagnodstico sera prenha. A partir destas informacdes também foi
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definido que o momento de coleta da biopsia hepatica a ser utilizado no

sequenciamento de RNA deveria ser o dia 42.

Prenha

Figura 1: Arvore de decisdo criada pelo algoritmo J48 para predicdo do diagnéstico de
prenhez a partir dos niveis do horménio IGF-I.

Os simbolos em azul mostram as vacas prenhas e os simbolos em vermelho,
as vacas vazias (Figura 2). S&@o utilizados simbolos diferentes para denotar as
diferentes racgas utilizadas no experimento. As linhas verdes indicam os limiares
apontados pela arvore de decisdo. O grafico mostra que todas as vacas, com nivel
de IGFI42 igual ou inferior ao limiar de 77,03 ng/dL, estdo com diagndstico vazia.
Desta forma, esta regra tem 100% de precisdo. A regra que indica nivel de IGFI42
igual ou inferior a 77,03 ng/dL e nivel de IGFI28 igual ou inferior a 50 ng/dL, indica
uma vaca com diagnostico vazia. Esta regra tem um erro em cinco amostras,
representando 20% de erro. A Ultima regra, apontando nivel de IGFI42 superior a
77,03 ng/dL e nivel de IGFI28 superior a 50 ng/dL, indica que a vaca devera ter
diagnoéstico prenha. Esta regra tem dois erros em 15 amostras, apresentando 13%
de erro. Em resumo, a arvore apresentada na figura 1 apresenta 3 erros de
classificagdo em 32 amostras, representando 90% de acerto. A partir dos resultados

(Figura 2) foram selecionadas 16 vacas, para RNA-seq das amostras de tecido



97

hepatico coletadas no dia 42 pés-parto. Nao houve a possibilidade de selecionar
duas vacas de cada composicado racial para os diferentes status reprodutivos
(prenhas ou vazias), pois apenas 01 (uma) vaca NENE apresentou diagnostico de
prenhez positivo e 01 (uma) vaca ANNE apresentou diagnostico de prenhez

negativo.
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Figura 2. Representacdo espacial da arvore de decisdo. Circulos identificam as vacas
selecionadas para RNA-seq das amostras de tecido hepatico coletadas no dia 42 pos-parto.

Sequenciamento do RNA - Dados gerais

Foram identificados 308.139 transcritos, sendo 30.464 genes, 103.148
isoformas, 51.353 sitios de inicio de transcricdo (TSS), 21.950 sequéncias de DNA
codificante (CDS), 30.464 promotores, 51.353 Splicing e 19.407 CDS regulados

(relCDS).
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Transcritos diferencialmente expressos em comum de acordo com status

reprodutivo e composicéo racial

Os diagramas de Venn construidos para os genes diferencialmente expressos
em vacas prenhas e falhadas (Figuras 3 e 4 , respectivamente) mostram que, para
as 4 composicles raciais analisadas, ha somente 8 e 7 genes comuns a todas
composicdes raciais, respectivamente. Estes genes estdo diferencialmente

expressos nas vacas prenhas do que nas vacas vazias (Tabelas 1 e 2).

prenhaNEAN

prenhaANNE
nhaANAN

prenhaNENE

Figura 3: Diagrama de Venn construido para indicar os genes diferencialmente expressos em
vacas prenhas.

Tabela 1: Transcritos diferencialmente expressos em vacas prenhas, em comum nas 4
composicdes raciais analisadas.

Gene_id Funcéo

XLOC 018833 Funcéo néo identificada
XLOC_001287 PAQR5
XLOC_023905 ERBB3
XLOC_023297 TCP11L2
XLOC_022986 SOCS2
XLOC_021124 SLC22A15

XLOC 022816 Funcéo néo identificada

XLOC_003896 ENSBTAG00018955
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vaziaNEAN

vaziaANNE

vaziaNFNF

Figura 4: Diagrama de Venn construido para os genes diferencialmente expressos em vacas

vazias.

Tabela 2: Transcritos diferencialmente expressos em vacas prenhas comuns as 4 composi¢cdes

raciais analisadas.

Gene_id

Funcéo

XLOC_008125
XLOC_015345
XLOC_023782
XLOC_016140
XLOC_018109
XLOC_011394
XLOC_019539

GOS2
ABHD6
KCNH3

TNFRSF21
BAG3
TMEM98
STIP1

Comparacédo dos niveis de expressao dos transcritos entre prenhas e vazias

independente de composicéao racial

Embora as distribuices de densidade dos niveis de expressao dos transcritos

sejam muito similares, para vacas prenhas e vazias, é possivel verificar que ha uma

diferenca mais clara de expresséo de transcritos para log10(fpkm) préximo ao valor

zero, com uma densidade superior nas vacas prenhas (figura 5).
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Figura 5: Distribuicdo dos niveis de expressdo de cada transcrito nas

condi¢bes analisadas

Os resultados de expressdo dos transcritos em vacas prenhas e vazias
indicam uma pequena diferenca entre grupos, mas salientam a homogeneidade dos
resultados da expressédo indicando a eficiéncia e baixa variabilidade das amostras

submetidas a técnica (Figura 6).
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Figura 6: Diferencas de nivel de Expressao em vacas prenhas e vazias.
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Transcritos diferencialmente expressos em vacas prenhas

Os transcritos estdo ordenados por diferenca de expressdo, cujo valor esta
apresentado na coluna log2 fold change. As 10 maiores diferencas de expressao,
considerando os transcritos mais diferencialmente expressos em vacas prenhas

guando comparadas as vacas vazias (Tabela 3).

Tabela 3: Top 10 dos transcritos mais expressos em vacas prenhas.

Gene_id Prenha Vazias log2 test_stat p_value g_value
fold_change
XLOC_027135* 3,35401 0,00287636  -10,1874 -0,44301 0,00005 0,00269176
SNORA70 4,09926 0,33958 -3,59354 -0,77577 0,0001 0,00495596
XLOC_022925* 9,83966 1,60647 -2,61471 -5,06662 0,00005 0,00269176
C19orf81 1,50646 0,265174 -2,50615 -1,49587 0,00005 0,00269176
Haptoglobin 738,064 132,592 -2,47675 -1,51244 0,00005 0,00269176
XLOC_015082* 14,0584 2,9619 -2,24684 -2,7201 0,00005 0,00269176
XLOC_022907* 1,25399 0,286506 -2,12919 -1,41718 0,00005 0,00269176
TNFRSF10A 3,10738 0,724436 -2,1007 -1,6545 0,00005 0,00269176
MT1E 17,9936 4,36014 -2,04504 -1,75276 0,00005 0,00269176
XLOC_009929* 300,6800  74,46520 -2,01359 -7,20752 0,00005 0,00269176

*Funcao ndo identificada.

Os transcritos mais expressos em vacas prenhas esta o gene SNORA70
(Small nucleolar RNA). Os microRNAs sao pequenos RNAs dupla-fita endégenos,
com aproximadamente 22 nucleotideos, cuja principal funcdo é atuar como
silenciadores p0s-transcricionais, pois pareiam-se com mMRNAs especificos e
regulam sua estabilidade e traducdo (PRODROMAKI, 2015).

Da mesma forma, em relacdo as vacas prenhas, o gene Haptoglobina (HP)
esteve entre os genes com maior diferenca de expressao entre prenhas e vazias.
Este gene codifica uma pré-proteina, que € processada para produzir cadeias alfa e
beta, que subsequentemente se combinam como um tetrdmero para produzir
haptoglobina (LECCHI et al., 2012). Em bovinos, dados recentes sugerem que o
estado inflamatorio ocasionado pelo balangco energético negativo durante o periodo

de transicdo parece causar prejuizos de ordem inflamatéria e metabodlica para a
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vaca (TREVISI et al., 2009). Atraso no retorno da atividade do figado, evidenciado
pelas baixas concentracdes de proteinas de fase aguda negativa como a albumina e
paraoxonase e aumento nas concentracdes de proteinas de fase aguda positivas
como a haptoglobina foram relatados (TREVISI et al., 2009). Uma clara correlacao
existe entre a imunossupressao, a ocorréncia de doencas, a inflamacao, o estresse
metabdlico e a reproducdo (TREVISI et al.,, 2012). No caso do presente estudo,
diferente do esperado, vacas prenhas apontaram maior expressdo do transcrito
relacionado a sintese desta proteina. Por outro lado, Lecchi et al. (2012),
encontraram uma expressao generalizada do gene HP também em condi¢cdes ndo
patolégicas, prevendo assim um possivel papel como moléculas imunomoduladoras
e protetoras. Isto reforca a necessidade de novas abordagens para desvendar a
relacdo critica entre a causa e o efeito, bem como o prognéstico do estado de saude
da vaca a partir da expressdo deste gene, ou ainda, dos niveis séricos desta

proteina.

Ainda em relacéo aos processos inflamatoérios, o gene TNFRSF10A, membro
da superfamilia dos receptores para fatores de necrose tumoral (TNF) esteve entre
os com maior diferenca de expressdo entre prenhas e vazias. Este receptor é
ativado pela ligagcdo de um indutor de apoptose relacionado com o fator de necrose
tumoral (TNFSF10 / TRAIL), e assim traduz o sinal de morte celular e induz
apoptose celular (SOUZA e URIBE-VELAZQUEZ, 2008). Ao enfrentar um desafio
imunoldgico, o fator de necrose tumoral a (TNFa) é liberado, dando suporte a
resposta imunoldgica. No entanto, o TNFa pode afetar o funcionamento uterino por
desempenhar um importante papel na regulagcdo da produgdo de PGF2a
(MIYAMOTO et al., 2000). Dessa forma, niveis altos de TNFa poderiam ser seguidos

de niveis suficientemente altos de PGF2q, levando a lutedlise e consequentemente
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a perda de embribes nos seus estagios iniciais no caso de vacas prenhas
(STAPLES et al., 1998). Por outro lado, o TNF-a gerado nos foliculos pré-
ovulatorios, tem papel obrigatério no desenvolvimento e diferenciacdo celular
(SAKUMOTO E OKUDA, 2004), bem como nos mecanismos de debilidade e ruptura
ovariana (BRANNSTROM et al., 1995). O TNF-a, combinado ao LH, pode
potencializar o processo de ovulacdo (BRANNSTROM et al., 1995; TERRANOVA,
1997). Ja na fase luteal, ele reduz a secrecido de estradiol (BRANNSTROM et al.,
1995; PATE, 1995; TERRANOVA, 1997). Também é de fundamental importancia na
luteogénese e na lutedlise (MIYAMOTO et al., 2000). As diferencas nas respostas
celulares os efeitos desta citocina dependem do estagio de diferenciacdo das
células-alvo, e da presenca ou da presenca ou auséncia de outros fatores ou
reguladores dos processos. Desta forma, Isto reforca a necessidade de novas
abordagens para estudar as relacbes entre a causa e o efeito, bem como as
relacbes da expressdo hepatica deste fator com suas acdes em nivel de tecidos

reprodutivos.

Transcritos diferencialmente expressos em vacas vazias

Os transcritos mais expressos em vacas vazias em relacdo as vacas prenhas
estdo ordenados por diferenca de expresséao, cujo valor esta apresentado na coluna

log2 fold change (Tabela 4).
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Tabela 4: Top 10 dos transcritos mais expressos em vacas vazias.

Gene_id Prenha Vazias log2 test_stat p_value g_value
fold_change
PTP 0,0180178 15,8842 9,78395 1,25327 0,00005 0,00269176
PNLIP 0,00415665  3,19861 9,58781 0,528708 0,00005 0,00495596
CPA1 0,0422167 26,4062 9,28874 3,23619 0,00005 0,00269176
CEL 0,0138604 8,5311 9,26562 2,13271 0,0013 0,0401946
XLOC_009118  0,141835 77,1665 9,08762 5,01402 0,00005 0,00269176
CTRB1 0,0481181 23,8941 8,95314 3,21133 0,00005 0,00269176
CELA3B 0,070513 31,1236 8,7859 3,39226 0,00005 0,00269176
pCPB 0,0336045 10,3169 8,26214 2,45858 0,00005 0,00269176
RNASE1 0,153827 29,1328 7,56519 4,09715 0,00005 0,00269176
CELA1 0,254671 37,1996 7,19051 5,07821 0,00005 0,00269176

Entre os transcritos mais diferencialmente expressos em vacas vazias com
relacdo a vacas prenhas esta o gene da Lipase pancreatica (PNLIP). Este gene
codifica uma proteina membro da familia das lipases. A enzima codificada é
secretada pelo pancreas e hidrolisa os triglicerideos no intestino delgado, sendo
essencial para a eficiente digestdo das gorduras alimentares (GUYTON e HALL,
2002). No mesmo sentido, o gene da Carboxyl Ester Lipase (CEL) esteve entre os
com maior diferenca de expresséo entre vazias e prenhas. A proteina codificada por
este gene é uma glicoproteina secretada do pancreas para o trato digestivo
(GUYTON e HALL, 2002). O papel fisiologico desta proteina estd na hidrélise e
absorcdo de colesterol e ésteres de vitaminas lipossoluveis (HUI, 1996). Além das
enzimas pancreaticas lipoliticas, também estiveram entre os genes com maior
diferenca de expressao entre vacas vazias e prenhas, codificadores das proteases,
caracterizando o estado catabdlico. Quimiotripsinogénio B1 esteve entre os mais
diferencialmente expressos. Este gene codifica um membro da familia de enzimas
proteases de serina e forma um precursor principal das enzimas proteoliticas

pancreaticas (GUYTON e HALL, 2002).

Da mesma forma, outras enzimas catabdlicas estiveram entre os transcritos

com maior diferenca de expressao entre vacas vazias e prenhas, como 0s genes
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das carboxipeptidases, com a expressao dos genes Carboxipeptidase A1 (CPA1) e
Carboxipeptidase B (pCPB). Estes genes codificam membros da familia
carboxipeptidase, de metaloproteases. Estas enzimas preferencialmente clivam
carbonos terminais de cadeias ramificadas e aminoacidos aromaticos de proteinas
da dieta (GUYTON e HALL, 2002). No mesmo sentido, ainda com relacdo ao
metabolismo de proteinas, elastases como a CELA1 (Chymotrypsin Like Elastase
Family Member 1) e CELA3B (Chymotrypsin-like Elastase Family, Member 3B)
estiveram entre 0s genes com maior diferenca de expressdo de vacas vazias em
relacdo a vacas prenhas. As elastases formam uma subfamilia de proteases de
serina que hidrolisam muitas proteinas além da elastina (GUYTON e HALL, 2002).
Outro aspecto importante € que a Elastase 3B tem funcédo estabelecida no
transporte intestinal e no metabolismo do colesterol, caracterizando seu
envolvimento, também, no metabolismo de lipidios (HALL, 1963). A ativacdo da
expressdo destas enzimas pode estar relacionada com a necessidade de maior
ativacdo da absorcdo de nutrientes, uma vez que vacas vazias, com menores niveis
séricos de IGF-I, teriam balanco energético de nutrientes menos favoravel (HESS,

2005; AZAMBUJA, 2013), com consequente reflexo negativo na reproducéo.

Transcritos diferencialmente expressos exclusivamente

Com relacédo aos transcritos exclusivos em vacas prenhas (Tabela 5), o gene
XLOC_001143, foi encontrado, porém, ainda ndo teve sua funcéo identificada em
mamiferos. Por outro lado, em vacas vazias, mais uma vez estiveram entre 0s
transcritos exclusivos, genes que codificam enzimas lipoliticas, como a fosfolipase e

a colipase.



106

Tabela 5: Transcritos exclusivos em vacas prenhas e vazias.

Gene_id Prenha Vazias p_value g_value
XLOC_001143 37,4219 0 0,00005 0,00269176
XLOC_008516 0 56,0804 0,00005 0,00269176
PLA2G1B 0 44,5863 0,00005 0,00269176
XLOC_028154 0 24,0467 0,00005 0,00269176
CLPS 0 7,38392 0,00005 0,00269176
U6 0 0,939642 0,00005 0,00269176

O gene Fosfolipase A2 do grupo 1B, gene que codifica um membro da classe
de enzimas fosfolipase A2 (PLA2). A enzima € dependente do célcio e codificada
catalisa a hidrélise da posicdo sn-2 dos glicerofosfolipidos de membrana, para
libertar acido araquidénico (AA) e lisofosfolipidos (CUNNINGHAM, 2004). O acido
araquidonico é posteriormente convertido por enzimas metabolicas em Vvarios
compostos bioativos lipofilicos (eicosandides), incluindo prostaglandinas (PGs) e
leucotrienos (LTs) (BAYNES e DOMINICZAK, 2005). Estes resultados demonstram
que, assim como as vacas prenhas, vacas vazias também tiveram processos
inflamatoérios ativados, e dados a relacdo do &cido araquiddénico com as
prostaglandinas, interferéncias na producéo de PGF2a poderiam estar relacionados
a lutedlise, e consequentemente a perda de embrides nos seus estagios iniciais no

caso de vacas prenhas (STAPLES et al., 1998).

Por outro lado, o gene da Colipase codifica uma proteina que é um cofactor
necessario para a lipase pancreatica na hidrolise eficiente dos lipidos da dieta. Liga-
se ao dominio C-terminal ndo catalitico da lipase, estabilizando assim uma
conformacdo ativa e aumentando consideravelmente o potencial de ligacdo
(CUNNINGHAN, 2004; DRACKLEY, 2008). Conforme abordado anteriormente, a

ativacdo da expresséo destas enzimas pode estar relacionada com a necessidade
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de maior absorcdo de nutrientes em vacas com maior desequilibrio energético

(HESS, 2005), e por consequéncia, vazias.

Vias metabodlicas mais enriquecidas

Foram encontradas 4 vias metabdlicas significativamente ativadas (up-
regulation) em vacas vazias em relacdo as vacas prenhas (Tabela 6; Figuras 7, 8, 9
e 10). Nao houve vias metabdlicas significativamente inibidas (down-regulation)

entre vacas vazias e prenhas.

Tabela 6. Vias metabdlicas enriquecidas significativamente no transcriptoma do tecido hepético de
vacas de corte no pds-parto recente.

Via metabdlica p.val

Ciclo celular 0,00425
Secrecao pancreatica 0,00671
Fosforilagéo oxidative 0,01680

Digestao e absor¢éo de proteinas 0,02748
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Figura 7. Mapa da via metabdlica Ciclo Celular retirado da KEGG, mais
enriquecida significativamente ativada (up-regulation) para vacas vazias em
relacdo a vacas prenhas.

Ciclo Celular é o conjunto de fases que uma célula passa com o intuito de
duplicar-se, dando origem a duas células novas. Este processo extremamente
coordenado onde a progressao pelas fases do ciclo celular é regulada, por uma rede
bioguimica que sinaliza 0 andamento e as passagens entre as fases G1, S, G2 e M
da intérfase. Esse controle é vital para manutencdo do ritmo de proliferacdo, para
garantir a correta replicacdo do material genético, segregacdo dos cromossomos, e
coordenar os processos de diferenciacdo, senescéncia e morte (MALUMBRES e
BARBACID, 2009). Estudos em bovinos relacionaram niveis de metabdlitos
indicadores de balanco energético negativo, como o0 Beta-hidroxibutirato, a
alteracdes no ciclo celular (LI e ELSASSER, 2005). No presente estudo, vacas

vazias apresentaram niveis inferiores de IGF-I, quando comparadas as vacas
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prenhas, resumindo provavelmente uma condicdo de estresse metabolico (HESS,
2005; AZAMBUJA, 2013). Tais condicdes, especialmente aquelas relacionadas ao
metabolismo de gorduras, cetose e figado gordo, ja foram associadas a diferencas
de transcricdo e expressao génica em vacas no periparto (LOOR et al., 2006; 2007;
LOOR, 2010) e os resultados do presente estudo contribuem com estes indicativos.
Neste sentido, novas abordagens para estudar as relagdes destas vias com o status

metabdlico e reprodutivo se mostram promissoras.
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Figura 8. Mapa da via metabdlica Secre¢do pancreatica retirado da KEGG,
mais enriquecida significativamente ativada (up-regulation) para vacas vazias
em relacao a vacas prenhas.

A secre¢do pancredtica, por meio do suco pancreatico, secre¢do que atua no

7

processo digestivo, é fundamental na absorcdo de nutrientes. A secrecao
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pancreatica contém enzimas como a amilase pancredtica, lipase pancreatica,
tripsinogénio, quimiotripsinogénio, pro-carboxipeptidase, pré-elastase, fosfolipase A
e B, e nucleotidases (CUNNINGHAM, 2004). Os genes que codificam boa parte
destas enzimas estiveram entre os mais diferencialmente expressos em vacas
vazias; e no caso da fosfolipase, foi identificado entre os transcritos mais
diferencialmente expressos exclusivos para este grupo de vacas, corroborando com
as vias metabolicas significativamente ativadas. As vias metabdlicas mais
enriquecidas para estas funcbes em vacas vazias podem estar relacionadas a
necessidade de maior ativacdo da absorcao de nutrientes por este grupo de vacas,
uma vez que 0 mesmo apresentou menores niveis séricos de IGF-I, indicativo de

balanco energético negativo (HESS, 2005; AZAMBUJA, 2013).
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Figura 9. Mapa da via metabdlica Fosforilagcdo oxidativa retirado da KEGG,
significativamente ativada (up-regulation) para vacas vazias em relagdo a
vacas prenhas.
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A fosforilacdo oxidativa € uma via metabdlica que utiliza energia liberada pela
oxidacdo de nutrientes de forma a produzir trifosfato de adenosina (ATP). O
processo refere-se a fosforilacdo do ADP em ATP, utilizando para isso a energia
liberada nas reacfes de oxidacdo-reducdo (NELSON e COX, 2004). Esperava-se
gue houvesse uma reducao da intensidade metabdlica em vacas vazias, em razao
de menor substrato para producdo de ATP’s em vacas teoricamente em balango
energético desfavoravel. Neste sentido, os achados do presente estudo contrariam
0s resultados encontrados por Loor et al. (2007), que observou a inibicdo da via
metabdlica da fosforilacdo oxidativa, quando estudou a expressdo de genes no
tecido hepatico de vacas em restricdo alimentar e com indicativos metabdlicos de
cetose. Por outro lado, a glicose é normalmente considerada uma fonte chave de
energia para a producdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa mitocondrial
(LUCY, 2003), e varios estudos demonstram grandes variacdes nos niveis séricos
deste metabolito em vacas (BLACKSHAW e BLACKSHAW, 1994; SIMPSON et al.,
1997; ALVAREZ et al.,, 2000; AZAMBUJA, 2013). Isto reforca a necessidade de
novas abordagens para desvendar a relacdo critica entre causa e o efeito, bem

como as condi¢des para maior ativacao desta via metabdlica.
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Figura 10. Mapa da via metabdlica da digestdo e absorcdo de proteinas
retirado da KEGG, mais enriquecida significativamente ativada (up-regulation)
para vacas vazias em relacao a vacas prenhas.

A digestdo das proteinas em ruminantes comeca no reticulo-ramen com a
fermentacdo, absorcdo e aproveitamento da proteina microbiana, e continua no
abomaso, que devido a presenca de &cido cloridrico, desnatura as proteinas
(BERCHIELLI et al., 2006). No intestino delgado, as proteinas sofrem a acao das
enzimas produzidas pelo pancreas (tripsina, quimiotripsina, elastase e
carboxipeptidase) (WEBB, 1990). Corroborando com as enzimas proteoliticas mais
diferencialmente expressas no presente estudo, as vias metabdlicas também mais

enriquecidas para estas fungbes em vacas vazias, podem estar relacionadas a

necessidade de maior absor¢éo de nutrientes por este grupo de vacas.
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Termos de ontologia genética

O numero de Termos de ontologia genética (GOT) enriquecidos para
processos biologicos das vacas vazias em relacdo as vacas prenhas,
significativamente ativados (up-regulation) e significativamente inibidos (down-

regulation) estdo apresentados nas tabelas 8 e 9 respectivamente.

Tabela 7. Termos de ontologia genética (GOT) enriquecidos para processos biologicos das vazias em
relacdo as prenhas - up-regulation.

Processo biol6gico pal
Fase M 3,54E-07
Segregacao cromossdmica 7,21E-06
Fase M do ciclo celular mitético 1,01E-05
Divisdo nuclear 1,41E-05
Mitose 1,41E-05
Fissdo de organelas 2,06E-05
Prometéafase mitética 0,0001
Divis&o celular 0,0002
Meiose 0,0008
Fase M do ciclo celular meidtico 0,0008
Ciclo celular meiético 0,0009
Regulacéo da segregacéo cromossdmica 0,0021
Segregacao da cromatide irma 0,0029
Segregacéo de croméatide irma mitdtica 0,0044
Organizacéo de fuso mitético 0,0055
Estabelecimento de localizagdo cromossémica 0,0065
Regulac¢éo do processo do ciclo celular 0,0066
Meiose | 0,0077
Conjunto complexo do centrémero 0,0082
Localizag&@o cromossomica 0,0093
Fixacéo dos microtubulos do fuso ao cinetécoro 0,0094
Segregacéo cromossOémica meidtica 0,0104

Ponto de verifica¢&o do ciclo celular 0.0111



Interfase do ciclo celular mitético

Organizagéo do fuso mitético

Interfase

Regulacéo da transicdo G2 / M do ciclo celular mitético

Transi¢do G2 / M do ciclo celular mitético

Regulagéo da parada do ciclo celular

Homeostase de temperatura

Remodelacao de cromatina no centromero

Despolimerizag&o de microtdbulos

Metéfase placa de congresso

Contragdo do musculo esquelético

Regulacéo positiva do processo de biossintese de nucleotideos
Regulagéo positiva do processo de biossintese de nucleotideos de purina
Regulagéo positiva do processo metabdlico do cAMP

Regulacéo positiva do processo de biossintese de AMPc
Fosforilagao de tirosina de proteina STAT

Organizagéo cromossémica envolvida na meiose

Regulagéo positiva do processo biosintético de nucleotideos ciclicos
Recombinacgdo de DNA

Resposta ao estimulo de temperatura

Montagem de nucleosoma independente da replicagdo do DNA
CENP-A contendo nucleossomos em centrdomero

Organizacao de nucleosoma independente da replicagdo do DNA
Regulag&o da transcricdo envolvida na fase G1/ S do ciclo celular mitético
Reparo do DNA

Regulacéo positiva do processo metabdlico nucleotidico

Regulagéo positiva do processo metabdlico de nucleotideos de purina
Processo lipidico catabdlico

Organizacéo do citoesqueleto de microtibulos

Embalagem de DNA

Regulagéo positiva do processo metabdlico de nucleotideos ciclicos
Alteracéo da conformacéo do DNA

Respiragéo celular

0,0111

0,0128

0,0132

0,0133

0,0142

0,0148

0,0168

0,0175

0,0197

0,0198

0,0206

0,0212

0,0212

0,0232

0,0232

0,0237

0,0242

0,0253

0,0281

0,0282

0,0287

0,0287

0,0287

0,0287

0,0290

0,0293

0,0293

0,0298

0,0303

0,0307

0,0311

0,0314

0,0315
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Movimento organismal multicelular
Movimento musculoesquelético

Troca de histona

Resposta a protozoarios

Congressao da placa metafasica mitética
Citocinese

Deslocamento do filamento muscular
Filamentos actina-miosina

Promotor da Anafase complexo-dependente proteasomal ubiguitina-dependente processo
cataboélico de proteina

Remodelacéo de cadeia acil de fosfatidilinositol
Resposta de defesa aos protozoarios

Ativagdo de células T alfa-beta CD4-positivas
Digestéo

Migracao de linfécitos

Processo metabdlico esteroide

Remodelacao da cadeia acil-fosfatidiletanolamina
Cadeia de transporte de elétrons respiratorios
Manutencéo da localizagao

Condensacao cromossOémica

Regulac&o negativa da resposta ao estimulo externo
Quimiotaxia celular

Pris&o do ciclo celular

Regulagdo da transmissao sinaptica, glutamatérgica
Regulagéo do transporte de ions de potassio
Resposta imune adaptativa

Regulacéo da organizagéo do citoesqueleto de microtibulos
Quimiotaxia dos linfécitos

Ponto de verificagéo do ciclo celular mitético
Transicdo G1/ S do ciclo celular mitético

Processo metabdlico alcool

Regulacéo do ciclo celular mitético

Complexo proteina-DNA

Resposta inflamatéria

0,0322

0,0322

0,0325

0,0333

0,0346

0,0372

0,0385

0,0385

0,0386

0,0387

0,0391

0,0396

0,0402

0,0403

0,0403

0,0405

0,0411

0,0414

0,0426

0,0431

0,0431

0,0434

0,0436

0,0438

0,0441

0,0448

0,0450

0,0454

0,0459

0,0461

0,0469

0,0470

0,0470
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Contragdo de células mediada por actina

0,0471
Regulacéo positiva da atividade de liase 0,0473
Regulagéo do processo baseado em microttbulos 0,0476
Organizacao do cinetécoro 0,0482
Regulacéo da fosforilagdo de tirosina da proteina STAT 0,0483
Processo metabolico do composto hidroxiorgénico 0,0485
ERK1 e ERK2 em cascata 0,0494
Polimerizac&o ou despolimerizagdo de microtibulos 0,0495
Regulacéo positiva da atividade da ciclase 0,0496
Diferenciacgéo de células T alfa-beta CD4-positiva 0,0497

Nos processos biolégicos enriquecidos com up-regulation para vacas vazias
em relacdo a vacas prenhas, conforme ja abordado com relacdo as vias
metabdlicas, observamos amplo predominio de atividades relativas ao ciclo celular.
Este processo € vital para manutencdo do ritmo de proliferacdo, para garantir a
correta replicacdo do material genético, segregacdo dos cromossomos, e coordenar
0os processos de diferenciagcdo, senescéncia e morte celular (MALUMBRES e
BARBACID, 2009). Neste contexto, estudos em bovinos relacionaram niveis de
metabdlitos indicadores de balanco energético negativo, como o Beta-hidréxibutirato
a alteracbes no ciclo celular (LI e ELSASSER, 2005). Vacas vazias apresentaram
niveis inferiores de IGF-I, quando comparadas as vacas prenhas, resumindo, desta
forma, uma condicdo de estresse metabdlico (BUTLER, 2006). Conforme ja
abordamos anteriormente, tais condi¢des, especialmente aquelas relacionadas ao
metabolismo de gorduras, cetose e figado gordo, ja foram associadas a diferencas
de transcricAo e expressdo génica em vacas no periparto e os resultados do
presente estudo contribuem com estes indicativos (LOOR et al., 2006; 2007; LOOR,

2010).
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Além disso, e concordando com outros resultados do presente estudo, outro
processo bioldgico que esteve entre os mais enriquecidos com up-regulation em
vacas vazias foi o catabolismo de lipidios. Tais resultados sugerem que vacas vazias
tiveram maior ativacdo da maquinaria metabodlica para degradacdo e absorcédo de
gorduras, o que corrobora com niveis menores de IGF-1 deste grupo, e provavel
maior estresse metabodlico no periparto (BUTLER et al. 2003; BUTLER, 2006). A
ativacdo deste processo bioldégico encontra respaldo nos transcritos mais
diferencialmente expressos encontrados no presente estudo no grupo de vacas com
diagnostico de prenhez vazia em relacdo as vacas prenhas: CPAl, CELAL,
CELA3B, PNLIP; Todos envolvidos no metabolismo de lipidios. Globalmente, estes
resultados fornecem evidéncia tanto do aumento do transporte como da canalizagcao
de acidos graxos derivados da circulacdo para a [(-oxidacdo e do aumento da

sintese de corpos cetdnicos (LOOR et al., 2007).

Finalmente, outros processos biolégicos mais enriquecidos, com up-
regulation, de vacas vazias em relacdo as vacas prenhas, foram aqueles
relacionados a resposta inflamatoria e o sistema imune. Tais eventos estdo
provavelmente associados a agressao do tecido hepatico pela mobilizacdo de acidos
graxos. Vacas vazias provavelmente experimentaram maior mobilizacdo de tecido
gordo no poés-parto recente, o que se refletiu em menores niveis séricos de IGF-I
(BUTLER et al. 2003; BUTLER, 2006). Nossos dados demonstram adaptacfes de
uma série de genes relacionados a inflamacéo, provavelmente como resultado de
efeitos tanto em hepatdcitos quanto em células de Kupffer (LOOR et al., 2007).
Alteracbes em todos os processos bioldgicos relacionados a inflamacéao e sistema

imune descritas na tabela 8 podem contribuir para o desenvolvimento de lipidose
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hepatica, cetose e resisténcia a insulina, prejudicando assim a funcédo hepatica

normal (LOOR et al., 2007).

Tabela 8. Termos de ontologia genética (GOT) enriquecidos para processos biolégicos das vazias em
relacdo as prenhas - down-regulation.

Processo Biol6gico p-val
Percepcéo visual 0,0026
Percepcéo sensorial do estimulo da luz 0,0028
Adeséo de células homofilicas 0,0053
Desenvolvimento da prostata 0,0079
Morfogénese da glandula prostatica 0,0080
Desenvolvimento de cabega 0,0090
Via de sinalizagdo da serina / treonina cinase da proteina receptora transmembranar 0,0092
Morfogénese do epitélio da glandula prostatica 0,0104
Despolarizagéo da membrana 0,0105
Regulacéo da via de sinalizagdo da serina / treonina cinase da proteina do receptor

transmembranar 0,0118
Brotagao lateral de um epitélio 0,0121
Morfogénese do corpo 0,0129
Desenvolvimento do coragao 0,0139
Formag&o de padréo dorsal / ventral 0,0140
Regulac&o negativa da via de sinaliza¢é@o candnica do receptor Wnt 0,0151
Desenvolvimento facial 0,0157
Morfogénese da cabeca 0,0165
Face morfogénese 0,0165
Adesao célula-célula 0,0169
Caminho de sinalizagdo BMP 0,0181
Processo neuromuscular que controla o equilibrio 0,0192
Desenvolvimento da glandula adrenal 0,0204
Desenvolvimento genital 0,0219
Regulacéo da plasticidade sinaptica neuronal 0,0225
Resposta ao estimulo transformador do fator de crescimento beta 0,0246
Regulacéo do desenvolvimento da cartilagem 0,0246

Resposta celular ao estimulo transformador do fator de crescimento beta 0.0247



Manutencéo de células fotorreceptoras
Processo neuromuscular

Morfogénese do tipo camera embrionaria
Processo padrao de especificagdo
Morfogénese de um broto epitelial

Regulacéo da migracéo de células epiteliais

Regulacdo negativa da via de sinalizacédo da serina / treonina cinase da proteina receptora

transmembranar

Manutencao de componentes celulares

Percepcéo sensorial

Migracao celular epitelial

Migracao do epitélio

Desenvolvimento endoderma

Regulacéo da ligagado as proteinas

Morfogénese do olho embrionario

Morfogénese do tecido

Regulag&o do conjunto do feixe de filamentos de actina
Especificagéo do eixo

Desenvolvimento do sistema endécrino

Morfogénese do &trio cardiaco

Morfogénese de uma dobra epitelial

Formacgao de padréo proximal / distal

Transformando a via de sinalizagdo do receptor beta do fator de crescimento
Mielinizacéo no sistema nervoso periférico
Envolvimento do ax6nio do sistema nervoso periférico
Regionalizagao

Morfogénese do trato digestivo

Processo ritmico

Desenvolvimento de sistema urogenital

Resposta ao estimulo das gonadotropinas
Desenvolvimento embrionario do tipo camera-olho
Regulagéo do processo baseado em filamentos de actina
Morfogénese da glandula

Ciclo de ovulagéo

0,0259

0,0274

0,0287

0,0291

0,0305

0,0310

0,0317

0,0335

0,0336

0,0336

0,0336

0,0337

0,0338

0,0356

0,0360

0,0382

0,0406

0,0408

0,0420

0,0421

0,0427

0,0428

0,0445

0,0445

0,0445

0,0448

0,0453

0,0456

0,0467

0,0480

0,0488

0,0489

0,0492

119



120

Processo de ciclo de ovulagao 0.0494

Nos processos bioldgicos enriquecidos com down-regulation para vacas
vazias em relacdo a vacas prenhas, observamos amplo predominio de atividades
relativas ao desenvolvimento embrionario. Morfogénese € o processo de modelagem
dos organismos, ou seja, do seu desenvolvimento a partir do zigoto, por meio da
formacao dos tecidos, 6rgados e sistemas (HYTTEL et al., 2012).

Também estiveram entre 0s processos bioldégicos mais enriquecidos com
down-regulation das vacas vazias em relacdo as prenhas aqueles relacionados a
reproducdo, como: resposta ao estimulo das gonadotropinas e ciclo da ovulacéo.
Tais resultados podem estar relacionados aos menores niveis de IGF-1 encontrados
em vacas vazias, 0 que traduziu todo o estado metabdlico de balanco energético
negativo e nao retorno a concepcao (HESS, 2005). Varios trabalhos demonstram
gue vacas que ovulam o foliculo dominante da primeira onda pds-parto tem maiores
niveis sanguineos de IGF-I do que vacas anovulatérias (BUTLER et al., 2006,
KAWASHIMA et al., 2007). No mesmo sentido, o horménio metabdlico IGF-I atua
sobre os ovéarios (WILLIS et al., 1998) e funciona como um modulador da acdo de
gonadotrofinas, na teca e na granulosa, como estimulante da proliferacdo e
diferenciacéao celular (ARMSTRONG e WEBB, 1997) e reduzindo a atresia folicular

(EL-ROEIY et al., 1994).

Conclusdes

A maior expressao diferencial de transcritos relacionados, bem como o

enriqguecimento de vias metabolicas e a ativagdo de processos biologicos relativos a
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mobilizacdo e catabolismo de reservas corporais e digestdo de nutrientes da dieta
em vacas Vvazias; somado a inibicdo significativa de processos bioldgicos da
reproducdo; indica que a condicdo de estresse metabdlico no pos-parto recente

pode ser determinante na predicao do stratus reprodutivo futuro.
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7. Considerac0es finais

Nas condi¢cbes estudadas, a utilizacdo do cruzamento entre ragas com maior
distanciamento genético aumentou a producao leiteira em vacas de corte. Vacas F1
Angus-Nelore, Nelore-Angus e Angus-Caracu demonstraram maior habilidade
maternal, com producgdes de leite superiores a quase todos 0s demais grupos raciais
e também foram os genoétipos que produziram o leite mais nutritivo mesmo com
producdo de leite elevada. Por consequéncia, produziram também, bezerros mais
pesados. Tais resultados apontam que cruzamentos devem ser utilizados para
aumentar a produtividade da fase de cria na pecuéria de corte extensiva sobre
pastagem natural na regido sul do Brasil. Em um segundo momento, utilizamos
técnicas de inteligéncia computacional para predicdo de eficiéncia reprodutiva em
vacas de corte, a partir de dados de metabdlitos e horménios, o que se mostrou uma
alternativa valida. Os modelos computacionais aqui criados, através da técnica de
arvores de decisdo, mostraram que o horménio Fator de Crescimento similar a
Insulina tipo 1 (IGF-I) pode ser utilizado para predizer a propenséo da vaca a ter um
diagndstico de prenhez positivo pds-acasalamento. Em um terceiro momento, por
meio de sequenciamento de RNA, verificamos que a maior expressao diferencial de
transcritos relacionados, bem como o enriqguecimento de vias metabdlicas e a
ativacao de processos bioldgicos relativos a mobilizacdo e catabolismo de reservas
corporais e digestdo de nutrientes da dieta em vacas vazias; somado a inibicéo
significativa de processos biolégicos da reproducdo; indica que a condicdo de
estresse metabolico no pds-parto recente pode ser determinante na predicdo do

stratus reprodutivo futuro.
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