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[bookmark: _Toc144229275]RESUMO

O estudo envolveu dois experimentos com o objetivo de avaliar o efeito de estratégias de alimentação no pré-parto sobre a expressão genica e os metabolitos sanguíneos de novilhas holandesas e Girolando F1 no pós-parto. Especificadamente, no estudo 1, objetivou-se comparar o perfil transcricional dos animais das raças Holandesa e Girolando F1 em período de transição, alimentadas com diferentes planos alimentar durante o pré-parto. Para isso foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto, alimentadas no pré-parto com dietas a níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal. Amostras hepáticas foram coletas -21 dias do parto e 21dias pós-parto, e o RNA extraído foi submetido ao sequenciamento em massa (RNA-Seq) para identificação de genes diferencialmente expressos (DEGs). As avaliações foram apresentadas considerando os contrastes entre raças (Girolando F1 x Holandês); períodos (pré-parto x pós-parto); dietas (1,69% PC x 1,89%PC).  O contraste entre raças teve maior número de DEGs (95) e maior quantidade de vias enriquecidas (22). Na avaliação entre os períodos 96 DEGs apresentaram enriquecimento de 2 vias sendo uma downregulated. Para o contraste entre os períodos nenhuma via foi enriquecida devido a baixa expressão de genes (06). Conclui-se que as dietas no pré-parto não influenciaram a expressão de genes no pós-parto e a maior expressão diferencial de genes são observados quando avaliado entre as raças. No segundo estudo, objetivou-se avaliar o efeito dos planos alimentares distintos durante o pré-parto em novilhas Holandesas e Girolando F1 através de metabolitos sanguíneos no pós-parto. Foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½  Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2×2 (2 grupos genéticos e duas ofertas de alimento no pré-parto (1,69% PC e 1,89% PC), com quatro tratamentos e 4 repetições (novilhas) em cada tratamento. As dietas ofertadas no pré-parto com dietas a níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal, foram calculadas para atender 100% e 132% das exigências diárias de energia metabolizável na dieta pré-parto para a raça Holandês. As amostras de sangue foram colhidas por punção venosa coccígea e analisadas quanto às concentrações plasmáticas de creatinina (mmol/L), glicose (mg/dL), cálcio (mg/dL), ácidos graxos não esterificados (NEFA) (mmol/L), βhidroxibutirato (mmol/L). Escore de condição corporal (ECC), peso corporal (PC) também foram avaliados. houve diferença significativa entre raças, apontando maior PC e ECC para a raça Girolando relação as Holandesas.  A creatinina e glicose entre as raças apresentou maiores níveis nas novilhas Girolando F1 tanto para creatinina quanto para glicose no tratamento 1,89 no pré-parto e os menores níveis para raça Holandesa no pós-parto no tratamento 1.69, não sendo encontrada diferença significativa entre pré e pós parto para os tratamentos.  Os valores de cálcio, BHB, NEFA entre os grupos raciais e entre as dietas fornecidas no pré-parto não diferiram entre-se.  Conclui-se que os planos alimentares durante o pré-parto não alteraram os metabolitos sanguíneos entre as raças Holandesas e Girolando F1 no pós-parto.



Palavras-chave: Composição racial, Transcriptomas, Período de transição, RNA-seq, Plano alimentar.
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DETERMINATION OF THE LIVER TRANSCRIPTIONAL PROFILE OF GENES LINKED TO THE NUTRITIONAL METABOLISM OF HOLSTEIN AND GIROLANDO F1 HEIFS UNDER TWO NUTRITIONAL PLANS IN THE PREPARTUM, THROUGH RNA-SEQ ANALYSIS
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The study involved two experiments with the objective of evaluating the effect of prepartum feeding strategies on gene expression and blood metabolites of postpartum Holstein and Girolando F1 heifers. Specifically, Study 1 aimed to compare the transcriptional profile of Holstein and Girolando F1 animals in the transition period, fed different food plans during the prepartum period. For this, 16 heifers were used: 8 Holstein and 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holstein) during 3 weeks before calving until 21 days postpartum, fed prepartum with diets at intake levels1,69 and 1 .89% of Body Weight. Liver samples were collected -21 days postpartum and 21 days postpartum, and the extracted RNA was subjected to bulk sequencing (RNA-Seq) to identify differentially expressed genes (DEGs). The evaluations were presented considering the contrasts between breeds (Girolando F1 x Holstein); periods (pre-delivery x post-partum); diets (1.69% BW x 1.89% BW). The contrast between races had a greater number of DEGs (95) and a greater number of enriched pathways (22). In the evaluation between the periods, 96 DEGs showed 2-way enrichment, one of which was downregulated. For the contrast between periods, no pathway was enriched due to low gene expression (06). It is concluded that prepartum diets did not influence postpartum gene expression and the greatest differential expression of genes is observed when evaluated between races. In the second study, the objective was to evaluate the effect of different dietary plans during prepartum in Holstein and Girolando F1 heifers through blood metabolites in the postpartum period. Sixteen heifers were used: 8 of the Holstein breed composition and 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holstein) during 3 weeks before calving until 21 days postpartum. The experimental design used was a completely randomized one, in a 2×2 factorial arrangement (2 genetic groups and two pre-partum feed offers (1.69% BW and 1.89% BW), with four treatments and 4 replications (heifers ) in each treatment. The diets offered in the prepartum with diets at intake levels of 1.69 and 1.89% of Body Weight were calculated to meet 100% and 132% of the daily requirements of metabolizable energy in the prepartum diet for the Holstein breed. Blood samples were collected by coccygeal venipuncture and analyzed for plasma concentrations of creatinine (mmol/L), glucose (mg/dL), calcium (mg/dL), non-esterified fatty acids (NEFA) ( mmol/L), βhydroxybutyrate (mmol/L). Body condition score (ECC), body weight (BW) were also evaluated. There was a significant difference between races, pointing to a higher BW and BCE for the Girolando breed compared to Holsteins. Creatinine and glucose between the breeds showed higher levels in Girolando F1 heifers for both creatinine and glucose in the 1.89 treatment in the prepartum and the lowest levels for the Holstein breed in the postpartum in the 1.69 treatment, with no significant difference being found between pre and postpartum postpartum for treatments. The values of calcium, BHB, NEFA between the racial groups and between the diets supplied in the prepartum did not differ between each other. It is concluded that prepartum food plans did not alter blood metabolites between Holstein and Girolando F1 breeds in the postpartum period.

Keywords: Racial make-up, Transcriptomes, Transition period, RNA-seq, Food plan.
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[bookmark: _Toc144229284] 1 INTRODUÇÃO

O período de transição das vacas leiteiras corresponde ao período de 21 dias antes do parto aos 21 dias de lactação, sendo caracterizada por profundas alterações fisiológicas e endócrinas.  Em novilhas e/ou, multíparas normalmente ocorre desequilíbrio entre o requerimento e a ingestão de nutrientes pelo animal, enquanto as exigências nutricionais aumentam simultaneamente devido ao final da gestação e ao início da lactação (DALLAGO et al., 2019).
[bookmark: _Hlk143021613][bookmark: _Hlk143104052]Maioria dos estudos em vacas leiteiras em transição está focado nas alterações metabólicas no período pós-parto. No entanto, a predisposição à doença clínica e as principais alterações fisiológicas que estão associadas, como redução espontânea da ingestão de alimentos, resistência à insulina, mobilização de gordura e inflamação sistêmica, já ocorrem no período pré-parto (PASCOTTINI; LEROY; OPSOMER, 2020).
 No período pré-parto, as necessidades de energia da glândula mamária aumentam aproximadamente cinco vezes para a produção do colostro e de leite. Nessa fase, o fígado é o principal órgão no apoio ao estado anabólico da glândula mamária, contribuindo com mais de 80% da glicose usada para a síntese da lactose do leite, a qual é produzida por meio da gliconeogênese hepática (GAO et al., 2020).
 A gliconeogênese hepática é controlada pela disponibilidade de aporte energético oriundo do metabolismo da dieta. As respostas as diferentes dietas podem variar em função de diferenças genéticas dos animais e os componentes da dieta e a quantidade de nutrientes disponíveis influenciam as concentrações de metabólitos circulantes e no metabolismo, podendo levar a alterações genéticas, rearranjo e/ou, alterações no número de cópias dos transcritos  (WALKER; BLACKBURN, 2004a).	
Entre as abordagens transcriptômicas, o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) permite avaliar a expressão diferencial de milhares de genes em qualquer matriz biológica (PAULETTO et al., 2020).  As informações resultantes podem elucidar os mecanismos moleculares básicos pelos quais os nutrientes da dieta regulam a expressão de genes no animal, as respostas bioquímicas celulares e, consequentemente, os processos e expressão fenotípica (HASAN; FEUGANG; LIAO, 2019).
 Estudo realizado por Shahzad et al. (2014), identificaram maiores níveis de transcrição de genes no fígado de vacas em transição quando os animais recebiam maior proporção de energia na dieta pré-parto. No entanto as respostas dessas expressões gênicas apontam que a restrição dietética de energia e proteína no pré-parto tem uma melhor resposta ao desafio inflamatório do início da lactação. 
[bookmark: _Hlk144104030][bookmark: _Hlk144104517]Ao avaliar o consumo de ração, produção de leite metabolismo hepático em novilhas Holandesas, Gir e Girolando-F1 durante o período de transição, Angelo et al.(2022) observaram que  vacas zebuínas e mestiças não reage da mesma forma ao metabolismo de vacas holandesas em relação a fatores de estresse como período de transição e obesidade, apontando a necessidade de manejo diferenciado durante o período de transição entre as diferentes raças estudadas, a fim de garantir o máximo de saúde e bem-estar desses animais.
Assim, o presente estudo visa compreender as respostas metabólicas obtidas pelas biopsias hepática e a expressão gênica com a técnica de Rna-seq em diferentes composições raciais e sobre diferentes planos alimentares fornecidos no pré-parto.  Essas informações permitirá o desenvolvimento de estratégias nutricionais que melhore o desempenho e eficiência produtiva desses animais.


[bookmark: _Toc144229285]2 OBJETIVOS

[bookmark: _Toc144229286]2. 1 Objetivo Geral 

[bookmark: _Hlk137628822][bookmark: _Hlk141815095]Analisar o perfil transcricional de vacas das raças Holandesa e Girolando F1 no período de transição, submetidas a dois planos alimentares (mantença com 1,69 % do Peso corpório e superalimentado 1,89 % do Peso Corpóreo) durante o pré-parto. 

[bookmark: _Toc144229287]2.2 Objetivos Específicos

[bookmark: _Hlk137628896][bookmark: _Hlk137629401]- Comparar o perfil transcricional dos animais das raças Holandesa e Girolando F1 em período de transição alimentadas em diferentes planos alimentares durante o pré-parto e associá-los a alterações nas vias metabólicas relacionando-as ao desempenho dos animais.
[bookmark: _Hlk137628964]- Correlacionar os perfis transcricionais dos animais através de redes gênicas, permitindo a identificação de vias metabólicas específicas diferencialmente expressas entre os grupos genéticos e planos alimentares;
[bookmark: _Hlk144105100]- Avaliar a resposta dos planos alimentares distintos (1,69 % do Peso corpóreo e superalimentado 1,89 % do Peso Corpóreo) durante o pré-parto em novilhas Holandesas e Girolando F1 nos  metabolitos sanguíneos  no pós parto. 
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[bookmark: _Toc144229289]3.1 PERÍODO DE TRANSIÇÃO 

O período de transição é o momento mais crítico do ciclo de vida das vacas leiteiras e é definido como o período compreendido entre três semanas antes até três semanas após o parto (SOONBERG et al., 2021).  Durante este tempo, as vacas experimentam desequilíbrio endócrino, metabólico e nutricional, reduzindo a função imune e tornando-as vulneráveis ​​a doenças metabólicas e infecciosas além de baixo desempenho produtivo (PELIZZA et al., 2019).
Essa fase é desafiadora tanto para novilhas leiteiras, quanto para vacas adultas. Nas duas categorias ocorrem mudanças no sistema endócrino e neuroendócrino como redução nos níveis de glicose e insulina aumento na concentração de hormônio do crescimento (GH) com consequente desacoplamento do eixo somatotrópico, aumento nas concentrações de estrógeno e prolactina, glicocorticoides e catecolaminas e redução na progesterona que impulsionam a partição de nutrientes do desenvolvimento fetal para síntese do leite no final da gestação (CIOLA, 2019). 
Esses acontecimentos tornam os animais susceptível ao desequilíbrio entre a energia consumida e a energia requerida, podendo levar ao Balanço Energético Negativo (BEN) quando o animal gasta mais energia do que se consome. Para compensar o déficit de energia e manter alta produção de leite, o tecido adiposo é mobilizado e ácidos graxos não esterificados (AGNE) são liberados no sangue (BOUVIER-MULLER et al., 2017). 
Assim, os AGNE na corrente sanguínea chegam ao fígado em grandes concentrações, podendo ser convertidos em lipídeos, ocasionando o fígado gorduroso ou ser oxidado gerando acetil-Coa, o qual posteriormente fornecerá energia ou, gerar corpos cetônicos (acetoacetato ou betahidroxibutirato – BHBA) quando em excesso, os quais também podem ser utilizados como fonte de energia para outros tecidos ou se acumular ocasionando cetose (AERNOUTS et al., 2020).
 Em novilhas, a complexidade do sistema de adaptação ao BEM é baseada na mobilização dos tecidos adiposos pela competição de nutrientes que antes eram direcionados exclusivamente para o crescimento corporal, e que passam a ser direcionados para sustentar a gestação, preparar para o parto e posteriormente, garantir o início da lactação (DALLAGO et al., 2019).  A redução no consumo de matéria seca (CMS), no pré parto é mais gradual para novilhas do que para vacas, e pode estar ligada ao aumento de hormônios como o estrógeno e corticóides ou a restrição de espaço para o crescimento fetal ((INGVARTSEN; ANDERSEN, 2000). 
A adaptação metabólica à lactação requer a lipólise do tecido adiposo. Este é um processo fisiológico normal, mas em algumas vacas a quantidade de lipídios que chega ao fígado excede sua capacidade de oxidação ou exportação e os triglicerídeos se acumulam, resultando em esteatose hepática. Isso prejudica a funcionalidade do fígado e aumenta as respostas inflamatórias (WATHES et al., 2021).

[bookmark: _Toc144229290]3.2 PERFIL METABÓLICO E HORMONAL 

[bookmark: _Toc144229291]3.2.1 Glicose
A glicose é a principal fonte de energia para os ruminantes. Quando não há no organismo glicose suficiente para servir de combustível para as reações energéticas, o mais importante caminho para manter o suprimento da glicose adequado para a glândula mamária é a gliconeogênese. Este processo consiste na produção da glicose a partir de compostos anglicanos quando há baixo suprimento de glicose ou aumento da demanda  energética (ASCHENBACH et al., 2010).
Após a ingestão da dieta, os carboidratos são fermentados e convertidos em ácidos graxos de cadeia curta como produto final da fermentação microbiana ruminal (ANGELI et al., 2019). Os ácidos graxos (AGV) são absorvidos no rumem e transportados pela circulação sanguínea até o fígado, glândula mamária e tecidos (EGER et al., 2015). 
As células animais requerem glicose para oxidação e não oxidação, produção de trifosfato de adenosina (ATP) e para reações anabólicas. A glicose é o principal precursor para a síntese de lactose portanto, o suprimento de glicose para os tecidos mamários é um regulador crítico para a síntese de leite e tem a função osmorregulatória para a captação de água mamária sendo necessário em grandes quantidades por vacas leiteiras em lactação para cobrir a demanda de leite (ABBAS et al., 2020).
O fígado contribui com média de 80% da glicose produzida por meio da gliconeogênese portanto, a grande quantidade de glicose usada para a síntese da lactose do leite vem em grande parte da gliconeogênese hepática. Além disso, o fígado desempenha um papel central no metabolismo de lipídios, metabolismo de aminoácidos, desintoxicação e defesa imunológica (GAO et al., 2020). 
O fígado coordena as extensas mudanças metabólicas necessárias através da regulação positiva de genes envolvidos na oxidação de ácidos graxos e gliconeogênese e regulação negativa da síntese de triacilglicerol. Essas alterações são refletidas nas concentrações de metabólitos circulantes, com concentrações aumentadas de AGNE e BHB e concentrações diminuídas de glicose  (WATHES et al., 2021).  
Durante o período periparto as vacas leiteiras sofrem um desequilíbrio entre a ingestão de matéria seca e a exigência de energia devido à crescente demanda de nutrientes para o crescimento fetal e síntese de leite (ANGELI et al., 2019). Nesse processo há redução da sensibilidade à insulina dos tecidos periféricos durante o início da lactação priorizando a entrega de nutrientes e maior parte da glicose ao úbere para síntese da lactose (GROSS; BRUCKMAIER, 2019).
A glândula mamária requer aproximadamente 72 g de glicose para produzir 1 kg de leite (MCCABE; BOERMAN, 2020), mas a glândula mamária independe da insulina para utilização de glicose e por isso, a fim de conservar a glicose para síntese de lactose, as vacas leiteiras em início de lactação também desenvolvem um certo grau de resistência à insulina, manifestada como insensibilidade à insulina pelas células nos tecidos dependentes como o muscular e adiposo (JANOVICK et al., 2011). 

[bookmark: _Toc144229292]3.2.2 Insulina

O controle hormonal das vias glicolíticas é efetuado principalmente por dois hormônios sintetizados pelo pâncreas: a insulina e o glucagon (GUERRA, 2011). A insulina é um importante hormônio anti-lipolítico, atuando no aumento da captação de glicose pelas células e na redução de níveis de monofosfato cíclico de adenosina (AMP), induzindo a hidrólise do triglicerídeo dentro dos adipócitos, (KARIS et al., 2020). 
O glucagon é produzido pelo pâncreas quando os níveis de glicose no sangue baixam muito, e tem efeitos contrários aos da insulina. No fígado, o glucagon vai estimular a degradação do glicogênio e a absorção de aminoácidos gliconeogênicos, também inibe a síntese do glicogênio e promove a libertação de ácidos graxos (em nível do tecido adiposo) (GUERRA, 2011). 
Altas concentrações desses ácidos graxos circulantes podem prejudicar a sinalização da insulina, diminuindo sua sensibilidade (LEI; SIMÕES, 2021). A resistência à insulina é uma adaptação às necessidades muito altas de glicose para a lactação, limitando seu uso por tecidos sensíveis à insulina (ZHANG et al., 2020). A maior extensão da resistência à insulina em vacas no periparto pode contribuir para a lipólise excessiva do tecido adiposo que pode resultar em lipo toxicidade devido à alta concentração de ácidos graxos no plasma (KARIS et al., 2020).

[bookmark: _Toc144229293]3.2.3 Ácidos graxos não esterificados (AGNE)

Em consequência ao BEN o sistema fisiológico tenta se estabilizar e utiliza energia proveniente dos depósitos de gordura corporal, estimulando a lipomobilização na forma de ácidos graxos não esterificados (AGNE). A capacidade da oxidação completa de AGNE pelo fígado é limitada, o que conduz à formação de corpos cetônicos, acetona, acetato e beta-hidroxibutirato (BHB) sem plasma, à reesterificação e ao acúmulo de triglicerídeos no sangue (NAGWA ET AL; 2020).
Os ácidos graxos livres, na mitocôndria recebem β - oxidação, culminando na formação de acetil-CoA que, na presença de oxalacetato oriundo da fermentação de carboidratos, resulta na síntese de citrato e formação de ATP pelo Ciclo de Krebs. Mas em situação de BEN, falta oxalacetato e esta reação oxidativa não se completa (DELAMURA; SOUZA; FUKUMOTO, 2020).
Alto nível de corpos cetônicos nos fluidos corporais, é um indicativo de excesso de lipomobilização e está frequentemente associada à inapetência e diminuição da produção de leite podendo ocorrer distúrbios metabólicos e infecciosos que afeta o desempenho produtivo e reprodutivo (NAGWA ET AL; 2020).
As concentrações circulatórias de AGNE, BHBA e glicose são amplamente aceitos como indicadores sensíveis para a homeostase energética de vacas leiteiras no pré-parto. Sendo as concentrações sanguíneas aumentadas com a proximidade do parto, chegando ao pico principalmente no dia do parto  (BO-FEI et al., 2020).

[bookmark: _Toc144229294]3.2.4 B-hidroxibutirato

A beta-hidroxibutirato (BHB) é considerado o tipo mais abundante (78%) de corpos cetônicos criados pelo fígado (NAGWA et al;, 2020). BHB, age também reduzindo a sinalização das células hipotalâmicas responsáveis ​​por estimular o apetite. Consequentemente, há uma diminuição na ingestão de alimentos agravando a condição já existente (LEI; SIMÕES, 2021).
Para superar a energia deficiente no animal, o BHB pode ser usado como fonte de energia em muitos tecidos, como cérebro e coração, rim, músculo esquelético e a glândula mamária em lactação. No entanto, uma elevação do plasma de BHB em concentração acima de 1,2 mmol / L indica cetose subclínica em vacas leiteiras. Estes níveis são prejudiciais à saúde e desempenho animal (ZARRIN et al., 2017).
O ácido butírico, ou butirato, é convertido em BHB, durante o processo de absorção pelas paredes do rúmen e do omaso, que podem então ser usadas como fonte de energia, através do Ciclo de Krebs ou como um precursor da gordura do leite sintetizada "de novo" na glândula mamaria  (LEI; SIMÕES, 2021).
A gliconeogênese tem o propionato como principal precursor, seguido pelo isobutirato e valerato em menor grau, esta rota também usa acetato, lactato, butirato, ácidos graxos não esterificado livres (AGNE), glicerol (principalmente resultante da lipólise do tecido adiposo) e aminoácidos (especialmente de alanina) (LEI; SIMÕES, 2021).

[bookmark: _Toc144229295]3.3 PLANO NUTRICIONAL

 O plano nutricional traça estratégias para facilitar a adaptações metabólicas vivenciadas pelo animal durante a transição, buscando melhorar sua longevidade, eficiência reprodutiva e produtiva (KARIS et al., 2020). A partição de nutrientes pode influenciar a eficiência da alimentação mesmo quando as intervenções dietéticas não estão envolvidas, compreendendo que há variações na eficiência alimentar de forma individual de cada animal (WHITE, 2020).
As necessidades nutricionais do feto atingem níveis máximos nas últimas três semanas de gestação, mas o consumo de matéria seca (CMS) diminui em 10 a 30% neste período, e a necessidade de energia excede em relação ao consumo de ração (HAQ et al., 2016). Quando há deficiência ou desequilíbrio nutricional, desordens metabólicas ocorrem reduzindo a produção de leite, o peso vivo e o escore de condição corporal (ECC) (SALMAN; ALAN, 2020).
O escore de condição corporal (ECC) é um método simples, prático e confiável para quantificar subjetivamente as reservas energéticas corporais em vacas leiteiras e, está associado ao consumo de matéria seca, produção de leite, resposta imunológica e desempenho reprodutivo (ÇOLAKOĞLU et al., 2020).
[bookmark: _Hlk144102262]Diferentes estratégias nutricionais têm sido propostas para facilitar as adaptações metabólicas e fisiológicas desde a gestação até a lactação. Dietas são formuladas para atender às necessidades das vacas, evitando o consumo excessivo de energia, pode melhorar os resultados do período de transição, compreendendo que os impactos do programa de transição devem ser avaliados de forma holística que considere a ocorrência de doenças, produtividade e fertilidade (DRACKLEY; CARDOSO, 2014).
Vacas superalimentadas mobilizam mais gordura durante o período de transição elevando a concentrações de AGNE (BARCA; SCHUKKEN; MEIKLE, 2021).Vacas com um ECC > 4.0 ao parto apresentaram maior concentração de AGNE no plasma no início da lactação até a 7ª semana pós-parto em comparação com vacas com ECC moderado ou baixo (LOCHER et al., 2015).
Resultados apresentados por Richards et al., (2020), apontam que a superalimentação de longo prazo durante o período seco aumenta a probabilidade de deposição significativa de lipídios no fígado e maior cetogênese pós-parto. O acúmulo de gordura corporal é um fator de risco para doença metabólica em não ruminantes bem como a vaca leiteira peripartal hiperlipidêmica (RICO et al., 2018). 
A alta adiposidade pré-parto reduz a resposta do metabolismo lipídico de todo o corpo à insulina e causa expressão reduzida de genes lipogênicos três semanas antes do parto (KARIS et al., 2020). A ingestão restrita durante o período pré-parto para vacas holandesas multíparas tendeu a melhorar a facilidade de parto, o peso do bezerro ao nascer e o número total de folículos ovarianos (AKHTAR et al.,2022). 
RICHARDS et al (2020)., relataram que a nutrição durante o início do período seco é ainda mais significativa do que ao final desse período para obter sucesso na transição; O CMS e o balanço energético aumentaram, e a BHB sérica e os AGNE diminuíram quando as dietas foram fornecidas para atender às diretrizes do NRC (2001) durante o início do período seco em comparação com a superalimentação.
Quando fornecida a mesma dieta para raças diferentes, nos períodos pré e pós-parto, a Girolando F1 apresentou maior ECC, consumiu menos ração e produziu menos leite em comparação com o Holandês. Apesar das diferenças entre novilhas Holandesas e Girolando F1 em glicose, creatinina e NEFA durante o pré-parto, e na concentração de diclorofluoresceína oxidada no plasma durante o pós-parto, o estudo realizado por Vizzotto et al, ( 2021) mostram que novilhas Girolando F1 e Holandesas com alto ECC durante o período de transição apresentam problemas fisiológicos e metabólicos semelhantes.
Limitar a ingestão de energia no início do período seco teve efeitos positivos nos padrões de expressão de mRNA importantes para a função hepática pós-parto em vacas de leite avaliadas por (RICHARDS et al., 2020b).   Vacas que consomem energia em excesso durante todo o período seco exibiram mudanças nos padrões de expressão de mRNA que provavelmente contribuíram para um maior acúmulo pós-parto de lipídios no fígado (JANOVIC et al 2022).
[bookmark: _Toc144229296]3.4 APLICAÇÃO DA TÉCNICA DE RNA-SEQ
	
Os meios, pelos quais as células leem, ou expressam, as informações gênicas é a transcrição. O conjunto de todos os possíveis RNAs transcritos de um tecido em termos de tipo e quantidade é denominado transcriptoma (NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER, 2010). Análises a partir do transcriptoma permitem registrar todas as formas de transcritos, possibilitando a determinação da estrutura transcricional dos genes e quantificar as mudanças nos níveis de expressão em determinado estágio de desenvolvimento ou durante diferentes condições fisiológicas (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). 
O transcriptoma é referido a todos os tipos de RNA presentes na célula, mas os estudos acerca do mesmo baseiam-se, na quantificação das moléculas de RNA mensageiro (RNAm) e de micro RNAs (miRNA).  No entanto o RNAm é traduzido em proteínas e a expressão dos genes como proteínas é o que determina, na maior parte, o fenótipo das células e dos organismos (GIACHETTO et al., 2019).A genômica funcional é o estudo sistemático do genoma e é uma abordagem de mapeamento, sequenciamento e análise de todos os genes presentes no genoma, com foco na resolução da variação entre indivíduos e visa descobrir os papéis funcionais de diferentes genes e como esses genes interagem e influenciam uns aos outros, formando redes gênicas (AKANBI; OGUNSHOLA; ADENIRAN, 2019). 
A genômica nutricional é o estudo sobre a interação entre nutriente-gene e o efeito desta interação. Fatores da dieta e relacionados às interações metabólicas tem efeitos diretos e indiretos, influenciando a regulação e a expressão de genes específicos. Esta regulação é no nível transcricional e/ou pós transcricional, controlando a produção ou a estabilidade nas células do ácido ribonucléico mensageiro (mRNA) (WALKER; BLACKBURN, 2004b).
Nutrigenômica esclarece que o sistema do gene interage com os nutrientes e como o DNA e o código genético afeta as necessidades de certos nutrientes e quantidades e ajuda a compreender o efeito nutricional na expressão gênica. Para explorar a importância da dieta e formulação da dieta é uma necessidade compreender as vias fisiológicas, bioquímicas, metabólicas e a expressão gênica (BENÍTEZ; NUÑEZ; OVILO, 2017)
A análise das mudanças de expressão do gene em todo o genoma independente do conhecimento a priore é possível pela tecnologia de sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq). Esta tecnologia tem vantagens distintas sobre os microarranjos, incluindo a detecção sensível de todos os genes expressos, sem a necessidade de gerar uma matriz de sondas com base em uma sequência conhecida, praticamente nenhum ruído de fundo e uma faixa dinâmica muito mais alta (BOUVIER-MULLER et al., 2017). 
Esta técnica fornece insights em vários níveis sobre a transcrição do genoma, uma vez que produz informações de sequência, splicing e nível de expressão, fornece uma medição muito mais precisa dos níveis de transcrições e suas isoformas do que outros métodos. Simultaneamente, permite o estudo de sequências transcriptômicas e uma expressão gênica quantitativa muito precisa (expressão digital) (VARKOOHI; BANABAZI; GHSEMI-SIAB, 2021). 
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[bookmark: _Toc144229301]RESUMO: Objetivou-se comparar o perfil transcricional dos animais das raças Holandesa e Girolando F1 em período de transição, alimentadas com diferentes planos alimentar durante o pré-parto. Para isso foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto, alimentadas no pré-parto com dietas a níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal. Amostras hepáticas foram coletas -21 dias do parto e 21dias pós-parto, e o RNA extraído foi submetido ao sequenciamento em massa (RNA-Seq) para identificação de genes diferencialmente expressos (DEGs). As avaliações foram apresentadas considerando os contrastes entre raças (Girolando F1 x Holandês); períodos (pré-parto x pós-parto); dietas (1,69% PC x 1,89%PC).  O contraste entre raças teve maior número de DEGs (95) e maior quantidade de vias enriquecidas (22). Na avaliação entre os períodos 96 DEGs apresentaram enriquecimento de 2 vias sendo uma downregulated. Para o contraste entre os períodos nenhuma via foi enriquecida devido a baixa expressão de genes (06). Conclui-se que as dietas no pré-parto não influenciaram a expressão de genes no pós-parto e a maior expressão diferencial de genes são observados quando avaliado entre as raças.

Palavras-chave: Composição racial, Transcriptomas, Plano alimentar.



[bookmark: _Toc144229302]ABSTRACT: The objective was to compare the transcriptional profile of Holstein and Girolando F1 animals in the transition period, fed with different food plans during the prepartum period. For this, 16 heifers were used: 8 Holstein and 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holstein) during 3 weeks before calving until 21 days postpartum, fed prepartum with diets at intake levels1,69 and 1 .89% of Body Weight. Liver samples were collected -21 days postpartum and 21 days postpartum, and the extracted RNA was subjected to bulk sequencing (RNA-Seq) to identify differentially expressed genes (DEGs). The evaluations were presented considering the contrasts between breeds (Girolando F1 x Holstein); periods (pre-delivery x post-partum); diets (1.69% BW x 1.89% BW). The contrast between races had a greater number of DEGs (95) and a greater number of enriched pathways (22). In the evaluation between the periods, 96 DEGs showed 2-way enrichment, one of which was downregulated. For the contrast between periods, no pathway was enriched due to low gene expression (06). It is concluded that prepartum diets did not influence postpartum gene expression and the greatest differential expression of genes is observed when evaluated between races.

Keywords: Racial composition, Transcriptomes, Food plan.





[bookmark: _Toc144229303]1 INTRODUÇÃO 

O fígado desempenha funções essenciais nos processos metabólicos em mamíferos. Durante o período próximo ao parto em bovinos leiteiros, a importância do fígado torna-se ainda mais crítica devido às maiores demandas metabólicas impostas pelo início da lactação, particularmente a necessidade em aumentar a gliconeogênese, o metabolismo dos ácidos graxos e controlar a resposta inflamatória (SHAHZAD et al., 2014). 
 Esta fase é denotada como extremamente desafiadora para o metabolismo desses animais, uma vez estes se tornam predispostos à doenças clínicas e as principais alterações fisiológicas que estão associadas, como redução espontânea da ingestão de alimentos, resistência à insulina, mobilização de gordura e inflamação sistêmica, que já ocorrem no período pré-parto (PASCOTTINI; LEROY; OPSOMER, 2020).
Ao longo dos anos os estudos evidenciam o efeito do supercondicionamento no metabolismo de vacas holandesas, entretanto o número de estudos que relacionam este efeito durante o período de transição em animais mestiços (Bos taurus indicus) ainda é relativamente pequeno (SGUIZZATOSS et al.,2020), podendo estas obter atributos metabólicos produtivos e exigências nutricionais distintas de vacas Bos taurus. 
Durante o pré-parto o nível de energia da dieta fornecida pode alterar o nível de transcrição génica no fígado e as adaptações fisiológicas para o período de transição que interferem diretamente nos indicadores produtivos (MURAKAMI et al., 2016).
Os animais mestiços destinados a produção leiteira apresentam maior eficiência produtiva em regiões de clima temperado em função da sua adaptabilidade. A raça Girolando, desenvolvida através do cruzamento entre Gir (Bos indicus) e Holandês (Bos taurus), bem como seus grupos sintéticos de 5/8 Holandês/Gir, tem predominado os sistemas de produção nas regiões tropicais  (DA CRUZ et al., 2021) são responsáveis pelo aumento da produção de leite e da produtividade devido a heterose (DALTRO et al.,2019). 
Embora a raça Girolando tenha uma grande representação na produção leiteira brasileira (80%) (CANAZA-CAYO et al., 2016) normalmente os protocolos de alimentação de novilhas Girolando no periodo de transição são realizados com base no NCR para novilhas Holandêsas. 
Angelo et al., (2022) avaliando o consumo de ração, produção de leite e metabolismo hepático em novilhas Holandesas, Gir e Girolando-F1 durante o período de transição observaram que vacas que vacas zebuínas e mestiças não reage da mesma forma ao metabolismo de vacas holandesas em relação a fatores de estresse, como período de transição e obesidade, apontando a necessidade de manejo diferenciado durante o período de transição entre as diferentes raças estudadas, a fim de garantir o máximo de saúde e bem-estar desses animais.  
A análise do transcriptoma torna possível compreender a expressão, função e interações de genes no metabolismo hepático. O conhecimento desses mecanismos poderá ser utilizado para modulações e alterações dos níveis de expressão visando a otimização dos processos biológicos envolvidos. Dessa maneira, objetivou-se comparar o perfil transcricional dos animais das raças Holandesa e Girolando F1 em período de transição, alimentadas com diferentes planos alimentar durante o pré-parto. 


[bookmark: _Toc144229304]2 MATERIAL E MÉTODOS
 	O estudo foi realizado no Laboratório de Bioenergética da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) no Polo Pecuário Multiuso da Embrapa Gado de Leite para Bioeficiência e Sustentabilidade Coronel Pacheco, Minas Gerais. Todos os procedimentos de cuidado e manejo dos animais foram aprovados pelo Comitê da Embrapa para o Cuidado e Uso de Animais Leiteiros (Juiz de Fora, MG, Brasil; Protocolo CEUA-EGL 25/2015). 


[bookmark: _Toc144229305]2.1 ANIMAIS, DESCRIÇÃO DO LOCAL E DIETAS

[bookmark: _Hlk138534817]Foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½  Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto, mantidas em sistema de confinamento tipo free-stall.
Aproximadamente 21 dias antes da data do parto, as novilhas foram alojadas em um galpão free-stall, em módulos para 12 animais, equipados com camas de borracha, comedouros eletrônicos individuais com portas (AF-1000 Master Gate, Intergado Ltda., Contagem, MG, Brasil) e dois bebedouros eletrônicos (WD-1000, Intergado Ltda., Contagem, Minas Gerais, Brasil). Os cochos de alimentação e água foram conectados a antenas de identificação por radiofrequência (RFID) que monitoravam a alimentação individual e a ingestão de água (CHIZZOTTI et al., 2015) .
Entre aproximadamente 250 dias de gestação e parto, todas as novilhas foram alimentadas com dieta totalmente misturada para atender às exigências de mantença e prenhez (NRC, 2001),. As novilhas foram alimentadas com dieta basal na relação volumoso: concentrado de 82:18, com base na matéria seca sendo o volumoso composto por 54,4% de silagem de milho e 45,6% de silagem de sorgo e, o concentrado por 64,7% de grão de milho moído, 31,3% de farelo de soja, 3,2% de sal mineral Lactage Gold® e 0,7% de calcário oferecida duas vezes ao dia. 
[bookmark: _Hlk144207871]
[bookmark: _Toc144210488][bookmark: _Toc144210754][bookmark: _Toc144211114]Tabela 1 Composição química da TMR experimental fornecida no pré e no pós parto de novilhas leiteiras Holandês e Girolando F1 durante o período de transição
	Item
	TMR Pré-parto              TMR  Pós- parto

	
	Ingredientes (kg/100kg de MS de dieta)


	Silagem de milho
	44,6	 	              62,0

	Silagem de sorgo	
	37,4	                             -         

	Grão de milho moído
	11,6		             14,2	

	Farelo de soja
	5,6		              19,8	

	Mistura mineral
	0,6		               1,0	  

	Calcário
	0,1		               0,6	  

	Bicarbonato de sódio
	-		               1,0	  

	Uréia
	-		               0,6	  

	Sulfato de amônio
	-		               0,4	  

	Oxido de magnésio
	-		               0,3	  

	Fosfato bicálcico
	-		               0,1	  

	
        Composição química (g/100 de MS de dieta)


	
	

	Energia bruta (Mcal/kg)
	4,4	                              4,4

	Estrato etéreo (%)
	3,5	                              3,3

	Proteína bruta (%)
	13,5                                 16,5

	Fibra em detergente neutro (%)
	46,8	                            32,4

	Fibra em detergente ácido (%)
	28,3	                            18,2

	TMR: Dieta Toalmente Misturada.
	



As novilhas de cada composição racial foram aleatoriamente distribuídas em dois planos nutricionais no pré-parto e receberam dieta na forma de ração totalmente misturada (RTM) com composições semelhantes (Tabela1). Os níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal foram calculados para atender 100% e 132% das exigências diárias de energia metabolizável na dieta pré-parto para a raça Holandês (NRC, 2001). 
  Ao início do estudo, os valores (média ± DP) de PC, escore de condição corporal (ECC) e idade das novilhas Holandês recebendo oferta de 1,69% do PC, foram de 836 ± 94 kg, 4,5 ± 0,5 pontos e 4,5± 0,5 anos e, recebendo oferta de1,89% do PC foram de 844± 57 kg, 4,6 ± 0,2 pontos e 4,5 ± 0,5 anos, respectivamente. As novilhas Girolando F1que receberam oferta de 1,69% do PC apresentaram 724, ± 93 kg de PC, 3,8 ± 0,4 pontos de ECC e idade de 4,0 ± 0,5 anos e, as que receberam 1,89% do PC 748 ± 53 kg de PC, 3,8 ± 0,1 pontos de ECC e 4,2 ± 0,5 anos (Tabela 2).

[bookmark: _Toc144210489][bookmark: _Toc144210755][bookmark: _Toc144211115]Tabela 2 Identificação individual, raça, idade, ECC e Peso dos animais por plano alimentar
	[bookmark: _Hlk143668230]PLANO ALIMENTAR
	ANIMAL
	RAÇA
	IDADE
	ECC
	PESO

	
	2207
	H
	4,00
	4,00
	723,50

	
	2146
	H
	4,00
	4,00
	721,00

	
	3212
	H
	5,00
	3,75
	721,00

	
	2129
	H
	4,00
	3,75
	829,00

	1,89%PC
	
	
	
	
	

	
	2600
	G
	4,00
	5,00
	796,00

	
	1722
	G
	5,00
	4,50
	918,00

	

	1726
2608

	G
G
	5,00
4,00
	4,75
4,50
	863,00
801,50

	
	
2126
	
H
	
4,00
	
4,50
	
768,50

	
	2142
	H
	4,00
	3,50
	612,00

	
	2208
	H
	4,00
	3,50
	689,00

	
	2132
	H
	4,00
	3,75
	826,50

	1,69%PC
	
	
	
	
	

	
	2615
	G
	4,00
	4,00
	736,00

	
	1720
	G
	5,00
	5,00
	835,50

	
	1729
	G
	5,00
	4,00
	813,00

	
	2603
	G
	4,00
	5,00
	963,00






























Plano alimentar 1,89% PC: composto por 4 animais da raça H (Holandês) e 4 animais da raça G (Girolando F1), o nível de consumo 1,89% do Peso Corpóreo (PC) foi calculado para atender 132% das exigências diárias de energia metabolizável de novilhas no pré-parto (NR ,2021).  Plano alimentar 1,69% PC: composto por 4 animais da raça H (Holandês) e 4 animal da raça G (Girolando F1), o nível de consumo 1,69% do Peso Corpóreo (PC) foi calculado para atender 100% das exigências diárias de energia metabolizável de novilhas no pré-parto (NR ,2021).  

Logo após o parto todas as novilhas receberam 30 litros de drensh energético-mineral contendo 30g de cloreto de potássio, 255g de cloreto de sódio, 15g de cloreto de cálcio, 300 ml de propilenoglicol e 30 litros de água, utilizando sonda oroesofágica.
Durante os primeiros 21 dias após o parto, as vacas receberam dietas semelhantes ad libitum (permitindo 5 a 10% de sobras) (Tabela 1). A dieta foi fornecida após cada ordenha, às 09:00 e às 17:00 h e foi calculada para atender as exigências nutricionais considerando produção de 25 kg de leite com 3,6% de gordura (NRC, 2001).  
Do parto aos 21 dias de lactação, todos os animais foram alimentados ad libitum, duas vezes ao dia, com dieta totalmente misturada à base de silagem de milho e concentrado na proporção de 62:38 sobre MS, fornecendo 2,1 Mcal NEl/kg de MS. A dieta foi formulada para atender as exigências nutricionais considerando a produção de 25 kg de leite com 3,6% de gordura.

[bookmark: _Toc144229306][bookmark: _Hlk143251357]2.2 BIÓPSIA HEPÁTICA

As amostras de tecido hepático dos animais foram colhidas através de biópsia percutânea sob anestesia local com 5 mL de lidocaína 2%, aproximadamente 21 dias antes da data prevista do parto e 21 dias pós-parto. A agulha de biopsia foi introduzida no 11º espaço intercostal direito, aproximadamente 20 cm abaixo da linha do dorso, no cruzamento de uma linha imaginária entre a tuberosidade externa do íleo e a escápula e outra linha perpendicular ao 11º espaço intercostal (ponto no qual corresponde à posição topográfica do lobo direito do fígado) (DE MEDEIROS et al., 2002b).
As amostras foram acondicionadas em tubos microtubos tipo Eppendorf livres de DNAse e RNAse, estéreis, devidamente identificados, contendo 700 µL de solução conservante RNAlater™ (Sigma-Aldrich Co. LLC. St. Louis, Missouri, EUA) e posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer à temperatura de -80ºC.
 
[bookmark: _Toc144229307]2.3 SÍNTESE DA FITA DE DNA COMPLEMENTAR (CDNA) E REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE CONCENCIONAL (PCR)

Primeiramente, o tecido hepático foi macerado de forma mecânica utilizando um homogeinizador, no qual ocorreu a ruptura do tecido hepático e a lise celular, para posteriormente, ser realizada a extração do RNA total. Usado o RNeasy Mini Kit da Qiagen (QIAGEN, Inc Hilden, Alemanha), segundo as recomendações do fabricante. Após os procedimentos de extração, as amostras foram quantificadas utilizando o equipamento Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, DE, USA).
A qualidade/integridade do RNA foram analisadas pelo Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, Califórnia, EUA), utilizando o kit RNA 6000 Nano LabChip (Agilent technologies Santa Clara, Califórnia, EUA). Amostras com relação RNAr 28S/18S próxima a 2 e RIN (RNA Integrity Number) próximo a 8,0 foram consideradas adequadas para posteriores análises.

[bookmark: _Hlk142489882][bookmark: _Toc144229308]2.4 SÍNTESE DA FITA DE DNA COMPLEMENTAR (CDNA) E REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE CONCENCIONAL (PCR)

Utilizou-se o SuperScript™ III first-strand synthesis system (Invitrogen®) que é uma versão modificada do M-MLV RT com reduzida atividade da RNase H e alta estabilidade térmica. Esta enzima sintetizou a primeira cadeia do cDNA complementar em temperaturas mais elevadas que as convencionais M-MLV RT, proporcionando maior especificidade, rendimentos mais elevados de cDNA. Podendo ser gerado um cDNA de até 12,3 kb. 
Nesta reação, o mRNA foi utilizado como molde para a síntese do cDNA pela transcriptase reversa. Esta enzima é capaz de sintetizar o DNA a partir do RNA, sendo um primer com extremidade 3’OH livre necessário para a síntese acontecer. Neste projeto utilizou-se o oligonucleotídeo de desoxitimidinas (Oligo-dT) que hibridiza-se com a cauda de poli-A do mRNA. Assim, moléculas de DNA/RNA funcionam para a síntese da segunda cadeia de cDNA, como um complexo de moléculas molde (cDNA) e primers. Os procedimentos laboratoriais foram realizados, conforme recomendações do fabricante.
Após síntese do DNA complementar, esse foi utilizado em reações de PCR feitas em um termociclador com tecnologia Peltier e capacidade para 96 poços (Nova Instruments©). Para cada reação, em tubo eppendorf livre de RNase e DNase, adicionou-se os seguintes reagentes: 4 µL do Tampão GotaqGreen (5X) (Promega®), 0,4 µL do dNTP’s (10mM) (Invitrogen®), 1 µL do primers (10 mM - forward e reverse) do gene GAPDH, 0, 25 µL da enzima Taq DNA polimerase (Promega®), 1 µL do cDNA ou 1 µL do conteúdo sem a enzima transcriptase reversa e por fim fora adicionado água livre de RNase e DNase para completar um volume de 20 µL. Após as reações no termociclador, o produto da PCR foi armazenado em geladeira a 4°C para posterior avaliação.
Com o objetivo de avaliar o produto da PCR com e sem a enzima transcriptase reversa, fez-se um gel de agarose com a concentração de 2%, para separar os fragmentos de DNA presentes na amostra. Foram dissolvidos 3g do pó de agarose (Invitrogen®) em 150 mL do tampão TAE (Tris-acetato-EDTA) (1X). A solução foi aquecida em forno micro-ondas até a solução se tornar homogênea e transparente.  Quando a solução mornou, foram adicionados na mesma, 15 µL de SYBER® Safe DNA gel (Invitrogen®), com o objetivo de visualizar os fragmentos do DNA em agarose, ao ser exposto a luz ultravioleta. Este componente é mais sensível ao “corar” o DNA e é formulado com componentes menos danosos para saúde que o brometo de etídeo. Todo este conteúdo foi adicionado em uma cuba junto com uma sequência de pentes (tira de teflon dentada que ficou a 1 mm acima do fundo da forma) até a polimerização do gel, onde formou-se os poços, onde fora aplicado a amostra. Após polimerizar, o gel foi colocado no interior da cuba de eletroforese e mergulhado em tampão de eletroforese. 
Primeiramente, para permitir uma estimativa visual do tamanho dos fragmentos de DNA, foram aplicados no primeiro poço 7 µL do marcador de peso molecular (Axygen®) de 100 Pb (contém 14 fragmentos que variam de 0,1 a 5 Kb. Este marcador é uma mistura de diversos fragmentos de DNA com tamanhos e concentrações conhecidas. Ele permite inferir por comparação o tamanho dos fragmentos presentes na amostra analisada. Depois fora aplicado em outro poço, uma amostra denominada de branco, ou seja, contém todos os conteúdos mencionados menos o cDNA e a amostra sem a enzima transcriptase reversa (RT). Posteriormente nos poços seguintes, fora inserido uma sequência dupla de amostras, ou seja, amostra 1 com RT e sem RT. Ao finalizar a aplicação, iniciou-se a corrida no gel de agarose 2%. Ao terminar, o resultado do gel foi visualizado pelo foto documentador IL LOGIC 1500 utilizando a luz ultravioleta, junto com o software KODAK.


[bookmark: _Toc144229309]2.5 PREPARO DA BIBLIOTECA DE cDNA E ANÁLISE RNA-SEQ

Após os procedimentos de purificação do RNA e a síntese de cDNA, usou-se o TruSeq®RNA stranded mRNA library prep kit (Illumina®), com o objetivo de preparar a biblioteca de cDNA. Primeiramente, foi removido o modelo de RNA e sintetizado uma cadeia de substituição para gerar o cDNA ds. Os grânulos AMPure XP, presentes na reação, foram usados para separar o cDNA ds da segunda cadeia. Todos os procedimentos foram realizados, segundo recomendações do fabricante. Em um segundo processo será convertido os overhangs, resultantes da fragmentação em extremidade sem corte, usando um End Repair Mix. A atividade de exonuclease 3' a 5' desta mistura remove os 3' overhangs e a atividade da polimerase preenche os 5' overhangs. Um único nucleótido 'A' fora adicionado às extremidades 3' dos fragmentos para evitar que eles se ligam entre si, durante a reação de ligação do adaptador. O nucleotídeo 'T' na extremidade 3' do adaptador forneceu um overhangs complementar para ligação entre o adaptador e o fragmento. Este processo ligou os adaptadores de indexação às extremidades do cDNA ds, preparando-os para hibridação em uma flow cell. 
Após este passo, fora utilizada a reação em cadeia da polimerase convencional (PCR) para enriquecer seletivamente os fragmentos de DNA que possuem um adaptador moléculas em ambas as extremidades e amplificar a quantidade de DNA na biblioteca. O PCR é realizado com um PCR Primer “cocktail” que recobre as extremidades dos adaptadores. Neste processo, é possível descrever como preparar modelos de DNA para geração de cluster. DNA indexado as bibliotecas foram normalizadas para 10 nM na placa DCT e depois agrupadas em volumes iguais em placa PDP.

[bookmark: _Toc144229310]2.6 SEQUENCIAMENTO DO RNA

O sequenciamento do RNA foi realizado em plataforma Illumina, gerando reads, com comprimento ao redor de 100 pb. Após a obtenção das reads, as mesmas passarão por um controle de qualidade e pré-processamento das reads com a remoção das leituras e artefatos de baixa qualidade, como sequências de adaptadores, DNA contaminante e duplicatas de PCR.
Em seguida, as reads foram mapeadas no genoma de referência (ARS-UCD 1.2). Os dados do experimento foram analisados por meio da bioinformática com algoritmos robustos, eficientes e baseados em métodos de estatística poderosos. As ferramentas de análise de RNA-Seq geralmente são subdivididas em três categorias, de acordo com seus objetivos específicos: (i) alinhamento de leitura; (ii) montagem de transcritos ou anotação do genoma; e (iii) transcrição e quantificação genética.


[bookmark: _Toc144229311]2.7 EXPRESSÃO DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS (DEGS)

Para identificação dos genes diferencialmente expressos (DEG), utilizou-se a biblioteca edgeR versão 3.8 (ROSBSON et al., 2010), executada no ambiente R versão 3.5.0 “Joy in Playing” ( https://www.r-project.org/). Utilizou-se como input para o edgeR, as contagens das leituras mapeadas no genoma de referência, para cada biblioteca gerada pelo sequenciamento. Dois arquivos foram gerados após execução do script utilizado. Uma tabela, contendo os genes diferentemente expressos entre os contrastes e o p-value calculado para cada gene. O p-value é a probabilidade de um valor tão ou mais extremo quanto o observado ocorrer dentro da hipótese nula. Além do p-value, também se obteve o valor de FDR (do inglês, False Discovery Rate) que é muito utilizado para análises de genoma, proposto por Benjamini e Hochberg (1995). Esse valor de FDR representa a proporção de erros atribuídos devido a descobertas falsas, ou seja, a taxa de falsos positivos dentre os valores significativos sendo, idealmente, a menor possível. Neste caso foram considerados os DEGs com FDR ≤ 0,05. O segundo arquivo gerado pelo script do edgeR foi um gráfico de expressão relativa entre os tratamentos, que exibe os valores obtidos do logaritmo na base 2 do FoldChange (logFC) em relação ao logaritmo na base 2 das contagens por milhão (logCPM, Counts Per Million) médias para cada gene, destacando os DEGs. Esse gráfico, do tipo Volcano plot, exibe os genes com grande expressão diferencial (baixo p-value e FoldChange alto, chamados upregulated) e baixa expressão (baixo p-value e FoldChange baixo, chamados down-regulated). O FoldChange é a razão do total de reads de um determinado transcrito entre duas condições contrastantes. No presente trabalho, foram selecionados apenas os DEGs encontrados entre valores de logFC >-1 (upregulated) ou  <+1(down-regulated) e FDR < 0.05.
As avaliações de Expressão Diferencial de Genes (DEGs) foram realizadas em contrate entre raças, períodos e dietas, sendo apresentada na tabela 3. 

[bookmark: _Toc144210490][bookmark: _Toc144210756][bookmark: _Toc144211116][bookmark: _Hlk144207916]Tabela 3 Contrastes de avaliação de DEGs
	CONTRASTES

	Raças
	HOLANDÊS versus GIROLANDO F1

	Períodos
	PRÉ-PARTO versus PÓS-PARTO

	Dietas
	1,89% PC versus 1,69% PC




[bookmark: _Toc144229312]2.8 ONTOLOGIA GÊNICA

A anotação e interpretação das listas de DEGs obtidas nos contrastes foram realizados pelo programa online Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8 (HUANG et al., 2009), disponível em: https://david.ncifcrf.gov/. Para isso, foram utilizadas ferramentas como Gene Accession Conversion Tool, para conversão dos códigos de genes obtidos pelo Ensembl  https://www.ensembl.org/index.html, para os símbolos gênicos convencionais. A ferramenta Functional Annotation Tool foi utilizada para determinar os termos de ontologia gênica (Gene Ontology) mais relevantes de cada lista de genes.

[bookmark: _Toc144229313]2.9 ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO DE VIAS

	Um estudo de enriquecimento de vias foi desenvolvido, considerando os genes diferencialmente expressos nas comparações dos perfis transriptômicos estudados (HPBxGO, PRExPRS e SUPxMAN). Para essa análise foi realizada utilizando a função enrichKEGG do pacote clusterProfiler em ambiente R.  As 30 vias mais significativa foram representadas utilizando a função dotplot. 




[bookmark: _Toc144229314]3. ANÁLISES ESTATÍSTICAS

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2×2 (2 grupos genéticos e duas ofertas de alimento no pré parto, com quatro tratamentos e 4 repetições (novilhas) em cada tratamento.
 A análise estatística para dados transcriptômicos foi realizado usando o SAS v9.3 (SAS Institute Inc.). O modelo MIXED com medidas repetidas foi montado para os índices ajustados log2-tranformados normalizados usando Proc MIXED.
O modelo para Yijklm (expressão ajustada de corante) inclui a média geral (μ), os efeitos fixos do tempo (Ti, -14 e 21 d), grupamento genético (Holandês e Girolando F1), dieta (1,69 e 1,89) e suas interações (TGij,TDik, RDjk, TRDijk). Vaca (vl) foi considerada um efeito aleatório não correlacionado, e eijklm representa o erro residual. Os valores P brutos foram ajustados pelo número de genes testados usando Benjamini and Hochberg’s false discovery rate (FDR; Benjamini and Hochberg, 1995) para explicar comparações múltiplas.



[bookmark: _Toc144229315]	4. RESULTADOS

[bookmark: _Toc144229316]4.1 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL DE GENES

Por meio da análise multivariada de escalonamento multidimensional (MDS) observa-se o comportamento das amostras do contraste raças, verificando-se que há tendencia de separação das amostras e que o perfil transcriptômico entre a raça Holandês e Girolando diferem entre si ( Figura 1).  Mesmo ofertando dietas diferentes entre as raças no pré-parto, as amostras da raça holandês tenderam a se agrupar indicando que não houve impacto da dieta entre pós e pré-parto para a raça Holandês, exceto para a amostra 2132_pos, que apresentou maior distanciamento entre as amostras do contraste. As amostras dos animais Girolando F1 apresentam maior distanciamento das amostras no pré e pós parto, indicando que a dieta teve maior impacto no transcriptoma dos animais dessa raça. 
[image: ]
[bookmark: _Toc144212091][bookmark: _Toc144212605]Figura 1 Plot do MDS no contraste entre as raças. Gráfico representativo de ordenamento multidimensional (MDS). Na cor azul estão representadas o conjunto de novilhas da raça Holandês durante o período de transição (pré e pós-parto). Na cor verde estão representa

Na avaliação exploratória com o MDS, para o contraste entre os períodos pré e pós-parto (Figura 2), observa-se pouco distanciamento entre as amostras do pré e pós parto independente da dieta ofertada no pré-parto. Ao lado direito da figura 2 observa-se os animais da raça Holandês no pré e pós-parto e na esquerda os animais Girolando, com maior distanciamento das amostras entre os períodos.  
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[bookmark: _Toc144212092][bookmark: _Toc144212606]Figura 2 Plot do MDS no contraste entre os períodos Pré e Pós-Parto. Gráfico representativo do ordenamento multidimensional (MDS). Na cor azul estão representadas todas as novilhas durante o Pré-parto. Representada na cor verde estão o conjunto de todas as novilhas

Os planos alimentares de 1,89 % PC e 1,69% PC foram ofertados no pré-parto dos animais avaliados, no entanto as respostas do efeito dessas dietas no perfil transcriptoma foram avaliadas aos 21 dias após o parto com a realização da biópsia hepática.  Para compreensão da dispersão das amostras no contraste das dietas, o MDS apresenta em azul (figura3) as amostras dos animais que receberam a dieta 1,89 % PC no pré-parto. No mesmo sentido, as amostras em verde representam os animais recebendo a dieta (1,69% PC).  A aproximação das amostras no pós-parto dos animais que receberam a dieta 1,89 % PC com as amostras dos que receberam dieta 1,69% PC, indica que a dieta não impactou no perfil do transcriptoma, não interferindo na modificação da expressão dos genes de modo geral.  
[image: ]

[bookmark: _Toc144212093][bookmark: _Toc144212607]Figura 3 Plot do MDS no contraste entre a dieta (1,89 % PC) versus dieta (1,69% PC). Gráfico representativo do ordenamento multidimensional (MDS). Na cor azul estão representadas as novilhas durante o pré e pós-parto super alimentadas no pré-parto, recebendo diet dieta no pré-parto a nível de 1,89% do PC. Representado na cor verde está o conjunto de novilhas no pré e pós-parto alimentadas no pré-parto, a nível de mantença 1,69% do PC.


[bookmark: _Toc144210491][bookmark: _Toc144210757][bookmark: _Toc144211117]Tabela 4: Lista dos genes diferencialmente e expressos (< 0,05) entre os contrastes e seu nível
	ID do Gene
	Nome do Gene
	expressão 

	Contraste 
	Holandês versus Girolando F1
	

	
	
	

	ACP3
	acid phosphatase 3
	UP

	AMN
	amnion associated transmembrane protein
	DOWN

	APOBEC2
	apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 2
	DOWN

	ARHGEF28
	Rho guanine nucleotide exchange factor 28
	UP

	ATP4A
	ATPase H+/K+ transporting subunit alpha
	DOWN

	BOLA-DQB
	major histocompatibility complex, class II, DQ beta
	UP

	CA2
	carbonic anhydrase II
	DOWN

	CACNA2D1
	calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha2delta 1
	DOWN

	CCL14
	chemokine (C-C motif) ligand 14
	DOWN

	CD80
	CD80 molecule
	UP

	CDC42EP5
	CDC42 effector protein 5
	UP

	CFAP54
	cilia and flagella associated protein 54
	UP

	CHRNE
	cholinergic receptor nicotinic epsilon subunit
	DOWN

	CKAP4
	cytoskeleton associated protein 4
	UP

	CL46
	collectin -46
	DOWN

	CLSTN3
	calsyntenin 3
	DOWN

	COM
	carboxypeptidase M
	DOWN

	DUSP26
	dual specificity phosphatase 26
	UP

	EPCAM
	epithelial cell adhesion molecule
	UP

	EXOC3L4
	exocyst complex component 3 like 4
	UP

	FAM174B
	family with sequence similarity 174 member B
	DOWN

	FBLN2
	fibulin 2
	UP

	FBP2
	fructose-bisphosphatase 2
	UP

	FBXO39
	F-box protein 39
	DOWN

	FLNC
	filamin C
	DOWN

	FRMD1
	FERM domain containing 1
	DOWN

	GIMAP8
	GTPase, IMAP family member 8
	UP

	GLI3
	GLI family zinc finger 3
	DOWN

	GNAZ
	G protein subunit alpha z
	UP

	GPR143
	G protein-coupled receptor 143
	UP

	GPX3
	glutathione peroxidase 3
	UP

	GSDMB
	gasdermin B
	DOWN

	GSTO1
	glutathione S-transferase omega 1
	DOWN

	HAPLN3
	hyaluronan and proteoglycan link protein 3
	UP

	IGFBP1
	insulin like growth factor binding protein 1
	UP

	IGFBP2
	insulin like growth factor binding protein 2
	UP

	IL17RB
	interleukin 17 receptor B
	DOWN

	INMT
	indolethylamine N-methyltransferase
	DOWN

	ITGAD
	integrin subunit alpha D
	UP

	ITIH5
	inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 5
	DOWN

	LGALS2
	galectin 2
	DOWN

	LIPH
	lipase H
	UP

	LOC100138641
	glutathione S-transferase A1-like
	DOWN

	LOC101903301
	60S ribosomal protein L15 pseudogene
	DOWN

	LOC112446756
	complement C1r subcomponent-like
	DOWN

	LOC509829
	60S ribosomal protein L10-like
	DOWN

	LOC510798
	tumor necrosis factor receptor superfamily member 26
	DOWN

	LOC518623
	glycine-N-acyltransferase-like
	DOWN

	LOC526757
	solute carrier family 22 member 10
	DOWN

	LOC613316
	cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial pseudogene
	DOWN

	LOC613570
	hydroxyacyl-CoA dehydrogenase pseudogene
	DOWN

	LOC782884
	dihydrodiol dehydrogenase 3
	DOWN

	LOC787045
	purine nucleoside phosphorylase pseudogene
	DOWN

	LOC788609
	eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 pseudogene
	DOWN

	LOC790312
	purine nucleoside phosphorylase
	DOWN

	LTF
	Lactotransferrin
	UP

	MGC127133
	20-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like
	DOWN

	MTHFD1L
	methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 
	DOWN

	MYBPC2
	myosin binding protein C2
	DOWN

	NMNAT2
	nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 2
	DOWN

	P2RY14
	purinergic receptor P2Y14
	UP

	PANX2
	pannexin 2
	DOWN

	PDZK1IP1
	PDZK1 interacting protein 1
	UP

	PLBD1
	phospholipase B domain containing 1
	DOWN

	PON3
	paraoxonase 3
	UP

	PRAP1
	proline rich acidic protein 1
	DOWN

	PYROXD2
	pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain 2
	DOWN

	RASL10A
	RAS like family 10 member A
	DOWN

	RCAN1
	regulator of calcineurin 1
	DOWN

	RGS2
	regulator of G-protein signaling 2, 24kDa
	DOWN

	RGS2
	regulator of G protein signaling 2
	DOWN

	RIGI
	RNA sensor RIG-I
	UP

	RTN4RL1
	reticulon 4 receptor like 1
	DOWN

	SCGB1D
	secretoglobin, family 1D, member 2
	DOWN

	SFRP2
	secreted frizzled related protein 2
	DOWN

	SIGLEC10
	sialic acid binding Ig like lectin 10
	DOWN

	SLC17A1
	solute carrier family 17 member 1
	DOWN

	SLC6A12
	solute carrier family 6 member 12
	UP

	SMOC2
	SPARC related modular calcium binding 2
	UP

	SOCS2
	suppressor of cytokine signaling 2
	UP

	SOD3
	superoxide dismutase 3
	DOWN

	SPIDR
	scaffold protein involved in DNA repair
	UP

	SSC4D
	scavenger receptor cysteine rich family member with 4 domains
	DOWN

	SSPO
	SCO-spondin
	DOWN

	SULT2B1
	sulfotransferase family 2B member 1
	UP

	SYT7
	synaptotagmin 7
	DOWN

	TCAF1
	TRPM8 channel associated factor 1
	UP

	TCEA3
	transcription elongation factor A3
	DOWN

	TGM5
	transglutaminase 5
	DOWN

	TMED6
	transmembrane p24 trafficking protein 6
	DOWN

	TMEM102
	transmembrane protein 102
	DOWN

	TMEM45A
	transmembrane protein 45ª
	DOWN

	TRIM7
	tripartite motif containing 7
	UP

	UHRF1
	ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1
	UP

	WDR86
	WD repeat domain 86
	UP

	contraste 
	Pré-parto versus Pos-parto 
	

	ACKR3
	atypical chemokine receptor 3
	DOWN

	CDC42EP5
	CDC42 effector protein 5
	DOWN

	CDKN1C
	cyclin dependent kinase inhibitor 1C
	DOWN

	CLDN4
	claudin 4
	DOWN

	CSAD
	cysteine sulfinic acid decarboxylase
	DOWN

	CUX2
	cut like homeobox 2
	UP

	CYP26A1
	cytochrome P450 family 26 subfamily A member 1
	UP

	CYP7A1
	cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1
	DOWN

	DUSP26
	dual specificity phosphatase 26
	DOWN

	FGF21
	fibroblast growth factor 21
	DOWN

	FUT1
	fucosyltransferase 1
	DOWN

	GDF15
	growth differentiation factor 15
	UP

	GPNMB
	glycoprotein nmb
	DOWN

	GRB7
	growth factor receptor bound protein 7
	DOWN

	HBG
	hemoglobin, gamma
	UP

	HOPX
	HOP homeobox
	UP

	IGCGAMMA
	immunoglobulin heavy constant gamma 2
	DOWN

	IGFBP1
	insulin like growth factor binding protein 1
	DOWN

	ITGB4
	integrin subunit beta 4
	UP

	LOC527068
	aldo-keto reductase family 1 member C3 -like
	DOWN

	MIOX
	myo-inositol oxygenase
	DOWN

	NNAT
	Neuronatin
	DOWN

	NR1D1
	nuclear receptor subfamily 1 group D member 1
	DOWN

	PRAP1
	proline rich acidic protein 1
	DOWN

	PSPH
	phosphoserine phosphatase
	DOWN

	RXRG
	retinoid X receptor gamma
	UP

	SAA2
	serum amyloid A2
	UP

	SCGB1D
	secretoglobin, family 1D, member 2
	UP

	SERPINA6
	serpin family A member 6
	DOWN

	SLC1A2
	solute carrier family 1 member 2
	UP

	SOAT2
	sterol O-acyltransferase 2
	DOWN

	TBATA
	thymus, brain and testes associated
	UP

	TRIM7
	tripartite motif containing 7
	DOWN

	VNN1
	vanin 1
	DOWN

	Contraste 
	 (1,69% PC) versus (1,89 %)
	

	FAM174B
	family with sequence similarity 174 member B
	UP

	FBLN2
	fibulin 2
	UP

	LOC101905801
	heme-binding protein 1 pseudogene
	UP

	LOC510798
	tumor necrosis factor receptor superfamily member 26
	DOWN

	TMEM45A
	transmembrane protein 45ª
	DOWN

	UHRF1
	ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1
	DOWN


Dados de expressão gênica, sendo Down: downregulated; Up: Upregulated.




Os dados de contagem de reads apresentaram maior abundancia provenientes do contraste entre raças. No total, 95 DEGs, sendo 35 upregulated e 60   downregulated (Figura 4). Quando avaliado o contraste da expressão genica entre os períodos, pré-parto versus pós parto, no total, 34 DEGs, sendo 23 downregulated e 11 upregulated.  A expressão diferencial dos genes avaliados entre os planos alimentar (1,69 % PC), em contraste com plano alimentar (1,89 % PC) obteve-se 6 DEGs sendo 3 upregulated e 3 downregulated. De modo geral o maior número de genes diferencialmente expressos foi no contraste entre as raças. 










[bookmark: _Toc112486791][image: ]
[bookmark: _Toc144212094][bookmark: _Toc144212608]Figura 4 Representação gráfica dos genes diferencialmente expressos (DEGs) em hepatócitos de novilhas Holandês e Girolando F1. Raças) contraste entre a raça holandês versus Girolando F1.  Periodos) Contraste entre os períodos pré e pós-parto. Dieta) Contraste entre os planos alimentar (1,89% PC) versus plano alimentar (1,69%PC). Gráfico relacionando o log FoldChange (logFC; eixo Y) versus o log de contagens por milhão (logCPM; eixo X). Pontos vermelhos representam DEGs com logFC >1 (upregulated – parte superior da linha verde–reads) ou logFC <-1 (down-regulated - parte inferior da linha verde– reads). Foram considerados DEGs com FDR < 0,05.


[bookmark: _Toc144229317]4.2 VIAS METABÓLICAS

Para melhor elucidar os papéis de cada um dos DEGs prospectados foi realizado a análise de enriquecimento funcional com base em termos GO de processos biológicos e vias metabólicas KEGG. O contraste entre as raças mostrou maior enriquecimento de vias (Figura 5). No enriquecimento do contraste entre os períodos, apenas duas vias foram enriquecidas (Figura 6), não sendo possível avaliar as vias de enriquecimento no contraste entre dietas, devido à baixa expressão de genes diferencialmente expresso (Figura7).  


[image: ]
[bookmark: _Toc144212095][bookmark: _Toc144212609]Figura 5 Genes diferencialmente expressos e análise de enriquecimento de vias. A, volcano plot  destacando pontos vermelhos (genes up regulados: log2FC > 1 e FDR < 0.05) e azuis (down regulados log2FC < -1 e FDR < 0.05) na comparação do perfil transcriptômico de biopsia de fígado de vacas holandesas com biopsia de fígado de vacas girolando. B, Dot Plot para a análise de enriquecimento de vias metagólicas enriquecidas associadas aos genes diferencialmente expressos no perfil transcriptômico de biopsia de fígado de vacas holandesas com biopsia de fígado de vacas girolando. EM B, as cores dos círculos representam o valor de FDR associado à respectiva via, enquanto o tamanho dos círculos representa o número de genes identificado dentro da respectiva via metabólica


Apresentada em gráfico (figura 7) as vias enriquecidas no contraste entre as raças estão ordenadas por quantidade de genes envolvidos no processo e a cor está relacionado ao nível de significância. As vias de maior representatividade foram relacionadas a resposta imune. 
No contraste entre os períodos pré e pós-parto, duas vias foram apresentadas sendo essas relacionadas a biossínteses de aminoácidos, e metabolismo de carbono.   Ao avaliar o contraste entre dietas, a baixa expressão diferencial dos genes entre as dietas 1,89% versus 1,69% impossibilitou a avaliação por vias de enriquecimento. 
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[bookmark: _Toc144212096][bookmark: _Toc144212610]Figura 6/7 Genes diferencialmente expressos e análise de enriquecimento de vias. A e C, volcano plot  destacando pontos vermelhos (genes up regulados: log2FC > 1 e FDR < 0.05) e azuis (down regulados log2FC < -1 e FDR < 0.05). A corresponde ao volcano plot par para a comparação do perfil transcriptômico de biopsia de fígado de vacas no estágio de pré-parto com biopsia de fígado de vacas no estágio de pós-parto. C, corresponde ao volcano plot da comparação do perfil transcriptômico entre biopsia de fígado de vacas alimentadas com dieta 1,89 % PC e 1,69%. B, Dot Plot para a análise de enriquecimento de vias metabólicas enriquecidas associadas aos genes diferencialmente expressos no perfil transcriptômico de biopsia de fígado de vacas no estágio de pré-parto com biopsia de fígado de vacas no estágio de pós-parto. EM B, as cores dos círculos representam o valor de FDR associado à respectiva via, enquanto o tamanho dos círculos representa o número de genes identificado dentro da respectiva via metabólica



[bookmark: _Toc144229318]5 DISCUSSÃO 
 
 No presente estudo maior expressão diferencial dos genes entre os contrastes foram apresentadas no contraste raças (Holandesas versus Girolando).  As vias enriquecidas no contraste Raças foram mais impactadas a resposta imune. 
Estudo investigando o perfil de expressão gênica diferencial de macrófagos derivados de monócitos (MDMs) não estimulados e estimulados por LPS das raças Holandesa (taurina) e Gir (indiana), identificou 163 (DEGs) destacando a maior expressão do receptor de quimiocina CC tipo cinco (CCR5) e genes BOLA-DQ em animais Gir, quando não estimulado e MDMs quando estimulados por LPS de animais Gir e Holandês exibiram 1.257 DEGs enriquecidos para adesão celular e respostas inflamatórias Macrófagos ( DAIBERT et al., 2020).
 Semelhantemente, neste estudo o Gene Bola-DQB apresentou Up regulagem quando observado   no contraste entre raça. Este gene é componentes do complexo de histocompatibilidade principal de classe bovinos, as moléculas de classe II, sendo  expressas em células apresentadoras de antígenos (APCs), como células dendríticas e macrófagos. Moléculas de classe II nas APCs apresentam peptídeos derivados de patógenos extracelulares para células T CD4+, que uma vez estimuladas ativam macrófagos e células B para gerar respostas inflamatórias e de anticorpos, respectivamente (NORIMINE E BROWN, 2005).
Animais Gir apresentam uma propensão natural para gerar uma resposta inflamatória mais pronunciada do que os Holandeses, o que pode explicar uma resposta imune mais rápida, favorecendo a resistência a muitas doenças infecciosas (DAIBERT et al., 2020).
Uma maior capacidade ou sensibilidade a uma resposta inflamatória no contraste raças  também foi sugerida pelas alterações observadas na via do 'metabolismo do ácido araquidônico' (Figura 5).  O ácido araquidônico é um ácido graxo poliinsaturado de cadeia longa e a maior indução de seu metabolismo pode ser indicativa de um aumento da taxa de inflamação por meio da produção de lipídios pró-inflamatórios, como as prostaglandinas (METZ et al, 1983 ).  Algumas prostaglandinas estão envolvidas no parto provocando a dilatação do cérvix e sua  permanece elevada durante até 20 primeiros dias pós parto (VECCHIO DEL, et al., 1991). A via de ocitocina também está relacionada com as prostaglandinas por auxiliar nas contações uterinas durante o parto e sua sinalização é mantida durante toda lactação auxiliando na descida do leite o que explica o enriquecimento dessas vias pois estes animais apresentam em período de transição. 

Na avaliação entre os períodos, apenas 2 vias foram relacionadas. A via  de síntese de aminoácidos apresentou altamente expressa. O AA pode desempenhar um papel importante durante o início da lactação para atender às necessidades de glicose por meio da gliconeogênese hepática . Além disso, certos AA, como alanina, aspartato e glutamato, desempenham um papel significativo na gliconeogênese hepática durante a ou restrição de nutrientes.
As via sinalizadora de metabolismo de carbono está diretamente relacionada com vacas laiteiras de alta produção. A cetose é uma doença comum, ... que provocam alterações no metabolismo dos hidratos de carbono (HC) ou inapetência. 
Não houve expressão marcante de genes  entre as dietas devido as os níveis. Desta forma também não foi possível observar vias relacionadas, devido à baixa expressão de genes no contraste. 

[bookmark: _Toc144229319]6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Conclui-se que as dietas no pré-parto não influenciaram a expressão de genes no pós-parto e a maior expressão diferencial de genes são observados quando avaliado entre as raças.
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[bookmark: _Toc144229324]RESUMO: objetivou-se avaliar o efeito dos planos alimentares distintos durante o pré-parto em novilhas Holandesas e Girolando F1 através de metabolitos sanguíneos no pós-parto. Foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½  Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2×2 (2 grupos genéticos e duas ofertas de alimento no pré-parto (1,69% PC e 1,89% PC), com quatro tratamentos e 4 repetições (novilhas) em cada tratamento. As dietas ofertadas no pré-parto com dietas a níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal, foram calculadas para atender 100% e 132% das exigências diárias de energia metabolizável na dieta pré-parto para a raça Holandês. As amostras de sangue foram colhidas por punção venosa coccígea e analisadas quanto às concentrações plasmáticas de creatinina (mmol/L), glicose (mg/dL), cálcio (mg/dL), ácidos graxos não esterificados (NEFA) (mmol/L), βhidroxibutirato (mmol/L). Escore de condição corporal (ECC), peso corporal (PC) também foram avaliados. houve diferença significativa entre raças, apontando maior PC e ECC para a raça Girolando relação as Holandesas.  A creatinina e glicose entre as raças apresentou maiores níveis nas novilhas Girolando F1 tanto para creatinina quanto para glicose no tratamento 1,89 no pré-parto e os menores níveis para raça Holandesa no pós-parto no tratamento 1.69, não sendo encontrada diferença significativa entre pré e pós parto para os tratamentos.  Os valores de cálcio, BHB, NEFA entre os grupos raciais e entre as dietas fornecidas no pré-parto não diferiram entre-se.  Conclui-se que os planos alimentares durante o pré-parto não alteraram os metabolitos sanguíneos entre as raças Holandesas e Girolando F1 no pós-parto.

Palavras chave:  Composição racial, Metabolitos sanguíneo, Plano alimentar.


[bookmark: _Toc144229325]ABSTRACT: The objective was to evaluate the effect of different dietary plans during prepartum in Holstein and Girolando F1 heifers through postpartum blood metabolites. Sixteen heifers were used: 8 of the Holstein breed composition and 8 Girolando F1 (½ Gir ½ Holstein) during 3 weeks before calving until 21 days postpartum. The experimental design used was a completely randomized one, in a 2×2 factorial arrangement (2 genetic groups and two pre-partum feed offers (1.69% BW and 1.89% BW), with four treatments and 4 replications (heifers ) in each treatment. The diets offered in the prepartum with diets at intake levels of 1.69 and 1.89% of Body Weight were calculated to meet 100% and 132% of the daily requirements of metabolizable energy in the prepartum diet for the Holstein breed. Blood samples were collected by coccygeal venipuncture and analyzed for plasma concentrations of creatinine (mmol/L), glucose (mg/dL), calcium (mg/dL), non-esterified fatty acids (NEFA) (mmol/L), βhydroxybutyrate (mmol/L). Body condition score (ECC), body weight (BW) were also evaluated. There was a significant difference between races, pointing to a higher BW and BCE for the Girolando breed compared to Holsteins. Creatinine and glucose between the breeds showed higher levels in Girolando F1 heifers for both creatinine and glucose in the 1.89 treatment in the prepartum and the lowest levels for the Holstein breed in the postpartum in the 1.69 treatment, with no significant difference being found between pre and postpartum postpartum for treatments. The values of calcium, BHB, NEFA between the racial groups and between the diets supplied in the prepartum did not differ between each other. It is concluded that prepartum food plans did not alter blood metabolites between Holstein and Girolando F1 breeds in the postpartum period.

Keywords: Racial composition, Blood metabolites, Bietary plan.


[bookmark: _Toc144229326]1 INTRODUÇÃO 

O parto é um evento inevitável na produção de leite e de bovinos jovens nas fazendas leiteiras (HAGA et al., 2021). No entanto, durante o período de transição (de três semanas antes do parto até três semanas após o parto), vacas leiteiras de alto rendimento apresentam graves deficiências energéticas e nutricionais (SPEARS et al., 2008; HAGA et al., 2018). Durante este tempo, as vacas experimentam alterações endócrinas, metabólicas e nutricionais, reduzindo a função imune e tornando-as vulneráveis a doenças metabólicas e infecciosas além de baixo desempenho produtivo (PELIZZA et al., 2019).
Nesta perspectiva, percebe-se que a vulnerabilidade deste período está intimamente ligada ao aumento repentino das necessidades energéticas como consequência da lactação e à redução da ingestão de matéria seca, aprofundando o balanço energético negativo (BARLETTA et al., 2017; OSPINA et al., 2010). O balanço energético negativo é caracterizado pelo aumento da mobilização das reservas energéticas corporais (CONSTANTIN et al., 2023). Proteínas e lipídios são utilizados para contrabalançar o déficit causado pelo aumento da síntese do leite (CONSTANTIN et al., 2023).
Planos nutricionais têm sido proposto para facilitar as adaptações metabólicas e fisiológicas desde a gestação até a lactação. Dietas são formuladas para atender às necessidades das vacas, evitando o consumo excessivo de energia, pode melhorar os resultados do período de transição, compreendendo que os impactos do programa de transição devem ser avaliados de forma holística que considere a ocorrência de doenças, produtividade e fertilidade (DRACKLEY; CARDOSO, 2014).
No Brasil, a produção comercial de leite corresponde a 70%  de animais oriundos do  cruzamento entre Holandês e Zebu (OSS et al., 2017), permitindo aliar genes de alta produção leiteira à rusticidade do gado zebuíno, possibilitando a produção de leite com menor custo (Canaza-Cayo et al., 2016).  No en tanto é observado que vacas zebuínas e mestiças não reage da mesma forma ao metabolismo de vacas holandesas em relação a fatores de estresse como período de transição e obesidade, apontando a necessidade de manejo diferenciado durante o período de transição entre as diferentes raças estudadas, a fim de garantir o máximo de saúde e bem-estar desses animais (Ângelo et al.,2022).  
Neste sentido, nosso objetivo é avaliar a resposta dos planos alimentares distintos durante o pré-parto em novilhas Holandesas e Girolando F1 nos  metabolitos sanguíneos  no pós-parto. 

[bookmark: _Toc144229327]2 MATERIAL E MÉTODOS
 O estudo foi realizado no Laboratório de Bioenergética da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) no Polo Pecuário Multiuso da Embrapa Gado de Leite para Bioeficiência e Sustentabilidade Coronel Pacheco, Minas Gerais. Todos os procedimentos de cuidado e manejo dos animais foram aprovados pelo Comitê da Embrapa para o Cuidado e Uso de Animais Leiteiros (Juiz de Fora, MG, Brasil; Protocolo CEUA-EGL 25/2015). 

[bookmark: _Toc144229328]2.1 ANIMAIS, DESCRIÇÃO DO LOCAL E DIETAS

Foram utilizadas 16 novilhas: 8 da composição racial Holandês e 8 Girolando F1 (½ Gir ½  Holandês) durante 3 semanas antes do parto até 21 dias pós-parto, mantidas em sistema de confinamento tipo free-stall.
Aproximadamente 21 dias antes da data do parto, as novilhas foram alojadas em um galpão free-stall, em módulos para 12 animais, equipados com camas de borracha, comedouros eletrônicos individuais com portas (AF-1000 Master Gate, Integrado Ltda., Contagem, MG, Brasil) e dois bebedouros eletrônicos (WD-1000, Integrado Ltda., Contagem, Minas Gerais, Brasil). Os cochos de alimentação e água foram conectados a antenas de identificação por radiofrequência (RFID) que monitoravam a alimentação individual e a ingestão de água (CHIZZOTTI et al., 2015) .
Entre aproximadamente 250 dias de gestação e parto, todas as novilhas foram alimentadas com dieta totalmente misturada para atender às exigências de mantença e prenhez (NRC, 2001),. As novilhas foram alimentadas com dieta basal na relação volumoso: concentrado de 82:18, com base na matéria seca sendo o volumoso composto por 54,4% de silagem de milho e 45,6% de silagem de sorgo e, o concentrado por 64,7% de grão de milho moído, 31,3% de farelo de soja, 3,2% de sal mineral Lactage Gold® e 0,7% de calcário oferecida duas vezes ao dia. 
[bookmark: _Toc144208740][bookmark: _Toc144209204][bookmark: _Toc144209364][bookmark: _Toc144210492][bookmark: _Toc144210405]
[bookmark: _Toc144211118]Tabela 1 Composição química da TMR experimental fornecida no pré e no pós parto de novilhas leiteiras Holandês e Girolando F1 durante o período de transição
[bookmark: _Hlk144208045]
	Item
	TMR Pré-parto              TMR  Pós- parto

	
	Ingredientes (kg/100kg de MS de dieta)


	Silagem de milho
	44,6	 	              62,0

	Silagem de sorgo	
	37,4	                             -         

	Grão de milho moído
	11,6		             14,2	

	Farelo de soja
	5,6		              19,8	

	Mistura mineral
	0,6		               1,0	  

	Calcário
	0,1		               0,6	  

	Bicarbonato de sódio
	-		               1,0	  

	Uréia
	-		               0,6	  

	Sulfato de amônio
	-		               0,4	  

	Oxido de magnésio
	-		               0,3	  

	Fosfato bicálcico
	-		               0,1	  

	
        Composição química (g/100 de MS de dieta)


	
	

	Energia bruta (Mcal/kg)
	4,4	                              4,4

	Estrato etéreo (%)
	3,5	                              3,3

	Proteína bruta (%)
	13,5                                 16,5

	Fibra em detergente neutro (%)
	46,8	                            32,4

	Fibra em detergente ácido (%)
	28,3	                            18,2

	TMR: Dieta Toalmente Misturada.
	



As novilhas de cada composição racial foram aleatoriamente distribuídas em dois planos nutricionais no pré-parto e receberam dieta na forma de ração totalmente misturada (RTM) com composições semelhantes (Tabela1). Os níveis de consumo1,69 e 1,89% do Peso Corporal foram calculados para atender 100% e 132% das exigências diárias de energia metabolizável na dieta pré-parto para a raça Holandês (NRC, 2001). 
  Ao início do estudo, os valores (média ± DP) de PC, escore de condição corporal (ECC) e idade das novilhas Holandês recebendo oferta de 1,69% do PC, foram de 836 ± 94 kg, 4,5 ± 0,5 pontos e 4,5± 0,5 anos e, recebendo oferta de1,89% do PC foram de 844± 57 kg, 4,6 ± 0,2 pontos e 4,5 ± 0,5 anos, respectivamente. As novilhas Girolando F1que receberam oferta de 1,69% do PC apresentaram 724, ± 93 kg de PC, 3,8 ± 0,4 pontos de ECC e idade de 4,0 ± 0,5 anos e, as que receberam 1,89% do PC 748 ± 53 kg de PC, 3,8 ± 0,1 pontos de ECC e 4,2 ± 0,5 anos (Tabela 2). 






[bookmark: _Toc144211119][bookmark: _Hlk144208145]Tabela 2 Identificação individual, raça, idade, ECC e Peso dos animais por plano alimentar
	PLANO ALIMENTAR
	ANIMAL
	RAÇA
	IDADE
	ECC
	PESO

	
	2207
	H
	4,00
	4,00
	723,50

	
	2146
	H
	4,00
	4,00
	721,00

	
	3212
	H
	5,00
	3,75
	721,00

	
	2129
	H
	4,00
	3,75
	829,00

	1,89%PC
	
	
	
	
	

	
	2600
	G
	4,00
	5,00
	796,00

	
	1722
	G
	5,00
	4,50
	918,00

	

	1726
2608

	G
G
	5,00
4,00
	4,75
4,50
	863,00
801,50

	
	
2126
	
H
	
4,00
	
4,50
	
768,50

	
	2142
	H
	4,00
	3,50
	612,00

	
	2208
	H
	4,00
	3,50
	689,00

	
	2132
	H
	4,00
	3,75
	826,50

	1,69%PC
	
	
	
	
	

	
	2615
	G
	4,00
	4,00
	736,00

	
	1720
	G
	5,00
	5,00
	835,50

	
	1729
	G
	5,00
	4,00
	813,00

	
	2603
	G
	4,00
	5,00
	963,00






























Plano alimentar 1,89% PC: composto por 4 animais da raça H (Holandês) e 4 animais da raça G (Girolando F1), o nível de consumo 1,89% do Peso Corpóreo (PC) foi calculado para atender 132% das exigências diárias de energia metabolizável de novilhas no pré-parto (NR ,2021).  Plano alimentar 1,69% PC: composto por 4 animais da raça H (Holandês) e 4 animais da raça G (Girolando F1), o nível de consumo 1,69% do Peso Corpóreo (PC) foi calculado para atender 100% das exigências diárias de energia metabolizável de novilhas no pré-parto (NRC ,2021).  

 

Logo após o parto todas as novilhas receberam 30 litros de drensh energético-mineral contendo 30g de cloreto de potássio, 255g de cloreto de sódio, 15g de cloreto de cálcio, 300 ml de propilenoglicol e 30 litros de água, utilizando sonda oroesofágica.
Durante os primeiros 21 dias após o parto, as vacas receberam dietas semelhantes ad libitum (permitindo 5 a 10% de sobras) (Tabela 1). A dieta foi fornecida após cada ordenha, às 09:00 e às 17:00 h e foi calculada para atender as exigências nutricionais considerando produção de 25 kg de leite com 3,6% de gordura (NRC, 2001).  
Do parto aos 21 dias de lactação, todos os animais foram alimentados ad libitum, duas vezes ao dia, com dieta totalmente misturada à base de silagem de milho e concentrado na proporção de 62:38 sobre MS, fornecendo 2,1 Mcal NEl/kg de MS. A dieta foi formulada para atender as exigências nutricionais considerando a produção de 25 kg de leite com 3,6% de gordura.

[bookmark: _Toc144229329]2.2 COLETAS DE SANGUE E ANÁLISE  

Nos dias -21 dias pré parto e 21 pós parto foram coletadas amostras de sangue por punção da veia coccígea às 8:00 h antes da distribuição da dieta. Amostras de 5 ml de sangue foram colocados em tubos vacutainers (Vacutainer; Becton, Dickinson and Company) sem anticoagulante, para determinação de B-hidroxibutirato (BHB), ácidos graxos não esterificado (AGNE), creatinina e cálcio total, para a coleta de glicose utilizou-se vacutainers de 5mL contendo fluoreto. 
As amostras foram colocadas imediatamente em banho maria, à temperatura ambiente por 30mim e centrifugadas a 1.500 × g durante 10 min a temperatura de 22ºc a 25ºc. Após centrifugação foi aspirado o soro o qual foi transferido para microtubos tipo Eppendorfe armazenado a -20°C. As concentrações de glicose, cálcio e creatinina foram determinadas com kits analíticos Labtest Diagnostics (Lagoa Santa, Brazil). AGNE e BHB foram mensurados utilizando kits da Randox Laboratories Ltd. (London, United Kington).
2

 Para a quantificação analítica de todas as amostras sanguíneas, utilizou-se o equipamento espectrofotômetro de Microplacas EON (BioTek® Instruments,Winooski USA.

[bookmark: _Toc144229330]2.3 ANALISE ESTATÍSTICA 

Os dados coletados foram mportados para o R para implementar o teste ANOVA Two-way (para os dados ECC e Peso) e ANOVA Thee-way (para os dados dos tores de Calcio, Creatinina, BHB, NEFA e Glicose). As ANOVAA foram realizadas utilizando a função aov() (R Core Team, 2020). Para identificar diferenças significativas entre grupos, foi conduzido um teste de Tukey utilizando a função TukeyHSD()  (R Core Team, 2020). A significância estatística foi estabelecida em um nível de confiança de 0.05. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p obtidos foram inferiores a 0.05. 

[bookmark: _Toc144229331]3 RESULTADOS 

Não houve diferença nos valores de ECC para os tratamentos dentro das composições raciais. Quando comparado o ECC entre as raças, houve diferença significância entre os grupos de vacas Holandesas tratadas com 1,69% (3,81) em relação ao grupo de vacas da raça Girolando F1 tratadas com 1,89 (4,69). No geral maior valor de ECC para a raça GirolandoF1 em relação as Holandesas. Na avaliação do Peso, houve diferença significativa entre raças, apontando maior PC para a raça Girolando F1(840,8) comparado com a raça Holandês (736,3) ( Figura 1).  

[bookmark: _Toc144212097][bookmark: _Toc144212611][image: ]Figura 1: Escore de condição corporal (ECC) A), Peso corpóreo B), entre as raças Holandês (H) e Girolando F1( F1) e as dietas ofertadas por grupo  ( tratamento 1,69 e  1,89).


A creatinina e glicose entre as raças apresentou maiores níveis nas novilhas Girolando F1 tanto para creatinina quanto para glicose no tratamento 1,89 no pré-parto e os menores níveis para raça Holandesa no pós-parto no tratamento 1.69 ( Figura 2). 


[image: ]
[bookmark: _Toc144212098][bookmark: _Toc144212612]Figura 2: Comparação da diferença de Creatinina A) e glicose  avaliada entre as raças Girolando F1 ( F1) e  Holandês (H),  os período (Pré e pós parto) e dietas

Não foram constatadas diferenças significativas entre os valores de cálcio total, BHB, NEFA  entre os grupos raciais e entre as dietas fornecidas no pré-parto (Tabela 3).


	Race*
	Tratamento**
	tempo***
	BHB
	Cálcio
	Creatinina
	Glicose
	NEFA

	
	
	
	Média
	Desvio Padrão
	Média
	Desvio Padrão
	Média
	Desvio Padrão
	Média
	Desvio Padrão
	Média
	Desvio Padrão

	F1
	1,69
	pós
	0,643
	0,394
	6,643
	1,482
	1,000
	0,203
	61,108
	10,506
	1,123
	0,888

	F1
	1,69
	pré
	0,853
	0,316
	6,425
	2,009
	1,655
	0,465
	65,268
	9,157
	0,660
	0,180

	F1
	1,89
	pós
	1,010
	0,463
	7,247
	1,670
	1,355
	0,610
	67,123
	11,746
	0,570
	0,331

	F1
	1,89
	pré
	0,800
	0,555
	7,997
	1,309
	2,143
	0,573
	70,478
	6,026
	1,187
	0,791

	H
	1,69
	pós
	1,093
	0,669
	7,115
	2,355
	0,877
	0,254
	49,883
	4,025
	0,817
	0,503

	H
	1,69
	pré
	0,823
	0,324
	7,315
	0,903
	1,260
	0,380
	60,453
	2,470
	0,588
	0,286

	H
	1,89
	pós
	0,955
	0,506
	7,495
	0,191
	0,890
	0,184
	61,003
	7,678
	0,870
	0,192

	H
	1,89
	pré
	0,813
	0,185
	8,068
	0,573
	1,370
	0,436
	65,278
	3,425
	0,573
	0,295


[bookmark: _Hlk144205997]Tabela 3: Parâmetros sanguíneos de novilhas Girolando F1  e Holandês durante o período de transição

* F1:Girolando; H: Holandês
** 1,69: dieta X; 1,89: dieta X
*** pos: pós-parto; pre: pré-parto




[bookmark: _Toc144229332]4 DISCUSSÃO 

No presente estudo o maior peso corpóreo e maiores valores de ECC foram relacionadas as novilhas Girolando F1. Franzoni et al. (2018) relata que vacas ½ Holandês x Gir apresentaram maior ECC em comparação com vacas com proporção 7/8 de genótipo Holandês x Gir. Corroborando com os resultados de Vizzoto et al. (2021) ao avaliar o ECC de novilhas Girolando F1 x Holandesas, no pré e pós-parto onde as Girolando F1 apresentaram o maior ECC em todos os períodos. 
O ECC das duas raças estudadas foram elevados quando comparado aos valores recomendados (numa escala de 1 a 5 pontos) para a raça Holandesa no de 2,5 a 3,0 para animais de alta produção de leite (AKBAR et al., 2015) e de 3,5 a 4,0 para mestiços ao parto (MANZOOR et al., 2018). Escores elevados no pré-parto tem sido relacionado com o aumento resistência do tecido adiposo à insulina, elevando AGNE no sangue e a produção de corpos cetônicos e maior incidência de distúrbios metabólicos (KARIS et., 2020). 
Vale atenuar que animais Girolando apresenta maior deposição de tecido adiposo e baixa deposição de gordura visceral quando comparado com raças Holandesas, sendo a gordura subcutânea mobilizada mais rapidamente do que a visceral, o que pode ser esperado de maior concentração de AGNE na raça Girolando F1 (VIZZOTO et al., 2021). No entanto, neste trabalho o AGNE não diferenciou entre as raças e nem entre os tratamentos, assim como a creatinina. 
A creatinina é um metabólito regulado pela atividade do tecido muscular e pode sofrer alteração pela variação dos níveis plasmáticos de Ca (WILKENS et al., 2012). Não houve diferenças significativas  entre os valores de cálcio comparando os tratamentos das dietas  e nem entre as raças. No entanto a maior concentração sérica de creatinina apresentada pelos animais da raça Girolando F1 provavelmente está relacionada à maior massa muscular dos animais dessa raça, quando comparados aos da raça Holandesa, visto que o teor sérico de creatinina de um indivíduo relaciona-se ao volume de massa muscular, sendo, portanto, maior nos animais mais musculosos ou bem-condicionados (MARTINEZ et al., 2014).
Os autores estão cientes da limitação do presente estudo com um número limitado de animais por grupo genético e por falta de dados sobre a produção leiteira, uma vez que os metabolitos sanguíneos de vacas leiteiras têm valores relacionados a produção de leite.
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As diferentes dietas ofertadas não influenciaram no padrão metabólico das raças Holandes e GirolandoF1 no pós parto. O estado metabólico das novilhas Girolando F1 parecem ser semelhantes as novilhas Holandesas quando mantidas nas mesmas condições. 
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