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DESEMPENHO, CARACTERISTICAS DE CARCACA, QUALIDADE DA CARNE E
ANALISE DO PROTEOMA DE BOVINOS CRUZADOS F1 MONTANA-NELORE
SUPLEMENTADOS COM VITAMINA A: RELACOES COM CARACTERISTICAS
DE QUALIDADE DE CARNE

RESUMO - O presente trabalho objetivou descrever alteragcdes na expressao de
proteinas no tecido muscular e seus impactos sobre deposicdo de gordura
intramuscular, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de bovinos cruzados
gue receberam injecdo instramuscular de vitamina A apds o nascimento. Quarenta
bezerros machos, cruzados (F1 Montana x Nelore) foram utilizados desde o
nascimento até a fase de terminacdo em confinamento (vitamina A versus controle).
No dia do nascimento, vinte bezerros do tratamento com vitamina A (vit.A)
receberam uma dose de 300.000 Unidades Internacionais (Ul) via injecao
intramuscular. Apés o desmame, aos 210 dias, os animais de ambos o0s tratamentos
foram levados ao confinamento e alojados em baias individuais. O abate dos animais
ocorreu apos 180 dias de confinamento em frigorifico comercial. Foram mensuradas
na carcaca peso da carcaca quente (PCq), rendimento total da carcaca quente
(RCq), peso da carcaca fria (PCf) e rendimento de carcaca fria (RCf). O musculo
Longissimus thoracis (LT) foi separado entre a 122 e 132 costelas da meia carcaca
esquerda do restante da carcaca e antes de ser desossado foi avaliado a espessura
de gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo (AOL). Na linha de abate
(carcaca quente) foram coletadas amostras da meia carcaca esquerda de todos o0s
animais entre a 122 e 132 costelas para as andlises de biologia molecular
(eletroforese bidimensional em gel de poliacrimida e espectrometria de massas).
Apos periodo de resfriamento em camara fria (24h), também foram coletadas
amostras do musculo LT de todos os animais entre as 122 e 132 costelas da meia
carcaca esquerda para a conducdo de andlises fisico-quimicas de qualidade como
cor (L*, a*, b*), maciez (FC) e perdas por coc¢éo (PPC). Nao houve diferencas entre
as caracteristicas de carcaca de crescimento (PCQ e AOL) e acabamento (EGS)
avaliadas (P > 0,05). As carnes dos animas que receberam vit.A apresentaram uma
tendéncia (P = 0,07) de carne mais macia em comparac¢ao ao controle aos 3 dias de
maturacdo. A cor e as PPC da carne n&o foram afetadas (P > 0,05). No tratamento

vit.A versus controle foram observados maiores teores de gordura intramuscular (P <



0,05). Por meio de estudo de imagem dos géis, identificou-se 78 spots proteicos
correspondentes a 17 proteinas diferencialmente expressas (P < 0,05) entre os
tratamentos. ApOGs a caracterizacdo das proteinas e estudos de bioinformatica,
verificou-se que a inje¢do intramuscular com vit.A afetou o proteoma e a interagéao
proteina-proteina no musculo LT. Observou-se maior abundéancia de proteinas do
metabolismo energético (LDHA, MDH2, GAPDH, ENO3, TPI1, CKM e COX5A),
contracdo muscular (ACTB, ACTC1, ACTG1, ACTG2, ACTA1l, ACTA2, ACTN1,
ACTN2, ACTN3, TPM1, TPM2, TPM3, MYH1, PDLIM3 e TNNT3), proteinas de
choque térmico (DNAJC18), ligacdo proteica, transporte e sinalizacdo (TUBA4A,
VIM, TBA1B e EEF1A2) no tratamento com vit.A. Assim, a maior abundancia dessas
proteinas em resposta a injecédo intramuscular de vit. A pés-natal contribuiu para
melhores caracteristicas de qualidade da carne em bovinos cruzados terminados em
confinamento.

Palavras-chave: Acido retinoico, adipogénese, confinamento, forca de

cisalhamento, lipogénese, nutrigenémica
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PERFORMANCE, CARCASS CHARACTERISTICS, MEAT QUALITY AND
PROTEOME ANALYSIS OF F1 MONTANA-NELORE CROSSBRED CATTLE
SUPPLEMENTED WITH VITAMIN A: RELATIONSHIPS WITH MEAT QUALITY
TRAITS

ABSTRACT - This study aimed to describe changes in protein expression in muscle
tissue and their impact on intramuscular fat deposition, carcass traits and meat
quality of crossbred cattle that received intramuscular injection of vitamin A after
birth. Forty male, crossbred (F1 Montana x Nellore) calves were used from birth to
finishing in feedlot (vitamin A versus control). On the day of birth, twenty calves from
the vitamin A (vit.A) treatment received a dose of 300,000 International Units (IU) via
intramuscular injection. After weaning, at 210 days, the animals from both treatments
were taken to feedlot and housed in individual stalls. The animals were slaughtered
after 180 days of confinement in a commercial slaughterhouse. Hot carcass weight
(PCq), total hot carcass yield (RCq), cold carcass weight (PCf) and cold carcass yield
(RCf) were measured on the carcass. The Longissimus thoracis (LT) muscle was
separated between the 12th and 13th ribs of the left half carcass from the rest of the
carcass and before being boned, the subcutaneous fat thickness (EGS) and the
ribeye area (AOL) were evaluated. On the slaughter line (hot carcass) samples were
collected from the left half carcass of all animals between the 12th and 13th ribs for
molecular biology analyzes (two-dimensional electrophoresis in polyacrimide gel and
mass spectrometry). After a period of cooling in a cold chamber (24h), samples of the
LT muscle were also collected from all animals between the 12th and 13th ribs of the
left half carcass to conduct physicochemical analyzes of quality such as color (L*, a*,
b*), softness (FC) and cooking losses (PPC). There were no differences between
growth (PCQ and AOL) and finishing (EGS) carcass traits evaluated (P > 0.05). Meat
from animals that received vit.A showed a tendency (P = 0.07) for meat to be more
tender compared to the control at 3 days of aging. Meat color and PPC were
unaffected (P > 0.05). In the vit.A treatment versus control, higher levels of
intramuscular fat were observed (P < 0.05). Higher levels of intramuscular fat (P <

0.05) were observed in the vitamin A treatment versus control (4.10 vs. 2.57
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0.27%). By means of imaging the gels, 78 protein spots corresponding to 17
differentially expressed proteins (P < 0.05) were identified between treatments. After
protein characterization and bioinformatics studies, it was found that intramuscular
injection with vitamin A affected the proteome and protein-protein interaction in LT
muscle. There was a greater abundance of energy metabolism proteins (LDHA,
MDH2, GAPDH, ENO3, TPI1, CKM and COX5A), muscle contraction (ACTB,
ACTC1, ACTG1, ACTG2, ACTA1, ACTA2, ACTN1, ACTN2, ACTN3, TPM1, TPMZ2,
TPM3, MYH1, PDLIM3 and TNNT3), heat shock proteins (DNAJC18), protein
binding, transport and signaling (TUBA4A, VIM, TBA1B and EEF1A2) in response to
vitamin A. Thus, the increased expression of these proteins in response to
intramuscular injection of postnatal vitamin A contributed to better meat quality traits
in crossbred cattle finished in feedlot.

Keywords: Retinoic acid, adipogenesis, carcass, shear force, lipogenesis,

nutrigenomics
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CAPITULO 1 - Consideragbes gerais

1.1 Introducéo

A pecuaria de corte brasileira, formada principalmente por animais zebuinos
(Bos indicus) e cruzados (Bos taurus x Bos indicus), possibilitou ao Brasil tornar-se o
segundo maior produtor e o maior exportador mundial de carne bovina (USDA,
2020). A utilizagdo do cruzamento industrial, realizado entre duas ragas com
caracteristicas complementares, tem sido utilizado como estratégia para obter
animais com melhor desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne.

O mercado de carnes esta se esforcando cada vez mais para fornecer aos
consumidores carnes com qualidade superior. Segundo Lyforda et al. (2010), os
consumidores estdo dispostos a pagar mais por uma carne com melhores
caracteristicas de qualidade. A baixa quantidade de gordura intramuscular na carne
estd associada a perdas de aspectos sensoriais, como suculéncia e maciez, o que
impacta a percepcéo e a aprovacdo do consumidor (WYRWISZ et al., 2016). Diante
disso, a utlizacdo de animais cruzados é uma das estratégias adotadas pelos
produtores para a producdo de carne com mais gordura intramuscular e melhor
maciez, agregando valor ao produto final e permitindo atender demandas de
mercados especializados em carne de melhor qualidade.

Adicionalmente, estratégias nutricionais tém sido empregadas para aumentar
a producao de adipdcitos e elevar a deposicdo de gordura intramuscular, com o
objetivo de melhorar a qualidade do produto. Estudos recentes apontam o uso da
vitamina A intramuscular em bezerros jovens como uma estratégia capaz de
aumentar a adipogénese e, posteriormente, a lipogénese intramuscular sem
prejuizos em desempenho animal e crescimento do tecido muscular esquelético
(BAZILE et al., 2019; DU et al., 2017; KRUK et al., 2018; WANG et al., 2016). Em
trabalho com bovinos de corte, Harris et al. (2018) testaram a utilizacdo de duas
doses (injecdes) intramusculares de vitamina A em bezerros Aberdeen Angus (Bos
taurus), ao nascimento e aos 30 dias de idade, percebendo que animais receptores
de vitamina A apresentaram maior teor de gordura intramuscular.

Desta forma, hipotetizou-se que a injecdo de vitamina A logo apds o



14

nascimento pode aumentar a gordura intramuscular em animais cruzados (Bos
taurus x Bos indicus) terminados em confinamento, o que pode estar relacionado ao
aumento da abundéancia de proteinas no tecido muscular que regula os processos de
adipogénese e lipogénese.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacéo
intramuscular de vitamina A logo ap6s o0 nascimento sobre o proteoma do musculo

Longissimus thoracis e a qualidade da carne de bovinos F1 Montana x Nelore.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Pecuéria de corte no Brasil

O Brasil se destaca como um dos lideres mundiais na producdo e na
comercializacdo de carne bovina, resultado de um sistema estruturado e bem
desenvolvido que tem aumentado significativamente a produtividade e melhorado a
gualidade do produto oferecido (NAVOLAR et al., 2018).

O rebanho brasileiro é formado principalmente por animais zebuinos da raca
Nelore (Bos indicus) e seus cruzamentos. Os animais Bos indicus geralmente sao
relatados por ndo apresentarem carne macia quando comparados a bovinos da
subespécie Bos taurus (LAGE et al., 2012; CARVALHO et al., 2014; PEREIRA et al.,
2015). Esse quesito diminui a atratividade da carne de animais zebu, pois os
consumidores consideram a maciez uma das caracteristicas de palatabilidade mais
importantes (FONT-I-FURNOL; GUERRERO, 2014). Dessa forma, o baixo teor de
gordura intramuscular, ou marmoreio, esta associado a uma experiéncia nao tao
positiva no consumo da carne devido a gordura intramuscular ser uma importante
caracteristica para o desenvolvimento do sabor, da suculéncia e da maciez da carne
(DODSON et al., 2010).

Diante disso, estratégias nutricionais e a crescente utilizacdo de animais
cruzados para a producdo de carne tém sido propostas visando aumentar o grau de

deposicdo de gordura intramuscular, caracteristicas de carcaca e melhor maciez,
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buscando agregar valor ao produto e atender demandas de mercados
especializados em carne de melhor qualidade. A deposicao de gordura intramuscular
na carne pode influenciar positivamente os atributos sensoriais, incluindo gosto,
sabor, suculéncia e maciez (HOCQUETTE et al., 2010). Do contrario, com menor
guantidade de gordura intramuscular (marmorizacdo), observa-se prejuizo sobre
aspectos sensoriais, como suculéncia e maciez.

O marmoreio se desenvolve por meio de um aumento no niamero de células
adiposas (hiperplasia), um aumento no tamanho das células adiposas (hiperplasia)
ou uma combinacdo de ambos os processos (CIANZIO et al., 1985). A hiperplasia,
ou seja, 0 aumento do nimero de células por meio de seu recrutamento na linhagem
adipogénica, € mais acentuada no tecido adiposo intramuscular desde o final da
gestacdo até os 250 dias de idade (DU et al., 2017). O uso de nutrientes dietéticos
gue possam impulsionar a producdo de adipécitos nesse periodo se demonstra
como alternativa viavel para aumentar o teor de gordura intramuscular nos animais.

Nesse contexto, a vitamina A aparece como um regulador-chave da
expressao génica e proteica influenciando a adipogénese e o metabolismo lipidico
nos tecidos animais (CAMPOS et al.,, 2020). A vitamina A € capaz de provocar
alteracoes no recrutamento de células indiferenciadas durante os estagios iniciais da
vida de um bovino por meio de seu metabdlito, o acido retinoico, fazendo com que
haja maior direcionamento dessas células para a linhagem adipogénica,
especialmente para os adipoécitos intramusculares (HARRIS et al., 2018). No
entanto, ainda ndo existem estudos que relatem a maciez da carne e investiguem a
abundéacia de proteinas induzidas pela vitamina A em bovinos que receberam
injecdo intramuscular de vitamina A ap6s o0 nascimento. Além disso, sdo poucos 0s
estudos que retratam as caracteristicas de qualidade da carne. Nesse sentido,
tornam-se necessarias mais pesquisas para determinar o efeito da vitamina A nas

analises fisico-quimicas e protedmicas.

1.2.2 Suplementagao com vitamina A



16

Revisando os efeitos da vitamina A na qualidade da carne de bovinos,
pesquisadores da Universidade de lllinois — Urbana (EUA) destacaram os possiveis
mecanismos regulatérios de diferenciacdo de adipécitos em resposta a
suplementacdo com vitamina A e D (PYATT; BERGER, 2005). Estes autores
reportaram que as concentracdes seéricas de retinol ou &cido retinoico na fase de
terminagdo de novilhos foram negativamente correlacionadas com o escore de
marmoreio, tal como anteriormente observado por Oka et al. (1998).

Nesse contexto, outro estudo utilizou novilhos Angus alimentados com ragao
com baixa concentracdo de [p-caroteno e vitamina A durante 308 dias de
confinamento (KRUK et al., 2008). Neste, dez animais foram suplementados com
vitamina A (60 Ul / 100 kg de peso corporal/dia) e comparados a um grupo controle.
Os resultados desse estudo demonstraram que a restricdo da ingestao de vitamina A
mudou a deposicao intramuscular de gordura sem alterar os depositos de gordura
subcutanea.

Em outra pesquisa com bovinos Limousin suplementados com vitamina A na
terminacao (0,1100, 2200 44001U/kg MS dietética) ndo foram encontrados efeitos
sobre a gordura intramuscular avaliada nos masculos Gluteos medius e Longissimus
thoracis (WANG et al., 2007). Nenhum mecanismo de sinalizacdo celular foi
investigado ou proposto nos estudos de Kruk et al. (2008) e Wang et al. (2007).

Espera-se que ao promover maior formacdo de adipdcitos intramusculares
ocorra maior acumulo de lipideos e, consequentemente, maior escore de marmoreio.
No entanto, as vias de sinalizacdo celular desses processos ainda ndo foram
completamente descritas na literatura. No estudo de Duarte et al. (2013) foram
comparados bovinos Wagyu e Angus, sendo reportado que animais com maior teor
de gordura intramuscular apresentaram maior expressao do fator de transcricdo Zinc
finger protein 423 (Zfp423), que induziu a adipogénese e regulou positivamente a
expressdo do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gamma (PPARG).
Além disso, esses animais apresentaram maior expressdao do CCAAT/enhancer-
binding proteins beta (C/EBPB) e da fatty acid binding protein 4 (FABP4), levando a
uma maior densidade de pré-adipdcitos e adipdcitos diferenciados.

Em bovinos na fase de terminacdo, é possivel constatar, pela maioria dos
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trabalhos publicados, que a restricdo de vitamina A pode melhorar o marmoreio da
carne. No geral, quando excede as exigéncias nutricionais, a vitamina A parece
prejudicar a hipertrofia dos adipécitos, o que pode reduzir o marmoreio da carne. As
dietas tipicas de confinamentos contém excesso de vitamina A devido a quantidade
presente nos graos de cereais e nucleos comerciais. O sistema americano NRC
descreve gque as exigéncias de vitamina A para bovinos de corte confinados, com
idade superior a 12 meses, é de 2205 Ul/kg MS dietética ou menos (NASEM, 2016).

Contudo, os resultados da suplementacdo com vitamina A sdo diferentes ou
controversos entre as fases de crescimento e terminacdo de bovinos. Isso
possivelmente ocorre porque a densidade de células multipotentes (células-tronco
embrionarias) € reduzida quase que linearmente do nascimento aos 210 dias de
idade dos bovinos (DU et al., 2017). Sabe-se que, em teoria, s6 é possivel modular o
numero de adipdécitos intramusculares em trés momentos da vida do animal: i) pré-
natal/terco final da gestacéo; ii) ao nascimento do bezerro; e iii) durante a fase de
crescimento (normalmente até 210 dias de idade).

A estratégia de suplementar vitamina A na fase poés-natal (logo apds o
nascimento) visando aumento da gordura intramuscular parece ter mais relagcdo com
o0 aumento do numero de adipocitos (efeito hiperplasico) do que com o tamanho
destes (KRUK et al., 2018). Nesse contexto, o acido retinoico pode aumentar o
recrutamento de células indiferenciadas para a linhagem adipogénica (para que se
tornem adipdcitos). Adicionalmente, a vitamina A na fase de cria, em animais jovens,
pode também modular o tipo de fibra muscular, alterando a expressao das miosinas
de cadeia pesadas (MyHC), conforme reportado na literatura (KIM et al., 2018).

A vitamina A é absorvida pelos animais e convertida em acido retinoico (RA).
O RA é transportado pela proteina de ligacao celular do &cido retinoico 1l (CRABP-II)
e se liga ao receptor de acido retinoico (RAR). A vitamina A e 0 RA sao importantes
reguladores da diferenciacéo celular e da morfogénese dos 6rgaos. Seu impacto no
crescimento muscular de bovinos permanece indefinido (WANG et al., 2018). Ja o
RAR funciona como heterodimero com o receptor retinoide X (RXR), que se ligam a
elementos especificos nas regibes promotoras dos genes alvo (DEL MAR
VIVANCO-RUIZ et al., 1990; SHAW et al., 2003), como, por exemplo, o fator de
transcricdo Zfp423, estimulando sua expressédo (GUPTA et al., 2012; WANG et al.,
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2016). Em estudo recente que avaliou a administracado de vitamina A em bezerros
Aberdeen Angus (WANG et al.,, 2018), os autores descreveram aumento do
crescimento muscular pos-natal dos animais, promovendo a miogénese e
aumentando a densidade de células satélites, acompanhada de uma mudanca para
as fibras musculares oxidativas.

Entretanto, a administracdo de vitamina A em animais tem sido pouco
investigada, embora haja evidéncias do seu papel na alteracdo da adipogénese
(WANG et al., 2016). Em trabalho com bovinos de corte, Harris et al. (2018) testaram
a utilizacdo de duas doses (injecdes) intramusculares de vitamina A em bezerros
Aberdeen Angus (Bos taurus), ao nascimento e aos 30 dias de idade, e encontraram
gue animais receptores de vitamina A apresentaram maior teor de gordura
intramuscular, o que parece estar associado as alteracdes na expressao génica,
principalmente de fatores de transcricdo. Assim, sdo escassas as investigacdes dos
efeitos da vitamina A sobre a fisiologia de bezerros que serdo destinados ao abate,
sobretudo em animais constituidos de genética zebuina e suplementados com dieta
rica em energia e proteina na fase de cria.

Ainda existe uma grande lacuna no tocante ao papel do acido retinoico sobre
mecanismos moleculares do tecido muscular bovino. Inexistem experimentos que
investiguem os efeitos da suplementacdo de vitamina A (injetavel) e as possiveis
alteracoes dos mecanismos moleculares (i.e., abundancia de proteinas)
responsaveis pela maior deposicdo de gordura intramuscular em bovinos machos

terminados em confinamento.

1.2.3 Protebmica na qualidade da carne

A protedbmica corresponde a area de estudos de proteinas de um tecido
guando sé&o colhidas as amostras. Metodologicamente, os procedimentos separam e
identificam proteinas, o que permite ao pesquisador comparar grupos extremos para

caracteristicas de interesse econdmico, como deposi¢cdo de gordura intramuscular,



19

maciez, cor, descrevendo moléculas como biomarcadores que possibilitem o
entendimento da ocorréncia dos diferentes fenétipos estudados (BJARNADOTTIR et
al., 2012; MAO et al., 2016; PICARD; GAGAOUA, 2017; PICARD et al., 2018).

Estudos protedmicos incluem técnicas que permitem visualizar e analisar
milhares de proteinas em determinado tempo. Entre essas técnicas destaca-se a
eletroforese bidimensional (2D), em que a taxa de migracdo é influenciada pela
carga proteica, forma, tamanho e associacdo com compostos ionizaveis no meio
eletroforético, permitindo separar simultaneamente centenas de proteinas
(RABILLOUD; LELONG, 2011). Sequencialmente, a caracterizagdo das proteinas
identificadas pode ser realizada por meio da espectrometria de massa, que, quando
combinada a eletroforese bidimensional, a analises computacionais de imagens e
base de dados, se tornam poderosas ferramentas para identificacdo e
caracterizacao de proteinas em estudos protedmicos (ROCHA et al., 2005).

Os estudos buscam biomarcadores que possam ser utilizados em programas
de melhoramento genético bovino ou identificados em respostas as estratégias
nutricionais. Além disso, os biomarcadores podem fornecer suporte cientifico a
industria da carne e desenvolver estratégias para melhorar a qualidade da carne
(PAREDI et al.,, 2012; OUALI et al.,, 2013; PICARD et al., 2015). Por meio da
protedmica, é possivel entender também os mecanismos moleculares envolvidos na
deposicdo de tecido adiposo e identificar proteinas que séo diferencialmente
abundantes relacionadas ao tecido adiposo ou deposicao de gordura intramuscular e
podem ser usadas como biomarcadores. Entretanto, ainda ha poucas analises
protedmicas que foram publicadas para compreender ou prognosticar a capacidade
bovina de depositar tecido adiposo nos niveis muscular e corporal total (CECILIANI
et al., 2018).

Para animais da mesma raca, sexo, idade semelhante e alimentados com a
mesma dieta, o conteudo de gordura intramuscular € regulado por diferentes genes
(POLETI et al., 2018). Shin e Chung (2016), em estudo com bovinos Hanwoo,
relataram que o gene da triosefosfato isomerase 1 (TPI1) do grupo de animais com
alto marmoreio foi altamente expresso, enquanto que o grupo de animais com baixo
marmoreio, os genes troponina T tipo 1 (TNNTL1), actina alfa 1 (ACTAl) e malato

desidrogenase 2 (MDH2) foram altamente expressos. Em contraste, Mao et al.
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(2016) revelaram que o gene TPI1 foi regulado negativamente no grupo de gordura
intramuscular de bovinos cruzados Xiangxi x Angus. No estudo de Keady et al.
(2013), foram encontrados trés genes, enolase 3 (ENO3), piruvato quinase M2
(PKM2) e glicose fosfato isomerase (GPIl), em maior abundancia no masculo
longissimus do grupo de novilhos Angus com maior conteddo de gordura
intramuscular.

Em estudo recente com bovinos cruzados, Severino et al., (2022) relataram a
abundancia das proteinas de transporte (ALVA e GLNG), metabolismo de
carboidratos (ALDOA, GAPDH, PKM, CA3), defesa celular (HSPAS8) e glicogendlise
(PYGM e PGML1), relacionados a maior eficiéncia energética e melhor resposta ao
estresse. Nesse estudo, a alteragdo na abundéncia dessas proteinas e vias
metabolicas ajudou a explicar o maior teor de gordura intramuscular encontrado na
carne das novilhas.

Gagaoua, Bonnet e Picard (2020) identificaram biomarcadores de proteinas
para explicar a variacdo de duas importantes caracteristicas de qualidade da carne
de vacas Rouge des Prés, maciez e gordura intramuscular. Sete proteinas foram
relacionadas a ambas as caracteristicas: ALDH1Al, CRYAB, HSP27, HSP20,
MYH1, FHL1 e MDH1. Essas proteinas pertencem a superfamilia de proteinas de
choque térmico, metabolismo energético (especialmente a via oxidativa) e proteinas
estruturais (incluindo FHL1), desempenhando papéis na morte celular, metabolismo
e regulacdo da homeostase do célcio. Os autores sugerem que essas descobertas
destacam ainda mais a existéncia de semelhancas nas vias biologicas que
sustentam a maciez e a determinacdo do marmoreio.

Campos et al. (2020) avaliaram animais que receberam suplementacdo de
vitamina A na fase de engorda e reportaram mudancas nos niveis de duas HSPs. Os
autores revelaram que os animais ndo suplementados com vitamina A apresentaram
maior abundancia de HSP70-2 e HSBP1l em comparacdo com 0S animais
suplementados com vitamina A. O papel da HSP70 é auxiliar no dobramento de
polipeptideos recém-sintetizados ou proteinas mal dobradas, a montagem de
complexos multiproteicos e no transporte de proteinas por meio das membranas
celulares (CAMPOS et al.,, 2020). Diante disso, 0s autores sugerem com O0S

resultados obtidos que a suplementacéo de vitamina A na fase de terminagao pode
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prejudicar a produgédo de HSP70 e, consequentemente, causar 0 comprometimento
da deposicdo de gordura intramuscular. Até o momento ndo ha estudos sobre a
injecdo intramuscular de vitamina A em bovinos de corte recém-nascidos utilizando-
se a protebmica, visando elucidar as principais vias e proteinas que regulam a
deposicao de gordura intramuscular e maciez da carne. Essas pesquisas podem
ajudar a entender melhor as possiveis alterac6es dos mecanismos moleculares que
levam ao maior acumulo de gordura intramuscular e menor forca de cisalhamento

em bovinos em resposta a vitamina A.
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CAPITULO 2 — DESEMPENHO, CARACTERISTICAS DE CARCACA, QUALIDADE
DA CARNE E ANALISE DO PROTEOMA DE BOVINOS CRUZADOS F1
MONTANA-NELORE SUPLEMENTADOS COM VITAMINA A

Resumo - Objetivou-se avaliar o proteoma do tecido muscular de bovinos cruzados
que receberam aplicacdo intramuscular de vitamina A pds-natal e seus impactos
sobre caracteristicas de carcaca e qualidade da carne. Quarenta bezerros machos,
cruzados (F1 Montana x Nelore) foram utilizados desde o nascimento até a fase de
terminagdo em confinamento (vitamina A versus controle). No dia do nascimento,
vinte bezerros do tratamento com vitamina A (vit.A) receberam uma dose de 300.000
Unidades Internacionais (Ul) via inje¢do intramuscular. Apés o abate em frigorifico
comercial foram mensuradas caracteristicas de carcaca como peso, rendimento,
espessura de gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo (AOL). Logo
apos o abate (carcaca quente) foram coletadas amostras do musculo Longissimus
thoracis (LT) para as analises de biologia molecular (eletroforese bidimensional em
gel de poliacrimida e espectrometria de massas). Na desossa, amostras do LT entre
a 122 e 132 costelas foram coletadas para andlises fisicas de qualidade como
coloracéo instrumental da carne, forca de cisalhamento (FC) e perdas por cocc¢ao
(PPC). A injecao intramuscular de vit.A ndo impactou nas caracteristicas de carcaca
de crescimento (PCQ e AOL), acabamento (EGS) e nas analises fisicas de
gualidade (cor e PPC). Uma tendéncia (P=0,07) de carne mais macia foi observada
nos animas que receberam vitamina A em comparacdo ao controle (FC = 53,1 vs.
58,7 + 2,14 N) aos 3 dias de maturacdo. Maiores teores de gordura intramuscular
(P<0,05) foram observados no tratamento vitamina A versus controle (4,10 vs. 2,57
0,27%). ApOs a caracterizacao das proteinas e estudos de bioinforméatica, verificou-
se que a injecdo intramuscular com vitamina A afetou o proteoma e a interacao
proteina-proteina no musculo LT. A maior expressao das proteinas do metabolismo
energético (LDHA, MDH2, GAPDH, ENO3, TPI1 e CKM), contragcdo muscular
(ACTALl, ACTB, ACTG1, TPM2, MYH1 e TNNT3), ligacdo proteica, transporte e
sinalizacdo (TUBA4A) e alteracdes no proteoma do tecido muscular em resposta a
injecdo intramuscular de vitamina A pos-natal contribuiu para melhores
caracteristicas de qualidade da carne em bovinos cruzados terminados em

confinamento.



Palavras-chave: Acido retinoico, adipogénese, confinamento, lipogénese, 2D-
PAGE.
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PERFORMANCE, CARCASS CHARACTERISTICS, MEAT QUALITY AND
PROTEOME ANALYSIS OF F1 MONTANA-NELORE CROSSBRED CATTLE
BOVINE SUPPLEMENTED WITH VITAMIN A

Abstract - The objective was to evaluate the muscle tissue proteome of crossbred
cattle that received intramuscular application of postnatal vitamin A and its impacts
on carcass traits and meat quality. Forty male, crossbred (F1 Montana x Nellore)
calves were used from birth to finishing in feedlot (vitamin A versus control). On the
day of birth, twenty calves from the vitamin A (vit.A) treatment received a dose of
300,000 International Units (IU) via intramuscular injection. After slaughter in a
commercial slaughterhouse, carcass characteristics such as weight, yield,
subcutaneous fat thickness (EGS) and ribeye area (AOL) were measured. Shortly
after slaughter (hot carcass) samples of the Longissimus thoracis (LT) muscle were
collected for molecular biology analysis (two-dimensional polyacrimide gel
electrophoresis and mass spectrometry). At deboning, TL samples between the 12th
and 13th ribs were collected for physical quality analyzes such as instrumental meat
color, shear force (FC) and cooking losses (PPC). The intramuscular injection of vit.A
did not affect carcass growth characteristics (PCQ and AOL), finishing (EGS) and
physical quality analyzes (color and PPC). A tendency (P=0.07) for more tender meat
was observed in animals that received vitamin A compared to the control (FC = 53.1
vs. 58.7 £ 2.14 N) at 3 days of maturation. Higher levels of intramuscular fat (P<0.05)
were observed in the vitamin A treatment versus control (4.10 vs. 2.57 £ 0.27%).
After protein characterization and bioinformatics studies, it was found that
intramuscular injection of vitamin A affected the proteome and protein-protein
interaction in the LT muscle. Increased expression of energy metabolism proteins
(LDHA, MDH2, GAPDH, ENO3, TPI1 and CKM), muscle contraction (ACTAL, ACTB,
ACTG1, TPM2, MYH1l and TNNT3), protein binding, transport and signaling
(TUBA4A) and changes in Muscle tissue proteome in response to intramuscular
injection of postnatal vitamin A contributed to improved meat quality traits in feedlot

finished crossbred cattle.

Keywords: Retinoic acid, adipogenesis, confinement, lipogenesis, 2D-PAGE.
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2.1 Introducéo

7

A exigéncia dos consumidores é um aspecto perceptivel na relacdo entre
producdo e consumo. Dessa forma, as demandas do mercado por produtos carneos
com alto valor nutricional e caracteristicas de qualidade sdo fundamentais (MWANGI
et al., 2019). A maciez é considerada a caracteristica mais importante da qualidade
da carne; no entanto, os consumidores também avaliam outras caracteristicas, como
a cor, o marmoreio, o tamanho do corte, o teor de gordura intramuscular, a
subcuténea e a palatabilidade (MALHEIROS et al., 2020).

Além disso, devido a melhorias nos padrdes de vida das pessoas e nos niveis
de consumo, a demanda por carne de alta qualidade aumentou (WAN et al., 2016).
Para Senra, Bankuti e Vieira (2021), os resultados dos principais aspectos
considerados pelos consumidores mostram uma avaliagdo das seguintes
caracteristicas da carne bovina: aparéncia, teor de gordura, local de compra
(estabelecimento), preco e tipo de armazenamento.

A gordura intramuscular, ou marmoreio, € um critério importante na
determinacdo de parametros que contribuem para a qualidade da carne, como
suculéncia e sabor, sendo relacionada a maciez da carne, uma das caracteristicas
fundamentais de qualidade em sistemas internacionais de classificacdo (ALVES;
MANCIO, 2007). Portanto, aumentar o grau de deposicdo de tecido adiposo
intramuscular no muasculo longissimus (marmoreio) € um importante fator de
pesquisa para a pecuaria de corte atual e para a determinacédo do grau de qualidade
da carne bovina (MANNEN, 2011; YAMADA, 2022).

A suplementacdo com vitamina A tem sido uma estratégia empregada em
bovinos de corte para aumentar o marmoreio, pois tem sido relatada como um fator
gue influencia a deposi¢do de gordura intramuscular na carne bovina (CAMPOS et
al., 2020). A vitamina A promove a formacdo de novas células de gordura
(adipogénese) por meio de seu metabdlito ativo, o acido retinoico. Os adipécitos se
desenvolvem principalmente nos estagios fetal e neonatal (HARRIS et al., 2018).

Assim, hipotetizou-se que a injecdo de vitamina A logo ap6s o nascimento
(janela adipogénica muito importante na formagdo dos adipdcitos — efeito

hiperplasico) pode aumentar a gordura intramuscular em animais terminados em



31

confinamento, pelo aumento hiperplasico do tecido em fungcdo de alteracdes de
mecanismos lipogénicos sem, contudo, alterar o desenvolvimento do tecido
muscular na carcaca. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o proteoma do tecido
muscular de bovinos cruzados que receberam aplicagao intramuscular de vitamina A

poés-natal e seus impactos sobre caracteristicas de carcaca e qualidade da carne.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Producgéo dos animais

Todos os procedimentos com 0s animais seguiram o0s padrdes éticos de
pesquisa, estabelecidos pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), protocolo 0107/2018, Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA).

O experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu. Quarenta bezerros machos cruzados
(F1 Montana x Nelore) foram utilizados desde o nascimento até a fase de
terminacao.

No dia do nascimento, 20 bezerros do tratamento com vitamina A receberam
uma dose de 300.000 Unidades Internacionais (Ul) de Vitamina A (Monovin A,
Bravet, Rio de Janeiro) via injecao intramuscular. Durante a fase de cria, os animais
de ambos os tratamentos foram mantidos com suas respectivas maes no mesmo
piquete e a partir dos 40 dias de idade, aproximadamente, estes receberam
suplemento de creep feeding até o desmame, com o fornecimento proximo de 1% do
peso corporal.

Todos os animais foram imunocastrados por meio da aplicacao de trés doses
de vacina anti-GnRF — fator liberador das gonadotropinas (Bopriva®, Zoetis Brasil),
sendo a primeira aplicada ao desmame, a segunda dose apds 30 dias e a terceira
aos 90 dias subsequentes. Apos o desmame, aos 210 dias, aproximadamente, 0s
animais foram levados ao confinamento e alojados em baias individuais cobertas,

com piso de concreto, com comedouros e bebedouros individuais. Os dois grupos de
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animais receberam dieta formulada com software RLM 3.2 (LANNA et al., 2011)
contendo milho moido (73,8% MS), farelo de algoddo (10% MS), bagaco de cana
(12,7% MS), cloreto de potassio (0,5% MS) e nacleo mineral (3% MS). A dieta foi
fornecida ad libitum, duas vezes ao dia, as 8h e as 16h. Para determinagdo do
ganho de peso médio diario, os animais foram pesados no inicio e no final do

periodo experimental, apods jejum de 16 horas.

2.2.2 Abate, caracteristica de carcaca e qualidade de carne

Apés 180 dias de confinamento e com peso aproximado de 400 kg, os
animais foram abatidos em frigorifico comercial inspecionado e cadastrado no SISP
(Boituva — SP), utilizando-se a técnica de concusséao cerebral e seccdo da veia
jugular, seguido de remocdo do couro e evisceracdo. As carcacas foram
identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo pesadas individualmente e
levadas a camara fria por aproximadamente 24 horas, a temperatura de 1 °C.

Decorrido o resfriamento, as carcacas foram retiradas da camara e pesadas
para a obtencao do peso de carcaca fria. As mensuragdes nas carcacgas foram: peso
da carcaca quente (PCq), rendimento total da carcaca quente (RCq), peso da
carcaca fria (PCf) e rendimento de carcaca fria (RCf). Apds isso, entre a 122 e 132
costela da meia carcaca esquerda foi separado o masculo Longissimus thoracis (LT)
do restante da carcaca, e antes de ser desossado foram avaliadas a espessura de

gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo (AOL).

2.2.3 Coleta de amostras do mauasculo Longissimus thoracis para analises

laboratoriais

Na linha de abate (carcaca quente) foram coletadas amostras individuais
(aproximadamente 2 g) do musculo LT da meia carcaca esquerda de todos os
animais entre a 122 e 132 costela, sendo congeladas em nitrogénio liquido. Essas

aliguotas foram armazenadas posteriormente em ultrafreezer (-80 °C) até a
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utilizacdo para andlises protedmicas. Apos o periodo de resfriamento em camara fria
(24h), também foram coletadas amostras do musculo LT de todos os animais entre
as 122 e 132 costela da meia carcaca esquerda para a conducao de analises fisico-
guimicas de qualidade, sendo devidamente identificadas.

As amostras de carne foram submetidas a maturacdo por trés dias. Para
tanto, foram retirados bifes do musculo LT com espessura de 2,54 cm, embalados a
vacuo e mantidos em temperatura de 0 a 2 °C em BOD (Biological Oxygen
Demand), modelo TE — 371 da TECNAL, em sacos plasticos especiais para alto
vacuo e baixa permeabilidade ao oxigénio. Atingido o tempo de maturacdo de cada
bife, estes foram congelados para posterior determinacdo das demais andlises de
gualidade de carne (maciez, perdas por cocgao, cor, entre outras).

2.2.4 Composigdo quimica da carne

A analise de composicdo centesimal do presente estudo foi previamente
conduzida por meio de espectroscopia de infravermelho préximo, de acordo com o
método 2007-04 (AOAC, 2000). Nessa etapa utilizou-se o equipamento FoodScan
LabTM (Foss NIRSystems, Inc., USA), no qual foram determinados os teores de
umidade, proteina, gordura, matéria mineral e colageno total, seguindo
procedimentos descritos na literatura (ANDERSON, 2007).

2.2.5 Perda por coccéo e forca de cisalhamento

Para a avaliacdo da perda por coccdo (PPC) e forca de cisalhamento (FC)
adotou-se o procedimento proposto por Wheeler et al. (1994), seguindo as
recomendacdes da American Meat Science Association (AMSA, 2015). As amostras
foram colocadas numa grelha acoplada a um refratario de vidro e um termopar
acoplado a um termémetro digital modelo DT-612 (ATP Instrumentation, Ashby-de-
laZouch, England) no centro de cada amostra, para monitoramento da temperatura
interna.

As amostras foram assadas em forno industrial elétrico modelo Feri90
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Venancio (Venancio Aires, Rio Grande do Sul, Brasil), pré-aquecido a 170 °C e
equipado com termostato para minimizar variagbes na temperatura. Quando a
temperatura interna dos bifes atingiu 40 °C, estes eram virados e permaneciam no
forno até atingir 71 °C. Em seguida, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente por 15 minutos, pesadas e refrigeradas a 4 °C por 24 horas. A perda por
coccgao (PPC) foi dividida em perda por evaporacao (PPE) e perda por gotejamento
(PPG), determinadas em percentagem. A PPG foi obtida pesando-se somente o
refratario antes e apos a coc¢do da amostra. A PPE foi obtida pesando-se a amostra
antes (PI) e ap6s (PF) a coccéo, pelo célculo (PPE = PF — Pl / PF x 100).

Para a determinacdo da forca de cisalhamento (FC) foram retirados oito
cilindros com 1,27 cm de diametro no sentido paralelo a fibra muscular, com um
vazador acoplado a uma furadeira. Os cilindros foram seccionados em equipamento
Brookfield CT-3 Texture Analyzer (AMETEK Brookfield, Middleborough, EUA). Os

resultados foram reportados pela média de oito valores por amostra, em Newton (N).

2.2.6 Coloracao instrumental da carne

A coloracdo da carne (L* — luminosidade/claro ao escuro; a* — coloragéo
vermelho ao verde; b* — coloracdo amarelo ao azul) foi mensurada a partir do
sistema CIELAB, utilizando-se um colorimetro KONICA MINOLTA — CR 400 (Konica
Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Japan), com padrao de fonte de luz D65, angulo de
observacédo 10°, abertura de 5,0 cm e display Y: 0,01 a 160% de reflectancia. A
unidade foi calibrada utilizando-se uma placa para o padréo preto e branco e assim
foi determinada a média de trés medidas tomadas em diferentes regifes do musculo
LT, sempre com pelo menos 30 minutos de exposi¢cdo da amostra sob refrigeracéao

de 2 a5 °C - blooming time.

2.2.7 Proteoma do tecido muscular

No estudo do proteoma foram utilizadas amostras do musculo LT coletadas
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apos o abate (na carcaca quente). Assim, 6 animais foram escolhidos aleatoriamente
de cada grupo experimental (controle versus vitamina A), totalizando 12 amostras

nessas analises.

2.2.8 Extracao de proteinas

A preparacdo da amostra foi baseada nas metodologias propostas por
Lametsch et al. (2003) e Bouley, Chambon e Picard (2004). Amostras de musculo
congelado dos animais pertencentes ao mesmo grupo genético foram picotadas com
uma tesoura e misturadas. Dessa mistura, pesou-se 0,5g e homogeneizou com um
homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal) em tampéao de lise contendo 8 M Uréia, 2
M Tiouréia, 1% Ditiotreitol (DTT), 2% CHAPS, 2% tampao de IPG pH 4-7. Em
seguida, os extratos foram vigorosamente agitados por 30 min no gelo e,
centrifugados a 10.000 x g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi armazenado e,
posteriormente, utilizado para determinacdo da concentracdo de proteina total com o
kit PlusOne 2-D Quant (GE Healthcare).

2.2.9 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Para a primeira dimensdo, tiras de IPG de 13 cm com gradiente imobilizado
de pH 3-10 foram reidratadas por 14 horas com uma aliquota de 375 pg de proteina
extraido do musculo, solubilizada no volume final de 250 ul de uma solucédo de
reidratacdo (“DeStreak” : 7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 2% CHAPS, 0,002% azul de
bromofenol — Amersham Bioscience) acrescida de 0,5% de tampéo de IPG pH 3-10
e 1% inibidores de protease (Amersham Bioscience). A reidratacdo das tiras foi
passiva e a temperatura ambiente dentro do IPG Box (GE Healthcare).

Posteriormente, as tiras foram submetidas a focalizacdo isoelétrica no
aparelho Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) a temperatura de 20°C por
aproximadamente 5:30 h. O programa constituiu de corrente de 50 pAftira e

diferentes voltagens. O perfil utilizado de voltagem foi: 500 V por 500 Vh, gradiente
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1000 V por 800 Vh, gradiente 8000 V por 11300 Vh e a fase final de 8000 V por 7000
Vh. O produto total de tempo x voltagem foi de 19.603 Vh.

As tiras focalizadas foram equilibradas por 15 min sob leve agitacdo em
tampdao de equilibrio I (6 M Urea, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 29,3% glicerol, 2% SDS,
0,002% azul de bromofenol, 1% DTT) e, subsequentemente, 15 min em tampéao de
equilibrio 1l, o qual era 0 mesmo tampao do equilibrio I, porém o DTT foi substituido
por 5% lodoacetamida.

Depois do equilibrio, as tiras de IPG e o marcador de peso molecular,
aplicado em pequenos retangulos de papel de filtro para blotting, foram sobrepostos
ao gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%). Ambos foram fixados sobre o gel com
uma solucéo selante de agarose (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1% SDS, 0,5%
agarose e 0,002% azul de bromofenol).

O tampao de corrida utilizado foi de Laemmli (1970) 1x concentrado para o
anodo (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,1% SDS) e 3 x concentrado para o catodo.

As proteinas foram separadas na segunda dimensdo utilizando a cuba
eletroforética SE 600 Ruby (Amersham Biosciences) a 15 mA/gel, 100 V por 30 min
e posteriormente, 50 mA/gel, 600 V por aproximadamente 3h ou até o corante sair
do gel. A corrida foi mantida a 10°C com um banho-maria termostatico circulador
(MultiTemp 3, GE Healthcare).

2.2.10 Visualizacao das proteinas

Coomassie G-250 Colloidal, o qual consiste primeiramente numa etapa de
fixacdo das proteinas no gel em 40% etanol e 10% acido acético por 30 min e,
posteriormente, na coloracdo com solucdo corante (8% sulfato de aménio, 0,8%
acido fosforico, 0,08% de azul de coomassie G-250, 20% Metanol) overnight. Para
visualizacdo dos spots 0 excesso do corante foi retirado por meio de lavagens com
agua destilada. Os géis foram escaneados no Image Scanner Il (GE Healthcare) e
as imagens armazenadas para posterior analise. Ao final da corrida, os géis foram

corados com o procedimento de coloracéo.
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2.2.11 Andlise das Imagens

A deteccao dos spots e quantificacao foi realizada no software Image Master
2D Platinum (GE Healthcare) automaticamente.

Para avaliar as diferencas na quantidade de cada spot foi utilizado o volume
relativo (% volume), o qual é um valor normalizado que permanece relativamente
independente de variagdes.

Ap6s a deteccdo dos spots foram realizadas automaticamente analises de
comparagao (analise de “Match”), isto &, avaliar se o spot presente em um gel é
correspondente em outro gel. Primeiramente, foram sobrepostas e comparadas
imagens pertencentes a mesma amostra, e subsequentemente, as imagens de
amostras diferentes. Logo em seguida, toda a analise de comparacéao foi conferida

manualmente.

2.2.12 Espectrometria de massas (ESI-MS/MS)

Os spots protéicos foram selecionados por meio da massa molar e ponto
isoelétrico obtidos no tratamento das imagens em relacédo a diferenca de expressao
entre os tratamentos (controle e vitamina A) e posteriormente, cortados (segmentos
de aproximadamente 1 mm3) e preparados de acordo a metodologia de
(SHEVCHENKO et al., 2007).

Os sedimentos foram transferidos para microtubos e submetidos a quatro
etapas: a) remocdo do corante usando 25 mM bicarbonato de amobnia
(Ambic)/acetonitrila (ACN) (50:50 v/v); b) reducéo e alquilagdo, onde os fragmentos
de gel foram reidratados com solucédo de reducao e incubados a 56 °C por 40 min;
apos a solucdo de reducdo foi removida, adicionou-se solu¢cdo de alquilacdo e
posteriormente os fragmentos foram incubado na auséncia de luz por 30 min a
temperatura ambiente; c) digestao triptica (incubado overnight a 37 °C com 10 ng
ML-1 tripsina em 25 mM Ambic por 15 min; Trypsin Gold Mass Spectrometry,
Promega, Madison, USA); d) eluicdo de peptideos (extraido do gel com adi¢cdo de

tampéo de extrac&o).
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As aliquotas das solucdes contendo os peptideos foram analisadas para
obtencao dos espectros de massas utilizando o sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo
QT-MS (Waters, Manchester, UK). A identificacdo das proteinas foi obtida utilizando
o banco de dados UniProt (UniProtKB/Swiss-Prot - www.uniprot.org) e a analise de
interacdo proteina-proteina foi realizada usando o software STRING 10.0. para o

genoma de Bos taurus.

2.2.13 Andlises estatisticas

Os resultados (caracteristicas de carcaca e carne) foram analisados quanto a
presenca de dados discrepantes, homogeneidade de variancias e normalidade dos
residuos. Os dados foram expressos por médias e seus respectivos erros. As
diferencas entre os tratamentos foram examinadas pelo Teste F, pelo procedimento
GLM do SAS (versdo 9.1, SAS Inst. Inc., Cary, NC, United States) e, quando
detectadas diferencas significativas, comparados por teste t de Student. Utilizou-se

delineamento inteiramente casualizado de acordo com o modelo:

Yij = m + i + €ij,

em que, Yij é o valor observado para a unidade experimental referente ao tratamento
i na repeticao j; m é o efeito geral da média; t é o efeito do tratamento (controle ou
vitamina A) e € é o erro experimental.

Para os dados de prote6mica, o volume de spot de proteina foi importado
para o software Image Master 2D Platinum (v.7.0) (GE Healthcare) e a média e o
desvio padrdao dos spots selecionados foram calculados. As imagens foram
comparadas entre os tratamentos (controle e vitamina A) combinando matching para
distribuicdo, volume, intensidade relativa, ponto isoelétrico (pl) e massa molecular
(MW). Os dados dos spots foram testados quanto a homogeneidade de variancias e
normalidade empregando-se os testes Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Em

seguida, as diferencas nas médias entre os tratamentos foram analisadas pelo teste
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t de Student. Além disso, o teste de Mann-Whitney (teste Wilcoxon) foi utilizado
guando os critérios de normalidade foram violados em cada um dos tratamentos.
Diferencgas no valor de P < 0,05 foram consideradas significativas. Tendéncias

foram consideradas quando o valor de P esteve entre 0,05 < P < 0,10.

2.3 Resultados

2.3.1 Caracteristicas de carcaca e qualidade da carne

O peso ao nascimento dos animais do tratamento controle e do tratamento
com vitamina A foi de 28 kg e 26 kg, respectivamente. O peso ao desmame dos
animais na fase de cria do tratamento controle foi de 237 kg e do tratamento com
vitamina A foi de 236 kg. O ganho médio diario na fase de cria dos animais foi de
0,787 kg (tratamento controle) e 0,770 kg (vitamina A). O peso vivo inicial dos
animais na fase de terminacao foi de 237 kg (tratamento controle) e 236 kg (vitamina
A) e o peso vivo final foi de 393 kg (tratamento controle) e 415 kg (vitamina A). O
ganho médio diario na fase de terminacao foi de 0,955 kg (tratamento controle) e
0,954 kg (vitamina A).

N&o houve efeito significativo da injecdo intramuscular de vitamina A (vit.A)
para as variaveis peso ao nascimento, peso ao desmame e ganho meédio diario
(GMD) durante a fase de cria (P = 0,05). Da mesma forma, na fase de terminacao,
nao houve efeito nas caracteristicas de carcaca quando os animais receberam vit.A
(P =0,43).

O RC, AOL e EGS néao foram influenciados pela injecdo intramuscular de vit.A
(P >0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas de carcaca de bovinos F1 Montana x Nelore
suplementados ou ndo com vitamina A injetavel ao nascimento e terminados em
confinamento

Controle Vitamina A EPM! Valor de P

Variaveis

Caracteristicas de Carcaca

Peso de carcaca quente (kg) 218,8 231,24 25,98 0,298
Rendimento de carcaca (%) 55,55 55,7 1,22 0,794
Area de olho de lombo (cm?) 60,51 64,3 7,33 0,263
Espessura de gordura subcutanea (mm) 10,87 10,96 1,58 0,901

1Erro padréo das médias.

Uma tendéncia (P = 0,07) de carne mais macia foi observada nos animais que
receberam vit.A em comparacao ao controle (FC = 53,1 vs. 58,7 + 2,14 N), avaliada
3 dias post-mortem (Tabela 2). Nao foram observadas diferencas sobre as
caracteristicas perdas por cozimento e cor (L* a* b*) entre os tratamentos (P >
0,05).

Tabela 2. Efeito da suplementacdo de vitamina A sobre a qualidade de carne
de bovinos F1 Montana x Nelore

Variaveis? Controle  Vitamina A EPM! Valor de P
Forca de cisalhamento (N) 58,7 53,1 2,14 0,07
L* 34,7 35,1 0,40 0,88
a* 16,4 16,7 0,21 0,14
b* 6,20 6,40 0,13 0,15
Perdas por cozimento (%) 26,7 26,1 0,67 0,77

1Erro padrdo das médias;? Luminosidade, intensidade de vermelho; intensidade de amarelo.

A carne dos animais que receberam vit.A no nascimento apresentou maiores
teores de gordura (P = 0,05) em comparacdo a carne dos animais que ndo foram
suplementados (4,10% vs. 2,57%, respectivamente: Tabela 3).

A Vit.A ndo alterou os componentes de umidade, proteina e colageno da

carne, 0s quais apresentaram valores semelhantes (P > 0,05) em ambos os
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tratamentos (valores médios de 0,418, 0,560 e 0,915, respectivamente; Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da suplementacdo ou n&o com vitamina A sobre a
composicdo quimica da carne de bovinos F1 Montana x Nelore terminados em
confinamento

Variaveis Controle Vitamina A EPM! Valor de P
Umidade (%) 74,04 73,57 0,184 0,418
Proteina (%) 22,54 22,60 0,110 0,056
Gordura (%) 2,57° 4,108 0,275 0,002
Colageno (%) 1,21 1,20 0,013 0,915

1Erro padréo das médias

2.3.2 Proteoma do tecido muscular

A comparacdo dos géis 2DE permitiu verificar que o numero meédio de spots
proteicos por tratamento foi de 273+45 para tratamento controle e 266+44 vit.A. O
numero de spots dos géis de referéncia foi de 230 para tratamento controle e 251
para vit.A. Desse total, ap0s analise das imagem, 22 spots foram selecionados como
diferencialmente expressos (P < 0,05) no tratamento controle (Figura 1) e vit.A
(Figura 2).



Figura 1. Spots de proteinas selecionados para caracterizacao por
espectrometria de massa (ESI-MS) apdés analise das imagens.
Eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE): 12,5%
(m/v) e gradiente de pH 3-10. Amostras de tecido muscular (Longissimus
thoracis) de bovinos F1 Montana x Nelore do grupo experimental controle.

42
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Figura 2. Spots de proteinas selecionados para caracterizacdo por
espectrometria de massa (ESI-MS) apo0s analise das imagens.
Eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE): 12,5%
(m/v) e gradiente de pH 3-10. Amostras de tecido muscular (Longissimus
thoracis) de bovinos F1 Montana x Nelore do grupo experimental vitamina
A.

Foram identificadas com sucesso 78 proteinas correspondentes a 17
proteinas distintas. As proteinas identificadas estéo listadas na Tabela 4 (controle) e
Tabela 5 (vit.A).

Observou-se maior abundancia no tratamento vit.A de proteinas do
metabolismo energético (LDHA, MDH2, GAPDH, ENO3, TPI1, CKM e COX5A),
contracdo muscular (ACTB, ACTC1, ACTG1, ACTG2, ACTAL, ACTA2, ACTNL1,
ACTN2, ACTN3, TPM1, TPM2, TPM3, MYH1, PDLIM3 e TNNT3), proteinas de
choque térmico (DNAJC18), ligacéo proteica (STXBP6, LGALS1, H4, MYOZ1, H31,
H2BC12, GUCA1A, CNBP), transporte e sinalizacdo (TUBA4A, VIM, TBA1B e
EEF1A2).
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Tabela 4. Proteinas diferencialmente expressas de tecido muscular (Longissimus thoracis) de bovinos F1 Montana x Nelore identificadas
por espectrometria de massas no tratamento controle

Proteina Coverage pl/Mw
Spot ID? IDP ABV°® Proteina Score® (%0)° experimental pl/Mw tedrico
Proteinas de contracao
30 Q3zcCo7 ACTC1 Actina, masculo cardiaco alfa 1 2480,315 51,4589 5.54/71,363.64  5.0713/41991
92 Q5E9B5 ACTG2 Actina, musculo liso gama-entérico 2047,881 47,3404 9.65/34,555,56  5.1606/41849
167 QOP571  MYLPF Cadeia leve reguladora de miosina 2, 489,3139 54,7059 4.71/15,8 4.6802/19000
isoforma do musculo esquelético ! ' ' ' '
Metabolismo energético
P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 9107,656 83,7349 9.65/34,555,56  8.0039/36574
92 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, mitocondrial 510,7673 42,3077 9.65/34,555,56  8.6426/35645
P10096 GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 394,7593 36,036 9.65/34,555,56 8.5151/35845
Proteinas de choque
térmico
20 P19120 HSPAS Proteina Cognat?fi[‘;goq“e termicode  g295 799 50,8461  5.54/71,363.64  5.2002/71196
Ligacao proteica
92 Q85Q24 MYOZ1 Miozenina-1 10975,69 69,3603 9.65/34,555,56 9.5317/31653
Q3SzX4 CA3 Anidrase carbbnica 3 238,4126 56,1538 9.65/34,555,56 7.7783/29351
Transporte e sinalizacéo
Q861R0  SOCS2 Supressor da sinalizagao de 148,0309 257576  9.65/34,55556 8.3818/22200

92

citocinas 2




2D Spot corresponde aos numeros mostrados na Figura 1.

PAbreviatura das proteinas de com acordo com a abreviatura do genes em UniProt.
°Proteina ID Proteomic databasesUniProt.

dScore significativo.

€Converage das proteinas calculadas por Scaffold (aminoacidos/total de aminoacidos).
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Tabela 5. Proteinas diferencialmente expressas de tecido muscular (Longissimus thoracis) de bovinos F1 Montana x Nelore
identificadas por espectrometria de massas no tratamento vitamina A

Proteina . d Coverage pl/Mw .

Spot 1D? Db ABV® Proteina Score (%)° experimental pl/Mw tedrico
Proteinas de contracao

14 Q3zCo7 ACTC1 Actina, musculo cardiaco alfa 1 2528,468 48,5411 5.23/55,818.18 5.0713/41991
Q5KR48 TPM2 Cadeia beta da tropomiosina 7021,083 88,3803 4.68/34,846.15 4.4575/32816
38 Q5KR49 TPM1 Cadeia alfa 1 da tropomiosina 4352,101 56,338 4.68/34,846.15 4.4897/32674
Q5KR47 TPM3 Cadeia alfa 3 da tropomiosina 1905,464 49,6479 4.68/34,846.15 4.4868/32798
74 Q3zco7 ACTC1 Actina, musculo cardiaco alfa 1 4033,7 37,1353 5.03/27,461,54 5.0713/41991
Q5KR49 TPM1 Cadeia alfa 1 da tropomiosina 414,3358 59,8592 5.03/27,461,54 4.4897/32674
75 Q5E9B5 ACTG2 Actina, musculo liso gama-entérico  944,8882 37,766 4.95/27,923,08 5.1606/41849
80 Q8MKI3 TNNT3 Troponina T, Té‘:jgg'o esqueletico 4733994 38,3764  8.60/32,615.38  5.9282/32106
97 Q8MKI3 TNNT3 Troponina T, Ta%?ﬁﬂ"’ esquelético 636316 49,0775 9.60/36,230.77  5.9282/32106
107 Q3sYZ8 PDLIM3 Proteina Dominio PDZ e LIM 3 848,494 55,0633 7.30/39,692,31 7.8604/34331
109 P68138 ACTA1 Actina, alfa, musculo esquelético 10469,11 72,4138 7.15/40,153.85 5.0713/42023
Q3SYZ8 PDLIM3 Proteina Dominio PDZ e LIM 3 5431,459 47,1519 7.15/40,153.85 7.8604/34331
Q3SYZ8 PDLIM3 Proteina Dominio PDZ e LIM 3 1169,761 58,5443 7.01/40,615.38 7.8604/34331
112 P60712 ACTB Actina, citoplasmatica 1 1082,348 54,6667 7.01/40,615.38 5.1431/41709
P68138 ACTA1 Actina, musculo esquelético alfa 303,4092 27,321 7.01/40,615.38 5.0713/42023
143 Qolle ACTN3 Alfa-actinina-3 21469,2 86,7924 5.58/99,384.62 5.1519/103086
Q3zC55 ACTN2 Alfa-actinina-2 11696,69 67,4497 5.58/99,384.62 5.1533/103713
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COX5A
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LDHA
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CKM

CKM
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Miosina 1
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485,5888
398,6213
320,7703

21499,1
251,4295

23305,23

147,8195

724,686

475,6502

255,1726

141,5909

215,1218

3946,7

19205,01

2573,859
1835,295
447,596
6539,832

13043,97

46,6844
17,9372
33,4365

79,8409
63,2

75,3316

26,6667

61,1549

49,3976

27,6316

53,5433

46,1942

65,9639

86,1862

56,9277
62,426
62,7297
84,5144

88,4514

5.58/99,384.62
5.58/99,384.62
5.58/99,384.62

5.62/40,846.15
5.62/40,846.15

5.74/41,076.92

5.74/41,076.92

5.23/55,818.18

5.22/11,923,08

5.22/11,923,08

5.03/27,461,54

4.95/27,923,08

8.60/32,615.38

9.60/36,230.77

9.60/36,230.77
9.60/36,230.77
9.60/36,230.77
7.30/39,692,31

7.15/40,153.85
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5.0771/41981
5.0933/102915
5.4316/222850

5.0713/41991
5.1431/41709

5.0713/42023

5.1606/41765

6.6782/42961

6.5112/26672

6.4995/16724

6.6782/42961

6.6782/42961

8.0039/36574

8.5151/35845

8.0039/36574
8.6426/35645
6.6782/42961
6.6782/42961

6.6782/42961
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Vimentina
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3075,726

247,768

500,6852
14888,66
460,3494
203,4148
973,7123
755,83

1328,632
548,1394

155,5674

364,5128

10080,27
8105,088
1203,786
289,2056

89,5013

60,3687

18,1564

26,6667
71,1111
49,5146
36,1905
32,3232
60,6061

33,0882
11,9048

50,7317

67,6471

76,3393
82,618
28,8248
8,6393

7.01/40,615.38

5.62/40,846.15

8.60/32,615.38

4.68/34,846.15
5.22/11,923,08
5.22/11,923,08
5.22/11,923,08
8.60/32,615.38
9.60/36,230.77

7.01/40,615.38
7.01/40,615.38

5.74/41,076.92

5.30/42,384.62

5.23/55,818.18
5.23/55,818.18
5.23/55,818.18
5.22/11,923,08
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6.6782/42961

7.667/47066

8.0435/41576

9.6929/23652
5.1621/14734
11.7671/11360
4.7783/11804
9.5317/31653
9.5317/31653

11.5415/15394
10.7095/13866

4.1997/23495
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4.752/49892
4.8689/53695
4.7622/50119
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112 P68103 EEF1A1 Fator de alongamento 1 - alfa 1 3367,631 16,4502 7.01/40,615.38 9.3428/50109

2D Spot corresponde aos numeros mostrados na Figura 2.

PAbreviatura das proteinas de com acordo com a abreviatura do genes em UniProt.
°Proteina ID Proteomic databasesUniProt.

dScore significativo.

€Converage das proteinas calculadas por Scaffold (aminoacidos/total de aminoacidos).
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As interacOes proteina-proteina foram analisadas nos tratamentos controle
(Figura 3) e vit.A (Figura 4).

As interacbes proteina-proteina no tratamento controle (Figura 3)
demonstraram interacdes consistentes entre as proteinas caracterizadas nas
amostras de tecido muscular bovino. Verificou-se dois grupos principais (clusters):
proteinas relacionadas ao metabolismo energético (LDHA, GAPDH, MDH2) e
proteinas relacionadas a contracdo muscular (ACTA2, ACTC1, MYLPF).
Adicionalmente, no tratamento controle, identificou-se uma pequena rede de
interacdo envolvendo proteinas de ligacdo (CA3 e MYOZ1) e proteina de choque
térmico (HSPAS).

Os mesmos dois grupos (clusters) também foram identificados no grupo de
tratamento vit.A (Figura 4), contudo, envolvendo um maior niumero de proteinas
relacionadas ao metabolismo energético (LDHA, GAPDH, MDH2, ENO3, TPI1, CKM
e COX5A) e as proteinas relacionadas a contracdo muscular (ACTAL1l, ACTAZ2,
ACTC1, ACTN2, ACTN3, ACTN1, ACTB, ACTG1, MYH1, PDLIM3, TNNT3, TPM1 e
TPM2). Além disso, foi identificada uma rede de interacdo envolvendo outras
proteinas de ligacdo (MYOZ1, H4, TXN e LGALS1, CNBP, GUCA1A e STXBP6),
proteinas de transporte e sinalizacdo (TUBA4A, VIM, EEF1Al e EEF1A2) e proteina
de choque térmico (DNAJC18).
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Figura 3. Anadlise das interacBes proteina-proteina usando as proteinas
diferencialmente expressas no tecido muscular (Longissimus thoracis) de
bovinos F1 Montana x Nelore terminados do grupo experimental controle.
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Figura 4. Analise das interagBes proteina-proteina usando as proteinas
diferencialmente expressas no tecido muscular (Longissimus thoracis) de
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bovinos F1 Montana x Nelore terminados do grupo experimental vitamina
A.

2.4 Discusséao

2.4.1 Caracteristicas de carcaca e qualidade da carne

A injecdo intramuscular de vit.A pds-natal ndo impactou as caracteristicas de
carcaga, observando-se nenhum efeito sobre caracteristicas de crescimento (PCQ e
AOL) e acabamento (EGS), o que pode estar relacionado a auséncia de efeitos
sobre o desempenho dos animais na fase de terminagcdo. Em outros estudos
descritos na literatura, pesquisadores relataram que nao houve efeitos da vitamina A
nas caracteristicas PCQ (ARNETT et al., 2009; KRUK et al., 2018; KNUSTON et al.,
2020) e AOL (ARNET et al., 2009; WANG et al., 2007) de qualidade da carne.

A maciez desempenha papel importante na avaliacdo da carne bovina, sendo
considerada a caracteristica sensorial mais importante em relacdo aos atributos de
gualidade e relacionando-se a satisfacdo dos consumidores e, conseqguentemente,
ao aumento do consumo (ALVES; MANCIO, 2007). No presente estudo, a maciez da
carne dos animais que receberam injecdo intramuscular de vit.A pos-natal foi
ligeiramente melhorada, com reducdo de aproximadamente 5,6 N de FC. Na
literatura, em estudo de Wang et al., (2007), nos “experimentos 1, 2 e 3” com
bovinos cruzados Limosin x Luxi, os animais foram separados em 4 grupos com 4
animais em cada. Cada grupo recebeu um tipo de dieta, sendo dieta controle (sem
vitamina A), VAL = dieta basal enriquecida com 1100 Ul de vitamina A/kg MS; VA2 =
dieta basal enriguecida com 2200 Ul de vitamina A/kg MS e VA3 = dieta basal
enriquecida com 4400 Ul de vitamina A/kg MS. Os autores relataram menor FC da
carne dos animais que receberam as dietas VA1l e VA2 de ambos o0s tratamentos.
Esses resultados sugerem que a injecéo intramuscular de vit.A na fase de cria pode
ser uma estratégia nutricional que auxilia na melhoria da maciez da carne, muito

provavelmente por afetar a deposicao de IMF. Entretanto, ainda n&o existem relatos
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sobre os efeitos da suplementacdo de vitamina A pds-natal em bovinos pra FC,
nesse sentido, sdo necessarios mais estudos para investigar os efeitos da vitamina
A na maciez da carne.

No estudo atual, a auséncia de diferencas na composi¢cdo quimica da carne
(umidade, proteina e colageno) nos diferentes tratamentos (controle e vit.A) era
esperada, pois a dieta foi a mesma em todos os tratamentos e os animais receberam
a mesma disponibilidade de energia e proteina. Esses valores estdo dentro do
considerado normal pela literatura (MONTESCHIO et al. 2019; TORRECILHAS et
al., 2021). Porém, os animais do tratamento com vit. A apresentaram maior
percentual de gordura em relacdo ao tratamento controle. A quantidade de IMF
também é considerada um indicador da qualidade da carne bovina, pois altos niveis
de IMF tém sido relacionados a maior maciez, suculéncia e sabor (CORBIN et al.,
2015; HOCQUETTE et al., 2014; WEBB; O 'NEILL, 2008).

A hipotese do estudo considerou que a injecdo intramuscular de vit.A no
nascimento de bovinos aumentaria a IMF, e isso foi atestado nesta pesquisa. A
injecdo intramuscular de vit.A no nascimento aumentou em 59,5% o teor de IMF da
carne dos bovinos em comparacdo ao grupo que nao recebeu a injecdo de vit.A.
Esse resultado pode ser explicado pela capacidade de a vit.A na fase pdés-natal
estimular a angiogénese. Assim, por meio de seu metabdlito, o acido retinoico, a
Vit.A pode induzir alteracdes no recrutamento de células indiferenciadas, resultando
em maior direcionamento dessas células para a linhagem adipogénica,
principalmente os adipdcitos intramusculares (HARRIS et al., 2018). A hiperplasia,
ou seja, 0 aumento no numero de células por meio de seu recrutamento na linhagem
adipogénica, € mais evidente no tecido adiposo intramuscular desde o final da
gestacédo até os 250 dias de idade (DU et al., 2017).

Dessa forma, na fase neonatal, a injecdo intramuscular de vit.A pode
aumentar o teor de IMF, promovendo maior acumulo de marmoreio na fase de
terminacdo (MACIEL et al., 2022). Resultados semelhantes ao do presente estudo
também foram verificados por pesquisadores utilizando-se bezerros Aberdeen Angus
(HARRIS et al., 2018). Neste estudo, foram aplicadas duas doses intramusculares
(injecdes) de vit.A (nascimento e aos 30 dias de idade), verificando-se que o0s

animais que receberam vit.A apresentaram niveis mais elevados de IMF. De acordo
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com os pesquisadores, as alteragdes na expressao génica, principalmente fatores de
em transcri¢do, explicaram a maior deposicdo de IMF, tal como também verificado
por Maciel et al. (2022). Ambos as pesquisas reportaram resultados semelhantes
aos descritos no presente estudo sobre a IMF.

2.4.2 Proteoma do tecido muscular

As proteinas diferencialmente expressas no musculo LT de bovinos F1
Montana x Nelore possuem funcbes de contracdo muscular, metabolismo
energético, proteinas de choque térmico, ligacdo proteica, transporte e sinalizacao.
Vérias proteinas encontradas neste trabalho (GAPDH, CA3, MDH2, CKM, TPM2,
HSPA8, ENO3, TPI1, TUBA4A, TNNT3) foram relatadas em outros estudos
relacionados as caracteristicas de qualidade da carne, como maciez e IMF
(BALDASSINI et al., 2022; SANTIAGO 2021; CAMPOS et al., 2020; CHO et al.,
2016; GAGAGOUA et al., 2020; POLETI et al., 2018; SEVERINO et al., 2022; SHEN
et al., 2012; SHIN; CHUNG, 2016; SILVA et al., 2019).

Nesta pesquisa, o maior IMF no grupo dos animais que receberam injecéo
intramuscular de vit.A apdés o nascimento pode estar relacionado com a maior
abundancia de proteinas envolvidas no metabolismo energético (GAPDH, CKM,
ENO3, TPI1) e protecdo celular e resposta ao estresse (HSPA8). De fato, sabe-se
gue essas proteinas estdo associadas a uma maior capacidade de deposicdo de
IMF. Proteinas diferencialmente expressas no musculo LT dos animais do grupo
tratamento controle também revelaram o enriquecimento da via de atividade
oxidativa (proteina CA3). Além disso, a proteina GAPDH € uma enzima das vias da
glicélise e da gliconeogénese. A enzima GAPDH também converte reversivelmente o
gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato. Nesse sentido, Silva et al., (2019)
relataram maior abundancia da enzima GAPDH no proteoma de novilhos, com maior
teor de IMF, quando comparados a touros Nelore. No presente estudo, essa enzima
também foi mais abundante nos bovinos que receberam a suplementacdo com vit.A,

de forma a explicar, possivelmente, o maior IMF encontrado nesses animais.
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A anidrase carbdnica (CA3) tem a funcéo de hidratacdo reversivel do didxido
de carbono (CO2) e esta intimamente relacionada ao aumento do metabolismo
oxidativo (SEVERINO et al., 2022). Em estudos protedmicos realizados com novilhos
de origem asiética, Qinchuan (ZHANG et al., 2010) e Hanwoo (SHEN et al., 2012), o
CA3 foi menos expresso em animais com mais IMF. Esses resultados corroboram o
presente estudo no qual a proteina CA3 foi mais expressa no grupo dos animais com
menor grau de marmoreio (tratamento controle). Outras enzimas relacionadas a
producdo de carne com marmoreio, como a miosina, a mioglobina e o colageno,
também apresentam baixa abundancia em animais com alto marmoreio (SHEN et
al., 2012).

Além disso, a creatina quinase Tipo M (CKM) desempenha um papel central
na transformacédo de energia em tecidos que demandam energia, como o musculo
esquelético (HORNEMANN et al., 2003). A maior abundancia de CKM no LT do
tratamento com vit.A pode ter contribuido para a tendéncia observada na variavel FC
(maciez da carne). Os resultados desta pesquisa estdo de acordo com o estudo de
Santiago (2021), em que o autor investigou o proteoma muscular post-mortem em
touros e novilhos mesticos e encontrou a maior abundancia de CKM em novilhos, o
gue pode ter favorecido a menor FC nesses animais quando comparados aos
touros.

Relatou-se que a Vit.A estimula o metabolismo oxidativo do musculo
esquelético em bovinos de corte (WANG et al., 2018), o que esta associado a um
aumento da deposicdo de IMF (HWANG et al., 2010). Portanto, como os bovinos
suplementados e ndo suplementados com vit.A foram alimentados com a mesma
dieta, as quantidades de propionato e glicose disponiveis para o metabolismo do
musculo esquelético foram provavelmente semelhantes. Assim, a maior abundancia
da proteina MDH2 no musculo esquelético de animais suplementados com vit.A
pode indicar um aumento da conversdo de malato em oxaloacetato dentro da
mitocdndria, sugerindo um maior metabolismo oxidativo do musculo esquelético, o
gue pode ter contribuido para o aumento da IMF nesses animais.

Cho et al., (2016) analisaram a abundancia de proteinas relacionadas ao IMF
e a gordura visceral em vacas e touros e relataram que a abundancia de TPM2 em

tecidos adiposos foi menor em touros em comparagao com as vacas, sugerindo que
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TPM2 esta positivamente associado ao escore de marmoreio. Os dados referido
trabalho demonstraram que a TPM2 foi mais abundante nos animais que
apresentaram maior teor de IMF (vit.A), o que indica que a TPM2 pode contribuir
para o acumulo de lipidios na carne.

De acordo com estudos presentes na literatura (BALDASSINI et al., 2015;
GOBERT et al., 2014), proteinas da familia HSPs sdo potenciais biomarcadores de
protedlise, assim, as proteinas HSP60 e HSPA8, quando mais abundantes em
bovinos machos néo castrados, prejudicaram a maciez da carne (SANTIAGO, 2021).
Nesse sentido, as proteinas de choque térmico tém diversas funcdes e propriedades
antiapoptéticas e podem contribuir para retardar a apoptose post mortem (OUALI et
al., 2013) e, portanto, também influenciar a maciez e a conversdo do musculo em
carne (GAGAOUA et al., 2021). No presente estudo, a HSPAS8 foi expressa no grupo
controle, o que pode ter contribuido para a maior forca de cisalhamento na carne
desses animais.

As proteinas miofibrilares a-actina (ACTA1), B-actina (ACTB), y-actina
(ACTG1) e MYH1 foram significativamente abundantes no grupo dos animais que
apresentaram uma tendéncia (P = 0,07) para carne mais macia (Vvit.A).
Normalmente, estas proteinas tém sido associadas com a maciez da carne de
bovinos. Por exemplo, a a-actina foi proposta como preditor precoce e adequado da
protedlise post mortem para a maciez da carne em bovinos da raca Norwegian Red
(BJARNADOTTIR et al., 2012) e também foi observada e associada & maciez da
carne de bovinos da raca Nelore (ROSA et al., 2018). Da mesma forma, conforme
observado neste trabalho, estudos tém relacionado a MYH1 como um bom
biomarcador de maciez da carne bovina (GAGAOUA et al., 2019; GAGAOUA;
BONNET; PICARD 2020; ZHAO et al., 2014; PICARD et al., 2014).

A proteina TUBA4A (cadeia Tubulina alfa-4A) é uma proteina estrutural do
citoesqueleto. As tubulinas sdo o principal bloco de construcdo dos microtubulos,
gue desempenham um papel essencial na manutencdo da estrutura celular e
realizam o transporte intra e intercelular (KILNER et al., 2016). Foi demonstrado que
alteracdes nas proteinas do citoesqueleto participam da deposicdo de IMF em
frangos (CUI et al., 2012) e bovinos (POLETI et al., 2018; TAYE et al., 2017). Assim,

acredita-se que a variacdo da TUBA4A pode influenciar a deposicdo de IMF em
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frangos e bovinos. Além disso, encontramos a proteina TUBA4A expressa no grupo
vit.A e pode ter influenciado a maior deposi¢ao de IMF nesses animais.

Entre as varias proteinas que foram mais expressas no tratamento Vit.A,
destacam-se aquelas relacionadas ao metabolismo energético (LDHA, GAPDH,
ENO3, TPI1 e CKM). Os genes que codificam essas moléculas foram descritos em
outros estudos em bovinos de corte como biomarcadores de caracteristicas de
carcaca e qualidade da carne, como crescimento muscular (SILVA-VIGNATO et al.,
2017), IMF (GAGAOUA et al. 2020), maciez (GAGAOUA et al.,, 2021) e cor
(PICARD; GAGAOUA, 2017). No presente estudo, proteinas como TPI1, CKM,
ENO3, LDHA e GAPDH foram mais abundantes no musculo LT dos animais do
tratamento vit. A. Esse resultado também pode ser relacionado ao maior IMF na

carne desses animais.

2.5 Concluséo

A administracdo de vitamina A na fase neonatal em bezerros aumentou a
deposicdo de IMF no musculo LT dos bovinos sem alterar outras caracteristicas de
carcaca (PCQ, AOL e EGS) e cor da carne. A tendéncia do amaciamento da carne
dos animais que receberam injecao intramuscular de vitamina A pds-natal, nesse
sentido, pode estar relacionada com a maior deposi¢cao de gordura intramuscular.

A maior abundancia das proteinas do metabolismo energético (LDHA, MDH2,
GAPDH, ENO3, TPI1 e CKM), contracdo muscular (ACTA1, ACTB, ACTG1, TPM2,
MYH1 e TNNT3), ligacdo proteica, transporte e sinalizacdo (TUBA4A), bem como
alteracdes no proteoma do tecido muscular em resposta a injecao intramuscular de
vitamina A pds-natal contribuiu para melhores caracteristicas de qualidade da carne
em bovinos cruzados terminados em confinamento. Diversas proteinas encontradas
como mais abundantes no tratamento com vitamina A sdo marcadores robustos de
caracteristicas de interesse econémico na carne bovina, tais como gordura

intramuscular (marmoreio) e maciez.
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