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RESUMO GERAL 

Embora o perfil proteômico do músculo longissimus thoracis tenha sido relatado em estudos 

no Brasil e em outros países, dados disponíveis na literatura sobre alterações no proteoma de 

bovinos, ainda são poucos, particularmente sobre mudanças no perfil das proteínas e na 

interação com mineral em bovinos de corte. Na raça Nelore essas dificuldades se tornam ainda 

maiores. Artigo 1 (Capitulo II): o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de 

diferentes níveis de Farelo de Glúten de Milho (DCGF – “Dry Corn Gluten Feed”) na dieta de 

terminação de bovinos Nelore, machos, não castrados, sobre características da qualidade da 

carne e do metaloproteoma do tecido muscular e da carne. Artigo 2 (Capitulo III): objetivou 

avaliar a inclusão de diferentes níveis de DCGF no perfil mineral e proteico 

(metaloproteomico) do tecido hepático de bovinos Nelore na terminação em confinamento e 

sobre a expressão de importantes proteínas no metabolismo animal. Para isto, foram utilizados 

120 bovinos, machos não castrados, Nelore, com peso médio inicial de 361 kg, oriundos de 

pastagem, do mesmo rebanho. As dietas experimentais foram compostas de diferentes níveis 

de inclusão de DCGF (0%, 18%, 36% e 54%) em substituição ao milho grão. Após a coleta 

das amostras biológicas, foi obtido o proteoma por 2D PAGE, e utilizando o ImageMaster 2D 

Platinum 7.0, foi realizadas análises de expressão dos spots proteicos. A identificação das 

proteínas foi feita por cromatografia líquida–espectrometria de massa (LC-MS/MS). Após isso, 

foram determinados os minerais por espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) 

e forno de grafite (GFAAS). Por fim, estudos de bioinformática através de softwares 

específicos, foram identificos os níveis funcionais, vias metabólicas e interações metal-

proteína. Os resultados mostraram diferenças na expressão de proteínas do tecido muscular e 

da carne. Porem o Farelo de Glúten de Milho (DCGF) não se mostrou prejudicial à saúde 

hepática, sendo o ferro e o zinco os principais minerais do estudo, aparecendo em maiores 

frequências nos spots proteicos. A inclusão de DCGF nas dietas de terminação aumentou a 

ingestão de matéria seca, o ganho de peso diário, e o peso corporal final de bovinos Nelore. 

Diante disso, é indicado o uso do Farelo de Glúten de Milho seco como alternativa viável para 

inclusão na dieta quando se trata desses parâmetros, uma vez que não afetou negativamente o 

produto final, nem apresentou prejuízo à saúde animal. 

 

Palavras-chave:  tecido muscular e hepático, nutrição animal, metaloproteômica, perfil 

mineral-proteico, 2D-PAGE, GFAAS e FAAS, LC-MS/MS.  

 



ABSTRACT  

Although the proteomic profile of the longissimus thoracis muscle has been reported in studies 

in Brazil and in other countries, the data available in the literature on alterations in the bovine 

proteome are still few, mainly on alterations in the protein profile and in the interaction with 

minerals in beef cattle. In the Nelore breed these difficulties become even greater. Manuscript 

1 (Chapter II): the goal of the present study was to evaluate the effects of different levels of 

Corn Gluten Flour (DCGF – “Dry Corn Gluten Feed”) in the finishing diet of uncastrated male 

Nellore cattle on  beef quality and the metalloproteome of muscle tissue and meat. Manuscript 

2 (Chapter III): aimed to evaluate the inclusion of different levels of DCGF in the mineral and 

protein (metalloproteomic) profile of the liver tissue of Nellore cattle in feedlot finishing and 

in the expression of important proteins in animal metabolism. For this, 120 bovines, not 

castrated males, of the Nelore breed, with an average initial weight of 361 kg, coming from 

pasture, from the same herd, were used. The experimental diets were composed of different 

levels of inclusion of DCGF (0%, 18%, 36% and 54%) in replacement of corn grain. After the 

collection of biological samples, the proteome was obtained by 2D PAGE, and using 

ImageMaster 2D Platinum 7.0, analyzes of expression of protein spots. Protein identification 

was performed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS). Then, the minerals 

were determined by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) and graphite furnace 

(GFAAS). Finally, bioinformatics studies were identified using specific software, functional 

levels, metabolic pathways and metal-protein interactions. The results showed differences in 

the expression of muscle tissue and meat proteins. However, corn gluten meal (DCGF) was not 

shown to be harmful to liver health, with iron and zinc being the main minerals in the study, 

appearing more frequently in protein spots. The inclusion of DCGF in finishing diets increased 

dry matter intake, daily weight gain and final body weight of Nellore cattle. Therefore, the use 

of dry corn gluten meal is indicated as a viable alternative for inclusion in the diet when it 

comes to these parameters, since it did not negatively affect the final product, nor did it harm 

animal health. 

 

Keywords: muscle and liver tissue, animal nutrition, metalloproteomics, mineral-protein 

profile, 2D-PAGE, GFAAS and FAAS, LC-MS/MS.
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 1 

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo o maior exportador e 2 

segundo maior produtor de carne bovina (USDA, 2020), produzindo cerca de 9,9 milhões de 3 

toneladas ao ano (DEPEC, 2019), ficando em segundo lugar nas fontes de proteína animal 4 

produzidas no país, atrás somente da carne avícola. O consumo de carne bovina, segundo o 5 

Departamento de Pesquisas e Estudos Econômicos (2019), é estimado hoje em 31,5 6 

kg/habitante/ano, representando uma parcela significativa como fonte proteica no país. 7 

Dentre os alimentos, a carne vermelha é uma das fontes mais nutritivas usadas no consumo 8 

humano, sendo principalmente fonte de proteínas de alta qualidade, minerais, vitamina A e 9 

vitaminas do complexo B (ABERLE, 2001). 10 

Considerado um alimento nobre, a carne sempre teve uma posição de destaque na mesa das 11 

famílias ocidentais, destacando-se entre os alimentos mais consumidos, apresentando alto teor e 12 

valor biológico de suas proteínas e quantidades significativas de vitaminas do complexo B e 13 

minerais como ferro e zinco, que atendem em grande parte às necessidades nutricionais humanas 14 

(BRASIL, 1988; HOLM & MOHL, 2000), além de fósforo, potássio, e magnésio (ROÇA, 2007). 15 

Sendo assim, dentre várias fontes alimentares existentes à disposição do homem, a carne é o 16 

alimento que sempre esteve presente durante toda evolução (RAMOS, 2008). 17 

Com 21% de proteína em média, a carne bovina auxilia no suprimento das necessidades 18 

nutricionais de um humano, que se dá por 0,8g/kg de peso corporal, sendo necessária a ingestão 19 

de duas porções de carne diárias (125g/porção), se considerada como fonte proteica única para um 20 

adulto de aproximadamente 70 kg. Rica em aminoácidos, dentre eles pode-se destacar o triptofano, 21 

que auxilia na produção do hormônio do crescimento, na síntese proteica, estimula a secreção de 22 

insulina e regula mecanismos fisiológicos, sendo essencial para a produção do neurotransmissor 23 

serotonina (ROSSI; TIRAPEGUI, 2004). Além disso, é capaz de fornecer também os outros oito 24 

aminoácidos essenciais de que o ser humano necessita, sendo eles: fenilalanina, valina, treonina, 25 

metionina, leucina, isoleucina, lisina e histidina. 26 

Além disso, a carne transformou-se um alimento de grande consumo, podendo ser usada 27 

como indicador de desenvolvimento econômico. Observando que, com o crescimento econômico 28 

de um país, há também uma elevação no consumo de carnes e produtos cárneos. Nos EUA, o 29 

consumo de carnes, incluindo carne bovina, suína e de aves em 2006, foi estimado em 119,8 30 

Kg/pessoa/ano (em equivalente carcaça), enquanto no Brasil este consumo é de 80,5 31 

Kg/pessoa/ano (ANUALPEC, 2006). 32 
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Com o passar do tempo, vem aumentando a preocupação por produção de um alimento de 1 

melhor qualidade, tendo em vista, mudanças notórias no comportamento dos consumidores, 2 

havendo uma procura crescente por alimentos equilibrados do ponto de vista nutricional. O 3 

aumento da preocupação dos consumidores sobre os aspectos nutricionais dos alimentos resulta da 4 

constatação de que a dieta influencia diretamente na saúde (CARRANÇA, 2021), além de também 5 

levar em conta o modo como as animais são criados e abatidos. No futuro, a produção de carne 6 

vermelha sofrerá as alterações necessárias, impostas pelos consumidores e pelas entidades 7 

mundiais de saúde, para garantir um abastecimento de carne com qualidade e salubridade 8 

excelentes, mantendo um adequado binômio nutrição/saúde (LOPES, 2015).  9 

Além disso, há outros dois fatores que interferem no consumo de carne: a preocupação com 10 

a saúde, como o aumento do colesterol por exemplo, e a preocupação de parte da população com 11 

o modo em que os animais são criados e abatidos  12 

São poucos os estudos acerca da preferência do consumidor brasileiro, porem alguns aspectos 13 

são na compra de carne, por ordem de importância, segurança alimentar (onde a origem e a marca 14 

do produto são fundamentais), tipo e tamanho de corte, coloração, gordura de cobertura e maciez 15 

da carne. Portanto, o aspecto visual influencia muito. Geralmente o consumidor observa traços 16 

fenotípicos mais importantes como a cor da carne e tamanho do corte e, principalmente, a 17 

quantidade de marmoreio ou gordura intramuscular e gordura subcutânea, assim há maior 18 

possibilidade de predizer se a carne é macia e suculenta, (MAZZUCHETTI et al., 2004; 19 

CHARDULO et al. 2013; VEISETH-KENT, et al., 2018). 20 

Mecanismos moleculares associados às possíveis diferenças fenotípicas na carne desses 21 

animais ainda são pouco avaliados. A informação proteômica gerada contribui para uma melhor 22 

compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes às variações de características músculo 23 

esquelético bovino, como por exemplo, a variação do pH (POLETI, et al., 2018). Na literatura, é 24 

possível encontrar estudos sobre alterações moleculares associadas às características de qualidade 25 

de carne bovina como maciez e marmorização (SHEN et al., 2012; OUALI et al., 2013; 26 

BALDASSINI et al., 2015). No entanto, mais estudos são necessários sobre essas importantes 27 

características de qualidade para indústria e consumidores. 28 

A proteômica e/ou metalômica podem responder/esclarecer alguns mecanismos do 29 

organismo animal. A proteômica envolve o estudo das propriedades das proteínas, como o nível 30 

de expressão, modificações pós-trasducionais e interações, de modo a obter uma visão geral dos 31 

processos celulares (BINNECK, 2014). A metalômica, recente linha científica, permitiu a 32 

integração de estudos tradicionalmente analíticos com estudos bioquímicos e fisiológicos. Assim, 33 

estudos metalômicos nos organismos vivos podem fornecer informações importantes sobre como 34 
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uma espécie metálica e/ou metalóide está distribuído e coordenado às proteínas, como também, 1 

sua essencialidade e/ou toxicidade, além de sua concentração individual, contribuindo assim no 2 

melhor entendimento dos aspectos fisiológicos e funcionais das proteínas (GARCIA et al., 2006). 3 

Inserido na metalômica, a “metaloproteômica”, estuda íons metálicos e/ou metalóides que estão 4 

complexados às proteínas e/ou enzimas (GARCIA et al., 2006). 5 

Nesse contexto a metaloproteômica permite a identificação/caracterização de proteínas 6 

biomarcadoras associadas aos macro e microminerais. O aumento ou diminuição de expressão 7 

dessas metaloproteínas e/ou metal binding protein, frente às diferentes estratégias nutricionais 8 

poderão contribuir para o melhor entendimento na composição do proteoma/metaloproteoma de 9 

bovinos.  10 

 

1- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 11 

1.1 QUALIDADE DE CARNE  12 

A qualidade da carne bovina é definida por diversos fatores, dentre eles, valor nutricional e 13 

aspectos sensoriais (ROTA et al., 2004). O grupo genético, a categoria sexual (NOGALSKI et al., 14 

2018), e a dieta são frequentemente avaliados como influenciadores dessas características 15 

(NUERNBERG et al.,2005), bem como na quantidade da gordura, no pH, na cor, e na presença de 16 

antioxidantes (REIS, 2017). 17 

Os aspectos sensoriais, também conhecidos como características organolépticas, englobam 18 

atributos como cor, brilho, maciez, sabor, suculência, textura e odor e, mais além, aspectos 19 

relacionados à gordura, como cor, gordura de cobertura e marmoreio (FARMER & FARRELL, 20 

2018). Consideram-se ainda fundamentais outros dois fatores para que a carne seja avaliada quanto 21 

à sua qualidade (LADEIRA et al., 2019), sendo a sanidade definida como a carga mínima de 22 

contaminantes e patógenos exigidos por lei para carnes e embutidos, e a composição química, que 23 

refere-se aos parâmetros nutricionais envolvendo teores de proteína, vitaminas, minerais, e perfil 24 

de ácidos graxos, além da proporção de músculo e gordura. A composição química, bem como as 25 

características organolépticas, estão intimamente ligadas ao manejo nutricional ao qual os animais 26 

são submetidos, e relacionam-se também aos níveis de aceitabilidade do consumidor no momento 27 

da escolha do produto (FERREIRA et al., 2019). Portanto, a qualidade da dieta interfere 28 

diretamente na qualidade da carne (BURGGRAAF et al., 2020), e os estudos nessa área vem sendo 29 

constantemente explorados através de alternativas como o uso de coprodutos da indústria de milho 30 

(REIS et al., 2019; ROEBER et al., 2005) e aditivos alimentares (ORNAGHI et al., 2020), 31 

(RABELO et al., 2016). 32 
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Um dos principais indicadores de qualidade da carne avaliados na atualidade é o marmoreio, 1 

que representa a gordura intramuscular, encontrada no entremeio do corte cárneo. Existem diversas 2 

correlações entre o marmoreio e a palatabilidade da carne, tornando esta uma característica de 3 

importância econômica (PICARD & GAGAOUA et al., 2017), uma vez que influencia na escolha 4 

do consumidor (SMITH et al., 1988). Estudos anteriores associam diversos aspectos nutricionais 5 

à capacidade de deposição da gordura intramuscular, sendo o amido um importante nutriente 6 

utilizado pelo metabolismo lipogênico. Através da digestão, os ruminantes são capazes de 7 

transformar o amido que chega ao rúmen em ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), especialmente 8 

ácido propiônico, também chamado de propionato, importante precursor da glicose. A glicose dá 9 

origem às moléculas de acetil-CoA, substrato da lipogênese. Sabe-se então que dietas contendo 10 

altos teores de amido tendem a aumentar o teor de marmoreio da carne (SMITH & GROUSE, 11 

1984) e, nesse contexto, a inclusão de coprodutos como o farelo de glúten de milho podem 12 

potencialmente reduzir a gordura intramuscular, uma vez que possuem menores proporções de 13 

amido quando comparado ao milho. 14 

Análises moleculares indicam a possibilidade da existência de biomarcadores da qualidade, 15 

que podem apresentar grande importância para a indústria da carne, a qual deve buscar satisfazer 16 

as expectativas e exigências dos consumidores visando agregar valor ao produto final. Nesse 17 

contexto, a proteômica, área de pesquisa que envolve a análise global de proteínas celulares, 18 

usando técnicas bioanalíticas como a eletroforese bidimensional, espectrometria de massas e 19 

bioinformática, pode trazer resultados inovadores. Embora o perfil proteômico do músculo 20 

longissimus thoracis tenha sido relatado em estudos no Brasil (BALDASSINI et al., 2018; 21 

POLETI et al., 2018) e em outros países (SHEN et al., 2012), dados disponíveis na literatura sobre 22 

alterações no proteoma de bovinos, ainda são poucos, particularmente sobre mudanças no perfil 23 

de proteínas em bovinos de corte (RAMOS; KERLEY, 2014). Na raça Nelore essas dificuldades 24 

se tornam ainda maiores devido ao pequeno número de animais com esse fenótipo avaliado, além 25 

de pouco conhecimento sobre os parâmetros genéticos dessa característica na raça. Dessa forma, 26 

utilizar a proteômica como ferramenta para conhecer as proteínas e os processos bioquímicos 27 

envolvidos nos mecanismos que definem aspectos como a maciez e marmorização da carne podem 28 

auxiliar na complementação dos métodos quantitativos de melhoramento. 29 

Estudos prévios com bovinos de corte terminados em confinamento, indicam que a inclusão 30 

do Farelo de Glúten de Milho na dieta pode aumentar a susceptibilidade de oxidação da carne com 31 

possíveis efeitos na estabilidade de cor, sabor, dentre outras características da carne, associadas a 32 

proteínas. Assim, o desenvolvimento de novas estratégias de estudo utilizando ferramentas 33 
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proteômicas poderá contribuir significativamente na identificação e caracterização de proteínas 1 

biomarcadoras associadas à características da carne. 2 

Por fim, compostos e/ou formulações contendo minerais são de extrema importância quando 3 

se avaliam características da carne. O fósforo, o potássio, o sódio e o magnésio são os minerais 4 

presentes em maiores concentrações na carne bovina. Apesar do ferro não se encontrar entre os 5 

minerais com maiores concentrações na carne, classifica-se como importante na carne bovina, pois 6 

quando comparado com o obtido em alimentos de origem vegetal, o ferro de origem animal é 7 

absorvido de 3 a 5 vezes mais rapidamente (LAWRIE, 2004). O zinco também encontra-se em 8 

concentração considerável na carne bovina (3,5 mg 100 g-1) satisfazendo 33% e 50% dos valores 9 

diários, para homens e para mulheres, respectivamente (DOMENE, 2002). Diversos grupos 10 

genéticos tiveram suas carnes avaliadas quanto ao teor de minerais, quando foram submetidos a 11 

dietas com ou sem inclusão de gordura vegetal complexada com sais de cálcio e foram verificadas 12 

diferenças significativas entre os teores de fósforo, magnésio e cálcio, enquanto os minerais 13 

potássio e sódio não diferiram entre os grupos genéticos (JAEGER et al, 2004).  14 

 

1.2 FARELO DE GLÚTEN DE MILHO (DCGF)  15 

A grande extensão territorial e a variabilidade climática ao longo do ano fazem do Brasil um 16 

país com sazonalidade produtiva de diversas culturas, o que leva a uma oscilação do preço dos 17 

insumos utilizados na alimentação animal, principalmente de produtos como milho e soja. A 18 

dinâmica da precificação desses produtos tem grande influência sobre os custos de produção da 19 

carne bovina (VEIGA, 2017) e, por essa razão, diversos estudos buscam avaliar dietas alternativas, 20 

que possibilitem a diminuição dos custos sem prejudicar a eficiência dos animais. Nesse contexto, 21 

o uso de coprodutos vêm sendo amplamente difundidos na bovinocultura de corte. 22 

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho no mundo, com 102 milhões de toneladas 23 

produzidas na safra 2019/20, atrás dos Estados Unidos e da China, que produziram 346 e 260 24 

milhões de toneladas respectivamente (USDA, 2020). Em razão da sua elevada produtividade e do 25 

seu potencial de desenvolvimento de inúmeros novos produtos, o milho e seus produtos 26 

secundários são amplamente empregados (STRAZZI, 2015).  27 

Os produtos secundários são oriundos do processamento industrial, denominados 28 

coprodutos, e são fontes de proteína, energia, fibra, vitaminas e minerais. O grão de milho é 29 

processado e fermentado, originando amido e glicose para uso humano, e outros produtos como 30 

farelo de gérmen, farelo de glúten de milho, e produtos da destilaria do milho (ELLIS, 1950). 31 
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A figura 1 representa o fluxograma do processamento do milho. A primeira parte do processo 1 

envolve a moagem, que pode ser seca ou úmida. Na moagem seca os grãos de milho são moídos 2 

integralmente, e posteriormente fermentados, gerando etanol e coprodutos oriundos do 3 

componente sólido da destilação. Na moagem úmida, conforme mostra a figura 1, o grão é 4 

inicialmente fracionado em seus componentes principais, como amido, proteína, fibra, e óleo, e o 5 

amido segue também para a produção de etanol (PAPAGEORGIOU et al., 2018; NICHOLS et al., 6 

2006). A partir da moagem úmida, diversos produtos e coprodutos são gerados na indústria. O 7 

amido é considerado o produto primário, de maior importância comercial, e além de participar da 8 

indústria alcooleira, pode sem utilizado na indústria alimentícia, em suas formas processadas em 9 

glicose, maltodextrina e espessantes, utilizados para confeitaria, na indústria farmacêutica, 10 

produzindo aminoácidos e vitaminas, ou ainda na indústria têxtil, gerando embalagens e adesivos 11 

(MENEGHETTI & DOMINGUES, 2008; PAPAGEORGIOU et al., 2018; NICHOLS et al., 2006).  12 

 

 

 

Ao chegar no tanque de maceração, o milho entra em contato com correntes contínuas de 13 

água sulfatada, que enfraquecem as ligações de enxofre entre o amido e a proteína, amolecendo o 14 

grão de milho. A água oriunda da maceração é separada da massa de grãos, e passa pelo processo 15 

de evaporação até atingir aproximadamente 50% de umidade. Um importante coproduto utilizado 16 

na alimentação animal e na agricultura é obtido através dessa água, chamado comercialmente de 17 

Figura 1: Fluxograma do processo de moagem úmida do milho, com destaque para a obtenção do Farelo de Glúten 
de Milho. Adaptado de: Fernandes, 2003. 
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Mazoferm® ou Milhocina® (MENEGHETTI & DOMINGUES, 2008). Na fase seguinte, através 1 

de nova moagem, o gérmen é separado dos demais componentes, e posteriormente, após extração 2 

do óleo, o gérmen origina um outro coproduto, conhecido como gérmen desengordurado de milho 3 

ou torta de gérmen (MENEGHETTI & DOMINGUES, 2008). A massa que sobra passa por mais 4 

um processo de moagem, no qual separam-se pericarpo e endosperma. O pericarpo é 5 

posteriormente misturado à água de maceração do milho e ao gérmen desengordurado, dando 6 

origem ao farelo de glúten 21 (MENEGHETTI & DOMINGUES, 2008), utilizado no presente 7 

estudo.  8 

Esse farelo é composto pela fibra em detergente neutro (FDN) do milho, glúten, o amido que 9 

não foi removido pela moagem, e os demais nutrientes da água de maceração e do gérmen 10 

desengordurado. O coproduto é comercializado sob o nome de Promill® ou Refinazil®, e consiste 11 

em 88,32 ± 1,99% de matéria seca, 23,33 ± 2,47% de proteína bruta, 3,81 ± 0,96% de extrato 12 

etéreo, 35,60 ± 4,36% de FDN (fibra em detergente neutro), 7,68 ± 1,63% de matéria mineral, e 13 

15,67 ± 4,62% de amido na matéria seca. Existe ainda um outro coproduto utilizado na alimentação 14 

animal chamado de farelo de glúten de milho 60, oriundo do processo de separação do amido e do 15 

glúten presentes no endosperma do milho (MENEGHETTI & DOMINGUES, 2008). 16 

Existem alguns estudos avaliando o uso do farelo de glúten de milho, porém para vacas 17 

leiteiras. Boddugari et al. (2001) trabalharam em dietas com mistura de coprodutos do milho 18 

(farelo de glúten de milho, farelo de gérmen de milho, água de maceração e fontes de PNDR 19 

(proteína não degradável no rúmen)) que apresentavam teores de proteína bruta de 23%, FDN 20 

(fibra em detergente neutro) de 40% e extrato etéreo de 2,6% na matéria seca. Milho e farelo de 21 

soja foram os produtos substituídos pelo composto de coprodutos, em diferentes tratamentos, nos 22 

níveis de 0, 50, 75 e 100%. Foram encontrados resultados de redução no consumo de matéria seca 23 

(CMS) com a inclusão dos coprodutos, porém não houve diferença significativa na produção de 24 

leite. Weiss (2019) também avaliou o composto de coprodutos, assim como o tratamento com 25 

100% de Boddugari et al., (2001) substituindo o concentrado controle pelos coprodutos, formando 26 

uma dieta com teor de FDN de 38% e amido de 21%, enquanto a dieta controle possuía teores de 27 

FDN e amido de 31%. Da mesma forma que Boddugari et al. (2001), foram encontradas reduções 28 

no CMS com a utilização dos coprodutos, porém com diferenças na produção de leite, reduzida 29 

em 2,3 kg no tratamento com coprodutos. Um outro estudo realizado por Mowrey et al. (1999) 30 

utilizou a substituição do milho e do farelo de soja (nas proporções de 25% e 50%) por mistura de 31 

coprodutos fibrosos (composto por farelo de glúten de milho 21, farelo de glúten de trigo e casca 32 

de soja) em dietas isoproteicas com teores de FDN crescentes à medida que aumentavam os 33 

coprodutos da dieta. Mowrey et al. (1991) não encontraram diferenças no CMS e na produção de 34 
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leite entre os tratamentos, porém foi verificada diferença significativa nos teores de gordura do 1 

leite, sendo maiores para os tratamentos com coprodutos.  2 

Poucos são os estudos sobre o uso do farelo de glúten de milho 21 em dietas de bovinos de 3 

corte. Faltam estudos dessa natureza, e ainda análises que envolvam alterações na qualidade do 4 

produto final. 5 

 

1.3.METALOPROTEÔMICA 6 

A proteômica envolve o estudo das propriedades das proteínas, como o nível de expressão, 7 

modificações pós-transducionais e interações, de modo a favorecer a visão geral dos processos 8 

celulares (BINNECK, 2014). 9 

Diferente do genoma, o proteôma não é estático, podendo mudar com o desenvolvimento do 10 

organismo ou ser influenciado pelo ambiente externo. Definido como o conjunto de todas as 11 

proteínas existentes em um fenótipo molecular específico, que podem sofrer mudanças 12 

influenciadas pelo ambiente, portanto é possível obter-se mais informação do organismo estudando 13 

o extrato proteico (LANÇAS et al., 2003). 14 

No campo da ciência da carne, a importância da proteômica é ilustrada por um grande número 15 

de artigos e análises sobre suas aplicações para caracterizar os mecanismos celulares e moleculares 16 

relacionados com a qualidade da carne, com o músculo esquelético no contexto da produção 17 

animal, ou com características biológicas e doenças dos animais (PICARD et al., 2010; 18 

D'ALESSANDO & ZOLLA, 2013; FRANCO et al., 2015). 19 

Neste contexto, estudos proteômicos aplicados às características da carne bovina como 20 

maciez, pH, sabor, coloração, dentre outros, levaram nos últimos anos a um aumento substancial 21 

do conhecimento neste campo, confirmando o importante papel do metabolismo energético e da 22 

proteólise na conversão de músculo em carne. As descobertas cumulativas dão aos pesquisadores 23 

uma melhor compreensão das modificações post-mortem e do impacto no desenvolvimento da 24 

maciez da carne. O tipo de músculo e os efeitos da raça foram elucidados identificando vias 25 

biológicas que são específicas e independentes do tipo de músculo. Proteínas ligadas a funções 26 

biológicas específicas foram propostas como biomarcadores que poderiam ser aplicados no futuro 27 

para a previsão de rotina de maciez. Portanto, conhecimento e desenvolvimento de ferramentas de 28 

fenotipagem, fazendo uso desses biomarcadores, pode com o tempo ser usado por pecuaristas, 29 

criadores e indústrias do setor de carne bovina, seja em carcaças ou em animais vivos (PICARD; 30 

GAGAOUA, 2017). 31 

O uso de técnicas como separação de proteínas pela técnica 2D PAGE e a caracterização 32 

Espectrometria de Massas (MS) representa uma estratégia de análise consolidada para avaliação 33 
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de alterações no proteoma (ZHAO et al., 2006; SUN et al., 2007; ZHANG et al., 2012). Sendo 1 

assim, as modulações nas dietas fornecidas aos animais podem alterar o proteoma do bovino, 2 

auxiliando em estratégias de suplementação alimentar e melhor entendimento de como esta prática 3 

pode afetar a produção animal (Figura 2).  4 

 

1.3.1. Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)  5 

Embora os primeiros trabalhos utilizando a 2D PAGE são datados a partir de 1975, a 2D 6 

PAGE é muito utilizada no fracionamento de proteomas a partir de amostras complexas, atraindo 7 

os pesquisadores pelo seu alto poder de resolução, podendo fracionar, teoricamente, proteomas 8 

que apresentam até 10.000 spots por gel (O’FARREL, 1975; GARCIA et al., 2006; BALDASSINI 9 

et al., 2015).   10 

Na 2D PAGE, a primeira dimensão do processo de fracionamento do proteoma, compreende 11 

a focalização isoelétrica (IEF), as proteínas são separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico 12 

(pI) em fitas contendo géis com um determinado gradiente de pH. Em seguida, as fitas IEF são 13 

submetidas a um campo elétrico, provocando a migração das proteínas até uma faixa de pH 14 

referente ao seu ponto pI. Nessa faixa de pH, as proteínas ficarão com carga total neutra, 15 

interrompendo sua migração no gel da fita IEF (O’FARRELL, 1975, GARCIA et al., 2006). Na 16 

etapa seguinte (SDS-PAGE), as fitas IEF contendo as proteínas separadas em função dos 17 

respectrivos pI, são tratadas com o surfactante dodecil sulfato de sódio (SDS), o que confere carga 18 

negativa às estruturas das macromoleculas. As fitas IEF são transferidas em seguida, para o fronte 19 

de placas de vidro contendo gel de poliacrilamida, colocadas previamente no sistema de corrida 20 

eletroforético (cuba de vidro contenho tampão de corrida e fonte). Em seguida, aplica-se um campo 21 

elétrico ao sistema utilizando programação de tensão e corrente específica. Nessas condições, as 22 

proteínas por apresentarem cargas negativas, migram para o polo positivo, ocorrendo a seperação 23 

das macromoléculas em função das suas respectivas massas moleculares.  Posteriormente, os géis 24 

bidimensionais são tratados com solução corante (normalmente solução Coomassie blue coloidal) 25 

para revelação dos spots proteicos. Após lavagens sucessivas para remoção do excesso de corante, 26 

os géis são analisados quanto a repetibilidade e reprodutibilidade, número de spots, identificação 27 

da massa molecular e pI dos spots e expressão proteica, utilizando softwares específicos (GARCIA 28 

et al., 2006).   29 

Essa técnica de separação é utilizada em estudos metaloproteômicos uma vez que é capaz de 30 

fracionar as proteínas e preservar a estratura metaloproteica, possibilitanto a posterior análise de 31 

mineirais por espectrometria de fuorescência de raio-x, como utilizado por MORAES et al. (2012), 32 
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e por espectrometria de absorção atômica, por VIEIRA et al., (2015). Sem a utilização da 2D-1 

PAGE não seria possível mapear os possíveis mineriais ligados às proteínas das amostras. 2 

 

1.3.2. Espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) e forno de grafite (GFAAS) 3 

A espectrometria de absorção atômica pode empregar como atomizadores chamas (FAAS) 4 

ou fornos de grafite (GFAAS), e a padronização interna pode ser aplicada em ambas as técnicas. 5 

A FAAS se baseia na aspiração e nebulização de uma solução, o aerossol gerado atingirá a chama 6 

onde ocorrerão os processos de atomização formando átomos gasosos no estado fundamental que 7 

absorbem parte da radiação emitida pela fonte, o restante da radiação é transmitida e direcionada 8 

para o sistema de seleção do comprimento de onda e, em seguida, ao detector. Pela relação 9 

logarítmica entre a radiação incidente (I0) e a radiação transmitida (It) é calculada absorbância, a 10 

qual é proporcional à concentração (WELZ; SPERLING, 1999). 11 

A GFAAS se baseia na injeção de uma alíquota fixa da amostra no interior de um tubo de 12 

grafite, a amostra é então submetida a um programa de aquecimento do atomizador constituído de 13 

quatro etapas: secagem, pirólise, atomização e limpeza. Na etapa de atomização a amostra é 14 

vaporizada formando a nuvem atômica contendo o analito, sendo que nesta etapa ocorre a absorção 15 

da radiação proveniente da fonte pelos átomos gasosos no estado fundamental (BUTCHER; 16 

SNEDDON, 1998). Ambas as técnicas são amplamente utilizadas na identificação de minerais em 17 

amostras biológicas. 18 

   

1.3.3.  Espectrometria de massas – MS  19 

A espectrometria de massas tem se tornado uma ferramenta essencial na química de proteínas 20 

moderna, devido não apenas a sua sensibilidade, mas também ao conteúdo total de informações 21 

fornecido por esta técnica. Os espectrômetros de massas podem ser utilizados tanto para a simples 22 

determinação da massa molar de um polipeptídio, quanto para a determinação da sequência de 23 

aminoácidos, identificação de novos biomarcadores, interações proteína-proteína e caracterização 24 

de modificações pós-traducionais (POTH et al., 2008; PICARIELLO et al., 2008). 25 

Os espectrômetros de massas consistem em uma fonte de íons, um analisador de massas, um 26 

detector de íons e uma unidade de aquisição de dados. É um instrumento analítico capaz de 27 

converter moléculas neutras em íons na forma gasosa e separá-las de acordo com a sua razão 28 

massa/carga (m/z), utilizando campos eletromagnéticos para isso.  29 

A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massa sequencial 30 

(LC-MS/MS) tem sido a técnica de escolha para separação, detecção e quantificação de uma série 31 
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de compostos e metabólitos, visto que é uma técnica com elevada sensibilidade e seletividade que 1 

permite atingir os níveis de concentração esperados. 2 

Entre as técnicas de ionização a pressão atmosférica, a ESI é de longe a mais empregada em 3 

LC-MS e entre os motivos está a sua aplicabilidade. A ESI é compatível com moléculas de média 4 

a alta polaridade contendo grupos químicos passíveis de ionização, podendo ter massa molecular 5 

de até 100.000 Da. Desta forma, a ESI é empregada tanto para análise de pequenas quanto para 6 

grandes moléculas, como por exemplo as proteínas (HOLČAPEK; JIRÁSKO; LÍSA, 2012). Em 7 

um sistema de LC-MS, a fonte de ionização é a parte responsável por transferir a molécula a ser 8 

analisada da fase líquida para a fase gasosa, sendo que a molécula pode ou não já estar ionizada na 9 

fase líquida.  10 

          A ESI-MS tornou-se uma das técnicas analíticas mais poderosas e amplamente utilizadas em 11 

estudos proteômicos, por apresentar alta sensibilidade e seletividade, facilidade de uso e consumo 12 

reduzido de amostra. Uma ampla variedade de amostras pode ser analisada quanto a presença de 13 

proteínas, ácidos nucleicos, e até mesmo complexos metálicos, desde que sejam iônicos ou 14 

apresentem sítios ácidos ou básicos (GROSS, 2011). 15 

      O processo electrospray pode ser descrito com relativa simplicidade. A produção de íons 16 

requer, essencialmente, dois passos: dispersão de gotas altamente carregadas, quase a pressão 17 

atmosférica, seguida por condições que permitam a evaporação da gota. Envolve a formação de um 18 

spray eletrolítico, que gera pequenas gotas carregadas e destas são liberados os íons. E necessária 19 

uma fonte de alta tensão (1,0 a 7,0 kV) que esteja em contato com a solução contendo os 20 

eletrolíticos. Esta solução e bombeada através de um microcapilar (d.i. 50 a 100 μm) com uma 21 

velocidade de fluxo da ordem de 1 a 20 μL/min ou menores. Quando um potencial positivo e 22 

aplicado na solução, os íons positivos tendem a se afastar para uma região menos positiva, isto é, 23 

em direção ao contra-eletrodo. 24 

Conforme a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado entre o capilar 25 

e o eletrodo aumenta, provocando uma deformação na gota que está presa na ponta do capilar. A 26 

gota ganha forma de cone e permanece “presa” ao capilar até o momento em que a densidade de 27 

carga na superfície da gota e o aumento da repulsão entre os íons vençam a tensão superficial, 28 

ocorrendo liberação de pequenas gotas com alta densidade de carga. Como resultado final, os íons 29 

tornam-se completamente dessolvatados (GROSS, 2011; GUERRERA & KLEINER, 2005) Esta 30 

versatilidade de técnicas MS, tem aumentado significantemente a gama de substancias capazes de 31 

serem determinadas, possibilitando, por exemplo, que polipeptídios possam ser analisados sem que 32 

haja sua decomposição (GOMEZ-ARIZA et al., 2004, GROSS et al., 2011; GUERRERA & 33 

KLEINER, 2005). 34 
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2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVO 1 

Dentro do contexto da ciência animal, a composição nutricional está entre as mais estudadas. 2 

Isto não      é surpreendente, diante da influência que as estratégias nutricionais têm sobre a 3 

rentabilidade da produção animal e sobre a composição e as características das proteínas de origem 4 

animal, particularmente e carne. Os trabalhos que são encontrados na literatura sobre o assunto, 5 

normalmente utilizam a proteômica como ferramenta para caracterizar o efeito de diferentes 6 

estratégias de alimentação na composição proteoma do músculo bovino de alto valor econômico, 7 

como o músculos longissimus (VEISETH-KENT, et al., 2018). 8 

Algumas linhas de pesquisa têm surgido na literatura com diferentes termos e abordagens na 9 

última década, tomando como base o proteoma e o metaloproteoma de organismos vivos, 10 

destacando-se o “proteoma-proteômica”, “metaloma-metalômica/metaloproteômica”. Essas linhas 11 

de pesquisa buscam informações sobre as interações e conexões funcionais de espécies 12 

metálicas/metalóides com genes, proteínas, metabólitos e outras biomoléculas do organismo e, 13 

portanto, a elucidação e o papel biológico dos íons metálicos ligados a essas biomoléculas 14 

(ESCOBAR; MIRANDA, 2001; GARCIA et al., 2006). 15 

A elucidação das funções dos metais nos organismos tem proporcionado vários benefícios 16 

para a ciência. Principalmente os estudos das interações dos metais com as proteínas que vem cada 17 

vez mais tentando explicar as funções dos íons metálicos dentro do organismo, o papel biológico 18 

deles quando ligados às proteínas, as ativações ou inativações de enzimas entre outros, devido sua 19 

presença ou não. Alguns microelementos são conhecidos por serem essenciais como: Fe, Cu, Co, 20 

Mo, Zn, ou benéficos como: V, Cr, Ni, Se, B, ou por apresentarem toxidade ao organismo, como: 21 

Hg, Cd e Pb (LOBINSKI et al., 2006). 22 

Os biomarcadores da qualidade são de grande importância para a indústria da carne, a qual 23 

deve buscar satisfazer as expectativas e exigências dos consumidores visando agregar valor ao 24 

produto final. Para esses, a maciez e a suculência são os principais atributos de qualidade da 25 

carne (OUALI et al., 2013). Nesse contexto, a proteômica e/ou metalômica, possibilta a análise 26 

global de proteínas celulares, metaloproteínas e/ou metal binding protein (proteínas metal ligante). 27 

Estudos sobre perfil metaloproteômico do músculo Longissimus thoracis foram relatados em 28 

estudos no Brasil (BALDASSINI et al., 2015; POLETI et al., 2018) e em outros países (SHEN et 29 

al., 2012). No entanto, dados disponíveis na literatura sobre alterações no 30 

proteoma/metaloproteoma de bovinos alimentados com subprodutos, ainda são poucos.  31 
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Mesmo que os íons metálicos constituam pequena porção do tecido corporal dos seres vivos 1 

(4%), estes são essenciais como componentes estruturais e em diversos processos vitais, com 2 

funções estruturais e funcionais (LIMA et al., 2010). Grande parte de todas as proteínas/enzimas 3 

requerem um íon metálico para serem capazes de realizarem suas funções. Esses desempenham 4 

papel funcional em numerosos processos bioquímicos e celulares. A interação metal/proteína 5 

determina suas propriedades químicas e atividades biológicas. As interações envolvem tanto a 6 

esfera de coordenação do íon metálico no sítio ativo da proteína (metaloproteína), quanto a ligação 7 

do metal em outros pontos de coordenações da macromolécula (metal- binding protein) 8 

(ROSATO; VALASATAVA; ANDREINI, 2016).  9 

Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteínas e enzimas são dependentes de 10 

um íon metálico para exercerem suas atividades biológicas. Muitos processos metabólicos, como 11 

conversão de energia, expressão gênica, processos catalíticos, entre outros, requerem a presença 12 

de um íon metálico específico. No aspecto funcional, por exemplo, podemos destacar o cobre e o 13 

zinco que atuam como catalisadores nos sistemas enzimáticos, por meio de ligações específicas 14 

em        substratos, orientando e mediando reações de óxido-redução. No aspecto estrutural, por 15 

exemplo, pode-se destacar o complexo ferro-hemoglobina, o enxofre na tiamina e biotina, e o 16 

cálcio na formação dos ossos (GARCIA et al., 2006; LIMA et al., 2010; SILVA et al., 2013; 17 

SANTOS et al., 2011). 18 

Na raça Nelore essas dificuldades se tornam ainda maiores devido ao pequeno número de 19 

animais com esse fenótipo avaliado, além de pouco conhecimento sobre os parâmetros genéticos 20 

dessa característica na raça (SANTANA et al., 2014). Dessa forma, utilizar a 21 

proteômica/metalômica como ferramentas para conhecer as proteínas e os processos bioquímicos 22 

envolvidos nos mecanismos que definem a maciez e marmorização da carne podem auxiliar na 23 

complementação dos métodos quantitativos de melhoramento. 24 

Além dos dados moleculares, as pesquisas devem buscar avaliar características de 25 

importância econômica para o consumidor, como a coloração (aspecto visual), bem como maciez 26 

e suculência (CHARDULO et al., 2013). Em animais terminados em confinamento, a inclusão do 27 

Farelo de Glúten de Milho na dieta de terminação pode aumentar a susceptibilidade de oxidação 28 

com possíveis efeitos na estabilidade de cor, sabor, dentre outras características da carne, 29 

associadas a proteínas e minerais (Figura 2). 30 

Assim, o desenvolvimento de novas estratégias de estudo utilizando ferramentas 31 

metaloproteômicas poderá contribuir significativamente na identificação e caracterização de 32 

proteínas biomarcadoras associadas a minerais e características da carne. E consequentemente, na 33 
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elucidação dos aspectos fisiológicos e funcionais das metaloproteínas que se conjugam com 1 

minerais nos organismos vivos. 2 

Com base no exposto, a presente pesquisa tem como objetivo investigar metaloproteínas e/ou 3 

metal binding protein que tenham associação com características da carne como cor, força de 4 

cisalhamento (maciez), pH ou marmorização em bovinos Nelore terminados em confinamento com 5 

diferentes níveis de inclusão de subproduto (Figura 2). 6 

 
Figura 2: Fluxo de trabalho da estratégia proteômica 2D-PAGE adotada em bovinos. 

 

Os resultados obtidos perimitiram e redação de dois artigos: Capítulo II, intitulado - 7 

Metaloproteômica aplicada na caracterização de spots proteicos associados a minerais em 8 

Tecido Muscular (Ante e Pós Rigor Mortis) de Bovinos Nelore: Identificação De Possíveis 9 

Biomarcadores. 10 

E Capítulo III, Fracionamento metaloproteômico do tecido hepático de Bovinos Nelore 11 

terminados em confinamento.  12 

Estes serão submetidos a revista “Food Chemistry”, conforme as suas regras de publicação. 13 
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METALOPROTEÔMICA APLICADA NA CARACTERIZAÇÃO DE SPOTS PROTEICOS 
ASSOCIADOS A MINERAIS EM TECIDO MUSCULAR (ANTES E PÓS RIGOR MORTIS) 

DE BOVINOS NELORE: IDENTIFICAÇÃO DE POSSÍVEIS BIOMARCADORES 
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RESUMO 1 

 

Apresentando alto teor biológico de proteínas e minerais, a carne bovina é considerada um 2 

alimento nobre, tendo o Brasil uma posição de destaque entre os maiores 3 

produtores/consumidores mundiais deste alimento. A preocupação com a eficiência e a 4 

produção de um alimento de melhor qualidade vem aumentando, sendo a fase de terminação 5 

em confinamento uma estratégia do setor. A fim de minimizar custos, é constante a busca por 6 

dietas alternativas, incluindo diferentes subprodutos da indústria, como o Farelo de Glúten de 7 

Milho. Nos estudos de qualidade da carne em bovinos, a metaloproteômica apresenta-se como 8 

estratégia importante na identificação de biomarcadores de minerais associados às proteínas, 9 

contribuindo na elucidação dos aspectos fisiológicos e funcionais. Sendo assim, o objetivo do 10 

presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes níveis de Farelo de Glúten de Milho (DCGF 11 

– “Dry Corn Gluten Feed”) na dieta de terminação de bovinos Nelore, machos, não castrados, 12 

sobre características da qualidade da carne e do metaloproteoma do tecido muscular e da carne. 13 

As dietas experimentais foram compostas de diferentes níveis de inclusão de DCGF (0%, 18%, 14 

36% e 54%) em substituição ao milho grão. Após a coleta das amostras biológicas, foi obtido 15 

o proteoma por 2D PAGE, realizadas análises de expressão dos spots proteicos, e identificação 16 

das proteínas por cromatografia líquida–espectrometria de massa (LC-MS/MS). Após isso, 17 

foram determinados os minerais por espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) e 18 

forno de grafite (GFAAS). Por fim, estudos de bioinformática através de softwares específicos 19 

foram utilizados para identificar os níveis funcionais, vias metabólicas e interações metal-20 

proteína. Os resultados mostraram diferenças na expressão de proteínas do tecido muscular e 21 

da carne, porém sem alteração de coloração e maciez nas análises de qualidade. Os minerais 22 

avaliados mostraram comportamento semelhante nos diferentes tratamentos, exceto o cobre o 23 

magnésio que se tornaram mais expressivos nos spots conforme aumentou-se o nível de 24 

inclusão do subproduto na dieta. Maiores inclusões de DCGF (54%) aumentaram ligeiramente 25 

a gordura de cobertura do músculo Longissimus thoracis (LT). A inclusão de DCGF nas dietas 26 

de terminação aumentou a ingestão de matéria seca, o ganho de peso diário, e o peso corporal 27 

final de bovinos Nelore, indicando que o uso do Farelo de Glúten de Milho seco é uma 28 

alternativa viável para inclusão na dieta quando se trata desses parâmetros, uma vez que não 29 

afetou negativamente o produto final. 30 

Palavras-chave: qualidade de carne, metaloproteômica, proteômica, 2D-PAGE, GFAAS, LC-31 

MS/MS.  32 
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1. INTRODUÇÃO  1 

Com a crescente geração de subprodutos advindos da extensa produção de milho no 2 

Brasil, existe um grande interesse na utilização do DCGF em confinamentos brasileiros, como 3 

estratégia de redução de custos. Além disso, a maioria dos animais confinados no país são da 4 

raça Nelore, que se apresentam como mais suscetíveis à acidose segundo Pacheco et al. 5 

(2012), o que torna necessário encontrar dietas alternativas que possibilitem ganhos 6 

consideráveis, sem prejuízos à saúde animal.  7 

O DCGF é um subproduto gerado na indústria de moagem do milho, processo no qual 8 

o grão de milho tem seus componentes (amido, fibra, germe) separados (HAM et al., 1995), 9 

sendo atraente para a nutrição de ruminantes por ser rico em proteínas (24,5%) e fibras (43% 10 

FDN), mas com baixos teores de amido (12,7%) e gordura (5,04%). A maior parte da proteína 11 

do DCGF é degradada no ambiente ruminal, e essa fração proteica tem características 12 

semelhantes às do farelo de soja (FIRKINS et al., 1985). Por ser um subproduto seco, o DCGF 13 

tem maior vida útil quando armazenado, o que o torna mais viável para transporte de longa 14 

distância e clima tropical. 15 

Estudos indicaram que o pH ruminal tende a ser mais alto em animais alimentados com 16 

DCGF em comparação com animais alimentados com milho (FIRKINS et al. 1985; 17 

KAMPMAN e LOERCH 1989; KREHBIEL et al. 1995). Este pode ser um importante 18 

caminho para dietas de menores desafios metabólicos, uma vez que a acidose ruminal aguda 19 

indica um estado prejudicial ao animal, definido pela diminuição do pH sanguíneo e do 20 

bicarbonato. Quando o pH ruminal é inferior a 5,0, os animais apresentam depressão, perda 21 

de apetite, redução da ruminação, diarreia e desidratação. O metabolismo microbiano e a 22 

digestão dos alimentos também são afetados, podendo levar a outros processos inflamatórios 23 

no organismo. Sendo assim, em dietas com alto teor de concentrado, parte do milho pode ser 24 

substituída por este subproduto e, como consequência, reduzir a concentração de amido no 25 

ambiente ruminal proporcionando menor incidência de acidose, principalmente a subclínica 26 

(KREHBIEL et al., 1995).  27 

Além da preocupação com a dieta dos animais, uma grande preocupação é o que chega 28 

ao prato do consumidor.  Com o intuito de entender melhor os mecanismos subjacentes à 29 

maciez da carne bovina e fornecendo dados substanciais em termos de potenciais 30 

biomarcadores de proteína associados às vias de maciez e sua previsão, a proteômica surgiu 31 

como uma estratégia bem definida que, por meio da caracterização detalhada de todo o 32 

proteoma do músculo esquelético bovino, possibilita entender melhor os mecanismos por trás 33 
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das características da carne (GAGAOUA, BONNET, & PICARD, 2020; PICARD & 1 

GAGAOUA, 2017; WU et al., 2015). Esses biomarcadores pertencem a vias biológicas 2 

diferentes, mas interconectadas, que refletem reações de estresse e estresse oxidativo, 3 

metabolismo energético, miofibrila e estrutura muscular, apoptose, transporte, sinalização e 4 

proteólise (GAGAOUA, HUGHES, et al., 2020; OUALI et al., 2013; PICARD e GAGAOUA, 5 

2020). 6 

Neste contexto, PICARD & GAGAOUA (2020) durante os últimos anos, fizeram um 7 

progresso significativo na busca para identificar biomarcadores confiáveis de maciez da carne 8 

bovina. Os biomarcadores da qualidade são de grande importância para a indústria da carne, 9 

a qual deve buscar satisfazer as expectativas e exigências dos consumidores visando agregar 10 

valor ao produto final. Para esses, a maciez e a suculência são os principais atributos de 11 

qualidade da carne (OUALI et al., 2013). 12 

Ligado a isso, estudos relacionados com as funções dos minerais nos organismos 13 

proporcionaram a introdução na ciência de uma nova área científica, a metalômica (GARCIA 14 

et al., 2006). Nas últimas décadas, diversos estudos metalômicos permitiram um melhor 15 

entendimento dessas funções, bem como o papel biológico dos minerais quando ligados à 16 

proteínas, e as ativações ou inativações de enzimas devido a presença ou não de um mineral 17 

específico (LIMA et. al., 2010; MORAES et al., 2012; BALDASSINI et al., 2015).  18 

Sabe-se que mais de 30% de todas as proteínas utilizam-se de um ou mais minerais para 19 

desempenhar sua função (CARAPELLI et al., 2020). São chamadas holoproteínas ou 20 

proteínas conjugadas aquelas que possuem componentes químicos ligados aos seus 21 

aminoácidos, no presente estudo dando ênfase ao grupo das metaloproteínas. Segundo 22 

Crichton (2008), há cerca de 25 elementos na tabela periódica que são requeridos em sistemas 23 

biológicos. Dentre eles, alguns são encontrados em concentrações significativas na carne de 24 

bovinos, conforme relatou MATOS et al. (2009). São eles: cálcio, cobre, ferro, magnésio, 25 

manganês, e zinco, direcionando a pesquisa em questão, que visou mapear a presença desses 26 

seis mineirais ligados à proteínas existentes no tecido muscular e na carne de bovinos, 27 

buscando entendimento dos processos metabólicos aos quais se relacionam, e como diferenças 28 

na dieta podem gerar alterações no seu perfil.  29 

Na literatura, não existem estudos que investiguem as possíveis alterações no perfil 30 

proteômico/metaloproteômico da carne de zebuínos terminados com dietas contendo DCGF. 31 

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes níveis de 32 

DCGF na dieta de terminação de bovinos Nelore sobre características da qualidade da carne 33 

e no metaloproteoma do tecido muscular e da carne. Considerando tecido muscular as 34 
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amostras coletadas no momento do abate (ante rigor mortis) e carne as amostras coletadas 24 1 

horas após o abate (post rigor mortir). 2 

 3 

Sendo os objetivos específicos: 4 

1. Avaliar o impacto da dieta ofertada na qualidade da carne (uso de Farelo de Glúten 5 

de Milho em diferentes níveis (%) de inclusão); 6 

2.  Identificar possíveis proteínas biomarcadoras relacionadas com a dieta e fatores da 7 

qualidade da carne; 8 

3.  Estudar o impacto das diferentes dietas ofertadas no metaloma do tecido muscular e 9 

da carne; 10 

4. Mapear os minerias cálcio e magnésio (macrominerais) e cobre, ferro, manganês e 11 

zinco (microminerais) nas proteínas que apresentarem diferença de expressão. 12 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 13 

Todos os procedimentos com os animais seguiram os padrões éticos de pesquisa 14 

(PROTOCOLO - CEUA 0203/2018), estabelecidos pela Universidade Estadual Paulista 15 

“Júlio de Mesquita Filho” - UNESP Campus de Botucatu. 16 

 

Figura 1: Fluxograma da metodologia do estudo. 
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2.1. Confinamento experimental 1 
 

O estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP 2 

Botucatu, no confinamento experimental do Departamento de Melhoramento de Nutrição 3 

Animal, entre os meses de Agosto a Dezembro de 2018. Foram utilizados 120 bovinos, 4 

machos não castrados, Nelore, com peso médio inicial de 361 kg, oriundos de pastagem, do 5 

mesmo rebanho. Os animais foram mantidos em baias com piso de concreto equipadas com 6 

bebedouro tipo concha com dimensionamento de 5 x 6 metros e área de cocho de 3,75 m, 7 

tendo uma lotação de cinco animais por baia. 8 
 9 
Os animais foram alocados aleatoriamente nos tratamentos com diferentes níveis de 10 

Farelo de Glúten de Milho (0; 18%; 36% e 54% da MS) em dietas contendo cerca de 86,78% 11 

de concentrado e 13,22% de volumoso (Tabela 1). Os tratamentos foram fornecidos duas 12 

vezes ao dia em horários fixos, no período da manhã (10h) e da tarde (16h). No total, cada 13 

tratamento foi distribuído aleatoriamente em 5 baias e semanalmente foi coletado amostras 14 

dos ingredientes do concentrado e do feno. Para determinação do consumo de matéria seca e 15 

eficiência alimentar a unidade experimental será a baia. Os animais foram pesados no início 16 

e ao fim do período do experimento, depois de jejum alimentar e hídrico de 16 horas. As 17 

pesagens intermediárias foram conduzidas sem jejum. Para obtenção do consumo diário de 18 

matéria seca, a dieta ofertada e as sobras foram pesadas, e amostras destes, coletadas, para 19 

determinação do teor de matéria seca. 20 

 
 

Tabela 1. Composição das dietas experimentais. 
 

Ingredientes e composição da dieta 

(%MS)  

Níveis de DCGF (% MS) 

0 18 36 54 

Bagaço da cana-de-açúcar 13.22 13.23 13.2 13.24 

Milho moído 71.34 59.95 47.38 29.34 

Farelo de soja 11.89 5.4 0 0 

Farelo de Glúten de Milho 0 18 36 54 

Núcleo de vitaminas e minerais1 3.42 3.42 3.42 3.42 

Cloreto de Potássio 1.3 0 0 0 

Matéria seca (% da dieta) 84.24 84.16 84.1 83.92 

Proteína Bruta (PB) 13.08 13.3 13.98 16.97 

Extrato Etéreo (EE) 3.3 3.63 3.92 4.07 
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Fibra em detergente neutro (FDN) 18.62 24.69 30.75 37.09 

Carboidratos não fibrosos (CNF)2 62.06 54.92 47.29 36.89 

Amido 46.05 40.72 34.71 25.52 

Cinzas 2.93 3.46 4.05 4.99 

ELg (Mcal / kg MS)3 1.3 1.25 1.32 1.32 
1Núcleo de vitaminas e minerais contendo: 19,5% de Ca; 1,9% S; 1,5% Mg; 4,5% Na; 1,6% P; 1715 ppm 
Zn; 1285 ppm Mn; 428 ppm Cu; 25 ppm I; 5,7 ppm Se; 8,5 ppm Co; 286 ppm Fe; 86.000 UI Vit A; 115.000 
UI Vit D3; 128.000 UI Vit E; 0,39% de uréia; 945 ppm de monensina sódica. 
2Estimado pela equação CNF = 100 - (% PB +% EE +% cinza +% FDN). 
3Energia líquida para valores de ganho, calculados a partir de dados de desempenho usando 
equações de requisitos de energia para manutenção e ganho de peso de acordo com Zinn e Shen (1998). 

 
 

2.2. Abate e características de carcaça 1 

O abate dos animais foi realizado em frigorífico comercial, sob procedimentos normais 2 

de inspeção federal, sendo precedido de jejum de sólidos e líquidos dos animais por no mínimo 3 

16 horas. As carcaças foram identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas 4 

pesadas individualmente e levadas à câmara fria, por aproximadamente 24 horas, à temperatura 5 

de 1º C. A área do músculo LT e espessuras de gordura subcutânea no lombo e na garupa foram 6 

medidas. As mensurações nas carcaças foram: área de olho de lombo e espessura de gordura 7 

subcutânea, sendo os últimos mensurados após o resfriamento. 8 

 
2.3. Coleta de amostras do tecido muscular (Longissimus thoracis)  9 

Para análise qualitativa da carne, foi retirada parte do LT a partir da 11a costela 24 horas 10 

após o abate (post rigor mortis). Esta foi dividida em 8 sub-amostras (1 a 7) de 30 mm de 11 

espessura cada, embalada à vácuo, congelada e transportada para determinação das 12 

características de qualidade de carne. Precisamente entre as 12a e 13a costelas, foram 13 

mensuradas a área de olho de lombo (AOL), gordura de cobertura e cor. Também foram 14 

determinadas a força de cisalhamento, perdas por cocção e índice de fragmentação miofibrilar 15 

da carne não maturada (dia 0). 16 

Amostras do músculo LT utilizadas no estudo metaloproteômico foram coletadas 17 

imediatamente ao abate (ante rigor mortis - na carcaça quente), e post rigor mortis (carne) 18 

congeladas em nitrogênio líquido e transportadas para o laboratório de metalômica (item 1.6). 19 

Posteriormente, as amostras foram mantidas congeladas em freezer a -80º C até a utilização nos 20 

experimentos de quantificação dos minerais e metaloproteômicos. 21 
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2.4. Qualidade de carne 1 

2.4.1. Força de cisalhamento 2 

 
Para a realização do ensaio foi adotado o procedimento padronizado e proposto por 3 

Wheeler et al. (1996) e Shackelford et al. (1999). Brevemente, as amostras foram assadas até 4 

atingirem temperatura interna de 71ºC. Na determinação da força de cisalhamento (FC) foi 5 

utilizado o equipamento SALTER Warner-BratzlerShear Force (G-R Manufacturing), 6 

mecânico com capacidade de 25 kg e velocidade de seccionamento de 20 cm/minuto. O 7 

shearing foi realizado em cilindros de ½ polegada, retirados da região central da amostra em 8 

sentido longitudinal às fibras musculares. Foram feitas de seis a oito medidas por amostra a fim 9 

de se obter maior precisão nos resultados obtidos que foram expressos, neste ensaio, em 10 

quilogramas (kg). 11 
 
 

2.4.2. Área de olho de lombo e gordura de cobertura 12 

 
Para a determinação da AOL e espessura de gordura subcutânea (EGS) foram utilizadas 13 

as amostras avaliadas quanto à força de cisalhamento. A AOL foi determinada pelo método do 14 

quadrante de pontos (cm2), e a EGS foi medida com paquímetro e expressa em milímetros 15 

(mm).  16 

 
2.4.3. Coloração instrumental da carne 17 

A coloração da carne (L* - luminosidade; a* - coloração vermelho; b* - coloração 18 

amarelo) foi mensurada a partir do sistema CIE lab utilizando-se um colorímetro KONICA 19 

MINOLTA - CR 400 (Konica MinoltaSensing, Inc., Tokyo, Japan). A unidade foi calibrada 20 

utilizando-se uma placa para o padrão preto e branco e assim foi determinada a média de três 21 

medidas tomadas em diferentes regiões do LT, sempre com ao menos 30 min de exposição da 22 

amostra sob refrigeração de 2 a 5ºC - blooming time. O índice colorimétrico Chroma 23 

(quantidade de cor ou saturação de cor) foi calculado pela equação [(a*)2 + (b*)2]0,5 a matriz 24 

(coloração real) a partir da fórmula [tan-1 (b*/a)] (CAÑEQUE et al., 2004; PFLANZER & 25 

FELÍCIO, 2011). 26 

 

2.5. Estudo metaloproteômico do tecido muscular  27 

Estudos metaloproteômicos utilizando eletroforese bidimensional (2D-PAGE), 28 

espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) e forno de grafite (GFAAS) e 29 
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cromatografia líquida–espectrometria de massa (LC-MS/MS) foram conduzidos para fracionar 1 

o metaloproteoma das amostras de músculo LT e caracterizar os spots proteicos associados aos 2 

minerais e sua possível associação com as características do tecido muscular LT.  3 
 4 
Com base nos resultados das características de qualidade de carne, os animais dos 5 

tratamentos controle versus Farelo de Glúten de Milho (18, 36 e 54%) foram selecionados para 6 

a abordagem metaloproteômica (Figura 2). Para isso, pool de amostras do músculo LT dos 7 

animais que receberam essas dietas foram utilizadas no estudo metaloproteoma.  8 

 

 
Figura 2. Diagrama do estudo molecular correlacionando com de qualidade de carne. 
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2.5.1. Procedimentos de extração e precipitação das proteínas.  1 

Para processo de extração das proteínas, 250 mg de amostras de tecidos foram pesados e 2 

tranferidos para vials de 2 mL. Posteriormente, adicinou-se em cada vial 500 µL de água 3 

ultrapura, usando um OMNI Bead Ruptor e esferas de cerâmica de 2,8 mm (OMNI International, 4 

Kennesaw, GA, EUA) (velocidade = 3, ciclos = 2, tempo = 60 s); entre os ciclos, as amostras 5 

foram mantidas em gelo por 5 min. O processo de extração usando água ultrapura foi usado para 6 

maximizar a extração de proteínas solúveis em água. Os vials foram centrifugados a 14000 rpm, 7 

4ºC por 60 min. A precipitação da fração proteica foi feita adicionando-se 400 µL de acetona 8 

gelada 80% (v/v) a 100 µL extrato proteico e mantendo-se a mistura em repousado por 2h em 9 

geladeira a 10oC.  10 

Após a verificação de precipitado, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm, 4ºC por 5 min 11 

para separação dos pellets proteicos. Após esse processo, os pellets proteicos foram submetidos 12 

a três lavagens com 200 µL de etanol 80%.  13 

Parte dos pellets foram solubilizado com NaOH a 0,50 mol L-1 para a quantificação de 14 

proteína total utilizando o método de Biureto (ITZHAKI; GILL, 1964), e outra parte foi 15 

armazenada em freezer à -80oC para os experimentos metaloproteômicos.  16 

 

2.5.2. Fracionamento do proteoma das amostras de músculo LT por 2D PAGE e tratamento de 17 
imagem 18 

Para a focalização isoelétrica (IEF), primeira etapa da 2D PAGE, que consiste na separação 19 

por ponto isoelétrico (pI), alíquotas dos extratos proteicos foram diluídas em solução contendo 20 

ureia a 7 mol L-1, tioureia a 2 mol L-1, CHAPS a 2% (m/v), anfólitos de pH 3 a 10 a 0,5% (v/v), 21 

azul de bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT, de forma que a concentração de proteína total 22 

ficasse igual a 1,50 µg µL-1 (MORAES et al., 2012). Posteriormente, alíquotas 250 µL de extrato 23 

proteico contendo 1,50 µg µL-1 de proteína total foram aplicadas em quatro fitas IEF de 13 cm, 24 

(gradiente de pH 3-10). As fitas IEF foram cobertas com óleo mineral, tranferidas para caixa de 25 

hidratação e incubadas por 12 horas em IPGBox a 20 ºC. Após serem devidamente hidratadas, 26 

as fitas foram transferidas para o sistema de focalização isoelétrica (MORAES et al, 2012, 27 

BALDASSINI et al., 2015). O tempo de corrida foi de 4,5 horas. 28 

Para a segunda dimensão, as tiras foram colocadas em gel de poliacrilamida (12,5%, p / 29 

v), ao lado de cada fita foi colocado um papel filtro com 8 µL de padrão de proteínas com massa 30 

molecular conhecida (β-fosforilase 97,0 kDa, albumina 66,0 kDa, ovoalbumina 45,0 kDa, 31 

anidrase carbônica 30,0 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa e α-lactoalbumina 14,4 kDa). O 32 
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sistema foi selado com agarose 0,5 % (m/v) para garantir o contado do gel com a fita na corrida 1 

eletroforética (LIMA et. al., 2010; MORAES et al, 2012, BALDASSINI et al., 2018). O tempo 2 

de corrida foi de 2,50 horas.   3 

Após a eletroforese, as proteínas foram fixadas com coloração D e coradas com Coomassie 4 

coloidal (LIMA et. al., 2010; MORAES et al, 2012). Os géis foram escaneados com 5 

ImageScanner III (GE Healthcare) e os spots foram detectadas e avaliados quanto a expressão 6 

utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare) (BRAGA et al., 2017). 7 

 
2.5.3. Determinação de minerais de spots proteicos do múculo LT 8 

As determinações de cálcio e magnésio (macrominerais) e de cobre, ferro, manganês e 9 

zinco (microminerais) foram feitas utilizando espectrometria de absorção atômica com chama 10 

(FAAS) e espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GFAAS), após 11 

mineralização ácida das amostras, conforme descrito por Moraes et al., 2013, Braga et al., 2015, 12 

Vieira et al., 2017, Bittarello et al., 2019. 13 

Após o tratamento de imagens, foram selecionados os spots (utilizando quadruplicata dos 14 

géis de tecido muscular e carne para essa análise), recortados com auxílio da ponta de uma 15 

ponteira e digeridos com para a eliminação da fração orgânica.  16 

Os spots foram transferidos para balões de digestão de 5mL. Para cada balão de digestão 17 

foram transferidas alíquotas de 1 mL de ácido sulfúrico concentrado, os frascos foram então 18 

colocados em um bloco digestor e aquecidos a aproximadamente 250 ° C e adicionado 250 μL 19 

de peróxido de hidrogênio a até que os extratos claros fossem observados. Após essa etapa, as 20 

amostras foram avolumadas para 5 mL com água ultrapura. Na sequencia foram feitas as 21 

determinações de minerais cálcio e magnésio (macrominerais) e de cobre, ferro, manganês e 22 

zinco (microminerais).      23 

 
2.5.4. Caracterização dos spots proteicos por LC-MS/MS 24 

Os spots proteicos diferencialmente expressos (entre tratamentos) foram extraídos dos géis 25 

com auxílio de bisturi, recortados em segmentos de aproximadamente 1 mm3 e transferidos para 26 

microtubos contendo 1 mL de ácido acético 5% (v/v) e submetidos às seguintes etapas: remoção 27 

do corante, redução e alquilação das proteínas e digestão tríptica utilizando solução de tripsina 28 

10 ng mL-1 (BRAGA et al., 2015). As sequências peptídicas foram caracterizadas por 29 

espectrometria de massas em sequência acoplada à cromatografia líquida (LC- MS/MS). A 30 

identificação das proteínas foi feita por meio de pesquisa na base de dados UniProt 31 

(www.uniprot.org) para o genoma Bos taurus. Após a identificação das proteínas, uma análise 32 
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das interações funcionais previstas e conhecidas entre as proteínas identificadas e outras 1 

proteínas B. taurus foi realizada usando o software STRING 11.0. Nessas análises três níveis 2 

foram investigados. 3 

 
2.5.5. Tratamento e análise de imagens  4 

Os géis dos grupos experimentais (0% vs 18%, 36% e 54%), foram escaneados e as 5 

imagens analisadas usando o ImageMaster 2D Platinum 7.0 (BRAGA et al., 2017; 6 

BALDASSINI et al., 2018) com algumas adaptações. Em resumo, os pontos equivalentes 7 

(correspondência) foram identificados, e a edição automática e manual foi realizada para 8 

remover os pontos falsos. Sempre utilizando dois géis por amostra, obtidos de um mesmo 9 

processo eletroforético. Os parâmetros utilizados para a detecção dos spots foram: smooth (fixa 10 

o número de vezes que o programa homogeneíza a região selecionada antes de seguir a detecção) 11 

– 3; saliency (medida que se baseia na curvatura do spot, filtra spots reais) – 25; e min area 12 

(elimina regiões menores que as indicadas) – 5.  A correlação obtida entre os géis foi feita pela 13 

equivalência entre os spots dos dois géis (matching), onde os spots foram comparados quanto à 14 

sua distribuição, volume, intensidade relativa, ponto isoelétrico (pI) e massa molar (Mm). A 15 

análise comparativa de todos os pontos com base no volume normalizado (% V) permitiu a 16 

detecção de pontos diferencialmente expressos entre os grupos experimentais (0% vs 18%, 36% 17 

e 54%).  18 

Na análise de expressão dos spots, calculou-se a média e o desvio padrão correspondentes 19 

ao parâmetro vol% (volume normalizado) de cada spot e estabeleceu-se um valor de 95% para 20 

que a mudança na expressão fosse considerada relevante.  21 

 
 

2.6. Análises estatísticas 22 

Os resultados (características de carcaça e carne) foram analisados usando o software SAS 23 

9.4 (SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos, 2011). O teste de normalidade dos dados foi 24 

realizado pelo teste de Shapiro-Wilk pelo procedimento PROC UNIVARIATE. Os dados que 25 

não mostraram uma distribuição normal foram transformados usando PROC RANK. Em 26 

seguida, os dados foram analisados por contrastes ortogonais (controle vs DCGF, linear e 27 

quadrático) utilizando o procedimento PROC MIXED, onde a caneta foi a unidade experimental, 28 

a inclusão de DCGF foi o efeito fixo e o bloco, efeito aleatório, seguindo o modelo: 29 

Yij = µ + Bi + Pj + eij 30 
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Onde: µ = média geral, Bi = efeito de bloco aleatório, Pj = efeito dos níveis de DCGF (0, 1 

18, 36 e 54% de base de MS) e eij = erro experimental. 2 

Efeito significativo foi considerado quando P ≤ 0,05, e tendências quando 0,05 <P <0,10. 3 

  

3- RESULTADOS  4 

Os resultados do estudo foram favoráveis ao uso do Farelo de Glúten de Milho em 5 

substituição ao milho, uma vez que características da qualidade da carne não sofreram alterações 6 

significativas, e os dados principais de desempenho foram positivos para o subproduto, o que 7 

torna viável utilizá-lo como estratégia de redução dos custos, possivelmente favorecendo 8 

também questões de saúde animal, mostrando-se uma dieta mais segura à nível ruminal. 9 

As análises de qualidade da carne em laboratório não apresentaram diferenças 10 

significativas para nenhuma das características avaliadas, conforme mostra a Tabela 3.  11 

Com relação à ingestão, os animais alimentados com DCGF em diferentes níveis de 12 

inclusão (18, 36, e 54%) apresentaram maior IMS quando comparados ao grupo controle (P = 13 

0,018). A inclusão do subproduto causou efeito quadrático na IMS (P = 0,021), sendo que os 14 

animais que receberam dieta contendo 18% de DCGF consumiram 13,3% a mais do que o grupo 15 

controle (Tabela 2). 16 

O GMD aumentou linearmente (P = 0,043), porém, o grupo que recebeu dieta contendo 17 

36% de DCGF apresentou maior GMD durante o período experimental. Em média, a inclusão 18 

do subproduto aumentou o GMD em 10,5%, quando comparada à dieta controle. Os animais que 19 

receberam o DCGF na dieta apresentaram maior PCF (P = 0,012), independente do nível de 20 

inclusão. Também foi observado efeito quadrático para o PCF (P = 0,039), e os animais 21 

alimentados com 36% de DCGF nas dietas experimentais chegaram ao final do experimento com 22 

maior PCF (aumento de 4,1% em relação ao grupo controle). 23 

A figura 3 (tecido muscular) e a figura 4 (carne) mostram a localização no gel de cada um 24 

dos spots proteicos descritos quanto a expressão proteica nas tabelas 6 e 7 (ANEXO); e quanto 25 

a presença de minerais nas tabelas 4 e 5 (ANEXO). Todos os spots com expressão significativa 26 

(P<0,05) foram avaliados e caracterizados quanto à presença de proteínas. As figuras mostram 27 

que, apesar de se tratar do mesmo tecido em diferentes fases (ante e post rigor mortis), a presença 28 

de spots proteicos é diferente entre eles. 29 

Os spots diferencialmente expressos foram caracterizados a partir de espectrometria de 30 

massa, após a identificação foi padronizada considerando o maior Score proteico, pI e massa 31 

molecular (MM) mais próximos dos resultados teóricos e experimentais.  32 
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Figure 3: Gel de poliacrilamida com spots proteicos de tecido muscular bovino 
identificados por LC-MS/MS. 

Figura 4: Gel de poliacrilamida com spots proteicos de carne bovina identificados por LC-
MS/MS. 
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Nas tabelas 4 e 5 são apresentados os resultados relacionados com os tratamentos quanto 1 

a presença de minerais nos spots proteicos. Os minerais foram investigados nos spots 2 

proteicos com diferença de expressão nos diferentes tratamentos.  3 

Dentre os minerais determinados, tem-se o Ca (Cálcio) e Mg (Magnésio) – 4 

macrominerias – e Zn (Zinco), Cu (Cobre), Fe (Ferro) e Mn (Manganês) - microminerais. O 5 

ferro foi determinado na maioria dos spots proteicos, com destaque para spots contendo 6 

Mioglobina no tecido muscular (spots 3, 4, 33, 34, e 35). 7 

É possível observar a crescente presença de cobre nos spots conforme aumenta-se o 8 

nível de inclusão de DCGF, bem como de magnésio, ambas para amostras de tecido muscular. 9 

O manganês apareceu de forma efetiva nas amostras de carne, mas se mostrou pouco 10 

expressivo em amostras de tecido muscular. Os demais minerais não apresentaram diferenças 11 

importantes quando comparados os tratamentos, conforme mostram as figuras 6 e 7. 12 

As tabelas 6 e 7, apresentam as proteínas com diferença de expressões ante e post rigor 13 

(tecido muscular e carne) do LT de bovinos alimentados com diferentes níveis de inclusão de 14 

Farelo de Glúten de Milho Seco. As proteínas foram identificadas por LC-MS/MS.  Nos dados 15 

que apresentam expressões positiva (+), os valores mostram uma tendência potencial de 16 

expansão e os valores negativos (-) mostram potenciais reduções na expressão. O sinal Ø 17 

significa que não houve expressão. Esses valores são avaliados em comparação com o 18 

tratamento controle, sem inclusão de DCGF. 19 

Para observar a interação proteína-proteina, as proteínas encontradas no músculo LT e 20 

na carne foram avaliadas utilizando o software STRING 11.0, para as espécies Bos Taurus 21 

(Figura 5). Os dados mostram a interação entre as proteínas encontradas de diferentes grupos 22 

metabólicos, evidenciando quais grupos de proteínas foram encontrados somente em um dos 23 

tecido, e quais grupos são comuns ao tecido muscular e a carne. As linhas representam 24 

associações proteína-proteína as associações devem ser específicas e significativas, ou seja, 25 

as proteínas contribuem conjuntamente para uma função compartilhada; isso não significa 26 

necessariamente que eles estejam fisicamente vinculadas uma a outra. 27 

 

4- DISCUSSÃO 28 

Para os dados de desempenho, a ingestão de matéria seca foi maior para os tratamentos 29 

com inclusão de DCGF, o que corrobora com o estudo de Macken et al. (2004) Scoot et al. 30 

(2003), que encontrou maiores valores de ingestão conforme aumentou a inclusão deste 31 

subproduto nas dietas de bovinos confinados em substituição ao milho. No presente estudo, a 32 
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FDN dos tratamentos é maior nos tratamentos que contém DCGF, podendo ter favorecido a 1 

ingestão, por ser de alta digestibilidade, aliado ainda com a redução do teor de amido. 2 

O ganho de peso dos animais se comportou da mesma forma que a ingestão de matéria 3 

seca, apresentando melhores resultados com o uso do subproduto, levando por consequência 4 

a um peso corporal final maior. Os resultados mostraram-se favoráveis ao nível de 36% de 5 

inclusão. 6 

A tabela 3 mostra algumas características da qualidade de carne encontradas em 7 

laboratório, nas quais não foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos 8 

para nenhum dos componentes avaliados. Segundo o que foi proposto nos objetivos 9 

específicos do presente estudo, a associação das proteínas encontradas no LT bovino com 10 

características como maciez e coloração é possível somente como estudo da funcionalidade 11 

das proteínas para essas características, mas a diferença de expressão das proteínas entre os 12 

tratamentos não resultou em diferença significativa nas avaliações de qualidade da carne. Isso 13 

indica que a inclusão de Farelo de Glúten de Milho em substituição à dietas com alto teor de 14 

amido não alterou os parâmetros de qualidade da carne, podendo ser uma alternativa para 15 

minimizar os custo da dieta total, sem alterar o produto final. 16 

Há poucos dados comparando o uso de Farelo de Glúten de Milho como fonte de 17 

proteína e energia para terminação de animais zebuínos e as características resultantes da 18 

carcaça. Quando comparado aos estudos americanos em que subprodutos do milho foram 19 

avaliados em dietas confinadas, os resultados encontrados nesse estudo condizem os de 20 

Stelzleni et al. (2016), que utilizaram grãos de milho de destilaria (25% na MS) nas dietas de 21 

terminação e também não relataram impacto nas características da carcaça relacionadas à 22 

qualidade. 23 

As chamadas HSPs, como a HSPB1 e a HSPA1A são recrutadas de maneira variável 24 

para impedir o início da apoptose, impedindo que as células se danifiquem, desempenhando 25 

um grande papel nas alterações musculares post mortem. Elas possuem papéis essenciais no 26 

músculo esquelético post mortem uma vez que contribuem para a conformação adequada de 27 

proteínas e preservação de suas propriedades e funções biológicas. Elas agem como 28 

acompanhantes moleculares durante a montagem de proteínas, dobragem, desdobramentos e 29 

redobramento de proteínas danificadas, mantendo assim a homeostase celular (LOMIWES et 30 

al., 2014). Estudos proteômicos do músculo esquelético identificaram várias HSPs que são 31 

alteradas no post mortem do músculo bovino (PULFORD et al., 2008; JIA et al., 2009). Seu 32 

aumento logo após o abate pode ser explicado devido à sua resposta aos sinais de estresse 33 
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celular. A associação negativa de HSPB1 e maciez da carne foi relatada em estudos com 1 

expressão de genes e proteínas (KIM et al., 2008; MALHEIROS et al., 2019). 2 

A enolase 1 (ENO1) e 3 (ENO3) são duas isoformas que catalisam a conversão de 2-3 

fosfoglicerato fosfoenolpiruvato durante a glicólise. A ENO1 é onipresente no citoplasma 4 

celular, enquanto o ENO3 está presente principalmente no músculo esquelético. Sua 5 

correlação com a maciez da carne em isoformas específicas como ENO3 foram 6 

correlacionadas com carnes macias. Em estudos anteriores como Jia et al., (2006), mostrou-7 

se um aumento de ENO3 precoce post mortem. Após um período de envelhecimento mais 8 

longo (mais de 21 dias), foi observado um aumento de fragmentos de ENO3 (LAVILLE et 9 

al., 2009), indicando a desaceleração do processo glicolítico. Além disso, esta proteína tem 10 

sido relatada como correlação positiva com a luminosidade (GAGAOUA et al., 2015) e tom 11 

de vermelhidão na carne (JOSEPH et al., 2012). De acordo com Rosa et al. (2018), a expressão 12 

do ENO3 foi regulamentada em carnes macias da raça Nelore. O estudo feito por Malheiros 13 

et al. (2019), fornece uma base para o conhecimento da contribuição das enzimas do 14 

metabolismo glicolítico, onde uma diminuição nos danos oxidativos das enzimas glicolíticas 15 

favorece a maciez da carne.  16 

A enzima PKM, envolvida na catálise da reação de transferência de um grupo fosfato 17 

de fosfoenolpiruvato para ATP usando uma molécula de piruvato, é encontrado na forma de 18 

quatro isoenzimas entre as quais duas, PKM1 e PKM2, predominam no músculo esquelético. 19 

Enzimas como ENO3, GAPDH, PGAM2, e a TPI1, encontradas no presente estudo, são 20 

importantes para o metabolismo glicolítico. A exemplo disso, a GAPDH apresenta-se como 21 

uma enzima chave na glicólise que converte 3-fosfato de gliceraldeído (G3P) em fosfato de 22 

3-fosfo-D-glicerol.  23 

Durante a conversão de músculo em carne, o músculo é submetido a várias espécies 24 

reativas de oxigênio (ROS), capazes de atingir as frações lipídica e protéica (Brand, 2010). 25 

Entre os agentes de proteção revelados por estudos proteômicos de carne bovina, foram 26 

descobertas as peroxiredoxinas (PRDX1, 2, 3 e 6), superóxido dismutase (SOD), e DJ-1 27 

(codificado pelo PARK7) (JIA et al., 2009; GUILLEMIN et al., 2012; POLATI et al., 2012; 28 

GRABEZ et al., 2015). Entre eles, o SOD1 foi correlacionado positivamente com o WBSF 29 

no músculo semitendinoso (GUILLEMIN et al., 2012). A SOD é um antioxidante que permite 30 

uma rápida desmutação de O2 - para O2 e H2O2. Em um estudo de Grabez et al., (2015) a 31 

superóxido dismutase (Cu-Zn) mostrou-se mais abundante em carne caracterizada como dura. 32 

Os autores sugerem que o estresse oxidativo mais forte pode causar acúmulo de ROS em 33 

carnes duras e reduzir as células de proteção por Cu / Zn-SOD. 34 
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As proteínas peroxiredoxin 1 (PRDX1), 2 (PRDX2) e DJ-1 (PARK7) são agentes 1 

protetores contra as ROS, possuindo um papel importante na degradação do peróxido (H2O2) 2 

produzido durante o metabolismo. Um aumento no dano oxidativo dessas proteínas de 3 

resposta ao estresse, pode proporcionar um aumento na proteólise miofibrilar, o que permite 4 

o desenvolvimento de fenótipo de carne tenra (MALHEIROS et al., 2019). Esta proteína 5 

altamente conservada (PARK7) tem a capacidade de oxidar e translocar para mitocôndrias 6 

em resposta ao estresse oxidativo, desempenhando um papel de sensor e protetor contra 7 

toxicidade do estresse oxidativo e da fragmentação mitocondrial limitante (THOMAS et al., 8 

2011).  9 

A proteína conhecida por ALDH, além de seu papel na glicólise (JIA et al., 2006), foi 10 

relatada como protetora das células contra o estresse oxidativo através da oxidação de 11 

citotóxicos derivados de aldeído (OHTA et al., 2004). No geral, as proteínas identificadas 12 

como envolvidas na estresse oxidativo foram propostas como biomarcadores negativos de 13 

maciez (GUILLEMIN et al., 2012). No entanto, atualmente é difícil tirar conclusões sobre seu 14 

real papel no músculo post mortem e, portanto, são necessárias mais investigações para 15 

esclarecer a relação exata com a máxima maciez da carne. 16 

Outra importante enzima do metabolismo oxidativo é a Creatina quinase tipo M (CKM) 17 

tendo um papel fundamental no metabolismo anaeróbico após o abate, atuando como 18 

antioxidante ao eliminar os radicais livres. A CKM foi relatada como reguladora da maciez 19 

da carne bovina (ZAPATA et al., 2009).  20 

Dentre as possíveis proteínas biomarcadoras para características da carne, podemos 21 

citar ENO 1, ENO3, MDH1, GAPDH, LDHA, PKM e PGM1 como participantes do 22 

metabolismo energético, mais especificamente dentro do metabolismo glicolítico; ALDH2 e 23 

CKM como partes do metabolismo energético, mais especificamente do metabolismo 24 

oxidativo; PARK7, PRDX-1, SOD1, CA3 como marcadoras de estresse oxidativo; e a MB 25 

como parte do transporte e sinalização. 26 

PARK7, PRDX-1, SOD1, CA3 como dito são proteínas ligadas ao extresse oxidativo, 27 

e apresentaram menor expressão no T3 E T4 nesse estudo, o que indica que a menor proporção 28 

de milho na dieta e consequentemente menor proporção de amido quando comparadas ao T1 29 

e T2 resultaram em menor expressão dessas proteínas. 30 

As demais proteínas discutidas possuem papéis importantes no tecido muscular e 31 

correlação com as características da qualidade da carne, porém a diferença de expressão entre 32 

tratamentos não foi determinante para alterar essas características. São necessários mais 33 

estudos proteômicos à respeito do tecido muscular de bovinos Nelore confinados, bem como 34 
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mais estudos proteômicos à respeito de diferentes níveis de inclusão do Farelo de Glúten de 1 

Milho para animais confinados. 2 

As interações proteína-proteína, reforçam que as proteínas raramente agem sozinhas, 3 

portanto, o estudo das redes de proteínas é essencial para uma ampla gama de processos 4 

celulares e formam uma rede de grande complexidade. O mapa de interação foi gerado a partir 5 

do banco de dados STRING (Figura 5). De acordo com os resultados deste estudo, apesar de 6 

interligadas diretamente, as proteínas são pertencentes a diferentes vias metabólicas, como 7 

proteínas envolvidas na regulação da contração muscular, proteínas de choque térmico, 8 

proteínas oxidativas, proteínas glicolíticas, e do metabolismo de nucleotídeos. 9 

Os eventos que compõe o ante e o post-rigor mortis, como por exemplo o pH, a 10 

temperatura, a glicólise, estimulos eletricos e outros, são conhecidos por induzir alterações 11 

em algumas moléculas. Exemplo disso são as proteínas (proteases) do sarcoplasma que são 12 

desnaturadas durante temperaturas ao longo do processo de rigor e podem influenciar nas 13 

caracteristicas da carne (MARSH et al. 1987; PIKE et al. 1993; KIM et al., 2014). Diante 14 

disso, encontramos proteinas que se mostraram expressas apenas no tecido muscular e outras 15 

apenas na carne, mostrando que a transformação do muscúlo em carne influencia diretamente 16 

nas proteinas e suas caracteristicas (Figura 5). 17 

Com relação às metaloproteínas, Garcia et al. (2006) descreveu a natureza das 18 

interações como fracas entre íons monovalente como o K+ e o Na+, moderadas com íons 19 

alcalino-terrosos como o Ca2+ e o Mg2+, e fortes com os metais de transição como o Cu2+, 20 

Fe2+, e o Mn2+, sendo encontrados em maior quantidades ligadas à essas estruturas.  21 

Podendo ser associado ao transporte de oxigênio, a Mioglobina (MB) foi encontrada em 22 

alguns spots que continham o Ferro (Fe). Este foi encontrado na maioria dos spots proteicos, 23 

mineral essencial para a formação da hemoglobina e do hormônio tireoidiano, e os sintomas 24 

de toxicidade ou deficiência são raramente observados em bovinos. Tambem apresenta-se 25 

como um mineral importante na reprodução. Além disso, a suplementação de Fe reduziu o 26 

número de células apoptóticas (GAO et al., 2007). Normalmente, o Fe não é suplementado ao 27 

gado, já que muitos dos alimentos consumidos fornecem uma dieta já adequada para este 28 

mineral. Deve-se ter cuidado se houver excesso de Fe consumido, pois pode causar efeitos 29 

antagônicos com outros minerais, como Cu, Mn, Se e Zn (VAN EMON et al., 2020). 30 

O ferro atua como um componente principal da hemoglobina, que contém quatro 31 

átomos de Fe (Suttle, 2010). A hemoglobina atua como o principal transportador de oxigênio 32 

para os tecidos do sangue. O ferro também participa de vários outros processos, incluindo 33 

imunidade, metabolismo energético e produção de sangue (Wysocka et al., 2020).  34 
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Podendo ser associado com a enzimas antioxidantes e metabolismo de carboidratos, o 1 

zinco é amplamente reconhecido por sua importância no desempenho reprodutivo e 2 

produtivo. O zinco tem muitas funções no corpo, incluindo a síntese de proteínas, a síntese de 3 

ácidos nucléicos, o metabolismo de carboidratos, um dos principais constituintes de várias 4 

metaloenzimas, e desempenha um papel em várias reações bioquímicas (VAN EMON et al., 5 

2020). A deficiência severa de Zn pode levar a feridas de cicatrização lenta e pode levar à 6 

infecções secundárias. Além disso, a deficiência de Zn pode causar problemas nas articulações 7 

(Miller, 1970). 8 

Sugerindo que o Zn desemprenha um papel importante na síntese de antioxidantes, ele 9 

também pode impactar negativamente na ação do sistema imunológico quando reduzidas suas 10 

concentrações.   11 

Estudos anteriores relatam uma maior absorção dos elementos cobre e magnésio em 12 

dietas ricas em proteínas (Fairweather-Tait e Hurrell, 1996). Isso pode sem entendido sob a 13 

ótica animal como uma relação entre disponibilidade dos minerias de acordo com a dieta que 14 

recebem. No experimento em questão, as dietas foram equiparadas quanto a energia, mas 15 

possuem diferenças no teor de proteína bruta, significativa principalmente na comparação 16 

entre o tratamento controle (sem inclusão de DCGF) e o tratamento com 54% de inclusão 17 

(13,08% de PB versus 16,97% de PB na MS). Como demonstrado nos resultados, o 18 

aparecimento de cobre e magnésio foi crescente (figura 6) conforme eram aumentados os 19 

níveis de inclusão de DCGF, possivelmente associados à melhor absorção desses elementos 20 

nas dietas com maiores teores de proteína, favorecendo sua deposição no tecido muscular.  21 

O cálcio parece ter íntima relação com características organolépticas da carne bovina, 22 

especialmente com a maciez (CARAPELLI et al., 2020), relatada como um importante fator 23 

de impacto sobre o consumidor. O Ca participa ativamente das quebras proteolíticas como 24 

cofator da enzima calpaína, que participa da transformação do músculo em carne, o que 25 

justifica sua presença em parte siginificativa dos spots avaliados. 26 
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5- CONCLUSÃO 

O perfil metaloproteômico do tecido muscular é uma ferramenta importante para 1 

estudos relacionados à características da carne e seu entendimento. Os minerais e proteínas 2 

encontrados podem ser correlacionados com importantes papeis no organismo de acordo com 3 

suas funções biológicas. Os diferentes níveis de inclusão de de Farelo de Glúten de Milho 4 

Seco (DCGF) na dieta acarretou em diferentes expressões de proteínas do tecido muscular, 5 

porém não alterou características importantes da carne (não deixando de desemprenhar suas 6 

funções), sendo uma substituição interessante à outros ingredientes de alto custo, como milho 7 

e soja, reduzindo custos com a dieta e mantendo os padrões de qualidade da carne. 8 
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ANEXO 
 

 
Figura 5: Análise da interação proteína-proteína realizada pela String 11.0 de proteínas diferencialmente expressas 
no músculo Longissimus lumborum thoracis, na carne e proteínas presentes em ambos os tecidos de Bovinos 
Nelore. 

 

Tabela 2:  Ingestão de MS e performace de bovinos Nelore alimentados com diferentes níveis de DCFG. 

Item2 
Niveis de DCGF, %MS 

EPM1 
P-valor3 

0 18 36 54 C vs DCGF Linear  Quadratico 
IMS, kg 9.57 10.85 10.42 10.12 0.345 0.018 0.331 0.021 
GPD, kg 1.51 1.66 1.7 1.65 0.047 0.01 0.043 0.06 
PCF, kg 531.6 548 553.4 548.9 11.45 0.012 0.039 0.086 

1Erro padrão da média 
2IMS = Ingestão de Materia Seca, GPD = Ganho de Peso Diário, PCF = Peso Corporal Final 
3C vs DCGF = controle vs Farelo de Glúten de milho, L = linear, Q = quadratico 
 

Tabela 3: Características de qualidade de carcaça e carne de touros Nelore alimentados com níveis crescentes de 
Farelo de Glúten de milho (DCGF) seco na dieta de terminação. 

Item2 
Níveis de DCGF, % MS 

SEM1 
P-valor3 

0 18 36 54 C vs DCGF L Q 

AOL, cm² 67.24 69.25 68.37 68.15 2.589 0.511 0.816 0.529 
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EGS, mm 3.29 3.72 3.68 3.91 0.314 0.203 0.210 0.757 

pH 5.56 5.65 5.56 5.56 0.216 0.303 0.545 0.102 

L* 36.15 34.34 36.18 36.18 0.247 0.526 0.624 0.289 

a* 18.69 17.89 18.54 18.92 0.304 0.647 0.489 0.172 

b* 8.69 8.03 8.48 8.81 0.342 0.708 0.496 0.203 

Chroma 20.59 19.63 20.39 20.88 0.328 0.665 0.465 0.174 

Hue 24.24 23.89 24.39 24.83 0.339 0.709 0.239 0.412 

Evp, % 23.75 25.57 24.92 24.33 1.366 0.308 0.808 0.236 

PG, % 4.18 4.45 4.84 4.50 0.207 0.309 0.435 0.280 

PC, % 27.94 30.01 29.76 28.83 0.246 0.292 0.735 0.214 

WBSF, N 62.14 60.09 65.11 62.56 0.234 0.949 0.635 0.992 

1Erro padrão da média 
2AOL = Área de olho de lombo e EGS = Espessura de gordura, L* = luminosidade, a* = vermelho, b* = amarelo, 
Evp = perda de evaporação, DL = perda de gotejamento, CL = perdas de cocção, WBSF = Força de cisalhamento 
3C vs DCGF = controle vs Farelo de Glúten de milho, L = linear, Q = quadratico 
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Tabela 4: Presença de minerais em spots proteicos que apresentaram diferença de expressão no tecido muscular de bovinos alimentados com 0% (T1), 18% (T2), 36% (T3) e 
54% (T4) de Farelo de Glúten de Milho (DCGF). 

Spot ID Proteina ID ABV Proteina 
Farelo de Glúten de Milho (DCGF) 

0% 18% 36% 54% 

2 P00442 SOD1 Superóxido dismutase [Cu-Zn] Ca, Fe, Mg Zn, Ca, Fe, 
Cu, Mg Zn, Fe, Cu Zn, Cu 

3 P02192 MB Mioglobina Fe, Mg Fe, Mg  -  Zn, Mg 

4 P02192 MB 
Mioglobina 

Ca, Mg Fe, Mg 
Zn, Mn, 
Fe, Cu, 

Mg 

Zn, Ca, Cu, 
Mg 

5 Q5E946 PARK7 homólogo da proteína 7 da doença de Parkinson 
Zn, Cu, Mg Fe, Mg 

Fe, Mg Zn, Fe 
5 P13696 PEBP1 Proteína 1 de ligação à fosfatidiletanolamina   
9 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

Zn 

   

9 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase Mn, Fe, 
Mg 

Fe, Cu, 
Mg Zn, Mg 

9 Q3SZX4 CA3 Anidrase carbônica 3    
10 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M Zn, Fe Zn Zn, Mg Zn, Mg 
12 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 

Zn, Cu Zn, Fe, 
Mg 

Fe  Zn, Fe 
12 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M   
13 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 

Zn 

   

13 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Zn, Fe, 
Cu, Mg 

Fe, Cu, 
Mg Zn, Fe, Cu, Mg 

13 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase    
14 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 

Fe, Mg 

   

14 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase Mn, Ca, 
Fe, Mg 

Ca, Fe, 
Cu, Mg Zn, Mn, Mg 

14 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M    

21 Q08DP0 PGM1 Fosfoglucomutase-1 

Fe, Mg 
Zn, Fe Zn, Fe, 

Cu, Mg Zn, Ca, Mg 

21 Q0VCK0 ATIC Proteína de biossíntese de purina bifuncional 
PURH    
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23 Q27975 HSPA1A Choque térmico 70 kDa proteína 1A Zn, Mg Fe Fe, Cu, 
Mg Zn, Fe, Cu, Mg 

27 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

Zn, Fe, Cu, Mg 

Zn, Fe, 
Mg Zn, Mg Zn, Ca, Fe, Cu, 

Mg 
27 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato    
27 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase    

33 P02192 MB Mioglobina Zn, Ca, Mg Fe, Cu, 
Mg Mg Zn, Fe, Cu, Mg 

34 P02192 MB Mioglobina Zn, Fe, Cu, Mg Zn, Ca, 
Mg Mg Zn, Ca, Cu, 

Mg 

35 P02192 MB Mioglobina Zn, Mg Zn, Fe, 
Cu, Mg Cu, Mg Zn, Fe, Cu, Mg 

36 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 Zn, Ca, Fe, Cu, 
Mg 

Zn, Ca, 
Cu, Mg Zn, Mg Fe, Cu, Mg 

36 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase    
38 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 

Zn, Fe 

 

Ca, Fe, 
Mg 

 

38 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 Zn, Fe, 
Cu, Mg Zn, Fe, Mg 

38 Q9N0V4 GSTM1 Glutationa S-transferase Mu 1   

38 P54149 MSRA Peptídeo mitocondrial metionina sulfóxido 
redutase   

39 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, citoplasmática Zn, Fe, Cu Fe, Mg Mg Ca, Fe, Mg 
41 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 

Fe 
 Zn, Cu, 

Mg 
Zn, Fe, Mg 

41 P33097 GOT1 Aspartato aminotransferase, citoplasmática Fe, Mg  

42 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato Zn, Ca, Fe, Cu, 
Mg Fe, Cu Zn, Ca, 

Cu, Mg Zn, Ca, Mg 

67 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 
Zn, Fe, Mg 

Zn, Ca, Fe Zn, Cu, 
Mg Zn, Fe, Cu 

67 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase    

89 P13696 PEBP1 Proteína 1 de ligação à fosfatidiletanolamina Zn, Ca, Fe Zn, Fe, 
Mg 

Zn, Ca, 
Cu, Mg 

Zn, Ca, Cu, 
Mg 

90 P00570 AK1 Adenilato quinase isoenzima 1 Zn, Fe, Mg Ca, Fe Zn, Ca, Fe, 
Mg Fe, Mg 
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90 Q5E947 PRDX1 Peroxirredoxina-1    
91 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 Fe Fe Cu Fe, Cu, Mg 

94 Q32KV0 PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2 

Zn, Ca, Mg 
Fe Fe, Cu, 

Mg Fe, Cu, Mg 

94 Q2TBV3 ETFB Subunidade beta de flavoproteína de transferência 
de elétrons    

95 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
Fe 

Zn, Fe, Cu Zn, Mg Zn, Cu 
95 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, mitocondrial    

96 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Zn, Ca, Fe, Mg Zn, Fe, 
Mg  -  Ca, Fe, Cu, Mg 

97 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato Zn, Mg Zn, Ca, Fe, 
Mg 

Ca, Fe, 
Mg Zn, Fe, Cu 

97 P12344 GOT2 Aspartato aminotransferase, mitocondrial     

98 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M Zn Zn, Cu, 
Mg 

Zn, Fe, 
Mg Zn, Cu, Mg 

104 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 

Zn, Ca, Fe 

   

104 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase Zn, Fe, 
Mg  -  Zn, Mg 

104 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M    
105 A5D984 PKM Piruvato quinase  -  Zn, Cu Zn Zn, Ca, Mg 

134 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
Zn, Fe 

Zn, Ca, 
Cu, Mg 

Mn, Ca, 
Fe, Mg  -  

134 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase    

137 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 
Zn, Fe, Cu, Mg 

Zn, Ca, Fe, 
Mg Fe Zn, Fe, Cu, Mg 

137 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato    

150 Q27975 HSPA1A Choque térmico 70 kDa proteína 1A Ca, Fe, Mg Zn, Fe, 
Mg Zn, Mg Fe, Cu, Mg 

336 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Fe, Mg Fe, Mg Zn, Mg Zn, Fe, Cu, Mg 
336 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase     

338 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato Zn, Fe, Mg Fe, Mg Mn, Fe, 
Mg  -  
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338 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M     

346 A5D984 PKM Piruvato quinase Zn, Fe, Cu Zn, Ca, Fe, 
Cu, Mg Fe, Mg Cu 

351 Q5E946 PARK7 homólogo da proteína 7 da doença de Parkinson Fe Zn, Fe Ca, Fe Zn, Fe, Mg 
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Tabela 5: Presença de minerais em spots proteicos que apresentaram diferença de expressão na carne de bovinos alimentados com 0% (T1), 18% (T2), 36% (T3) e 54% (T4) 
de Farelo de Glúten de Milho (DCGF). 

Spot ID Proteina ID ABV Proteina Farelo de Glúten de Milho (DCGF) 
0% 18% 36% 54% 

3 Q32KV0 PGAM2 

Fosfoglicerato mutase 2 

Mn, Ca, Mg 

Zn, 
Mn, 

Ca, Fe, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg Zn, Mg 

4 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Fe, Mg Mg Zn, Mg Mg 
 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase     

5 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Mg Mn, Fe, 
Mg Mg Zn, Ca, 

Fe, Mg 

8 Q08DP0 PGM1 
Fosfoglucomutase-1 

Zn, Mn, Fe, Mg 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Zn, Ca, Fe, 
Mg Cu, Mg 

10 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase     

 P19858 LDHA 
Cadeia A da L-lactato desidrogenase 

Zn, Fe, Mg Ca, Fe, 
Mg Mg 

Zn, Mn, 
Ca, Fe, 

Mg 
 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1     

14 P33097 GOT1 Aspartato aminotransferase, citoplasmática 
Ca, Fe 

Mn, 
Ca, Mg Zn, Mg Zn, Mn, 

Fe, Mg 
 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M    

15 P00570 AK1 
Adenilato quinase isoenzima 1 

Zn, Fe, Mg 

Zn, 
Mn, 
Mg 

Zn, Fe, Mg Zn, Mn, 
Mg 

 P41976 SOD2 Superóxido dismutase [Mn], mitocondrial    

21 Q5E947 PRDX1 Peroxirredoxina-1  -  Mn, Fe, 
Mg Zn, Fe, Mg Zn, Mn, 

Ca, Mg 
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22 Q5E956 
TPI1 Triosefosfato isomerase 

Ca, Fe, Mg 

Zn, 
Mn, 
Mg 

Mn, Mg Zn, Mg 

 Q9N0V4 GSTM1 Glutationa S-transferase Mu 1    

24 Q5E956 TPI1 
Triosefosfato isomerase 

Zn, Ca, Cu, Mg 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

25 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase Fe, Mg Mn, 
Mg Zn, Fe, Mg Mn, Mg 

 P02192 MB Mioglobina     

30 Q3SZX4 
CA3 Anidrase carbônica 3 

Zn, Mn 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Fe, Mg Mg 

32 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, citoplasmática Mg Mn, Fe, 
Mg Mn, Mg Mn, Fe, 

Mg 

33 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, citoplasmática 
Fe, Cu, Mg Fe, Mg Zn, Cu, 

Mg Fe, Mg 
 P16116 AKR1B1 Aldo-ceto redutase família 1 membro B1    

34 Q3T145 MDH1 
Malato desidrogenase, citoplasmática 

Zn, Ca, Fe, Cu, Mg 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Zn, Mn, 
Fe, Mg 

Zn, Mn, 
Fe, Mg 

36 Q5EA88 GPD1 
Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(+)], 

citoplasmático Zn, Mn, Mg 
Zn, 
Mn, 
Mg 

Zn, Mg Zn, Mn, 
Mg 

44 P10096 GAPDH 
Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

Mn, Ca, Fe, Mg 

Zn, 
Mn, 

Ca, Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Ca, 
Fe, Mg 

 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase    
52 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase Zn, Mn, Fe, Mg Zn, Mg Zn, Mg Mn, Mg 

53 P00829 ATP5F1B Subunidade beta da ATP sintase, 
mitocondrial Fe, Cu Zn, Fe, 

Mg Mg Fe 
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68 Q5E946 PARK7 
homólogo da proteína 7 da doença de 

Parkinson Zn, Fe, Cu, Mg 
Zn, 
Mn, 
Mg 

Zn, Fe, Cu, 
Mg 

Zn, Ca, 
Fe, Mg 

69 Q5E956 TPI1 
Triosefosfato isomerase 

Mn, Fe, Mg 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

Zn, Ca, 
Mg 

 Q9N0V4 GSTM1 Glutationa S-transferase Mu 1     
72 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, mitocondrial Fe, Mg Mg Mn, Fe, 

Mg 
Ca, Mg 

 O97764 CRYZ Zeta-cristalino  

73 Q32LG3 MDH2 
Malato desidrogenase, mitocondrial 

 -  
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Mg Zn, Mn, 
Fe, Mg 

74 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Ca, Mg Zn, Mg Mn, Mg Zn, Ca, 
Mg 

75 Q3ZC09 ENO3 
Beta-enolase 

Fe, Mg 

Zn, 
Mn, 
Mg 

Zn, Fe, Cu, 
Mg 

Zn, Mn, 
Mg 

 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase   

77 A5D984 PKM 
Piruvato quinase 

Fe, Cu, Mg 
Zn, 

Mn, Fe, 
Mg 

Zn, Mg Zn, Mg 

78 A5D984 PKM Piruvato quinase Zn, Mn, Ca, Fe, Cu, 
Mg Zn, Mg Zn, Mn, 

Mg 
Zn, Mn, 

Mg 

79 A5D984 PKM Piruvato quinase Mn, Fe, Mg Mn, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg Mn, Mg 

82 Q08DP0 PGM1 Fosfoglucomutase-1 Zn, Fe, Mg Zn, Mg Fe, Mg Zn, Mn, 
Fe, Mg 

83 
P19120 HSPA8 Proteína cognata de choque térmico de 71 

kDa Fe, Cu 
   

P34933 HSPA2 Proteína 2 de 70 kDa relacionada ao choque 
térmico    
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P0CB32 HSPA1L 
Choque térmico 70 kDa proteína 1-like Zn, 

Mn, 
Ca, Mg 

Mg Mg 

Q27975 HSPA1A Proteína de choque térmico 70 kDa 1ª    
Q27965 HSPA1B Choque térmico 70 kDa proteína 1B    

Q0VCX2 HSPA5 Chaperona do retículo endoplasmático BiP    
113 Q3SZX4 CA3 Anidrase carbônica 3 

Cu 

    
 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1  Mg  -  Mg 
 Q32KV0 PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2    
 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M    

115 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 

Zn, Mn, Ca, Fe, Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

Mn, Fe, 
Mg  -   Q3SZX4 CA3 Anidrase carbônica 3   

 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase   

118 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 
Cu, Mg 

Mn, Fe, 
Mg 

Zn, Ca, Fe, 
Mg Mn, Fe, 

Mg  P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase   

119 Q3ZC09 ENO3 
Beta-enolase 

Fe, Mg 

Zn, 
Mn, 
Mg 

Zn, Mn, 
Fe, Mg 

Zn, Ca, 
Fe, Mg 

 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase    

123 A5D984 PKM Piruvato quinase Zn, Ca, Fe, Cu, Mg Zn, Ca, 
Fe, Mg Zn, Mg Zn, Mg 
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Tabela 6: Identificação Identificação de proteínas com diferentes expressões no tecido muscular de bovinos alimentados com diferentes níveis de inclusão de Farelo de Glúten de Milho (DCGF). A 
análise da expressão dos pontos foi realizada usando o Programa ImageMaster Platinum com a identificação de proteínas por LC-MS/MS. Positivo (+) os valores mostram uma tendência potencial 
de expansão e os valores negativos (-) mostram potenciais reduções na expressão. O sinal Ø significa que não houve expressão. Esses valores são avaliados em comparação com o tratamento controle, 
sem inclusão de Farelo de Glúten de Milho. 

Spot 
ID a 

Protein ID b ABV c Proteina Score d pI/Mw 
experimental 

(Da) 

pI/Mw 
teórico (Da) 

Cobertura 
(%) 

Diferença 
de 

Expressão 
18% 

Diferença 
de 

Expressão 
36% 

Diferença 
de 

Expressão 
54% 

2 P00442 SOD1 Superóxido dismutase [Cu-Zn] 311 6.009270/15.897 5.85/15.683 6.58 +1,13861 ∅ ∅ 
3 P02192 MB Mioglobina 6322 7.355736/17.481 6.90/17.078 64.94 - 1,14362 ∅ ∅ 
4 P02192 MB Mioglobina 413 7.323291/21.495 6.90/17.078 18.83 +1,13389 ∅ +1,40031 
5 Q5E946 PARK7 homólogo da proteína 7 da doença de 

Parkinson 
4606 6.820394/21.676 6.84/20.035 72.49 +1,10126 ∅ ∅ 

5 P13696 PEBP1 Proteína 1 de ligação à fosfatidiletanolamina 949  6.96/20.986 32.62    
9 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 68885 8.320973/34.852 8.51/35.868 51.05 +1,08094 ∅ ∅ 
9 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 1477  8.12/36.598 46.99    
9 Q3SZX4 CA3 Anidrase carbônica 3 618  7.71/29.370 45.38    
10 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 12521 6.836616/39.408 6.63/42.989 45.67 -1,48928 ∅ +1,76212 
12 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 8398 6.852839/42.527 7.60/47.096 52.76 -1,33722 ∅ ∅ 
12 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 5277  6.63/42.989 33.07    
13 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 8645 8.361530/42.947 8.48/44.538 56.59 -2,89437 ∅ ∅ 
13 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 6679  8.51/35.868 26.73    
13 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 1432  8.12/36.598 21.08    
14 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 20950 7.444959/42.215 7.60/47.096 59.68 -1,19517 -1,29433 -1,28042 

14 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 9026  6.37/47.326 25.35    
14 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 773  6.63/42.989 36.75    
21 Q08DP0 PGM1 Fosfoglucomutase-1 3026 7.088065/60.581 6.36/61.589 50 +1,53783 ∅ ∅ 

21 Q0VCK0 ATIC Proteína de biossíntese de purina bifuncional 
PURH 

270  6.39/64.483 18.58    

23 Q27975 HSPA1A Choque térmico 70 kDa proteína 1A 2936 5.984936/69.388 5.67/70.259 38.69 +1,80777 +1,57242 - 
27 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 18968 8.215527/34.852 8.51/35.868 34.83 - ∅ - 
27 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 7951  8.45/39.436 71.15    
27 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 487  8.12/36.598 21.08    
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33 P02192 MB Mioglobina 2939 7.273769/17.697 6.90/17.078 41.56 ∅ +1,81267 +1,84323 
34 P02192 MB Mioglobina 27234 7.819015/17.343 6.90/17.078 84.42 ∅ +1,44279 +1,3748 
35 P02192 MB Mioglobina 7278 6.335624/20.100 6.90/17.078 48.05 ∅ +2,24744 +2,11816 
36 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 9095 6.279496/24.983 5.98/22.393 47.76 ∅ +1,5256 ∅ 
36 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 2525  6.45/26.690 42.57    
38 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 16013 6.824742/25.199 6.45/26.690 72.69 ∅ -2,3609 ∅ 
38 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 1080  5.98/22.393 44.28    
38 Q9N0V4 GSTM1 Glutationa S-transferase Mu 1 400  6.91/25.635 19.72    
38 P54149 MSRA Peptídeo mitocondrial metionina sulfóxido 

redutase 
363 

 
 7.15/25.818 20.6 

 
   

39 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, citoplasmática 3261 6.383734/33.391 6.16/36.438 45 ∅ +1,40433 ∅ 
41 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 9461 8.235968/40.326 8.45/39.436 81.32 ∅ +1,1419 ∅ 
41 P33097 GOT1 Aspartato aminotransferase, citoplasmática 559  7.09/46.399 44.79    
42 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 8672 8.701031/40.224 8.45/39.436 77.47 ∅ +1,22956 ∅ 
67 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 4766 8.051546/45.219 7.60/47.096 46.08 ∅ +1,53181 +4,32195 
67 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 2883  6.63/42.989 11.98    
89 P13696 PEBP1 Proteína 1 de ligação à fosfatidiletanolamina 8898 7.9073/21.676 6.96/20.986 48.66 ∅ ∅ -1,32405 

90 P00570 AK1 Adenilato quinase isoenzima 1 9551 8.864426/22.938 8.40/21.664 77.32 ∅ ∅ -1,53688 
90 Q5E947 PRDX1 Peroxirredoxina-1 142  8.59/22.210 5.53    
91 Q3T149 HSPB1 Proteína de choque térmico beta-1 438 5.871379/24.582 5.98/22.393 36.82 ∅ - +1,53747 
94 Q32KV0 PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2 2618 8.783314/26.068 8.99/28.685 30.83 ∅ ∅ -1,70231 
94 Q2TBV3 ETFB Subunidade beta de flavoproteína de 

transferência de elétrons 
416  8.25/27.699 19.61    

95 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 73110 9.42410/36.071 8.51/35.868 45.95 ∅ ∅ +2,28433 
95 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, mitocondrial 921  8.82/35.668 36.09    
96 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 4966 7.858633/39.505 8.51/35.868 18.02 ∅ ∅ +2,47041 
97 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 4623 9.399768/39.022 8.45/39.436 47.8 ∅ ∅ +4,50886 
97 P12344 GOT2 Aspartato aminotransferase, mitocondrial 258  9.19/47.514 16.05    
98 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 3677 6.706837/39.408 6.63/42.989 38.58 ∅ ∅ -1,71036 
104 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 12262 7.096176/42.215 7.60/47.096 55.07 ∅ ∅ -1,35163 
104 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 4604  6.37/47.326 27.65    
104 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 3148  6.63/42.989 45.41    



68 
 

105 A5D984 PKM Piruvato quinase 2871 8.004635/54.773 7.96/57.949 41.05 ∅ ∅ -1,25599 
134 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 30747 9.967555/37.151 8.51/35.868 31.83 ∅ ∅ - 
134 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 430  8.12/36.598 15.06    
137 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 10483 7.453071/39.022 6.63/42.989 46.72 ∅ ∅ - 
137 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 1175  8.45/39.436 33.79    
150 Q27975 HSPA1A Choque térmico 70 kDa proteína 1A 582 5.838934/68.327 5.67/70.259 12.32 ∅ ∅ +1,69401 
336 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 8989 7.866744/32.295 8.51/35.868 22.52 +1,19168 - - 
336 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato desidrogenase 947  8.12/36.598 16.57    
338 A6QLL8 ALDOA Aldolase de frutose-bifosfato 672 7.514318/39.512 8.45/39.436 21.7 ∅ - - 
338 Q9XSC6 CKM Creatina quinase tipo M 321  6.63/42.989 21.26    
346 A5D984 PKM Piruvato quinase 2105 8.356243/61.969 7.96/57.949 22.98 ∅ - ∅ 
351 Q5E946 PARK7 homólogo da proteína 7 da doença de 

Parkinson 
3437 6.103093/23.572 6.84/20.035 62.96 ∅ - - 

 
 
 
 

Tabela 7: Identificação de proteínas com diferentes expressões na carne de bovinos alimentados com diferentes níveis de inclusão de Farelo de Glúten de Milho (DCGF). A análise da expressão 

dos pontos foi realizada usando o Programa ImageMaster Platinum com a identificação de proteínas por LC-MS/MS. Positivo (+) os valores mostram uma tendência potencial de expansão e 

os valores negativos (-) mostram potenciais reduções na expressão. O sinal Ø significa que não houve expressão. Esses valores são avaliados em comparação com o tratamento controle, sem 

inclusão de Farelo de Glúten de Milho. 
 

Spot 
ID 

Protein
a ID 

ABV Proteina Score PI/Mw 
experimental 

PI/Mw teórico Cobertu
ra (%) 

Diferença 
de 
Expressã
o18% 

Diferença 
de 
Expressã
o 36% 

Diferença 
de 
Expressã
o 54% 

3 Q32KV
0 

PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2 3228.59
3 

9.015116/ 
29.422 

8.99/ 28.685 26.88 +1,7429 ∅ ∅ 

4 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

9579.69
2 

8.24186/ 36.430 8.51/ 35.868 23.42 +2,03265 ∅ ∅ 
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 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato 
desidrogenase 

4103.90
2 

 8.12/ 36.598 44.28    

5 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

16133.7
1 

7.786047/ 
39.255 

8.51/ 35.868 23.42 +1,4498 ∅ ∅ 

8 Q08DP0 PGM1 Fosfoglucomutase-1 1339.00
7 

7.232558/ 
71.120 

6.36/ 61.589 29.18 +1,24278 ∅ ∅ 

10 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

28580.2
3 

8.445349/ 
124.909 

8.51/ 35.868 31.83 -1,649 ∅ ∅ 

 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato 
desidrogenase 

3125.84
6 

 8.12/ 36.598 43.37    

 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 1802.06
3 

 8.48/ 44.538 42.69    

14 P33097 GOT1 Aspartato 
aminotransferase, 

citoplasmática 

1901.68
8 

7.663953/ 
42.571 

7.09/ 46.399 30.02 - - - 

 Q9XSC
6 

CKM Creatina quinase tipo M 576.129
5 

 6.63/ 42.989 21.52    

15 P00570 AK1 Adenilato quinase 
isoenzima 1 

322.023
5 

8.022093/ 
24.083 

8.40/ 21.664 17.01 - ∅ ∅ 

 P41976 SOD2 Superóxido dismutase 
[Mn], mitocondrial 

284.800
1 

 8.70/ 24.638 9.46    

21 Q5E947 PRDX1 Peroxirredoxina-1 751.741
9 

9.462791/ 
26.542 

8.59/ 22.210 14.57 - ∅ ∅ 

22 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 16745.0
1 

6.727907/ 
26.234 

6.45/ 26.690 71.49 - ∅ ∅ 

 Q9N0V
4 

GSTM1 Glutationa S-transferase 
Mu 1 

413.871  6.91/ 25.635 7.8    

24 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 9863.28
4 

6.605814/ 
26.697 

6.45/ 26.690 65.46 - ∅ ∅ 

25 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 3515.02 7.54186/ 27.541 6.45/ 26.690 28.51 - ∅ ∅ 
 P02192 MB Mioglobina 2683.42

5 
 6.90/ 17.078 17.53    
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30 Q3SZX
4 

CA3 Anidrase carbônica 3 1609.23
4 

8.038372/ 
29.826 

7.71/ 29.370 25.77 - ∅ ∅ 

32 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, 
citoplasmática 

5808.99 6.288372/ 
34.537 

6.16/ 36.438 25.75 - ∅ ∅ 

33 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, 
citoplasmática 

4020.97
2 

6.483721/ 
35.967 

6.16/ 36.438 25.75 - -1,21199 ∅ 

 P16116 AKR1B1 Aldo-ceto redutase 
família 1 membro B1 

1805.75
5 

 5.89/ 35.919 30.48    

34 Q3T145 MDH1 Malato desidrogenase, 
citoplasmática 

2146.18
7 

6.32093/ 35.509 6.16/ 36.438 21.86 - ∅ ∅ 

36 Q5EA88 GPD1 Glicerol-3-fosfato 
desidrogenase 

[NAD(+)], 
citoplasmático 

1935.84
2 

7.2/ 37.057 6.42/ 37.648 34.96 +2,22514 ∅ ∅ 

44 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

54264.7
7 

8.624419/ 
39.761 

8.51/ 35.868 43.84 - ∅ - 

 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato 
desidrogenase 

1282.10
8 

 8.12/ 36.598 31.63    

52 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 1848.85
8 

6.866279/ 
49.200 

7.60/ 47.096 23.27 - ∅ ∅ 

53 P00829 ATP5F1
B 

Subunidade beta da ATP 
sintase, mitocondrial 

883.844
8 

5.181395/ 
53.793 

5.15/ 56.284 10.98 - ∅ -1,42253 

68 Q5E946 PARK7 homólogo da proteína 7 
da doença de Parkinson 

8346.84
9 

7.036322/ 
25.169 

6.84/ 20.035 74.07 ∅ -1,18257 ∅ 

69 Q5E956 TPI1 Triosefosfato isomerase 28821.9 7.346198/ 
27.022 

6.45/ 26.690 92.77 ∅ -1,15088 ∅ 

 Q9N0V
4 

GSTM1 Glutationa S-transferase 
Mu 1 

593.785
9 

 6.91/ 25.635 19.72    

72 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, 
mitocondrial 

1751.50
8 

9.165721/ 
39.259 

8.82/ 35.668 48.24 ∅ -1,51687 ∅ 

 O97764 CRYZ Zeta-cristalino 346.144
3 

 8.28/ 35.383 23.94    
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73 Q32LG3 MDH2 Malato desidrogenase, 
mitocondrial 

7081.38 9.475596/ 
40.703 

8.82/ 35.668 60.95 ∅ -1,6557 ∅ 

74 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

12081.7
5 

8.990919/ 
41.947 

8.51/ 35.868 31.83 ∅ +1,25818 ∅ 

75 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 5834.64
1 

7.338252/ 
45.813 

7.60/ 47.096 52.76 ∅ -1,352 ∅ 

 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 3198.18
5 

 6.37/ 47.326 16.59    

77 A5D984 PKM Piruvato quinase 3910.35
7 

7.807037/ 
62.777 

7.96/ 57.949 51.98 ∅ -1,36117 ∅ 

78 A5D984 PKM Piruvato quinase 4217.91
3 

7.656073/ 
64.367 

7.96/ 57.949 43.69 ∅ -1,52142 -1,67791 

79 A5D984 PKM Piruvato quinase 4675.10
8 

8.101022/ 
63.679 

7.96/ 57.949 47.83 ∅ -1,44771 ∅ 

82 Q08DP0 PGM1 Fosfoglucomutase-1 7020.49
6 

6.869467/ 
67.193 

6.36/ 61.589 49.82 ∅ -1,77107 ∅ 

83 P19120 HSPA8 Proteína cognata de 
choque térmico de 71 

kDa 

11207.2
3 

5.677639/ 
77.775 

5.37/ 71.241 39.08 ∅ -2,06076 ∅ 

 P34933 HSPA2 Proteína 2 de 70 kDa 
relacionada ao choque 

térmico 

8132.68
7 

 5.43/ 69.740 16.82    

 P0CB32 HSPA1L Choque térmico 70 kDa 
proteína 1-like 

7258.08
8 

 5.89/ 70.389 8.74    

 Q27975 HSPA1A Choque térmico 70 kDa 
proteína 1A 

6553.17  5.67/ 70.259 8.11    

 Q27965 HSPA1B Choque térmico 70 kDa 
proteína 1B 

6553.17  5.67/ 70.228 8.11    

 Q0VCX
2 

HSPA5 Chaperona do retículo 
endoplasmático BiP 

4438.58
8 

 5.07/ 72.400 5.19    

113 Q3SZX
4 

CA3 Anidrase carbônica 3 18607.8
4 

8.180477/ 
29.764 

7.71/ 29.370 51.54 ∅ -1,16987 ∅ 
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 Q3T0P6 PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 1179.23
4 

 8.48/ 44.538 30.7    

 Q32KV
0 

PGAM2 Fosfoglicerato mutase 2 615.602
5 

 8.99/ 28.685 15.42    

 Q9XSC
6 

CKM Creatina quinase tipo M 194.932
5 

 6.63/ 42.989 13.65    

115 P19858 LDHA Cadeia A da L-lactato 
desidrogenase 

7216.32
9 

8.593644/ 
35.439 

8.12/ 36.598 44.28 ∅ ∅ -1,62195 

 Q3SZX
4 

CA3 Anidrase carbônica 3 4684.08
1 

 7.71/ 29.370 41.92    

 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

3087.26
2 

 8.51/ 35.868 18.02    

118 Q9XSC
6 

CKM Creatina quinase tipo M 14814.6
9 

6.925085/ 
42.884 

6.63/ 42.989 48.82 ∅ ∅ -1,66857 

 P10096 GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 

1658.07
2 

 6.63/ 42.989 18.02    

119 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 13778.9
7 

7.227015/ 
47.312 

7.60/ 47.096 55.76 ∅ ∅ -1,19226 

 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 6038.34
4 

 6.37/ 47.326 23.5    

123 A5D984 PKM Piruvato quinase 5019.59
7 

7.552781/ 
63.225 

7.96/ 57.949 46.89 ∅ ∅ -1,40265 
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Figura 6: Incidência de spots no tecido muscular com cada mineral avaliado nos diferentes 
níveis de inclusão de DCGF. 

Figura 7: Incidência de spots na carne com cada mineral avaliado nos diferentes níveis de 
inclusão de DCGF. 
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Tabela 8: Concentração de zinco, manganês, cálcio, ferro, cobre e magnésio (ng mL-1) de acordo com cada spots protéicos 

das amostras do tecido muscular no período ante rigor mortis dos grupos (T1, T2, T3 e T4), nos quais foram analisados 

quanto a presença desses elementos. Os mesmos são representados na figura 3, e na tabela 4 quanto as proteínas 

identificadas. 

Spot ID 
Zinco (Zn) 
(ng mL-1) 

Manganês (Mn) 
(ng mL-1) 

Cálcio (Ca) 
(ng mL-1) 

Ferro (Fe) 
(ng mL-1) 

Cobre (Cu) 
(ng mL-1) 

Magnésio (Mg) 
(ng mL-1) 

2 T1 M - - 0.051 4.288 - 0.008 
2 T2 M 0.789 - 0.051 2.748 2.684 0.004 
2 T3 M 0.952 - - 0.975 5.924 - 
2 T4 M 1.316 - - - 0.368 - 
3 T1 M - - - 2.053 - 0.008 
3 T2 M - - - 1.763 - 0.006 
3 T4 M 1.087 - - - - 0.014 
4 T1 M - - 0.016 - - 0.005 
4 T2 M - - - 0.959 - 0.002 
4 T3 M 0.502 3.059 - 3.925 2.391 0.013 
4 T4 M 1.178 - 0.051 - 2.492 0.004 
5 T1 M 1.282 - - - 2.770 0.001 
5 T2 M - - - 1.986 - 0.009 
5 T3 M - - - 1.327 - 0.018 
5 T4 M 1.178 - - 0.498 - - 
9 T1 M 0.336 - - - - - 
9 T2 M - 0.121 - 2.271 - 0.008 
9 T3 M - - - 0.809 2.268 0.039 
9 T4 M 0.067 - - - - 0.013 
10 T1 M 0.363 - - 1.524 - - 
10 T2 M 0.274 - - - - - 
10 T3 M 0.059 - - - - 0.032 
10 T4 M 1.056 - - - - 0.004 
12 T1 M 0.837 - - - 0.037 - 
12 T2 M 1.244 - - 0.695 - 0.009 
12 T3 M - - - 1.799 - - 
12 T4 M 1.267 - - 0.073 - - 
13 T1 M 2.287 - - - - - 
13 T2 M 1.293 - - 1.089 4.782 0.001 
13 T3 M - - - 0.358 3.090 0.003 
13 T4 M 0.912 - - 1.011 1.756 0.007 
14 T1 M - - - 7.731 - 0.007 
14 T2 M - 0.037 0.051 1.996 - 0.003 
14 T3 M - - 0.139 3.054 0.390 0.111 
14 T4 M 0.714 2.975 - - - 0.144 
21 T1 M - - - 1.457 - 0.003 
21 T2 M 1.279 - - 2.214 - - 
21 T3 M 0.230 - - 3.334 2.460 0.008 
21 T4 M 0.312 - 0.597 - - 0.141 
23 T1 M 0.587 - - - - 0.003 
23 T2 M - - - 0.384 - - 
23 T3 M - - - 0.659 0.704 0.008 
23 T4 M 0.867 - - 0.783 3.042 0.003 
27 T1 M 1.271 - - 0.565 0.320 0.001 
27 T2 M 0.086 - - 1.504 - 0.011 
27 T3 M 1.101 - - - - 0.080 
27 T4 M 0.779 - 0.068 0.389 3.293 0.001 
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33 T1 M 1.306 - 0.324 - - 0.007 
33 T2 M - - - 1.053 0.368 0.001 
33 T3 M - - - - - 0.042 
33 T4 M 1.161 - - 0.819 2.556 0.004 
34 T1 M 1.326 - - 1.032 2.754 0.005 
34 T2 M 0.626 - 0.095 - - 0.008 
34 T3 M - - - - - 0.055 
34 T4 M 0.007 - 0.350 - 0.592 0.139 
35 T1 M 1.276 - - - - 0.002 
35 T2 M 1.245 - - 1.151 4.034 0.013 
35 T3 M - - - - 0.913 0.005 
35 T4 M 0.778 - - 0.114 0.016 0.002 
36 T1 M 1.214 - 0.130 1.623 0.587 0.003 
36 T2 M 1.292 - 0.227 - 1.201 0.012 
36 T3 M 0.255 - - - - 0.105 
36 T4 M - - - 0.643 1.436 0.006 
37 T3 M 1.196 1.501 - 6.118 - 0.093 

  38 T1 M 0.235 - - 1.872 - - 
38 T2 M 0.882 - - 1.270 2.113 0.007 
38 T3 M - - 1.284 1.270 - 0.731 
38 T4 M 1.298 - - 0.254 - 0.006 
39 T1 M 1.308 - - 1.524 1.654 - 
39 T2 M - - - 3.993 - 0.002 
39 T3 M - - - - - 0.022 
39 T4 M - - 0.068 4.972 - 0.113 
41 T1 M - - - 2.665 - - 
41 T2 M - - - 1.265 - 0.038 
41 T3 M 0.710 - - - 2.732 0.013 
41 T4 M 0.576 - - 8.203 - 0.026 
42 T1 M 1.276 - 0.209 2.017 1.676 0.022 
42 T2 M - - - 6.072 0.384 - 
42 T3 M 1.095 - 0.051 - 0.699 0.014 
42 T4 M 1.293 - 0.033 - - 0.012 
67 T1 M 0.598 - - 0.042 - 0.001 
67 T2 M 0.545 - 0.368 5.247 - - 
67 T3 M 1.037 - - - 0.726 0.005 
67 T4 M 0.752 - - 3.246 4.050 - 
89 T1M 0.345 - 0.104 0.161 - - 
89 T2 M 0.354 - - 5.227 - 0.026 
89 T3 M 1.134 - 0.104 - 0.891 0.139 
89 T4 M 1.200 - 0.077 - 1.163 0.079 
90 T1 M 1.407 - - 0.337 - 0.002 
90 T2 M - - 0.386 3.707 - - 
90 T3 M 0.117 - 0.350 2.639 - 0.277 
90 T4 M - - - 0.819 - 0.008 
91 T1 M - - - 1.493 - - 
91 T2 M - - - 2.048 - - 
91 T3 M - - - - 0.262 - 
91 T4 M - - - 2.473 1.318 0.007 
94 T1 M 0.217 - 0.051 -  0.004 
94 T2 M - - - 4.926 - - 
94 T3 M - - - 2.390 1.217 0.068 
94 T4 M - - - 1.281 1.793 0.006 
95 T1 M - - - 0.451 - - 
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95 T2 M 0.901 - - 0.280 2.119 - 
95 T3 M 0.685 - - - - 0.199 
95 T4 M 0.781 - - - 0.726 - 
96 T1 M 0.352 - 0.315 0.690 - 0.012 
96 T2 M 0.364 - - 1.867 - 0.008 
96 T4 M - - 0.033 1.296 1.414 0.005 
97 T1 M 0.480 - - - - 0.006 
97 T2 M 1.242 - 0.174 0.555 2.215 0.002 
97 T3 M - - 0.245 2.038 - 0.076 
97 T4 M 1.134 - - 0.166 2.908 - 
98 T1 M 0.527 - - - - - 
98 T2 M 1.215 - - - 0.491 0.006 
98 T3 M 0.685 - - 1.156 - 0.007 
98 T4 M 1.057 - - - 0.768 0.002 
104 T1 M 1.277 - 0.289 3.303 - - 
104 T2 M 1.063 - - 0.036 - 0.088 
104 T4 M 0.438 - - - - 0.003 
105 T2 M 0.098 - - - 2.754 - 
105 T3 M 1.219 - - - - - 
105 T4 M 0.077 - 0.183 - - 0.023 
106 T1 M 0.198 - - 3.080 - - 
134 T1 M 0.195 - - 0.296 - - 
134 T2 M 1.218 - 0.095 - 0.144 0.007 
134 T3 M - 0.399 0.104 4.584 - 0.162 
137 T1 M 1.203 - - 0.581 0.027 0.009 
137 T2 M 0.054 - 0.209 0.736 - 0.007 
137 T3 M - - - 5.527 - - 
137 T4 M 0.688 - - 0.482 0.112 0.008 
150 T1 M - - 0.139 6.761 - 0.026 
150 T2 M 0.117 - - 3.842 - 0.005 
150 T3 M 0.404 - - - - 0.017 
150 T4 M - - - 0.088 1.126 0.017 
336 T1 M - - - 7.793 - 0.019 
336 T2 M - - - 7.233 - 0.084 
336 T3 M 0.423 - - - - 0.032 
336 T4 M 0.877 - - 1.633 2.722 0.003 
338 T1 M 0.074 - - 1.654 - 0.008 
338 T2 M - - - 2.774 - 0.037 
338 T3 M - 0.009 - 4.309 - 0.106 
346 T1 M 0.415 - - 2.831 0.160 - 
346 T2 M 0.568 - 0.280 0.669 4.189 0.008 
346 T3 M - - - 0.389 - 0.026 
346 T4 M - - - - 1.067 - 
351 T1 M - - - 3.505 - - 
351 T2 M 0.438 - - 2.525 - - 
351 T3 M - - 0.315 3.863 - - 
351 T4 M 0.882 - - 1.924 - 0.006 
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Tabela 9: Concentração de zinco, manganês, cálcio, ferro, cobre e magnésio (ng mL-1) de acordo com cada spots protéicos 

das amostras de carne (tecido muscular no período post rigor mortis) dos grupos (T1, T2, T3 e T4), nos quais foram 

analisados quanto a presença desses elementos. Os mesmos são representados na figura 4, e na tabela 5 quanto as proteínas 

identificadas. 

Spot ID Zinco (Zn) 
(ng mL-1) 

Manganês (Mn) 
(ng mL-1) 

Cálcio (Ca) 
(ng mL-1) 

Ferro (Fe) 
(ng mL-1) 

Cobre (Cu) 
(ng mL-1) 

Magnésio (Mg) 
(ng mL-1) 

3 T1 C - 1.242 0.086 - - 0.066 
3 T2 C 0.019 7.026 0.121 2.935 - 0.005 
3 T3 C - 1.075 - 2.784 - 0.105 
3 T4 C 0.106  -  -  -  - 0.075 
4 T1 C - - - 1.105 - 0.029 
4 T2 C - - - - - 0.119 
4 T3 C 0.800 - - - - 0.071 
4 T4 C  -  -  -  -  - 0.437 
5 T1 C - - - - - 0.102 
5 T2 C - 2.428 - 1.146 - 0.158 
5 T3 C - - - - - 0.069 
5 T4 C 0.667  - 0.121 3.412  - 0.016 
8 T1 C 0.213 2.364 - 6.533 - 0.040 
8 T2 C 0.190 1.724 - 4.122 - 0.057 
8 T3 C 1.111 - 0.007 3.749 - 0.004 
8 T4 C  -  -  -  - 0.528 0.200 
10 T1 C 0.286 - - 0.570 - 0.007 
10 T2 C - - 0.121 3.220 - 0.144 
10 T3 C - - - - - 0.369 
10 T4 C 0.474 6.136 0.210 1.426  - 0.574 
14 T1 C - - 0.033 6.010 - - 
14 T2 C - 1.650 0.007 - - 0.023 
14 T3 C 4.371 - - - - 0.081 
14 T4 C 1.027 1.437  - 4.511  - 0.044 
15 T1 C 0.953 - - 6.564 - 0.090 
15 T2 C 0.927 1.882 - - - 0.072 
15 T3 C 0.089 - - 6.450 - 0.025 
15 T4 C 0.836 0.195  -  -  - 0.089 
21 T2 C - 1.437 - 5.833 - 0.086 
21 T3 C 0.069 - - 1.390 - 0.059 
21 T4 C 0.472 1.594 0.641  -  - 0.275 
22 T1 C - - 0.280 3.941 - 0.010 
22 T2 C 1.001 2.938 - - - 0.079 
22 T3 C - 0.380 - - - 0.248 
22 T4 C 0.124  -  -  -  - 0.116 
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24 T1 C 1.029 - 0.447 - 0.267 0.313 
24 T2 C 1.393 0.556 - 7.342 - 0.016 
24 T3 C - 1.047 - 5.315 - 0.121 
24 T4 C - 0.908  - 7.015  - 0.095 
25 T1 C - - - 1.353 - 0.018 
25 T2 C - 9.908 - - - 0.206 
25 T3 C 0.484 - - 11.469 - 0.016 
25 T4 C  - 0.649  -  -  - 0.067 
30 T1 C 1.131 - - - - 0.121 
30 T2 C 0.320 3.281 - 6.077 - 0.033 
30 T3 C - - - 5.190 - 0.060 
30 T4 C  -  -  -  -  - 0.253 
32 T1 C - - - - - 0.022 
32 T2 C - 3.624 - 5.325 - 0.089 
32 T3 C - 2.373 - - - 0.085 
32 T4 C  - 0.260  - 1.374  - 0.105 
33 T1 C - - - 0.726 0.288 0.019 
33 T2 C - - - 2.795 - 0.056 
33 T3 C 4.205 - - - 0.080 0.069 
33 T4 C  -  -  - 6.658  - 0.074 
34 T1 C 0.724 - 0.430 1.167 1.142 0.245 
34 T2 C 1.287 3.661 - 4.812 - 0.024 
34 T3 C 1.774 1.835 - 6.020 - 0.059 
34 T4 C 1.372 1.835  - 8.498  - 0.039 
36 T1 C 1.107 0.473 - - - 0.126 
36 T2 C 0.963 0.788 - - - 0.125 
36 T3 C 0.605 - - - - 0.087 
36 T4 C 0.929 0.695  -  -  - 0.119 
37 T1 C  - 2.141  -  -  - 0.217 
44 T1 C - 1.659 0.077 8.021 - 0.172 
44 T2 C 0.052 12.568 1.654 - - 0.957 
44 T3 C - 1.288 - 3.142 - 0.098 
44 T4 C  - 3.077 0.051 5.361  - 0.155 
52 T1 C 0.978 1.186 - 6.398 - 0.088 
52 T2 C 0.921 - - - - 0.162 
52 T3 C 0.291 - - - - 0.182 
52 T4 C  - 1.251  -  -  - 0.036 
53 T1 C - - - 1.021 0.907  

53 T2 C 0.803 - - 1.913 - 0.052 
53 T3 C - - - - - 0.294 
53 T4 C  -  -  - 3.879  -  - 
68 T1 C 0.185 - - 2.069 0.304 0.040 
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68 T2 C 1.115 5.487 - - - 0.059 
68 T3 C 0.318 - - 1.882 0.763 0.045 
68 T4 C 1.687  - 1.759 4.677  - 0.076 
69 T1 C - 0.167 - 2.608 - 0.083 
69 T2 C 0.911 2.595 - 5.491 - 0.006 
69 T3 C - 0.148 - 1.550 - 0.083 
69 T4 C 0.792  - 0.285  -  - 0.102 
72 T1 C - - - 0.695 - 0.053 
72 T2 C - - - - - 0.172 
72 T3 C - 0.111 - 7.130 - 0.182 
72 T4 C  -  - 4.278  -  - 0.788 
73 T2 C 1.516 0.593 - 4.138 - 0.052 
73 T3 C - 0.881 - - - 0.018 
73 T4 C 1.415 1.696  - 6.316  - 0.080 
74 T1 C - - 0.157 - - 0.101 
74 T2 C 0.903 - - - - 0.105 
74 T3 C - 0.445 - - - 0.087 
74 T4C 0.472  - 0.579  -  - 0.621 
75 T1 C - - - 2.250 - 0.112 
75 T2 C 0.990 1.261 - - - 0.046 
75 T3 C 0.414 - - 3.723 0.160 0.581 
75 T4 C 0.906 0.074  -  -  - 0.115 
77 T1 C - - - 1.167 0.881 0.024 
77 T2 C 0.736 2.475 - 5.657 - 0.072 
77 T3 C 0.740 - - - - 0.284 
77 T4 C 0.871  -  -  -  - 0.062 
78 T1 C 0.360 1.103 0.095 0.296 0.886 0.115 
78 T2 C 0.564 - - - - 0.100 
78 T3 C 0.417 1.400 - - - 0.142 
78 T4 C 1.108 0.426  -  -  - 0.177 
79 T1 C - 0.575 - 6.715 - 0.096 
79 T2 C - 1.919 - - - 0.096 
79 T3 C - 1.826 - 6.098 - 0.131 
79 T4 C  - 11.827  -  -  - 0.071 
82 T1 C 0.345 - - 6.964 - 0.147 
82 T2 C 0.776 - - - - 0.074 
82 T3 C - - - 3.360 - 0.207 
82 T4 C 0.114 1.279  - 5.460  - 0.078 
83 T1 C - - - 0.674 2.284 - 
83 T2 C 1.335 9.009 0.086 - - 0.531 
83 T3 C - - - - - 0.099 
83 T4 C  -  -  -  -  - 0.081 
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113 T1 C - - - - 0.656 0.018 
113 T2 C - - - - - 0.136 
113 T4 C  -  -  -  -  - 0.133 
115 T1 C 0.356 5.209 0.104 6.258 - 0.085 
115 T2 C - 9.472 - 8.047 - 0.323 
115 T3 C  - 2.067  - 5.180  - 0.029 
118 T1 C - - - - 0.187 0.023 
118 T2 C - 1.205 - 4.506 - 0.071 
118 T3 C 0.080 - 0.597 3.863 - 0.045 
118 T4 C  - 0.797  - 4.859  - 0.146 
119 T1 C - - - 10.847 - 0.110 
119 T2 C 0.876 2.280 - - - 0.151 
119 T3 C 1.062 0.148 - 6.663 - 0.174 
119 T4 C 0.636  - 0.227 7.830  - 0.017 
123 T1 C 1.232 - 0.016 0.524 0.432 0.075 
123 T2 C 0.249 - 0.174 6.300 - 0.079 
123 T3 C 0.447 - - - - 0.130 
123 T4 C 0.512 -   -  -  - 0.135 
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RESUMO 1 

Na busca por um subproduto que otimize a produção e a eficiencia em confinamento, o 2 

fornecimento do Farelo de Glúten de Milho (DCGF – “Dry Corn Gluten Feed”) surgiu como 3 

uma alternativa interessante. Porém há duvidas acerca do impacto que um ingrediente novo 4 

possa trazer ao metabolismo de bovinos azebuados. Diante disto o trabalho objetivou avaliar a 5 

inclusão de diferentes níveis de DCGF no perfil mineral e proteico (metaloproteomico) do 6 

tecido hepático de bovinos Nelore na terminação em confinamento. As dietas experimentais 7 

foram compostas de 85% de concentrado contendo diferentes níveis de inclusão de Farelo de 8 

Glúten de Milho (0%, 18%, 36% e 54%) em substituição ao milho grão. Após a coleta das 9 

amostras biológicas foram otimizados: procedimentos de extração da fração proteica das 10 

amostras para obtenção do proteoma por 2D PAGE; procedimentos de extração de minerais das 11 

amostras dos spots proteicos para determinação por espectrometria de absorção atômica em 12 

forno de grafite (GFAAS) e procedimentos de preparo dos spots associados ao mineriais por 13 

espectrometria de massas em sequência acoplado com cromatografia líquida (LC-MS/MS). 14 

Segundo os resultados, o Farelo de Glúten de Milho (DCGF) não se mostrou prejudicial à saúde 15 

hepática. As proteínas encontradas fazem parte da manutenção de processos biológicos, e a 16 

resposta hepática aos diferentes tratamentos mostrou bons resultados para a inclusão do 17 

subproduto na dieta. O ferro e o zinco foram os principais minerais do estudo, aparecendo em 18 

maiores frequências nos spots proteicos. Diante disto, a inclusão de 36% de DCGF mostrou-se 19 

a melhor recomendação em substituição ao milho moído, pois apresentou melhores resultados 20 

de desempenho, sem prejuízo à saúde animal. 21 

 22 

Palavras-chave: tecido hepático, metaloproteômica, perfil mineral-proteico, 2D-PAGE, 23 

GFAAS, LC-MS/MS. 24 

25 
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1. INTRODUÇÃO 1 

O milho é o grão mais utilizado como fonte de energia e o farelo de soja o ingrediente 2 

proteico mais utilizado na formulação das dietas brasileiras de confinamento (PINTO e 3 

MILLEN et al., 2016). Ligado a isso, os custos do confinamento representam o maior entrave 4 

para sua utilização, devido principalmente a valorização dos grãos usados na alimentação 5 

animal (RESTLE et al., 2012), tornando necessário a busca por subprodutos ou alimentos mais 6 

econômicos, visando maximizar a eficiência do processo. 7 

O alto valor proteico e energético dos grãos de destilaria pode ser útil para a substituição 8 

do milho em dietas de crescimento e terminação de bovinos de corte (Klopfenstein et al., 2008). 9 

Por ser proveniente da produção de etanol, os grãos de destilaria contém pouco amido, cerca de 10 

4,85% (Liu, 2009). Assim, a substituição parcial do milho, e consequentemente do amido, por 11 

grãos de destilaria, pode melhorar a saúde metabólica e reduzir a incidência de acidose ruminal 12 

e de abscessos hepáticos (Larson et al. 1993; Klopfenstein et al., 2008). 13 

Outro subproduto do processamento industrial do milho, mais especificamente 14 

proveniente da separação do glúten e do amido, é o Farelo de Glúten de Milho (DCGF – “Dry 15 

Corn Gluten Feed”), com composição atraente para ruminantes por ser rico em proteína bruta 16 

(±21,4% PB) e fibra (±44,3% FDN), mas com baixos teores de amido (±12,7%) e gordura 17 

(±5,04% EE) (BEAUCHEMIN e KOENIG, 2005). Sua fração protéica tem características 18 

semelhantes às do farelo de soja, sendo grande parte da sua proteína degradada no rumen, 19 

(FIRKINS et al., 1985).  20 

Na literatura inúmeras pesquisas avaliaram o efeito da inclusão de grãos de destilaria no 21 

desempenho de bovinos confinados, subprodutos bastante utilizados na nutrição animal. (HULS 22 

et al., 2008; Schoonmaker et al., 2010; Watson et al., 2014). No entanto, não foram encontradas 23 

pesquisas que avaliaram o efeito da inclusão de DCGF através do metaloproteoma de bovinos, 24 

especialmente no metabolismo hepático.  25 

Notadamente, o fígado é um dos órgãos mais importantes do organismo animal, sendo 26 

ele de vital importância para o bom funcionamento do metabolismo (GUYTON, 1997). É 27 

também responsável pela produção e metabolismo de várias substâncias, além de atuar de forma 28 

direta no armazenamento e degradação de substancias, hormônios e participar da síntese e 29 

secreção de sais biliares, promovendo a regulação dos carboidratos, proteínas e lipídeos.  30 

Neste contexto, a proteomica pode ser capaz de elucidar possiveis alterações no 31 

metabolismo hepático através do mapeamento de suas proteínas e minerais a partir da inclusão 32 

de um subproduto.  33 
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Sendo assim, objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes níveis de 1 

DCGF na dieta de terminação de bovinos Nelore sobre proteínas e minerais relacionadas ao 2 

metabolismo hepático animal. 3 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 4 

Todos os procedimentos com os animais seguiram os padrões éticos de pesquisa 5 

(PROTOCOLO - CEUA 0203/2018), estabelecidos pela Universidade Estadual Paulista 6 

“Júlio de Mesquita Filho” - UNESP Campus de Botucatu. 7 

2.1.Confinamento experimental 8 

O estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da UNESP 9 

Botucatu, no confinamento experimental do Departamento de Melhoramento de Nutrição 10 

Animal, entre os meses de Agosto a Dezembro de 2018. Foram utilizados 120 bovinos, 11 

machos não castrados, Nelore, com peso médio inicial de 361 kg, oriundos de pastagem, do 12 

mesmo rebanho. Os animais foram mantidos em baias com piso de concreto equipadas com 13 

bebedouro tipo concha com dimensionamento de 5 x 6 metros e área de cocho de 3,75 m, 14 

tendo uma lotação de cinco animais por baia. 15 

Os animais foram alocados aleatoriamente nos tratamentos com diferentes níveis de 16 

Farelo de Glúten de Milho (0; 18%; 36% e 54% da MS) em dietas contendo cerca de 86,78% 17 

Figura 1: Fluxograma da metodologia de estudo. 
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de concentrado e 13,22% de volumoso (Tabela 1). Os tratamentos foram fornecidos duas 1 

vezes ao dia em horários fixos, no período da manhã (10h) e da tarde (16h). No total, cada 2 

tratamento foi distribuído aleatoriamente em 5 baias e semanalmente foi coletado amostras 3 

dos ingredientes do concentrado e do feno. Para determinação do consumo de matéria seca e 4 

eficiência alimentar a unidade experimental será a baia. Os animais foram pesados no início 5 

e ao fim do período do experimento, depois de jejum alimentar e hídrico de 16 horas. As 6 

pesagens intermediárias foram conduzidas sem jejum. Para obtenção do consumo diário de 7 

matéria seca, a dieta ofertada e as sobras foram pesadas, e amostras destes, coletadas, para 8 

determinação do teor de matéria seca. 9 

 
Tabela 1. Composição das dietas experimentais. 

 

Ingredientes e composição da dieta 
(%MS)  

Níveis de DCGF (% MS) 

0 18 36 54 

Bagaço da cana-de-açúcar 13.22 13.23 13.2 13.24 

Milho moído 71.34 59.95 47.38 29.34 

Farelo de soja 11.89 5.4 0 0 

Farelo de Glúten de Milho 0 18 36 54 

Núcleo de vitaminas e minerais1 3.42 3.42 3.42 3.42 

Cloreto de Potássio 1.3 0 0 0 

Matéria seca (% da dieta) 84.24 84.16 84.1 83.92 

Proteína Bruta (PB) 13.08 13.3 13.98 16.97 

Extrato Etéreo (EE) 3.3 3.63 3.92 4.07 

Fibra em detergente neutro (FDN) 18.62 24.69 30.75 37.09 

Carboidratos não fibrosos (CNF)2 62.06 54.92 47.29 36.89 

Amido 46.05 40.72 34.71 25.52 

Cinzas 2.93 3.46 4.05 4.99 

ELg (Mcal / kg MS)3 1.3 1.25 1.32 1.32 
1Núcleo de vitaminas e minerais contendo: 19,5% de Ca; 1,9% S; 1,5% Mg; 4,5% Na; 1,6% P; 1715 ppm 

Zn; 1285 ppm Mn; 428 ppm Cu; 25 ppm I; 5,7 ppm Se; 8,5 ppm Co; 286 ppm Fe; 86.000 UI Vit A; 115.000 

UI Vit D3; 128.000 UI Vit E; 0,39% de uréia; 945 ppm de monensina sódica. 
2Estimado pela equação CNF = 100 - (% PB +% EE +% cinza +% FDN). 
3Energia líquida para valores de ganho, calculados a partir de dados de desempenho usando equações de 

requisitos de energia para manutenção e ganho de peso de acordo com Zinn e Shen (1998). 
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2.2.Abate  1 

O abate dos animais foi realizado em frigorífico comercial, sob procedimentos normais 2 

de inspeção federal, sendo precedido de jejum de sólidos e líquidos dos animais por no mínimo 3 

16 horas.  4 

 
2.3.Coleta de amostras do tecido hepático 5 

Amostras do tecido hepático utilizadas no estudo metaloproteômico foram coletadas 6 

imediatamente ao abate e congeladas em nitrogênio líquido e transportadas para o laboratório 7 

de metalômica (item 2.6). 8 

 

2.4. Estudo metaloproteômico do tecido hepático   9 

Estudos metaloproteômicos utilizando eletroforese bidimensional (2D-PAGE), 10 

espectrometria de absorção atômica em chama (FAAS) e forno de grafite (GFAAS) e 11 

cromatografia líquida–espectrometria de massa (LC-MS/MS) foram conduzidos para fracionar 12 

o metaloproteoma das amostras do tecido hepático e caracterizar os spots proteicos associados 13 

aos minerais. 14 

Para isso, pool de amostras do tecido hepático dos animais que receberam essas dietas 15 

foram utilizadas no estudo metaloproteoma.  16 

 

2.4.1. Procedimentos de extração e precipitação das proteínas.  17 

Para processo de extração das proteínas, 250 mg de amostras de tecidos foram pesados e 18 

tranferidos para vials de 2 mL. Posteriormente, adicinou-se em cada vial 500 µL de água 19 

ultrapura, usando um OMNI Bead Ruptor e esferas de cerâmica de 2,8 mm (OMNI 20 

International, Kennesaw, GA, EUA) (velocidade = 3, ciclos = 2, tempo = 60 s); entre os ciclos, 21 

as amostras foram mantidas em gelo por 5 min. O processo de extração usando água ultrapura 22 

foi usado para maximizar a extração de proteínas solúveis em água. Os vials foram 23 

centrifugados a 14000 rpm, 4ºC por 60 min. A precipitação da fração proteica foi feita 24 

adicionando-se 400 µL de acetona gelada 80% (v/v) a 100 µL extrato proteico e mantendo-se a 25 

mistura em repousado por 2h em geladeira a 10oC.  26 

Após a verificação de precipitado, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm, 4ºC por 5 min 27 

para separação dos pellets proteicos. Após esse processo, os pellets proteicos foram submetidos 28 

a três lavagens com 200 µL de etanol 80%.  29 
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Parte dos pellets foram solubilizado com NaOH a 0,50 mol L-1 para a quantificação de 1 

proteína total utilizando o método de Biureto (ITZHAKI; GILL, 1964), e outra parte foi 2 

armazenada em freezer à -80oC para os experimentos metaloproteômicos.  3 

 

2.4.2. Eletroforese em gel bidimensional e tratamento de imagem 4 

Para a focalização isoelétrica (IEF), primeira etapa da 2D PAGE, que consiste na 5 

separação por ponto isoelétrico (pI), alíquotas dos extratos proteicos foram diluídas em solução 6 

contendo ureia a 7 mol L-1, tioureia a 2 mol L-1, CHAPS a 2% (m/v), anfólitos de pH 3 a 10 a 7 

0,5% (v/v), azul de bromofenol a 0,002% e 2,8 mg de DTT, de forma que a concentração de 8 

proteína total ficasse igual a 1,50 µg µL-1 (MORAES et al., 2012). Posteriormente, alíquotas 9 

250 µL de extrato proteico contendo 1,50 µg µL-1 de proteína total foram aplicadas em quatro 10 

fitas IEF de 13 cm, (gradiente de pH 3-10). As fitas IEF foram cobertas com óleo mineral, 11 

tranferidas para caixa de hidratação e incubadas por 12 horas em IPGBox a 20 ºC. Após serem 12 

devidamente hidratadas, as fitas foram transferidas para o sistema de focalização isoelétrica 13 

(MORAES et al, 2012, Baldassini et al., 2018). O tempo de corrida foi de 4,5 horas. 14 

Para a segunda dimensão, as tiras foram colocadas em gel de poliacrilamida (12,5%, p / 15 

v), ao lado de cada fita foi colocado um papel filtro com 8 µL de padrão de proteínas com massa 16 

molecular conhecida (β-fosforilase 97,0 kDa, albumina 66,0 kDa, ovoalbumina 45,0 kDa, 17 

anidrase carbônica 30,0 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa e α-lactoalbumina 14,4 kDa). O 18 

sistema foi selado com agarose 0,5 % (m/v) para garantir o contado do gel com a fita na corrida 19 

eletroforética (LIMA et. al., 2010; MORAES et al, 2012, BALDASSINI et al., 2018). O tempo 20 

de corrida foi de 2,50 horas.   21 

Após a eletroforese, as proteínas foram fixadas com coloração D e coradas com 22 

Coomassie coloidal (LIMA et. al., 2010; MORAES et al, 2012). Os géis foram escaneados com 23 

ImageScanner III (GE Healthcare) e os spots foram detectadas e avaliados quanto a expressão 24 

utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare) (BRAGA et al., 2017). 25 

 
2.4.3.  Determinação de minerais nas amostras de spots proteicos do tecido hepático  26 

As determinações de cálcio e magnésio (macrominerais) e de cobre, ferro, manganês e 27 

zinco (microminerais) foram feitas utilizando espectrometria de absorção atômica com chama 28 

(FAAS) e espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GFAAS), após 29 

mineralização ácida das amostras, conforme descrito por Moraes et al., 2013, Braga et al., 2015, 30 

Vieira et al., 2017, Bittarello et al., 2019. 31 
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Após o tratamento de imagens, foram selecionados os spots (utilizando quadruplicata dos 1 

géis de tecido muscular e carne para essa análise), recortados com auxílio da ponta de uma 2 

ponteira e digeridos com para a eliminação da fração orgânica.  3 

Os spots foram transferidos para balões de digestão de 5mL. Para cada balão de digestão 4 

foram transferidas alíquotas de 1 mL de ácido sulfúrico concentrado, os frascos foram então 5 

colocados em um bloco digestor e aquecidos a aproximadamente 250 ° C e adicionado 250 μL 6 

de peróxido de hidrogênio a até que os extratos claros fossem observados. Após essa etapa, as 7 

amostras foram avolumadas para 5 mL com água ultrapura. Na sequencia foram feitas as 8 

determinações de minerais cálcio e magnésio (macrominerais) e de cobre, ferro, manganês e 9 

zinco (microminerais).  10 

 
2.4.4. Caracterização dos spots proteicos por LC-MS/MS 11 

Os spots proteicos diferencialmente expressos (entre tratamentos) foram extraídos dos 12 

géis com auxílio de bisturi, recortados em segmentos de aproximadamente 1 mm3 e transferidos 13 

para microtubos contendo 1 mL de ácido acético 5% (v/v) e submetidos às seguintes etapas: 14 

remoção do corante, redução e alquilação das proteínas e digestão tríptica utilizando solução de 15 

tripsina 10 ng mL-1 (BRAGA et al., 2015). As sequências peptídicas foram caracterizadas por 16 

espectrometria de massas em sequência acoplada à cromatografia líquida (LC- MS/MS). A 17 

identificação das proteínas foi feita por meio de pesquisa na base de dados UniProt 18 

(www.uniprot.org) para o genoma Bos taurus. Após a identificação das proteínas, uma análise 19 

das interações funcionais previstas e conhecidas entre as proteínas identificadas e outras 20 

proteínas B. taurus foi realizada usando o software STRING 11.0. Nessas análises três níveis 21 

foram investigados: função molecular, componente celular e função biológica. 22 
 
 

2.4.5. Tratamento e análise de imagens  23 

Os géis dos grupos experimentais (0% vs 18%, 36% e 54%), foram escaneados e as 24 

imagens analisadas usando o ImageMaster 2D Platinum 7.0 (BRAGA et al., 2017; 25 

BALDASSINI et al., 2018) com algumas adaptações. Em resumo, os pontos equivalentes 26 

(correspondência) foram identificados, e a edição automática e manual foi realizada para 27 

remover os pontos falsos. Sempre utilizando dois géis por amostra, obtidos de um mesmo 28 

processo eletroforético. Os parâmetros utilizados para a detecção dos spots foram: smooth (fixa 29 

o número de vezes que o programa homogeneíza a região selecionada antes de seguir a 30 

detecção) – 3; saliency (medida que se baseia na curvatura do spot, filtra spots reais) – 25; e 31 

min area (elimina regiões menores que as indicadas) – 5.  A correlação obtida entre os géis foi 32 
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feita pela equivalência entre os spots dos dois géis (matching), onde os spots foram comparados 1 

quanto à sua distribuição, volume, intensidade relativa, ponto isoelétrico (pI) e massa molar 2 

(Mm). A análise comparativa de todos os pontos com base no volume normalizado (% V) 3 

permitiu a detecção de pontos diferencialmente expressos entre os grupos experimentais (0% 4 

vs 18%, 36% e 54%).  5 

Na análise de expressão dos spots, calculou-se a média e o desvio padrão correspondentes 6 

ao parâmetro vol% (volume normalizado) de cada spot e estabeleceu-se um valor de 95% para 7 

que a mudança na expressão fosse considerada relevante.  8 

 

2.5. Análises estatísticas 9 

Os resultados (características de carcaça e carne) foram analisados usando o software SAS 10 

9.4 (SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos, 2011). O teste de normalidade dos dados foi 11 

realizado pelo teste de Shapiro-Wilk pelo procedimento PROC UNIVARIATE. Os dados que 12 

não mostraram uma distribuição normal foram transformados usando PROC RANK. Em 13 

seguida, os dados foram analisados por contrastes ortogonais (controle vs DCGF, linear e 14 

quadrático) utilizando o procedimento PROC MIXED, onde a caneta foi a unidade 15 

experimental, a inclusão de DCGF foi o efeito fixo e o bloco, efeito aleatório, seguindo o 16 

modelo: 17 

Yij = µ + Bi + Pj + eij 18 

Onde: µ = média geral, Bi = efeito de bloco aleatório, Pj = efeito dos níveis de DCGF (0, 19 

18, 36 e 54% de base de MS) e eij = erro experimental. 20 

Efeito significativo foi considerado quando P ≤ 0,05, e tendências quando 0,05 <P <0,10. 21 

3. RESULTADOS  22 

Os resultados de avaliação hepática estão relacionados com o perfil metaloproteico do 23 

tecido, e a figura 2 representa os spots que obtiveram proteínas com diferença de expressão no 24 

tecido hepático, mostrando a localização no gel de cada um desses spots, descritos na tabela 3; 25 

e quanto a presença de minerais nas tabelas 2 e 4. Todos os spots com expressão significativa 26 

(P<0,05) foram avaliados e caracterizados quanto à presença de proteínas. 27 

Dentre os minerais, foram determinados as concentraççoes de: Ca (Cálcio) e Mg 28 

(Magnésio) – macrominerias – e Zn (Zinco), Cu (Cobre), Fe (Ferro) e Mn (Manganês) - 29 

microminerais. Os resultados mostraram que o zinco e o ferro foram identificados com maior 30 

frequência nos spots proteicos do tecido hepático, para todos os tratamentos, e o manganês 31 
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apareceu apenas no tratamento de 18% de inclusão de DCGF, ainda assim em baixa incidência 1 

nos spots. (Figura 3). 2 

As Tabelas 2 e 4 apresentam os resultados relacionados com os tratamentos quanto a 3 

presença de minerais nos spots proteicos. As análises dos minerais foram feitas nos spots com 4 

diferença de expressão nos diferentes tratamentos.  5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

A tabela 3 apresenta as proteínas com diferença de expressões no tecido hepático de 24 

bovinos alimentados com diferentes níveis de inclusão de Farelo de Glúten de Milho Seco. 25 

As proteínas foram identificadas por LC-MS/MS.  Nos dados que apresentam expressões 26 

positiva (+), os valores mostram uma tendência potencial de expansão e os valores negativos 27 

(-) mostram potenciais reduções na expressão. O sinal Ø significa que não houve expressão. 28 

Esses valores são avaliados em comparação com o tratamento controle, sem inclusão de 29 

DCGF. Com destaque para o grupos funcionais de ligação com o ferro e de atividade 30 

catalítica, além dos processos biológicos: processos catabólicos, destoxicação celular, 31 

metabolismo de carboidratos, processo metabólico ligado ao enxofre, e processo metabólico 32 

de modificação celular de aminoácidos. 33 

Figura 2: Gel de poliacrilamida com spots proteicos de tecido hepático de bovinos 
identificados por LC-MS/MS. 
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Os spots diferencialmente expressos foram caracterizados por LC-MS/MS. Após a 1 

identificação, foi padronizada considerando o maior score proteico, pI e massa molecular (MM) 2 

mais próximos dos resultados teóricos e experimentais.  3 

A Tabela 5 apresenta dados de desempenho dos animais, considerando a ingestão de 4 

matéria seca e o ganho médio de peso diário, direcionando as respostas produtivas dos animais 5 

aos diferentes níveis de inclusão de DCGF. Com relação à ingestão, os animais alimentados 6 

com DCGF em diferentes níveis de inclusão (18, 36, e 54%) apresentaram maior IMS quando 7 

comparados ao grupo controle (P = 0,018). A inclusão do subproduto causou efeito quadrático 8 

na IMS (P = 0,021), sendo que os animais que receberam dieta contendo 18% de DCGF 9 

consumiram 13,3% a mais do que o grupo controle. 10 

O GMD aumentou linearmente (P = 0,043), porém, o grupo que recebeu dieta contendo 11 

36% de DCGF apresentou maior GMD durante o período experimental. Em média, a inclusão 12 

do subproduto aumentou o GMD em 10,5%, quando comparada à dieta controle. Os animais 13 

que receberam o DCGF na dieta apresentaram maior PCF (P = 0,012), independente do nível 14 

de inclusão. 15 

Avaliação da interação proteína-proteina, das proteínas identificadas nos spots proteicos 16 

diferencialmente expressos do tecido hepático foi feita utilizando o software STRING 11.0, 17 

para as espécies Bos Taurus (Figura 4). Os dados mostram interações entre proteínas 18 

identificadas em diferentes grupos metabólicos. As linhas representam associações proteína-19 

proteína e essas ligações podem ser específicas e significativas, ou seja, as proteínas 20 

contribuem conjuntamente para uma função compartilhada; isso não significa 21 

necessariamente que elas estejam fisicamente vinculadas uma a outra. 22 

 23 

4. DISCUSSÃO 24 

Não foram encontrados estudos que avaliaram as associações de minerais com proteínas 25 

do metabolismo hepático em bovinos através da metaloproteômica.  26 

Apesar da diferença de expressão nas proteínas encontradas, envolvidas em diferentes 27 

processos metabólicos, não há evidências de prejuízos à saúde dos animais para nenhum dos 28 

tratamentos avaliados. Os dados de ingestão de matéria seca e ganho médio diário foram 29 

favoráveis à inclusão de DCGF na dieta de bovinos confinados, especialmente no nível de 36%. 30 

Ao contrário de Pereira et al. (2007), que comparou a inclusão de 36% de farelo de glúten de 31 

milho em substituição ao milho moído, e encontrou queda na ingestão e também no ganho 32 
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médio diário, porém, relatou maior consumo de FDN (Fibra em Detergente Neutro) no 1 

tratamento com 36% de inclusão de farelo de glúten de milho. No presente estudo, apesar das 2 

dietas que contém DCGF apresentarem maiores teores de FDN, não houve efeito prejucial sobre 3 

a ingestão. Os animais que participaram do experimento não apresentaram incidência de 4 

abcessos hepáticos, sinalizando boa metabolização. 5 

O fígado é um órgão conhecido por ser rico em minerais, participando ativamente de seu 6 

metabolismo. Dentre os minerais analisados, o ferro e o zinco se mostraram mais expressivos 7 

nas amostras (Figura 3). Crichton (2008), segundo a tabela 1, mostra as diferentes ligações de 8 

íons metálicos com proteínas. Sendo o zinco um mineral de força de ligação moderada/forte e 9 

o ferro um mineral de ligação forte, estes são fortemente coordenados nos sítios protéicos, sendo 10 

portanto encontrados em maiores quantidades ligados à essas estruturas. 11 

 12 

O zinco é componente de metaloenzimas com efeitos nos metabolismos dos carboidratos, 13 

lipídios, proteínas e ácidos nucléicos (NRC, 2007). De acordo com McDowell (1992), os 14 

principais efeitos do zinco estão ligados à produção e secreção de hormônios, especialmente 15 

relacionados com a testosterona, insulina e corticóides da adrenal. Uma das formas de 16 

armazenamento do zinco é associado às metalotioneínas que são expressas no fígado. A síntese 17 

das metalotioineínas é induzida no fígado quando ocorre excesso de absorção de zinco 18 

(MCDOWELL, 1992).  19 

Com relação ao ferro, Moraes (1998), complementando estudos realizados por Tokarnia 20 

et al. (1968, 1971), encontraram valores elevados deste mineral em amostras de fígado de 21 

bovinos e ovinos, parte destes relacionada com a deficiência de cobre.  22 

Segundo Moraes (2001), o manganês é necessário para a manutenção da estrutura óssea 23 

normal e o funcionamento adequado do sistema nervoso central. O manganês (Mn) se encontra 24 

em maiores concentrações nos ossos, rins, fígado, pâncreas e glândula pituitária, todos os 25 

tecidos ricos em mitocôndrias. Segundo Scottá et al. (2014) o Mn é componente de enzimas 26 

Tabela 1: Força de ligação, mobilidade, e função de íons metálicos em moléculas orgânicas. 
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(quinases, hidrolases, trasferases e descarboxilases) envolvidas no metabolismo de 1 

carboidratos, lipídios e proteínas, atuando como um co-fator na produção da enzima 2 

antioxidante superóxido dismutase. Apesar disso, o manganês não mostrou frequência 3 

expressiva em amostras de tecido hepático do estudo atual. 4 

As proteínas diferencialmente expressas, demonstradas na tabela 3 pertencem a diferentes 5 

grupos funcionais, com destaque para os de ligação com o ferro (RAN, SUCLG2, ENO1, 6 

ENO3, UGP2, QDPR) e os de atividade catalítica (HRSP12, GLYAT, PSMA7, ASS1, RAN, 7 

PSMB6, GATM, GSTA1, CAT, CBR1, RGN, ECHS1, SUCLG2, ACADS, HSD17B10, 8 

ENO1, TST, AKR1A1, ENO3, UGP2, UGDH, QDPR). 9 

As funções das proteínas listadas tem base no Banco de Dados Uniprot. 10 

A RAN (Proteína nuclear de ligação GTP) está envolvida no transporte 11 

nucleocitoplasmático, importando e exportando proteínas e RNAs. Ela controla o carregamento 12 

e a liberação da carga pelos receptores de transporte a garante sua direção. Foi encontrada em 13 

todos os tratamentos do experimento ligada ao ferro. Já a SUCLG2 (Succinil – CoA sintase) 14 

participa do Ciclo do Ácido Cítrico, acoplando a hidrólise do succinil – CoA à síntese de GTP, 15 

representando a etapa de fosforilação em nível de substrato. Foi encontrada ligada ao ferro em 16 

todos os tratamentos, exceto no de 54% de inclusão do DCGF (Tabela 2).  17 

As enolases (ENO1 e ENO3) apresentaram ligação com o ferro em todos os tratamentos 18 

em que há inclusão de DCGF. ENO 1 é reportada como uma enzima glicolítica que catalisa a 19 

conversão de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Além da glicólise, está envolvida em 20 

processos do controle do crescimento, tolerância a hipóxia, e respostas alérgicas. Quanto às suas 21 

expressões, não houve diferença entre os tratamentos de maior concentração de DCGF, exceto 22 

para o de 18%, no qual a expressão de mostrou negativa (-), sinalizando que possivelmente não 23 

houve resposta alérgica à inclusão do subproduto. 24 

A UGP2 (Uridiltransferase) é uma precursora crucial para a produção de glicogênio, 25 

catalisando a conversão da glicose-1-fosfato em UDP-glicose. No presente estudo, apresentou 26 

ligação com o ferro em todos os tratamentos, exceto no de 18% de inclusão de DCGF. Sabe—27 

se que as proteínas do grupo de ligação ao ferro são especialmente dependentes deste mineral 28 

para exercerem suas funções. Uma vez que o ferro não foi encontrado nos spots que contém a 29 

UGP2, pode-se prever uma menor atividade na produção de glicogênio. 30 

Finalizando o grupo funcional de ligação com o ferro, a QDPR (Dihidropteridina 31 

redutase) foi verificada em todos os tratamentos, exceto no de 36% de inclusão de DCGF. Ela 32 

se caracteriza como uma enzima responsável pela produção de tetrahidrobiopterina (BH-4), um 33 

importante cofator para as hidroxilases: fenilanina, tirosina, e triptofano. 34 
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Em se tratando das proteínas do grupo funcional de atividade catalítica, são enzimas que 1 

executam a catálise de reações químicas a temperaturas fisiológicas. Nestas reações, os 2 

reagentes são conhecidos como substratos, e os catalisadores são substâncias macromoleculares 3 

que possuem sítios de ligação específicos (AmiGO 2). 4 

A RIDA/HRSP12 (2-iminobutanoato/2-iminopropanoato deaminase) catalisa a 5 

desaminação hidrolítica de intermediários que se formam durante o curso do metabolismo 6 

normal. Ela pode facilitar a liberação de amônia desses metabólitos reativos potencialmente 7 

tóxicos, reduzindo seu impacto nos componentes celulares. Nos resultados de expressão, se 8 

expressou positivamente no tratamento de 54% de inclusão de DCGF. GLYAT (Glicina N-9 

aciltransferase) é uma enzima mitocondrial capaz de conjugar uma infinidade de substratos para 10 

formar uma N-acilglicinas, desintoxicando assim xenobióticos, como ácido benzóico ou ácido 11 

salicílico, e ácidos orgânicos endógenos. Esta se mostrou positivamente expressa para o 12 

tratamento de 36% de inclusão de DCGF. 13 

PSMA7 (Proteassoma tipo-7 subunidade alfa) e PSMB6 (Proteassoma tipo-6 subunidade 14 

beta) se caracterizam como componentes de um complexo de proteassomas envolvidos na 15 

degradação proteolítica da maioria das proteínas intracelulares. Este complexo desempenha 16 

vários papéis essenciais dentro da célula, associando-se a diferentes partículas reguladoras. O 17 

proteassoma 26S, por exemplo, desempenha um papel fundamental na manutenção da 18 

homeostase das proteínas, removendo proteínas mal dobradas ou danificadas que podem 19 

prejudicar as funções celulares. A PSMA7 teve expressão (-) nos tratamento de 18% e 54% de 20 

inclusão, possivelmente representando menor necessidade de atuação no reparo de proteínas 21 

nesses tratamentos, válido também para a PSMB6 com expressão (-) em todos os níveis de 22 

inclusão de DCGF comparados ao tratamento controle.  23 

A RGN (Regucalcina): catalisa um passo chave na biossíntese do ácido ascórbico. É uma 24 

proteína de ligação de cálcio, modulando a sinalização de Ca2+ em processos celulares 25 

dependentes e atividades enzimáticas. No presente estudo, não foram encontrados minerais 26 

ligados a RGN. 27 

Outra enzima de atividade catalítica é a HSD17B10 (3-hidroxiacil-CoA desidrogenase 28 

tipo-2), uma desidrogenase mitocondrial envolvida em vias de ácidos graxos, aminoácidos de 29 

cadeia ramificada e metabolismo de esteróides. Atua na beta-oxidação de ácidos graxos 30 

mitocondriais, uma importante via de degradação de ácidos graxos. Pode degradar espécies 31 

durante a resposta ao estresse oxidativo para proteger as células da apoptose.  32 

Outro grupo de proteínas está ligado aos processos catabólicos que ocorrem no tecido 33 

hepático. Essas reações químicas resultam na quebra de substâncias, incluindo a quebra de 34 
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compostos de carbono, com a liberação de energia para uso pela célula ou organismo. A 1 

ACADS (Acil-CoA desidrogenase específica de cadeia curta, mitocondrial) faz parte desse 2 

grupo e catalisa a primeira etapa da beta-oxidação de ácidos graxos mitocondriais, um processo 3 

aeróbico que quebra os ácidos graxos em acetil-CoA e permite a produção de energia a partir 4 

de gorduras. A expressão desta proteína se mostrou reduzida no tratamento com 36% de 5 

inclusão de DCGF, podendo sinalizar que houve menores taxas de quebra de gordura como 6 

fonte energética para esses animais, justificando o melhor desempenho observado nesse 7 

tratamento. 8 

A CAT (Catalase) é uma importante enzima, que ocorre em quase todos os organismos 9 

que respiram aerobicamente e protege as células dos efeitos tóxicos do peróxido de hidrogênio. 10 

É também responsável por promover o crescimento celular. A catalase apresentou expressão 11 

positiva no tratamento de 18% de inclusão de DCGF, que também obteve bons resultados de 12 

desempenho. 13 

O processo biológico de destoxicação celular envolve importantes reações que protegem 14 

as células de agentes tóxicos, incluindo o transporte dessas substância tóxicas para longe de 15 

áreas sensíveis, como uma espécie de “sequestro”. A exemplo disso, a AKR1A1 (Aldo-Keto 16 

redutase) catalisa a redução dependente de NADPH de uma ampla variedade de compostos 17 

contendo carbonila para seus álcoois correspondentes. Apresenta atividade enzimática frente a 18 

metabólitos endógenos como aldeídos aromáticos e alifáticos, cetonas, monossacarídeos e 19 

ácidos biliares. Funciona então como uma enzima desintoxicante, reduzindo uma gama de 20 

aldeídos tóxicos. Reduz metilglioxal e 3-desoxiglucosona, que estão presentes em níveis 21 

elevados em condições hiperglicêmicas e são citotóxicos, envolvendo-se também na 22 

desintoxicação de aldeídos derivados de lipídios. Esta enzima não apresentou expressão nos 23 

tratamentos de maiores níveis de inclusão de DCGF (36% e 54%), sinalizando que não houve 24 

toxicidade nessas dietas (Tabela 3). 25 

Outro processo biológico de extrema importância na avaliação de diferentes dietas nos 26 

processos que envolvem o organismo animal é o metabolismo de carboidratos. A UGDH (UDP-27 

glicose 6-desidrogenase) é necessária para a biossíntese de sulfato de condroitina e sulfato de 28 

heparan, atuando diretamente no desenvolvimento adequado do cérebro e das vias neuronais. 29 

Apesar das diferentes fontes de energia que envolveram as dietas avaliadas, e da diferença nos 30 

níveis de amido, não houve diferença na expressão da UGDH. 31 

Os processos metabólicos ligados ao enxofre sinalizaram duas importantes proteínas: 32 

GSTA1 e GSTA2. São caracterizadas por reações químicas que envolvem o enxofre, 33 

especialmente nas vias de aminoácidos, como por exemplo, a da metionina e da cisteína. A 34 
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GSTA1 (Glutationa S-transferase A1) pode desempenhar um papel importante na biossíntese 1 

hormonal. Por meio da sua atividade de peroxidase dependente de glutationa em direção ao 2 

hidroperóxido de ácido graxo, também está envolvida no metabolismo do ácido linoleico. Já a 3 

GSTA2 (Glutationa S-transferase A2) participa da conjugação de glutationa reduzida a 4 

eletrófilos hidrofóbicos exógenos e endógenos. Ambas apresentaram menores expressões nos 5 

tratamentos com a presença de DCGF. 6 

Por fim, o processo metabólico de modificação celular de aminoácidos relaciona-se com 7 

a atuação da ASS1 e da GATM. ASS1 (Argininosuccinato sintase) é uma das enzimas do ciclo 8 

da uréia, a via metabólica que transforma a amônia neurotóxica produzida pelo catabolismo 9 

proteico em uréia inócua no fígado de animais ureotélicos. A GATM (Glicina 10 

amidinotransferase mitocondrial) catalisa a biossíntese de guanidinoacetato, o precursor 11 

imediato da creatina. A creatina desempenha um papel vital no metabolismo energético nos 12 

tecidos musculares. Pode desempenhar um papel no desenvolvimento embrionário e do sistema 13 

nervoso central. São importantes enzimas do metabolismo hepático, e não apresentaram 14 

diferenças de expressão significativas entre tratamentos. 15 

 16 

5. CONCLUSÃO 17 

De modo geral, o Farelo de Glúten de Milho (DCGF) não se mostrou prejudicial à saúde 18 

hepática. Foram encontradas proteínas importantes relacionadas à manutenção de 19 

processos biológicos, e a resposta hepática aos diferentes tratamentos indica bons 20 

resultados para a inclusão do subproduto na dieta. O ferro e o zinco apareceram em 21 

maiores frequências nos spots proteicos, sendo fundamentais na atuação de determinadas 22 

enzimas. Diante disto, a inclusão de 36% de DCGF mostrou-se a melhor recomendação 23 

em substituição ao milho moído, pois apresentou melhores resultados de desempenho, sem 24 

prejuízo à saúde animal.  25 
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Tabela 2: Presença de minerais em spots proteicos que apresentaram diferença de expressão no tecido hepático de bovinos alimentados com 0%, 18%, 36% e 54% de Farelo de Glúten 
de milho (DCGF). 

Spot ID Proteina ID ABV Proteina 
Farelo de Glúten de Milho (DCGF) 

0% 18% 36% 54% 

31 Q9XSJ4 ENO1 
Alfa-enolase 

Zn, Cu Zn, Fe  
Zn, Ca, Fe, 

Cu  
Zn, Fe, 

Mg  
 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase     

  Q2HJ74 GATM Glicina amidinotransferase, mitocondrial         
33 Q148C9 HEBP1 Proteína de ligação ao heme 1 

Zn, Fe 
Zn, Ca, Fe, 

Mg 
Zn, Fe Ca, Mg 

  Q3MHN0 PSMB6 Subunidade beta de proteassoma tipo-6   
46 P00586 TST Tiossulfato sulfurtransferase 

Zn, Fe, Cu 
Zn, Fe, Mg Zn, Fe, Mg Fe, Mg 

 Q3SZD7 CBR1 Carbonil redutase [NADPH] 1    
  Q3ZCJ2 AKR1A1 Aldo-ceto redutase família 1 membro A1    

76 Q07130 UGP2 
UTP--glicose-1-fosfato uridililtransferase 

Ca, Fe, Mg Mg Zn, Fe, Mg 
Zn, Ca, 
Fe, Mg 

83 P12378 UGDH 
UDP-glicose 6-desidrogenase 

Zn, Ca, Fe, Mg Zn Zn, Fe, Cu 
Ca, Fe, 

Mg 

86 Q3T054 RAN 
Proteína nuclear de ligação a GTP Ran 

Zn, Fe 
Zn, Ca, Fe, 

Mg 
Zn, Ca, Fe, 

Cu, Mg 
Zn, Fe, 

Mg 
106 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase Zn Zn, Ca, Fe, 

Mg 
Zn Zn 

  P00432 CAT Catalase    
116 O18879 GSTA2 Glutationa S-transferase A2 

Zn, Fe Zn, Fe 
Zn, Fe, Mg Fe 

 Q3ZBG0 PSMA7 Subunidade alfa de proteassoma tipo-7   
  Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase A1   

119 P00432 CAT 
Catalase 

Zn, Ca 
Zn, Ca, Fe, 

Cu, Mg 
Zn, Mg  -  

172 Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase A1 Zn, Ca, Fe, Cu, 
Mg 

Zn, Ca Zn, Fe Zn, Fe 
  O02691 HSD17B10 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase tipo-2    

219 Q2KIR7 GLYAT 
Glicina N-aciltransferase 

Zn, Ca, Mg Zn, Fe Zn, Mg 
Zn, Fe, 

Mg 
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221 Q0VCX2 HSPA5 
Chaperona do retículo endoplasmático BiP 

Zn, Fe 
Zn, Mn, 
Ca, Fe Zn, Fe Zn, Fe 

  P34933 HSPA2 Proteína 2 de 70 kDa relacionada ao choque térmico     

222 Q58DM8 ECHS1 
Enoil-CoA hidratase, mitocondrial 

Zn, Fe, Cu, Mg 

Zn, Mn, 
Ca, Fe, Cu, 

Mg Zn, Ca, Mg 
Ca, Fe, 

Mg 

  Q3T0Z7 QDPR Dihidropteridina redutase   

223 O02691 HSD17B10 
3-hidroxiacil-CoA desidrogenase tipo-2 

Zn 
Zn, Fe Zn, Fe 

Zn, Ca, 
Fe, Cu, 

Mg 
  Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase A1    

233 Q3ZBF6 ACADS Acil-CoA desidrogenase específica de cadeia curta, 
mitocondrial Ca, Mg 

Zn, Mn, Fe 
Zn, Mg 

Zn, Ca 

  Q2KIR7 GLYAT Glicina N-aciltransferase   

243 P14568 ASS1 
Argininosuccinato sintase 

Fe 
Zn, Ca, Fe, 

Mg 
Zn, Fe Fe 

263 Q3MHX5 SUCLG2 
Succinato--CoA ligase [formadora de GDP] subunidade 

beta, mitocondrial 
    

  Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase A1 Zn, Fe, Mg Zn, Fe Zn, Fe, Mg  -  

348 Q3T114 RIDA 
2-iminobutanoato/2-iminopropanoato deaminase 

Zn, Fe, Mg 
Zn, Fe 

Zn, Ca, Fe, 
Mg 

Zn, Fe, 
Mg 

 Q32PA4 PHPT1 14 kDa fosfo-histidina fosfatase    
  Q58DU7 SH3BGRL Proteína rica em ácido glutâmico de ligação ao domínio SH3    

371 Q9TTJ5 RGN Regucalcina  -   -   -   -  
 
 

Tabela 3: Identificação Identificação de proteínas com diferentes expressões no tecido hepático de bovinos alimentados com diferentes níveis de inclusão de Farelo de Glúten de Milho 
(DCGF). A análise da expressão dos pontos foi realizada usando o Programa ImageMaster Platinum com a identificação de proteínas por LC-MS/MS. Positivo (+) os valores mostram uma 
tendência potencial de expansão e os valores negativos (-) mostram potenciais reduções na expressão. O sinal Ø significa que não houve expressão. Esses valores são avaliados em comparação 
com o tratamento controle, sem inclusão de Farelo de Glúten de Milho. 
Spot 
ID 

Protein
a ID 

ABV Proteina Score PI/Mw 
experimental 

PI/Mw teorico Cobertu
ra (%) 

Diferença 
de 

Diferença 
de 

Diferença 
de 
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Expressã
o18% 

Expressã
o 36% 

Expressã
o 54% 

31 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 18244.0
3 

6.72873/48.893 6.37/47.326 68.43 - ∅ ∅ 

 Q3ZC09 ENO3 Beta-enolase 18244.0
3 

 7.60/47.096 18.43 - ∅ ∅ 

 Q2HJ74 GATM Glicina 
amidinotransferase, 

mitocondrial 

2168.36
5 

 8.00/48.357 48.46 - ∅ ∅ 

33 Q148C9 HEBP1 Proteína de ligação ao 
heme 1 

820.709
9 

 5.35/21.230 6.68 -1,35805 -1,31279 -1,24842 

 Q3MHN0 PSMB6 Subunidade beta de 
proteassoma tipo-6 

737.839
6 

 4.90/25.542 16.74 -1,35805 -1,31279 -1,24842 

46 P00586 TST Tiossulfato 
sulfurtransferase 

7890.09
6 

7.51418/33.804 6.72/33.296 45.12 - ∅ ∅ 

 Q3SZD
7 

CBR1 Carbonil redutase 
[NADPH] 1 

2967.18
9 

 8.50/30.533 42.96 - ∅ ∅ 

 Q3ZCJ2 AKR1A1 Aldo-ceto redutase 
família 1 membro A1 

1298.16
8 

 6.80/36.617 24.62 - ∅ ∅ 

76 Q07130 UGP2 UTP--glicose-1-fosfato 
uridililtransferase 

1934.20
4 

8.273736/51.12
8 

7.69/56.903 38.39 +1,43371 ∅ ∅ 

83 P12378 UGDH UDP-glicose 6-
desidrogenase 

1290.59
4 

7.030826/34.88
7 

7.51/55.136 29.15 - ∅ ∅ 

86 Q3T054 RAN Proteína nuclear de 
ligação a GTP Ran 

1278.78
8 

7.479655/23.12
4 

7.01/24.423 15.74 +1,2051 ∅ -1,29093 

106 Q9XSJ4 ENO1 Alfa-enolase 7691.31
3 

6.737361/51.45
5 

6.37/47.326 44.01 +1,69221 ∅ ∅ 

 P00432 CAT Catalase 2273.09
8 

 6.79/59.915 25.81 +1,69221 ∅ ∅ 

116 O18879 GSTA2 Glutationa S-transferase 
A2 

4833.59
9 

9.732429/25.50
3 

8.66/25.717 53.36 -1,39582 ∅ -1,40428 
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 Q3ZBG
0 

PSMA7 Subunidade alfa de 
proteassoma tipo-7 

3177.78
4 

 8.59/27.869 29.03 -1,39582 ∅ -1,40428 

 Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase 
A1 

1934.39
7 

 8.66/25.452 42.34 -1,39582 ∅ -1,40428 

119 P00432 CAT Catalase 797.737
5 

3.851117/55.17
5 

6.79/59.915 14.5 -1,36256 +1,32511 ∅ 

172 Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase 
A1 

8543.15
7 

9.704715/24.69
7 

8.66/25.452 54.05 ∅ -4,05186 ∅ 

 O02691 HSD17B10 3-hidroxiacil-CoA 
desidrogenase tipo-2 

4202.29
2 

 8.45/27.140 62.84 ∅ -4,05186 ∅ 

219 Q2KIR7 GLYAT Glicina N-
aciltransferase 

5503.48
3 

7.794045/34.62
0 

7.11/33.907 56.61 ∅ 1,26768 ∅ 

221 Q0VCX
2 

HSPA5 Chaperona do retículo 
endoplasmático BiP 

21455.8
1 

5.014888/74.93
7 

5.07/72.400 53.89 ∅ 1,58767 ∅ 

 P34933 HSPA2 Proteína 2 de 70 kDa 
relacionada ao choque 

térmico 

5271.04
6 

 5.43/69.740 5.35 ∅ 1,58767 ∅ 

222 Q58DM
8 

ECHS1 Enoil-CoA hidratase, 
mitocondrial 

13229 7.073201/25.32
7 

8.82/31.243 44.14 ∅ -1,31092 -1,46416 

 Q3T0Z7 QDPR Dihidropteridina 
redutase 

1825.01
3 

 6.90/25.504 51.24 ∅ -1,31092 -1,46416 

223 O02691 HSD17B
10 

3-hidroxiacil-CoA 
desidrogenase tipo-2 

4766.38
3 

9.418114/24.30
4 

8.45/27.140 55.17 ∅ 1,45835 ∅ 

 Q28035 GSTA1 Glutationa S-transferase 
A1 

4149.87
3 

 8.66/25.717 42.34 ∅ 1,45835 ∅ 

233 Q3ZBF6 ACADS Acil-CoA desidrogenase 
específica de cadeia 
curta, mitocondrial 

1270.19 7.794045/37.97
7 

8.82/44.552 30.34 ∅ -2,0644 ∅ 

 Q2KIR7 GLYAT Glicina N-
aciltransferase 

257.183
7 

 7.11/33.907 6.37 ∅ -2,0644 ∅ 

243 P14568 ASS1 Argininosuccinato 
sintase 

1520.46
6 

7.38471/44.899 7.15/46.417 27.91 ∅ - ∅ 
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263 Q3MHX
5 

SUCLG2 Succinato--CoA ligase 
[formadora de GDP] 

subunidade beta, 
mitocondrial 

4861.12
8 

5.736128/40.47
9 

7.51/46.691 46.53 ∅ 1,30793 ∅ 

 P02769 ALB Albumina 531.883
9 

 5.82/69.293 18.29 ∅ 1,30793 ∅ 

348 Q3T114 RIDA 2- iminobutanoato /2-
iminopropanoato 

desaminase 

16623.2
1 

4.709001/13.25
7 

6.19/14.272 88.32 ∅ ∅ 4,32865 

 Q32PA4 PHPT1 14 kDa fosfo-histidina 
fosfatase 

557.576
2 

 5.49/13.931 20.8 ∅ ∅ 4,32865 

 Q58DU
7 

SH3BGR
L 

Proteína rica em ácido 
glutâmico de ligação ao 

domínio SH3 

399.359
6 

 5.22/12.776 46.49 ∅ ∅ 4,32865 

371 Q9TTJ5 RGN Regucalcina 2477.36
8 

5.15783/33.126 5.54/33.308 50.17 ∅ ∅ -1,2648 
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Tabela 4: Concentração de zinco, manganês, cálcio, ferro, cobre e magnésio (ng mL-1) de acordo com cada spots protéicos 
das amostras de fígado dos grupos (T1, T2, T3 e T4), nos quais foram analisados quanto a presença desses elementos. Os 
mesmos são representados na figura 2, e na tabela 2 quanto as proteínas identificadas. 

Spot ID 
Zinco (Zn) 
(ng mL-1) 

Manganês (Mn) 
(ng mL-1) 

Cálcio (Ca) 
(ng mL-1) 

Ferro (Fe) 
(ng mL-1) 

Cobre (Cu) 
(ng mL-1) 

Magnésio (Mg) 
(ng mL-1) 

31 T1 F 0.401 - - - 0.567 - 
31 T2 F 0.926 - - 0.818 - - 
31 T3 F 1.050 - 0.025 1.439 0.269 - 
31 T4 F 1.280 - - 1.462 - 0.002 
33 T1 F 1.179 - - 1.098 - - 
33 T2 F 1.143 - 0.104 0.005 - 0.005 
33 T3 F 1.153 - - 1.205 - - 
33 T4 F - - 0.042  - 0.004 
46 T1 F 1.222 - - 1.714 1.875 - 
46 T2 F 1.217 - - 1.420 - 0.006 
46 T3 F 0.541 - - 2.336 - 0.009 
46 T4 F - - - 5.624 - 0.002 
71 T1 F - - 0.139 1.528 - 0.001 
71 T2 F - - -  - 0.001 
71 T3 F 0.175 - - 1.808 - 0.008 
71 T4 F 0.825 - 0.139 0.383 - 0.003 
76 T1 F - - - 2.812 - - 
76 T2 F - - - 0.715 0.139 - 
76 T3 F 1.207 - - 3.223 - 0.003 
76 T4 F 0.402 - -  - 0.007 
83 T1 F 0.589 - 0.192 2.466 - 0.003 
83 T2 F 1.122 - -  - - 
83 T3 F 1.165 - - 1.051 0.322 - 
83 T4 F - - 0.016 1.145 - 0.004 
86 T1 F 0.577 - - 1.691 - - 
86 T2 F 1.023 - 0.033 0.098 - 0.003 
86 T3 F 1.092 - 0.438 0.972 3.120 0.003 
86 T4 F 1.173 - - 0.603 - 0.008 
106 T1 F 1.216 - -  - - 
106 T2 F 0.819 - 0.174 0.037 - 0.001 
106 T3 F 0.037 - -  - - 
106 T4 F 1.177 - -  - - 
116 T1 F 1.2241 - - 1.897 - - 
116 T2 F 1.1743 - - 0.061 - - 
116 T3 F 0.3495 - - 0.355 - 0.004 
116 T4 F - - - 3.382 - - 
119 T1 F 0.0203 - 0.051  - - 
119 T2 F 1.1668 - 0.068 0.019 0.183 0.003 
119 T3 F 1.2377 - -  - 0.002 
172 T1 F 1.1831 - 0.386 0.808 1.692 0.016 
172 T2 F 1.0919 - 0.051  - - 
172 T3 F 0.2185 - - 1.462 - - 
172 T4 F 1.051 - - 2.387 - - 
219 T1 F 1.158 - 0.209  - 0.003 
219 T2 F 1.223 - - 1.752 - - 
219 T3 F 0.561 - -  - 0.005 
219 T4 F 1.206 - - 1.051 - 0.008 
221 T1 F 1.175 - - 0.131 - - 
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221 T2 F 0.090 1.879 0.139 1.784 - - 
221 T3 F 0.234 - - 1.630 - - 
221 T4 F 0.213 - - 1.565 - - 
222 T1 F 1.151 - - 0.453 1.553 0.018 
222 T2 F 1.174 5.920 0.051 1.327 3.740 0.008 
222 T3 F 1.186 - 0.033  - 0.007 
222 T4 F - - 0.068 2.378 - 0.008 
223 T1 F 1.063 - -  - - 
223 T2 F 0.220 - - 1.453 - - 
223 T3 F 0.955 - - 0.621 - - 
223T4 F 0.186 - 0.165 0.215 0.188 0.004 
233 T1 F - - 0.121  - 0.006 
233 T2 F 0.905 0.568 - 2.322 - - 
233 T3 F 0.710 - -  - 0.005 
233 T4 F 0.051 - 0.227  - - 
243 T1 F - - - 2.499 - - 
243 T2 F 0.733 - 0.165 0.799 - 0.008 
243 T3 F 1.029 - - 0.537 - - 
243 T4 F - - - 2.658 - - 
263 T1 F 1.127 - - 0.276 - 0.003 
263 T2 F 0.204 - - 1.303 - - 
263 T3 F 0.654 - - 4.321 - 0.001 
348 T1 F 1.117 - - 0.350 - 0.007 
348 T2 F 1.127 - - 0.663 - - 
348 T3 F 0.670 - 0.104 4.190 - 0.009 
348 T4 F 0.577 - - 1.878 - 0.003 

Figura 3:  Incidência de spots no tecido hepático  com cada mineral avaliado nos diferentes níveis de 
inclusão de DCGF. 
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Tabela 5: Ingestão de MS e performace de bovinos Nelore alimentados com diferentes níveis de DCFG. 

1Erro padrão da média 
2IMS = Ingestão de Materia Seca, GPD = Ganho de Peso Diário 
3C vs DCGF = controle vs Farelo de Glúten de milho, L = linear, Q = quadratico 

Item2 
Niveis de DCGF, %MS 

EPM1 
P-valor3 

0 18 36 54 C vs DCGF Linear  Quadratico 
IMS, kg 9.57 10.85 10.42 10.12 0.345 0.018 0.331 0.021 
GPD, kg 1.51 1.66 1.7 1.65 0.047 0.01 0.043 0.06 

Figura 4: Análise da interação proteína-proteína realizada pela String 11.0 de proteínas 
diferencialmente expressas no tecido hepático de Bovinos Nelore. 
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IMPLICAÇÕES 
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IMPLICAÇÕES 

Embora a maioria dos trabalhos relacionados aos minerais refiram-se à reprodução animal, é 

notório o seu impacto na produção e no bom funcionamento celular. Por ser estritamente importante 

para a saúde/sobrevivência animal, o estudo das metaloproteínas e/ou metal binding proteins (ainda 

pouco estudados em bovinos anelorados) requer alguma atenção e deve ser mais explorado. Assim, 

estudos com maior profundidade relacionados com a associação de minerais à proteínas e/ou 

enzimas podem fornecer informações de grande relevância para nutrição e saúde animal.  

Neste trabalho, os animais não foram desafiados quando a deficiência ou excesso de minerais. 

Deixando os bovinos sobre mesmas condições nutricionais, possibilitou o entendimento da ação dos 

mesmos sobre o organismo (presença, ausência, ligação mineral-proteína). Assim como, outros 

alimentos podem ajudar na disponibilidade destes minerais, possibilitando ou não sua ação no 

organismo; ou seja, dependendo da alimentação, um mineral ingerido pode ou não ser “usado/ estar 

disponível” no corpo, influenciando diretamento na qualidade do alimento que chega a mesa do 

consumidor. 

O presente estudo demostra grande contribuição para o entendimento das metaloproteínas e 

suas funções no metabolismo, bem como o impacto que essas podem causar na produção animal. 

Chamando a atenção para novos estudos a serem explorados quando a influencia dos minerais na 

produção bovina (carne e leite). 

É possível também explorar estudos à respeito das proteínas diferencialmente expresas, como 

proteínas-alvo, em diferentes fases de desenvolvimento animal, podendo aumentar a validação das 

informações.
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