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REGISTRO DE IMPACTO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial do subproduto
melaco de soja em agregar qualidade a carne de cordeiros, na substituicdo do milho.
Uma vez que o milho € um gréo nobre que participa de forma ativa na alimentacéo de
outras espécies ndo ruminantes e na espécie humana. Portanto, estudos que mostrem
vantagens na substituicdo de ingredientes nobres por subprodutos reduz sua
competicdo. Além do mais, estudos anteriores encontraram vantagens na utilizacao
do melaco de soja na dieta dos cordeiros, que tiveram carne mais macia e mais
marmorizada, atributos altamente valorizados pelo mercado de carne gourmet. Por
estas razdes, 0 estudo em questédo possui contribuicdo na ciéncia aplicada na forma
de utiliade pratica, no campo, como também na ciéncia basica, ao elucidar os
mecanismos metabdlicos do musculo esquelético influenciados pela manipulacéo

dietética.



IMPACT RECORD

The present study aims to evaluate the potential of soy molasses by-product to
enhance the quality of lamb meat when substituting corn. Given that corn is a valuable
grain actively used in the diet of non-ruminant species and humans, studies
demonstrating advantages in replacing premium ingredients with by-products reduce
their competition. Furthermore, previous research has found benefits in using soy
molasses in the lamb's diet, resulting in tender and well-marbled meat, which are highly
valued attributes in the gourmet meat market. For these reasons, this study contributes
to applied science by providing practical utility in the field and also contributes to basic
science by elucidating the metabolic mechanisms of skeletal muscle influenced by

dietary manipulation.



S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA >

unesp i Campus de Jaboticabal v

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DATESE: QUALIDADE DE CARNE E PERFIL TRANSCRITOMICO DE CORDEIROS
ALIMENTADOS COM MELAGO DE SOJA EM CONFINAMENTO

AUTOR: SERGIO ANTONIO GARCIA PEREIRA JUNIOR

ORIENTADORA: JANE MARIA BERTOCCO EZEQUIEL

COORIENTADOR: MARCO TULIO COSTA ALMEIDA

COORIENTADORA: MARCIA HELENA MACHADO DA ROCHA FERNANDES

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Doutor em Zootecnia, pela Comissdo
Examinadora:

Documento assinado digitasmeate
MARCO TULIO COSTA ALNEDA
Data: 08,02/ 2021 1% 1622 Q000
Verifique em b, ves oo it be

Prof. Dr. MARCO TULIO COSTA ALMEIDA (Participagao Virtual) g‘v_b
Universidade Federal do Espirito Santo UFES / AlegreES

: Documents assinado digtamsate
Prof. Dr. MARCOS ROBERTO CHIARATTI (Participagao Virtual) . e ""
Departamento de Genética e Evolugao / Universidade Federal de So Carlos g \(b ‘Ww\\“f -‘ - ‘:‘:ﬁ’:‘"

Verihque e Bitpa., eedic
Documento assinade digitaimente Iy

Prof. Dr. RICARDO PERECIN NOCITI (Participagao Virtual{&J"/Vei! W"E.‘.‘?ﬁ';:m
FZEA/USP / Pirassununga/SP que e A/ verificacion i

Documento assinado Bgtas ity
pagao Virtual) g ‘Lb ROSEMARY LAIS GALATI

T ~ ¥ Data 08/02/2023 1825410300
a/M Verifique em Mt /vesieador Wb

Profa. Dra. ROSEMARY LAIS GALATI (Pg
Universidade Federal de Mato Grossa™/ Gliig

Prof.Assoc. DANILO D,
Departamento de P

Jaboticabal, 08 de fevereiro de 2023

Fm«mm-vm Campus de Jaboticatal -
de Acesso Prafessor Paulo Donato Casteliane, s/n, 14884900
hups. 1 .un-a briVpos- NPJ: 48.031 918001287,




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Sérgio Antonio Garcia Pereira Junior — nascido no dia 24 de outubro de 1993
no municio de Cuiaba, capital do estado Mato Grosso. Iniciou o curso de graduacao
em Zootecnia na Universidade Federal de Mato Grosso, em 05 de margo de 2012.
Durante o curso de graduacdo foi bolsista de monitoria da disciplina Monitoria
Comparada dos Animais Domésticos | por um periodo de um ano e logo apos iniciou
na pesquisa académica como estagiario voluntario e posteriormente bolsista de
iniciagc@o cientifica em Nutricdo e Avaliacdo de Alimentos para Ruminantes, sob
coordenacao da Profa. Dra. Rosemary Lais Galati. Em fevereiro de 2017 ingressou
no curso de mestrado em Zootecnia na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
— Unesp, Jaboticabal-SP, sob orientagcéo da Profa. Dra. Jane Maria Bertocco Ezequiel
e coorientacdo do Prof. Dr. Eric Haydt Castello Branco van Cleef, recebendo o titulo
de mestre em abril de 2019. Em agosto do mesmo ano iniciou o doutorado em
Zootecnia na mesma instituicdo sob orientacdo da mesma professora e coorientacao
do Prof. Dr. Marco Tulio Costa Almeida e Dra. Marcia Helena Machado Rocha

Fernandes.



Dedico

A0s meus pais, Sérgio e Elaine,

que sempre foram meus apoiadores durante todo o processo da

minha formacao.

Sem voceés eu ndo teria chegado até aqui.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por sempre me projetar cada vez mais longe.
Ao0s meus pais, Sérgio e Elaine e minha irma Maria Eduarda, que nunca deixaram de me apoiar.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoa de
Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cadigo de Financiamento 001.

Aos amigos que também fizeram e muita diferenca Edson, Erika, Ingrid Paloma, Julia, Juliana,

Kénia, Lais, Marina, Palloma, Rayanne e Rodrigo.

Aos professores e doutores que me auxiliaram na interpretacdo dos dados de sequenciamento,

Prof Marcos Chiaratti e Dr Ricardo Nociti.

Ao Carlos Conte e Jodo que me deram apoio imprescindivel na conducdo do experimento a

campo.

Meu sincero agradecimento



SUMARIO
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ii
RESUMO. iv
ABSTRACT .
CAPITULO 1

1. Producéo de carne ovina no Brasil
2. Qualidade da carne ovina
3. Caracterizacdo do melaco de soja

3.1. Toxicidade do melaco de soja

3.2. Potencialidades de uso do melaco de soja na producéo de ruminantes

4. Efeito nutricional sobre a expressao génica
4.1. Melaco de soja como agregador de qualidade de carne

REFERENCIAS 13

CAPITULO 2 - Potencial lipogénico do melaco de soja na dieta de cordeiros machos

NO N ORDNEF - <

[ERN

em terminacao 23
Introducéao 24
Material e Métodos 25
- Animais, dietas e delineamento experimental 25
- Consumo alimentar e desempenho animal 27
- Analises de composicdo quimico-bromatolégicas 27
- Parametros sanguineos 29
- Abate, caracteristicas de carcaca e amostragem de carne 29
- Andlises fisicas na carne 31
- Analises quimicas na carne 31
- Vida de prateleira — “Shelf life” 32
- Celularidade de adipécitos 33
- Extracao de RNA, analise qualitativa, biblioteca e sequenciamento 33
- Identificacdo de genes diferencialmente expressos 35
- Andlise de co-expressao em fatores de transcricdo 35
- Andlise estatistica 35
Resultados 36
- Consumo alimentar e desempenho animal 37
- Parametros sanguineos 38
- Caracteristicas de carcaca e qualidade da carne 38
- Vida de prateleira — “Shelf life” 39
- Celularidade de adipdcitos 40
- Avaliacéo geral da expresséo génica 41
- Expresséo génica diferencial 41
- Analise de co-expressao e fatores de transcricao 42
Discussao 45

Conclusao 50




Referéncias 50
CAPITULO 3 — Efeito do melaco de soja na qualidade da carne e perfil do
transcriptoma muscular de cordeiros castrados em sistema de confinamento 69
Introducao 70
Material e Métodos 71
- Animais, dietas e delineamento experimental 71
- Consumo alimentar e desempenho animal 73
- Analises de composicao quimico-bromatolégicas 73
- Pardmetros sanguineos 75
- Abate, caracteristicas de carcaca e amostragem de carne 75
- Andlises fisicas na carne 76
- Analises quimicas na carne 77
- Vida de prateleira — “Shelf life” 78
- Celularidade de adipécitos 79
- Extracao de RNA, analise qualitativa, biblioteca e sequenciamento 79
- Identificacdo de genes diferencialmente expressos 80
- Andlise de co-expressao em fatores de transcricdo 81
- Andlise estatistica 81
Resultados 82
- Consumo alimentar e desempenho animal 82
- Avaliacdo geral da expressao génica 86
- Analise de expressao diferencial e fatores de transcricéo 86
Discussao 88
Concluséo 91
Referéncias 91
CAPITULO 4 — Consideracdes finais 106




CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5 o~
"JULIO DE MESQUITA FILHO" &?

a 3 o o

Campus de Jaboticabal ”“K__/

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo do melago de sojaem
substituicdo ao milho sobre a qualidade da carne de cordeiros mesticos
terminados em confinamento”, protocolo n° 002583/20, sob a responsabilidade da
Prof? Dr?* Jane Maria Bertocco Ezequiel, que envolve a produgao, manutencao e/ou
utilizagao de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de
12 de margo de 2020.

Vigéncia do Projeto | 01/04/2020 2 01/0412022

Espécie / Linhagem | Ovis aries

N° de animais | 40 cordeiros
Peso / Idade | ~18 Kg / 2 meses |
Sexo Machos inteiros e castrados 1

Origem Aquisicao de fazenda comercial

Jaboticabal, 12 de margo de 2020.

oo allo,
Snarmon Yallondan
Prof® Dr? Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias ;
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal/ SP - Brasil
tel 16 3209 7100 www.fcav.unesp.br



QUALIDADE DA CARNE E PERFIL TRANSCRIPTOMICO DE CORDEIROS
ALIMENTADOS COM MELACO DE SOJA EM CONFINAMENTO

RESUMO - O melago de soja (MSO) € um subproduto da soja com baixo custo
e alto rendimento de producdo com potencial efeito em agregar qualidade a carne de
cordeiros. Portanto, o objetivo com este estudo é investigar o potencial do subproduto
sobre os parametros de carcaca e qualidade da carne de cordeiros em confinamento,
sobretudo seu potencial em regular fatores de transcricdo génica relacionados a
deposicao de gordura. Foram utilizados quarenta cordeiros machos, sendo vinte ndo
castrados e vinte castrados cirurgicamente e, distribuidos aleatoriamente em duas
dietas experimentais (CON — 0 g/kg de MSO e M20 — 200 g/kg de MSO), o periodo
experimental teve duracédo de 76 dias. No momento do abate foi avaliada a carcaca
dos animais e coletado amostras do musculo Longissimus thoracis fresco para
avaliacao do transcriptoma por meio de RNA-seq e amostras de gordura subcutanea
e musculo na altura da 122 costela para avaliacdo de celularidade de adipécitos. Apos
refrigeracdo de 24h, foram coletadas amostras do mesmo musculo de ambos os lados
da carcaca para avaliacdo fisica e composicdo quimica da carne. Os efeitos do MSO
foram avaliados de forma separada para cada categoria sexual. A inclusdo do MSO
nao influenciou o desempenho, carcaca e carne dos cordeiros ndo castrados, contudo
aumentou o peso do figado em proporcéo ao peso corporal, aumentou a circulacdo
sanguinea de triglicerideos totais e o tamanho das células adiposas subcutaneas.
Enquanto nos animais castrados, o MSO aumentou a circulacéo de ureia no sangue,
reduziu a glicose e aumentou a deposi¢cdo de gordura subcutanea, bem como o
tamanho das suas células adiposas além de melhorar a durabilidade da carne ao
reduzir os teores de malonaldeido. O perfil do transcriptoma do masculo nos animais
ndo castrados, demonstraram que a maior circulacdo de triglicerideos altera a
sinalizacdo a insulina no musculo, enquanto para os cordeiros castrados a inclusdo
do MSO aumenta a expressao de genes envolvidos no metabolismo da frutose, HK2.
E a dieta CON aumenta a expressao de genes envolvidos na oxidacéao lipidica como
0 ACOX2 e LPL, o que leva a menores deposicdes de gordura na carcaca em
comparacdo a MS20. Portanto, o efeito do MSO na carne de cordeiros em
confinamento neste estudo estd mais atrelado a reducfes na oxidacéo lipidica do
musculo melhorando o balango entre sintese e oxidacgao.

Palavras-chave: Lipogénese, RNA-seq; subproduto.



MEAT QUALITY AND TRANSCRIPTOMIC PROFILE OF LAMBS FED SOYBEAN
MOLASSES IN FEEDLOT

ABSTRACT - Soybean molasses (SM) is a soybean by-product with low
production cost and high production yield with potential effect in adding quality to lamb
meat. Therefore, the aim of this study is to investigate the potential of the by-product
on carcass traits and meat quality of feedlot lambs, especially its potential to modulate
gene expression related to fat deposition. Forty male lambs were used, twenty non-
castrated and twenty surgically castrated and randomly distributed in two experimental
diets (CON - 0 g/kg of SM and SM20 — 200 g/kg of SM), the experimental period lasted
76 days At the time of slaughter, the animals' carcasses were evaluated and samples
of fresh Longissimus thoracis muscle were collected for transcriptome evaluation by
RNA-seq and samples of subcutaneous fat and muscle at the height of the 12th rib for
evaluation of adipocyte cellularity. After 24 hours of refrigeration, samples of the same
muscle were collected from both sides of the carcass for physical evaluation and
chemical composition of the meat. The effects of SM were evaluated separately for
each sex category. The inclusion of SM did not influence the performance, carcass
traits and meat of non-castrated lambs, however it increased liver weight in proportion
to body weight, increased blood circulation of total triglycerides and the size of
subcutaneous adipose cells. While in castrated animals, SM increased the circulation
of urea seric, decreased glucose and increased subcutaneous fat deposition, as well
as the size of their adipose cells, and improved meat shelf life by reducing TBARS
content. The profile of the muscle transcriptomic in non-castrated animals
demonstrated that the greater circulation of triglycerides alters insulin signaling
pathway in the muscle, while for castrated lambs the inclusion of SM increases the
gene expression of genes involved in fructose metabolism, as HK2. And the CON diet
increases the gene expression of genes involved in lipid oxidation such as ACOX2 and
LPL, which leads to less fat deposition in the carcass. Therefore, the effect of SM on
meat from feedlot lambs in this study is more linked to reductions in muscle lipid
oxidation, improving the balance between synthesis and oxidation.

Keywords: By-product, lipogenesis, RNA-seq.



CAPITULO 1 - Considerag6es gerais
1. Producéo de carne ovina no Brasil

O sistema de produgao de ovinos no Brasil possui rebanho ovino com mais de
20 milhGes de cabecas, estimado no ano de 2020, com crescimento modesto nos
ultimos anos, em que a regido Nordeste continua como a mais produtora seguida pela
regido Sul (IBGE, 2021). Tal crescimento ndo tem acompanhado a demanda dos
consumidores pela carne ovina no pais, que atualmente é de 0,6 kg/capita com
crescimento de cerca de 1,99% ao ano, levando a importacdo da carne ovina em
volumes anuais de 3 mil ton entre 2019 e 2021, o que demonstra potencial a ser

explorado dentro da cadeia de ovinocultura (OECD-FAOQO, 2022).
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Figura 1 — Crescimento do rebanho efetivo ovino em cabecas de 2019 a 2021 (IBGE)

A categoria animal cordeiros refere-se aos animais jovens, dentes de leite e
sem queda das pincas (Vaz, 2007; Gonzaga et al., 2018). Sua carne é considerada
exética, de textura macia e lisa, com coloracdo rosada e consisténcia firme. Além de
possui concentragdo média de 143 mg/100g de acidos graxos poli-insaturados da

familia w-3 (Howe et al., 2007), cujas propriedades sdo amplamente relatadas, como



beneficios contra doencgas cardiacas, de pele, asma, artrite, nefrite, esclerose multipla
entre outras (Abedi e Sahara, 2014).

A maior demanda pelo mercado consumidor de carne ovina é justificada pela
gualidade nutricional que a carne oferece, atrelada as mudancas no padrdo de
consumo da populacdo, a exemplo da atengcdo com a saude e bem-estar, o qual tem
feito o consumidor procurar assiduamente restaurantes ou boutiques especializadas
na comercializacdo de produtos ovinos nos grandes centros, cidades turisticas e
litordneas (Lucene et al., 2018). Além do crescente numero de “steak houses” que
oferecem carnes e hamburgueres de carnes diferenciadas, sendo conhecido como

mercado gourmet (Leonelli et al., 2016).

2. Qualidade da carne ovina

Apesar do cordeiro ser a categoria animal que proporciona carne de melhor
gualidade, com maiores rendimentos de carcaca e maior eficiéncia de producao (Pires
et al., 2000), a producado nacional tem ofertado muito pouco desta categoria animal,
nado atendendo os grandes centros urbanos do pais, que tem procurado e pagado por
carne de cordeiro jovem e com bom acabamento (Zanette et al., 2012). Deste modo,
restaurantes e boutiques de carne possuem preferéncia por importar e congelar suas
carnes para que possam garantir o produto ofertado em seus estabelecimentos
(Fernandes et al., 2014), uma vez que no produto nacional ndo ha regularidade na
oferta, devido ao predominante sistema extensivo que retarda o abate do animal e
leva & uma despadronizacdo na carcaca, desfavorecendo a cadeia produtiva da
ovinocultura (Brasil, 2017).

De acordo com Gonzaga et al. (2018) a qualidade da carne de cordeiros pode
ser definida mediante seu aspecto sanitério, coloracéo da carne e gordura, quantidade
de gordura intermuscular, intramuscular (marmoreio) e de cobertura (subcutanea),
associada aos atributos sensoriais como aroma, textura, sabor e flavor. Muitos dos
consumidores contestam sobre a textura e o odor forte da carne ovina, atrelados a
acidos graxos ramificados como o 4-metiloctanoico, todavia estas caracteristicas sao
inerentes aos animais adultos e velhos (carneiros e ovelhas), enquanto os cordeiros

demonstram quantidades significativamente menores, justamente por ainda estarem



em fase de crescimento muscular e ndo terem atingido a maturidade fisioldgica
(Sutherland e Ames, 1996; Fiems et al., 2000).

Outro ponto discutido é a castracao dos animais, a qual muitas vezes é utilizada
como uma forma de reduzir a agressdao dos machos e facilitar o seu manejo e
principalmente agregar qualidade a carne (Mahgoub et al., 1997). Em bovinos a
castracdo € amplamente relacionada a maiores quantidades de marmoreio, maciez,
intensidade de vermelho e luminosidade, além de menor perda por coc¢cdo, menores
guantidades de colageno e comportamento sexual (Mach et al., 2009; Nian et al.,
2018). Enquanto na espécie ovina, a castracdo pode ser considerada até mesmo
desnecessaria devido a idade ao abate ser bem cedo nestes animais, por volta dos 6
meses de idade (Fernandes Junior, 2021), o que configura uma carne de boa
gualidade. Ainda assim, mesmo em cordeiros a castracao continua sendo associada
a maiores deposi¢cbes de gordura na carcacga (Sales et al., 2014), haja vista que a
guantidade de gordura intramuscular € influenciada por idade, raca, peso ao abate,
dieta e taxa de crescimento (Pewan et al., 2020). Kelly e Jones (2013) relatam que a
sensibilidade a insulina é reduzida na auséncia da testosterona, demonstrando uma
funcdo chave do hormbénio no metabolismo da glicose e lipideo. Os horménios
gonodais s@o importantes no crescimento pois aumentam a eficiéncia de utilizacéo do
nitrogénio dietético (Lawrence e Fowler, 2002), o que justifica a menor eficiéncia
alimentar de animais castrados.

Dada a importancia de carcacas padronizadas com elevados padrdoes de
gualidade de carne, ovinocultores tem investido na fase de terminag&o dos cordeiros,
optando por utilizar o sistema de confinamento, com duracédo de até 80 dias ao qual
os cordeiros desmamados entram com peso médio inicial de 15 a 20 kg com ganhos
diarios médio de 250 g (Gallo et al., 2014). A associacao do sistema de terminacao
com dietas de alta energia proporcionam adequada deposi¢do de gordura (Osorio et
al., 2009), ocasionando melhor acabamento na carcaga e deposi¢céo de gordura de
marmoreio. A aceitacdo dos consumidores de carne de cordeiros aumenta
significativamente quando possui cerca de 3% de gordura intramuscular, e alcanca
sua méxima aceitacdo com 4% (Realini et al., 2021).

Além disso, o confinamento possui inUmeras vantagens, sendo a redugcdo na

idade de abate, aumento na disponibilidade de forragem para as demais categorias



animais, agilidade de retorno do capital investido, maior producdo de carne de
gualidade, entre outros (Martins et al., 2009). Contudo, um de seus maiores desafios
€ a reducado dos custos da producdo, uma vez que todo o alimento ingerido pelos
animais é fornecido mediante cocho, portanto, a avaliacdo de coprodutos e
subprodutos que possam reduzir os altos custos com a alimentagcdo, mantendo
ganhos satisfatorios para os animais, sdo extremamente relevantes e pertinentes.
Neste cenario se encontra o melaco de soja (MSO), que apresenta alto
potencial de incorporacéo na nutricdo de ruminantes, porém ainda € pouco explorado.
Seu uso na alimentacao de ruminantes tem sido relatado pela substituicdo aos graos
energéticos, como o milho ou sorgo, aumentando ou evitando a queda no consumo
de MS por meio da melhora na aceitabilidade e aproveitamento do volumoso da dieta
(van Cleef et al., 2018a; van Cleef et al., 2018b). A inclusdo deste subproduto em
dietas comerciais é relatada de 6 e 20% na MS para dietas de adaptacao e terminacao
respectivamente (Brum, 2015). No entanto, os baixos nUmeros de pesquisas com este
subproduto contribuem para ainda existirem muitos questionamentos sem respostas
plausiveis, o que perduram incertezas sobre os efeitos de sua utilizagdo. Portanto, a
necessidade de estudos com o melago de soja na dieta de cordeiros é uma realidade
para que se possa otimizar o uso deste subproduto na alimentagdo dos ruminantes,

gue cresce a cada dia no Brasil.

3. Caracterizacao do melago de soja

O melaco de soja € um subproduto da soja com aparéncia que se assemelha a
um xarope castanho viscoso com sabor agridoce (Chajuss, 2004). Sua obtencéo é
mediante a extracdo dos carboidratos contidos no farelo de soja desengordurado
(Figura 1). Ao dissolver o farelo em solugbes de agua e alcool duas misturas sédo
formadas, uma mais sdlida que origina o concentrado proteico de soja com maior
concentracdo de proteinas, e, outra mais liquida contendo os carboidratos simples,
essa mistura é submetida a evaporacao e destilacdo para que se recupere a agua e
alcool, respectivamente, originando assim o melaco de soja (Chajuss, 2004; Silva et
al., 2012). Com alta producao e baixo custo comercial, sdo produzidos cerca de 216

mil tonelada-ano no Brasil (Rodrigues et al., 2020) a um custo de R$ 430,00 a ton. Se



nao aproveitado e descartado indevidamente ao meio ambiente, o subproduto pode
vir a ser um problema ambiental por sua alta quantidade de compostos organicos que
pode contaminar os rios e lencadis freaticos por eutrofizacdo (Schopf et al., 2014).

Por se tratar de um ingrediente liquido o seu transporte e armazenamento €
feito em reservatorios IBC (Intermediate Bulk Container) com capacidade de
armazenamento de mil litros. Com durabilidade do subproduto preconizada pelas

empresas que o comercializam de 6 meses.

Grao de soja
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Figura 1 — Processamento da soja para obtengcao dos seus produtos e subprodutos.

Pereira Junior, 2019.



Figura 2 — Foto ilustrativa do melago de
soja armazenado em reservatorio IBC.

Arquivo pessoal.

Diversos estudos sao realizados para encontrar o melhor aproveitamento do
melaco de soja como, processos fermentativos, producdo de etanol, biogas e
alimentacédo animal (Siqueira et al., 2008; Yang et al., 2018; Rodrigues et al., 2020;
Rodrigues et al.,, 2021). Embora seja comum o uso em dietas de confinamentos
comerciais, como um ingrediente que agrega aceitabilidade, ha poucos trabalhos na
literatura, mesmo que destacando a alimentacdo de ruminantes como sua principal
utilizacao (Siqueira et al., 2008). O melaco de soja, como qualquer outro subproduto,
apresenta variag6es na composi¢ao, numa amplitude de 6 a 10% para proteinas, até
20% de lipideos, 6 a 10% para minerais, 40 a 60% para carboidratos e baixos teores
de fibras (0,1%). Dentro da composi¢éo de carboidratos se destacam a glicose (4%),
frutose (4%), rafinose (11,5%), sacarose (38,5%) e estaquiose (42%) (Kinney et al.,
2003; Fernandes e Miguel, 2011).

3.1. Toxicidade do melaco de soja

A preocupacao com a intoxicacdo alimentar € um topico que deve ser sempre

analisado, principalmente quando se trata de um novo ingrediente com escassa



literatura. No caso do MSO as suas preocupacdes estédo relacionadas a composi¢cao
dos oligossacarideos como rafinose e estaquiose, a elevada concentracéo de potassio
e presenca de etanol residual. Os oligossacarideos da soja (rafinose e estaquiose)
sdo prejudiciais aos animais ndo ruminantes, uma vez que aves e mamiferos nao
possuem a habilidade de produzir enzimas que degradem a ligacdo a 1-6
galactosidase, ocasionando problemas metabdlicos como diarreia e flatuléncia (Choct
et al., 2010), o que é facilmente contornado pelos ruminantes por antes de chagarem
ao lumen intestinal & primeiramente degradado pela microbiota ruminal. Os niveis de
potassio no subproduto séo relativamente altos (2,09%), mas ndo chega a ser um
problema até os niveis de inclusdo testados (30%), pois ndo atingiram o0s niveis
maximos dietéticos (1,73 g/kg PC) que causariam intoxicacdo (Neathery et al., 1979;
Pereira Junior, 2019).

A presenca de etanol residual também pode vir a ser um problema, pois causa
intoxicacdo e danos neuroldgicos (Trujillo et al., 2018), contudo tal ocorréncia sera
atrelada a problemas de lotes de fabricacdo, pois o etanol € facilmente recuperado
por destilacdo. Portanto, o melaco de soja, assim como qualquer outro coproduto,
subproduto ou residuo que tenha o etanol constituido em qualquer parte que seja do
seu processo na industria, deve ser inspecionado no momento do recebimento,
presenca de odor alcdolico sinaliza que o produto ndo deve ser fornecido aos animais
antes de ser colocado em local ventilado para que haja evaporacgéao alccolica.

Associacbes de polioencefalomalacia em ruminantes com a utilizacdo de
melago nas dietas, em geral, nao podem ser aplicadas ao subproduto da soja, uma
vez que a patologia possui como causa mais aceita aguelas associadas ao excesso
de consumo de enxofre presente na dieta (Sant’Ana e Barros, 2010), e no caso do
MSO a sua extragdo néo € feita com nenhum solvente a base de enxofre, como é o

caso dos gréos de destilaria do milho (Uwituze et al., 2011).
3.2. Potencialidades de uso do melago de soja na producéo de ruminantes
Os resultados obtidos na literatura com a utilizagdo de melaco de soja na dieta

de ruminantes embora ndo sejam numerosos, mas demonstram ser uma boa

alternativa ao trivial. Ao avaliarem um melaco de soja mais rico em proteina (20,9%



PB), em niveis de 2 e 4% de inclusdo na MS na dieta de bovinos de corte, Schoenholz
et al. (1999) relataram que o0 melaco de soja suporta em 55% a mais 0 crescimento
microbiano do que o farelo de soja, em condi¢des limitantes de N, devido a sua maior
propor¢ao de proteina prontamente disponivel.

J& Bitencourt (2012) ao avaliar a inclusdo de melaco de sojaem 4, 5 e 9% na
MS em substituicdo ao milho reidratado e ensilado, encontrou melhora no ambiente
ruminal ao aumentar o pH do rimen de vacas em lactacéo, fortalecendo teorias como:
1) o acucar fornece menores quantidades de carbono doador de prétons por unidade
de massa que o amido (Hall e Herejk, 2001); 2) os agucares soluveis podem ser
incorporados e convertidos pelos microrganismos ruminais a glicogénio, estocando
energia para momentos de escassez (Hall e Weimer, 2007) e por ultimo, 3) a
suplementacdo com aclUcares aumenta a producéo de acido butirico no ramen (Oba
et al., 2015), reduzindo a producdo de protons por unidade de matéria organica
degradada, uma vez que 1 mol de hexose gera 1 mol de acido butirico ou 2 moles de
acido acético e propionico (Van Soest, 1994).

Ao avaliar niveis crescentes de melaco de soja na dieta de ovelhas adultas,
Schultz et al. (2020) incluiu 0, 3, 6, 9 e 12% na MS e observou aumento no consumo
de proteina bruta, mas sem restricbes sobre digestibilidade aparente e
comportamento ingestivo das ovelhas. Em estudo com vacas leiteiras, Miletic et al.
(2017) avaliaram o desempenho dos animais com a incluséo de 3,5% de melaco de
soja na MS, e observaram que a inclusdo do subproduto aumentou o rendimento do
leite em gordura corrigida para 4%, concentracdo e rendimento de proteina do leite,
além de melhorar a eficiéncia alimentar dos animais.

Em recente estudo realizado por van Cleef et al. (2018b) com inclusfes de 0,
10 e 20% na MS em substituicdo ao milho, foi constatado em ensaios in vitro maior
digestibilidade da MS e menor producdo de metano e didxido de carbono por grama
de MS degradada. Com os mesmos niveis de inclusdo, em ensaio in vivo em ovinos,
nao foram encontrados efeitos sob o0s pardametros ruminais, sugerindo que a
substituicdo do milho por melaco de soja ndo acarreta prejuizos sobre o ambiente
ruminal (Almeida et al., 2018).

Além disso, Pereira Junior (2019) avaliou a inclusdo do melago de soja em

substituicdo ao milho nos niveis de 0, 15 e 30% na MS em dieta de ovinos e observou



aumento no pH ruminal (de 5,92 para 6,21), maior concentracdo de acido butirico e
reducdo da amodnia ruminal. As mesmas dietas foram avaliadas no desempenho de
cordeiros cruzados Santa Inés x Dorper e ndo houve alteracdo no consumo de MS,
embora tenha reduzido a eficiéncia alimentar. Adicionalmente, os autores observaram
melhora na maciez e aumento na deposigéao de gordura intramuscular dos animais no
musculo Longissimus (Rodrigues et al., 2020). Arruda et al. (2021) também evidencia
0 MSO como uma excelente opcéo de substituicdo ao milho, o qual n&o influenciou o
consumo de MS, desempenho, caracteristicas de carcaca e parametros de qualidade
de carne de cordeiro, apenas reduzindo a eficiéncia alimentar dos animais
alimentados em niveis crescentes de 0, 10, 20 e 30% de inclusdo na MS.

Embora estes estudos sejam promissores, ainda € preciso uma avaliacdo mais
ampla e criteriosa sobre o efeito do melaco de soja, animais de diferentes categorias,
como castrados e fémeas, uma vez que se comportam de maneira diferente, por
proporcionarem melhor acabamento de carcaca e maior gordura intramuscular
(Gravador et al., 2018), contudo com menor qualidade no perfil dos acidos graxos
(Lima et al., 2019). Assim sendo, conhecer a resposta do subproduto na deposicao de
gordura intramuscular dos ruminantes e seu modo de a¢ao no tecido adiposo, em
especial nos cordeiros, € no minimo interessante devido ao seu grande potencial a

ser explorado na cadeia nacional.

4. Efeito nutricional sobre a expresséo génica

Com os resultados obtidos até o momento € possivel observar que o melago
de soja possui um padréo de resposta diferente dos alimentos tradicionais, tal efeito
inicia-se no rimen e termina no metabolismo muscular. Por isso, entender essas
modulacdes metabdlicas séo interessantes para que se possa explorar ao maximo as
potencialidades do subproduto.

Epigenética tem sido descrita como o estudo de mudancas hereditarias em
divisbes mitoticas e/ou meidticas na funcédo génica que nao pode ser explicada por
mudancas na sequéncia do DNA (Rigss et al., 1996). Os principais mecanismos
reguladores de reprogramacdo do genoma incluem metilacdo de DNA (adicdo de

grupos metil nos terminais de citosina), modificacdes das histonas (metilagcao,
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acetilacao, fosforilacdo nas caudas de histonas), reposicionamento da estrutura da
cromatina e nucleossoma e RNA néo codificadores séo alguns exemplos epigenéticos
gue podem ser alterados por acdes ambientais, como: dieta, exposicdo a toxinas,
inflamagdes, estresse social, atividade fisica, envelhecimento, medicagéo, desordem
metabdlica e hormonal entre outras, todas sem causar alteracdes na sequéncia de
DNA (Khatib, 2021).

Processos fisioldégicos dos mais simples ao mais complexos sao dependentes
de expressdes e interacbes génicas, dentre os quais a estrutura do mdasculo,
caracteristica histolégica e composicdo das fibras sdo estritamente relacionadas a
gualidade da carne, por isso tem recebido muita atencdo e foco de estudos e
pesquisas ultimamente (Sun et al., 2022). Os efeitos dietéticos sobre a expressao
génica tém sido denominados como epigenética nutricional (Park et al., 2012), e
inimeras ferramentas de transcriptoma séo utilizadas para avaliar e caracterizar as
alteracbes na expressdo génica para identificacdo de genes diferencialmente
expressos, como: microarranjo (microarray), PCR em tempo real (QRT-PCR) e 0 RNA-

seq.

Dentre essas técnicas, o RNA-seq é amplamente utilizado para investigacao
do perfil do transcriptoma, ou seja, o perfil da expressdo génica global, de todos os
genes. Esta metodologia apresenta grandes vantagens em relacdo as outras uma vez
gue permite o acesso direto as sequéncias de RNA mensageiro, contornando
variacbes de hibridizacdo, além de detectar splicing alternativo (Malone e Oliver,
2011). O RNA-seq realiza o sequenciamento e quantificacdo dos transcritos com
grande resolucéo, e, pode ser utilizado para determinar os niveis de expressao génica
exigindo uma quantidade pequena de RNA, comparado ao microarranjo (Wang et al.,
2008; Fonseca, 2016).

Conhecer o padrdo de expressdo génica em tecidos e 6rgdos especificos
importantes no metabolismo e caracteristicas de importancia econémica para a
producdo animal, € de extrema relevancia, pois auxilia na compreensdo das vias
metabodlicas que metabolizam os alimentos ofertados, bem como seus possiveis

efeitos epigenéticos que causam alteracdes fenotipicas desejaveis ou indesejaveis.
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Portanto, o que €é colocado a disposi¢cédo no cocho do animal pode resultar muito mais

gue ganho de peso.

A adicdo ou troca de alimentos seja tradicional ou ndo, ocasiona inimeras
modificagcdes em diversos niveis metabodlicos ou até fisiol6gicos, além do que se
conhece ou imagina. A exemplo dos aglUcares que possuem padrdo fermentativo
diferente do amido (Heldt et al., 1999), que levam a diversas modificacbes na
biohidrogenacao ruminal (Martel et al., 2011; Sun et al., 2015) que consequentemente
alteram o perfil de acidos graxos que chegam a luz intestinal. Acidos graxos possuem
uma relacdo muito intimista com a regulacdo de genes lipogénicos e fatores de
transcricdo, como os receptores ativados por proliferador de peroxissoma - PPAR
(Bionaz et al., 2013; Ladeira et al., 2016). O funcionamento destes fatores de
transcricdo sdo como heterodimeros associados ao receptor X retindide (RXR) que
sdo ativados ao se ligarem aos acidos graxos modificando sua estrutura, agora na
forma ativa se liga a uma sequéncia de DNA especifica induzindo ou reprimindo a sua
expressao (Bionaz et al., 2013).

Dentre os fatores de transcricdo da familia PPAR ha o receptor y2 que é
regulada a nivel transcricional pela nutricdo (Vidal Puig et al., 1996), este demonstra
ser um regulador chave da expressdo génica de gordura, desempenhando um papel
fundamental na adipogénese e lipogénese de ovinos e bovinos, sendo fortemente
expresso em animais com carne altamente marmorizada (Lim et al., 2011; Bionaz et
al., 2013; Shao et al., 2016).

O PPARy2 possui uma positiva correlagdo com outros genes lipogénicos
importantes, como o SCD, gene que codifica a enzima estearoil CoA dessaturase,
envolvida na conversdo do AGS - acido graxo saturado em AGM - acido graxo
monoinsaturado (Corazzin et al., 2013), responsavel assim por modificar o perfil de
acidos graxos presentes na carne.

Estes genes possuem sua expressdo facilmente manipulada através dos
acidos graxos dietéticos que alcancam o tecido adiposo. A expressao génica do SCD
€ deprimida significativamente em bovinos alimentados com dietas ricas em acidos
graxos poli-insaturados da familia émega 3, AGP n-3, (Herdman et al., 2010),
enquanto que dietas que propiciam menor pH ruminal, como dietas ricas em amido,

proporcionam maiores isomerizagdes ruminais de C18:2 trans-10 cis-12, (Choi et al.,

11



12

2005), que reduzem expressdes de genes lipogénicos importantes, como: PPARYy,
FASN, SCD1, ACACA e SREBF-1 (Brown et al., 2003; Zhang et al., 2018).

Em contrapartida, os PPARa sdo expressos em tecidos que ocorrem a [3-
oxidacao, como figado, por justamente estarem envolvidos na lipdlise (Shao et al.,
2016). Como um importante indutor ao catabolismo lipidico, a manipulacdo da dieta
deve ser planejada com finalidade de manter baixa a -oxidacdo, uma vez que a
guantidade de gordura a ser depositada no musculo é resultado do equilibrio entre a
sintese e degradacao do proéprio lipideo (Ladeira et al., 2016). Logo, dietas ricas em
acidos graxos poli-insaturados podem aumentar a expressao génia do PPARa e assim
reduzir a gordura intramuscular (Bionaz et al., 2013).

Outro ponto relevante € a importancia ndo sé do acetato para a sintese de
acidos graxos no tecido adiposo, mas também a glicose que € precursora de acetil
CoA via ciclo de Krebs (Ladeira et al., 2016). O tecido adiposo intramuscular possui
maior preferéncia por glicose que o acetato para a sintese de novo, enquanto o tecido
adiposo subcutaneo utiliza em maior propor¢cdo o acetato como precursor inicial
(Gilbert et al., 2003; Smith et al., 2018). Destacando desta forma a relevancia de dietas
glicogénicas, como as ricas em graos, que provavelmente oferecem maior estimulo
para a deposicdo de gordura intramuscular, fornecendo glicose via gliconeogénese.

Recentemente estudos em ratos e humanos vém demonstrando que a frutose
possui um potencial lipogénico ainda maior que a glicose, induzindo ainda mais a
expressao de genes lipogénicos como G6PD, ACACA, FASN e SCD1 (Samuel, 2011,
Shimada et al., 2017), por simplesmente contornar o principal ponto regulador da via
glicolitica, que € a enzima fosfofrutoquinase, tornando assim a frutose uma fonte
inesgotavel de acetil CoA (Eliott et al., 2002; Herman e Samuel, 2016). Volpi Lagrecca
e Ducket (2016) trabalharam com 4,6% de frutose diluida na 4gua de bovinos de corte.
Embora néo tivessem encontrado efeitos sobre o ganho de peso e gordura
intramuscular na carne, encontraram células adiposas maiores para o tratamento em
gue continha frutose. Como conclusdo os autores atribuiram a auséncia de efeito

sobre o marmoreio da carne a baixa dosagem de frutose.

4.1. Melago de soja como agregador de qualidade de carne
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Diante do exposto, 0 melaco de soja é um subproduto que atende muito bem
0S requisitos para agregar qualidade na carne de ruminantes, uma vez que ao
aumentar o pH ruminal selecionam microrganismos especificos que podem fornecer
ao lumen intestinal maiores quantidades de CLA cis-9, trans-11 em detrimento de seu
iIsbmero, trans-10, cis-12 que reprime a expressdo de genes lipogénicos e
adipogénicos. Também pode mediante seu alto teor de acgUcares, principalmente
frutose (via hidrolise dos mais abundantes carboidratos solUveis: sacarose e
estaquiose) fornecer grandes quantidades de acetil CoA para a sintese de novo, seja
via propionato ou seja escape dos carboidratos sollveis do rimen pela taxa de
passagem da agua. Essas hip6teses se tornam no minimo interessante e atrativas
para a industria de carne brasileira, podendo assim contribuir, dentro da possibilidade
gue cabe a nutricdo, para a melhoria no padrdo de qualidade dos produtos carneos
para exportagcdo ou comercializagdo no mercado interno.

Neste estudo, o nivel de inclusdo do melaco de soja adotado € devido a
caracteristica do subproduto em reduzir linearmente a eficiéncia alimentar dos
animais, parametro de extrema importancia na producao animal. Para que a dieta
experimental permaneca atrativa aos produtores, a escolha foi de apenas 20% na MS.

Diante dos pontos supracitados, o objetivo geral com este estudo foi de
investigar o potencial do melaco de soja sobre os parametros de qualidade de carne
de cordeiros, sobretudo seu potencial de acao reguladora sobre os principais genes
relacionados a lipogénese e adipogénese em cordeiros cruzados. Para aumentar a
possibilidade de encontrar efeitos de acabamento de carcaca e gordura intramuscular
foi acrescentado animais machos castrados nos tratamentos, partindo da hipétese de
gue os ovinos alimentados com melaco de soja em substituicio ao milho teriam
maiores quantidades de gordura na carne mediante maior expressao de genes
relacionados a lipogénese, mediante modulacdo nas vias metabdlicas ruminais
ocasionada pelas quantidades de carboidratos sollveis presentes no melago de soja,

gue podem até mesmo alcancar o [limen intestinal.
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CAPITULO 2 - Potencial lipogénico do melaco de soja na dieta de cordeiros

machos em terminacao

RESUMO - O objetivo com este estudo foi avaliar o potencial lipogénico do
melaco de soja (MSO) sobre as caracteristicas de carcaca, qualidade da carne e perfil
do transcriptoma do musculo de cordeiros machos terminados em confinamento. Vinte
cordeiros machos (Santa Inés x Dorper, 98 dias de vida), ap0s pesagem em jejum,
foram blocados pelo peso corporal (21,13 + 0,92 kg) e alocados dentro do bloco a
duas dietas experimentais: CON (0 g/kg MSO) e MS20 (200 g/kg MSO). As dietas
consistiam em 16% de volumoso e 84% de concentrado na matéria seca. O periodo
de confinamento teve duracédo de 76 dias, sendo 12 dias de adaptacéo e 64 dias com
dieta experimental. O consumo de ra¢cdo, ganho médio diario (GMD) e eficiéncia
alimentar (EA) foram determinados com base nos dias de confinamento com oferta
das dietas experimentais. No d-6 e d-75 amostras de sangue foram coletadas para
avaliacdo do status energético e proteico dos animais, antes da primeira refeicdo do
dia. Apés o abate amostras de musculo fresco foram coletadas para avaliacdo de
RNA-seq e celularidade de adipdcitos, além do musculo Longissimus thoracis do lado
direito e esquerdo da carcaga para avaliacdo da qualidade de carne por meio do
PROC MIXED do software SAS. Os cordeiros alimentados com MSO tiveram maior
concentracéao sérica de triglicerideos totais e figado mais pesado em relacdo ao peso
corporal comparado aos animais alimentados com dieta CON. A inclusdo do MSO na
dieta dos animais também proporcionou maior tamanho dos adipécitos subcutaneos
e menor numero de células demonstrando efeito de hipertrofia para a dieta MS20 e
hiperplasia para a dieta CON, evidenciado por genes relacionados a proliferacéo de
adipdcitos altamente influenciados pela dieta CON (SPINK5 e SLITRK6). A dieta
MS20 proporcionou maior expressao de genes relacionados ao metabolismo lipidico
no musculo com os genes FABP3, FABP4, ADIPOQ e PPARG relacionados ao
transporte e sintese de lipideos. Portanto, a inclusdo de MSO na dieta de cordeiros
em confinamento proporciona maior expressdao de genes relacionados ao

metabolismo lipidico o que culminou em hipertrofia dos adipocitos subcuténeos.

Palavras-chaves: adipécitos, adipogénese; qualidade de carne.
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Introducéo

A gordura na carne e carcaca desempenha um papel fundamental dentro da
gualidade no produto final, ao qual a gordura subcutanea é essencial para impedir 0
encurtamento das fibras musculares pelo frio durante o processo de desenvolvimento
do rigor mortis (Ripoll et al., 2018), e a gordura intramuscular, também conhecida
como marmoreio, € um importante atributo na aceitacdo sensorial da carne vermelha
por influenciar a maciez, sabor, suculéncia e aceitacdo geral pelos consumidores
(Pannier et al., 2014; Stewart et al., 2021).

Estudos recentes tém indicado que valores abaixo de 3% na gordura
intramuscular na carne bovina estdo fora da janela considerada aceitavel, enquanto
consumidores de carne de cordeiro sugerem valores entre 3 e 5% para uma boa
experiéncia alimentar (Miller, 2014; Pannier et al., 2014; Lambe et al., 2017; Phelps et
al., 2018; Miller, 2020). Todavia, a sua deposicdo ndo é um processo simples, pois
envolve fatores genéticos, nutricionais, categoria sexual, idade e biohidrogenacao
ruminal (Teixeira et al., 2017), que interagem entre si dificultando a manipulagéo
dentro da producéo de ruminantes.

Dietas de terminacao ricas em concentrado, especialmente graos, aceleram o
crescimento animal devido a maior densidade energética, agregando padronizacéo e
gualidade na carne bem como permite maior taxa de alocagdo de animais por area
(Pewan et al., 2020). Adicionalmente, a nutricdo tem sido aportada como um
importante fator ambiental passivel de influenciar a expressdo génica do animal
através dos efeitos epigenéticos, induzindo a diferenciacéo e proliferacdo de células
adiposas (Ladeira et al., 2018). O melaco de soja se destaca como um ingrediente
energético por recentemente indicar ser um potencializador da lipogénese em
cordeiros em terminacao, ao qual a substituicdo do milho pelo MSO aumentou a
maciez e marmoreio da carne (Rodrigues et al., 2020). O que o torna um interessante
ingrediente por se tratar de um subproduto da soja de baixo custo de producéo e
aquisicao.

Portanto, nossa hipétese € que ao substituir o milho por melaco de soja na dieta
de terminacdo de cordeiros confinados ha maior atividade lipogénica nas células

adiposas no musculo, melhorando a qualidade da carne. Logo, o objetivo com este
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estudo foi avaliar o potencial lipogénico do melago de soja sobre os parametros de
carcaca e carne, além do perfil do transcriptoma do musculo de cordeiros machos

terminados em confinamento.

Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram seguidos
pelos Principios Eticos para Experimentacdo Animal regulamentada pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentac&o Animal, aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— Campus de Jaboticabal (n° 002583/2020).

- Animais, dietas e delineamento experimental

O experimento foi realizado nas dependéncias da Unidade Animal de Estudos
Digestivos e Metabodlicos e as analises foram feitas no Laboratério de Carne da
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil (21° 14’ 05” S latitude,
48° 17° 09” W longitude e 615 m de altitude). Vinte cordeiros machos nao castrados
(Santa Inés x Dorper; 21,13 + 0,92 kg de peso corporal inicial; 98 dias de idade) foram
alocados em blocos por peso e distribuidos aleatoriamente em duas dietas
experimentais (CON — sem adicao de melaco de soja e M20 —com 200 g/kg de melaco
de soja na MS).

Em todo o periodo experimental os animais foram mantidos em baias
individuais (1.2 m?) com piso ripado suspenso, comedouros individuais e bebedouros
coletivos, dentro de um galp&o coberto. Tratamento sanitario prévio foi realizado em
todos os cordeiros, vermifugacdo e suplementacdo com vitaminas A, D, E e K
(Closantel 0.8% w/v e Vit ADEK Calbos, Curitiba, PR - Brazil), além de vacinagao
preventiva contra clostridiose (Bovilis Poli-Star T, Kenilworth, NJ - EUA). Por ja serem
habituados a se alimentarem em cocho, os cordeiros foram adaptados as dietas
experimentais com apenas dois degraus, adaptacdo 1 com 480 g/kg de concentrado
e adaptacdo 2 com 660 g/kg de concentrado, sendo 6 dias cada. No d-13 iniciou o
fornecimento das dietas experimentais de terminagcdo com relacdo volumoso

concentrado de 16:84. O objetivo era que os animais alcangassem média de 35 kg de
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PC e entdo encerrar o periodo experimental, para isso pesagens quinzenais sem
jejum eram realizadas com finalidade de acompanhamento do peso corporal e
estabelecer o dia do abate. Portanto, o periodo experimental foi de 76 dias incluindo
12 dias de adaptacao e 64 dias de dieta de terminacao.

As dietas foram formuladas para serem semelhantes no teor de proteina e
energia de acordo com as recomendacdes do NRC (2007) para a categoria. Os
ingredientes utilizados foram silagem de milho, milho grdo moido, farelo de trigo, polpa
citrica, farelo de soja, ureia, sal mineral, bicarbonato de sddio e melago de soja. O
MSO tinha a seguinte composi¢cdo: matéria seca: 54,8%, matéria mineral: 107,5 g/kg,
extrato etéreo: 13,7 g/kg, proteina bruta: 63,0 g/kg, FDN: 0,0 g/kg e carboidrato ndo
fibrosos: 815,8 g/kg.

Tabela 1 — Composicédo centesimal e bromatoldgica da

dieta experimental.

Dietas
Item
CON M20
Composicéo centesimal, g/kg
Silagem de milho 160,0 160,0
Milho 640,0 440,0
Farelo de trigo 57,0 44,0
Polpa citrica 55,0 42,0
Melago de soja - 200,0
Farelo de soja 53,0 76,0
Ureia 8,0 11,0
Sal mineral 17,0 17,0
Bicarbonato de sodio 10,0 10,0
Composicdo bromatologica, g/kg
Matéria seca 662,4 664,5
Matéria mineral 42,8 55,4
Proteina bruta 140,2 132,8
Extrato etéreo 36,7 53,8
FDNcp 222,1 159,6
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Carboidratos néo fibrosos 573,3 618,9
Amido 522,6 376,0
Carboidrato soluvel 35,1 230,8
Pectina 15,6 12,1
Energia metabolizavel, Mcal/kg 3,28 3,33

Carboidratos néo fibrosos: Estimados por equacdo de Hall (2000);
Amido e Pectina: Estimado por média obtidas no CQBAL 4.0;
Carboidrato soltuvel = Carboidratos nao fibrosos — amido — pectina.

- Consumo alimentar e desempenho animal

A dieta fornecida aos animais era pesada diariamente de forma separada,
silagem de milho, melaco de soja e concentrado, e entdo misturados manualmente
até sua homogeneidade para evitar selecdo. Metade da refeicado foi fornecida pela
manha (08:00 h) e a outra metade ao final da tarde (16:00 h). Os ajustes do fornecido
eram realizados diariamente por meio de escore de cocho no primeiro horario da
manha, permitindo sobras de 3 a 5% no cocho, ao qual eram pesadas para obtencéo
do consumo alimentar individual dos cordeiros (CMS).

O desempenho animal individual (GMD) foi realizado por meio da razéo de peso
corporal obtida em jejum de solidos por 16h, no inicio e fim do periodo experimental e
dias de confinamento com a dieta de terminacdo (64 d), enquanto a eficiéncia

alimentar (EA) foi calculada pela razdo do desempenho e consumo alimentar.

GMD = PCf — PCi) / dias de confinamento
[1]

Ao qual PCf = peso corporal final (kg); PCi = peso corporal inicial (kg)

- Analises de composicao quimico-bromatolégicas

A cada quinze dias erarealizada amostragem das dietas ofertadas aos animais,
gue juntamente com amostras representativas dos ingredientes eram submetidos a
analise bromatolégica em laboratério, sendo a silagem de milho e amostras dos
fornecidos submetidos a secagem em estufa de ventilagdo forcada 55°C por 72h

(método G-001/2) seguido por moagem em moinho tipo Wiley, com peneiras de crivos
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1 mm e entdo levados a estufa de 105°C por 16h, juntamente com o restante dos
ingredientes, para obtencdo da matéria seca (MS, método G-003/1). A determinacéao
da matéria mineral foi através da combustéo total em forno mufla a 600°C por 4h (MM,
método M-001/2).

O nitrogénio total foi avaliado mediante uso de aparato micro-Kjeldahl (método
N-001/2) e os teores de proteina bruta (PB) obtidos pela multiplicacdo do N total por
6.25. Os teores de extrato etéreo foram obtidos por meio da extracdo em éter de
petroleo em aparato Soxhlet num periodo de 4h (EE, método G-004/1). Vale destacar,
gue a analise de EE do melaco de soja precisou ser ajustada, pois 0 mesmo quando
analisado de forma isolada e in natura superestimava os valores devido a sua elevada
concentracdo de carboidratos sollveis, sendo assim foi realizado uma mistura na
proporcdo de 2:1 de feno com MSO. Apds bem homogeneizada a mistura, trés
amostras condicionadas em papel filtro qualitativo, foram submersos em &gua
destilada por 12 s e seguidos de secagem em estufa a 105°C por uma hora, e entdo
submetidos a extracdo em aparato Soxhlet (AOAC — método 920.39-C). Uma vez
conhecido a concentracédo de EE do feno utilizado como adsorvente, era descontado
deste, o valor obtido na mistura feno:MSO.

Os conteudos de fibra em detergente neutro e detergente acido foram obtidos
utilizando cadinhos filtrantes (FDN, método F-013/1 e FDA, método F-015/1,
respectivamente), utilizando enzima a-amilase termoestavel com atividade enzimatica
de 300 KNU/g, sem sulfito de sédio. Enquanto o nitrogénio insolavel em detergente
neutro foi segundo INCT-CA (NIDN, método N-004/2) e o nitrogénio insolivel em
detergente acido por INCT-CA (NIDA, método N-005/2), bem como cinzas insolluveis
em detergente neutro (CIDN, método M-002/2) para correcdes de cinzas e proteina
da fibra de acordo com os procedimentos padrdes analiticos do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal (Detmann et al., 2021). Conteudo de

carboidratos néo fibrosos (CNF) foram estimados pela equac¢éo de Hall (2000).

CNF = 1000 — ((PB — PBureia + ureia) + FDNcp + EE + MM)
[2]
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Em que, PB = proteina bruta; PBureia = proteina bruta presente na ureia; FDNcp =
fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; EE = extrato

etéreo; MM = matéria mineral.

Andlise de lignina foi realizada pelo método de hidrdlise acida (método F-005/2)
para compor os célculos de estimativa da energia metabolizavel, o qual foram
estimados mediante equacdo descrita por NRC (2001), com a composi¢cdo dos
fornecidos obtidos em laboratério. Os valores de amido e pectina foram estimados
utilizando as médias obtidas no CQBAL 4.0, enquanto os carboidratos solaveis foram

obtidos mediante subtracdo do CNF com os valores de amido e pectina.

- Pardmetros sanguineos

A coleta de sangue foi realizada no inicio (d-6) e fim (d-75) do periodo
experimental. Sendo a primeira desta com o objetivo de se obter o status bioquimico
dos animais na condicao pré-experimental, por isso foi realizada nos primeiros dias
de confinamento, ainda com a dieta de adaptacdo. Em ambas as coletas, amostras
de sangue de todos os cordeiros foram colhidas em tubos vacutainer com ativador de
coagulo (Vacuplast®), no periodo da manhd, antes da primeira alimentacéo do dia,
mediante venipuncado jugular para avaliacdo do metabolismo proteico através das
variaveis proteina total e ureia, bem como o metabolismo energético através das
variaveis colesterol total, triglicerideos totais e glicose.

As amostras foram imediatamente processadas em centrifuga refrigerada a 4°C
em rotacao de 2000 rpm por 15 min. O soro obtido apds centrifugacao foi armazenado
a -20°C até o momento das analises, as quais foram feitas por meio de kits comerciais:
proteina total (K-031), ureia (K-056), colesterol total (K-083), triglicerideos totais (K-
117), glicose (K-082) da Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG — Brasil. Enquanto, as
leituras foram realizadas em analisador automatico de bioquimica SBA-200 (CELM®,

Barueri, SP - Brasil).
- Abate, caracteristicas de carcaca e amostragem de carne

No ultimo dia experimental os cordeiros foram submetidos a jejum de sdlidos

de 16h e pesados para obtencao do peso corporal final (PCf), e entdo transportados
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para abatedouro comercial. Os animais foram dessensibilizados por eletronarcose de
dois pontos, seguido por sec¢ao da veia jugular e artéria carétida. Apos evisceracao,
o figado foi separado e pesado assim como as carcacas para obtencédo do peso de
carcaca quente (PCQ), e entéo levadas para refrigeracéo por 24h a aproximadamente
4°C. Apé6s o periodo de refrigeracdo as carcagas novamente foram pesadas para
obtencéo do peso de carcaca fria (PCF). O rendimento da carcaca (RC) foi calculado

como.

PCQ
PCf

RC=( )*100

[3]

No lado esquerdo da carcaca foi feita uma seccéo para exposi¢cdo do masculo
Longissimus thoracis, na altura da 122 costela, para mensuracdo da espessura de
gordura subcutanea (EGS) com auxilio de paquimetro digital e obtencdo da area de
olho de lombo (AOL) usando equacéo de Silva Sobrinho (1999):

AOL (A B)
= — %k — ] %
27 2)" T

[4]

Ao qual A é o comprimento maximo do musculo e B € comprimento minimo do

musculo.

Ambos os lados da carcaca o musculo Longissimus thoracis foi removido entre
as alturas da 62 e 132 costela e porcionado em 4 bifes, ao qual o lado direito foi
destinado para analises quimicas e o lado esquerdo para as analises fisicas. As
analises que nao foram realizadas imediatamente ao abate, tiveram seus bifes
embalados a vacuo (Selovac 200S, Sao Paulo - Brasil) com 99% de vacuo em sacos
de poliamida/polietieno com 120 um e 1 cm®m?/24h de permeabilidade de O2, 3
cm3/m?/ 24h de permeabilidade de CO2 mensurado a 5°C e 75% de umidade relativa.

A taxa de transmissao de vapor de agua foi de 3g/m?/24h a 38°C e 100% de umidade
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relativa. O valor vacuo 20 (50 Pa) foi usado para embalar as amostras, o qual eram

armazenadas a -20°C até o momento das analises.

- Analises fisicas na carne

O pH final da carne foi mensurado apés a refrigeracdo de 24h da carcaca
diretamente no musculo Longissimus thoracis, do lado esquerdo, na altura da 122
costela utilizando um potenciometro de H: digital (Text 205 Sparta, NJ - EUA).
Capacidade de retencao de 4gua (CRA) foi determinada mediante a pesagem de 2g
de carne submetida a pressao de 10kg por 5 min, ao qual pela diferenca de peso inicial
e final foi utilizada para expressar o CRA em %, conforme descreve Ham (1986).
Enquanto a perda por coccédo (PPC) foi obtida mediante a coccdo de um bife do
Longissimus thoracis de cada animal, em grill elétrico (Geroge Foreman, Beachwood,
OH - EUA), pré-aquecido a 196°C. Os bifes foram cozidos até atingirem temperatura
interna de 75°C, monitorada por termdémetro do tipo espeto (Incotermp, Porto Alegre,
RS - Brasil).

Apoés a cocgao, os bifes foram refrigerados em temperatura de 4°C ao qual
permaneceram durante a noite, na manha do dia seguinte, os bifes foram novamente
pesados e pela diferenca de peso inicial e final foi obtido o PPC em %. Deste mesmo
bife, foram retirados seis nucleos cilindricos de 1,27 cm de didmetro em sentido
paralelo ao eixo da fibra muscular (AMSA, 1995), para determinacdo da forca de
cisalhamento (Wheeler et al., 2002) pelo equipamento texturbmetro (CT3 25K
Brokfield Middleboro, MA - EUA). Cada cilindro foi cortado ao meio no sentido
perpendicular ao eixo da fibra muscular com auxilio da lamina Warner Bratzler, e os

valores obtidos em kgf foram convertidos para newton (N).

- Andlises quimicas na carne

Para as analises quimicas da carne, as amostras do musculo Longissimus
thoracis foram primeiramente descongeladas a 2°C por 24h e moidas no processador
de alimentos (AOAC, método 983.18), congeladas novamente para serem liofilizadas
por 72 h para obtencdo de amostras homogéneas e livres de umidade. Para a
determinacdo da composicéo quimica da carne as analises foram realizadas segundo
AOAC (1995), cinzas (método 920.153) e proteina bruta (928.08). Enquanto o
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conteudo de gordura intramuscular foi mensurado como lipideo total mediante
extracao a frio por Bligh e Dyer (1959).

A andlise de oxidacdo lipidica TBARS foi mediante a mensuracdo do
malonaldeido (MDA), com auxilio do acido tiobarbitirico como descreve Souza et al.
(2011) e Vyncke (1970). Em 10 mL de solugcdo TCA (7,5% TCA, 0,1% EDTA) foi
adicionado 5 g de carne de cordeiro e homogeneizado em Ultra Turrax para entéo ser
centrifugado (15 min, 4000 rpm e 4°C). O sobrenadante foi filtrado e misturada em
solucdo TBA (1% acido tiobarbittrico, 15% TCA e 562,5 uM HCI) em proporcdes de
1:1 v/v. A mistura foi aquecida em banho maria (100° C) durante 15 min, resfriada em
banho de gelo (5 min) e absorbancia lida em 540 nm. As concentracdes de MDA foram
calculadas utilizando curva padrdo de 1,3,3-tetrametoxipropano (0 — 40 pM) e os

resultados expressos em mg MDA/kg de carne de cordeiro.

- Vida de prateleira — “Shelf life”

A avaliacdo da coloracéo da carne ao longo do tempo iniciou-se no dia seguinte
ao abate, em laboratorio, para isso foi destinado um bife para avaliagcdo da vida de
prateleira, simulando condicdo real da gondola de supermercados brasileiros. As
amostras do Longissimus thoracis foram embaladas em bandejas de polietileno e
embrulhadas em papel filme retratil (permeavel ao oxigénio), sem contato com a
amostra e entdo acondicionadas ao expositor display refrigerado (Klima Expositor
Practice, 05B0500.1, Venancio Aires RS - Brasil) a 4°C + 1 e luzes fluorescentes (1200
Ix, 12h).

A coloracéo da carne foi avaliada nos dias 0, 1, 7, 10 e 14 dias de exposicéao,
ao qual trés mensuracdes em locais distintos do bife eram feitas para obtencédo da
média, com auxilio de colorimetro (CR-300 Minolta Chroma Meter Osaka - Japao),
conforme descreve Houben et al. (2000). Antes das leituras, foi feita uma calibragao
em temperatura ambiente do local de trabalho (24° C) utilizando um padréo branco
puro (100% reflexdo) e uma caixa preta (zero reflexdo). Os parametros avaliados
foram: luminosidade L*, intensidade de vermelho a*, intensidade de amarelo b*, que
foram avaliados de acordo com o sistema de cores CIE L* a* e b* (CIE, 2004).
Adicionalmente, angulo Hue e indice de saturagdo chroma foram calculados de acordo
com o AMSA (2012):
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b
Hue = arctang p

1
Chroma = (a® + b?) + >

[5]

- Celularidade de adipécitos

Ainda na carcaca quente, foi coletado aproximadamente 2 g de amostra do
Longissimus thoracis e da gordura subcutanea, na altura da 122 costela, para
determinacao do tamanho e niumero dos adipdcitos, como proposto por Etherton et al.
(1977), modificada por Prior (1983). As amostras foram laminadas ainda congeladas,
a 1 mm de espessura e transferidas para vials de cintilacdo e entédo fixadas com
tetroxido de 6smio 1% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri - USA). As amostras fixadas
foram filtradas através de telas com porosidade de 250 ym e 10 um com auxilio de
tampao Triton x-100 a 0,01% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri - USA). Os tecidos
retidos em telas de 250 um eram descartados, enquanto os retidos em tela de 10 um
foram coletados e suspensos em soluc¢éo de 10 mL com 55,5% de glicerol. O tamanho
dos adipécitos foi determinado por meio do programa analisador de imagens (Image-
Pro v 4.5, Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD), enquanto o numero de

adipécitos foi determinado pela equacdo:

Numero de células g* = nimero de células contadas / ((area da grade x nimero de

grades) / area da lamina) x diluicdo / g tecido fixado

[6]

- Extracdo de RNA, analise qualitativa, biblioteca e sequenciamento

Para sequenciamento de RNA, foram selecionadas aleatoriamente quatro
amostras de tecido muscular para cada dieta experimental. O RNA total foi extraido
do tecido muscular esquelético, coletado ainda fresco (~500 mg), por meio de kit

comercial de extracdo de RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), de
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acordo com as instru¢des do fabricante. Com auxilio de espectrofotbmetro Nanodrop
(Mustiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e Bioanalyzer RNA,
foram avaliados, respectivamente, a quantificacdo, pureza e integridade das
amostras. Todas as amostras apresentaram um numero de integridade de RNA (RIN)
maior ou igual a 7,5 (Tabela S1). Para cada amostra foram utilizados 2 ug de RNA,
para preparacao da biblioteca de acordo com o protocolo descrito no guia TruSeq RNA
Sample Preparation kit v2 (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos). A estimativa do
tamanho médio da biblioteca foi realizada com o Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent,
Santa Clara, CA, Estados Unidos) e a quantificacdo da biblioteca foi realizada por
meio de PCR gquantitativa com o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos). As amostras quantificadas foram diluidas e
agrupadas (cinco grupos de todas as 8 amostras cada), utilizando TruSeq DNA CD
Index Plate (96 indices, 96 amostras, lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos).
Todas as amostras foram agrupadas numa uma Unica lane de fluxo de
sequenciamento, utilizando o kit TruSeq PE Cluster v4-cBot-HS (lllumina, San Diego,
CA, Estados Unidos), e foram clusterizadas e sequenciadas utilizando o equipamento
HiSeg2500 (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos) com o TruSeq SBS Kit v4-HS
(200 ciclos), conforme descreve as instrugdes do manual do fabricante. Toda a andlise
de sequenciamento foi realizada no Centro Gendémico na ESALQ, localizada no

Laboratério de Biotecnologia Animal na ESALQ — USP, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil.

Adaptadores de sequenciamento e leituras de baixa complexidade foram
removidas em um passo inicial de filtragem por meio do Trim Galore 0.6.5 software.
Somente as leituras com tamanho acima de 70 nucleotideos e um score Phred menor
gue 33 foram mantidas apds o corte. Controle de qualidade e a estatistica das leituras
foram estimadas com software FASTQC versdao 0.11.8 (www.bioinformatics.
bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/) acesso em 15 de Junho de 2021. O genoma referéncia
adotado foi Ovis_aries_Oar_rambouillet_V1.0104 acesso em 15 de Junho de 2021. A
abundéancia (contagem de leituras) de mRNAs de todos 0s genes anotados foram
calculados por meio de featureCounts pertencente ao pacote Rsubread (Liao et al.,
2019).
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- Identificagao de genes diferencialmente expressos

Genes diferencialmente expressos (DE) foram analisados por meio de
contraste entre dois tratamentos, com auxilio do DESeqg2 disponivel no pacote
Bioconductor do software R, utilizando um design de multifator (Love et al., 2014).
Anteriormente a anadlise estatistica, as contagens das leituras dos dados foram
filtradas da seguinte forma: (i) genes com zero contagem para todas as amostras,
eram genes ndo expressos; (i) genes com menos que uma leitura por amostra na
média foram removidas (expressdo muito baixa); (iii) genes que nado estavam
presentes ao menos em 50% das amostras foram removidos (raramente expressos).
A abordagem de corte realizada para identificar os genes DE foi controlar o P-valor a
5% e cujos valores de logz fold change fossem maiores em mddulo que a 0.60 (0.60
> logz FC < -0.60), de acordo com estudos anteriores e recomendagbes DESeq2
(Cesar et al., 2016; Love et al., 2014).

- Analise de co-expressao em fatores de transcricao

Os fatores de transcricao (TFs) podem ser definidos como moléculas chave que
regulam a expressao de um ou mais genes no sistema biolégico (Vaquerizas et al.,
2009) e a sua identificacdo destaca interagdes génicas que sdo de fato mais relevante
ao estudo. Assim sendo, a analise de correlagdo parcial e teoria da informacao (PCIT)
€ utilizada para a reconstrucdo de redes de co-expressdo de genes (GCN),
identificando associa¢des significativas gene-gene. Enquanto, a identificacao dos TFs
€ realizada através da analise de fatores de impacto regulatorios (RIF), ao qual calcula
para cada condicdo uma correlacdo de co-expressdo entre TFs e genes DE
identificando os genes regulatorios criticos ao estudo. Tanto a analise de PCIT como
RIF sdo mais detalhadas em Reverter e Chan (2008) e Reverter et al. (2010),
respetivamente. Ambas as analises foram realizadas através do pacote “CeTF” do
software R desenvolvido por Biagi Junior et al. (2021) que ndo s integra as analises

de PCIT e RIF como também realiza inameras plotagens dos dados.

- Analise estatistica
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, ao qual o
peso corporal inicial foi utilizado como critério para divisdo em 5 blocos homogéneos.
Os cordeiros foram considerados como unidade experimental (n = 10), e cada
tratamento continha 2 repeticdes (bloco 1: 16,01 + 0,94 kg; bloco 2: 18,94 + 0,23 kg;
bloco 3: 21,68 £ 0,72 kg; bloco 4: 23,36 £ 0,19 kg; bloco 5: 27,17 + 1,36 kg). De acordo
com o modelo estatistico:

Yij = u + ti + bj + eij
[6]

Onde: Yij = variavel dependente no tratamento i e no bloco j; u = efeito geral da média;
ti = efeito do tratamento (i = CON e MS20); bj = efeito do bloco (j = 1 a 5); eij = erro
aleatério da parcela que recebeu o tratamento i, no bloco j.

Os parametros sanguineos foram avaliados considerando a primeira
amostragem, no inicio do experimento (d-6), como covariavel. Enquanto a vida de
prateleira (shelf life) foi avaliada como medida repetida no tempo, ao qual dieta, dia
de avaliacdo e interacao entre elas foram avaliados como efeito fixo, e bloco como
aleatério, neste caso a melhor estrutura de covariancia foi selecionada e ajustada
mediante o menor valor de AICC.

Os dados foram analisados por meio do PROC MIXED do software SAS (Inst.,
Cary, NC), sendo os resultados significativos foram considerados com P valor < 0,05

e tendéncia para P valor < 0,10 para médias do teste T.

Resultados
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CON
—* MS20

PC2 (11.1% explained var.)

PC1 (34.9% explained var.)

Figura 1 — Andlise de componentes principais (PCA) dos tratamentos CON e MS20

- Consumo alimentar e desempenho animal

A incluséo do melaco de soja na dieta de cordeiros machos néo castrados, néo
trouxe influéncias sobre o consumo de MS e desempenho dos animais (P > 0,05;
Tabela 2), mas tiveram tendéncia para eficiéncia alimentar (P = 0,07), ao qual os
cordeiros na dieta CON foram mais eficientes comparado aos cordeiros alimentados
com MS20, média de 0,24 e 0,21 respectivamente. Nas demais variaveis, como peso
corporal inicial e final, ndo houve efeito das dietas experimentais (P > 0,05).

Tabela 2 - Consumo e desempenho de cordeiros
terminados em confinamento
ltem? CON MS20 EPM? P -valor

CMS, g 1131,61  1035,57 63,66 0,32
CMS, %PC 3,93 3,78 0,12 0,46
CPB, g 180,93 173,47 8,36 0,57
EA 0,24 0,21 0,01 0,07
PCi, kg 21,32 21,30 1,15 0,98
PCf, kg 37,77 34,90 1,69 0,21
GMD, g 261,17 215,94 13,76 0,13

1 _ CMS: Consumo de matéria seca; CMS, %PC: Consumo de matéria

seca em relacdo ao peso corporal; CPB: Consumo de proteina bruta;
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EA: Eficiéncia alimentar; PCi: Peso corporal inicial; PCf: Peso corporal
final; GMD: Ganho médio diario.

2 _ EPM: Erro padrdo da média

- Parametros sanguineos

N&o houve efeitos de dieta para as variaveis de parametros sanguineos (P >
0,05 — Tabela 3), com excecéo de triglicerideos totais, ao qual cordeiros MS20 tiveram
maiores médias em relacdo aos cordeiros pertencentes a dieta CON (P = 0,05), em
gue a inclusdo do MSO aumentou as concentracdes da variavel, média de 30,89 mg
dL! para CON e 34,80 mg dL! para MS20.

Tabela 3 — Parametros sanguineos de cordeiros terminados em
confinamento

Item CON MS20 EPM! P -valor
Proteina total, g/dL 4,52 4,34 0,10 0,65
Ureia, mg/dL 26,79 27,79 1,17 0,86
Colesterol, mg/dL 55,15 52,95 1,80 0,50
Triglicerideos, mg/dL 30,89 34,80 1,98 0,05
Glicose, mg/dL 89,34 88,55 2,48 0,99

1 — EPM: Erro padrido da média

- Caracteristicas de carcaca e qualidade da carne

N&o houve efeito de tratamento sobre a maioria das variaveis (P > 0,05), com
excecao para peso do figado apresentado de forma proporcional ao peso corporal
final dos animais (P = 0,04 — Tabela 4), ao qual a dieta MS20 aumentou o peso de
figado em relacdo ao peso corporal comparado a dieta controle.

A adicao do subproduto da soja na dieta dos animais nao influenciou a carcaca
e nem os parametros fisicos e quimicos avaliados na carne, como peso de carcaga,
rendimento, espessura de gordura subcutanea, forca de cisalhamento e lipideos totais
(P > 0,05 — Tabela 5).

Tabela 4 - Caracteristica de carcaca e de cordeiros
terminados em confinamento
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Item? CON MS20 EPM2 P -valor
PCQ, kg 18,70 17,61 0,95 0,36
PCF, kg 18,27 17,21 0,93 0,37
RC, % 49,22 50,25 0,53 0,15
PR, % 2,39 2,31 0,06 0,39
Figado, g 673,20 673,80 30,49 0,99
Figado, % PC 1,78 1,94 0,04 0,04
EGS, mm 1,93 2,22 0,25 0,74

1 — PCQ: Peso de carcaga quente; PCF: Peso de carcacga fria; RC:
Rendimento de carcaca; PR: Perda por resfriamento; Figado, %PC:
Peso do figado em relacdo ao peso corporal; EGS: Espessura de
gordura subcutanea.

2 _ EPM: Erro padrdo da média

Tabela 5 — Analises do musculo Longissimus thoracis de cordeiros
terminados em confinamento

Item? CON MS20 EPM? P -valor
Andlises fisicas
pH 5,73 5,69 0,05 0,70
AOL, cm? 12,83 12,30 0,78 0,68
CRA, % 83,18 82,87 1,07 0,68
PPC, % 27,06 27,68 0,96 0,76
WBSF, N 29,32 28,46 2,14 0,83
Andlises quimicas
Umidade, % 75,62 75,85 0,30 0,70
Cinzas, % 1,17 1,22 0,04 0,88
PB, % 18,95 18,60 0,18 0,27
Lipideo total, % 4,60 4,72 0,29 0,75
Malonaldeido, mg/kg 0,83 0,69 0,08 0,097

1 _ AOL: Area de olho de lombo (Longissimus thoracis); CRA: Capacidade de
retencdo de agua; PPC: Perda por coccdo; WBSF: Warner Bratzler — Forca de
cisalhamento; PB: Proteina bruta.

2 — EPM: Erro padrdo da média

- Vida de prateleira — “Shelf life”

A analise de vida de prateleira da carne foi mensurada até 14 dias apos o abate,
e para todas as variaveis, como esperado, houve efeito de dia na avaliacdo da cor (P
< 0,05 — Tabela 6). Contudo, o objetivo € avaliar o efeito do MSO sobre a vida de
prateleira da carne dos cordeiros, que ndo acarretou alteragdes significativas em
nenhum dos parametros avaliados na colora¢éo da carne (P > 0,05).
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Tabela 6 — Avaliacdo da vida de prateleira da carne de cordeiros terminados em
confinamento

Dia de armazenamento EPM? P - valor
0 1 7 10 14 Dieta Dieta*Dia
CON 45,66 46,02 47,75 46,53 16,36

ltem! Dieta

L MS20 46,35 4734 4805 4824 4704 020 039 087
NS0 167 1330 1038 990 1022 010 087 081
D G0 508 v a1 o3 obg 013 033 0g
ator GO g:gé i:gg i:gg i:% i:g; 005 027 094
Chioma |10 Tasr 1592 1206 1156 1705 021 050 082
Hue CON 21,25 28,24 28,84 29,13 30,32 050 025 0,89

MS20 21,36 28,79 30,51 29,98 31,70
1 — L: Luminosidade; a*: Intensidade de vermelho; b*: Intensidade de amarelo.
2 — EPM: Erro padrao da média

- Celularidade de adipécitos

A inclusdo do MSO na dieta dos cordeiros em confinamento influenciou no
tamanho dos adipdcitos subcutaneos, ao qual aumentou o diametro médio, média de
14,45 pm para CON e 17,38 um para MS20 (P = 0,01 — Tabela 7), area com médias
de 209,31 um? para CON e 326,69 um? para MS20 (P = 0,01), reduziu a frequéncia
de adipécitos com area menor que 100 um?, média de 33,69% - CON e 28,06% -
MS20 (P = 0,01), aumentou a frequéncia de adipdcitos com area entre 300 e 500 pm?,
média de 8,61% para CON e 14,35 para MS20 (P = 0,04) e demonstrou tendéncia
para os adipécitos acima de 500 um? (P = 0,06).

Em contrapartida, a dieta CON proporcionou maior numero de células adiposas
no tecido subcutaneo (2,37 x 10* — CON versus 1,62 x 10* — MS20 — P = 0,01),

enquanto no tecido intramuscular n&o evidenciou efeito de tratamento (P > 0,05).

Tabela 7 — Celularidade de adipdcitos de cordeiros terminados em
confinamento

ltem CON MS20 EPM! P -valor
Tecido Subcutaneo
Diametro médio, pm 14,45 17,38 0,63 0,01
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Area, um? 209,31 326,69 25,62 0,01
N° Células x 10% g1 2,37 1,62 0,17 0,01
% < 100 pm? 33,69 28,06 2,41 0,11
100 < % < 300 pm? 50,37 40,77 2,89 0,05
300 < % < 500 um? 8,61 14,35 1,71 0,04
% > 500 pm? 9,63 18,49 2,43 0,06
Tecido Intramuscular
Diametro médio, pm 16,83 16,45 0,66 0,72
Area, pm?2 319,12 295,12 26,04 0,57
N° Células x 103 g* 5,22 5,50 0,68 0,94
% < 100 pm? 33,42 33,81 2,61 0,94
100 < % < 300 pm? 36,13 38,01 1,92 0,56
300 < % < 500 um? 11,93 10,28 1,57 0,54
% > 500 pm? 18,53 17,90 2,28 0,65

! — EPM: Erro padrdo da média

- Avaliacdo geral da expressao génica

Todo o transcriptoma das oito amostras dos musculos de cordeiros machos nao
castrados alimentados ou ndo com melagco de soja, foram sequenciados utilizando
tecnologia RNA-seq. Os dados do sequenciamento foram avaliados mediante
contraste, MS20 vs. CON, ao qual resultou em 11247 genes mapeados lidos que
foram eficientemente usados na andlise de expressdo génica, ao qual foram
encontrados 202 genes diferencialmente expressos na comparagdo pairwise.
Adicionalmente foi realizada a andlise de CeTFs, coexpressdo e fatores de
transcricdo, para identificacdo dos genes mesmo que em menores niveis de
expressao ou ndo diferencialmente expressos, mas que sdo relevantes na expressao
de outros genes, identificando outros 128 genes. Também sao descritos os Top 100
genes exclusivos para cada dieta, ao qual sdo candidatos a genes constitutivos

“housekeeping” e genes mais influenciados/variaveis para cada dieta experimental.

- Expresséo génica diferencial

A analise do transcriptoma do musculo dos cordeiros revelou 202 genes
diferencialmente expressos (P < 0,05), dos quais 135 foram super expressos e 67

suprimidos para MS20 em comparagcdo ao CON (Figura 2 e Tabela S2). Dentre os
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DEG estdo: ALDOB (aldolase, frutose bifosfato B) envolvido no metabolismo da
frutose, FABP4 (proteina ligadora de acido graxo 4) no transporte de acidos graxos e
PPARG (peroxissoma proliferador ativado receptor gama) na adipogénese, todos

super expressos para MS20.

Figura 2 — Gréfico heatmap com os genes diferencialmente expressos no

musculo de cordeiros machos alimentados com dieta MS20 e CON.

- Andlise de co-expressao e fatores de transcri¢céo

A andlise de rede foi usada para investigar diferencas em genes co-expressos
e identificar os fatores de transcricdo. A andlise de CeTF identificou 128 fatores de
transcricdo para a comparacdo MS20 versus CON (Tabela S3). Adicionalmente, foi
realizado analise de enriquecimento funcional KEGG e GO, ao qual foi encontrado
vias metabdlicas significativas relacionadas a via de sinalizac¢éo a insulina (hsa04910),
resisténcia a insulina (hsa04931), via de sinalizacdo e metabolismo de frutose e

manose (hsa00051 — Tabela 8 e Figura 3). Além de termos ontolégicos GO sobre a
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diferenciacéo de células de gordura (GO:0045444), contracdo de musculo esquelético
(G0:0006941), transporte de acido graxo de cadeia longa (G0O:0015909), hipertrofia
muscular (G0:0014896), transporte de carboidrato (GO:0008646), regulacdo de
gliconeogénese (GO:0006111 — Tabela S4).

Tabela 8 — Vias significativas para genes fatores de transcri¢cdo obtidos por andlise de
CeTF em comparacao de dietas MS20 versus CON.

ID Descricao FDR Genes

o FBP2, FOXO1, PFKFB4,
hsa04152 AMPK Signaling pathway 3,67x10°  pPpARGCI1A, PRKAG3,

SLC2A4, PIK3R1

FBP2, FOXO1,

8,56x10°° PPARGCI1A, PRKAGS,

SLC2A4, SORBS1,

PIK3R1

FOXO1, PPARGCIA,

hsa04931 Insulin resistance 1,79x10* PRKAG3, PRKCQ,

SLC2A4, PIK3R1
PPARGCI1A, PRKAG3,

hsa04910 Insulin signaling pathway

Adipocytokine signaling

3
hsa04920 pathway 1,97x10 PRKCQ, SLC2A4
hsa00051 Fructose and mannose 0,02 FBP2, PFKFB4
metabolism
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AMPK signaling pathway -

Insulin signaling pathway -

cAMP signaling pathway -

Shigellosis -

Insulin resistance -

Thyroid hormone signaling pathway -

FoxO signaling pathway -

Estrogen signaling pathway -

Oxytocin signaling pathway -

Longevity regulating pathway - multiple species -
Tight junction -

Adipocytokine signaling pathway -

Longevity regulating pathway -

Thl and Th2 cell differentiation

Endocrine resistance -

T cell receptor signaling pathway -

Glucagon signaling pathway -

Leukocyte transendothelial migration -
Apoptosis -

Autophagy - animal -

Cellular senescence -

Protein processing in endoplasmic reticulum -
Focal adhesion -

Thermogenesis -

MAPK signaling pathway -

Prolactin signaling pathway -

Platinum drug resistance -

B cell receptor signaling pathway -
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications -
Toll-like receptor signaling pathway -

4

0 2 6

44
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Figura 3 — Vias significativas obtidas pelo enriquecimento funcional KEGG dos genes

fatores de transcricao, obtidos pela analise de CeTF.
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Figura 4 — Destaque dos genes influenciados pela dieta na via de sinalizagdo a
insulina, genes destacados em verde estdo suprimidos e genes em vermelho estdo

super expressos em cordeiros alimentados com dieta MS20.

Discussao

O uso do melaco de soja na dieta de ruminantes € comumente utilizado com
finalidade de agregar aceitabilidade e umidade as dietas de confinamento, por ser um
ingrediente liquido e rico em carboidratos como sacarose e estaquiose, muito embora
também possa ser utilizado como auxiliar de granulacdo e até mesmo como uma
alternativa energética (Rakita et al., 2021) com potencial em melhorar a relacdo de
acidos graxos w6/w3 (Arruda et al., 2021) e, aumentar maciez e marmoreio na carne
ovina (Rodrigues et al., 2020).

A semelhanca entre os tratamentos observada para o consumo pode ser
explicada pela boa aceitacdo do MSO pelos cordeiros, como também ja evidenciado
por outros estudos (van Cleef et al., 2018; Almeida et al., 2018; Rodrigues et al., 2020
e Arruda et al.,, 2021). Adicionalmente, as dietas foram formuladas para serem

semelhantes nos teores de energia e proteina, favorecendo o consumo semelhante
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entre os tratamentos. O menor consumo observado na dieta MS20 com média de
1035,57 g de MS, nao foi muito distante do consumo estimado pelo NRC (2007) em
1110 g de MS.

No presente estudo, o uso do MSO na dieta de cordeiros machos néo castrados
nao interferiu significativamente no desempenho dos animais, mas reduziu a eficiéncia
alimentar em 12,5 %. Possivelmente a menor eficiéncia dos cordeiros pertencentes
ao tratamento MS20 seja consequéncia das diferencas néo significativas no ganho,
peso corporal final, rendimento de carcaca e espessura de gordura subcutanea, que
culminaram em reducdo na eficiéncia alimentar. Rodrigues et al. (2020) também
demonstrou menor eficiéncia para cordeiros alimentados com MSO, embora tenha
justificado com maior custo energético dos animais para aumentar a deposicao de
gordura na carne, comparado ao custo de deposicdo muscular.

As alteracOes dietéticas entre os dois tratamentos foram majoritariamente nas
fracOes energéticas, em grande parte pelo perfil de carboidratos, com reducéo de 28
% do amido e acréscimo de 84 % de carboidratos sollveis, do tratamento CON para
MS20, o que altera de forma significativa o substrato presente no raimen. O amido
fornece mais unidades de carbono por peso equivalente comparado ao carboidrato
soluvel como a sacarose (Hall e Herejk, 2001), o que poderia desfavorecer o ganho
em carcaca dos animais alimentados com MSO. Contudo, o balanco energético
equiparado foi oriundo do 6leo da soja residual presente no farelo de soja, que
aumentou em 31 % o nivel de extrato etéreo da dieta CON para MS20, contribuindo
para resultados semelhantes no peso e rendimento de carcaca.

A mudanca do substrato energético da dieta provavelmente ocasionou maior
atividade hepatica para MS20 ao aumentar o peso de figado proporcionalmente ao
peso corporal (1,78 % — CON versus 1,94 % - MS20). O figado € um 6rgao vital quanto
ao metabolismo energético, pois desempenha muitos processos metabdlicos, a
exemplo da gliconeogénese, rota de fundamental importancia para a obtencdo de
glicose em animais ruminantes (Donkin, 2016; Fonseca et al., 2019). Figados com
elevada atividade metabdlica sdo maiores e mais pesados (Zhu et al., 2021), o que
pode inferir que no presente estudo ha maior atividade metabdlica, mas ndo de ordem

de distarbios necessariamente pois, todos os figados foram avaliados individualmente
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e nenhum deles apresentou abcesso hepatico, o que denota um bom aproveitamento
da dieta sem disturbios metabdlicos (Hernandez et al., 2014).

Ao avaliar a substituicdo do milho por MSO na dieta de cordeiros confinados
contendo 600 g kg de concentrado, Rodrigues et al. (2020) atribui o aumento em 44
% na gordura intramuscular ao possivel maior aporte de frutose no lumen intestinal e
musculo dos animais, uma vez que seu potencial lipogénico é maior que a glicose no
fornecimento de acetil-CoA para a sintese de novo. A oxidacao da frutose converge a
via glicolitica ap6s o ponto de regulacdo pela enzima fosfrutoquinase-1, via feedback
de ATP e citrato, portanto, ndo é regulada mediante a concentragdo do produto da
rota metabdlica (Jegatheesan e Brandt, 2017). No atual estudo, embora ndo tenha
tido efeitos para espessura de gordura subcutanea e nem para gordura intramuscular,
os cordeiros alimentados com MS20 tiveram maior tamanho dos adip6citos no tecido
subcutaneo, tanto didmetro médio como éarea total, além de maior expressao génica
para as enzimas presentes no metabolismo da frutose como: frutose 2,6 bifosfatase
1, frutose 1,6 bifosfatase 1 e frutose bifosfatase aldolase codificadas pelos genes
PFKFB1, FBP2 e ALDOB, respectivamente. Estas enzimas foram identificadas como
fator de transcricdo, gene co-expresso e diferencialmente expresso, respectivamente,
0 que pode indicar maior concentracdo de carboidratos solliveis no musculo. Ao
avaliar a adicao de 4,3% de xarope de milho rico em frutose diluido na agua de bovinos
de corte, Volpi-Lagreca e Duckett (2016) também relataram diferencas apenas no
tamanho dos adipdcitos, justificando a auséncia de efeito no conteldo de gordura
subcutaneo e intramuscular a baixa dosagem adotada e curto periodo experimental.

Embora os adipdcitos tenham tido efeito apenas no tecido subcutaneo, deve-
se considerar que a expressao génica no tecido intramuscular é significativamente
menor que a expressao génica no tecido subcutaneo (Deng et al., 2020), o que pode
indicar expressfes ainda maiores no tecido subcutaneo. Reforcando a hipotese
lancada por Rodrigues et al. (2020) de que o MSO aumenta a adipogénese em
cordeiros, uma vez que o conteudo de gordura € intimamente relacionado com
tamanho e volume dos adipdcitos (Hongfang et al., 2022).

A deposicdo de gordura na carcaca € o produto de inumeros fatores
dependentes de idade, raca, peso ao abate, dieta e taxa de crescimento (Pewan et

al., 2020) e ndo possui distribuicio homogénea no corpo animal, a deposicéo
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observada inicia-se na cavidade abdominal, seguida pela intermuscular, subcutanea
e por ultimo a intramuscular (Ladeira et al., 2016). Portanto, no presente estudo a
maior atividade lipogénica do MSO foi restrita a expressdo génica no musculo e
tamanho dos adipdcitos subcutaneos, o que indica que ha algum evento de regulacao
pés transcricional ou que para observar efeito na carcaca e carne seria necessario um
periodo maior de alimentacdo com MSO ou maiores niveis de inclusdo, para maior
intensificacdo dos efeitos transcricionais.

Adicionalmente, a dieta MS20 proporcionou maior transcricdo de genes
envolvidos diretamente no metabolismo lipidico, como FABP3, FABP4, PLTP,
ADIPOQ, PLIN1, SORBS1, UBC e PPARG, todos super expressos na via de
sinalizacdo PPAR. A proteina de ligacdo de acido graxo 3 e 4 (FABP3 e FABP4)
possui funcBes de transporte intracelular de metabdlitos lipidicos e sédo altamente
induzidos durante a diferenciacao de adipocitos (Furuhashi et al., 2014; Wang et al.,
2021). Enquanto os genes PPARG, PLTP, ADIPOQ e SORBS1 estdo envolvidos no
processo de diferenciacdo dos adipdcitos, estoque de lipideos, transporte de lipideos
e lipoproteinas, e metabolismo de glicose e colesterol (Albers et al., 2012; Bionaz et
al., 2013; Ghanem et al., 2022; Gong et al., 2022).

Enquanto o MSO ocasionou hipertrofia nos adipdcitos subcutaneos, a dieta
CON proporcionou hiperplasia das células de gordura. Embora ndo se tenha um
periodo estabelecido de proliferacao das células adiposas para cordeiros, em bovinos
de corte a hiperplasia ocorre em até aproximadamente 250 d pds-natal, para o tecido
intramuscular e pouco menos para outros tecidos (Du et al., 2017). No presente estudo
0s animais tinham aproximadamente 161 d quando foram abatidos, portanto ainda
dentro do periodo de proliferacdo dos adipdcitos estabelecido para bovinos de corte.
Dentre os top 100 genes exclusivos a dieta CON mais variaveis estdo os genes
SPINKS5 e SLITRK6 que codificam o inibidor de serina peptidase Kazal tipo 5 e SLIT e
NTRK como membro da familia 6, respectivamente. Ambos os genes foram relatados
significativamente como genes diferencialmente expressos em pré-adipocitos de
ovinos cultivados in vitro (Xiao et al., 2021), indicando participacdo na atividade de
hiperplasia dos adipdcitos.

Portanto, uma vez que os cordeiros terminados em sistemas intensivos no

Brasil possuem o objetivo de atender a demanda nacional por carne de cordeiro, tem
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como caracteristica conduzir os animais ao abatedouro com idade aproximada de 120
dias de idade (Ricardo et al., 2015), periodo de plena fase de proliferacdo dos
adipécitos como o corrido na dieta CON. O que o atual estudo demonstra € que a
inclusdo de MSO na dieta parece acelerar ou antecipar a diferenciacéo dos adipécitos
(adipogénese), ao proporcionar maior estocagem de triglicerideos no interior dos pré-
adipécitos, como demonstrado pelo maior tamanho dos adipdcitos subcutaneos.
Naturalmente a adipogénese ocorreria somente apos o fim do crescimento muscular,
guando os animais alcangam a maturidade (Du et al., 2017).

Eventos semelhantes também parecem ocorrer em bovinos leiteiros ao
aumentar o rendimento de solidos no leite, especialmente gordura. Ao alimentar vacas
leiteiras com 150 g kg* de uma mistura de casca de soja ou farelo de trigo com MSO
numa razao de 10:3, Chen et al. (2021) encontrou maior contetdo de proteina e
gordura no leite. Semelhantemente, Mileti¢ et al. (2017) adicionou uma pequena
guantidade de MSO na dieta de vacas leiteiras (aprox. 35 g kg*) e encontrou maior
rendimento de leite corrigido para 4% de gordura.

O uso do MSO na dieta de cordeiros também ocasionou uma série de
mudangas no metabolismo de insulina. Genes envolvidos na via de sinalizacdo da
insulina e resisténcia a insulina foram suprimidos na dieta MS20. A via de sinalizacdo
a insulina possui 0 objetivo de ativar o transportador de glicose, GLUT4, para
transportar a glicose para interior da célula, e no caso do musculo, estoca-la na forma
de glicogénio, em casos de excedente (Rosenzweig e Sampson, 2021). Genes como
PIK3R1, PPP1CB, PPARGCI1A incluindo o gene codificador do GLUT4, SLC2AA4,
estdo suprimidos evidenciando uma reducédo na sensibilidade a insulina e sintese de
glicogénio muscular comparado aos animais da dieta CON (Figura 4). Possivelmente
a expressao génica de genes envolvidos na sinalizagdo da insulina foi reduzida devido
a maior presenca de acidos graxos nas células, diacilglicerol induz a expressao génica
do PRKCQ que por consequéncia inibe a sinaliza¢do a insulina, ao ativar a fosforilacao
nos residuos de serina no receptor de insulina, reduzindo sua expressao (Dresner et
al., 1999). Adicionalmente, a dieta MS20 proporcionou maior concentracdo de
triglicerideos séricos nos cordeiros, aumentando sua circulagdo em 11%,

corroborando com os dados de expressédo génica.
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Conclusao

Como concluséo o uso de MSO na dieta de cordeiros machos nao castrados
em terminacdo reduz a expressao génica de genes envolvidos na sinalizagdo da
insulina mediante maior circulacao de triglicerideos totais no sangue e intensifica o
metabolismo de lipideos ao aumentar a expressdo de genes com regulacao
adipogénica como o FABP4 e PPARG evidenciado pelo maior tamanho dos adipocitos
subcutaneos. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se a presenca de
efeitos na gordura intramuscular esta atrelada ao maior periodo de alimentacdo com

MSO ou maiores niveis de inclusdo na dieta.
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Tabela S1 — Concentracdo e integridade do
MRNA das amostras de cordeiros ndo castrados

iea “NOMT aoze0 RN
CON 465 2,18 8,6
CON 741 2,15 8,4
CON 588 2,18 8,7
CON 662 2,16 8,6
MS20 620 2,17 8,8
MS20 727 2,16 9,2
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MS20 729
MS20 632

2,16
2,17

7,5
91

Tabela S2 — Lista de todos os genes diferencialmente
expressos obtidas em contraste de MS20 versus CON em

cordeiros machos nao castrados

log2
Ensembl Gene Gene FoIdC%ange P-value

ENSG00000146386 | ABRACL 1,283 0,004
ENSG00000166743 ACSM1 1,672 0,007
ENSG00000005187 ACSM3 2,328 0,008
ENSG00000183549 ACSM5 -0.774 0,022
ENSG00000197381 | ADARB1 -0.654 0,037
ENSG00000143199 | ADCY10 -2,138 0,034
ENSG00000181092 | ADIPOQ 2,211 0,001
ENSG00000148671 ADIRF 0.862 0,007
ENSG00000150594 | ADRAZ2A 2,028 0,015
ENSG00000169252 ADRB2 0.820 0,036
ENSG00000135439 AGAP2 -1,023 0,002
ENSG00000136872 ALDOB 3,529 0,016
ENSG00000151458 | ANKRD50 -0.635 0,015
ENSG00000116017 | ARID3A 0.924 0,013
ENSG00000156219 ART3 -0.612 0,004
ENSG00000169136 ATF5 0.664 0,008
ENSG00000101892 | ATP1B4 0.665 0,012
ENSG00000107518 | ATRNL1 1,420 0,034
ENSG00000177191 | B3GNTS8 1,150 0,018
ENSG00000118276 | B4A4GALT6 -1,606 0,005
ENSG00000168062 BATF2 2,582 0,013
ENSG00000176697 BDNF 1,409 0,006

BST-2A BST-2A 1,919 0,038
ENSG00000141428 | C18orf21 0.776 0,002
ENSG00000159403 CIiR 1,003 0,002
ENSG00000182326 C1s 0.900 0,007
ENSG00000166278 C2 2,066 0,003
ENSG00000125730 C3 1,460 0,000
ENSG00000197599 | CCDC154 2,368 0,019
ENSG00000175699 | CCDC197 1,060 0,046
ENSG00000250506 CDK3 0.728 0,039
ENSG00000154240 | CEP112 0.684 0,008
ENSG00000111860 | CEPS85L 0.826 0,004
ENSG00000131778 CHD1L 1,332 0,003
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ENSG00000133048 CHI3L1 0.752 0,044
ENSG00000187288 CIDEC 2,119 0,000
ENSG00000179583 CIITA 1,356 0,003
ENSG00000197467 | COL13A1 1,004 0,031
ENSG00000006016 CRLF1 1,305 0,034
ENSG00000172543 CTSW 0.684 0,046
ENSG00000205279 CTXN3 -1,696 0,031
ENSG00000169245 | CXCL10 2,490 0,001
ENSG00000182224 | CYBS5D1 -1,320 0,012
ENSG00000140465 | CYP1Al 1,327 0,047
ENSG00000155016 | CYP2U1 -0.724 0,040
ENSG00000145476 | CYP4V2 1,356 0,002
ENSG00000146122 DAAM2 -0.610 0,001
ENSG00000062282 DGAT?2 1,637 0,005
ENSG00000106976 DNM1 0.744 0,024
ENSG00000276023 | DUSP14 -0.915 0,017
ENSG00000112679 | DUSP22 0.632 0,007
ENSG00000119147 ECRG4 0.987 0,022
ENSG00000102034 ELF4 1,024 0,004
ENSG00000165521 EMLS -1,344 0,024
ENSG00000168913 ENHO -1,143 0,039
ENSG00000132199 | ENOSF1 0.807 0,029
ENSG00000187097 | ENTPDS -0.903 0,040
ENSG00000143819 EPHX1 0.673 0,008
ENSG00000139160 | ETFBKMT 1,028 0,019
ENSG00000012232 EXTL3 -0.660 0,026
ENSG00000170323 FABP4 1,528 0,026
ENSG00000108950 | FAMZ20A -0.938 0,005
ENSG00000188859 | FAM78B -0.850 0,028
ENSG00000182118 | FAMB89A -0.611 0,041
ENSG00000203747 | FCGR3A 1,189 0,034
ENSG00000139132 FGD4 0.700 0,017
ENSG00000102678 FGF9 1,625 0,013
ENSG00000007933 FMO3 0.983 0,037
ENSG00000160097 FNDC5 -0.712 0,014
ENSG00000150907 FOXO1 -1,116 0,001
ENSG00000150893 FREM2 -0.891 0,035
ENSG00000070601 | FRMPD1 1,031 0,019
ENSG00000082074 FYB1 1,052 0,020
ENSG00000143458 | GABPB2 -0.963 0,025
ENSG00000154451 GBP5 1,544 0,036
ENSG00000163521 GLB1L 0.901 0,047
ENSG00000114450 GNB4 -0.689 0,015
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ENSG00000104518 | GSDMD 1,282 0,010
ENSG00000168298 H1l-4 -2,946 0,014
ENSG00000180573 H2AC6 -1,297 0,002
ENSG00000101336 HCK 1,003 0,033

HIST1HI1T HIST1HI1T -1,930 0,035
ENSG00000204257 | HLA-DMA 0.949 0,022
ENSG00000102878 HSF4 0.664 0,004
ENSG00000081870 | HSPB11 0.635 0,020
ENSG00000178922 HYI 0.835 0,035
ENSG00000131203 IDO1 4,500 0,000
ENSG00000126709 IFI6 2,391 0,027
ENSG00000163913 IFT122 0.653 0,019
ENSG00000143061 IGSF3 -1,126 0,005
ENSG00000137496 IL18BP 0.732 0,013
ENSG00000125347 IRF1 1,003 0,043
ENSG00000168135 KCNJ4 1,198 0,031
ENSG00000188997 | KCTD21 -0.637 0,035
ENSG00000183783 KCTDS8 -1,631 0,027
ENSG00000134962 KLB 2,687 0,023
ENSG00000043462 LCP2 0.949 0,005
ENSG00000130164 LDLR 1,137 0,012
ENSG00000111052 LIN7A 4,292 0,003
ENSG00000189067 LITAF 0.840 0,012
ENSG00000087253 | LPCAT2 -1,757 0,022
ENSG00000176454 | LPCAT4 0.637 0,012
ENSG00000227507 LTB 1,641 0,012
ENSG00000143797 | MBOAT2 -0.815 0,038
ENSG00000110492 MDK 1,176 0,002
ENSG00000139780 | METTL21C 0.872 0,048
ENSG00000008394 MGST1 1,009 0,017
ENSG00000169184 MN1 -0.910 0,001
ENSG00000166343 MSS51 0.868 0,017
ENSG00000221986 | MYBPHL 1,111 0,034
ENSG00000111046 MYF6 0.885 0,040
ENSG00000106436 MYL10 -4,218 0,029
ENSG00000123338 | NCKAP1L 0.812 0,043
ENSG00000114670 NEK11 1,592 0,007
ENSG00000123572 NRK -1,099 0,006
ENSG00000225950 NTF4 -1,332 0,031
ENSG00000140876 NUDT7 -0.719 0,050
ENSG00000132182 | NUP210 0.647 0,022

Ovar-DRA Ovar-DRA 0.781 0,015
ENSG00000135124 P2RX4 0.624 0,029
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ENSG00000073150 PANX2 3,183 0,028
ENSG00000197121 PGAP1 -1,481 0,008
ENSG00000175287 | PHYHD1 1,807 0,001
ENSG00000145675 PIK3R1 -1,232 0,000
ENSG00000114805 PLCH1 4,993 0,000
ENSG00000166819 PLIN1 1,991 0,000
ENSG00000100979 PLTP 0.699 0,049
ENSG00000221866 | PLXNA4 -1,100 0,014
ENSG00000136040 | PLXNC1 1,156 0,037
ENSG00000132170 PPARG 0.745 0,001
ENSG00000163644 PPM1K -0.881 0,027
ENSGO00000131771 | PPP1R1B 1,183 0,015
ENSG00000135362 PRR5L 1,388 0,044
ENSG00000130962 PRRG1 -0.796 0,030
ENSG00000150687 | PRSS23 -1,051 0,006
ENSG00000135069 PSAT1 -1,082 0,014
ENSG00000140368 | PSTPIP1 0.839 0,009
ENSG00000107317 PTGDS 0.784 0,014
ENSG00000204179 | PTPN20 -2,938 0,031
ENSG00000163661 PTX3 1,483 0,004
ENSG00000119943 | PYROXD2 -0.971 0,033
ENSG00000113456 RAD1 -0.662 0,015
ENSG00000138670 | RASGEF1B 0.815 0,006
ENSG00000122035 | RASL11A 1,334 0,033
ENSG00000138207 RBP4 1,212 0,002
ENSG00000162444 RBP7 2,741 0,009
ENSG00000132563 REEP2 0.799 0,022
ENSG00000104856 RELB 0.716 0,007
ENSG00000054967 RELT -0.945 0,044
ENSG00000168421 RHOH 3,296 0,042
ENSG00000116574 RHOU 1,238 0,011
ENSG00000174791 RIN1 2,966 0,031
ENSG00000143365 RORC 0.647 0,004
ENSG00000072133 | RPS6KAG -0.889 0,045
ENSG00000136193 SCRN1 -0.737 0,050
ENSG00000133488 | SEC14L4 3,070 0,027
ENSG00000149131 | SERPING1 1,092 0,000
ENSG00000120057 SFRP5 1,434 0,003
ENSG00000088827 | SIGLEC1 2,685 0,033
ENSG00000137078 SIT1 1,746 0,008
ENSG00000108932 | SLC16A6 -1,421 0,026
ENSG00000105281 | SLC1AS5 0.681 0,001
ENSG00000146477 | SLC22A3 -1,218 0,006
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ENSG00000112759 | SLC29A1 0.637 0,005
ENSG00000059804 | SLC2A3 -0.702 0,050
ENSG00000181830 | SLC35C1 -1,132 0,015
ENSG00000134955 | SLC37A2 1,346 0,031
ENSG00000134802 | SLCA43A3 0.953 0,021
ENSG00000130876 | SLC7A10 0.724 0,003
ENSG00000188827 SLX4 -0.831 0,001
ENSG00000137834 SMADG6 1,229 0,008
ENSG00000186577 | SMIM29 0.734 0,026
ENSG00000088826 SMOX -0.736 0,030
ENSG00000172296 | SPTLC3 -1,147 0,032
ENSG00000147465 STAR -2,667 0,048
ENSG00000198648 STK39 0.793 0,040
ENSG00000135604 STX11 -0.792 0,023
ENSG00000097096 SYDE?2 -0.722 0,036
ENSG00000115183 TANC1 -0.716 0,036
ENSG00000168394 TAP1 0.762 0,023
ENSG00000130193 THEMG6 -1,275 0,024
ENSG00000156299 TIAM1 2,606 0,005
ENSG00000169989 TIGD4 1,844 0,035
ENSG00000095587 TLL2 1,220 0,020
ENSG00000101916 TLR8 1,007 0,031
ENSG00000167619 | TMEM145 0.784 0,008
ENSG00000253304 | TMEM200B -0.965 0,050
ENSG00000163900 | TMEM41A -0.952 0,007
ENSG00000131747 TOP2A -0.829 0,026
ENSG00000184811 | TRARG1 1,879 0,011
ENSG00000142185 TRPM2 1,039 0,003
ENSG00000182179 UBA7 1,240 0,014
ENSG00000156587 | UBEZ2L6 0.999 0,045
ENSG00000125753 VASP 0.644 0,025
ENSG00000162692 VCAM1 0.681 0,002
ENSG00000205221 VIT 0.769 0,040
ENSG00000140105| WARSI1 0.699 0,034
ENSG00000173276 | ZBTB21 0.844 0,031
ENSG00000187595 | ZNF385C -0.895 0,037
ENSG00000185730 | ZNF696 0.865 0,002
ENSG00000102984 | ZNF821 1,010 0,001
ENSG00000174276 | ZNHIT2 -0.703 0,003
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Tabela S3 - Lista com todos os genes fatores de
transcricdo encontrados em analise de CeTF em contraste
MS20 versus CON de cordeiros machos néo castrados

Ensembl Gene Gene Foldlocainge biotype
ENSG00000077522 ACTN2 0,191 MRNAs
ENSG00000100591 AHSA1 -0,142 MRNAs
ENSG00000159423 | ALDH4Al 0,049 MRNAs
ENSG00000116748 AMPD1 0,007 MRNAs
ENSGO00000101745 | ANKRD12 0,209 MRNAs
ENSG00000182718 ANXA2 -0,121 MRNAs
ENSG00000117713 ARID1A 0,061 MRNAs
ENSG00000117713 ARID1A 0,061 TFs
ENSG00000018625 ATP1A2 0,058 MRNAs
ENSG00000165629 | ATP5F1C 0,094 MRNAs
ENSG00000167863 ATP5PD 0,032 MRNAs
ENSG00000154723 ATP5PF 0,043 MRNAs
ENSG00000175334 BANF1 -0,014 MRNAs
ENSG00000113916 BCL6 -0,225 MRNAs
ENSG00000136717 BIN1 -0,036 MRNAs
ENSG00000171634 BPTF -0,096 MRNAs
ENSG00000136261 BzZw2 0,106 MRNAs
ENSG00000116667 Clorf21 0,146 MRNAs
ENSG00000082196 | C1QTNF3 0,185 MRNAs
ENSG00000144712 CAND2 -0,071 MRNAs
ENSG00000110651 CD81 -0,151 MRNAs
ENSG00000172216 CEBPB 0,079 MRNAs
ENSG00000110172 | CHORDC1 -0,031 MRNAs
ENSG00000163539 CLASP2 -0,150 MRNAs
ENSG00000164237 CMBL 0,119 MRNAs
ENSG00000088682 C0Q9 -0,082 MRNAs
ENSG00000178741 COX5A -0,011 MRNAs
ENSG00000161281 COX7A1 0,014 MRNAs
ENSGO00000005339 CREBBP -0,006 MRNAs
ENSG00000145358 DDIT4L -0,752 MRNAs
ENSG00000140403 DNAJA4 0,586 MRNAs
ENSG00000175550 DRAP1 0,111 MRNAs
ENSG00000120129 DUSP1 -0,089 MRNAs
ENSG00000144895 EIF2A 0,076 MRNAs
ENSG00000130811 EIF3G 0,049 MRNAs
ENSG00000187840 | EIF4EBP1 0,063 MRNAs
ENSG00000075151 EIF4G3 -0,073 MRNAs
ENSG00000113391 FAM172A 0,115 MRNAs
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ENSG00000156804 FBXO32 0,257 MRNAs
ENSG00000266964 FXYD1 0,170 MRNAs
ENSG00000138796 HADH -0,087 MRNAs
ENSG00000064393 HIPK2 -0,257 MRNAs
HIST2H2BE HIST2H2BE -0,280 MRNAs
ENSG00000175879 HOXD8 -0,130 MRNAs
ENSG00000072506 | HSD17B10 0,053 MRNAs
ENSG00000166598 HSP90B1 -0,193 MRNAs
ENSG00000114166 KAT2B 0,184 MRNAs
ENSG00000110427 | KIAA1549L 0,029 MRNAs
ENSG00000054523 KIF1B 0,408 MRNAs
ENSG00000124702 KLHDC3 0,024 MRNAs
ENSG00000135862 LAMC1 -0,022 MRNAs
ENSG00000175556 LONRF3 0,232 MRNAs
ENSG00000093167 LRRFIP2 0,110 MRNAs
ENSG00000093167 LRRFIP2 0,110 TFs
ENSG00000090006 LTBP4 -0,027 MRNAs
ENSG00000179632 MAF1 0,120 MRNAs
ENSG00000006062 MAP3K14 -0,182 MRNAs
ENSG00000172366 MCRIP2 -0,157 MRNAs
ENSG00000123562 | MORF4L2 0,053 MRNAs
MRCL3 MRCL3 0,440 MRNAs
ENSG00000116898 MRPS15 0,070 MRNAs
ENSG00000243927 MRPS6 0,440 MRNAs
ENSG00000166343 MSS51 0,868 MRNAs
ENSG00000142661 MYOM3 -0,037 MRNAs
ENSG00000120729 MYOT 0,274 MRNAs
ENSG00000164591 MYOZ3 -0,362 MRNAs
ENSG00000184752 | NDUFA12 -0,023 MRNAs
ENSG00000267855 NDUFAY -0,066 MRNAs
ENSG00000165264 NDUFB6 -0,162 MRNAs
ENSG00000147684 NDUFB9 0,040 MRNAs
ENSG00000158864 NDUFS2 -0,108 MRNAs
ENSG00000164258 NDUFS4 -0,011 MRNAs
ENSG00000178127 NDUFV2 -0,068 MRNAs
ENSG00000117691 NENF 0,032 MRNAs
ENSG00000104904 OAZ1 -0,092 MRNAs
ENSG00000132823 OSER1 0,077 MRNAs
ENSG00000165912 PACSINS 0,000 MRNAs
ENSGO00000090060 PAPOLA 0,039 MRNAs
ENSG00000188677 PARVB 0,240 MRNAs
ENSGO00000090097 PCBP4 -0,076 MRNAs
ENSG00000178104 PDE4DIP -0,095 MRNAs
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ENSG00000196923 PDLIM7 -0,031 MRNAs
ENSG00000121892 PDS5A -0,092 MRNAs
ENSG00000158571 PFKFB1 0,042 MRNAs
ENSG00000198523 PLN 0,298 MRNAs
ENSG00000099817 POLRZ2E 0,017 MRNAs
ENSG00000213639 PPP1CB -0,052 MRNAs
ENSG00000087074 | PPP1R15A 0,142 MRNAs
ENSG00000167815 PRDX2 0,217 MRNAs
ENSG00000008018 PSMB1 0,155 MRNAs
ENSG00000100764 PSMC1 0,311 MRNAs
ENSG00000092010 PSME1 0,160 MRNAs
ENSG00000112655 PTK7 0,038 MRNAs
ENSG00000105404 RABAC1 0,054 MRNAs
ENSG00000174373 | RALGAPA1 -0,157 MRNAs
ENSG00000182872 RBM10 0,191 MRNAs
ENSG00000188026 RILPL1 -0,120 MRNAs
ENSG00000123091 RNF11 -0,085 MRNAs
ENSG00000265491 RNF115 0,776 MRNAs
ENSG00000134318 ROCK2 0,115 MRNAs
ENSG00000265681 RPL17 -0,076 MRNAs
ENSG00000100316 RPL3 0,192 MRNAs
ENSG00000171490 RSL1D1 0,163 MRNAs
ENSG00000125744 RTN2 0,187 MRNAs
ENSG00000178980 | SELENOW -0,031 MRNAs
ENSG00000108823 SGCA 0,181 MRNAs
ENSG00000198892 SHISA4 -0,008 MRNAs
ENSG00000174032 | SLC25A30 0,181 MRNAs
ENSG00000157106 SMG1 0,172 MRNAs
ENSGO00000095637 SORBS1 0,772 MRNAs
ENSG00000162032 SPSB3 -0,006 MRNAs
ENSG00000163541 SUCLG1 0,066 MRNAs
ENSG00000054654 SYNE2 0,113 MRNAs
ENSG00000108639 SYNGR2 0,262 MRNAs
ENSG00000182253 SYNM -0,170 MRNAs
ENSG00000126351 THRA 0,006 MRNAs
ENSG00000126351 THRA 0,006 TFs

ENSG00000171914 TLN2 0,011 MRNAs
ENSG00000130598 TNNI2 0,075 MRNAs
ENSG00000140416 TPM1 0,104 MRNAs
ENSG00000158109 TPRGI1L 0,058 MRNAs
ENSG00000038382 TRIO 0,061 MRNAs
ENSG00000130985 UBA1 0,011 MRNAs
ENSG00000150991 UBC 0,306 MRNAs
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ENSG00000151116 UEVLD -0,058 MRNAs
ENSG00000070010 UFD1 0,109 MRNAs
ENSG00000010256 UQCRC1 0,040 MRNAs
ENSG00000103194 USP10 -0,049 MRNAs
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Tabela S4 — Lista com os Top 100 genes mais estaveis e variaveis em cada dieta de
acordo valores de gini

Constitutivos “Housekeeping” Variaveis
MS20 CON MS20 CON

GENE gini GENE gini GENE gini GENE gini
AUTS2 0,004 ANOS8 0,004 | TNFRSF12A | 0,528 SESN2 0,519
NUDT3 0,007 MRPS16 | 0,006 KLHL40 0,529 ATRNL1 0,519
GRAMD1B | 0,007 BTBD2 0,006 TMIE 0,529 CALR3 0,519
NECAP2 0,007 ACSS2 0,007 MINAR2 |0,530 CRTAM 0,519
FNBP1L 0,010 TTK 0,007 IRF7 0,531 HTR2B 0,519
MYOM1 0,011 NFKBIL1 0,007 SLC3A1 0,531 LY6G5B 0,519
SARNP 0,011 BCKDK 0,007 CIART 0,531 SMCO4 0,519
POMGNT2 | 0,012 CYB5A 0,007 IQCA1 0,532 CCL16 0,520
PRKCZ 0,012 GDE1 0,007 IKZF2 0,532 UTS2R 0,521
GFOD1 0,012 NDUFS3 0,008 | ALDH8A1 |0,532| TMEM156 |0,522
RPL31 0,012 | UQCRFS1 | 0,008 NDST3 0,532 MATN3 0,522
IMPDH2 0,012 | PLEKHB2 | 0,008 INHBA 0,532 IGSF21 0,523
ARLG6IP5 0,013 EIF3G 0,008 MT1C 0,532 LRRC25 0,524
MACIR 0,013 CAP2 0,008 | HIST3H2BB | 0,533 CENPH 0,524
CFAP99 0,013 UQCRC1 | 0,008 SPC24 0,533 SCN3A 0,524
KARS1 0,014 CHCHD5 0,008 SYT17 0,534 ECT2L 0,524
CAMK2D 0,015 GNL2 0,008 CCR4 0,534 DUOX1 0,525
ASAP1 0,015 | ARHGEF10L | 0,008 ATF3 0,536 SPINK5 0,525
ADI1 0,015 UCKL1 0,009 | ADGRB2 |0,540 | DENND2D |0,526
RPS24 0,015 GLRX3 0,009 NFE2 0,540 HOXA2 0,527
PAK3 0,015 | TSPAN18 | 0,009 VSNL1 0,540 MZB1 0,527
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GHR 0,015 MPC2 0,009 CREG2 0,542 PPP1R3E |0,527
APOOL 0,016 RRM2B 0,009 | HIST1HIT | 0,546 LRATD1 0,529
YMEIL1 0,016 NUAK1 0,009 MTCP1 0,546 CRIP3 0,529

BRPF3 0,016 RPL32 0,009 FAIM2 0,546 SNCG 0,529
CD151 0,016 NIF3L1 0,009 TSSKG6 0,546 MMP9 0,531
KALRN 0,016 NDUFV2 0,010 DUOX1 0,547 | CACNA1B 0,536
JMJID1C 0,016 | RPS6KC1 | 0,010 CSPG5 0,549 ERCC6L 0,537
RANBP9 0,016 PANK2 0,010 SATB2 0,549 VSIG10L 0,541
KMT2C 0,017 PSME1 0,010 XAF1 0,554 ENPP6 0,541
TUSC3 0,017 LATS2 0,010 C9orf43 0,554 SLITRK6 0,546
BCL2L12 0,017 NAP1L4 0,010 | PLA2G4E | 0,554 NLRC4 0,549
RBM17 0,017 VTAl 0,010 ARID5A 0,555 FBXO36 0,550
EIF2B2 0,017 EHHADH | 0,011 GRM4 0,556 PCK1 0,550
ADCY2 0,017 RIOK3 0,011 DNAJA4 | 0,557 TPRG1 0,550
RPS16 0,017 MRPL52 0,011 CCL19 0,558 GABRAl 0,552
RACK1 0,017 ERI3 0,011 NXPE4 0,560 EFR3B 0,955

IPO5 0,017 STOML2 0,011 KCNG2 0,563 H2AW 0,557
PKD2L2 0,017 AGL 0,011 | smPDL3B | 0,564 IL17B 0,559
MED12 0,017 KDM4B 0,012 CCNA1 0,566 HSF5 0,560

MAPKAPK3 | 0,017 MAZ 0,012 FGB 0,567 LAG3 0,561
CUX1 0,018 HADH 0,012 EDIL3 0,568 LEKR1 0,562
CLTB 0,018 PTCH2 0,012 ILIRL1 0,571 DBNDD1 0,570
H2AC6 0,018 QARS1 0,012 SNTG1 0,571 CDHS8 0,572

NUDT21 0,018 FAH 0,012 RTP4 0,574 E2F8 0,572
GAMT 0,018 MCRIP2 0,012 MND1 0,577 PRLR 0,572
RPL36 0,019 DRAP1 0,012 MX2 0,577 TNFSF8 0,572
RPL27A 0,019 RAB1B 0,012 H1-4 0,580 FLACC1 0,573
AIDA 0,019 | B4GALT7 | 0,012 EOMES 0,583 H1-5 0,574
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ENO1 0,019 EIF3M 0,012 OTUD1 0,585 LPAR4 0,575
RPL24 0,019 TRDN 0,012 | ATP6VOA4 | 0,591 Clorf105 0,577
EIF4A3 0,019 GSPT1 0,012 MT2 0,592 HNF4A 0,577
VTI1B 0,019 ZMAT2 0,013 BRINP1 0,599 DNAH5 0,985
TESK1 0,019 | SNRNP25 | 0,013 MT1A 0,603 NECAB2 0,985
PNPO 0,020 L2HGDH 0,013 PDZK1 0,606 DRC1 0,587
DOCK2 0,020 COQ9 0,013 CDK15 0,610 CPVL 0,590
VPS13B 0,020 CTBP1 0,013 DNAJC6 |0,610 RBP7 0,590
ASB14 0,020 VBP1 0,013 GIPC2 0,611 RAMP3 0,590
RPL28 0,020 LMAN2 0,013 EMX2 0,614 NEK2 0,592
NBEA 0,020 SUGP1 0,013 FANCD2 |0,614 COL9A3 0,594
REX1BD 0,020 | TRAPPC6B | 0,014 PLPPR3 | 0,617 LIPH 0,596
KIRREL1 0,021 DBI 0,014 PVALB 0,619 PAK6 0,596
TRDN 0,021 ATPS5PF 0,014 IL7 0,622 CccDC158 0,598
MFSD2B 0,021 PPP1CB 0,014 RSAD2 0,623 CREB3L4 0,600
SKP1 0,021 COPS3 0,014 CNTN3 0,625 PDZRN4 0,600
JAM3 0,021 NDRG1 0,014 PRR29 0,625 NR4A3 0,613
MRPL58 0,021 MLX 0,014 IFI16 0,641 HTR7 0,616
RTRAF 0,021 NEDD1 0,014 ABCC2 0,641 KCNK7 0,616
SLC25A37 0,021 CPSF1 0,014 ISG15 0,642 PCDH19 0,616
MECP2 0,021 CCDC92 0,014 LRRC25 0,648 ODF3L2 0,630
BRD2 0,021 TOMM22 | 0,014 | TOGARAM?2 | 0,648 POU2F2 0,630
GRIPAP1 0,021 YWHAE 0,014 SH2D3A | 0,650 ZSWIM5 0,630
RRAGB 0,021 COX5A 0,014 | CAMKK1 0,650 GAS2 0,634
RPL37 0,022 ACTNS3 0,014 OAS2 0,650 SLC34A3 0,634
TSR2 0,022 EIF3F 0,014 MCTP2 0,652 CRB2 0,639
HESX1 0,022 SNX8 0,014 FOSL1 0,655 NEU4 0,639
C18H150rf40 | 0,022 NDUFS2 0,014 LRRC23 0,659 GCA 0,641

67

67



RPL11 0,022 SETD3 0,014 | CHRNA3 |0,659 | ST6GGALNACS |0,645
TCTP 0,022 AGAP3 0,014 | ANKRD1 |0,660 IRF4 0,651
CCDC9 0,022 MGST3 0,014 CHAC1 0,662 VIPR1 0,655
MBD3 0,022 MRPS15 0,014 | SIGLEC1 |0,669 ILI8RAP 0,660
COPS6 0,022 PIP4K2A | 0,014 SLC7A4 0,671 FLRT1 0,666
PSMD6 0,022 CAVIN1 0,015 TKTL1 0,674 | ARHGAP36 |0,666
DBNDD2 0,022 ADCK5 0,015 RUNX1 0,682 KCNF1 0,675
SELENOF 0,022 MICOS10 | 0,015 SDCBP2 | 0,687 NRXN2 0,680
DST 0,023 | MAPKAPK2 | 0,015 IDO1 0,691 COL22A1 0,690
RPL18 0,023 RNF11 0,015 TIAM2 0,696 KYNU 0,704
RNF220 0,023 SNAPC3 0,015 PKHD1 0,698 PNLDC1 0,704
ITPR1 0,023 EHD3 0,015 | SDR16C5 | 0,708 ALDOB 0,750
CAV1 0,023 ANK?2 0,015 TROAP 0,713 ATP12A 0,750
CSDE1 0,023 NDUFAY 0,015 ECT2L 0,719 EPHBG6 0,750
TAGLN2 0,023 SMYD3 0,015 HSPAG 0,737 GPR173 0,750
ARF6 0,023 DIS3L 0,015 AGER 0,750 GPR20 0,750
MRPL50 0,024 UQCRC2 | 0,015 FGF16 0,750 LIN7A 0,750
DDX54 0,024 PDSS2 0,015 HPD 0,750 LRRC31 0,750
COPS7B 0,024 | ATP5F1B | 0,015 KLF14 0,750 MESP2 0,750
SNRPD3 0,024 NTHL1 0,015 LHB 0,750 PANX2 0,750
IFRD2 0,024 PPIL4 0,015 PTPN20 | 0,750 SEC14L4 0,750
GABRB1 0,024 NDUFAS8 0,015 STAR 0,750 TMSB15B | 0,750
CIAO2B 0,024 FAM3C 0,015 | TNFRSF9 |0,750 VANGL2 0,750
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CAPITULO 3 - Efeito do melaco de soja na qualidade da carne e perfil do

transcriptoma muscular de cordeiros castrados em sistema de confinamento

RESUMO - O objetivo com este estudo foi avaliar o efeito da inclusdo do
melago de soja (MSO) na dieta de cordeiros castrados em confinamento sobre o
desempenho, acabamento de carcaca, composicdo quimica da carne, parametros
bioguimicos no sangue, celularidade de adipdcitos e expressao de mRNA no musculo.
Cordeiros castrados, (10 animais/tratamento) blocados por peso corporal foram
distribuidos em duas dietas experimentais, contendo 84% de concentrado (CON - 0
g/kg de MSO e MS20 - 200 g/kg de MSO na MS). O experimento teve duragcao de 76
dias e os animais foram castrados cirurgicamente antes do periodo de adaptacdo. O
delineamento experimental adotado foi blocos casualizados e medidas repetidas no
tempo quando necessério, e analisados por meio do SAS studio. A dieta MS20
aumentou a concentracdo de ureia no sangue (27,47mg/dL — CON e 31,09 mg/dL), e
reduziu a concentracdo de glicose (91,92 mg/dL — CON e 87,28 mg/dL — MS20).
Cordeiros alimentados com MSO demonstraram maior deposicdo de gordura
subcutédnea e tamanho dos adip6citos subcutaneos, além de reduzir o TBARS da
carne. O sequenciamento de RNA identificou 294 genes diferencialmente expressos
e 172 fatores de transcricdo. A expressao génica foi influenciada pela inclusdo do
MSO ao evidenciar reducdo na expressdo dos genes ACOX2 e LPL envolvidos
diretamente na oxidacao lipidica no masculo, além de aumentar a expressao do gene
HK2, envolvido no metabolismo da frutose. Portanto, a incluséo do MSO na dieta de
cordeiros castrados aumenta a deposi¢cao de gordura na carcaca e reduz a oxidacao

lipidica da carne.

Palavras-chaves: carboidratos sollveis, gordura, subproduto
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Introducéo

A terminacdo de cordeiros em sistema de confinamento, com uso de dietas
ricas em concentrado, sao utilizadas com objetivo de agregar valor a carcaca de
cordeiros com baixa conformacéo e promover desenvolvimento muscular e deposicao
de gordura para fornecimento de produtos carneos de melhor qualidade (Van der
Merwe et al., 2020). A alta digestibilidade do amido permite o bom aproveitamento
energético da dieta além de grande quantidade de glicose via propionato que leva a
sintese de gordura intramuscular (Gilbert et al., 2003; Moharrery et al., 2014). Muito
embora, altas inclusdes de milho pode levar a problemas metabdlicos como acidose
ruminal, devido a queda no pH ruminal que culmina em respostas inflamatérias do
epitélio ruminal e baixo aproveitamento da fibra (Ghozo et al., 2006; Nagaraja e
Lechtenberg, 2007).

O melaco de soja (MSO) pode vir a ser uma alternativa ao proporcionar maior
estabilidade no pH ruminal e ainda agregar qualidade a carne de cordeiros,
aumentando a maciez e gordura intramuscular (Pereira Junior, 2019; Rodrigues et al.,
2020). Com alta concentracéo de carboidratos soluveis, o efeito do MSO pode estar
atrelado ao aumento na taxa de passagem do ramen, melhor sincronia de energia e
proteina e maior aporte de monossacarideos, como a frutose, no musculo, permitindo
maior sintese de novo de acidos graxos (Pereira Junior, 2019).

Outras evidéncias dos efeitos do MSO séo reportadas, a exemplo de vacas
leiteiras que tiveram maior producédo de gordura no leite no inicio da lactagcao ao serem
alimentadas com 15% de mistura de casca de soja ou farelo de trigo adsorvido com
MSO em proporgcbes de 10:3 na racdo (Chen et al., 2021), enquanto Bittencourt,
(2012) relata o aumento de 6,2 para 6,7 no pH ruminal de vacas em lactagéo,
alimentadas com até 9% de MSO.

Portanto, o objetivo com o presente estudo é investigar o mecanismo de acao
do MSO no metabolismo muscular de cordeiros em terminacéo, para iSso 0 uso de
animais castrados, cuja maturacdo é mais precoce, foi adotado a fim de avaliacéo do
desempenho, avaliacdo da carcaca e carne bem como perfil transcriptomico do

musculo Longissimus thoracis.
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Material e Métodos

Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram seguidos
pelos Principios Eticos para Experimentacdo Animal regulamentada pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentac&o Animal, aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— Campus de Jaboticabal (n° 002583/2020).

- Animais, dietas e delineamento experimental

O experimento foi realizado nas dependéncias da Unidade Animal de Estudos
Digestivos e Metabdlicos e as andlises foram feitas no Laboratério de Carne da
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil (21° 14’ 05” S latitude,
48° 17’ 09” W longitude e 615 m de altitude). Vinte cordeiros machos previamente
castrados cirurgicamente (Santa Inés x Dorper; 21,13 + 0,92 kg de peso corporal
inicial; 98 dias de idade) foram alocados em blocos por peso e distribuidos
aleatoriamente em duas dietas experimentais (CON — sem adi¢cdo de melago de soja
e M20 — com 200 g/kg de melaco de soja na MS).

Em todo o periodo experimental os animais foram mantidos em baias
individuais (1.2 m2) com piso ripado suspenso, comedouros individuais e bebedouros
coletivos, dentro de um galpao coberto. Tratamento sanitario prévio foi realizado em
todos os cordeiros, vermifugacdo e suplementagcdo com vitaminas A, D, E e K
(Closantel 0.8% w/v e Vit ADEK Calbos, Curitiba, PR - Brazil), além de vacinacao
preventiva contra clostridiose (Bovilis Poli-Star T, Kenilworth, NJ - EUA). Por ja serem
habituados a se alimentarem em cocho, os cordeiros foram adaptados as dietas
experimentais com apenas dois degraus, adaptacdo 1 com 480 g/kg de concentrado
e adaptacao 2 com 660 g/kg de concentrado, sendo 6 dias cada. No d-13 iniciou o
fornecimento das dietas experimentais de terminacdo com relacdo volumoso
concentrado de 16:84. O objetivo era que 0s animais alcancassem média de 35 kg de
PC e entdo encerrar o periodo experimental, para iSSo pesagens quinzenais sem

jejum eram realizadas com finalidade de acompanhamento do peso corporal e
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estabelecer o dia do abate. Portanto, o periodo experimental foi de 76 dias incluindo
12 dias de adaptacéao e 64 dias de dieta de terminacdo.

As dietas foram formuladas para serem semelhantes no teor de proteina e
energia de acordo com as recomendacdes do NRC (2007) para a categoria. Os
ingredientes utilizados foram silagem de milho, milho grao moido, farelo de trigo, polpa
citrica, farelo de soja, ureia, sal mineral, bicarbonato de sodio e melaco de soja. O
MSO tinha a seguinte composicdo: matéria seca: 54,8%, matéria mineral: 107,5 g/kg,
extrato etéreo: 13,7 g/kg, proteina bruta: 63,0 g/kg, FDN: 0,0 g/kg e carboidrato ndo
fibrosos: 815,8 g/kg.

Tabela 1 — Composicédo centesimal e bromatologica da

dieta experimental.

Dietas
ltem
CON M20
Composigéo centesimal, g/kg
Silagem de milho 160,0 160,0
Milho 640,0 440,0
Farelo de trigo 57,0 44,0
Polpa citrica 55,0 42,0
Melaco de soja - 200,0
Farelo de soja 53,0 76,0
Ureia 8,0 11,0
Sal mineral 17,0 17,0
Bicarbonato de sddio 10,0 10,0
Composicdo bromatologica, g/kg

Matéria seca 662,4 664,5
Matéria mineral 42,8 55,4
Proteina bruta 140,2 132,8
Extrato etéreo 36,7 53,8
FDNcp 222,1 159,6
Carboidratos néo fibrosos 573,3 618,9
Amido 522,6 376,0
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Carboidrato solavel 35,1 230,8
Pectina 15,6 12,1
Energia metabolizavel, Mcal/kg 3,28 3,33

Carboidratos ndo fibrosos: Estimados por equacdo de Hall (2000);
Amido e Pectina: Estimado por média obtidas no CQBAL 4.0;
Carboidrato soluvel = Carboidratos n&o fibrosos — amido — pectina.

- Consumo alimentar e desempenho animal

A dieta fornecida aos animais era pesada diariamente de forma separada,
silagem de milho, melago de soja e concentrado, e entdo misturados manualmente
até sua homogeneidade para evitar selecdo. Metade da refeicdo foi fornecida pela
manha (08:00 h) e a outra metade ao final da tarde (16:00 h). Os ajustes do fornecido
eram realizados diariamente por meio de escore de cocho no primeiro horario da
manha, permitindo sobras de 3 a 5% no cocho, ao qual eram pesadas para obtencéo
do consumo alimentar individual dos cordeiros (CMS).

O desempenho animal individual (GMD) foi realizado por meio da razéo de peso
corporal obtida em jejum de sdlidos por 16h, no inicio e fim do periodo experimental e
dias de confinamento com a dieta de terminacdo (64 d), enquanto a eficiéncia

alimentar (EA) foi calculada pela razdo do desempenho e consumo alimentar.

GMD = PCf — PCi) / dias de confinamento
[1]

Ao qual PCf = peso corporal final (kg); PCi = peso corporal inicial (kg)

- Andlises de composicao quimico-bromatoldgicas

A cada quinze dias era realizada amostragem das dietas ofertadas aos animais,
gue juntamente com amostras representativas dos ingredientes eram submetidos a
analise bromatolégica em laboratério, sendo a silagem de milho e amostras dos
fornecidos submetidos a secagem em estufa de ventilagdo forgada 55°C por 72h
(método G-001/2) seguido por moagem em moinho tipo Wiley, com peneiras de crivos
1 mm e entdo levados a estufa de 105°C por 16h, juntamente com o restante dos

ingredientes, para obtencao da matéria seca (MS, método G-003/1). A determinacéao
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da matéria mineral foi através da combustéao total em forno mufla a 600°C por 4h (MM,
método M-001/2).

O nitrogénio total foi avaliado mediante uso de aparato micro-Kjeldahl (método
N-001/2) e os teores de proteina bruta (PB) obtidos pela multiplicagdo do N total por
6.25. Os teores de extrato etéreo foram obtidos por meio da extracdo em éter de
petréleo em aparato Soxhlet num periodo de 4h (EE, método G-004/1). Vale destacar,
gue a analise de EE do melaco de soja precisou ser ajustada, pois 0 mesmo quando
analisado de forma isolada e in natura superestimava os valores devido a sua elevada
concentracdo de carboidratos sollveis, sendo assim foi realizado uma mistura na
proporcdo de 2:1 de feno com MSO. Apés bem homogeneizada a mistura, trés
amostras condicionadas em papel filtro qualitativo, foram submersos em &gua
destilada por 12 s e seguidos de secagem em estufa a 105°C por uma hora, e entao
submetidos a extracdo em aparato Soxhlet (AOAC — método 920.39-C). Uma vez
conhecido a concentracao de EE do feno utilizado como adsorvente, era descontado
deste, o valor obtido na mistura feno:MSO.

Os conteudos de fibra em detergente neutro e detergente acido foram obtidos
utilizando cadinhos filtrantes (FDN, método F-013/1 e FDA, método F-015/1,
respectivamente), utilizando enzima a-amilase termoestavel com atividade enzimatica
de 300 KNU/g, sem sulfito de sodio. Enquanto o nitrogénio insolivel em detergente
neutro foi segundo INCT-CA (NIDN, método N-004/2) e o nitrogénio insolivel em
detergente acido por INCT-CA (NIDA, método N-005/2), bem como cinzas insolaveis
em detergente neutro (CIDN, método M-002/2) para correcdes de cinzas e proteina
da fibra de acordo com os procedimentos padrdes analiticos do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal (Detmann et al.,, 2021). Conteudo de

carboidratos néo fibrosos (CNF) foram estimados pela equacéao de Hall (2000).

CNF = 1000 — ((PB — PBureia + ureia) + FDNcp + EE + MM)
[2]

Em que, PB = proteina bruta; PBureia = proteina bruta presente na ureia; FDNcp =

fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; EE = extrato

etéreo; MM = matéria mineral.
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Andlise de lignina foi realizada pelo método de hidrolise acida (método F-005/2)
para compor os calculos de estimativa da energia metabolizavel, o qual foram
estimados mediante equacédo descrita por NRC (2001), com a composi¢cdo dos
fornecidos obtidos em laboratério. Os valores de amido e pectina foram estimados
utilizando as médias obtidas no CQBAL 4.0, enquanto os carboidratos solaveis foram

obtidos mediante subtracdo do CNF com os valores de amido e pectina.

- Parametros sanguineos

A coleta de sangue foi realizada no inicio (d-6) e fim (d-75) do periodo
experimental. Sendo a primeira desta com o objetivo de se obter o status bioquimico
dos animais na condicdo pré-experimental, por isso foi realizada nos primeiros dias
de confinamento, ainda com a dieta de adaptacdo. Em ambas as coletas, amostras
de sangue de todos os cordeiros foram colhidas em tubos vacutainer com ativador de
coagulo (Vacuplast®), no periodo da manha, antes da primeira alimentacdo do dia,
mediante venipuncgdo jugular para avaliacdo do metabolismo proteico através das
variaveis proteina total e ureia, bem como o metabolismo energético através das
variaveis colesterol total, triglicerideos totais e glicose.

As amostras foram imediatamente processadas em centrifuga refrigerada a 4°C
em rotacao de 2000 rpm por 15 min. O soro obtido apés centrifugacéo foi armazenado
a -20°C até o momento das analises, as quais foram feitas por meio de kits comerciais:
proteina total (K-031), ureia (K-056), colesterol total (K-083), triglicerideos totais (K-
117), glicose (K-082) da Quibasa-Bioclin, Belo Horizonte, MG — Brasil. Enquanto, as
leituras foram realizadas em analisador automatico de bioquimica SBA-200 (CELM®,

Barueri, SP - Brasil).

- Abate, caracteristicas de carcaca e amostragem de carne

No ultimo dia experimental os cordeiros foram submetidos a jejum de solidos
de 16h e pesados para obtencdo do peso corporal final (PCf), e entdo transportados
para abatedouro comercial. Os animais foram dessensibilizados por eletronarcose de
dois pontos, seguido por secc¢ao da veia jugular e artéria carétida. Apos evisceracgao,

o figado foi separado e pesado assim como as carcacas para obtencdo do peso de
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carcaca quente (PCQ), e entéo levadas para refrigeragcéo por 24h a aproximadamente
4°C. Apo6s o periodo de refrigeracdo as carcagas novamente foram pesadas para
obtencéo do peso de carcaca fria (PCF). O rendimento da carcaca (RC) foi calculado

como:

RC = (%) * 100

[3]

No lado esquerdo da carcaca foi feita uma seccao para exposi¢cdo do musculo
Longissimus thoracis, na altura da 122 costela, para mensuracdo da espessura de
gordura subcutanea (EGS) com auxilio de paquimetro digital e obtencao da area de
olho de lombo (AOL) usando equacéao de Silva Sobrinho (1999):

soL=(.2)
= |—*%—] %
27 2)" T

[4]

Ao qual A é o comprimento maximo do musculo e B € comprimento minimo do

musculo.

Ambos os lados da carcaga o musculo Longissimus thoracis foi removido entre
as alturas da 62 e 132 costela e porcionado em 4 bifes, ao qual o lado direito foi
destinado para andlises quimicas e o lado esquerdo para as andlises fisicas. As
andlises que ndo foram realizadas imediatamente ao abate, tiveram seus bifes
embalados a vacuo (Selovac 200S, S&o Paulo - Brasil) com 99% de vacuo em sacos
de poliamida/polietiieno com 120 um e 1 cm3/m?/24h de permeabilidade de Oz, 3
cm®/m?/ 24h de permeabilidade de CO2 mensurado a 5°C e 75% de umidade relativa.
A taxa de transmissao de vapor de dgua foi de 3g/m?/24h a 38°C e 100% de umidade
relativa. O valor vacuo 20 (50 Pa) foi usado para embalar as amostras, o qual eram

armazenadas a -20°C até o momento das analises.

- Andlises fisicas na carne
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O pH final da carne foi mensurado apds a refrigeragcdo de 24h da carcaca
diretamente no musculo Longissimus thoracis, do lado esquerdo, na altura da 122
costela utilizando um potenciometro de H: digital (Text 205 Sparta, NJ - EUA).
Capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada mediante a pesagem de 29
de carne submetida a pressao de 10kg por 5 min, ao qual pela diferenca de peso inicial
e final foi utilizada para expressar o CRA em %, conforme descreve Ham (1986).
Enquanto a perda por coccdo (PPC) foi obtida mediante a coccdo de um bife do
Longissimus thoracis de cada animal, em grill elétrico (Geroge Foreman, Beachwood,
OH - EUA), pré-aquecido a 196°C. Os bifes foram cozidos até atingirem temperatura
interna de 75°C, monitorada por termdémetro do tipo espeto (Incotermp, Porto Alegre,
RS - Brasil).

Apés a coccdo, os bifes foram refrigerados em temperatura de 4°C ao qual
permaneceram durante a noite, na manha do dia seguinte, os bifes foram novamente
pesados e pela diferenca de peso inicial e final foi obtido o PPC em %. Deste mesmo
bife, foram retirados seis nucleos cilindricos de 1,27 cm de didmetro em sentido
paralelo ao eixo da fibra muscular (AMSA, 1995), para determinacdo da forca de
cisalhamento (Wheeler et al., 2002) pelo equipamento texturbmetro (CT3 25K
Brokfield Middleboro, MA - EUA). Cada cilindro foi cortado ao meio no sentido
perpendicular ao eixo da fibra muscular com auxilio da lamina Warner Bratzler, e os

valores obtidos em kgf foram convertidos para newton (N).

- Andlises quimicas na carne

Para as analises quimicas da carne, as amostras do musculo Longissimus
thoracis foram primeiramente descongeladas a 2°C por 24h e moidas no processador
de alimentos (AOAC, método 983.18), congeladas novamente para serem liofilizadas
por 72 h para obtencdo de amostras homogéneas e livres de umidade. Para a
determinacdo da composicéo quimica da carne as analises foram realizadas segundo
AOAC (1995), cinzas (método 920.153) e proteina bruta (928.08). Enquanto o
conteudo de gordura intramuscular foi mensurado como lipideo total mediante
extracéo a frio por Bligh e Dyer (1959).

A analise de oxidacdo lipidica TBARS foi mediante a mensuracdo do

malonaldeido (MDA), com auxilio do &cido tiobarbitdrico como descreve Souza et al.
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(2011) e Vyncke (1970). Em 10 mL de solucdo TCA (7,5% TCA, 0,1% EDTA) foi
adicionado 5 g de carne de cordeiro e homogeneizado em Ultra Turrax para entao ser
centrifugado (15 min, 4000 rpm e 4°C). O sobrenadante foi filtrado e misturada em
solucdo TBA (1% acido tiobarbiturico, 15% TCA e 562,5 uM HCI) em proporcdes de
1:1 v/v. A mistura foi aquecida em banho maria (100° C) durante 15 min, resfriada em
banho de gelo (5 min) e absorbancia lida em 540 nm. As concentracdes de MDA foram
calculadas utilizando curva padrdo de 1,3,3-tetrametoxipropano (0 — 40 uM) e os

resultados expressos em mg MDA/kg de carne de cordeiro.

- Vida de prateleira — “Shelf life”

A avaliacdo da coloracéo da carne ao longo do tempo iniciou-se no dia seguinte
ao abate, em laboratorio, para isso foi destinado um bife para avaliacdo da vida de
prateleira, simulando condicdo real da gondola de supermercados brasileiros. As
amostras do Longissimus thoracis foram embaladas em bandejas de polietileno e
embrulhadas em papel filme retratil (permeavel ao oxigénio), sem contato com a
amostra e entdo acondicionadas ao expositor display refrigerado (Klima Expositor
Practice, 05B0500.1, Venancio Aires RS - Brasil) a 4°C + 1 e luzes fluorescentes (1200
Ix, 12h).

A coloracédo da carne foi avaliada nos dias 0, 1, 7, 10 e 14 dias de exposicéo,
ao qual trés mensuracdes em locais distintos do bife eram feitas para obtencédo da
média, com auxilio de colorimetro (CR-300 Minolta Chroma Meter Osaka - Japao),
conforme descreve Houben et al. (2000). Antes das leituras, foi feita uma calibragao
em temperatura ambiente do local de trabalho (24° C) utilizando um padréo branco
puro (100% reflexdo) e uma caixa preta (zero reflexdo). Os parametros avaliados
foram: luminosidade L*, intensidade de vermelho a*, intensidade de amarelo b*, que
foram avaliados de acordo com o sistema de cores CIE L* a* e b* (CIE, 2004).
Adicionalmente, angulo Hue e indice de saturagdo chroma foram calculados de acordo
com o AMSA (2012):

b
Hue = arctang 2

1
Chroma = (a? + b?) + 3
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[5]

- Celularidade de adipécitos

Ainda na carcaca quente, foi coletado aproximadamente 2 g de amostra do
Longissimus thoracis e da gordura subcutanea, na altura da 122 costela, para
determinacdo do tamanho e niumero dos adipocitos, como proposto por Etherton et al.
(1977), modificada por Prior (1983). As amostras foram laminadas ainda congeladas,
a 1 mm de espessura e transferidas para vials de cintilagcdo e entédo fixadas com
tetroxido de 6smio 1% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri - USA). As amostras fixadas
foram filtradas através de telas com porosidade de 250 ym e 10 um com auxilio de
tampéao Triton x-100 a 0,01% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri - USA). Os tecidos
retidos em telas de 250 um eram descartados, enquanto os retidos em tela de 10 um
foram coletados e suspensos em soluc¢éo de 10 mL com 55,5% de glicerol. O tamanho
dos adipécitos foi determinado por meio do programa analisador de imagens (Image-
Pro v 4.5, Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD), enquanto o numero de

adipdcitos foi determinado pela equacdo:

Numero de células g* = nimero de células contadas / ((area da grade x nimero de

grades) / area da lamina) x diluicdo / g tecido fixado

[6]

- Extracdo de RNA, analise qualitativa, biblioteca e sequenciamento

Para sequenciamento de RNA, foram selecionadas aleatoriamente quatro
amostras de tecido muscular para cada dieta experimental. O RNA total foi extraido
do tecido muscular esquelético, coletado ainda fresco (~500 mg), por meio de kit
comercial de extracdo de RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Com auxilio de espectrofotdometro Nanodrop
(Mustiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) e Bioanalyzer RNA,

foram avaliados, respectivamente, a quantificacdo, pureza e integridade das
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amostras. Todas as amostras apresentaram um numero de integridade de RNA (RIN)
maior ou igual a 7,5 (Tabela S1). Para cada amostra foram utilizados 2 pg de RNA,
para preparacao da biblioteca de acordo com o protocolo descrito no guia TruSeq RNA
Sample Preparation kit v2 (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos). A estimativa do
tamanho médio da biblioteca foi realizada com o Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent,
Santa Clara, CA, Estados Unidos) e a quantificacdo da biblioteca foi realizada por
meio de PCR quantitativa com o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos). As amostras quantificadas foram diluidas e
agrupadas (cinco grupos de todas as 8 amostras cada), utilizando TruSeq DNA CD
Index Plate (96 indices, 96 amostras, lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos).
Todas as amostras foram agrupadas numa uma Unica lane de fluxo de
sequenciamento, utilizando o kit TruSeq PE Cluster v4-cBot-HS (lllumina, San Diego,
CA, Estados Unidos), e foram clusterizadas e sequenciadas utilizando o equipamento
HiSeq2500 (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos) com o TruSeq SBS Kit v4-HS
(200 ciclos), conforme descreve as instru¢cdes do manual do fabricante. Toda a anélise
de sequenciamento foi realizada no Centro Gendmico na ESALQ, localizada no
Laboratorio de Biotecnologia Animal na ESALQ — USP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Adaptadores de sequenciamento e leituras de baixa complexidade foram
removidas em um passo inicial de filtragem por meio do Trim Galore 0.6.5 software.
Somente as leituras com tamanho acima de 70 nucleotideos e um score Phred menor
gue 33 foram mantidas apds o corte. Controle de qualidade e a estatistica das leituras
foram estimadas com software FASTQC versdo 0.11.8 (www.bioinformatics.
bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/) acesso em 15 de Junho de 2021. O genoma referéncia
adotado foi Ovis_aries_Oar_rambouillet V1.0104 acesso em 15 de Junho de 2021. A
abundancia (contagem de leituras) de mRNAs de todos 0s genes anotados foram
calculados por meio de featureCounts pertencente ao pacote Rsubread (Liao et al.,
2019).

- Identificacéo de genes diferencialmente expressos

Genes diferencialmente expressos (DE) foram analisados por meio de

contraste entre dois tratamentos, com auxilio do DESeqg2 disponivel no pacote
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Bioconductor do software R, utilizando um design de multifator (Love et al., 2014).
Anteriormente a analise estatistica, as contagens das leituras dos dados foram
filtradas da seguinte forma: (i) genes com zero contagem para todas as amostras,
eram genes ndo expressos; (i) genes com menos que uma leitura por amostra na
média foram removidas (expressao muito baixa); (iii) genes que nado estavam
presentes ao menos em 50% das amostras foram removidos (raramente expressos).
A abordagem de corte realizada para identificar os genes DE foi controlar o P-valor a
5% e cujos valores de log. fold change fossem maiores em médulo que a 0.60 (0.60
> log2 FC < -0.60), de acordo com estudos anteriores e recomendacdes DESeq2
(Cesar et al., 2016; Love et al., 2014).

- Andlise de co-expressao em fatores de transcrigdo

Os fatores de transcricdo (TFs) podem ser definidos como moléculas chave que
regulam a expressao de um ou mais genes no sistema biolégico (Vaquerizas et al.,
2009) e a sua identificacdo destaca interacfes génicas que sdo de fato mais relevante
ao estudo. Assim sendo, a analise de correlagéo parcial e teoria da informacgao (PCIT)
€ utilizada para a reconstrucdo de redes de co-expressdo de genes (GCN),
identificando associagdes significativas gene-gene. Enquanto, a identificagao dos TFs
€ realizada através da analise de fatores de impacto regulatorios (RIF), ao qual calcula
para cada condicdo uma correlacdo de co-expressdo entre TFs e genes DE
identificando os genes regulatdrios criticos ao estudo. Tanto a analise de PCIT como
RIF sdo mais detalhadas em Reverter e Chan (2008) e Reverter et al. (2010),
respetivamente. Ambas as analises foram realizadas através do pacote “CeTF” do
software R desenvolvido por Biagi Junior et al. (2021) que néo so integra as analises

de PCIT e RIF como também realiza inimeras plotagens dos dados.

- Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, ao qual o
peso corporal inicial foi utilizado como critério para divisdo em 5 blocos homogéneos.
Os cordeiros foram considerados como unidade experimental (n = 10), e cada
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tratamento continha 2 repeti¢bes (bloco 1: 15,91 + 0,75 kg; bloco 2: 18,01 + 0,40 kg;
bloco 3: 19,63 + 0,22 kg; bloco 4: 21,35 + 0,64 kg; bloco 5: 25,39 + 0,32 kg). De acordo

com o modelo estatistico:
Yij = p + ti + bj + eij
[6]

Onde: Yij = variavel dependente no tratamento i e no bloco j; u = efeito geral da média,
ti = efeito do tratamento (i = CON e MS20); bj = efeito do bloco (j =1 a 5); eij = erro
aleatorio da parcela que recebeu o tratamento i, no bloco j.

A vida de prateleira (shelf life) e pardmetros sanguineos foram avaliados como
medida repetida no tempo, ao qual dieta, dia de avaliagao e interacao entre elas foram
avaliados como efeito fixo, e bloco como aleatorio, neste caso a melhor estrutura de
covariancia foi selecionada e ajustada mediante o menor valor de AICC.

Os dados foram analisados por meio do PROC MIXED do software SAS (Inst.,
Cary, NC), sendo os resultados significativos foram considerados com P valor < 0,05

e tendéncia para P valor < 0,10 para médias do teste T.

Resultados

- Consumo alimentar e desempenho animal

A inclusdo do melagco de soja na dieta dos animais nao influenciou os
parametros de consumo, peso corporal e ganho diario (P > 0,05), com excecdo da
tendéncia significativa para eficiéncia alimentar (P = 0,07; Tabela 1), ao qual os

cordeiros castrados MS20 foram menos eficientes comparados ao tratamento CON.

Tabela 1 — Consumo e desempenho de cordeiros machos
castrados terminados em confinamento

[tem? CON MS20 EPM2 P -valor
CMS, g 1152,72 1139,46 47,52 0,87
CMS, %PC 4,27 4,24 0,11 0,90
CPB, g 184,95 182,22 7,43 0,84
EA 0,20 0,17 0,01 0,07
PCi, kg 20,87 21,30 0,66 0,29
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PCf, kg 35,21 34,41 1,00 0,61
GMD, g 227,70 208,10 11,59 0,38
1_ CMS: Consumo de matéria seca; CMS, %PC: Consumo de matéria

seca em relacdo ao peso corporal; CPB: Consumo de proteina bruta;
EA: Eficiéncia alimentar; PCi: Peso corporal inicial; PCf: Peso corporal
final; GMD: Ganho médio diario.

2 — EPM: Erro padrdo da média

- Parametros sanguineos

Neste estudo os parametros sanguineos tiveram melhores resultados quando
apresentados como medida repetida no tempo, mesmo que néo tenha sido observado
efeito de interacdo para dieta x tempo (P > 0,05; Tabela 2). A inclusdo do MSO
influenciou a ureia sanguinea dos animais (P = 0,03), bem como glicose (P = 0,04),

aumentado e reduzindo respectivamente suas concentracdes seéricas.

Tabela 2 — Parametros sanguineos de cordeiros machos castrados terminados em
confinamento

CON MS20 1 P - valor
Item Inicio Fim Inicio Fim EPM Dieta DietaxDia
Proteina total, g dL! 441 4,32 426 432 0,13 0,63 0,63
Ureia, mg dL™ 25,60 27,47 29,49 31,09 1,30 0,03 0,95
Colesterol, mg dL 55,19 58,44 55,63 59,15 3,22 0,74 0,85
Triglicerideos, mgdL* 32,51 32,99 31,59 32,60 2,36 0,66 0,96
Glicose, mg dL+? 93,13 91,92 85,69 87,28 2,06 0,04 0,62

1 — EPM: Erro padrdo da média

- Caracteristicas de carcaca e qualidade de carne

N&o houve efeito de dieta para a maioria das variaveis (P > 0,05), exceto para
gordura subcutanea (P = 0,04; Tabela 3). A inclusdo do MSO aumentou em 29% a

deposicéo de gordura sobre as carcacas (3,09 mm — CON versus 4,38 mm — MS20).

Houve influéncia do MSO sobre os teores de malonaldeido da carne dos
cordeiros castrados, ao qual a dieta MS20 reduziu em 97% a oxidacao lipidica no
musculo Longissimus thoracis (P < 0,01; Tabela 4). Para as demais varidveis como,
pH, AOL, capacidade de retencéo de agua, perda por cocc¢éao e forca de cisalhamento,

nao houveram efeito significativo (P > 0,05).
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Tabela 3 — Caracteristica de carcaca e de cordeiros machos
castrados terminados em confinamento

[tem? CON MS20 EPM2 P -valor
PCQ, kg 18,18 17,84 0,61 0,69
PCF, kg 17,79 17,44 0,60 0,68
RC, % 51,49 51,76 0,56 0,77
PR, % 2,20 2,26 0,10 0,36
Figado, g 642,10 653,40 2321 0,80
Figado, % PC 1,82 1,85 0,05 0,66
EGS, mm 3,09 4,38 0,40 0,04

1 — PCQ: Peso de carcaca quente; PCF: Peso de carcacga fria; RC:

Rendimento de carcaca; PR: Perda por resfriamento; Figado, %PC:

Peso do figado em relagdo ao peso corporal; EGS: Espessura de

gordura subcutanea.

2 — EPM: Erro padrdo da média

Tabela 4 — Andlises do musculo Longissimus thoracis de cordeiros
machos castrados terminados em confinamento

ltem? CON MS20 EPM? P -valor
Andlises fisicas
pH 5,59 5,56 0,01 0,30
AOL, cm? 13,03 12,50 0,58 0,63
CRA, % 81,16 82,08 0,61 0,13
PPC, % 26,38 28,60 1,87 0,22
WBSF, N 29,02 27,91 1,31 0,69
Andlises quimicas
Umidade, % 75,33 75,04 0,30 0,39
Cinzas, % 1,18 1,15 0,03 0,59
PB, % 19,08 19,11 0,25 0,93
Lipideo total, % 4,53 4,71 0,12 0,47
Malonaldeido, mg kg ! 0,75 0,38 0,07 <0,01

1 _ AOL: Area de olho de lombo (Longissimus thoracis); CRA: Capacidade de

retencdo de 4gua; PPC: Perda por coccdo; WBSF: Warner Bratzler — Forga de

cisalhamento; PB: Proteina bruta.

2 — EPM: Erro padrdo da média

- Vida de prateleira “Shelf life”

84

A andlise de vida de prateleira visa simular as géndolas de supermercado, e

iniciaram imediatamente apos as primeiras 24h de refrigeracdo das carcacas, ao qual
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permaneceram em refrigerador por 14 dias. Nao houve efeito de dieta e nem interagéao

de dieta x dia de avaliacao (P > 0,05; Tabela 5).

Tabela 5 — Avaliacdo da vida de prateleira da carne de cordeiros machos castrados
terminados em confinamento

Dia de armazenamento

P - valor

ltem*  Dieta 0 1 7 10 14 EPM? Dieta DietaxDia
L S0 471 4655 4705 4pas 4y 022 036 079
NS0 1327 1446 1008 046 oms 024 099 097
oo Ses 80 611 699 s 013 087 0
@' uoho 245 179 167 160 1o 004 045 099
Chroma ([0 1443 le58 1175 1les 11a4 025 095 098
Hue OO0 5575 2097 3127 aods asge 050 O7L 097

1 — L: Luminosidade; a*: Intensidade de vermelho; b*: Intensidade de amarelo.
2 — EPM: Erro padrao da média

- Celularidade de adipécitos

Enquanto a andlise de celularidade de adipdcitos foi realizada com objetivo de

melhor compreender o efeito do MSO sobre o desenvolvimento e diferenciacdo dos

adipécitos. Portanto, o MSO aumentou o diametro médio das células adiposas

subcutaneas (P < 0,01; Tabela 6), bem como a proporcéo de adipdcitos com areas

médias entre 100 e 300 um? (P < 0,01), consequentemente reduzindo a proporgéo de

células menores que 100 um? (P < 0,01). O efeito Gnico sobre as células adiposas

intramusculares entre propor¢cdes de 100 e 300 um? parece muito mais atribuido a

dispersédo dos dados que propriamente efeito da dieta.

Tabela 6 — Celularidade de adipdcitos de cordeiros machos

castrados terminados em confinamento

ltem CON MS20 EPM! P -valor
Tecido Subcutaneo
Diametro médio, pm 15,95 18,18 0,55 <0,01
Area, um? 287,45 317,26 17,94 0,17

85



86

N° Células x 10* g* 1,7 1,8 0,21 0,81
% < 100 pm? 29,48 13,28 3,64 <0,01
100 < % < 300 um? 36,57 59,05 4,31 <0,01
300 < % < 500 um? 17,53 18,85 1,85 0,47
% > 500 pm? 19,69 12,59 2,57 0,23
Tecido Intramuscular
Diametro médio, pm 16,61 16,74 0,64 0,93
Area, um? 291,73 338,70 22,42 0,31
N° Células x 102 g* 5,16 4,37 0,38 0,27
% < 100 pm? 31,16 40,37 3,40 0,19
100 < % < 300 pm? 39,20 29,25 2,26 0,02
300 < % < 500 um? 12,30 10,98 1,37 0,96
% > 500 pm? 18,57 19,40 2,08 0,85

! — EPM: Erro padrdo da média

- Avaliacéo geral da expresséo génica

Todo o transcriptoma das oito amostras dos musculos de cordeiros castrados
terminados em confinamento, foram sequenciados utilizando tecnologia RNA-seq. A
concentracéo e integridade do mRNA das amostras sao descritas na Tabela 7. Os
dados do sequenciamento foram avaliados mediante contraste CON versus MS20, ao
qgual resultou em 11247 genes expressos que foram utilizados na andlise de

expressao diferencial e fatores de transcricao.

Tabela 7 — Concentracao e integridade do mRNA
nas amostras

iea oML acoze0 RN
CON 1073 2,17 8,8
CON 407 1,88 9,4
CON 819 2,17 7,8
CON 1010 2,16 8,4
MS20 893 2,17 8,7
MS20 846 2,17 7,6
MS20 1001 2,13 7,8
MS20 694 2,17 91

- Analise de expresséo diferencial e fatores de transcricao
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A analise do transcriptoma do musculo dos cordeiros machos castrados revelou
294 genes diferencialmente expressos (FDR < 0,10; Tabela S1), dos quais 171 foram
super expressos e 123 suprimidos para MS20 em comparacdo ao CON.
Adicionalmente foi identificado o gene ACOX2 como exclusivo para CON e MFSD4B
exclusivo para MS20, com log2 fold change de 2,08 e 1,22 respectivamente.

A andlise de rede foi usada para investigar diferencas em genes co-expressos
e identificar os fatores de transcricdo. A andlise de CeTF identificou 172 fatores de
transcricdo para a comparacdo CON versus MS20 (Tabela S2). Adicionalmente, foi
realizada analise de enriqguecimento funcional para processos biolégicos - GO com
todos os genes identificados por analise de expresséao diferencial e CeTF, ao qual foi
encontrado vias enriquecidas significativamente relacionadas a protedlise
(G0:0006508), fosforilacdo oxidativa (GO:0006119), resposta ao estresse oxidativo
(GO:0006979) e processo metabdlico derivados de carboidratos (G0O:1901135)
(Tabela 7 e Figura 1).

Tabela 7 — Vias significativas para genes fatores de transcri¢cao obtidos por analise de
CeTF e genes diferencialmente expressos em comparagao de dietas CON versus
MS20.

ID Descricao FDR Genes

USP13, OTUD4, USP37, USP31,
CUL5, ROCK2, LRRK2, TGFBL1lI1,
SPPL2A, USP34, LTN1, UBR4,
XIAP, UBR2, BAG6, VCPIP1,
L. RMNDS5A, AIFM1, LONP2, ASCC2,
G0O:0006508 Proteolise 0,001 PSMF1, CAPN1, TBC1D10A, CTSB,
EDEMS3, ATE1, ZYG11B, OSBPL7,
TGFB1, STAT1, CSNK1D, USP28,
CLPX, CYLD, PSMA3, PSMEA4,
FBXL3, NUPR1, COPSS8, CRYAB,
VPS28, NFE2L2, PTPN3
NDUFA7, NDUFS8, NDUFS6,

G0:0006119 Fosforilag&o oxidativa 0,001 NDUFA12, COQ9, NUPR1, NDUFV3,
COX5A, COX7A1, COX6A2,

NDUFV1
APP, PRKAA2, NOS3, NDUFA12,

_ Resposta ao estresse LRRK2, HSPB1, OXSR1, FOS,
G0:0006979 dai 0,011  giRT3, MAPKS, SFPQ, NDUFSS,
oxidativo SESN3, HYAL2, MSRB3, RIPK1,

CRYAB, NFE2L2
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GPI, APP, TNKS, NDUFA12, LRRK2,
NGLY1, SLC2A4, COX7AL,
COX6A2, COX5A, GNS, HK2,

_ Processo metabdlico GNPTAB, HYAL2, NDUFV3, UGGT1,
G0:1901135 _ , 0,046 NDUFV1, ATP5ME, EDEM3,
derivados de carboidratos ATP5PE. TCE7L2. RRM1. NDUEA7

ADSL, TGFB1, ATP5PD, NOS3,
PGAM2, COQ9, CLPX, NDUFSS,
NDUFS6, TRIP11, NUPR1, DCTPP1

| —
§is 3
i
|

3

Figura 1 — Enriquecimento funcional dos genes fatores de transcri¢cdo obtidos por analise de CeTF,
vias e rotas metabdlicas GO enriquecidas no contraste CON vs MS20.

Discussao

A castracdo dos animais dentro do sistema de producédo € comumente utilizada
para agregar qualidade e padrdo na carcaca e carne, seja em bovinos de corte
(Santiago et al., 2022), cordeiros (Gravador et al., 2018) ou suinos (Bonneau e Weiler,
2019). Dentre as vantagens oferecidas pela castracdo esta a deposicdo de gordura
na carcaca de forma precoce e, também perfil lipidico que proporciona menor
oxidacao lipidica, o que aumenta a durabilidade da carne nas prateleiras (Seidman et
al., 1982). Em contrapartida, a maior deposicédo de gordura na carcaga ocorre em

detrimento do crescimento muscular desacelerado, animais castrados possuem
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menor atividade miogénica que pode estar intimamente relacionada a menor eficiéncia
de uso do N dietético (Lawrence e Fowler, 2002; Zhao et al., 2011).

A reducao na eficiéncia alimentar em virtude da inclusdo do MSO na dieta dos
cordeiros é corroborada por outros estudos que também tiveram o mesmo efeito (van
Cleef et al.,, 2018; Rodrigues et al., 2020). Animais de producdo mais eficientes
possuem maior atividade na cadeia transportadora de elétrons (CTE) nas células
mitocondriais musculares (Sharifabadi et al., 2012; Fernandez et al., 2020), devido a
maior intensidade nas vias oxidativas como, glicolise e B-oxidagc&o que sao fontes de
NADH e FADH: que serao reoxidados durante a fosforilagdo oxidativa na membrana
interna das mitocdndrias (Alberts et al., 2010). No atual estudo, foi observado maior
expressao dos genes envolvidos na via glicolitica (GPI, HK2 e PGAM?2) e fosforilacédo
oxidativa (NDUFA7, NDUFS8, NDUFS6, NDUFA12, COCQ9, NUPR1, NDUFV7,
COX5A, COX7A1, COX6A2, NDUFV1) para a dieta CON, que pode ser atribuida a
maior quantidade de glicose oriunda do escape ruminal do amido e metabolizagao do
propionato no figado, haja visto que quimicamente o amido possui maior densidade
energética comparado aos mono e dissacarideos (Broderick et al., 2008).
Adicionalmente, a dieta CON demonstrou maior circulacdo sanguinea de glicose, o
gue provavelmente seja fruto de intensa atividade gliconeogénica no figado, pela
conversao do propionato em glicose (Membrive, 2016). Em contrapartida, a dieta
MS20 demonstrou maior circulacéo de acucares sollveis no musculo, possivelmente
frutose, devido a maior expressdo do gene HK2 identificado como diferencialmente
expresso na dieta MS20. Este gene, codifica a enzima hexoquinase 2 que dentre as
suas funcdes metabdlicas é fosforilar a frutose, haja vista que sua afinidade € maior
por frutose comparada a glicose (Hapeta et al., 2021).

Ainclusdo do MSO na dieta dos cordeiros confinados, aumentaram a circulacao
sanguinea da ureia, estudos in situ demonstraram efeito positivo com a inclusédo do
MSO na dieta de ovinos, melhorando a digestibilidade da fracdo proteica da dieta,
possivelmente pelo melhor sincronismo entre e energia e proteina ao aumentar a
fracdo soluvel da dieta, culminando em maior digestibilidade da matéria seca e
proteina bruta (Pereira Junior, 2019).

O efeito lipogénico do MSO na dieta de cordeiros foi reportado por Rodrigues

et al. (2020), no atual estudo tal efeito foi observado sobre a gordura na carcaga, em
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gue a dieta MS20 aumentou em aproximadamente 29% a gordura subcutanea. A
castracdo dos cordeiros neste estudo ndo parece ter potencializado o efeito lipogénico
do MSO, pelo contrario, a auséncia de efeitos significativos na analise de genes
diferencialmente expressos e fatores de transcricdo (CeTFs) para genes envolvidos
no metabolismo de lipideos tais como: PPARG, ACACA, FASN, FABP4 demonstra
similaridade na sintese de novo entre as duas dietas. Moon et al. (2011) relata o efeito
estimulante do horménio andrégeno na atividade glicolitica e sintese de novo de
lipideos em células da préstata humana. O que pode indicar que para efeitos na carne,
cordeiros nao castrados seriam mais adequados.

Logo, a diferenca no perfil de transcricdo entre as duas dietas é sobretudo na
oxidacao lipidica. A deposicdo de gordura na carne e carcaca € resultado entre a
balanca de sintese e oxidacdo de lipideos (Baik et al., 2014), no atual estudo a
oxidacao lipidica no musculo dos cordeiros pertencentes a dieta CON foi maior,
demonstrada pela super expressao dos genes LPL (lipoproteina lipase), ACOX2 (acil-
CoA oxidase-2) identificados como gene diferencialmente expresso e exclusivamente
expresso para a dieta CON. O que culminou para maior tamanho dos adipoécitos
subcutaneos e espessura de gordura na carcaca. Efeitos dietéticos sobre a gordura
intramuscular neste estudo ndo foram suficientes para alterar a expressao génica,
tampouco a concentracao de lipideos totais na carne, o que pode ser devido ao nivel
de incluséo do MSO insuficiente ou pouco tempo de confinamento para que haja efeito
como o reportado por Rodrigues et al. (2020).

A oxidacgéo lipidica na carne é um parametro de extrema relevancia na ciéncia
da carne, pois uma maior atividade de oxidagao das gorduras, em especial nos ovinos,
ocasiona uma depreciacao na qualidade e aceitacao do produto pelos consumidores,
uma vez que estd atrelada a sabores rancosos e fortes, além de desacelerar a
coloracdo da carne (Faustman e Suman, 2017). Portanto, reduzir a oxidacao lipidica
€ amplamente desejavel e aumenta a vida de prateleira do produto no mercado, o que
faz a carne pertencente a dieta MS20 mais atrativa do ponto de vista comercial, tal
efeito pode ser facilmente atribuido ao perfil de acidos graxos que compde a carne e
presenca de antioxidantes.

A inclusdo do MSO na dieta de cordeiros reduz a quantidade de acidos poli-

insaturados na carne (Rodrigues et al., 2020; Arruda et al., 2021), estes acidos graxos

90



91

séo rapidamente atacados por oxigénio devido as suas duplas ligacdes. A reagdo de
oxidacdo ndo é espontanea, portanto, o estado do oxigénio deve ser oxigénio singleto
(*O2), peréxido de hidrogénio (H202), anion superoxido (O2") ou radical hidroxila (OH)
(Dominguez et al., 2019). Como discutido acima, o tratamento CON demonstrou maior
atividade de fosforilagdo oxidativa, onde ha liberacdo de radicais livres como
superoxido, além de maior B-oxidacao onde ha liberacédo de peroxidos de hidrogénio
pelos peroxissomos (Alberts et al.,, 2010), o que proporciona maior atividade de
oxidacao da carne. Rakita et al. (2021) também relatou a presenca de isoflavonas,
com propriedades de agir sobre a atividade de enzimas antioxidantes em aves, o que
faz do MSO duplamente atrativo, reduz a oxidacdo lipidica e presenca de

antioxidantes naturais.

Concluséo

A inclusdo do MSO na dieta de cordeiros machos castrados aumenta a
deposicéo de gordura na carcaca mediante a reducdo na oxidacéo lipidica muscular,
evidenciada pela concentragdo de malonaldeido na carne e corroborada com maiores
expressoes na dieta CON de genes como LPL e ACOX2, relacionados com a oxidacéo

de triglicerideos.
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Tabela S1 — Lista completa dos genes diferencialmente expressos identificados no contraste CON versus MS20 em cordeiros

machos castrados.

Ensembl Gene FoIdICCJI%Zange FDR Ensembl Gene FoldlcC):%inge FDR
ENSG00000134698 AGO4 -0.739 0,003 ENSG00000124406 ATP8A1 -0.747 0,049
ENSG00000165029 ABCAl -1,05 0,017 ENSG00000081923 ATP8B1 0.882 0,031
ENSG00000154265 ABCA5 -0.652 0,098 ENSG00000011114 BTBD7 -0.847 0,001
ENSG00000139826 ABHD13 -0.667 0,098 ENSG00000181904 C5orf24 -0.768 0,006
ENSG00000142303 ADAMTS10 0.826 0,010 ENSG00000167434 CA4 2,09 0,028
ENSG00000172493 AFF1 -0.639 0,100 ENSG00000158966 CACHD1 -0.620 0,002
ENSG00000159423 ALDH4A1 0.778 0,040 ENSG00000153956 CACNA2D1 -0.802 2,3x10°
ENSG00000125652 ALKBH7 0.813 0,020 ENSG00000100065 CARD10 0.718 0,060
ENSG00000178038 ALS2CL 0.625 0,097 ENSG00000127995 CASD1 -0.701 0,017
ENSG00000184675 AMER1 -1,14 0,021 ENSG00000239282 CASTOR1 0.645 0,033
ENSG00000013523 ANGEL1 -0.632 0,097 ENSG00000118523 CCN2 -1,02 0,089
ENSG00000185009 AP3M1 -0.667 0,028 ENSG00000138764 CCNG2 -0.853 0,057
ENSG00000081014 AP4E1 -0.764 0,012 ENSG00000129315 CCNT1 -0.812 0,009
ENSG00000125843 AP5S1 0.716 0,033 ENSG00000111860 CEP85L -1,04 0,015
ENSG00000120318 ARAP3 0.635 0,045 ENSG00000166596 CFAP52 1,05 0,042
ENSG00000164144 ARFIP1 -0.808 0,018 ENSG00000250479 CHCHD10 0.759 0,017
ENSG00000100852 ARHGAP5 -0.646 0,046 ENSG00000153922 CHD1 -0.644 0,040
ENSG00000102401 ARMCX3 -0.601 0,020 ENSG00000188419 CHM -0.619 0,020
ENSG00000116539 ASHI1L -0.672 0,037 ENSG00000108556 CHRNE 0.702 0,046
ENSG00000143970 ASXL2 -0.913 0,005 ENSG00000182022 CHST15 0.695 0,088
ENSG00000107669 ATE1l -0.671 0,023 ENSG00000130779 CLIP1 -0.615 0,032
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ENSG00000070961 ATP2B1 -0.602 0,042 ENSG00000138767 CNOT6L -0.785 0,058
ENSG00000099624 ATP5F1D 0.625 0,006 ENSG00000106603 COAl 0.649 0,039
ENSG00000169020 ATP5ME 0.714 0,045 ENSG00000167186 CcoQ7 0.768 0,040
ENSG00000165240 ATP7A -0.735 0,050 ENSG00000198938 COX3 0.681 0,054
ENSG00000156885 COX6A2 0.742 0,034 ENSG00000075618 FSCN1 0.757 0,100
ENSG00000161281 COX7A1 0.772 0,011 ENSG00000106701 FSD1L -0.817 0,039
ENSG00000140848 CPNE2 0.771 0,072 ENSG00000130005 GAMT 1,03 6,1x10°
ENSG00000182158 CREB3L2 -0.711 0,072 ENSG00000160221 GATD3A 0.636 0,020
ENSG00000166266 CULS -0.639 0,003 ENSG00000187513 GJA4 0.916 0,043
ENSG00000051523 CYBA 0.839 0,037 ENSGO00000135677 GNS -0.759 0,011
ENSG00000179091 CYC1 0.632 0,018 ENSG00000119927 GPAM -0.719 0,086
ENSG00000179958 DCTPP1 0.996 0,018 ENSG00000167701 GPT 0.600 0,053
ENSG00000110367 DDX6 -0.740 0,003 ENSG00000197448 GSTK1 0.741 0,100
ENSG00000155011 DKK2 3,12 0,073 ENSG00000165417 GTF2A1 -0.721 0,090
ENSG00000198719 DLL1 0.827 0,078 ENSG00000143774 GUK1 0.752 0,009
ENSG00000172869 DMXL1 -0.603 0,034 ENSG00000008869 HEATRSB -0.701 0,034
ENSG00000130159 ECSIT 0.656 0,001 ENSG00000137133 HINT2 0.761 0,017
ENSG00000116406 EDEM3 -0.780 0,006 ENSG00000159399 HK2 -1,01 0,076
ENSG00000102189 EEA1 -0.813 0,002 ENSG00000117305 HMGCL 0.660 0,040
ENSG00000159658 EFCAB14 -0.617 0,025 ENSG00000168172 HOOK3 -0.788 0,010
ENSG00000090776 EFNB1 0.767 0,038 ENSG00000102878 HSF4 0.618 0,079
ENSG00000172889 EGFL7 0.841 0,028 ENSG00000132622 HSPA12B 0.920 0,050
ENSG00000149499 EML3 0.680 0,016 ENSG00000068001 HYAL2 1,07 0,034
ENSG00000152223 EPG5 -0.753 0,006 ENSG00000182054 IDH2 0.736 0,012
ENSG00000196482 ESRRG -2,04 0,039 ENSG00000100360 IFT27 0.619 0,062
ENSG00000162585 FAAP20 0.643 0,032 ENSG00000104998 IL27RA 0.682 0,014
ENSG00000221968 FADS3 1,16 0,069 ENSG00000137033 IL33 -0.749 0,039
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ENSG00000164896 FASTK 0.624 0,040 ENSG00000063241 ISOC2 0.712 0,002
ENSG00000159069 FBXWS 0.873 0,037 ENSG00000186994 KANKS3 1,03 2x10°
ENSG00000000938 FGR 0.911 0,073 ENSG00000170852 KBTBD2 -0.650 0,060
ENSG00000170345 FOS -3,24 0,033 ENSG00000130037 KCNA5 1,23 0,021
ENSG00000170802 FOXN2 -0.812 0,033 ENSG00000129159 KCNC1 -1,75 0,002
ENSG00000138759 FRAS1 -0.743 0,044 ENSG00000073614 KDM5A -0.729 0,001
ENSG00000006459 KDM7A -0.852 0,026 ENSG00000135972 MRPS9 0.798 0,039
ENSG00000066735 KIF26A 0.694 0,097 ENSG00000125459 MSTO1 0.636 0,091
ENSG00000128607 KLHDC10 -0.600 0,003 ENSG00000039123 MTREX -0.618 0,043
ENSG00000114796 KLHL24 -0.678 0,012 ENSG00000110921 MVK 0.826 0,039
ENSG00000179454 KLHL28 -0.938 0,046 ENSG00000166886 NAB2 0.607 0,073
ENSG00000198642 KLHL9 -0.624 0,071 ENSG00000166833 NAV2 -1,17 0,016
ENSG00000102753 KPNA3 -0.618 0,025 ENSG00000144426 NBEAL1 -0.672 0,062
ENSG00000174611 KY -0.714 0,093 ENSG00000186010 NDUFA13 0.619 0,039
ENSG00000196233 LCOR -0.642 0,039 ENSG00000267855 NDUFA7 0.676 0,013
ENSG00000121454 LHX4 -0.805 0,020 ENSG00000099795 NDUFB7 0.637 0,017
ENSG00000113594 LIFR -0.791 0,005 ENSG00000115286 NDUFS7 0.655 0,012
ENSG00000072163 LIMS2 0.666 0,053 ENSG00000110717 NDUFS8 0.648 0,001
ENSG00000189308 LINS4 -0.629 0,032 ENSGO00000167792 NDUFV1 0.849 0,003
ENSG00000164187 LMBRD2 -0.951 0,002 ENSG00000183091 NEB -0.647 0,012
ENSG00000113441 LNPEP -1,26 0,003 ENSG00000196712 NF1 -0.714 0,019
ENSG00000145012 LPP -0.969 0,045 ENSG00000102908 NFATS -0.934 0,040
ENSG00000188906 LRRK2 -0.653 0,010 ENSG00000196865 NHLRC2 -0.622 0,036
ENSG00000198862 LTN1 -0.712 0,018 ENSG00000171840 NINJ2 0.634 0,067
ENSG00000091436 MAP3K20 -0.680 0,001 ENSG00000163864 NMNAT3 1,05 0,011
ENSG00000107643 MAPK38 -0.685 0,094 ENSG00000089250 NOS1 -1,03 0,034
ENSG00000011258 MBTD1 -0.698 0,025 ENSG00000134250 NOTCH2 -1,09 0,086
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ENSG00000225663 MCRIP1 0.614 0,049 ENSG00000204301 NOTCH4 0.954 0,015
ENSG00000172366 MCRIP2 0.769 0,031 ENSG00000113580 NR3C1 -0.789 0,000
ENSG00000139780 METTL21C -1,33 0,047 ENSG00000185189 NRBP2 0.809 0,034
ENSG00000174197 MGA -0.966 0,018 ENSG00000169752 NRG4 0.633 0,078
ENSG00000155545 MIER3 -0.719 0,016 ENSG00000180530 NRIP1 -0.915 0,044
ENSG00000008382 MPND 0.882 0,026 ENSG00000074527 NTN4 0.986 0,032
ENSG00000072415 MPP5 -0.634 0,011 ENSG00000074590 NUAK1 -0.730 0,068
ENSG00000185608 MRPL40 0.624 0,006 ENSG00000167799 NUDT8 0.779 0,046
ENSG00000176046 NUPR1 0.674 0,040 ENSG00000108961 RANGRF 0.869 0,020
ENSG00000122126 OCRL -0.676 0,010 ENSG00000079337 RAPGEF3 0.946 0,018
ENSG00000006025 OSBPL7 0.849 0,026 ENSGO00000153179 RASSF3 -0.794 0,092
ENSG00000164164 OTUD4 -0.673 0,000 ENSG00000076067 RBMS2 0.636 0,038
ENSG00000204237 OXLD1 0.814 0,025 ENSG00000157110 RBPMS 0.606 0,049
ENSG00000172939 OXSR1 -0.611 0,010 ENSG00000162944 RFTN2 -0.714 0,044
ENSG00000100266 PACSIN2 0.645 0,067 ENSG00000102760 RGCC 1,14 0,026
ENSG00000107719 PALD1 1,07 0,046 ENSG00000164327 RICTOR -0.771 0,073
ENSG00000041880 PARP3 1,47 0,010 ENSGO00000137275 RIPK1 0.620 0,060
ENSG00000258429 PDF 0.602 0,093 ENSGO00000153561 RMNDSA -0.645 0,006
ENSG00000115425 PECR 0.620 0,074 ENSG00000163961 RNF168 -0.690 0,031
ENSG00000179094 PER1 0.972 0,031 ENSG00000158286 RNF207 1,23 0,011
ENSG00000173889 PHC3 -0.846 0,009 ENSG00000160678 S100A1 1,06 0,080
ENSG00000115020 PIKFYVE -0.713 0,017 ENSG00000139697 SBNO1 -0.702 0,008
ENSG00000198961 PJA2 -0.725 0,031 ENSG00000175356 SCUBE2 0.663 0,045
ENSG00000160447 PKN3 0.680 0,097 ENSG00000113615 SEC24A -0.760 0,063
ENSG00000165495 PKNOX2 -0.905 0,075 ENSG00000138593 SECISBP2L -0.810 4,3x10°
ENSG00000187091 PLCD1 0.789 0,009 ENSG00000198832 SELENOM 0.900 0,031
ENSG00000138193 PLCE1 -0.871 0,052 ENSGO00000075223 SEMA3C -1,04 4,3x10°
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ENSG00000122008 POLK -0.636 0,088 ENSG00000149257 SERPINH1 0.602 0,044
ENSG00000133110 POSTN 0.991 0,089 ENSG00000149212 SESN3 -0.937 0,000
ENSG00000166387 PPFIBP2 -0.741 0,055 ENSG00000095370 SH2D3C 1,22 0,017
ENSG00000158528 PPP1R9A -0.691 0,003 ENSG00000147010 SH3KBP1 0.859 0,076
ENSG00000162409 PRKAA2 -0.659 0,001 ENSG00000142082 SIRT3 0.664 0,025
ENSG00000188191 PRKAR1B 0.875 0,031 ENSG00000100625 SIX4 -0.678 0,095
ENSG00000068878 PSME4 -0.679 0,027 ENSG00000113504 SLC12A7 0.732 0,019
ENSG00000070159 PTPN3 -0.820 0,032 ENSG00000112394 SLC16A10 -0.670 0,100
ENSG00000176894 PXMP2 0.908 0,077 ENSG00000134294 SLC38A2 -0.917 0,076
ENSG00000164080 RAD54L2 -0.636 0,073 ENSG00000198689 SLC9A6 -0.609 0,060
ENSG00000119906 SLF2 -0.836 0,003 ENSG00000100815 TRIP11 -0.692 0,057
ENSG00000145147 SLIT2 -0.934 0,093 ENSG00000011105 TSPAN9 -0.641 0,044
ENSG00000113658 SMAD5 -0.785 0,016 ENSG00000184281 TSSC4 0.717 0,039
ENSG00000163029 SMC6 -0.617 0,023 ENSG00000130338 TULP4 -1,40 0,044
ENSG00000176994 SMCRS8 -0.826 0,052 ENSG00000184470 TXNRD2 0.651 0,002
ENSG00000143376 SNX27 -0.602 0,054 ENSGO00000157741 UBN2 -0.781 0,006
ENSG00000143842 SOX13 1,08 0,028 ENSG00000024048 UBR2 -0.608 0,073
ENSG00000203883 SOX18 1,25 0,060 ENSG00000144357 UBR3 -0.718 2,8x107
ENSG00000138600 SPPL2A -0.727 0,000 ENSGO00000136731 UGGT1 -0.740 0,015
ENSG00000010327 STAB1 0.713 0,011 ENSG00000152332 UHMK1 -0.653 0,019
ENSG00000101972 STAG2 -0.853 0,001 ENSG00000184076 UQCR10 0.606 0,035
ENSG00000115145 STAM2 -0.670 0,061 ENSG00000164405 UQCRQ 0.736 0,039
ENSG00000160551 TAOK1 -0.769 0,008 ENSG00000176542 USF3 -0.958 3,8x10%
ENSG00000139546 TARBP2 0.679 0,018 ENSG00000058056 USP13 -0.950 0,017
ENSG00000148737 TCF7L2 -0.791 0,100 ENSG00000103404 USP31 -0.811 0,021
ENSG00000168769 TET2 -0.732 0,017 ENSGO00000135913 USP37 -0.945 0,014
ENSG00000105329 TGFB1 0.815 0,032 ENSG00000124486 USP9X -0.639 9,6x10%
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ENSG00000140682 TGFB1I1 0.916 0,009 ENSG00000164338 UTP15 -0.715 0,032
ENSG00000106799 TGFBR1 -0.728 0,031 ENSG00000175073 VCPIP1 -0.604 0,089
ENSG00000142910 TINAGL1 1,18 0,010 ENSG00000026025 VIM 0.629 0,010
ENSG00000198586 TLK1 -0.690 0,070 ENSG00000160131 VMA21 -0.870 0,031
ENSG00000127419 TMEM175 0.625 0,034 ENSG00000197969 VPS13A -0.603 0,017
ENSG00000131634 TMEM204 0.746 0,076 ENSG00000129003 VPS13C -0.746 0,001
ENSG00000106771 TMEM245 -0.797 0,002 ENSG00000091157 WDR7 -0.620 0,026
ENSG00000109133 TMEM33 -0.863 0,082 ENSG00000101966 XIAP -0.814 0,038
ENSG00000173273 TNKS -0.605 0,005 ENSG00000114127 XRN1 -0.725 0,002
ENSG00000083312 TNPO1 -0.629 0,006 ENSG00000126804 ZBTB1 -0.659 0,026
ENSG00000090905 TNRCG6A -0.704 0,039 ENSG00000181722 ZBTB20 -1,08 0,084
ENSG00000197323 TRIM33 -0.656 0,030 ENSG00000196323 ZBTB44 -0.713 0,015
ENSG00000149289 ZC3H12C -1,21 0,032 ENSG00000131116 ZNF428 0.664 0,086
ENSG00000140836 ZFHX3 -0.687 0,033 ENSG00000168813 ZNF507 -0.746 0,081
ENSG00000005889 ZFX -0.693 0,011 ENSG00000168916 ZNF608 -0.619 0,060
ENSG00000198315 ZKSCANS -0.739 0,036 ENSG00000273611 ZNHIT3 0.767 0,082
ENSG00000163848 ZNF148 -0.658 0,073 ENSG00000214941 ZSWIM7 0.677 0,060
ENSG00000096654 ZNF184 -0.778 0,047 ENSG00000162378 ZYG11B -0.621 0,088

cordeiros machos castrados

log2 _ log2 _
Ensembl Gene FoldChange Biotipo Ensembl Gene FoldChange Biotipo
ENSG00000090861| AARS1 0.0212 mRNAs ENSG00000241837 | ATP5PO 0.273 mMRNAs
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ENSG00000077522| ACTN2 -0.043 MRNAs ENSG00000054793 ATPOA -0.361 MRNAs
ENSG00000143537| ADAM15 0.253 MRNAs ENSGO00000156735 BAG4 0.263 MRNAs
ENSG00000239900 ADSL 0.102 MRNAs ENSG00000204463 BAG6 0.075 MRNAs
ENSG00000156709 AIFM1 0.260 MRNASs ENSG00000104267 CA2 0.485 MRNAs
ENSG00000160746| ANO10 -0.182 MRNASs ENSG00000164879 CA3 0.181 MRNAs
ENSG00000177119 ANOG6 -0.176 MRNAS ENSG00000108509 | CAMTAZ2 0.178 TFs
ENSGO00000042753| AP2S1 0.255 MRNAS ENSG00000014216 CAPN1 0.081 MRNAs
ENSG00000142192 APP -0.025 MRNAs ENSG00000174059 CD34 0.237 MRNAs
ENSG00000100325| ASCC2 -0.116 MRNAs ENSG00000105401 CDC37 0.207 MRNAs
ENSG00000162772 ATF3 0.945 TFs ENSG00000079432 Cic -0.046 mMRNAs e TF
ENSG00000167863| ATPS5PD 0.331 MRNAs ENSG00000131730 CKMT2 0.334 MRNAs
ENSG00000163815| CLEC3B 0.509 MRNAs ENSG00000091483 FH 0.343 MRNAs
ENSG00000166855 CLPX -0.300 MRNASs ENSG00000128591 FLNC -0.346 MRNAs
ENSG00000198612| COPSS8 0.138 MRNASs ENSG00000106105 GARS1 0.250 MRNAs
ENSG00000088682 COQ9 0.574 MRNASs ENSG00000116906 GNPAT 0.106 MRNAs
ENSG00000178741| COX5A 0.478 MRNAs ENSGO00000111670 | GNPTAB -0.569 MRNAs
ENSG00000126267 | COX6B1 0.575 MRNAs ENSG00000105220 GPI 0.139 MRNAs
ENSG00000095321 CRAT -0.029 MRNAs ENSG00000167701 GPT 0.600 MRNAs
ENSG00000121671 CRY2 -0.003 MRNAs ENSG00000125388 GRKA4 0.289 MRNAs
ENSG00000109846| CRYAB 0.007 MRNAs ENSG00000104812 GYS1 -0.019 MRNAs
ENSG00000141551 | CSNK1D 0.047 MRNAs ENSG00000105323 | HNRNPUL1 -0.033 MRNAs
ENSGO00000159692| CTBP1 0.279 MRNAs ENSG00000170606 HSPA4 -0.303 MRNAs
ENSG00000164733 CTSB 0.005 MRNAs ENSG00000106211 HSPB1 -0.073 MRNASs
ENSG00000112514 CUTA 0.209 MRNAS ENSG00000067704 IARS2 -0.004 MRNAs
ENSG00000083799 CYLD -0.285 MRNAS ENSG00000141753 IGFBP4 -0.040 MRNAs
ENSG00000145358 | DDIT4L 0.101 MRNAs ENSG00000164941 INTS8 -0.535 MRNAs
ENSG00000108654 DDX5 0.299 MRNAs ENSGO00000170871 | KIAA0232 -0.366 MRNAs
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ENSG00000184544| DHRS7C 0.326 MRNAs | ENSG00000157119 | KLHL40 0.284 MRNAS
ENSG00000140403| DNAJA4 0135 mRNAs | ENSG00000087299 | L2HGDH 20.086 mRNAS
ENSG00000162616| DNAJB4 0.209 mRNAs | ENSG00000102910 | LONP2 0.074 MRNAS
ENSG00000137094| DNAJBS5 0.245 MRNAs | ENSG00000175556 | LONRF3 0.027 mRNAS
ENSG00000168259| DNAJC? 0.230 mMRNAs | ENSG00000175445 | LPL 0.513 MRNAS
ENSG00000148730 | EIFAEBP2 :0.476 mRNAs | ENSG00000204178 | MACO1 -0.291 MRNAS
ENSG00000100664|  EIF5 0273 mRNAs | ENSG00000178573 |  MAF 0.040 mRNAs e TF
ENSG00000106991 | ENG 0.254 MRNAs | ENSG00000196547 | MAN2A2 -0.151 MRNAS
ENSG00000143819 | EPHX1 0.012 mMRNAs | ENSG00000085511 | MAP3K4 20.002 MRNAS
ENSG00000089248| ERP29 0.259 mRNAs | ENSG00000069020 | MAST4 0.029 mRNAS
ENSG00000138640 | FAM13A 0.236 mRNAs | ENSG00000146701 | MDH2 0.534 mRNAS
ENSG00000118246 | FASTKD2 0.025 mRNAs | ENSG00000165487 | MICU2 0.111 mRNAS
ENSG00000174099| MSRB3 10.036 mRNAs | ENSG00000184207 | PGP 0.422 MRNAS
ENSG00000164976 | MYORG 20.247 MRNAs | ENSG00000006576 | PHTF2 0471 MRNAS
ENSG00000184752 | NDUFA12 0.455 mMRNAs | ENSG00000198961 |  PJA2 0.725 MRNAS
ENSG00000128609 | NDUFAS 0.399 mRNAs | ENSG00000160539 | PLPP7 0.107 mRNAS
ENSG00000267855 | NDUFA? 0.676 mRNAs | ENSG00000146278 | PNRC1 -0.449 MRNAS
ENSG00000119013| NDUFB3 0.520 mMRNAs | ENSG00000255529 | POLR2M 0.111 MRNAS
ENSG00000023228 | NDUFS1 0.056 mMRNAs | ENSG00000138032 | PPM1B -0.434 MRNAS
ENSG00000168653| NDUFS5 0.538 mRNAs | ENSG00000154415 | PPPIR3A | -0.370 mRNAS
ENSG00000145494 | NDUFS6 0.592 mRNAs | ENSG00000205155 | PSENEN 0.158 mRNAS
ENSG00000160194| NDUFV3 0.459 mRNAs | ENSG00000100567 | PSMA3 0.007 MRNAS
ENSG00000101158| NELFCD 0.182 mMRNAs | ENSG00000161057 | PSMC2 0.002 MRNAS
ENSG00000131196 | NFATC1 -0.363 mR?‘?S © | ENSG00000125818 | PSMF1 0.321 mRNAS
ENSG00000116044| NFE2L2 -0.280 TFs | ENSG00000174915 | PTDSS2 0.192 mRNAS
ENSG00000151092| NGLY1 -0.002 mRNAs | ENSG00000179950 | PUF60 0.121 mRNAS
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ENSG00000225921 NOL7 0.174 MRNAs ENSG00000172053 QARS1 0.128 MRNAs
ENSG00000074181| NOTCH3 0.105 MRNAs ENSG00000174903 RAB1B 0.091 MRNAs
ENSG00000197893 NRAP -0.306 MRNAs ENSG00000118873 | RAB3GAP2 -0.418 MRNAs
ENSG00000115216| NRBP1 -0.014 MRNASs ENSG00000075785 RAB7A 0.059 MRNAs
ENSG00000272325| NUDT3 -0.002 MRNASs ENSG00000136144 | RCBTB1 0.402 MRNAs
ENSG00000104904 OAZ1 0.181 MRNAS ENSG00000106615 RHEB -0.057 MRNAs
ENSG00000105953 OGDH 0.126 MRNAS ENSG00000134318 ROCK2 -0.175 MRNAs
ENSG00000145730 PAM 0.127 MRNAs ENSG00000161970 RPL26 0.160 MRNAs
ENSG00000132570| PCBD2 0.280 MRNAs ENSG00000131469 RPL27 0.255 MRNAs
ENSG00000165494| PCF11 -0.604 MRNAs ENSG00000118181 RPS25 0.161 MRNAs
ENSG00000168291 PDHB 0.347 MRNAs ENSG00000167325 RRM1 -0.194 MRNAs
ENSG00000113068| PFDN1 0.190 MRNAs ENSG00000186350 RXRA -0.098 mMRNAs e TF
ENSG00000164708| PGAM2 0.422 MRNASs ENSG00000196218 RYR1 -0.344 MRNAs
ENSG00000126461| SCAF1 0.167 MRNASs ENSG00000182095 | TNRC18 -0.094 MRNAs
ENSG00000187764 | SEMA4D 0.293 MRNASs ENSG00000147573 TRIM55 0.272 MRNAs
ENSG00000116560 SFPQ -0.039 TFs ENSGO00000178952 TUFM 0.401 MRNAs
ENSGO00000151729 | SLC25A4 0.391 MRNAs ENSG00000063244 U2AF2 0.212 MRNAs
ENSG00000181856 | SLC2A4 -0.067 MRNAs ENSG00000137073 UBAP2 0.017 MRNAs
ENSG00000170365| SMAD1 -0.062 mR.Il\_ll':As € | ENSG00000138629 UBL7 0.385 MRNAs
ENSG00000028528 SNX1 -0.061 MRNAs ENSG00000127481 UBR4 -0.175 MRNAs
ENSG00000008294 | SPAG9 -0.411 MRNAS ENSG00000156467 UQCRB 0.402 MRNASs
ENSG00000263465| SRSF8 -0.046 MRNAS ENSG00000173660 UQCRH 0.576 MRNASs
ENSGO00000115415| STAT1 -0.412 mR.Il\_I?S € | ENSG00000048028 USP28 -0.290 MRNAs
ENSG00000163541| SUCLG1 0.463 MRNAs ENSGO00000115464 USP34 -0.416 MRNAs
ENSGO00000125755| SYMPK 0.064 MRNAs ENSG00000160948 VPS28 0.411 MRNASs
ENSG00000131652| THOCG6 0.300 MRNAs ENSG00000069329 VPS35 -0.331 MRNAs
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ENSG00000137076 TLN1 -0.155 MRNAs ENSG00000124535 | WRNIP1 0.223 MRNAs
ENSG00000178307 | TMEM11 0.165 MRNAs ENSG00000130227 XPO7 -0.324 MRNAs
ENSG00000174695 | TMEM167A 0.264 MRNAs ENSG00000108953 YWHAE -0.102 MRNAs
ENSG00000137216 | TMEM63B -0.189 MRNASs ENSG00000136247 | ZDHHCA4 0.243 MRNAs
ENSGO00000177728 | TMEM94 0.077 MRNASs ENSG00000153786 | ZDHHC7 0.101 MRNAs
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CAPITULO 4 — Consideragcdes finais

O delineamento deste estudo foi pensado e projetado para elucidar os efeitos obtidos no
estudo anterior, amplamente citado neste trabalho (Pereira Junior, 2019), a exemplo principal
do efeito sobre a maciez e gordura intramuscular da carne dos cordeiros. Neste estudo anterior,
0s animais entraram em confinamento mais leves, ou seja, mais cedo e por consequéncia
demoraram mais tempo para atingir o peso de abate estabelecido pelo grupo de pesquisa (35 kg
PC), que por sua vez esta relacionado a limitagdo da movimentacdo dos animais dentro das
baias de confinamento. Sendo assim, os animais tiveram um tempo maior de exposi¢ao ao
melaco de soja, que pode ou ndo ter sido a razdo para este estudo ndo ter obtido 0 mesmo
resultado.

Outro ponto seria quanto a categoria sexual, por razbes de escolha foi determinado
machos inteiros e machos castrados, porém poderia perfeitamente ter sido realizado com
borregas, fémeas possuem maturacdo sexual mais precoce e por consequéncia iniciam também
0 acabamento de carcaga mais cedo, sem a necessidade de recuperacgdo pos cirurgia para o inicio
do experimento. O que proporcionaria mais dias de cocho e exposi¢do ao potencial efeito do
subproduto.

No atual estudo, tivemos limitacdo de méo de obra no momento de abate, por ocorréncia
da pandemia, impedindo uma possivel coleta de gordura visceral para avaliacdo e assim se obter
mais informacdes quanto ao efeito lipogénico do MSO. Um possivel adicional também seria a
analise do perfil de expressdo génica do tecido hepatico, local que demonstraria com exatidao
as diferencas metabdlicas que ha entre o amido e os carboidratos sollveis do melaco de soja.
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