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Iii
DESEMPENHO, CARATERISTICAS DE CARCACA, QUALIDADE DA CARNE E

PROTEOMICA DO MUSCULO DE NOVILHOS F1 ANGUS-NELORE
SUPLEMENTADOS EM CREEP FEEDING E CONFINADOS APOS O DESMAME

RESUMO - Nosso objetivo foi investigar o efeito da suplementacdo em creep
feeding sob o desempenho, caracteristicas de carcaca, qualidade da carne e perfil
protedbmica do musculo Longissimus thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore
confinados apos o desmame. Quarenta e cinco bezerros F1 Angus-Nelore, meio
irmaos foram suplementados ou ndo em creep feeding por 172 dias, desmamados
e confinados com uma mesma dieta por 200 dias. Diferencas foram consideradas
significativas se P<0.05. A suplementacdo em creep feeding aumentou o ganho
médio diario (0,97 vs. 1,05 kg; P<0,0001) e o peso corporal a desmama (227 vs.
243 kg; P<0,0002) em comparagdo aos animais nao suplementados. Os animais
oriundos de creep feeding ganharam mais peso na aclimatacao (1,4 vs. 9,9 kg;
P<0,0003). O consumo de matéria seca e o ganho médio diario ndo diferiram, mas
0 peso corporal final dos animais de creep feeding foi superior (484 vs. 499 kg;
P<0,0339). As eficiéncias alimentar e biologica do grupo controle foram melhores e
0s animais do grupo creep feeding precisaram ingerir 15.33 kg de matéria seca
adicional para produzir 15 kg de carcaca. Essa diferenca no confinamento foi de
R$73.51 e equivale a 3% de aumento no custo na terminacdo. A espessura de
gordura subcutanea (10,6 vs. 12,5 mm; P<0,0076) e o teor de gordura intramuscular
(4,9% vs. 5,8%; P<0,0087) no musculo Longissimus thoracis foram maiores em
animais de creep feeding comparados aos nao suplementados. Novilhos do grupo
creep feeding tiveram maiores teores de 4cidos graxos saturados, insaturados e
monoinsaturados. A forca de cisalhamento, pH, variaveis da cor a*, b*, C* e h* ndo
diferiram entre 0s grupos experimentais. A carne maturada aos 14 dias foi em média
0,93 kgf menos forca de cisalhamento comparada a maturacéo de 7 dias (4,3 vs.
3,4 kgf; P<0,0001). O valor de L* foi maior no grupo creep feeding devido a maior
presenca de gordura (37,8 vs. 36,5; P<0,0036). Enzimas importantes relacionadas
a maciez, como actina alfa 1, musculo esquelético (ACTAL), Miosina de cadeia leve
1 (MYL1), Beta enolase (ENO3) e Creatina kinase tipo M (CKM) diferencialmente
expressas em ambos 0s grupos. Algumas outras foram diferencialmente
abundantes no grupo creep feeding Alfa enolase (ENO1), Troponina T rapida do
musculo esquelético (TNNT3), Fosfoglicomutase 1 (PGM1) ou no creep feeding
Malato desidrogenase 1 (MDH1), Miosina de cadeia leve 3 (MYL3), Troponina T
lenta do musculo esquelético (TNNT1). A utilizacdo do sistema de creep feeding
aumenta o peso a desmama e nao afeta o ganho médio diario na terminacéo, no
entanto reduz o ganho de carcaca e a eficiéncia apds 200 dias de confinamento. O
creep feeding aumenta a gordura subcutanea e intramuscular, afeta a abundancia
de proteinas musculares e glicoliticas, mas essas alteracbes ndo sao suficientes
para impactar a maciez da carne.

Palavras-chave: creep feeding, gordura intramuscular, protedbmica, qualidade de
carne, Longissimus thoracis



iv
PERFORMANCE, CARCASS CHARACTERISTICS, MEAT QUALITY AND

MUSCLE PROTEOMICS IN F1 ANGUS-NELORE BOVINE SUPPLEMENTED IN
CREEP FEEDING AND FEEDLOT FINISHED AFTER WEANNING

ABSTRACT - Our objective was to investigate the effect of creep feeding
supplementation on performance, carcass characteristics, meat quality and
proteomic profile of the Longissimus thoracis muscle of F1 Angus-Nelore steers in
feedlot finished after weaning. Forty-five F1 Angus-Nelore calves, half siblings,
were supplemented or not in creep feeding for 172 days, weaned and confined on
the same diet for 200 days. Differences were considered significant if P<0.05.
Creep feeding supplementation increased average daily gain (0.97 vs. 1.05 kg;
P<0.0001) and body weight at weaning (227 vs. 243 kg; P<0.0002) compared to
animals not supplemented. Animals from creep feeding gained more weight during
acclimatization (1.4 vs. 9.9 kg; P<0.0003). Dry matter intake and average daily
gain did not differ, but the final body weight of creep feeding animals was higher
(484 vs. 499 kg; P<0.0339). The feed and biological efficiencies of the control
group were better and the animals in the creep feeding group needed to ingest
15.33 kg of additional dry matter to produce 15 kg of carcass. This difference in
confinement was R$73.51 and is equivalent to a 3% increase in finishing costs.
Subcutaneous fat thickness (10.6 vs. 12.5 mm; P<0.0076) and intramuscular fat
content (4.9% vs. 5.8%; P<0.0087) in the Longissimus thoracis muscle were higher
in creep feeding animals compared to those not supplemented. Steers from the
creep feeding group had higher levels of saturated, unsaturated and
monounsaturated fatty acids. The shear force, pH, color variables a*, b*, C* and
h* did not differ between the experimental groups. Meat aged at 14 days had an
average of 0.93 kgf less shear force compared to that aged for 7 days (4.3 vs. 3.4
kgf; P<0.0001). The L* value was higher in the creep feeding group due to the
greater presence of fat (37.8 vs. 36.5; P<0.0036). Important enzymes related to
softness, such as actin alpha 1, skeletal muscle (ACTAL), Myosin light chain 1
(MYL1), Beta enolase (ENO3) and Creatine kinase type M (CKM) differentially
expressed in both groups. Some others were differentially abundant in the creep
feeding group Alpha enolase (ENO1), Fast skeletal muscle Troponin T (TNNT3),
Phosphoglycomutase 1 (PGM1) or in the creep feeding Malate dehydrogenase 1
(MDH1), Myosin light chain 3 (MYL3), Skeletal muscle slow troponin T (TNNT1).
The use of the creep feeding system increases weaning weight and does not affect
the average daily gain at finishing, however it reduces carcass gain and efficiency
after 200 days of confinement. Creep feeding increases subcutaneous and
intramuscular fat, affects the abundance of muscle and glycolytic proteins, but
these changes are not enough to impact the tenderness of the meat.

Key words: creep feeding, intramuscular fat, proteomics, meat quality,
Longissimus thoracis



1.1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

2.1Introducéao

7

A qualidade da carne € afetada pelos mecanismos bioquimicos e
metabdlicos que ocorrem durante a transformacdo do musculo em carne. Esses
incluem principalmente reducdo do pH, degradacdo de proteinas miofibrilares,
oxidacao e modificacdo pés-traducao de proteinas (Huang et al., 2020). A gordura
intramuscular € uma caracteristica importante pois influencia os atributos de
qualidade e palatabilidade da carne bovina (Park et al., 2018). Contudo, apenas
uma pequena parcela das carcagcas bovinas exibe um grau de gordura
intramuscular elevado (Moore et al., 2012).

O custo de deposicéo elevado e o baixo valor comercial especialmente da
gordura visceral estimulou a selegdo de animais com maior desenvolvimento de
massa muscular (Wang et al., 2016), e uma alta relacdo entre tecido
magro/gorduroso implica na reducado da deposicéo da gordura intramuscular (Du et
al., 2013). Embora o aumento do marmoreio seja desejavel na carne, o acumulo de
gordura visceral € um desperdicio. No entanto, os métodos utilizados atualmente
para aumentar a gordura intramuscular séo limitados ao aumento geral da gordura
corporal (Wang et al., 2016; Park et al., 2018). Portanto, estratégias que aumentem
a producdo de carne marmorizada, sem aumentar ou mesmo que reduzam a
deposicao de gordura ndo comestivel sdo necessarias.

A gordura de marmoreio pode ser incrementada tanto pela hiperplasia
guanto pela hipertrofia dos adipdcitos, das quais a hiperplasia € especialmente
importante porque esses adipdcitos fornecerdo locais para posterior deposicéo
lipidica (Harris et al., 2018; Li et al., 2020). A formacao dos adipécitos comeca
proximo ao meio da gestacdo em bovinos de corte (Bonnet et al., 2010), primeiro
com adipécitos da gordura visceral seguido por depdsitos de gordura intermuscular,
subcutanea e finalmente intramuscular (Du et al., 2013). A hiperplasia nos
adipdcitos intramusculares ocorre até cerca de 250 dias de idade (Du et al., 2013).

Nesse sentido, o creep feeding € uma estratégia nutricional que pode ser
utilizada como oportunidade para manipular a adipogénese e aumentar
especialmente a deposicdo intramuscular em relacdo aos demais depdsitos de

gordura. Além disso, o ganho de peso continuo desde o periodo de aleitamento até



0 abate é uma caracteristica primordial para o sucesso da producédo de gado de
corte (Lopes et al., 2016) e estudos mostram claramente o efeito positivo do creep
feeding no peso corporal ao desmame (Lopes et al., 2014; Barros et al., 2015;
Carvalho et al., 2019). Além disso, animais com cruzamento com ragas taurinas
(Bos taurus taurus), e que sejam castrados, séo predisponentes a maior deposi¢cao
de gordura intramuscular e maciez na carne. Portanto, a utilizacdo de animais
cruzados e castrados € uma opc¢ao interessante para melhorar as caracteristicas
de qualidade da carne e modelo experimental.

A abordagem protedmica tem sido amplamente utilizada para caracterizar e
identificar proteinas relacionadas as caracteristicas de qualidade de carne, uma vez
gue as proteinas séo principais constituintes do tecido muscular e que regulam
processos metabdlicos (D’Alessandro et al., 2011; Lana and Zolla, 2016). Estudos
recentes de protedmica e a qualidade da carne avaliaram diferentes caracteristicas
como maciez, marmoreio e capacidade de retencdo de agua (Baldassini et al.,
2015; Poleti et al., 2018; Silva et al., 2019; Gagaoua et al., 2019). No entanto, ndo
existe estudo publicado sobre qualidade da carne de novilhos submetidos a
suplementacdo em creep feeding e terminados em confinamento em sistema de
producao superprecoce com a abordagem protedmica.

Nossa hipétese € que a suplementacdo por meio do creep feeding pode
melhorar o desempenho, caracteristicas de carcaca, maciez da carne, teor de
gordura e perfil de acidos graxos intramuscular da carne de novilhos terminados
em confinamento apds o desmame. Diante disso, objetivou-se investigar o efeito
da suplementacdo em creep feeding sob o desempenho, caracteristicas de
carcaca, caracteristicas fisicas e quimicas da carne e perfil de acidos graxos
intramuscular, e explorar por meio da protedbmica os processos moleculares que
regulam a maciez e marmoreio da carne de novilhos F1 Angus-Nelore terminados

em confinamento apds o desmame.

Creep feeding
O sucesso dos sistemas de producéo de bovinos de corte esta diretamente

relacionado a intensificagdo e melhora do desempenho produtivo das diferentes



fases da operacdo pecudria. A cria compreende o periodo entre a estacéo
reprodutiva e a desmama, que pode ocorrer no periodo de seis a oito meses, e €
responsavel por fornecer animais para as demais fases da cadeia da carne. Essa
fase desperta o interesse de produtores e pesquisadores pois € uma oportunidade
de inserir estratégias nutricionais e obter um maior peso ao desmame (Lopes et al.,
2017; Moriel et al., 2017). Além disso, desmamar bezerros com maior peso corporal
(PC) pode reduzir o tempo de recria e possibilita abater ou acasalar animais mais
jovens (Paulino et. al. 2012).

Uma das estratégias utilizadas para aumentar o peso ao desmame é
fornecer nutrientes exclusivamente aos bezerros sem a necessidade de separa-los
de suas maes, através de uma técnica tradicionalmente conhecida como creep
feeding (Bray, 1934; Moriel et al., 2017). O leite é uma fonte alimentar importante,
no entanto, apos o terceiro més de idade a exigéncia nutricional aumenta enquanto
a producéo de leite reduz e se torna incapaz de sustentar o crescimento pleno dos
bezerros (Tarr et al., 1994; Fonseca et al., 2012; Costa e Silva et al., 2015). Além
disso, a variagdo da producdo e qualidade da forragem durante o ano € uma
caracteristica das pastagens tropicais e impede a maxima desempenho e
aproveitamento do potencial genético (Lardy and Maddock, 2007; Detmann et al.,
2014). Nesse sentido, a utilizacédo de creep feeding é uma alternativa para suprir o

déficit de nutrientes dos bezerros durante a fase de aleitamento.

O creep-feeding ndo reduz o consumo de leite (Valente et al., 2012; Carvalho
et al., 2019) e também nao interfere no desempenho das vacas (Aguiar et al., 2015;
Carvalho et al., 2019). O aumento dos niveis de suplementag&o diminui o0 consumo
de forragem (Almeida et al., 2018) e o tempo de pastejo (Lopes et al., 2017; Martins
et al., 2017) enquanto o consumo total da matéria seca (MS) aumenta (Lardy and
Maddock, 2007). Efeitos negativos na digestdo da fibra de forragens tropicais
podem ocorrer quando bezerros ingerem grandes quantidades de concentrado ou
consomem suplementos com baixo teor de proteina ou alto teor de carboidratos
(Lopes et al.,, 2017; Valente et al.,, 2014). No entanto, had acréscimo na
digestibilidade da MS e, portanto, na ingestéo total de nutrientes digestiveis com
subsequente melhora no desempenho dos bezerros (Carvalho et al., 2019).

Através de metanalise, (Carvalho et al., 2019) descobriram que na raca
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nelore a resposta ao creep feeding € influenciada pelo sexo do bezerro. Eles



também estimaram que a maximizacdo do ganho de peso suplementar ocorre
guando os machos sao alimentados na quantidade de 7,6g/kg PC contendo 225g
PB/kg MS (0.2kg/dia), e fémeas na quantidade de 5,5g/kg PC contendo 224g PB
/kg MS (0.1kg/dia) (Carvalho et al., 2019). Se essas respostas maximas fossem
obtidas durante 150 dias de suplementacdo, o ganho de peso adicional ao
desmame poderia ser de 30 kg para machos e 15 kg para fémeas em comparacao

a animais nao suplementados.

Alguns beneficios adicionais do creep feeding sdo o aumento da imunidade
e menor estresse ao desmame (Souza et al., 2007; Lynch et al., 2012; Moriel and
Arthington, 2013; Campistol et al., 2016). O desmame € um periodo delicado e é
um grande desafio para o bezerro, marcado pela privacdo da mae (Pérez et al.,
2017), mudancas na alimentacdo e no ambiente, além de maior contato com
humanos e maior frequéncia de manejo (Lynch et al., 2019). Dessa forma, a
suplementacdo em creep feeding pode auxiliar na reducédo da dependéncia social
da mée e produzir uma experiencia alimentar prévia que favoreca a aclimatacdo ao
confinamento (Lardy and Maddock, 2007) em comparagcdo a bezerros néo

suplementados.

Efeitos da alimentacdo na fase de cria

Fendmenos bioldégicos que ocorrem no inicio da vida em resposta a
experiéncias nutricionais podem causar efeitos permanentes no individuo
(Waterland and Garza, 1999). Portanto, € possivel associar estratégias nutricionais
gue aumentem o desempenho no inicio da vida dos animais a uma melhora de
parametros produtivos na fase adulta. Identificar e adotar essas estratégias pode
otimizar 0s recursos nutricionais e aumentar a lucratividade dos produtores.

Em fémeas, o fornecimento precoce de concentrado na dieta acelera a
maturacao do eixo reprodutivo (Kelly et al., 2020). Estudos com desmama precoce
mostraram que € possivel reduzir a idade a puberdade de novilhas ao fornecer
dietas ricas em concentrado em comparacao com animais mantidos com dietas a
base de forragem (Cardoso et al., 2014; Moriel et al.,, 2014b). No entanto, o
fornecimento de suplemento via creep feeding ndo afetou a idade a puberdade de
novilhas apesar de induzir alteracdes em variaveis fisiologicas e bioguimicas (Reis
et al., 2015).



Para animais de corte, no estudo de Shike et al. (2007) tanto o desmame
precoce quanto o creep feeding resultaram em maior ganho de peso, maior peso
de carcaca quente, e melhor retorno econémico com as carcacas do que O
desmame convencional. Entretanto, Lancaster et al. (2007) observaram em dois
anos de avaliagéo, que bezerros suplementados em creep feeding tiveram maior
espessura de gordura subcutédnea, peso e rendimento de carcaca e em
comparacao com bezerros nédo suplementados no primeiro ano, mas nao no
segundo.

O fornecimento de uma dieta com alto nivel de amido para novilhos de corte
entre 100 e 205 dias de idade aumentou 0 peso da carcaca e 0 escore de
marmoreio em comparacdo com novilhos alimentados com forragem desmamados
aos 205 dias de idade (Scheffler et al., 2014). A suplementacao com fontes lipidicas
em animais desmamados precocemente aumentou o0 teor de marmoreio
independentemente do efeito no didametro dos adipdcitos (Mangrum et al., 2016;
Tipton et al., 2020). No entanto, apesar de regular positivamente a expressao de
MRNA de genes adipogénicos, fornecer esse tipo de suplemento via creep-feeding
nao foi capaz de alterar as caracteristicas de carne e de carcaca (Schubach et al.,
2019).

A exposicao precoce a dietas com alto teor de energia induz a diferenciacéo
de adipdcitos através da expressao elevada do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma y (PPAR-y) (Graugnard et al., 2010; Moriel et al., 2014a; Schubach et
al., 2019). PPAR-y desempenha um papel fundamental na adipogénese do tecido
adiposo intramuscular pois é necessario para a ativacdo de muitos genes do
metabolismo lipidico (Lim et al., 2011; Ladeira et al., 2016; Nguyen et al., 2021).

Em bovinos, os adipdcitos intramusculares sofrem hiperplasia desde o final
da gestacéo até cerca de 250 dias de idade para passar pela hipertrofia na fase de
terminacdo (Figura 1). Este estagio de proliferacdo ativa de adipdcitos
intramusculares é considerado uma importante oportunidade de aumentar o
marmoreio da carne (Du et al., 2010, 2017). A variagdo cronoldgica na adipogénese
cria uma oportunidade de incrementar a gordura intramuscular sem que haja
aumento no acumulo geral de gordura, o que € chamado de “janela de marmoreio”
(Du et al., 2013).
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de adipdcitos intramusculares adipdcitos intramusculares
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Hiperplasia da fibra muscular - Hiperplasia do adipécito Hipertrofia do adipécito -

Figura 1: Linhas do tempo para o desenvolvimento do musculo esquelético e tecido
adiposo em bovinos de corte. Os tempos de hiperplasia e hipertrofia das fibras
musculares e hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos sdo aproximados. Fonte: Du
et al (2017).

O sucesso da estratégia e, consequentemente, os efeitos no
desenvolvimento pos-desmame sdo dependentes da duracéo e da intensidade do
periodo de manipulacdo (Reis et al., 2015). A inconsisténcia nas respostas
observadas ao longo da vida, principalmente sob a qualidade da carcaca, atribuidas
ao fornecimento de creep feeding podem estar associadas a grande variabilidade
no manejo pés-desmame, composi¢cdo dos suplementos e consumo de nutrientes
entre os experimentos (Harvey et al., 2021).

Outro fator importante é que ha uma reducéo na plasticidade a medida que
0s animais envelhecem, portanto, a ingestdo de nutrientes no inicio da vida é
essencial (Lucas, 1998). Além disso, a intensidade das respostas ao estresse do
desmame € maior em bezerros mais jovens (Teixeira et al., 2021) e praticas como
a desmama precoce podem futuramente causar um efeito negativo na percepcao
da sociedade em relacéo a atividade pecuéria. Portanto, o creep feeding pode ser
uma ferramenta interessante para melhorar o desempenho e aumentar o

marmoreio da carne em bovinos de corte.

Caracteristicas de carcaca e qualidade de carne
A qualidade da carne envolve um conjunto de atributos identificados pelo
consumidor durante a compra e 0 consumo, que determina o grau de satisfacdo

com o produto (Matarneh et al., 2021). Sistema de alimentacdo, dieta, grupo



genético, classe sexual, idade do animal, além do préprio musculo sao alguns dos
fatores que interferem nas caracteristicas de qualidade da carne e da carcaca
(Miguel et al., 2014; Canto et al., 2016; Salim et al., 2022; Santiago et al., 2023Db).

Os consumidores associam a coloracdo da carne in natura ao frescor,
salubridade e qualidade alimentar, e por esse motivo a cor € o atributo que mais
influencia as decisdes de compra da carne (Hughes et al., 2020; Matarneh et al.,
2021; Suman et al., 2014). Estima-se que aproximadamente 2.55% da carne bovina
€ descartada devido a problemas com a cor, e que apenas a industria de carne
bovina dos Estados Unidos perde cerca de US$ 3,73 bilhdes anualmente
(Ramanathan et al., 2022). A cor da carne é determinada pelas contribuicbes
cromaticas (derivadas do pigmento), e acromaticas (relacionadas a estrutura do
musculo). Concentracdo e oxidacdo da mioglobina s&o centrais para as
contribuicdes cromaticas, enquanto que as estruturas miofibrilares determinam as
propriedades acromaticas (Hughes et al., 2019; Jacob, 2020).

A coloracdo da carne € mais afetada pelo sistema de terminagéao do que por
estratégias anteriores a esse periodo (Silva et al., 2017; Torrecilhas et al., 2021).
Em geral, bovinos terminados em sistemas de confinamento produzem carne com
coloracdo vermelha mais viva do que os animais terminados em sistemas baseados
em forragem independentemente da estratégia nutricional anterior (Wicks et al.,
2019; Apaoblaza et al., 2020).

Através de um estudo utilizando regressdo multivariada Gagaoua et al.,
(2018) identificaram que idade, peso ao abate, pH 24h ap6s o abate, grau de
conformacao e de gordura afetam as caracteristicas de cor da carne bovina. Com
0 aumento da idade e do peso ao abate a luminosidade (L*) reduz enquanto a
vermelhiddo (a*), amarelidao (b*) e croma (C*) aumentam. Em oposi¢cdo, um
aumento na conformagdo muscular estd associado a uma diminuicdo em a*, b* e
C* e acréscimo em L*.

O aumento no escore de gordura esta associado a um forte aumento de a*,
b*, C* e L*. A medida que o pH24h aumenta, a* e C* diminuem enquanto nenhum
impacto ocorre em L* e b*. A matiz (h*) diminui em animais mais velhos e aumenta
com pH24h mais elevados, mas ndo sofre influéncia das demais variaveis. De
forma geral, animais com alto grau de musculosidade apresentam carne mais clara,

enquanto maior peso de abate resulta em carne mais escura.



A maciez da carne é uma caracteristica importante de qualidade que esta
diretamente associado a satisfacdo, repeticdo da compra e a disposi¢cao a pagar
precos mais elevados (Warner et al., 2021, 2022). Tecido conjuntivo, integridade
miofibrilar, comprimento do sarcdmero, gordura intramuscular e desnaturacdo de
proteinas durante o cozimento sdo 0s principais componentes que determinam a
maior parte das variagbes na maciez da carne (Warner et al., 2021, 2022). O
amaciamento da carne esta fortemente relacionado a ruptura das estruturas
musculares pela quebra de proteinas miofibrilares (Lomiwes et al., 2014; Gagaoua
et al., 2019).

A raca e o gendtipo determinam o potencial de um animal produzir carne
macia (Whipple et al., 1990; Wright et al., 2018), e a interacdo da genética com 0
ambiente e manejo ante e post mortem determinara a maciez final (Mueller et al.,
2019; Baldassini et al.,, 2023; Santiago et al., 2023b). Embora varios fatores
influenciem a maciez da carne, um determinante primario é o sistema calpaina.
Resumidamente, as calpainas sdo as proteases que iniciam a protedlise, enquanto
a calpastatina € o inibidor enddgeno especifico da calpaina e pode inibir a atividade
proteolitica (Bhat et al., 2018).

Animais Bos taurus indicus tém maior atividade da calpastatina quando
comparados a Bos taurus taurus e, essa atividade aumentada em zebuinos diminui
a protedlise post-mortem, o que afeta negativamente a maciez (Whipple et al.,
1990; Wright et al., 2018). Uma alternativa para minimizar esse efeito e tornar a
carne mais macia € utilizar o cruzamento entre animais de racas zebuinas e
taurinas (Barcellos et al., 2017; Ferrinho et al., 2021).

A dieta pode influenciar a maciez da carne, porém frequentemente fatores
importantes como idade, taxa de crescimento, peso da carcaga e cobertura de
gordura produzem um efeito de confundimento (Wicks et al., 2019). A dieta e 0
sistema de producdo sdo importantes porque estdo relacionados ao glicogénio
muscular que sera o substrato para a queda de pH. A taxa de crescimento afeta a
renovacdao do colageno intramuscular e a hipertrofia das células musculares, assim,
0 crescimento mais rapido pode aumentar a porcentagem de colageno soltvel com
calor e consequentemente, melhorar a maciez da carne (Purslow et al., 2012).
Aléem disso, a medida que os animais amadurecem, as ligacdes cruzadas

intermoleculares estabilizam a matriz do tecido conjuntivo do musculo e 0 aumento



da estabilidade do colageno esta associado ao aumento da resisténcia (Purslow,
2018).

O peso da carcaca e a gordura de cobertura sao importantes porque
interferem na velocidade de resfriamento da carcaga. Quando as carcagas sao
resfriadas rapidamente, elas podem ser afetadas pelo encurtamento e/ou
endurecimento induzido pelo frio (Savell et al., 2005). Carcacas menores resfriam
mais rapidamente devido a maior area superficial especifica. Além disso, a gordura
de cobertura fornece uma camada de protecao e diminui a velocidade em que a
temperatura reduz (Chardulo et al., 2013).

O teor de gordura intramuscular e o perfil de acidos graxos influenciam os
atributos sensoriais da carne bovina (Stewart et al., 2021; Nguyen et al., 2021).
Genética, classe sexual, nutricdo e manejo sdo o0s principais fatores que
influenciam os niveis de marmoreio em bovinos de corte (Nguyen et al., 2021). A
adipogénese € um processo complexo que inclui duas etapas distintas: o
comprometimento das células-tronco mesenquimais em pré-adipécitos e a
proliferacéo e diferenciagcéo adipogénica (Du et al., 2015).

A lipogénese € o processo fisioldgico de sintese de acidos graxos enddgenos
(Ladeira et al 2016). Para que ocorra a sintese de gordura no tecido adiposo 0s
acidos graxos da dieta ou oriundos da sintese de novo devem ser incorporados ao
tecido adiposo animal. Um importante doador de carbono para a sintese de gordura
intramuscular é a glicose (Smith, 1984). Portanto, € necessario que o consumo de
energia liquida seja elevada e a dieta tenha um perfil propionico e forneca elevadas
guantidades de glicose via gliconeogénese hepatica. Ao contrario, existe uma
relacdo negativa entre a altas propor¢cdes de forragem e o conteudo de gordura
intramuscular (Hwang and Joo, 2017).

A classe sexual € outro fator importante porgue interfere na lipogénese e na
lipdlise (Bong et al., 2012). A castracdo geralmente melhora os niveis de marmoreio
(Moran et al., 2017; Santiago et al., 2023a). Outro importante fator que interfere no
acumulo de gordura intramuscular € o genético. Assim como a maciez, animais
zebuinos tem uma capacidade de deposicdo menor e mais tardia comparada a
taurinos e, principalmente, Wagyu (Shahrai et al., 2021). Além disso, o tamanho
corporal define o peso a maturidade e, portanto 0o momento em que a deposicéo de

gordura se acentua (Owens et al., 1993).



10

Protebmica aplicada a qualidade de carne

As caracteristicas de qualidade de carne como maciez, cor, capacidade de
retencdo de &gua e pH da carne sdo determinados através de métodos
convencionais. Porém, os resultados determinam apenas as caracteristicas no
momento da analise e tampouco ajudam a elucidar os mecanismos que influenciam
a qualidade de carne. Nesse sentido, estudos que identificam os biomarcadores
gue sao componentes celulares de processos biolégicos podem fornecer suporte
cientifico no entendimento da expressao diferencial associada ao fendtipo de uma
caracteristica especifica (Ouali et al., 2013; Picard et al., 2019).

A protedbmica é o estudo realizado para caracterizar o perfil proteico de uma
determinada amostra de forma simultanea, que revela os produtos do material
genético que foi expresso e, posteriormente, traduzido em proteinas (Petracci and
Cavani, 2012). As técnicas adotadas na protedmica utilizam principios como a
eletroforese em gel unidimensional e bidimensional, fundamentada na separacéao
das proteinas pelo seu ponto isoelétrico e peso molecular ou com a utilizacéo de
cromatografia. Ambos os métodos precisam da espectrometria de massas para a
identificacdo do perfil proteico (Hollung et al., 2007; Lippolis and Reinhardt, 2008).
S6 que quando combinada a eletroforese bidimensional, analises computacionais
de imagens e base de dados, tornam-se poderosas ferramentas para identificacdo
e caracterizacdo de proteinas em estudos protedmicos (Baldassini et al., 2015).

A andlise das sequéncias de nucleotideos nem sempre estd diretamente
relacionada aos niveis de proteinas expressas e de sua funcédo biologica, devido as
mudancas durante a poés-traducdo do RNA como a glicosilacdo, fosforilacéo,
acilagdo, ubiquitilagéo, hidroxilagdo e carboxilacdo. Pelos motivos expostos, a
utilizacdo de estudos prote6micos, como ferramenta para avaliacédo das interagdes
entre as proteinas e sua influéncia na composicao final da carne, tornam-se
relevantes contribuicbes para a busca de biomarcadores das caracteristicas de
interesse econdmico na carne (Picard et al., 2015; Huang et al., 2020).

Gagaoua et al. (2019) avaliando bovinos das ragcas Aberdeen Angus,
Limousin e Blond d’Aquitain, identificaram biomarcadores associados a
caracteristica de maciez da carne. As proteinas identificadas foram as cadeias
pesadas de miosina (MyHC-I, MyHC-lla e MyHC-IIx), proteina da doenca de
Parkinson ((DJ-1) (PARK-7)), peroxiredoxina 6 (PRDX6) e p-calpaina (CAPN1)

(Carvalho et al., 2014). No entanto, os autores destacam que a relacdo entre os
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biomarcadores e a maciez da carne depende da temperatura final do cozimento da
carne.

Picard et al. (2019) avaliaram a abundancia relativa de 20 proteinas consideradas
biomarcadores para as caracteristicas de maciez e gordura intramuscular em cinco
diferentes muasculos de vacas e novilhos da raca Maine-Anjou. Os autores
observaram que as vacas comparadas aos novilhos expressaram maior
abundancia de frutose-bi-fosfato aldolase (ALDOA), miosina de cadeia pesada
(MyHC-lIx), malato desidrogenase (MDH1) e heat-shock proteins 20 (HSP20), e
menor abundancia da fosfoglicerato quinase-1 (PGK1), peroxiredoxina (PRDX®6),
triosefosfato isomerase (TPI1) e troponita T (TNNT1), em todos os musculos.
Severino et al. (2022) observaram a expressao das proteinas de transporte (ALVA
e GLNG), metabolismo de carboidratos (ALDOA, GAPDH, PKM, CA3), defesa
celular (HSPABS) e glicogendlise (PYGM e PGM1), que estéo relacionados com a
melhor resposta ao estresse e eficiéncia energética. Neste estudo, a alteracdo na
abundancia dessas proteinas e vias metabdlicas ajudaram a explicar o maior teor
de gordura intramuscular encontrado na carne das novilhas.

Estudos de protedmica combinados com a ciéncia da carne tem avangado nos
altimos vinte anos, e sua contribuicdo para o entendimento dos mecanismos para
a caracteristica de maciez tem sido mais abordados. No entanto, poucos estudos
foram publicados com o objetivo de compreender a deposicdo de gordura
intramuscular em bovinos. Além disso, nao ha estudos com abordagem prote6mica
que investigaram os mecanismos moleculares que regulam a maciez da carne e
deposicdo de tecido adiposo intramuscular em bovinos F1 Angus-Nelore

submetidos em sistemas de creep feeding.
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4.1 CAPITULO 2 - DESEMPENHO E QUALIDADE DE CARNE DE NOVILHOS
F1 ANGUS-NELORE SUPLEMENTADOS OU NAO EM CREEP FEEDING E
CONFINADOS APOS O DESMAME

RESUMO - Nosso objetivo foi investigar o efeito da suplementacao em creep
feeding sob o desempenho, caracteristicas de carcaca, composi¢cdo quimica da
carne de novilhos F1 Angus-Nelore confinados ap6s o desmame. Quarenta e cinco
bezerros F1 Angus-Nelore, meio irméos foram suplementados ou ndo em creep
feeding por 172 dias, desmamados e confinados com uma mesma dieta por 200
dias. Diferencas foram consideradas significativas se P<0.05. A suplementacdo em
creep feeding aumentou o ganho médio diario e o peso corporal a desmama em
17kg. Os animais oriundos de creep feeding ganharam 6 vezes mais peso na
aclimatacdo (1,4 vs. 9,9 kg; P<0,0003). O consumo de matéria seca e o ganho
médio diario nao diferiram, mas o peso corporal final dos animais no creep feeding
foi superior (484 vs. 499 kg; P<0,0339). O ganho diario de carcaca, as eficiéncias
alimentar e biologica do grupo controle foram melhores e os animais do grupo creep
feeding precisaram ingerir 15.3 kg de matéria seca adicional para produzir 15 kg de
carcaca. A espessura de gordura subcutanea (10,6 vs. 12,5 mm; P<0,0076) e o
teor de gordura intramuscular (4,9% vs. 5,8%; P<0,0087) no musculo Longissimus
thoracis foram maiores em animais de creep feeding comparados aos néo
suplementados. Novilhos do grupo creep feeding tiveram maiores teores de acidos
graxos saturados, insaturados e monoinsaturados (P<0,05). A suplementacéo de
bezerros F1 Angus x Nelore em creep feeding favorece a deposicao de gordura
intramuscular e a espessura de gordura subcutadnea durante a terminacdo. Apés
200 dias de confinamento o ganho de peso néo foi afetado, no entanto, reduz a

eficiéncia alimentar e aumenta o custo de producéo.

Palavras-chave: creep feeding, marmoreio, Longissimus thoracis, confinamento,

superprecoce
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CHAPTER 2 - PERFORMANCE AND MEAT QUALITY OF F1 ANGUS-NELORE
CAVERS SUPPLEMENTED OR NOT ON CREEP FEEDING AND FEEDLOT
FINISHED AFTER WEANNING

ABSTRACT - Our objective was to investigate the effect of supplementation
in creep feeding on the performance, carcass characteristics and chemical
composition of the meat of F1 Angus-Nelore steers in feedlot finished after weaning.
Forty-five F1 Angus-Nelore calves, half siblings, were supplemented or not in creep
feeding for 172 days, weaned and confined on the same diet for 200 days.
Differences were considered significant if P<0.05. Creep feeding supplementation
increased average daily gain and weaning body weight by 17kg. Animals from creep
feeding gained 6 times more weight during acclimatization (1.4 vs. 9.9 kg;
P<0.0003). Dry matter intake and average daily gain did not differ, but the final body
weight of animals in creep feeding was higher (484 vs. 499 kg; P<0.0339). The daily
carcass gain, feed and biological efficiencies of the control group were better and
the animals in the creep feeding group needed to ingest 15.3 kg of additional dry
matter to produce 15 kg of carcass. Subcutaneous fat thickness (10.6 vs. 12.5 mm;
P<0.0076) and intramuscular fat content (4.9% vs. 5.8%; P<0.0087) in the
Longissimus thoracis muscle were higher in creep feeding animals compared to
those not supplemented. Steers from the creep feeding group had higher levels of
saturated, unsaturated and monounsaturated fatty acids (P<0.05). Supplementation
of F1 Angus x Nellore calves in creep feeding favors the deposition of intramuscular
fat and the thickness of subcutaneous fat during finishing. After 200 days of
confinement, weight gain was not affected, however, it reduces feed efficiency and

increases production costs.

Key words: creep feeding, marbling, Longissimus thoracis, feedlot finished, young
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5.1Introducéo

A gordura intramuscular, ou marmoreio, € uma caracteristica importante pois
influencia os atributos de qualidade e palatabilidade da carne bovina (Park, Beak,
et al., 2018). Contudo, apenas uma pequena parcela das carcagas bovinas exibe
um grau de gordura intramuscular elevado (Moore et al., 2012). Embora o aumento
do marmoreio seja desejavel na carne, o acumulo de gordura visceral € um
desperdicio. No entanto, os métodos utilizados atualmente para aumentar a
gordura intramuscular séo limitados ao aumento geral da gordura corporal (Park,
Beak, et al., 2018; Wang et al., 2016).

O desenvolvimento dos adipdcitos comeca no inicio da gestacdo, mas cerca
de 80% do tecido adiposo fetal € depositado apenas nas ultimas semanas de
gestacdo, sendo que a formacdo da gordura intramuscular ocorre do final da
gestacgdo até 250 dias ap0s o nascimento (Du et al. 2017). Adicionalmente sabe-se
gue fendmenos biolégicos podem ser induzidos pelas experiéncias nutricionais
impostas no inicio da vida, e podem causar efeitos permanentes no individuo
(Waterland e Garza, 1999). Nesse sentido, estratégias que aumentem a producao
de carne marmorizada, sem aumentar ou mesmo que reduzam a deposicédo de
gordura ndo comestivel sdo necessarias.

Uma das alternativas que podem ser utilizadas é o creep feeding, que
consiste na suplementacéo proteica e energética (Moriel e Arthington, 2013), e que
pode modular os processos moleculares que envolvem a adipogénese durante a
fase de cria. Além disso, o ganho de peso continuo durante a fase de cria até o
abate € uma caracteristica primordial para o sucesso da producdo de bovinos de
corte (Lopes et al., 2016) e estudos mostram claramente o efeito positivo do creep
feeding no peso corporal ao desmame (Barros et al., 2015; Carvalho et al., 2019;
Lopes et al., 2014). Assim, nossa hipétese € que a suplementacdo em creep feeding
pode melhorar o desempenho, caracteristicas de carcaca, teor de gordura
intramuscular e perfil de acidos graxos em novilhos F1 Angus-Nelore terminados
em confinamento ap6s o desmame.

Diante disso, objetivou-se investigar o efeito da suplementacdo em creep
feeding sob o desempenho, caracteristicas de carcaca e composicdo quimica da

carne em novilhos F1 Angus-Nelore confinados apos o desmame.
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6.1Material e Métodos

Todos os procedimentos seguiram o0s padres éticos de pesquisa,
estabelecidos pela Comiss&o de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FCAV) — Unesp (protocolo n° 013689/19). O experimento
foi dividido em duas fases. A fase de cria foi realizada na Fazenda “Nascente do
Pinga” — Piracicaba-SP —, de agosto de 2019 a janeiro de 2020. Os animais foram
confinados no confinamento experimental da Fazenda Lageado da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Unesp, Campus de Botucatu de

janeiro a agosto de 2020.

Animais e delineamento experimental

Quarenta e cinco bezerros machos F1 Angus-Nelore com 38 £ 15 dias de
idade e 59 + 5,83 kg de peso corporal, filhos do mesmo touro (KCF Bennett Fortress
R:17259012) e suas maes com peso corporal de 414 + 45 kg foram estratificados
de acordo com a data e niumero de partos (primipara ou multipara) e distribuidos
em 2 piquetes de capim Brachiaria (20 hectares). Os tratamentos consistiram em
bezerros que receberam suplementacdo em creep feeding (creep feeding, n=21),
ou nédo receberam suplementacéo (controle, n=24).

Aos 210 dias, os animais foram desmamados e levados ao confinamento,
onde foram distribuidos em 16 baias com 2 ou 3 animais de acordo com seu
respectivo tratamento. O peso foi utilizado como fator de blocagem para a
distribuicdo nas baias, e o delineamento utilizado foi em blocos casualizados.

Cria

Os bezerros tiveram livre acesso ao suplemento dentro da praca de
alimentacao e lazer no piquete. Para ter acesso a agua e ao cocho com suplemento
mineral, as vacas necessariamente precisavam entrar na area de lazer. Para
estimular o consumo de suplemento pelos bezerros todos os animais foram
mantidos por pelo menos 1 hora dentro da area de lazer durante os primeiros 30
dias de experimento. Apenas um dos piquetes dispunha da estrutura utilizada para
o fornecimento do suplemento e isso impossibilitou alternar os animais entre as
areas.

Nos trés primeiros meses, amostras de forragem foram coletadas para

determinar a composi¢do quimica e a disponibilidade de MS total. A massa de


https://www.selectsiresbeef.com.br/touro/839-k-c-f-bennett-fortress
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forragem foi mensurada cortando-se com uma tesoura dez amostras coletadas em
cada piquete com auxilio de uma moldura circular (0.33 m?2) a uma altura residual
de 5 cm. As amostras foram secas em estufa de ventilagéo for¢cado (55 °C por 72h)
e 0 peso dessas amostras foi multiplicado pela area do piquete para estimar a
massa de forragem. Nesse periodo o0s piquetes apresentaram disponibilidade
média de forragem de 6674 + 2304 kg/ha para o grupo controle e 8240 = 632 para
0 grupo creep. Para caracterizar a composi¢cado quimica da forragem consumida
pelos animais foram utilizadas amostras de forragem obtidas por simulagédo manual
de pastejo (Johnson, 1978). As amostras foram secas em estufa (55° por 72 h),
processadas em moinho de facas e constituiram uma amostra por piquete. As
concentracdes de proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi) foram determinadas por Espectroscopia de
Infravermelho Préximo (Foss NIRSystems, Inc., EUA) (Tabela 1). Optou-se por nao
mais coletar amostra de forragem devido a incapacidade de manter os animais do
grupo controle no seu respectivo piquete e com isso obter amostras
representativas, contudo, ndo houve episddios de consumo de suplemento ou

mistura de animais de grupos diferentes.

Tabela 1: Concentracbes de PB, FDN e FDNi da forragem obtida por simulacdo
manual de pastejo.

R PB FDN FDNI
Mes Controle Creep Controle Creep Controle Creep
Agosto 11,2 7,6 60,4 63,8 10,8 16,1
Setembro 10,8 7,4 55,1 58 11,3 151
Outubro 8,6 8,9 67,4 59,9 21,5 15,2

O suplemento foi ofertado de forma ad libitum e o consumo mensurado
diariamente (08:00h) pesando as sobras e o concentrado. Os bezerros receberam
0 suplemento em comedouros confeccionados com bombona plastica com
disponibilidade linear de 50 cm por animal até os 210 dias de idade. O suplemento
fornecido ao lote durante o experimento foi equivalente a 1,11kg ao dia ou
7,36g/kg de peso corporal. Todos os animais tiveram livre acesso a suplementos

minerais (Tabela 2) em comedouros de concreto armado.
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Tabela 2: Composicdo dos suplementos minerais e concentrados utilizados no
experimento

Elemento Vacas Bez_erros/NoviIhos
Seca  Aguas Creep feeding* Concentrado?
g/kg
Proteina bruta (PB) 200 - 220 161,4
Nutrientes digestiveis
totais (NDT) ) i i 653 749
Calcio (Ca) 110 153 35 5
Fasforo (P) 40 90 6 3,65
Saodio (Na) 80 125 4,3 3,06
Potassio (K) - - - 8,83
Magnésio (Mg) 59 10 2,78 3,42
Enxofre (S) 20 40 4,1 6,55
mg/kg
Manganés (Mn) 552 1290 118 a7
Zinco (Zn) 2090 6200 165 74
Cobre (Cu) 554 1670 43 18
Cobalto (Co) 36 100 3,29 1,3
lodo (1) 41 124 2,6 0,87
Selénio (Se) 10 32 0,73 0,3
Monensina - - 48 22
Salinomicina 600 - - -
Ul/kg
Vitamina A - - 10000 3174
Vitamina D - - 1400 571
Vitamina E - - 100 48,5

1composto por 44.8% de milho moido, 40.4 de farelo de soja, e 14.8% de niicleo mineral; >composto
por 75.406% de milho moido, 19.919% de farelo de soja, 0.433% de ureia e 4.25% de nucleo
mineral.

Desmame e terminagao

Na desmama os bezerros foram pesados para determinar o peso ao final
dessa fase e o ganho médio diario, vermifugados e vacinados contra raiva,
clostridiose, doenca respiratéria bovina e transportados por 80 km até o
confinamento experimental da fazenda Lageado. Os animais foram mantidos em
baias coletivas (1 por grupo) durante 12 dias. O ganho de peso nesse periodo foi
mensurado e apresentado como ganho de peso na aclimatacdo. A castracao foi
feita ao longo do confinamento com trés aplicagcdes de uma vacina de GnRH
(Bopriva, Zoetis®) administradas por via subcutanea no 5°, 29° e 140° dia de

confinamento.
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Os animais foram pesados apoés jejum de sélidos (16 h) para determinar o
peso corporal inicial no confinamento (PCic) e distribuidos de acordo com o peso
(leve e pesado) e grupo experimental totalizando 8 baias por tratamento com 2 ou
3 animais por baia. As baias estavam localizadas em galp&o coberto (10m?/animal),
equipadas com comedouro e bebedouro.

A dieta foi ofertada ad libitum duas vezes ao dia (10 h e 16 h) por 188 dias
(Tabela 3). As sobras eram coletadas e pesadas diariamente para calcular o
consumo e ajustar a oferta de alimento. Ao longo do periodo experimental,
amostras de sobras foram coletadas semanalmente e secas em estufa de

ventilacao forcada para determinar o consumo de matéria seca da baia (CMS).

Tabela 3: Composicao das dietas fornecidas durante o confinamento experimental

Dietas 1 2 3 4 5 6
Item 14d 10d 14d 36d 45d 73d
Bagaco de cana 150 150 150 150 170 90
Feno 0 0 0 0 30 30
Silagem de milho 350 250 150 50 0 0
Concentrado* 500 600 700 800 800 880

Nutrientes

Proteina bruta 132,0 136,5 141,0 1455 1432 1524
Extrato etéreo 45,1 46,2 47,3 48,4 46,9 50,6

Fibra em detergente neutro 321,4 301,4 2814 2614 2726 216,44
Energia liquida para ganho 1,13 1,16 1,19 1,22 1,18 1,28

Amido 381,9 3407,5 433,1 458,7 4450 486,8
1 Composicdo mencionada na tabela 2.

Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados sem jejum por
dois dias consecutivos para estimativa do peso corporal final (PCF). O PCF foi
determinado pela média das duas pesagens x 0,96 de acordo com o NRC (2000).
O ganho meédio diario no confinamento (GMDc) foi calculado pela equagdo: GMDc
= (PCF - PCiIc) / periodo experimental. O CMS e a média do GMDc da baia foram
usados para estimar a eficiéncia alimentar (kg/kg) durante a fase de terminacdo. A
eficiéncia biologica (EFB) foi calculada por baia a partir da seguinte equacao: EFB=
CMST/(PCQ-PCI)

Em que:

PCQ: peso de carcaca quente;
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PCI: peso de carcaca inicial, estimado de acordo com (Del Bianco Benedeti
et al., 2021);

CMST: Consumo de matéria seca da baia durante o periodo de
confinamento;

O ganho de carcaca foi estimado por (PCQ-PCI) /tempo de confinamento.

Abate e amostragem

O abate foi realizado em frigorifico comercial (Cowpig, Boituva, S&o Paulo,
Brasil) ap0s transporte por 120 km e jejum alimentar de 24 h com acesso a agua.
Os novilhos foram abatidos de acordo com o Regulamento de Inspecao Sanitaria e
Industrial de Produtos de Origem Animal (Brasil, 1997). As carcacas foram pesadas
para obtencdo do PCQ. O rendimento de carcaca (RC) foi apresentado em % e
obtido de acordo com a seguinte equacao:

RC = (PCQ/PCF) x 100

Apoés 48 h de resfriamento a 2°C e antes da desossa as meias carcacas
foram seccionadas entre a 122 e 13?2 costelas para mensurar a area de olho de
lombo (AOL) e a espessura de gordura subcutanea (EGS) do musculo Longissimus
thoracis. A AOL foi registrada em plastico transparente, digitalizadas e analisadas
com auxilio do software ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, USA). A
EGS foi determinada com paquimetro digital e apresentadas em milimetros (mm).

Apds a desossa uma porcao do LT com aproximadamente 12 cm de
comprimento, no sentido cranial, foi retirada, identificada e embalada
individualmente a vacuo e transportada para o laboratério. As amostras entéo foram

seccionadas em bifes de 2,54 cm de espessura para as analises quimicas.

Composicao quimica e perfil de acidos graxos da carne

As andlises de composicdo quimica da carne foram realizadas usando um
FoodScan LabTM (Foss NIRSystems, Laurel, MD, EUA). As amostras foram
descongeladas a 4°C por 24 h e a gordura subcutanea removida com o auxilio de
um bisturi. O bife foi moido e homogeneizado por 5 min e aliquotas de
aproximadamente 180 g retiradas. Trés leituras foram tomadas com o FoodScan,
entre cada leitura a amostra era retirada, homogeneizada e recondicionada na
placa. As médias para os valores de gordura, umidade, proteina e colageno total

foram expressos em porcentagem.
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Para o perfil de &cidos graxos, a extracao de lipideos foi realizada de acordo
com o método de Hara and Radin, (1978). Foi realizada a partir de uma amostra de
aproximadamente 3,0 g do musculo LT dissecado, utilizando solventes
hexano/isopropanol (3: 2 vv—1). Para a transesterificacdo de acidos graxos (AG)
utilizou uma solugdo metanol de metéxido de sddio de acordo com a metodologia
descrita por Christie, (1982).

Os ésteres metilicos de AGs foram analisados em cromatografia gasosa,
utilizando um cromatografo (modelo Focus GC-Finnigan; Thermo Finnigan, San
Jose, Califérnia, Estados Unidos), equipado com detector de ionizacdo de chama
(DIC) e coluna capilar de silica fundida com dimensdes de 100 m x 0,25 mm x 0,20
pm (CP-Sil 88; Varian, Palo Alto, California, Estados Unidos). O gas carreador
utilizado foi o hidrogénio com vazé&o de 1,8 ml/min. A temperatura inicial do forno
foi de 70°C, mantida por 4 min. Entdo, aumentou em 13°C/min até 175°C, por 27
min. Logo, foi aumentada de 4°C/min até 215°C, por 9 min, seguida de outro
aumento de 7°C/min até 230°C, onde foi mantida por 5 min, totalizando 65 min. A
temperatura do injetor foi de 225°C e do detector de 260°C.

A identificacdo dos AGs foi realizada por comparacdo dos tempos de
retencdo com o0s obtidos com amostras padrdo de ésteres metilicos nas amostras
com padrbes de acidos graxos usando Supelco TM Component Mix (cat. 18919;
Supelco, Bellefonte, Pensilvania, Estados Unidos) e &cido ¢9 ruménico, t11 CLA
(cat. 05632; Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). A
guantificacao dos acidos graxos foi realizada por meio do software Chromquest 4.1
(Thermo Electron, Mildo, Italia).

Calculou-se os totais de AGs saturados (SFA), AGs insaturados (UFA), AGs
monoinsaturados (MUFA), AGs poliinsaturados (PUFA) e as razdes UFA/SFA,
MUFA/SFA e PUFA/SFA. Os indices de atividades enzimaticas da A9-dessaturase
para os AGs C16 e C18 e elongase foram estimados de acordo com (Malau-Aduli
et al., 1997).

A9 - dessaturase C16 = 100*[(C16:1cis9) / (C16:1cis9 + C16:0)]

A9 - dessaturase C18 = 100*[(C18:1cis9) / (C18:1cis9 + C18:0)]

Elongase = 100*[(C18:0 + C18:1cis9) / (C16:0 + C16:1cis9 + C18:0 +
C18:1cis9)]
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Anélise econémica

Os custos em MS (R$/kg) dos ingredientes foram atualizados de acordo com
cotacdes obtidas de fornecedores localizados no estado de Sao Paulo em agosto
de 2023. Para custo diario ndo nutricional, um valor de 2,48 (R$/animal /dia) foi
considerado. Tais custos foram obtidos por meio do Relatério Mensal do indice de
Custos de Producédo de Bovinos em Confinamento (Relatério n° 74 de julho de
2023), elaborado pelo Laboratério de Andlise Socioecondmica e Zootecnia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(https://www.lae-fmvz-usp.com/). Devido a complexidade para precificar
adequadamente o valor do animal, optou-se por adotar um valor de mercado
(https://www.scotconsultoria.com.br/cotacoes/reposicao/) para o kg de peso do
bezerro e entdo calcular o valor de aquisigdo do animal.

Os custos foram calculados da seguinte forma:

Custo de aquisi¢do do bezerro (R$/animal) = kg x R$/kg;

Outros custos = frete, protocolo sanitario;

Custo diario (R$/dia) = (CMS (kg/dia) x dieta (R$/kg MS)) + custo diario nao
nutricional;

Custo total no confinamento (R$/animal) = dias de confinamento x custo
diario (R$/dia);

Custo total de producdo do animal (R$/animal) = custo de aquisicdo do
bezerro + custo total no confinamento + outros custos;

Custo da @ colocada = Custo total no confinamento / total de @ do
confinamento;

Custo da @ produzida = Custo total de producéo do animal / total de @;

Analises estatisticas

Os dados foram analisados em delineamento em blocos casualizados
usando o0 PROC MIXED do SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC). O tratamento foi
incluido como efeito fixo e o bloco como efeito aleatorio. A baia foi a unidade
experimental para as varidveis obtidas diretamente durante o periodo de
confinamento, enquanto que para as demais variaveis, o animal foi a unidade
experimental. Graficos de residuos e a estatistica W (Shapiro e Wilk, 1965) foram
avaliados para determinar a normalidade para todos os dados, e outliers (+ 3 ou -3

desvios padrao) foram excluidos. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para


https://www.lae-fmvz-usp.com/
https://www.scotconsultoria.com.br/cotacoes/reposicao/
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testar os efeitos do creep feeding para as varidveis de desempenho e
caracteristicas de carcaca. Diferencas foram consideradas significativas quando P
<0,05.

7.1Resultados

Desempenho e caracteristicas de carcaga
Na fase de cria, como projetado, o peso corporal inicial néo diferiu entre os
grupos (P=0,4274) (Tabela 4). A suplementacdo em creep feeding aumentou o

ganho médio diario (P<0,0001) e o peso corporal a desmama (P=0,0002).

Tabela 4. Desempenho de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados ou ndo em
creep feeding e confinados apos o desmame.

Variavel Controle Creep EPM P-valor
Cria

Peso corporal inicial kg 59,35 57,76 1,4260 0,4274
Peso corporal a desmama kg 227,26 242,91 3,6440 0,0002
Ganho médio diario (GMD) kg 0,97 1,05 0,0156 <0,0001
Confinamento

Ganho de peso na aclimatacéo kg 1,42 9,88 11,2322 0,0003
Peso corporal inicial kg 228,67 252,24 3,9851 <0,0001
Consumo de matéria seca kg/dia 911 9,45 0,1888 10,1968
Consumo de matéria seca g/kg PC* 25,72 25,27 10,2364 0,3687
Ganho médio diario (GMDc) kg/dia 1,36 1,32 0,0169 0,3107
Eficiéncia alimentar g de PC/kg de MS 150 143  0,0029 0,0038
Peso corporal final kg 484,64 499,92 4,4197 0,0399

Os animais oriundos de creep feeding ganharam 8.5 kg a mais na
aclimatacdo (P=0,0003) e consequentemente a diferenca no peso corporal inicial
no confinamento aumentou para 23.57 kg (P<0,0001). Apesar do consumo de
matéria seca (CMS, kg/dia e g/kg PC) e ganho médio diario (P=0,3107) nao
diferiram entre os tratamentos, animais oriundos do creep feeding apresentaram
maior peso corporal final (P=0,0399). Por outro lado, a eficiéncia alimentar do grupo
creep feeding foi menor (P=0,0038), além de apresentaram pior eficiéncia bioldgica
(P=0,0065), e precisaram ingerir 15,3 kg de MS adicional para produzir 15 kg de

carcaca em comparacao aos animais controle.
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O ganho diario de carcaca do grupo controle foi 589 superior (P=0,0077) ao
grupo recebendo creep feeding. A espessura de gordura subcutéanea foi maior no
grupo suplementado (P=0,0076) quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).
J& a area de olho de lombo (P=0,0760), rendimento (P=0,1106) e peso de carcaca

quente (P=0,1113) nao foram influenciados pelos tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas de carcaca de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados
ou ndo em creep feeding e confinados apés o desmame.

Variavel Controle Creep EPM  P-valor
Ganho de carcaca (kg/dia) 0,818 0,760 0,0104 0,0077
Eficiéncia biologica kg MS/15kg carcaga 168,06 183,39 3,9119 0,0065
Peso de carcaca quente (kg) 269,22 275,11 2,4999 0,1113
Rendimento de carcaga quente (%) 55,55 55,01 0,1820 10,1106
Area de olho de lombo (cm?) 68,46 65,54 0,8118 0,0760

Espessura de gordura subcutanea (mm) 10,61 12,55 10,4486 0,0076

Composicao quimica da carne e perfil de acidos graxos
O teor de gordura intramuscular no masculo LT aumentou 17% no grupo que
recebeu creep feeding (P=0,0087), enquanto a umidade reduziu (P=0,0232).
Proteina e colageno néo diferiram (P>0,05) entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6: Composi¢cao quimica do musculo Longissimus thoracis de novilhos F1
Angus-Nelore suplementados ou ndo em creep feeding e confinados apés o
desmame.

Variavel Controle Creep EPM P-valor
Umidade, % 70,64 69,94 0,1561 0,0232
Proteina, % 22,95 23,11 0,0827 0,3609
Gordura, % 4,95 5,79 0,1628 0,0087
Colageno, % 1,42 1,43 0,0226 0,8685

Novilhos do grupo creep feeding tiveram maiores (P<0,05) teores de acido
estearico (C18:0), oleico (C18:1 cis 9), acidos graxos saturados (P=0,0488),
insaturados (P=0,0419) e monossaturados (P=0,0490) foram maiores no grupo
creep feeding (Tabela 7). Contudo, o 2n3, 2n6, elongase, A9—dessaturase nao

foram afetados pelos tratamentos (P>0,05).
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Tabela 7: Perfil de acidos graxos do musculo Longissimus thoracis de novilhos F1
Angus-Nelore suplementados ou ndo em creep feeding e confinados ap6s o

desmame.
Variavel Controle Creep EPM P-valor
Céprico (C10:0) 3,41 3,89 0,1468 0,1051
L&urico (C12:0) 4,74 5,25 0,1955 00,2040
Miristico (C14:0) 178,22 197,37 7,2117  0,1942
Miristoléico (C14:1 cis-9) 60,14 64,14 3,1078 00,5301
Pentadecandico (C15:0) 19,36 20,91 0,8405 0,3697
Palmitico (C16:0) 1366,79 1549,17 47,9074 0,0562
Palmitoléico (C16:1 cis-9) 216,54 233,01 8,9773  0,3505
Margarico (C17:0) 41,63 46,74 1,5921 0,1125
Variavel Controle Creep EPM P-valor
Heptadecandico (C17:1) 36,18 39,51 1,3381 0,2097
Esteérico (C18:0) 518,41 597,81 18,728 0,0351
Oleico (C18:1 cis 9) 1901,74 2188,70 68,483 0,0342
Linoleico (C18:2 cis-9 cis-12) 146,47 147,18 3,9857 0,9023
Araquidico (C20:0) 1,75 1,79 0,0805 0,8151
Gama-linolénico (C18:3 n6) 0,58 0,61 0,0476 0,7687
Alfa-linolénico (C18:3 n3) 4,51 4,47 0,2842 0,9454
CLA (C18:2 cis-9 trans-11) 6,62 7,85 0,4338 0,1645
Di-homo-y-linolénico (C20:3 n6) 8,54 8,98 0,4141 0,5900
Araquiddnico (C20:4 n6) 33,51 32,91 1,5879 0,8840
Eicosapentaendico (C20:5 n3) 3,80 3,38 0,2357 0,3871
Docosapentaendico (C22:5) 11,03 10,55 0,4853 0,6402
Docosahexaendico (C22:6 n3) 1,12 1,09 0,0926 0,8768
Saturado 2157,23 2452,14 74,757 0,0488
Insaturado 2748,37 3081,36 81,692 0,0419
Monoinsaturado 2514,83 2861,12 88,647 0,0490
Poliinsaturados 215,67 215,25 6,1521 0,9947
Insaturado/Saturado 1,281 1,268 0,0161 0,6958
Monoinsaturado/Saturado 1,174 1,173 0,0163 0,9946
Poliinsaturado/Saturado 0,101 0,095 0,0036 0,4467
2n3 9,27 8,89 0,4193 0,6640
2n6 42,47 42,5 1,9190 0,9577
n6/n3 4,99 4,95 0,2208 0,9540
Atividade dessaturase A9- C16 13,35 13,09 0,1714  0,4006
Atividade dessaturase A9-C18 78,52 78,55 0,2589 0,9133
Elongase 60,70 60,95 0,3580 0,7363
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O valor de aquisicdo dos animais do grupo creep feeding foi R$219,20

superior aos animais do grupo controle, o que representou um investimento

adicional de 10% (Tabela 8). Além disso, o incremento no custo diario foi de R$0,39,

e de R$73,51 ao longo do periodo total de confinamento. Esses valores totalizam

R$292,71 de diferenca no custo de producao entre os dois grupos. No entanto, ao

utilizar o peso de carcaca como base, essa diferenca reduz para R$10,40 por

arroba produzida.

Tabela 8: Analise econdmica durante o confinamento de novilhos F1 Angus-Nelore
oriundos de suplementacdo ou ndo em creep feeding e confinados apds o

desmame.
ltem Tratamento .
Controle Creep Feeding
Peso inicial no confinamento 228,67 kg 252,24 kg
R$ por kg de bezerro R$ 9,30 R$ 9,30
Custo de aquisicdo do bezerro R$ R$ 2.126,63 R$ 2.345,83
Outros Custos R$ 100,00 R$ 100,00
Peso final 484,64 kg 499,92 kg
Consumo de matéria seca 9,11 kg 9,45 kg
Dieta (R$ kg de matéria seca) R$ 1,15 R$ 1,15
Custo diario ndo nutricional R$ 2,48 R$ 2,48
Custo diario R$ 12,96 R$ 13,35
Custo total no confinamento R$ 2,435,82 R$ 2,509,33
Peso de carcaca quente, kg 269,22 kg 275,11 kg
Custo total de producéo do animal R$ 4.662,45 R$ 4.955,16
Custo da @ colocada R$ 235,90 R$ 252,63
Custo da @ produzida R$ 259,78 R$ 270,17
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8.1Discusséao

Desempenho e caracteristicas de carcaca

A oferta média de suplemento no creep feeding foi de 1,11 kg o que resultou
em 17,82 kg de ganho de peso adicional. Essa oferta equivale a 7,36 g por kg de
PC e eficiéncia proxima a 100 g de ganho de peso adicional por kg de MS de
suplemento consumido. Carvalho et al. (2019) estimou através de estudo
metanalitico que o consumo de 7,6 g/kg otimiza o ganho de peso adicional e
incrementa 0,2kg/dia. Apesar do consumo ter ficado proximo ao sugerido, o ganho
de peso adicional obtido foi de 0,1kg/dia. A producdo de leite da vaca nao foi
avaliada para estimar o consumo de leite e sua contribuicdo na ingestao diaria de
nutrientes durante o experimento. No entanto, todas as vacas receberam os
mesmos suplementos minerais durante a lactacdo e tiveram idade e dias em
lactacdo (com base na idade do bezerro) semelhantes.

O ganho de peso adicional é estimado a partir da comparacao entre grupos
gque foram suplementados ou ndo. A baixa eficiéncia de ganho adicional
possivelmente ocorreu devido ao ganho de peso elevado dos animais do grupo
controle, consequentemente, a eficiéncia e o ganho adicional atribuidos a
suplementacao foram reduzidos. O piquete dos animais controle era composto por
uma forrageira de 1° ano, enquanto o grupo creep feeding era mantido em uma
area de 3 anos de implantacdo. Esse fator influenciou na composi¢do quimica e
possibilitou a oferta de uma forragem de melhor qualidade ao grupo controle
(Tabela 1).

Embora, independentemente da qualidade da pastagem a suplementacgéo
aumente o ganho de peso (Detmann et al., 2014), o desempenho de animais sob
pastejo tem correlagdo negativa com o FDNi e positiva com o teor de PB da
forragem (Almeida et al., 2022). Corroborando com nossos argumentos, no estudo
de Gadberry et al. (2012) o creep feeding melhorou o ganho de peso dos bezerros
em ambientes de menor qualidade de forragem (capim-bermuda e pastagens
nativas), mas nao afetou o desempenho quando os animais estavam pastejando
forragem de melhor qualidade (azevém). Portanto, é factivel que a diferenca
nutricional da forragem tenha minimizado o ganho de peso atribuido ao creep

feeding.



38

Apesar do possivel impacto do creep feeding no ganho de peso ter sido
minimizada pelos fatores ja mencionados, devemos ressaltar que o teor de amido
em gramineas tropicais é baixo (<3%). A glicose contribui como fonte de carbonos
para a sintese de acidos graxos intramuscular (Smith 1984) e exerce efeito na
proliferagcéo e crescimento dos adipoécitos. Nesse sentido, o fornecimento de amido,
e consequentemente glicose como ferramenta de manipulacdo fenotipica foi
exclusiva aos animais suplementados em creep feeding.

A separacdo da mae e o transporte sdo eventos muito estressantes para 0s
bezerros, mas o contato prévio com alimentos ou dietas similares as que serao
fornecidos apos o desmame ajuda a reduzir a dependéncia social da mae (Enriquez
et al., 2011). O creep feeding pode ser um método para aumentar a ingestao de
minerais e vitaminas e melhorar o estado imunolégico dos bezerros na pré-
desmama (Moriel & Arthington, 2013b). Além disso, no inicio do periodo pés
desmama os bezerros previamente suplementados com concentrado tem menor
concentracéo plasmatica de cortisol (Campistol et al., 2016), passam menos tempo
em atividade e tem melhor resposta imune (Lynch et al., 2012). Considerando que
uma oferta antecedente de suplemento concentrado pode estimular o consumo no
inicio do confinamento (Pereira et al., 2020), ndo é surpreendente que o0 creep
feeding promova efeito semelhante.

Durante o confinamento os dois grupos receberam dieta e manejo alimentar
idénticos e ao final dessa etapa o consumo e ganho de peso foram semelhantes e
consequentemente os animais de creep feeding continuaram com maior peso
corporal. O ganho diario de carcaca dos animais controle foi 7,5% superior ao grupo
creep feeding e isso contribuiu para que o peso de carcaga quente dos dois grupos
fosse semelhante. Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que
também identificaram que animais que experimentaram um menor ganho anterior
depositam mais carcaca ao longo do confinamento (Silva et al., 2020; Simioni et al.,
2021). Alem disso, em animais com desempenho prévio inferior o crescimento do
tecido muscular é priorizado e a deposicao de tecido adiposo se torna mais tardia
(Silva et al., 2017), inclusive de tecido adiposo visceral (Keogh et al., 2015).

Diferencas de deposicao de proteina e gordura podem influenciar a eficiéncia
alimentar, principalmente, porque a gordura tem maior densidade energética do que
a proteina (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Gotoh et al., (2009) estimaram que 1%

de aumento no teor de gordura intramuscular no LT, dependendo do grupo
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genético, pode causar o incremento de 3.0 a 10.7 kg de gordura subcutanea. O
ganho de carcaca, eficiéncia alimentar e biologica foram melhores no grupo
controle, enquanto as gorduras subcutanea e intramuscular aumentaram no grupo
creep feeding. Esses resultados apontam para uma modificagcdo na composi¢céo do
ganho devido ao aumento da adiposidade geral da carcaca pelo creep feeding.

A gordura subcutanea funciona como um isolante térmico e permite que a
perda de calor da carcaca ocorra mais lentamente durante a conversao do musculo
em carne, evitando o encurtamento pelo frio, o escurecimento da carcaca,
desidratacdo excessiva e reducao da maciez (James & James, 2014; Matarneh et
al., 2017). Embora a EGS tenha diferido entre os grupos, com excecéo de um efeito
de interacdo nas perdas por coccdo e uma alteracdo na luminosidade, as
caracteristicas fisicas gerais da carne nao foram afetadas. Os produtores de gado
de corte devem ter como meta 0 EGS de pelo menos 6,00 mm para evitar os efeitos
negativos do encurtamento da fibra muscular (Chardulo et al., 2013) e de 10mm
para garantir uma boa maciez da carne (Baldassini et al., 2016). Dessa forma
podemos inferir que a EGS do grupo controle foi elevada o suficiente para garantir

gue 0s processos post mortem ocorressem adequadamente.

Composicao quimica da carne e perfil de acidos graxos

O teor de gordura intramuscular pode influenciar positivamente os atributos
sensoriais da carne, como maciez, suculéncia, sabor e aceitacao geral (O’Quinn et
al., 2012; Lee and Choi, 2019). O conteudo de gordura intramuscular € determinado
pelo aumento no nimero e no tamanho dos adipdcitos intramusculares (Cianzio et
al., 1985), dos quais a hiperplasia é especialmente importante porque fornece locais
para posterior deposi¢cdo de gordura (Li et al., 2020). A hiperplasia celular ocorre
através do recrutamento para a linhagem adipogénica, e no tecido adiposo
intramuscular é mais pronunciada entre o final da gestacéo e os 250 dias de idade
(Du et al., 2013, 2017). Relatos anteriores indicam que a alimentacao precoce de
novilhos com uma dieta de alto concentrado pode aumentar 0 marmoreio em
comparacao com novilhos alimentados apenas com forragem durante o periodo pré
desmame (Scheffler et al., 2014 e Waterman et al., 2012).

O aumento do teor de gordura intramuscular nos animais que receberam
creep feeding pode ser devido a exposi¢cao precoce a dietas ricas em amido no qual

podem induzir a diferenciagcdo intramuscular de pré-adipocitos atraves da
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expressao elevada de PPARG (Graugnard et al., 2010; Moriel et al., 2014).
Adicionalmente em um estudo complementar, Ramirez-Zamudio et al. (2023)
mostraram que a suplementacdo em creep feeding afetou o metabolismo
energeético através da regulacdo positiva de genes relacionados a sinalizacao
PPAR (PPARA, SLC27A1, FABP3 e DBI), e assim favoreceu a deposi¢céo de
gordura intramuscular no periodo pés-desmame.

O perfil de acidos graxos intramuscular tem relacdo com a palatabilidade,
suculéncia e com o sabor da carne, caracteristicas que ajudam a promover maior
valorizacdo aos cortes comerciais da carne bovina (Park, Kang, et al., 2018). Os
animais do grupo creep feeding apresentaram maiores niveis de acido estearico,
oleico, acidos graxos saturados, insaturados e monoinsaturados. Logo, existe uma
correlacao entre o teor de gordura intramuscular e a concentracao de 4cidos graxos
monoinsaturados (Smith et al., 2009) e saturados (Bressan et al., 2011). Portanto,
a carne com mais gordura intramuscular tem proporcionalmente mais AGs saturado
e monoinsaturado, 0 que esta de acordo com nossos achados.

Os triglicerideos armazenados nos adipocitos podem se originar da captacao
de acidos graxos da dieta ou da sintese de novo (Ladeira et al., 2016). Em nosso
estudo complementar, Ramirez-Zamudio et al., (2023) identificaram que o uso de
creep feeding influenciou os processos lipogénicos ao regular positivamente genes
relacionados a biossintese (FASN, SCD, SCD5, FADS1 e FADS?2) e absor¢ao de
acidos graxos (FABP3), enquanto a expressdo de fatores de transcricdo
relacionados a B-oxidacdo (CPT1A, CPT1B e UCP3) foi reduzida. Os dois grupos
no presente estudo receberam a mesma dieta, portanto a Unica possibilidade de
modificacdo do perfil lipidico da carne se deve aos mecanismos relacionados a
biossintese de acidos graxos que foi mais intensa nos animais de creep feeding.

O &cido oleico contribui positivamente para as caracteristicas de sabor da
carne bovina (Garmyn et al., 2011; Jung et al., 2016), e foi o 4cido graxo mais
abundante dentro da gordura intramuscular, consistente com estudos anteriores
(Frank et al., 2016; Santiago et al., 2023). O &cido oleico € formado a partir do acido
estearico (18:0) pela enzima estearoil-CoA dessaturase (SCD), uma das principais
enzimas lipogénicas (Wood et al., 2008). O gene SCD1 que codifica essa enzima

foi mais ativo no estudo de Ramirez-Zamudio et al. (2023).
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Avaliacdo econdmica

Melhorar os atributos de qualidade, € um desafio importante para os
produtores e a industria de carne bovina. Para suprir sua prépria demanda, alguns
frigorificos brasileiros pagam melhor por carcagas de qualidade superior. Bovinos
com maior sangue Bos taurus taurus, novilhos ou novilhas jovens, terminados em
confinamento conhecidos como “precoces” ou em alguns casos “superprecoces”.
O custo adicional para cada 15kg de carcaca foi R$10,40 ou 4%. Comumente, 0s
programas de bonificacdo ofertam valores superiores a essa diferenca. E
importante ressaltar que mesmo a carne do grupo controle, tem caracteristicas
muito superiores as que sdo produzidas normalmente no Brasil. Outro aspecto
interessante a se observar € a diversificacdo de produtos que o pecuarista pode
dispor. Devido a elasticidade demanda, os momentos economicamente ruins
rapidamente afetam os valores ofertados pela carne bovina. Porém, produtos de
maior valor agregado tendem a sofrer menos com esse fator, pois o publico
consumidor tem uma renda suficientemente alta para manter seu padrdo de

consumo e sofrer menos com esse efeito.

9.1Concluséao

A suplementacao de bezerros F1 Angus x Nelore em creep feeding favorece
a deposicdo de gordura intramuscular e a espessura de gordura subcutanea
durante a terminacéo. O creep feeding pode ser utilizado como ferramenta para
aumentar o peso a desmama, e o ganho de peso dos animais no inicio do periodo
pés-desmama. Apos 200 dias de confinamento o ganho de peso nao foi afetado,

no entanto, reduz a eficiéncia alimentar e aumenta o custo de producao.
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11.1 CAPITULO 3 - MACIEZ E PROTEOMICA DO MUSCULO DE NOVILHOS
F1 ANGUS-NELORE SUPLEMENTADOS EM CREEP FEEDING E
CONFINADOS APOS O DESMAME

RESUMO - Nosso objetivo foi avaliar o efeito da suplementagcdo em creep
feeding sob as caracteristicas fisicas, indice de marmoreio e perfil protedbmica do
musculo Longissimus thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore confinados apés o
desmame. Quarenta e cinco bezerros F1 Angus-Nelore, meio irmdos foram
suplementados ou ndo em creep feeding por 172 dias, desmamados e confinados
com uma mesma dieta por 200 dias. Diferencas foram consideradas significativas
se P<0.05. A forca de cisalhamento, pH, variaveis da cor a* b*, C* e h* ndo
diferiram entre 0s grupos experimentais. A carne maturada aos 14 dias foi em média
0,93 kgf menos forca de cisalhamento comparada a maturacéo de 7 dias (4,3 vs.
3,4 kgf; P<0,0001). O valor de L* foi maior no grupo creep feeding devido a maior
presenca de gordura (37,8 vs. 36,5; P<0,0036). Nos dois tratamentos, 2 grupos
principais bem definidos foram identificados: proteinas relacionadas ao
metabolismo energético e a contragcdo muscular. Enzimas importantes relacionadas
a maciez, como actina alfa 1, musculo esquelético (ACTAL), Miosina de cadeia leve
1 (MYL1), Beta enolase (ENO3) e Creatina kinase tipo M (CKM) diferencialmente
expressas em ambos 0s grupos. Algumas outras foram diferencialmente
abundantes no grupo creep feeding Alfa enolase (ENOL1), Troponina T rapida do
musculo esquelético (TNNT3), Fosfoglicomutase 1 (PGM1) ou no creep feeding
Malato desidrogenase 1 (MDH1), Miosina de cadeia leve 3 (MYL3), Troponina T
lenta do musculo esquelético (TNNT1). A suplementacdo em creep feeding afeta
proteinas musculares relacionadas principalmente a atividade glicolitica e a
estrutura muscular, mas essas alteracbes ndo sdo suficientes para impactar a
maciez da carne. O uso desta estratégia associado a terminacdo em confinamento
por um periodo de 200 dias contribuiu para melhorar o indice de marmoreio da

carne.

Palavras-chave: Creep feeding, proteébmica, qualidade de carne, Longissimus

thoracis, maciez da carne



49

CHAPTER 3 - TENDERNESS AND MUSCLE PROTEOMICS OF F1 ANGUS-
NELORE STEERS SUPPLEMENTED IN CREEP FEEDING AND FEEDLOT
FINISHED CONFINED AFTER WEANING

ABSTRACT - Our objective was to evaluate the effect of supplementation in
creep feeding on the physical characteristics, marbling index and proteomic profile
of the Longissimus thoracis muscle of F1 Angus-Nelore steers in feedlot finished
after weaning. Forty-five F1 Angus-Nelore calves, half siblings, were supplemented
or not in creep feeding for 172 days, weaned and confined on the same diet for 200
days. Differences were considered significant if P<0.05. The shear force, pH, color
variables a*, b*, C* and h* did not differ between the experimental groups. Meat
aged at 14 days had an average of 0.93 kgf less shear force compared to that aged
for 7 days (4.3 vs. 3.4 kgf; P<0.0001). The L* value was higher in the creep feeding
group due to the greater presence of fat (37.8 vs. 36.5; P<0.0036). In both
treatments, 2 main well-defined groups were identified: proteins related to energy
metabolism and muscle contraction. Important enzymes related to softness, such
as actin alpha 1, skeletal muscle (ACTA1), Myosin light chain 1 (MYL1), Beta
enolase (ENO3) and Creatine kinase type M (CKM) differentially expressed in both
groups. Some others were differentially abundant in the creep feeding group Alpha
enolase (ENO1), Fast skeletal muscle Troponin T (TNNT3), Phosphoglycomutase
1 (PGM1) or in the creep feeding Malate dehydrogenase 1 (MDH1), Myosin light
chain 3 (MYL3), Skeletal muscle slow troponin T (TNNT1). Creep feeding
supplementation affects muscle proteins mainly related to glycolytic activity and
muscle structure, but these changes are not enough to impact meat tenderness.
The use of this strategy associated with finishing in confinement for a period of 200

days contributed to improving the meat marbling index.

Key words: creep feeding, proteomics, meat quality, Longissimus thoracis, meat

tenderness
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12.1 Introducéo

Ao longo dos anos 0 mercado consumidor vem se tornando cada vez mais
exigente e preocupado com a seguranca e qualidade da carne consumida. Nesse
sentido a combinacao de estratégias nutricionais e a utilizagdo de animais cruzados
tem sido necessarios para o avanco dos estudos que buscam agregar valor ao
produto, e atender a demanda de uma populacdo disposta a consumir carne com
melhores caracteristicas, como a maciez e gordura de marmoreio. Uma das
estratégias utilizadas para melhorar o desempenho produtivo e as caracteristicas
de qualidade da carne é o creep feeding. Essa técnica consiste em fornecer
nutrientes exclusivamente aos bezerros até a desmama, sem a necessidade de
separa-los de suas méaes (Bray, 1934; Moriel et al., 2017).

As caracteristicas de qualidade da carne sdo afetadas por mudancas
fisiologicas, bioquimicas e metabdlicas que ocorrem durante a conversao do
musculo em carne. Essas mudancas incluem principalmente a diminuicdo no pH,
degradacéo de proteinas miofibrilares, oxidacédo de proteinas e modificacdo pos-
traducional de proteinas (Warner, 2016; Ouali et al., 2006). Neste contexto, estudos
de protebmica que estudam fendtipos de interesse para qualidade de carne sao
conduzidos para identificar os biomarcadores que regulam 0s processos
moleculares e compreender os mecanismos associados a caracteristica (Ouali et
al., 2013; Picard et al., 2019).

Estudos protedmicos permite avaliar as interacdes entre as proteinas e sua
influéncia na qualidade final da carne, e tornam-se contribuic6es fundamentais para
a busca de biomarcadores das caracteristicas de interesse econémico na carne
(Picard et al., 2015; Huang et al., 2020a). No entanto, ainda ndo ha estudos com
abordagem protedmica que investigaram os mecanismos moleculares que regulam
a maciez da carne e deposi¢cao de gordura intramuscular em bovinos submetidos a
suplementacao em creep feeding.

Nossa hipotese € que a suplementacéo em creep feeding até os 210 dias de
idade pode melhorar as caracteristicas de maciez da carne e gordura intramuscular
de novilhos terminados em confinamento apds o desmame, e que essas diferencas
podem ser elucidadas por meio do proteoma do Longissimus thoracis. Diante disso,

objetivou-se investigar o efeito da suplementacdo em creep feeding sob as
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caracteristicas fisicas, marmoreio da carne e proteoma muscular de novilhos F1

Angus-Nelore confinados apos o desmame.
13.1 Material e Métodos

Todos os procedimentos seguiram os padrdes de pesquisa, estabelecidos
pela Comiss&o de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FCAV) — Unesp (protocolo n° 013689/19). O experimento foi dividido em
duas fases. A fase de cria foi realizada na Fazenda “Nascente do Pinga” —
Piracicaba-SP, de agosto de 2019 a janeiro de 2020 (172 dias). Os animais foram
confinados na Fazenda Lageado, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”, em Botucatu-SP de janeiro a agosto de 2020 (200 dias).

Animais e delineamento experimental

Quarenta e cinco bezerros machos, F1 Angus-Nelore (38 + 15 dias de idade,
59 + 5,83 kg de peso corporal) filhos do mesmo touro (KCF Bennett Fortress
R:17259012) e suas méaes (414 + 45 kg) foram estratificados de acordo com a data
e numero de partos (primipara ou multipara) e distribuidos em 2 piquetes de capim
Brachiaria (20 hectares). Os tratamentos consistiram em bezerros que receberam
suplementacdo em creep feeding (creep feeding, n=21), ou nédo receberam a
suplementacao (controle, n=24).

No sistema de creep feeding, os bezerros tiveram acesso ad libitum ao
suplemento durante toda a fase de aleitamento. O suplemento oferecido aos
animais continha milho moido (44.8%), farelo de soja (40.4%) e ndcleo mineral
nucleo (14.8%) (22% de proteina bruta e 65% de nutrientes digestiveis totais com
base na matéria seca). Aos 210 dias de idade os animais foram desmamados,
pesados, submetidos a um protocolo sanitario e transportados por 80 km ao
confinamento experimental.

Na terminagdo os animais foram distribuidos em baias (n = 16) com 2 ou 3
animais de acordo com seu respectivo tratamento. O peso dos animais foi utilizado
como fator de blocagem para a distribuicdo nas baias, e o delineamento utilizado
foi em blocos casualizados. A castracéao foi feita ao longo do confinamento com trés
aplicacdes de uma vacina de GnRH (Bopriva, Zoetis®) administradas por via

subcutanea no 5°, 29° e 140° dia de confinamento.
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A dieta de terminacao continha 15,24% de proteina bruta, 1,28Mcal de
energia liquida para ganho e 48,69% de amido a base de 88% de concentrado
(milho a 75,4%, farelo de soja a 19,9%, ureia a 0,43% e ndcleo mineral a 14,25%),
bagaco de cana (9%) e feno (3%). Ao final do periodo experimental, os animais
foram pesados sem jejum por dois dias consecutivos para estimativa do peso
corporal final (PCF). O PCF foi determinado pela média das duas pesagens x 0,96
de acordo com o NRC (2000).

Abate, coleta de amostras e caracteristicas de carcaga

O abate foi realizado em um abatedouro comercial (Cowpig, Boituva, Séo
Paulo, Brasil) apos transporte por 120 km e jejum alimentar de 24 h com acesso a
agua. Os novilhos foram abatidos pela técnica de concusséo cerebral e seccao da
veia jugular. Posteriormente, as carcagas foram divididas longitudinalmente e
amostras foram retiradas do musculo Longissimus thoracis (LT) da meia carcaca
direita na altura da 122 vertebra toracica e armazenada em N liquido seguido de
ultra freezer a -80°C. As carcacas foram pesadas para obtencdo do peso de
carcaca quente (PCQ). O rendimento de carcaca (RC) foi obtido de acordo com a
seguinte equacao:

RC = (PCQ/PCF) x 100

Apoés 48 h de resfriamento a 2°C e antes da desossa as meias carcacas
foram seccionadas entre a 122 e 132 costelas para mensurar a area de olho de
lombo (AOL) e a espessura de gordura subcutanea (EGS) do musculo LT. A AOL
foi registrada em filme transparente, digitalizadas e analisadas com auxilio do
software ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, USA). A EGS foi
determinada com paquimetro digital e apresentadas em milimetros (mm). O indice
de marmorizacdo (IM) foi avaliado por analise do escore visual, seguindo
metodologia descrita pelo Sistema Australiano de Avaliagdo de Carcagas
(Australian Meat Standards,1997).

Apo6s a desossa uma porcdo do LT com aproximadamente 12 cm de
comprimento, a partir do ponto de secc¢éo citado anteriormente e no sentido cranial,
foi retirada, identificada, embalada individualmente a vacuo e transportada ao
laboratério. As amostras entdo foram seccionadas em bifes com 2,54 cm de

espessura para as analises fisicas.
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Maturacdo e analises fisicas da carne

Os bifes foram acondicionados a vacuo em embalagens de polietileno e
maturados em geladeira a 2 ° C por 7 ou 14 dias. ApGs atingir o periodo de
maturacdo as amostras eram retiradas da geladeira e expostas ao oxigénio por 30
min a 4 ° C para estabilizagdo dos pigmentos de cor.

Primeiro, o pH da carne foi medido usando um peagametro digital Hanna
(Modelo HI 99163, Hanna Instruments, Woonsocket, Rl, EUA) com sonda de
penetracdo. O peagametro era calibrado usando tampdes padréo de pH 4,0 e 7,0.
Em seguida, a cor da carne (L * = luminosidade, a * = intensidade vermelha, b * =
intensidade amarela) foi medida usando o sistema CIELab do colorimetro CR-400
(fonte de luz A, angulo de absorcéo 10, Y, 0,01 em 160,00% de refletancia, Konica
Minolta Sensing, Toquio, Jap&o). O colorimetro foi calibrado com placa padréo em
preto e branco e trés leituras de cores foram tomadas na superficie da amostra. A
média das leituras foi calculada para cada variavel (L *, a * e b *). Com base nos
resultados mensurados, calculou-se os indices colorimétricos de croma
(quantidade de cor ou saturagao) e matiz (cor real), conforme Cafieque et al. (2004)
e Baldassini et al. (2017).

Com base nos resultados mensurados, calculou-se os indices colorimétricos
de croma (quantidade de cor ou saturacdo) e matiz (cor real), seguindo equacdes
descritas por Cafeque et al. (2004).

Croma* = ((a*)2 + (b*)2)0,5

Matiz = tan-1(b*/a*)

Para determinar as perdas por coccdo e a forca de cisalhamento, as
amostras foram colocadas sob uma grade metdlica e um refratario de vidro de peso
conhecido e pesadas. Os bifes foram grelhados em forno pré-aquecido equipado
com termostato para evitar variacdes de temperatura. Um termémetro digital
modelo DT-612 (ATP Instrumentation, Ashby-de-la-Zouch, UK) foi utilizado para
monitorar a temperatura interna das amostras até atingir a temperatura interna de
71 ° C, conforme metodologia descrita por Wheeler et al. (1996). Em seguida, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos, pesadas e
refrigeradas a 4 ° C por 24 horas. As perdas por cozimento foram obtidas pela
diferenca de peso pré e pdés cozimento.

Apos o resfriamento, oito cilindros com 1,27 cm de di&dmetro foram retirados

da direcéo paralela da fibra muscular por meio de uma punc¢éo oco acoplado a uma
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broca industrial. Os cilindros foram seccionados em equipamento Brookfield CT-3
Texture Analyzer (AMETEK Brookfield, Middleborough, MA, USA). Os resultados
foram apresentados em quilograma-forca (kgf) e a média das oito medi¢des de

cada bife foi utilizada.

Protedmica

Para as analises de protedmica, utilizou-se amostras de 20 animais (10
controles e 10 creep feeding). Aproximadamente 200 mg do tecido muscular foi
macerado em 1000 pL de agua deionizada e, posteriormente, centrifugadas a
10.000 rpm e 4°C por 15 minutos. Apos centrifugagdo, em triplicata (tubos
separados), 300 uL do sobrenadante foi submetido a precipitagcao utilizando 600 uL
de acetona 80% (proporcdo 1:2). Nesta etapa as amostras permaneceram sobre
refrigeragao por 2 horas e, em seguida, foram submetidas a centrifugagéo a 14000
rpm e 4° C por 30 minutos, formando trés pellets por amostra. Subsequentemente,
a acetona foi descartada e os pellets foram novamente centrifugados utilizando
etanol (1000 rpm, 4° C por 5 minutos). Utilizando um dos pellets formados na etapa
anterior, quantificou-se o teor de proteina total pelo método do Biureto (Gornall et
al., 1949). Um segundo pellet foi reconstituido em tampéao especifico contendo 0,07
M de ureia, 0,02 M de tioureia, 2% de [(3-Colamidopropil) dimetilaménio] -1-propano
sulfato (CHAPS) (m / v), 10% de 56 anfdlito (faixa de pH 3-10) e 0.002% de azul de
bromofenol. Além disso, foram adicionados 2,8 mg de 1,4-ditiotreitol e essa solugéo
foi utilizada nas separacdes eletroforéticas. Terceiro pellet foi armazenado como

reserva a -20°C.

Eletroforese bidimensional — 2D-PAGE

A partir da solubilizagdo, uma aliquota contendo 400 pug de proteina foi
aplicada a cada fita de eletroforese (pH 3-10, 13cm), hidratada por 12 h, submetida
a focalizacédo isoelétrica em aparelho Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare), alquilada e
reduzida em solugbes de equilibrio (Baldassini et al., 2015). Em seguida, as fitas
foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) e submetidas a separacéo
dos spots proteicos de acordo com o peso molecular de 10—-250 kDa, os géis foram
feitos um por animal. Ao término, utilizou-se Coomassie coloidal como marcador
dos spots proteicos. Apos 72 h, os geéis foram descoloridos com agua ultrapura e

digitalizados.
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Analises de imagens

Os géis foram digitalizados, e as imagens analisadas no software
ImageMaster Platinum v. 7.0 (Healthcare Bio-Sciences) conforme descrito por
Baldassini et al. (2015) e Braga et al. (2017). Os spots proteicos equivalentes
(correspondentes) foram identificados dentro dos tratamentos e entre tratamentos,
e a edicdo automatica e manual foi realizada para remover os spots falsos. Além
disso, foram obtidas variaveis como o niamero de spots por gel e 0 seu volume
normalizado. A correspondéncia dos géis dentro de cada amostra, foi superior a
95% de compatibilidade.

Digestao de proteinas

Inicialmente, os spots proteicos diferencialmente abundantes foram cortados
do gel, colocado em microtubos individuais de 1,5 mL para digestao utilizando
tripsina conforme descrito anteriormente (Braga et al., 2017). Os spots proteicos
foram lavados para remocéo de corante e preparados para digestéo triptica (Kit de
digestéo rapida - Tripsina, Promega Corporation), seguida de eluicdo de peptideo.

Identificacdo das proteinas

Os peptideos e proteinas dos spots diferencialmente abundantes foram
caracterizados por meio de espectrometria de massas ESI-MS/MS (nanoAcquity
UPLCR - nanoAcquity HSS T3, Waters Solutions). O equilibrio da coluna, gradiente
de separacdo de peptideos e modo de operacdo foram conduzidos conforme
procedimentos descritos na literatura (Braga et al., 2017). A identificacdo das
proteinas foi realizada por meio do banco de dados UniProt (UniProtKB / Swiss-

Prot - www.uniprot.org), e a busca pela espécie Bos taurus taurus.

Bioinformética

Andlises bioinformaticas foram realizadas para a classificar as proteinas
diferencialmente abundantes no Longissimus thoracis em termos de processos
biolégicos (PB), funcdo molecular (FM) e componentes celulares (CC). Para isso, o
namero de acesso das proteinas identificadas por ESI/MS/MS foi inserido no banco
de dados UniProt (www.uniprot.org) e suas sequéncias FASTA foram extraidas.

Apés essa etapa, as proteinas foram analisadas por meio do OMICSBOX v.2.0
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(https://www.biobam.com/omicsbox/) e das ferramentas Blast2GO (Goétz et al.,
2008).

Em seguida, a ferramenta de codigo aberto Metascape®
(https://metascape.org/gp/index.html#/main/stepl) foi usada para identificar os
principais termos de ontologia genética enriquecida (GO) entre as listas de
proteinas seguindo os procedimentos descritos (Gagaoua et al., 2021). Como a
taxonomia de Bos taurus ndo esta disponivel no Metascape®, os ortélogos do
Homo sapiens foram recuperados usando o] HCOP
(http://www.genenames.org/tools/hcop/). O agrupamento de mapa de calor
hierarquico comparando os termos GO significativamente enriquecidos foi
realizado. A sobreposicdo dos dois proteomas também foi investigada com um
gréfico circos, ilustrando o grau de sobreposicao entre listas de proteinas do grupo
controle e do creep feeding.

Uma analise bioinformatica adicional entre as proteinas identificadas foi
realizada usando o banco de dados STRING (Search Tool for Retrieval of
Interacting Genes, v. 11.0 — https://string-db.org/). Uma rede de interacao proteina-
proteina relacionando as proteinas diferencialmente abundantes de acordo com as

vias a que pertencem foi gerada.

Anédlises estatisticas

Os dados foram analisados em delineamento em blocos casualizados
usando o PROC MIXED do SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC). O tratamento foi
incluido como efeito fixo e 0 animal a unidade experimental. Graficos de residuos e
a estatistica W (Shapiro e Wilk, 1965) foram avaliados para determinar a
normalidade para todos os dados, e outliers (+ 3 ou -3 desvios padrédo) foram
excluidos. A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para testar os efeitos do
creep feeding para as variaveis de desempenho e caracteristicas de carcaca. Para
as variaveis fisicas da carne o efeito do tempo de maturacao foi considerado, e os
dados analisados como medida repetida no tempo. Diferencas foram consideradas
significativas quando P < 0,05.

Os dados de representacdo de proteinas foram analisados utilizando
ImageMaster Platinum v. 7.0 (GE Healthcare, Chicago, lllinois, Estados Unidos).
Os dados do volume spot foram testados quanto a homogeneidade das variancias

e normalidade usando os testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente.
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Posteriormente, as diferencas nas médias entre os tratamentos foram analisadas
atraves do teste t de Student. Além disso, o teste de Mann-Whitney (teste de soma
de postos de Wilcoxon) foi utilizado quando os critérios de normalidade foram
violados em algum dos tratamentos. Para ambos os testes (Student ou Mann-

Whitney), foi detectada significancia ao nivel de 0,05.

14.1 Resultados

Desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne
A suplementacao durante a fase de aleitamento influenciou o desempenho
e as caracteristicas de carcaca dos animais (P<0,05) (Tabela 9). Como esperado,
os novilhos do grupo creep feeding apresentaram maior peso corporal a desmama,
peso corporal final, gordura de carcaca, medida como espessura de gordura
subcutanea e indice de marmoreio. Por outro lado, peso corporal inicial, ganho
médio diario, peso de carcaca quente, rendimento de carcaca e area de olho e

lombo nao diferiram.

Tabela 9: Caracteristicas de carcaca de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados
ou ndo em creep feeding e confinados apds o desmame.

Variavel Controle Creep EPM  P-valor
Peso corporal inicial 59,35 57,76 1,4260 0,4274
Peso corporal a desmama 227,26 242,91 3,6440 0,0002
Peso corporal final 484,64 499,92 4,4197 0,0399
Peso de carcaca quente (kg) 269,22 275,11 2,4999 0,1113
Rendimento de carcaga quente (%) 55,55 55,01 0,1820 0,1106
Area de olho de lombo (cm?) 68,46 65,54 0,8118 0,0760

Espessura de gordura subcutanea (mm) 10,61 12,55 10,4486 0,0076
indice de marmorizagéo, de 100 a 1100 322,75 366,11 9,6086 0,0194

Uma interagdo tratamento x maturacao foi observado nas perdas por coccéo
(P=0,0095) (Tabela 10). Os bifes do grupo controle maturados por 7 dias exibiram
maiores perdas por coc¢ao (P<0,0382). Os bifes do grupo controle de 7 dias e creep
feeding de 14 dias nao diferiram entre si (P>0,05). Os bifes do grupo creep feeding

maturados por 14 dias foram iguais a todos os demais (P>0,05).

Os tratamentos nao influenciaram as variaveis forca de cisalhamento e pH

(P<0,05). Porém houve efeito de maturagcéo, onde aos 14 dias de maturacdo os
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bifes apresentaram menores valores de pH e forca de cisalhamento (P<0,0001). Os
valores medios de pH reduziram de 5,50 para 5,1 e a FC reduziu em média 21,24%
(0,926kgf).

Aos 14 dias de maturacéo os bifes apresentaram menores valores de pH e
forca de cisalhamento (P<0,0001), mas n&o foram influenciados pelo creep feeding
(P>0,05). Os valores médios de pH reduziram de 5,50 para 5,31 e a FC reduziu em
média 21,24% (0,926kgf). Esses resultados indicam que o uso de creep feeding

nao afeta a maciez da carne.

Tabela 10: Perda por coccao, caracteristicas de cor, pH e forca de cisalhamento
do musculo Longissimus thoracis em dois tempos de maturacdo (3 e 14 dias pos
mortem) de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados ou ndo em creep feeding e
confinados apds o desmame.

itern 7 dias 14 dias EPM P-valor

Controle Creep Controle Creep Tr Dia DiaxTr
PPC 25,482 23,11p 23,64p 23,83ap 0,2586 0,0247 0,2467 0,0095
pH 5,51 5,50 5,32 530 0,0155 0,5506 <0,0001 0,9206
FC kgf 4,52 4,21 3,45 3,42 0,0736 0,1179 <0,0001 0,1892
L* 36,32 37,09 36,62 3845 0,2288 0,0036 0,0597 0,2253
a* 16,54 16,11 16,84 16,76 0,1072 0,2350 0,0255 0,3968
b* 6,42 6,46 6,58 6,59 0,0578 0,8055 0,2212 0,8798

Croma 17,74 17,42 18,06 1791 0,1123 0,2994 0,0691 0,6978
Matiz 21,21 21,40 21,0 21,65 0,1080 0,0820 0,8108 0,3663

PPC: Perdas por coccao, FC: Forca de cisalhamento, L*: Luminosidade, a*: Vermelhiddo, b*: Amareliddo

Os valores de L* foram maiores nos bifes dos animais que receberam, creep
feeding (P=0,0041), porém ndo houve efeito para os outros indices de cor (a*, b*,
Croma e Matiz; P>0,05). Em relacdo ao tempo de maturacdo, 14 dias reduziu o

indice a* (P=0,0255), sem efeito nas outras variaveis.

Protedmica
Com base no estudo de imagem, o numero médio de “spots” proteicos por
tratamento foi de 200 + 34 para controle e 214 + 20 para creep feeding. O nimero
de “spots” dos géis referéncia foi de 228 no controle (Figura 2) e 222 no creep
feeding (Figura 3). Apds a selegao de imagem, em 29 “spots” foram detectados 151

proteinas diferencialmente abundantes (P>0,05).
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Os spots de proteinas foram caracterizados como 0s mais abundantes nos
tratamentos controle (Tabela 11) e creep feeding (Tabela 12). No grupo controle,
as 54 proteinas foram diferencialmente abundantes 81 vezes, enquanto que no
grupo creep feeding, 45 proteinas foram diferencialmente abundantes 70 vezes. As
proteinas identificadas desempenham fungbes relacionadas principalmente a
metabolismo energético, contracdo/regulacdo muscular, atividade de ATP,

citoprotecédo, defesa celular e ligagao.
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Figura 2: Spots de proteinas selecionados para caracterizagdo por espectrometria
de massa (ESI-MS) ap6s analise das imagens. Eletroforese em gel de
poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE): 12,5% (m/v) e gradiente de pH 3-10.
Amostras do musculo Longissimus thoracis de bovinos F1 Angus-Nelore néo
suplementados em creep feeding e confinados apds o desmame.
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Figura 3: Spots de proteinas selecionados para caracteriza¢do por espectrometria
de massa (ESI-MS) ap6s analise das imagens. Eletroforese em gel de
poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE): 12,5% (m/v) e gradiente de pH 3-10.
Amostras do musculo Longissimus thoracis de bovinos F1 Angus-Nelore
suplementados em creep feeding confinados ap6s o desmame.
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Tabela 11: Proteinas diferencialmente expressas do musculo Longissimus thoracis de bovinos F1 Angus-Nelore nao suplementados

em creep feeding e confinados apds o desmame.

Gene Coverage pl/Mw
Spot ID Nome da Proteina Uniprot ID Score pl/Mw teérico ]
Symbol (%) experimental
Metabolismo energético

69 Phosphoglycerate mutase 2 Q32KVO0 PGAM2 199,2052 22,13 9,2446/ 28666 8,9911/27

Creatine Kinase M-type QI9XSC6 CKM 2546,284 37,64 6,6782/42961 8,9911/27

84 L-lactate dehydrogenase A chain P19858 LDHA 3878,889 51,51 8,0039/ 36574 7,96975/33
106 Glycogen phosphorylase_ muscle form P79334 PYGM 172,7643 20,78 6,6709/ 97231 6,31940/36
114 G3P dehydrogenase [NAD(+)] cytoplas. Q5EA88 GPD1 397,8026 52,15 6,438/37623 7,19128/39
Creatine Kinase M-type QIXSC6 CKM 20518,52 94,75 6,6782/42961 7,19128/39

116 Creatine Kinase M-type QIXSC6 CKM 17164,19 96,06 6,6782/42961 7,04804/39
119 Creatine Kinase M-type QI9XSC6 CKM 27009,96 96,85 6,6782/42961 7,37811/38
197 Beta-enolase Q37C09 ENO3 22395,5 80,18 7,667/47066 7,09164/45
Glyceraldehyde-3p dehydrogenase P10096 GAPDH 3584,665 69,07 8,5151/35845 7,09164/45

Beta-enolase Q3zC09 ENO3 24099,27 95,62 7,667/47066 7,80783/43

128 Alpha-enolase Q9XSsJ4 ENO1 1704,978 45,85 6,3823/47296 7,80783/43
Beta-enolase Q3ZC09 ENO3 19826,61 74,19 7,667/47066 7,39680/44

130 Creatine Kinase M-type QIXSC6 CKM 812,8054 39,63 6,6782/42961 7,39680/44
154 Beta-enolase Q37C09 ENO3 1757,128 39,86 7,667/47066 8,10676/57
Glucose-6-phosphate isomerase Q3zBD7 GPI 1067,311 51,89 7,5044/62815 8,10676/57

155 Glucose-6-phosphate isomerase Q3ZBD7 GPI 555,5845 43,27 7,5044/62815 8,64858/58
156 Triosephosphate isomerase Q5E956 TPI1 2292,515 72,29 6,5112/26672 7,76424/58
Glucose-6-phosphate isomerase Q3ZBD7 GPI 1340,102 58,53 7,5044/62815 7,76424/58

160 Phosphoglucomutase-1 Q08DPO PGM1 2040,83 58,72 6,3647/61550 7,12278/61


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32KV0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P19858/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P79334/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5EA88/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10096/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSJ4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZBD7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZBD7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E956/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZBD7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08DP0/entry

162

165

Estrutura muscular

99
101

106

114

116
119

127

130
154
156

165

Phosphoglucomutase-1
Phosphoglucomutase-1

Beta-enolase

Troponin T_fast skeletal muscle

Troponin T_fast skeletal muscle

Troponin T_fast skeletal muscle
Tropomyosin beta chain

Tropomyosin alpha-1 chain

Myosin light chain 1/3__ skeletal muscle

isoform
Actin_ alpha skeletal muscle
Tropomyosin beta chain
Actin_ alpha skeletal muscle
Actin_ alpha skeletal muscle

Troponin T_fast skeletal muscle

Actin_ gamma-enteric smooth muscle

Myosin regulatory light chain 2_ skeletal

muscle isoform

Actin_ gamma-enteric smooth muscle

Actin_ alpha skeletal muscle

Myosin regulatory light chain 2_ skeletal

60 kDa heat shock protein_

mitochondrial

Q08DPO
Q08DPO
Q3ZC09

Q8MKI3
Q8MKI3
Q8MKI3
Q5KR48
Q5KR49

AO0JINJS

P68138
Q5KR48
P68138
P68138
Q8MKI3
Q5E9B5

QO0P571

Q5E9BS
P68138

QOP571

PGM1
PGM1
ENOS3

TNNT3

TNNT3

TNNT3
TPM2
TPM1

MYL1

ACTAl
TPM2
ACTAl
ACTAl
TNNT3
ACTG2

MYLPF

ACTG2
ACTA1
MYLPF

HSPD1

6136,735
814,9357
339,5077

1972,843
1548,239
2870,764
697,684
249,897

190,5043

3289,37
285,2681
6074,357
3688,712
244,3849
151,9632

124,1256

435,3572
5799,172
155,0966

177,646

77,94
61,57
20,05

44,28
37,64
39,48
58,10
40,85

47,92

61,01
50,00
86,21
74,54
25,83
26,86

55,29

43,88
61,27
28,24

14,49

6,3647/61550
6,3647/ 61550
7,667/ 47066

5,9282/32106
5,9282/32106
5,9282/32106
4,4575/32816
4,4897/32674

4,7695/20918

5,0713/42023
4,4575/32816
5,0713/42023
5,0713/42023
5,9282/32106
5,1606/41849

4,6802/42961

5,1606/41849
5,0713/42023
4,6802/42961

5,4375/61069

62

6,66192/62
6,25805/63
6,25805/63

6,86744/35
6,64947/35
6,31940/36
6,31940/36
6,31940/36

6,31940/36

7,19128/39
7,19128/39
7,04804/39
7,37811/38
7,09164/45
7,09164/45

7,09164/45

7,39680/44
8,10676/57
7,76424/58

6,22598/64


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08DP0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08DP0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKI3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKI3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKI3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR49/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0JNJ5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKI3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0P571/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0P571/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P31081/entry

Demais Proteinas
69 Carbonic anhydrase 3
Mediator of RNA polymerase I
transcription subunit 18
26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 4
929 Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
Keratin_ type Il cytoskeletal 75
101 Phosphotriesterase-related protein
114 Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
PDZ and LIM domain protein 3
119 Photoreceptor disk component
127 NTF2-related export protein 1
Platelet-activating factor
acetylhydrolase 1B subunit alpha2
GRB2-related adapter protein
Calcium-binding protein 1
128 ADP-ribosylation factor 4
N-alpha-acetyltransferase 50
156 Elongation factor 1-alpha 1
Cilia- and flagella-associated protein
418

Q357X4

QOVCD4

Q58DA0

P01966
P02070
Q08D91
A6QLJ8
P01966
P02070
Q3sYZ8
E1B7R9

2KIWO

P68401

A6QLKG6
Q9N1RO
Q3SZF2

Q0I1J0
P68103

E1BC52

CA3

MED18

PSMD4

HBA
HBB
KRT75
PTER
HBA
HBB
PDLIM3
PRCD
NXT1
PAFAH1B2P
68402
GRAP
CABP1
ARF4
NAAS5Q
EEF1A1

CFAP418

15026,71

171,2505

108,0018

733,0789
271,4226
245,0664
3581,169
4690,043
1924,811
1761,014
336,3688
220,5094

160,2972

158,4911
137,7044
433,7592
267,3329
552,5835

175,7857

81,54

10,10

12,05

66,90
50,34
12,89
65,90
53,52
70,34
52,22
79,63
25,00

22,71

25,81
23,01
42,22
24,85
24,68

18,36

7,7783/29351

6,0615/23666

4,4854/41358

9,123/15174
7,5498/15944
7,5835/58999

6,0601/39073

9,123/15174
7,5498/15944
7,8604/34331

8,9297/5991
4,8955/15821

5,5005/25553

7,4399/25350
4,5732/25738
5,833/20514
9,0498/19386
9,3428/50109

6,1787/23535

63

8,9911/27

8,9911/27

8,9911/27

6,86744/35
6,86744/35
6,86744/35
6,64947/35
7,19128/39
7,19128/39
7,19128/39
7,37811/38
7,09164/45

7,09164/45

7,09164/45
7,09164/45
7,80783/43
7,80783/43
7,76424/58

7,76424/58


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SZX4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0VCD4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q58DA0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P01966/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02070/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08D91/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6QLJ8/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P01966/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02070/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SYZ8/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/E1B7R9/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2KIW0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68401/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6QLK6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9N1R0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SZF2/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0IIJ0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68103/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/E1BC52/entry

Fetal and adult testis-expressed

_ _ Q95LA0
transcript protein homolog

Actin_ cytoplasmic 2 P63258
160 Actin_ cytoplasmic 1 P60712
Histone H4 P62803
Ribonuclease P protein subunit p38 0Q32LC1
162 T-complex protein 1 subunit zeta Q3MHL7
165 Histone H3.1 P68432
Histone H3.2 P84227
Elongation factor 1-alpha 1 P68103
Actin_ cytoplasmic 1 P60712
Histone H2B type 1-K Q2M2T1
T-complex protein 1 subunit alpha Q32140
Histone H2A.J Q37BX9
Albumin P02769
Tubulin alpha-1B chain P81947
Tubulin beta-3 chain Q2T9S0

Eukaryotic translation initiation factor
6EWQ7

5A-1

Keratin_ type Il cytoskeletal 75 Q08D91
Ribonuclease P protein subunit p38 0Q32LC1
ADP/ATP translocase 2 Q8SOH5
Tubulin beta-5 chain Q2KJIDO
Elongation factor 1-gamma Q357Vv3

FATE1

ACTG1
ACTB

RPP38
CCT6A

EEF1A1
ACTB
H2BC12
TCP1
H2AJ
ALB

TUBB3

EIF5A

KRT75
RPP38
SLC25A5
TUBBS
EEF1G

168,4321

159,223
307,291
290,4315
188,5
162,2204
8598,989
7289,283
3257,718
3060,822
1668,381
748,7789
491,0996
410,9528
353,9844
267,5756

264,3032

192,7158
185,123
183,2629
181,7518
171,3067

28,33

28,00
40,80
29,13
11,35
35,78
23,53
23,53
35,50
65,87
26,98
61,87
21,71
50,74
51,00
16,89

14,94

11,79
6,03
17,45
28,15
20,91

5,7129/20347

5,1606/41765
5,1431/41709
11,7671/11360
10,2524/31335
6,3105/57919
11,5415/15394
11,6807/15378
9,3428/50109
5,1431/41709
10,7095/13866
5,7129/60168
11,3335/14010
5,7583/69248
4,7622/50119
4,6392/50400

4,8984/16821

7,5835/58999
10,2524/31335
10,0869/32934
4,5908/49638

6,126/50346
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7,76424/58

7,76424/58
7,12278/61
7,12278/61
7,12278/61
6,66192/62
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64

6,22598/64

6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64
6,22598/64



https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q95LA0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P63258/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P60712/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P62803/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32LC1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3MHL7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68432/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P84227/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68103/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P60712/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2M2T1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32L40/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZBX9/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02769/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P81947/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2T9S0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q6EWQ7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08D91/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32LC1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8SQH5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2KJD0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SZV3/entry
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Tabela 12: Proteinas diferencialmente abundantes do musculo Longissimus thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados
em creep feeding e confinados apds o desmame.

) Gene Coverage ) pl/Mw
Spot ID Nome da Proteina Uniprot ID Score pl/Mw tedrico .
Symbol (%) experimental
Metabolismo energético
Beta-enolase Q37C09 ENO3 422,2745 28,57 7,667/47066 5,74161/35
8 Glyceraldehyde-3p dehydrogenase P10096 GAPDH 405,5622 13,21 8,5151/35845  5,74161/35
49 Triosephosphate isomerase Q5E956 TPI1 165,7847 56,22 6,5112/26672  5,24660/22
51 Creatine Kinase M-type QIXSC6 CKM 7689,26 77,43 6,6782/42961  9,75249/21
61 Triosephosphate isomerase Q5E956 TPI1 22967,01 97,99 6,5112/26672  7,14415/24
Ribose-5-phosphate isomerase Q3T186 RPIA 318,4771 64,39 7,2847/28734  7,14415/24
63 Triosephosphate isomerase Q5E956 TPI1 24832,74 95,58 6,5112/26672  7,38531/24
- Electron transfer flavoprotein subunit Q2TBV3 ETFB 2752,729 58,82 8,2529/27682  9,38441/27
Phosphoglycerate mutase?2 Q32KV0 PGAM2 680,7322 35,97 9,2446/28666  9,38441/27
76 Glyceraldehyde-3p dehydrogenase P10096 GAPDH 228,7639 41,14 8,5151/35845  9,62557/30
Malate dehydrogenase cytoplasmic Q37145 MDH1 1408,859 39,52 6,1421/36415  6,29374/35
89 L-lactate dehydrogenase B chain Q5E9B1 LDHB 259,6533 29,34 5,9971/36700  6,29374/35
Glyceraldehyde-3p dehydrogenase P10096 GAPDH 196,2061 21,32 8,5151/35845  6,29374/35
90 Malate dehydrogenase cytoplasmic Q37145 MDH1 501,9362 31,44 6,1421/36415 5,98912/35
90 Glyceraldehyde-3p dehydrogenase P10096 GAPDH 342,231 38,44 8,5151/35845  5,98912/35
117 Aspartate aminotransferase cytoplasmic P33097 GOT1 14830,77 60,78 7,2715/46369  8,34361/40
Estrutura muscular
8 Troponin T_ slow skeletal muscle Q8MKH6 TNNT1 515,3535 22,05 5,5825/31265 5,74161/35


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZC09/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10096/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E956/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9XSC6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E956/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3T186/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E956/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2TBV3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32KV0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10096/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3T145/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10096/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3T145/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10096/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P33097/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKH6/entry

49

51

61

63

71
76

89

90

90

92

Actin_ alpha skeletal muscle
Tropomyosin beta chain
F-actin-capping protein subunit alpha-2
Myosin light chain 1/3_ skeletal musc.
isoform
Myosin light chain 3
Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Tropomyosin beta chain
Actin_ gamma-enteric smooth muscle
Elongation factor 1-alpha 1
Tropomyosin beta chain
Tropomyosin alpha-1 chain
Alfa-actinin-3
Actin_ alpha skeletal muscle
Elongation factor 1-alpha 1
Tropomyosin alpha-1 chain
Actin_ alpha skeletal muscle
Troponin T_ slow skeletal muscle
Tropomyosin alpha-1 chain
F-actin-capping protein subunit alpha-2
Troponin T_ slow skeletal muscle
Actin_ alpha skeletal muscle
Tropomyosin alpha-1 chain
Tropomyosin beta chain

Tropomyosin alpha-3 chain

P68138

Q5KR48
QS5EQ97

AO0JINJS

P68103

Q5KR48

Q5KR49
Qolng

Q5KR49
P68138
Q8MKH6
Q5KR49
Q5E997
Q8MKH6
P68138
Q5KR49
Q5KR48
Q5KR47

ACTAl
TPM2
CAPZA2

MYL1

MYL3
ACTG2
TPM2
ACTG2
EEF1A1
TPM2
TPM1
ACTNS3
ACTAl
EEF1A1
TPM1
ACTAl
TNNT1
TPM1
CAPZA2
TNNT1
ACTA1
TPM1
TPM2
TPM3

14686,46
1415,273
585,4048

18607,84

1814,136
701,9635
152,7947
807,9066
274,394
501,6047
188,7075
517,8506
5034,449
2310,678
217,3634
2104,299
4541,778
242,843
167,0815
6602,203
656,7085
188,7075
501,6047
2406,185

72,41
52,46
40,91

94,79

60,30
31,91
34,51
39,10
21,43
35,92
38,38
51,94
54,91
11,26
49,65
64,19
44,11
63,03
16,78
47,91
38,46
38,38
35,92
80,99

5,0713/42023
4,4575/32816
5,4756/32958

4,7695/20918

4,8105/21924
5,1606/41849
4,4575/32816
5,1606/41849
9,3428/50109
4,4575/32816
4,4897/32674
5,1519/103086
5,0713/42023
9,3428/50109
4,4897/32674
5,0713/42023
5,5825/31265
4,4897/32674
5,4756/32958
5,5825/31265
5,0713/42023
4,4897/32674
4,4575/32816
4,4868/32798
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5,74161/35
5,74161/35
5,74161/35

5,24660/22

5,24660/22
5,24660/22
5,24660/22
9,75249/21
7,14415/24
7,38531/24
7,38531/24
7,38531/24
9,38441/27
9,62557/30
6,29374/35
6,29374/35
6,29374/35
5,98912/35
5,98912/35
5,98912/35
5,98912/35
4,69447/34
4,69447/34
4,69447/34


https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E997/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0JNJ5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P85100/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68103/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR49/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0III9/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68103/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR49/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKH6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR49/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E997/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8MKH6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P68138/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR49/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR48/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5KR47/entry
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Demais Proteinas

27

61

63

71

71

76

89

Actin_ gamma-enteric smooth muscle

Eukaryotic translation initiation factor 3

subunit |
UBX domain-containing protein 1
60S acidic ribosomal protein PO
Myoglobin
Nucleoside diphosphate kinase B
Protein S100-A2
Phosducin-like protein 3
UPF0545 protein C220rf39 homolog
Glutathione S-transferase Mu 1
Keratin_ type Il cytoskeletal 7
Peptidoglycan recognition protein 1
Carbonic anhydrase 3
GRB2-related adapter protein
Desmin
Proteasome subunit alpha type-7
Overexpressed in colon carcinoma 1
protein homolog
Voltage-dependent anion-selective

channel protein 3

Serine/threonine-protein phosphatase

PP1-beta catalytic subunit
GRB2-related adapter protein

Q5SE9BS

QS5E966

Q32KW2
Q95140
P02192
Q37004
P10462
QOovVCw8
Q35770
QINOV4
Q29521
Q8SPP7
Q3S7Xx4
ABQLK6
062654

Q3ZBGO

P0C914

Q9MZ13

Q3SWW9

A6QLKG6

ACTG2

EIF3I

UBXN1
RPLPO
MB
NME2
S100A2
PDCL3

GSTM1
KRT7
PGLYRP1
CA3
GRAP
DES
PSMA7

VDAC3

PPP1CB

2494,369

599,1484

284,1233
179,3015
12618,4
397,1306
232,4532
175,5944
164,5563
407,6039
189,8684
179,796
17068,79
433,8385
415,9838
405,7205

392,6475

418,3592

1826,813

172,2018

29,52

49,85

43,77
25,47
77,92
37,50
45,36
32,08
17,31
42,66
12,45
10,53
90,00
24,42
22,34
48,39

88,89

52,65

42,20

30,41

5,1606/41849

5,2617/36449

5,2661/33381
5,606/34348
7,0854/17066
8,2075/17304
4,4824/10886
4,3638/27461
6,4907/11701
7,2231/25618
5,6572/51546
9,6343/21049
7,7783/29351
7,4399/25350
5,0303/53499
8,707/27851

4,8926/6386

8,9956/30719

5,7715/37162

7,4399/25350

67

8,34361/40

5,74161/35

5,74161/35
5,74161/35
8,47688/15
8,47688/15
7,14415/24
7,14415/24
7,14415/24
7,38531/24
7,38531/24
7,38531/24
9,38441/27
9,38441/27
9,38441/27
9,38441/27

9,38441/27

9,62557/30

6,29374/35

6,29374/35


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E9B5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5E966/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q32KW2/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q95140/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02192/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3T0Q4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P10462/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0VCW8/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SZ70/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9N0V4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q29S21/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8SPP7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SZX4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6QLK6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/O62654/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZBG0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P0C914/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9MZ13/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SWW9/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6QLK6/entry

% Serine/threonine-protein phosphatase
PP1-beta catalytic subunit
Intraflagellar transport protein 27
homolog
N(G)_N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1
Pancreatic progenitor cell differentiation
and proliferation factor
Cilia- and flagella-associated protein 418
Ester hydrolase C11orf54 homolog
117 GRB2-related adapter protein
Keratin_ type Il cytoskeletal 75
Pancreatic progenitor cell differentiation

and proliferation factor

Q3ZCB6

E1BC52

Q2HJIH3
A6QLKG6

08D91
Q3ZCB6

PPP1CB

IFT27

DDAH1

PPDPF

CFAP418

GRAP

KRT75

PPDPF

754,5063

260,0028

225,174

147,5353

129,5586
125,4937
629,0734
228,6061

173,8242

49,54

25,81

44,21

43,97

24,64
24,44
28,57
17,86

28,45

5,7715/37162

5,2441/20632

5,5928/31269

7,3667/12178

6,1787/23535
5,9971/35132
7,4399/25350
7,5835/58999

7,3667/12178

68

5,98912/35

5,98912/35

5,98912/35

5,98912/35

5,98912/35
5,98912/35
8,34361/40
8,34361/40

8,34361/40



https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3SWW9/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q0VCN3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P56965/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZCB6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/E1BC52/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q2HJH3/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6QLK6/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q08D91/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q3ZCB6/entry
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Procedimentos de bioinformatica e enriquecimento funcional permitiram
identificar diferencas em PB (processos biologicos), FM (funcbes moleculares) e
CC (componentes celulares) entre o controle (Figura 4) e creep feeding (Figura
5).

Alguns PBs predominaram em ambos 0s grupos: metabolismo de
carboidratos (GO:0005975), processo metabdlico de moléculas pequenas
(G0:0044281), geracdo de metabdlitos precursores e energia (GO:0006091),
processo metabdlico do acido carboxilico (GO:0019752). Os PBs, predominantes
no grupo controle foram: processo metabolico organofosforado (n = 8,
G0:0019637), processo catabdlico de carboidratos (n = 7, GO:0016052) e
metabolismo de glicose (n = 6, GO:0006006). No grupo creep feeding, os PBs
predominantes foram: contragcado muscular (n =6, GO:0006936) e organizacdo das
fibras supramoleculares (n = 6, GO:0097435).

Em relacdo a FM, proteinas foram identificadas apenas no grupo controle
com funcéo relacionada a atividades isomerase (n = 5, GO:0016853), carbo-
oxigénio liase (n = 4, GO:0016835) e fosfopiruvato hidratase (n = 2, GO:0004634).
No CC, nos dois grupos houve predominio das proteinas de citoplasma
(GO:0005737), citoesqueleto (GO:0005856), fibra supramolecular (GO:0099512),
citoesqueleto de actina (G0O:0015629) e fibra polimérica do citoesqueleto
(G0O:0099513).

Com base nos termos de ontologia genética, os processos celulares
referentes a atividade quinase (G0O:0016301), processo metabdlico da glicose,
regulacdo da cascata MAPK (G0:0043408), atividade quinase do receptor beta-
adrenérgico (GO:0047696), processo baseado em filamento de actina
(G0:0030029) e processo de sistema muscular (GO:00003012) foram regulados
positivamente nos animais do grupo creep feeding (Figura 6-A, 7-A e 7-B). Vias
de proteinas motoras (hsa:04814) e atividade isomerase foram mais enriquecidas
nos animais controle.

Alguns processos biologicos foram enriquecidos nos dois tratamentos,
porém o0s animais do grupo creep feeding apresentaram uma resposta mais
intensa, tais como: processos metabdlicos (GO:0008152), processo organismo
multicelular (G0O:0032501), processo celular (GO:0009987), processo de
desenvolvimento (G0O:0032502), respostas a estimulos (GO:0050896) e
regulacéo de processos biologicos (GO:0050789).
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GO Dlstnbutlon by Level ( 3) = Controle

Carbohydrate metabolic process
Small molecule metabolic process
Organophosphate metabolic process
Carbohydrate catabolic process

Generation of precursor metabolites and energy
Carboxylic acid metabolic process

Glycolytic process

Glucose metabolic process

Muscle contraction

Gluconeogenesis

Regulation of vacuole fusion, non-autophagic

Isomerase activity
Carbon-oxygen lyase activity
Phosphopyruvate hydratase activity

Cytoplasm

Cytosol

Cytoskeleton

Supramolecular fiber

Actin cytoskeleton

Polymeric cytoskeletal fiber
Myofibril

Actin filament

Stress fiber

Phosphopyruvate hydratase complex
Chaperonin-containing T-complex
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Figura 4: Classificacdo das proteinas identificadas no musculo Longissimus
thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore ndo suplementados em creep feeding e
confinados apds o desmame. O software OMICSBOX foi utilizado para classificar
as proteinas de acordo com o processo biolégico (PB), fungdo molecular (FM) e
componente celular (CC).

GO Distribution by Level (3) = Creep feeding

Small molecule metabolic process
Carbohydrate metabolic process
Carboxylic acid metabolic process

Generation of precursor metabolites and energy

Muscle contraction
Supramolecular fiber organization
Glycolytic process

Oxaloacetate metabolic process
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Figura 5: Classificacdo das proteinas identificadas em amostras no musculo
Longissimus thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados em creep
feeding e confinados apés o desmame. O software OMICSBOX foi utilizado para
classificar as proteinas de acordo com o processo biologico (BP), funcao
molecular (MF) e componente celular (CC).
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A)

GO:0030029: actin lilament-based process
GO 0003012: muscle system process
GO 0044389 ubiquitin-ike prolein ligase binding

hsa05410: Hypertrophic cardiomyopathy
GO:0006006: glucose metabolic process
hsa04814: Mo(o« roleins

M255: PID HIF1 TFPATHWAY

GO:0003746: translation elongation factor activity
GO:0016853: Isomerase activity

_ GO:0090131: mesenchyme migration

hsa05230: Central carbon metabolism in cancer

- GO:0043408: regulation of MAPK cascade

- GO:0019362: pyridine nucleotide metabolic process

hsa03013: Nucleocytoplasmic transport

GO:0098659: inorganic cation import across plasma membrane
GO:0034333: adherens junction assembly

GO.0006579: response 10 oxidative stress

- GO:0016775: ge hosphotransferase activity, nitrogencus group as acceptor

S GO:0047696: beta-adrenergic receptor kinase activity
e - GO:0016301: kinase activity
3 -
B) §

-log10iP)

(bt B 1o
oI 10 20

G0:0044419: biological process involved in interspecies interaction between organisms

G0:0042592: homeostatic process

G0:0048518: positive regulation of biological process
- GO:0002376: immune system process
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Figura 6: Andlises de ontologia génica (GO) baseadas nas proteinas
diferencialmente abundantes identificadas no musculo Longissimus thoracis de
novilhos F1 Angus-Nelore suplementados ou n&o em creep feeding e confinados
apos o desmame. (A) Agrupamento hierarquico do mapa de calor comparando 0s
20 primeiros processos celulares significativamente enriquecidos. (B) Processo
bioldgico significativamente enriquecido.
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Figura 7: (A) Rede enriquecida relacionada aos termos da Figura 6 A e seu grau
de interconexao. (B) A mesma rede de enriquecimento com destaque para 0s
grupos experimentais.

Andlise bioinformatica adicional foi efetuada para comparar a sobreposi¢ao
de proteinas entre grupos experimentais usando o grafico Circos (Figura 8). Essa
analise mostra a sobreposicdo e as conexdes funcionais entre as proteinas e

possibilita comparar os termos de ontologia enriquecidos entre os tratamentos, e
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identificar aqueles que foram compartilhados ou especificos. Quinze termos GO
foram comuns a ambas as listas de proteinas, agrupados em 3 classes:
estrutura/contragdo muscular, sinalizagao/estrutura celular e metabolismo

energeético.

Estrutura e Contracao Muscular
MYL1 (1-1)
ACTA1 (4-4)
TPM2 (2-4)
TPM1 (1-4)
ACTG2 (2-3)

Metabolismo Energético
ENO3 (5-1)
CKM (5-1)

TPI1 (1-3)
GAPDH (1-4)
PGAM?2 (1-1)

CA3 (1-1)

Sinalizacdo e Estrutura Celular
GRAP (1-3)
CFAP418(1-1)
EEF1A1 (2-2
KRT75 (2-1)

Figura 8: Analise de sobreposicdo de proteinas entre 0s grupos experimentais
com base nas 151 proteinas diferencialmente abundantes identificadas no
musculo Longissimus thoracis de novilhos F1 Angus-Nelore suplementados ou
nao em creep feeding e confinados apds o desmame. O arco externo representa
0 grupo experimental, vermelho para controle e azul para creep feeding. No
interior, a cor laranja escura representa as proteinas presentes nos dois grupos e
a cor laranja clara representa as proteinas que sao exclusivas de um grupo. As
linhas roxas ligam as proteinas que estao presentes nos dois grupos. As linhas
azuis ligam as proteinas, embora diferentes, enquadram-se no mesmo termo
ontolégico.

As interacBes proteina-proteina foram analisadas nos tratamentos controle
(Figura 9) e creep feeding (Figura 10). No grupo controle, 2 grupos principais
(clusters) bem definidos foram identificados: proteinas relacionadas ao
metabolismo energético (ENO1, ENO3, GAPDH, GPD1, GPI, LDHA, PGAM2,
PGM1, PYGM e TPI1), contracdo muscular (ACTAL, ALB, CKM, MYL1, TNNT3 e
TPM2), e uma discreta rede relacionada a divisao celular (TCP1 e CCT6A). No
grupo creep feeding, também identificamos os mesmos 2 clusters principais:

proteinas relacionadas ao metabolismo energético (CA3, EIF3I, ENO3, ETFB,
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GAPDH, GOT1, LDHB, MDH1, RPIA, RPLPO, TPI1 e VDAC3) e contragdo
muscular (ACTA1, ACTN3, CKM, DES, MB, MYL1, PGAM2, TNNT1, TPM1, TPM2
e TPM3). Algumas das proteinas encontradas em ambos 0s grupos sé&o

consideradas moléculas importantes no metabolismo energético, como GAPDH,

CKM e ENOS.

CCTBA

TCPL

Figura 9: Andlise das interacdes proteina-proteina utilizando as proteinas
diferencialmente abundantes no musculo Longissimus thoracis de novilhos F1
Angus-Nelore n&o suplementados em creep feeding e confinados apds o
desmame.
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CAPZA2

PPP1CB

Figura 10: Analise das interacBes proteina-proteina utilizando as proteinas
diferencialmente abundantes no musculo Longissimus thoracis de novilhos F1
Angus-Nelore suplementados em creep feeding e confinados apds o desmame.



76

15.1 Discussao

Neste estudo, animais de mesma idade, classe sexual, raca - incluindo
ascendéncia paterna e alimentados em confinamento exatamente com 0 mesmo
manejo nutricional, apresentaram respostas diferentes de IM, entretanto, com
maciez da carne semelhantes de acordo com a estratégia nutricional adotada
durante o periodo pré desmame. Demonstramos que a suplementacado em creep
feeding durante o periodo de aleitamento afeta o proteoma muscular e melhora o
indice de marmoreio em 14% durante a fase de terminagéo, porém essa estratégia
nutricional ndo afeta a maciez da carne. Compreender 0S mecanismos
relacionados a deposicdo de gordura intramuscular € importante para delinear
estratégias que favorecam a expressao de caracteristicas organolépticas com

eficacia.

Composicdao fisica da carne

A suplementacdo em creep feeding de forma geral pouco afetou as
caracteristicas fisicas da carne, como o pH, cor e maciez. Em nosso estudo 0s
animais foram retirados da pastagem e alimentados com a mesma dieta em
confinamento por um total de 200 dias. Outros estudos ja demonstraram que uma
estratégia de alimentacdo comum por um periodo superior a 110 dias é capaz de
equiparar os parametros de qualidade de carne independentemente de
estratégias nutricionais anteriores (Silva et al., 2017, 2019; Torrecilhas et al.,
2021).

Considerando gue o Unico fator distinto aos dois grupos foi o0 uso de creep
feeding, os aspectos que poderiam exercer influéncia na forca de cisalhamento da
carne seriam aqueles afetados pela estratégia anterior, indice de marmoreio e a
espessura de gordura subcutanea. Embora haja uma correlacdo dos atributos de
maciez da carne com o teor de gordura intramuscular (Choi et al., 2019), o grau
de marmoreio responde por apenas 3 a 10% da variacdo na maciez sensorial da
carne bovina e esse efeito € mais expressivo em um maior nivel de marmoreio
(Nishimura, 2015). Além disso, embora tenhamos observado um aumento
Importante no escore de gordura intramuscular, isso representa um incremento de
40 pontos de gordura. A reducao na forca de cisalhamento era esperada, pois

durante a maturacéo post mortem a atividade prolongada de enzimas proteoliticas
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naturalmente presentes na carne promove a proteélise de proteinas miofibrilares
gue resultam em carne mais macia (Lana e Zolla, 2016).

Conforme a gordura intramuscular aumenta o teor de umidade reduz,
também houve um aumento na espessura da gordura subcutanea. O aumento da
gordura pode minimizar o teor total de umidade na carcacga (King et al., 2006),
consequentemente a perda de agua durante o cozimento € menor em carnes com
maior teor de gordura (Frank et al., 2016). No entanto, observamos uma maior
perda por cocgao apenas para o grupo controle com 7 dias de maturacéo.

A gordura é de cor mais clara que o componente muscular e, portanto, sua
presenca pode contribuir para o maior valor de L* que encontramos. O que esta
de acordo com uma consolidada correlacdo positiva entre o teor de gordura
intramuscular e o valor L* (Fiems et al., 2003; Pflanzer e Felicio, 2009; Gagaoua
et al., 2018; Lee e Choi, 2019).

Proteoma muscular

A gordura de marmoreio € uma caracteristica importante pois influéncia nos
atributos de qualidade e palatabilidade da carne bovina (Park et al., 2018). A
formacao de adipdcitos ocorre durante a gestacéo e permanece até cerca de 250
dias de idade (Du et al., 2013). O fornecimento precoce de uma dieta rica em
grados, nesse periodo pos natal pode induzir ao recrutamento especifico de
adipdcitos intramusculares que fornecerdo locais para deposicdo de gordura
durante a fase final (Du et al., 2013). Em um estudo complementar, Ramirez-
Zamudio et al., (2023) demonstraram que a suplementacdo em creep feeding
afetou o metabolismo energético através da regulacdo positiva de genes
relacionados a sinalizacdo PPAR (PPARA, SLC27A1, FABP3 e DBI), e assim
favoreceu a deposicao de gordura intramuscular no periodo pés-desmame. Além
disso, esses autores identificaram que o uso de creep feeding influencia os
processos lipogénicos ao regular positivamente genes relacionados a biossintese
(FASN, SCD, SCD5, FADS1 e FADS?2) e absorcédo de acidos graxos (FABP3),
enquanto reduz a expresséao de fatores de transcri¢cao relacionados a 3-oxidacao
(CPT1A, CPT1B e UCP3).

A maior abundancia de GAPDH e TPI pode indicar um aumento no
metabolismo do musculo esquelético da glicose (Silva, Rodrigues, et al., 2019).

Foi proposto que a glicose é uma fonte importante de carbono para a sintese de
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novo de acidos graxos da gordura intramuscular (Smith, 1984). Embora algumas
proteinas terem sido diferencialmente abundantes em ambos os grupos, essas
enzimas foram mais abundantes no grupo creep feeding, que apresentaram maior
indice de marmoreio na carne. A enzima TPI1 converte reversivelmente
dihidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato e 0 GAPDH interconverte o
gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato. Nesse sentido, diferentes fenotipos
estudados anteriormente em condi¢cdes similares as atuais, apresentaram maior
expressao de GAPDH e TPI1 no proteoma de animais com maior teor de gordura.
Fatores de produc&o como a duragao da fase de terminag&o sao importantes pois
podem modificar a abundancia das proteinas (Picard et al., 2019). Esses estudos
incluem novilhas e novilhos (Severino et al., 2022), animais que receberam injecéo
intramuscular de vitamina A no dia do nascimento (Scapol et al., 2023), além de
novilhos e touros, tanto Nelore (Silva, Rodrigues, et al., 2019) quanto cruzados
(Santiago et al., 2023).

Em estudos de proteoma de novilhos F1 Nelore-Montana, a CA3 foi menos
abundante em animais com maior gordura intramuscular (Scapol et al., 2023;
Severino et al.,, 2022). A CA3 catalisa a hidratacdo reversivel do diéxido de
carbono e esta relacionada ao aumento do metabolismo oxidativo. No entanto, no
presente estudo, CA3 foi igualmente abundante no tecido muscular dos 2 grupos
e teve interacdo apenas no grupo creep feeding. Portanto, a auséncia de alteracao
no metabolismo oxidativo associado a um aumento da disponibilidade energética
celular, pode favorecer a sintese de gordura nos tecidos.

Os tratamentos experimentais afetaram o proteoma do tecido muscular dos
bovinos sem alterar a maciez da carne, tais como: GAPDH, MDH1, ENO1, ENOS,
CKM, TPI1, PGM1 (enzimas glicolitica, TCA), ACTAL1, MYL1, MYL3, TNNT1,
TNNT3 (proteinas estruturais) (Rosa et al., 2018; Gagaoua et al., 2020; Huang et
al.,, 2020b; Gagaoua et al., 2021). ACTA1 e MYL1 foram diferencialmente
abundantes nos dois grupos. Apesar de ENO3 e CKM terrem sido abundantes em
ambos os grupos, essas enzimas estdo fortemente presentes no tratamento
controle. Enquanto MDH1, MYL3, TNNT1 foram encontradas exclusivamente no
tratamento creep feeding, ENO1l, TNNT3 e PGM1 foram identificadas
especificamente no grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca na maciez

da carne entre os grupos. Esses biomarcadores de maciez identificados em
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ambos os tratamentos ou distribuidos inespecificamente, podem ajudar a explicar

essa auséncia de diferenca na for¢a de cisalhamento.

16.1 Conclusao

A suplementacdo em creep feeding afeta proteinas musculares
relacionadas principalmente a atividade glicolitica e a estrutura muscular, mas
essas alteragfes nao sao suficientes para impactar a maciez da carne. O uso
desta estratégia associado a terminacdo em confinamento por um periodo de 200

dias contribuiu para melhorar o indice de marmoreio da carne.
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