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RESUMO GERAL

Embora o perfil protedmico do musculo longissimus thoracis tenha sido relatado em estudos
no Brasil e em outros paises, dados disponiveis na literatura sobre alteragcdes no proteoma de
bovinos, ainda sdo poucos, particularmente sobre mudangas no perfil das proteinas e na
interagdo com mineral em bovinos de corte. Na raga Nelore essas dificuldades se tornam ainda
maiores. Artigo 1 (Capitulo II): o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de
diferentes niveis de Farelo de Gluten de Milho (DCGF — “Dry Corn Gluten Feed’) na dieta de
terminagdo de bovinos Nelore, machos, ndo castrados, sobre caracteristicas da qualidade da
carne ¢ do metaloproteoma do tecido muscular e da carne. Artigo 2 (Capitulo III): objetivou
avaliar a inclusdo de diferentes niveis de DCGF no perfil mineral e proteico
(metaloproteomico) do tecido hepatico de bovinos Nelore na terminagdo em confinamento e
sobre a expressdo de importantes proteinas no metabolismo animal. Para isto, foram utilizados
120 bovinos, machos ndo castrados, Nelore, com peso médio inicial de 361 kg, oriundos de
pastagem, do mesmo rebanho. As dietas experimentais foram compostas de diferentes niveis
de inclusao de DCGF (0%, 18%, 36% e 54%) em substitui¢do ao milho grdo. Apods a coleta
das amostras bioldgicas, foi obtido o proteoma por 2D PAGE, e utilizando o ImageMaster 2D
Platinum 7.0, foi realizadas analises de expressdo dos spots proteicos. A identificagdo das
proteinas foi feita por cromatografia liquida—espectrometria de massa (LC-MS/MS). Apos isso,
foram determinados os minerais por espectrometria de absor¢ao atomica com chama (FAAS)
e forno de grafite (GFAAS). Por fim, estudos de bioinformdtica através de softwares
especificos, foram identificos os niveis funcionais, vias metabdlicas e interagdes metal-
proteina. Os resultados mostraram diferencas na expressao de proteinas do tecido muscular e
da carne. Porem o Farelo de Gluten de Milho (DCGF) ndo se mostrou prejudicial a saude
hepatica, sendo o ferro e o zinco os principais minerais do estudo, aparecendo em maiores
frequéncias nos spots proteicos. A inclusdo de DCGF nas dietas de terminagdo aumentou a
ingestdo de matéria seca, o ganho de peso diario, e o peso corporal final de bovinos Nelore.
Diante disso, ¢ indicado o uso do Farelo de Gluten de Milho seco como alternativa vidvel para
inclusdo na dieta quando se trata desses pardmetros, uma vez que ndo afetou negativamente o

produto final, nem apresentou prejuizo a saude animal.

Palavras-chave: tecido muscular e hepatico, nutrigdo animal, metaloprotedmica, perfil

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



ABSTRACT

Although the proteomic profile of the longissimus thoracis muscle has been reported in studies
in Brazil and in other countries, the data available in the literature on alterations in the bovine
proteome are still few, mainly on alterations in the protein profile and in the interaction with
minerals in beef cattle. In the Nelore breed these difficulties become even greater. Manuscript
1 (Chapter II): the goal of the present study was to evaluate the effects of different levels of
Corn Gluten Flour (DCGF — “Dry Corn Gluten Feed”) in the finishing diet of uncastrated male
Nellore cattle on beef quality and the metalloproteome of muscle tissue and meat. Manuscript
2 (Chapter III): aimed to evaluate the inclusion of different levels of DCGF in the mineral and
protein (metalloproteomic) profile of the liver tissue of Nellore cattle in feedlot finishing and
in the expression of important proteins in animal metabolism. For this, 120 bovines, not
castrated males, of the Nelore breed, with an average initial weight of 361 kg, coming from
pasture, from the same herd, were used. The experimental diets were composed of different
levels of inclusion of DCGF (0%, 18%, 36% and 54%) in replacement of corn grain. After the
collection of biological samples, the proteome was obtained by 2D PAGE, and using
ImageMaster 2D Platinum 7.0, analyzes of expression of protein spots. Protein identification
was performed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS). Then, the minerals
were determined by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) and graphite furnace
(GFAADS). Finally, bioinformatics studies were identified using specific software, functional
levels, metabolic pathways and metal-protein interactions. The results showed differences in
the expression of muscle tissue and meat proteins. However, corn gluten meal (DCGF) was not
shown to be harmful to liver health, with iron and zinc being the main minerals in the study,
appearing more frequently in protein spots. The inclusion of DCGF in finishing diets increased
dry matter intake, daily weight gain and final body weight of Nellore cattle. Therefore, the use
of dry corn gluten meal is indicated as a viable alternative for inclusion in the diet when it
comes to these parameters, since it did not negatively affect the final product, nor did it harm

animal health.

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

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

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo o maior exportador e
segundo maior produtor de carne bovina (USDA, 2020), produzindo cerca de 9,9 milhdes de
toneladas ao ano (DEPEC, 2019), ficando em segundo lugar nas fontes de proteina animal
produzidas no pais, atrds somente da carne avicola. O consumo de carne bovina, segundo o
Departamento de Pesquisas e Estudos Econdmicos (2019), ¢ estimado hoje em 31,5

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

Dentre os alimentos, a carne vermelha ¢ uma das fontes mais nutritivas usadas no consumo
humano, sendo principalmente fonte de proteinas de alta qualidade, minerais, vitamina A e

vitaminas do complexo B (ABERLE, 2001).

Considerado um alimento nobre, a carne sempre teve uma posi¢do de destaque na mesa das
familias ocidentais, destacando-se entre os alimentos mais consumidos, apresentando alto teor e
valor bioldgico de suas proteinas e quantidades significativas de vitaminas do complexo B e
minerais como ferro e zinco, que atendem em grande parte as necessidades nutricionais humanas
(BRASIL, 1988; HOLM & MOHL, 2000), além de foésforo, potassio, e magnésio (ROCA, 2007).
Sendo assim, dentre vérias fontes alimentares existentes a disposi¢do do homem, a carne ¢ o

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

Com 21% de proteina em média, a carne bovina auxilia no suprimento das necessidades
nutricionais de um humano, que se da por 0,8g/kg de peso corporal, sendo necessaria a ingestao
de duas por¢des de carne didrias (125g/por¢ao), se considerada como fonte proteica Unica para um
adulto de aproximadamente 70 kg. Rica em aminoécidos, dentre eles pode-se destacar o triptofano,
que auxilia na produgdo do hormonio do crescimento, na sintese proteica, estimula a secre¢ao de
insulina e regula mecanismos fisiologicos, sendo essencial para a producdo do neurotransmissor
serotonina (ROSSI; TIRAPEGUI, 2004). Além disso, ¢ capaz de fornecer também os outros oito
aminoacidos essenciais de que o ser humano necessita, sendo eles: fenilalanina, valina, treonina,
metionina, leucina, isoleucina, lisina e histidina.

Além disso, a carne transformou-se um alimento de grande consumo, podendo ser usada
como indicador de desenvolvimento econdmico. Observando que, com o crescimento econdmico
de um pais, ha também uma elevagdo no consumo de carnes e produtos carneos. Nos EUA, o
consumo de carnes, incluindo carne bovina, suina € de aves em 2006, foi estimado em 119,8
Kg/pessoa/ano (em equivalente carcaga), enquanto no Brasil este consumo ¢ de 80,5

Kg/pessoa/ano (ANUALPEC, 2006).
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Com o passar do tempo, vem aumentando a preocupacdo por producdo de um alimento de
melhor qualidade, tendo em vista, mudangas notorias no comportamento dos consumidores,
havendo uma procura crescente por alimentos equilibrados do ponto de vista nutricional. O
aumento da preocupac¢do dos consumidores sobre os aspectos nutricionais dos alimentos resulta da
constatagcdo de que a dieta influencia diretamente na saide (CARRANCA, 2021), além de também
levar em conta 0 modo como as animais sdo criados e abatidos. No futuro, a producdo de carne
vermelha sofrerd as alteragdes necessarias, impostas pelos consumidores e pelas entidades
mundiais de satde, para garantir um abastecimento de carne com qualidade e salubridade
excelentes, mantendo um adequado bindomio nutrigdo/satde (LOPES, 2015).

Além disso, ha outros dois fatores que interferem no consumo de carne: a preocupagdo com
a saude, como o aumento do colesterol por exemplo, € a preocupacdo de parte da populagcdo com
o modo em que os animais sdo criados e abatidos

Sdo poucos os estudos acerca da preferéncia do consumidor brasileiro, porem alguns aspectos
sd0 na compra de carne, por ordem de importancia, seguranga alimentar (onde a origem e a marca
do produto sdo fundamentais), tipo e tamanho de corte, coloragdo, gordura de cobertura e maciez
da carne. Portanto, o aspecto visual influencia muito. Geralmente o consumidor observa tragos
fenotipicos mais importantes comoa cor da carne e tamanho do corte e, principalmente, a
quantidade de marmoreio ou gordura intramuscular e gordura subcutanea, assim ha maior
possibilidade de predizer se a carne ¢ macia e suculenta, (MAZZUCHETTI et al., 2004;
CHARDULO et al. 2013; VEISETH-KENT, et al., 2018).

Mecanismos moleculares associados as possiveis diferengas fenotipicas na carne desses
animais ainda sdo pouco avaliados. A informag¢ao protedmica gerada contribui para uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes as variagdes de caracteristicas musculo
esquelético bovino, como por exemplo, a variacdo do pH (POLETI, et al., 2018). Na literatura, é
possivel encontrar estudos sobre alteragcdes molecularesassociadas as caracteristicas de qualidade
de carne bovina como maciez ¢ marmorizagdo (SHEN et al., 2012; OUALI et al., 2013;
BALDASSINI et al., 2015). No entanto, mais estudos sdo necessarios sobre essas importantes

caracteristicas de qualidade para industria e consumidores.

A protedmica e/ou metalomica podem responder/esclarecer alguns mecanismos do
organismo animal. A protedmica envolve o estudo das propriedades das proteinas, como o nivel
de expressdo, modificagdes pos-trasducionais e interacdes, de modo a obter uma visdo geral dos
processos celulares (BINNECK, 2014). A metalomica, recente linha cientifica, permitiu a
integracao de estudos tradicionalmente analiticos com estudos bioquimicos e fisioldgicos. Assim,

estudos metaldmicos nos organismos vivos podem fornecer informag¢des importantes sobre como

17



S O 0 N9 N Bk WD

\S}

N = O O 0N SN A WD R, O VLV 0NN AW

uma espécie metalica e/ou metaldide estd distribuido e coordenado as proteinas, como também,
sua essencialidade e/ou toxicidade, além de sua concentrac¢do individual, contribuindo assim no
melhor entendimento dos aspectos fisioldgicos e funcionais das proteinas (GARCIA et al., 2006).
Inserido na metalomica, a “metaloprotedmica”, estuda ions metalicos e/ou metaldides que estdo
complexados as proteinas e/ou enzimas (GARCIA et al., 2000).

Nesse contexto a metaloprotedmica permite a identificacdo/caracterizagdo de proteinas
biomarcadoras associadas aos macro e microminerais. O aumento ou diminui¢cdo de expressao
dessas metaloproteinas e/ou metal binding protein, frente as diferentes estratégias nutricionais
poderdo contribuir para o melhor entendimento na composi¢ao do proteoma/metaloproteoma de

bovinos.

1- REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 QUALIDADE DE CARNE

A qualidade da carne bovina ¢ definida por diversos fatores, dentre eles, valor nutricional e
aspectos sensoriais (ROTA et al., 2004). O grupo genético, a categoria sexual (NOGALSKI et al.,
2018), e a dieta sdo frequentemente avaliados como influenciadores dessas caracteristicas
(NUERNBERG et al.,2005), bem como na quantidade da gordura, no pH, na cor, e na presenca de
antioxidantes (REIS, 2017).

Os aspectos sensoriais, também conhecidos como caracteristicas organolépticas, englobam
atributos como cor, brilho, maciez, sabor, suculéncia, textura e odor e, mais além, aspectos
relacionados a gordura, como cor, gordura de cobertura ¢ marmoreio (FARMER & FARRELL,
2018). Consideram-se ainda fundamentais outros dois fatores para que a carne seja avaliada quanto
a sua qualidade (LADEIRA et al., 2019), sendo a sanidade definida como a carga minima de
contaminantes e patogenos exigidos por lei para carnes e embutidos, e a composi¢do quimica, que
refere-se aos pardmetros nutricionais envolvendo teores de proteina, vitaminas, minerais, e perfil
de acidos graxos, além da propor¢ao de musculo e gordura. A composi¢do quimica, bem como as
caracteristicas organolépticas, estdo intimamente ligadas a0 manejo nutricional ao qual os animais
sdo submetidos, e relacionam-se também aos niveis de aceitabilidade do consumidor no momento
da escolha do produto (FERREIRA et al., 2019). Portanto, a qualidade da dieta interfere
diretamente na qualidade da carne (BURGGRAAF et al., 2020), e os estudos nessa area vem sendo
constantemente explorados através de alternativas como o uso de coprodutos da industria de milho
(REIS et al., 2019; ROEBER et al., 2005) e aditivos alimentares (ORNAGHI et al., 2020),
(RABELO et al., 2016).
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GSTALI (Glutationa S-transferase Al) pode desempenhar um papel importante na biossintese
hormonal. Por meio da sua atividade de peroxidase dependente de glutationa em dire¢do ao
hidroperoxido de acido graxo, também estd envolvida no metabolismo do acido linoleico. J4 a
GSTA2 (Glutationa S-transferase A2) participa da conjugacdo de glutationa reduzida a
eletrofilos hidrofobicos exdgenos e enddgenos. Ambas apresentaram menores expressdes nos
tratamentos com a presenga de DCGF.

Por fim, o processo metabolico de modificag@o celular de aminoécidos relaciona-se com
a atuacdo da ASS1 e da GATM. ASS1 (Argininosuccinato sintase) ¢ uma das enzimas do ciclo
da uréia, a via metabdlica que transforma a amonia neurotdxica produzida pelo catabolismo
proteico em uréia inécua no figado de animais wureotélicos. A GATM (Glicina
amidinotransferase mitocondrial) catalisa a biossintese de guanidinoacetato, o precursor
imediato da creatina. A creatina desempenha um papel vital no metabolismo energético nos
tecidos musculares. Pode desempenhar um papel no desenvolvimento embriondrio e do sistema
nervoso central. S3o importantes enzimas do metabolismo hepético, e ndo apresentaram

diferencas de expressdo significativas entre tratamentos.

5. CONCLUSAO

De modo geral, o Farelo de Gluten de Milho (DCGF) ndo se mostrou prejudicial a satde
hepatica. Foram encontradas proteinas importantes relacionadas a manutencdo de
processos biologicos, e a resposta hepatica aos diferentes tratamentos indica bons
resultados para a inclusdo do subproduto na dieta. O ferro e o zinco apareceram em
maiores frequéncias nos spots proteicos, sendo fundamentais na atuacdo de determinadas
enzimas. Diante disto, a inclusdo de 36% de DCGF mostrou-se a melhor recomendagao
em substituicdo ao milho moido, pois apresentou melhores resultados de desempenho, sem

prejuizo a saude animal.
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