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DESEMPENHO, CARACTERISTICAS DE CARCACA, QUALIDADE DE CARNE,
EXPRESSAO GENICA E PERFIL PROTEOMICO DO MUSCULO EM BOVINOS F1
ANGUS-NELORE INTEIROS E CASTRADOS

RESUMO - Objetivou-se investigar o efeito da classe sexual (castrados e
inteiros) sobre o desempenho, caracteristicas de carcaga, qualidade de carne,
expressao génica e perfil protedbmico do tecido muscular de bovinos precoces F1
Angus-Nelore. Utilizou-se 640 animais, submetidos a terminacdo em confinamento
pos-desmama por periodo de 180 dias. Animais castrados apresentaram menores
ganho médio diario, peso final, pesos de carcaca quente e fria e area de olho de
lombo. Porém, tiveram maior espessura de gordura subcutanea. A carne dos
castrados apresentou menores perdas por evaporagdo, perdas totais e forca de
cisalhamento, independentemente da quantidade de dias de maturacdo. Entretanto,
animais desse tratamento tiveram maiores perdas por gotejamento, quando
comparados a animais inteiros. Notou-se que independentemente da quantidade de
dias de maturagéo, a carne de animais castrado apresentou maior Luminosidade (L*),
intensidade de vermelho (a*), intensidade de amarelo (b*), chroma e hue. Todavia, a
carne dos animais inteiros apresentou pH mais elevado em relacdo aos animais
castrados. Observou-se maiores expressdes dos genes lipogénicos: Acetyl-CoA
carboxylase alpha (ACACA), Fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4), Fatty
acid synthase (FASN), Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG) e
Stearoyl-CoA desaturase (SCD) no musculo longissimus thoracis de animais
castrados, quando comparada aos inteiros. Nestes, observou-se niveis mais elevados
de expresséo dos genes: Peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPARA) e
da Sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1). Observou-se que
animais castrados apresentaram maiores niveis de gordura intramuscular em relacao
aos inteiros. A maior proporcédo de acidos graxos monoinsaturados foi observada em
animais castrados, representado principalmente pelo acido oleico. No entanto, os
inteiros apresentaram niveis mais elevados de &cidos graxos poliinsaturados,
enquanto o contetado de acidos graxos saturados ndo foi afetado. Ao avaliar o
proteoma do musculo Longissimus thoracis, observou-se que a castra¢cdo modulou a
abundancia de 15 proteinas distribuidas em 21 spots proteicos. A castracdo regulou
positivamente as proteinas: Creatine kinase M-type (CKM), Frutose-bisfosfato
aldolase (ALDOA), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e Troponin
T, fast skeletal muscle (TNNT3). Por outro lado, nos castrados observou-se regulacéo
negativa das proteinas: 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSP60), ATP
synthase subunit beta, mitochondrial (ATP5F1B), Heat shock cognate 71 kDa protein
(HSPAB8), Malate dehydrogenase (MDH1), Myoglobin (GLNG), Phosphoglucomutase-
1 (PGM1), Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial
(PDHB), Triosephosphate isomerase (TPI1), Troponin 12, fast skeletal type (TNNI2).
As proteinas Adenylosuccinate lyase (ADSL) e Alpha-enolase (ENO1), foram
observadas apenas em amostras de animais castrados. A castracao apesar de reduzir
o desempenho animal é um manejo interessante a se adotar quando o objetivo é obter
carne de melhor qualidade, devido seus efeitos na expressao de genes e proteinas
gue trazem beneficios aos atributos que definem essa caracteristica desejada pelo
consumidor.



Palavras-chave: castracdo, ciéncia da carne, classe sexual, expressao génica,
longissimus thoracis, proteomica
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PERFORMANCE, CARCASS CHARACTERISTICS, MEAT QUALITY, GENE
EXPRESSION AND PROTEOMIC MUSCLE PROFILE IN BULLS AND STEERS F1
ANGUS-NELORE.

ABSTRACT- The aim of this study was to investigate the effect of sex class
(steers and bulls) on performance, carcass traits, meat quality, gene expression and
proteomic profile of muscle tissue in F1 Angus-Nellore precocious cattle. A total of 640
animals were submitted to finishing in post-weaning confinement for a period of 180
days. Steers had lower average daily gain, final weight, hot and cold carcass weights,
and ribeye area. However, they had greater subcutaneous backfat thickness. The meat
from steers showed lower losses due to evaporation, total losses, and shear force,
regardless of the number of days of maturation. However, animals in this treatment
had higher drip losses when compared to bulls. It was noted that, regardless of the
number of days of maturation, the meat from steers showed greater luminosity (L*),
redness (a*), yellowness (b*), chroma and hue. However, meat from bulls had a higher
pH than steers. Greater expressions of lipogenic genes were observed: Acetyl-CoA
carboxylase alpha (ACACA), Fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4), Fatty
acid synthase (FASN), Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG)
and Stearoyl-CoA desaturase (SCD) in the longissimus thoracis muscle of steers,
when compared to of the bulls. In these, higher levels of gene expression were
observed: Peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPARA) and Sterol
regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1). It was observed that steers
had higher levels of intramuscular fat compared to bulls. A higher proportion of
monounsaturated fatty acids was observed in steers, represented mainly by oleic acid.
However, the bulls had higher levels of polyunsaturated fatty acids, while the content
of saturated fatty acids was not affected. When evaluating the proteome of the
Longissimus thoracis muscle, it was observed that castration modulated the
abundance of 15 proteins distributed in 21 protein spots. Castration positively
regulated the proteins: Creatine kinase M-type (CKM), Frutose-bisfosfato aldolase
(ALDOA), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e Troponin T, fast
skeletal muscle (TNNT3). On the other hand, in steers negative regulation of proteins
was observed: 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSP60), ATP synthase
subunit beta, mitochondrial (ATP5F1B), Heat shock cognate 71 kDa protein (HSPAS),
Malate dehydrogenase (MDH1), Myoglobin (GLNG), Phosphoglucomutase-1 (PGM1),
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial (PDHB),
Triosephosphate isomerase (TPI1), Troponin 12, fast skeletal type (TNNI2).The
proteins Adenylosuccinate lyase (ADSL) e Alpha-enolase (ENO1) were observed only
in samples from steers. Castration, despite reducing animal performance, is an
interesting management to adopt when the objective is to obtain better quality meat,
due to its effects on the expression of genes and proteins that bring benefits to the
attributes that define the characteristics desired by the consumer.

Keywords: castration, meat science, sex class, gene expression, longissimus
thoracis, proteomics



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

Introducéo

O Brasil se destaca no agronegdcio internacional como um dos principais
produtores e exportadores de carne bovina (ABIEC, 2020). A raca Nelore (Bos indicus)
e seus cruzamentos sdo predominantes nas regides tropicais do pais, representando
80% do rebanho brasileiro (Carvalho et al., 2014). Apesar de serem adaptadas ao
clima tropical, em geral, animais zebuinos fisiologicamente sdo mais tardios que
animais de origem Britanica (Bos taurus) (Pereira et al., 2017). Por essa razéo, a
crescente utilizacao da estratégia de cruzamentos entre animais de origem zebuina e
taurina vem sendo adotada no intuito de obter ganhos genéticos, refletindo no maior
desempenho produtivo (Rosa, 2013). Dos gendtipos utilizados para cruzamento
industrial, touros Aberdeen Angus sdo comumente utilizados em cruzamentos com
vacas Nelore.

Além de cruzamentos, a busca por melhoria na qualidade da carne coloca em
discussédo o tema castracdo, pois, ha indicios de que animais inteiros (ndo-castrados)
apresentam maior possibilidade de produzir carne com coloracdo ndo satisfatoria,
menor teor de gordura intramuscular e menor maciez (Andreo et al., 2016; Gomez et
al., 2017). Assim, os estudos tém demonstrado que a castracdo em bovinos Nelore e
cruzados F1 Angus-Nelore confinados apresentaram melhorias nas caracteristicas de
cor e maciez quando comparados com inteiros. Entretanto, de forma geral, nesses
estudos foram utilizados bovinos Nelore puros com idade inicial de 24 meses (Andreo
et al., 2016; Gomez et al., 2017; Jacinto-valderrama et al., 2021), ou bovinos F1
Angus-Nelore (Miguel et al., 2014) com a mesma média de idade, todos terminados
em confinamento por no maximo de 90 dias. Independentemente do gendtipo, em
nenhum desses estudos foram utilizados animais com idade inferior a 24 meses e
submetidos a terminacdo em confinamento por 180 dias, pratica bastante incomum
no Brasil.

Os estudos de biologia molecular podem auxiliar na descricdo de
caracteristicas de interesse econdmico para produtores e industria frigorifica (Lim et

al., 2015). A investigacao de proteinas do tecido muscular tem sido empregada na



ciéncia da carne para explorar a base da variagcdo nas caracteristicas da qualidade
como maciez, cor, capacidade de retencdo de agua em zebuinos (Rodrigues et al.,
2017; Silva et al., 2019) e a variacdo na deposicao da gordura intramuscular em
bovinos europeus (Mao et al., 2016; Picard et al., 2019). E interessante que nos
estudos sobre qualidade de carne, primeiro se revele as redes de genes e proteinas
responsaveis pelo desenvolvimento do fendtipo de qualidade desejado antes de tentar
desenvolver tecnologias para prever a qualidade da carne, o que permitiria melhorar
essas caracteristicas de qualidade por meio de esquemas de selecdo genética e
manejo, para auxiliar na otimizacdo da qualidade do produto (Gagaoua et al., 2021).
Nesse contexto, objetivou-se investigar o efeito da classe sexual (castrados e inteiros)
sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca, qualidade de carne, expressao
génica e perfil protedmico do tecido muscular de bovinos precoces F1 Angus-Nelore

terminados em confinamento pelo periodo de 180 dias.

Revisdo de Literatura

Desempenho e caracteristicas de carcaca

O objetivo da castracdo € reduzir os problemas de manejo relacionados a
agressividade e comportamento sexual, pois torna 0s animais mais doceis e atenua
condutas sexuais como sodomia (Freitas et al., 2015).

Animais inteiros podem apresentar algumas vantagens sobre animais
castrados, como por exemplo, maior desenvolvimento muscular (Blanco et al., 2020).
Diversos estudos tém avaliado o efeito da castracdo no desempenho e caracteristicas
de carcaca de bovinos de corte em confinamento (Brown et al., 2015; Anaruma et al.,
2020) ou a pasto (Moreira et al.,, 2018). Animais inteiros, geralmente apresentam
melhor conversao alimentar e carcacas mais pesadas (Matrti et al., 2013) em relacéo
a animais castrados. No estudo de Moreira et al. (2018) a castracdo reduziu o peso
final (-36 kg) e peso de carcaca quente (-24,3 kg).

Essa reducao no ganho de peso e carcaca se da pela reducdo dos niveis de
testosterona apos a castracdo (Baatar e Hwang, 2019). O fator de crescimento
semelhante a insulina e a testosterona sdo importantes na regulacdo dos processos

metabalicos e retencdo de N e deposicdo da massa muscular (Govoni et al., 2003).



Portanto, espera-se que ocorra menor ganho de peso em animais castrados, uma vez
que a testosterona € produzida nos testiculos. Contudo, ocorrem melhorias na
deposigéo de gordura intramuscular e maciez da carne em animais castrados (Blanco
et al., 2020).

Castracao animal e qualidade de carne

As vantagens dos animais inteiros em relacdo aos castrados podem ser
limitadas devido ao menor grau de acabamento de gordura comumente observado
nas carcacas desses animais (Needhan et al., 2017; Silva et al., 2019). As carnes
provenientes de carcacas leves e com pouca gordura subcutanea correm maior risco
de sofrerem encurtamento pelo frio, resultando em menor maciez, principalmente
quando resfriadas rapidamente (Chardulo et al., 2013). A protecao da carcaca durante
o resfriamento é ocasionada pela quantidade de gordura que o animal depositou
durante a vida, pois esta atua como isolante térmico e evita o encurtamento pelo frio.

Em um contexto multifatorial, a avaliacdo do muasculo longissimus thoracis de
mais de 1600 bovinos Nelore inteiros mostraram importantes relacdes sobre a
espessura de gordura subcutanea e caracteristicas de qualidade de carne (Baldassini
et al.,, 2017). Neste estudo, foi constatado que apenas 11,2% dos animais tiveram
amostras consideradas macias (forca de cisalhamento < 4,9 kg), com bom grau de
marmoreio e baixas perdas por coccao. Dessa forma, quando destinados a producéo
de carne, os animais tém sido castrados com 0 objetivo principal de assegurar a
deposicdo de gordura na carcaca. A EGS é uma caracteristica muito associada
também a condicdo nutricional e o grupo genético utilizado para a producao de carne
(Ladeira et al., 2016).

Para a classificacdo da carne com maior possibilidade de ser macia e
suculenta, o consumidor geralmente observa a coloragéo da carne e tamanho do corte
e, particularmente, a quantidade de marmoreio ou gordura intramuscular e gordura
subcutanea (Chardulo et al., 2013).

Recentemente o teor de gordura intramuscular tém recebido grande atencéo
do consumidor e da industria, uma vez que historicamente a producdo de zebuinos
(predominantes no pais) acarreta cortes carneos com pouco marmoreio ou com

auséncia deste. Em bovinos, a deposicao do tecido adiposo intramuscular € resultado



de diversos fatores como: manejo alimentar, nutricdo, sexo, idade e gendtipo. Em
paises como Coreia, Japao, Australia e Estados Unidos da América, a gordura
intramuscular é bastante valorizada (Park et al., 2018).

O teor de gordura intramuscular esta bastante relacionado com a satisfacao do
consumidor, todavia, a aceitacéo global parece atingir um patamar 6timo entre 3,0 e
7,3% de teor de lipidios na porcgao intramuscular (Miller et al., 2002). A concentracao
de gordura intramuscular (avaliada no longissimus thoracis) em animais Nelore, por
exemplo, varia de acordo com o grau de maturidade do animal, atingindo comumente
teores entre 2 e 3% (Oliveira et al., 2012; Baldassini et al., 2017), embora valores de
6,3% (Silva et al., 2019) ja tenha sido descrito na literatura.

O teor de gordura e o perfil de 4cidos graxos tem relacdo com o sabor (Calkins
e Hodgen, 2007), mas também tém atraido a atenc&o do consumidor pelo seu possivel
efeito na saude, ja que alguns acidos graxos sdo apontados como benéficos e outros
maléficos (Berton et al., 2016). Berton et al. (2016) observaram que alguns genes
estdo diretamente relacionados com a sintese de &cidos graxos especificos,
principalmente o miristico e o palmitico, responsaveis pelo aumento da concentragédo
de lipoproteinas de baixa densidade e possiveis efeitos na salude do cardiaca em
humanos. Contudo, o consumo de carne com alta concentracdo de acidos graxos
monoinsaturados, principalmente o acido oleico, pode promover reducéo no risco de
doencas cardiovasculares em humanos (Joo et al., 2017).

Um estudo avaliou caracteristicas de carcacas e qualidade de carne de
tourinhos (machos inteiros) versus novilhos (machos castrados) da raca holandesa,
terminados em confinamento a pasto, e abatidos com 19 (tourinhos) e 21 (novilhos)
meses de idade, foi observado maior teor de vermelho, de amarelo e Chroma
(saturacdo) nos castrados, enquanto valores ligeiramente maiores de pH final foram
observados nos inteiros (pH = 5,76 vs. 5,62, respectivamente). Os valores de forca de
cisalhamento, perdas por cocgao em diferentes tempos de maturacao (3, 7 e 14 dias),
umidade e colageno (total e soltuvel) foram maiores nas amostras dos tourinhos, e teor
de gordura intramuscular foi maior nos castrados (0,5 vs. 3,8%, respectivamente).
Nesse estudo, constatou-se que em bovinos jovens do gendétipo avaliado, a carne dos
animais castrados demonstrou qualidade superior (maciez e gordura intramuscular)
(Nian et al., 2018).



Perfil de 4cidos graxos da carne

Conhecer os mecanismos que influenciam a lipogénese e a deposicdo de
gordura intramuscular (Hocquette et al., 2010), bem como a coloragédo (Ramanathan
et al., 2018) e maciez (Ouali et al., 2013), sdo fundamentais para produzir carne com
maior valor agregado. Em animais adultos, a deposicdo de gordura é uma
caracteristica dependente do nimero e do tamanho dos adipécitos intramusculares
(Hocquette et al., 2010). A regulagéo da deposicao de gordura intramuscular e o perfil
de &cidos graxos iniciam-se com a influéncia materna sobre a expressao génica do
feto (Ladeira et al., 2018). Alguns genes atuam no meio intra e extracelular no
transporte de 4cidos graxos para o musculo longissimus (Berton et al., 2016).

Varios fatores podem modificar a o perfil de acidos graxos e os depdsitos de
gordura, incluindo: espécie, raca, dieta, idade, sexo e localizacdo anatbmica (Nian et
al., 2018). Dentre os métodos fisico-quimicos para determinar as propriedades das
gorduras, a cromatografia gasosa tornou-se a principal técnica para separacao e
determinacdo de compostos volateis e/ou volatilizaveis (Penteado et al., 2008). Esta
técnica analitica foi desenvolvida principalmente para caracterizacdo de
adulteracdes/alteracdes de oleos utilizados na indastria alimenticia devido a fatores
econdbmicos (Antoniosi et al., 1993). Na mesma linha, pesquisas tem utilizado a
cromatografia gasosa como método para determinacéo do perfil de acidos graxos da
carne e seus impactos na qualidade do produto final (Strada et al., 2019; Costa et al.,
2020; Ribeiro et al., 2020)

De acordo Ladeira et al. (2018), animais que ingerem grande quantidade de
carboidratos néo fibrosos, particularmente amido, podem experimentar uma situacao
de drastica queda no pH ruminal, a qual é acompanhada por uma alteracdo nos
principais isdbmeros de CLA produzidos no riumen como consequéncia da
biohidrogenacéo de acidos graxos poli-insaturados. Entre estes 4cidos graxos, pode-
se destacar o CLA 18:2 Trans-10, Cis-12, em virtude de seu efeito anti-lipogénico.
Uma vez que bovinos de diferentes classes sexuais (por exemplo, machos castrados
e inteiros), podem apresentar marcante variagdo quanto a ingestdo de matéria seca,
a susceptibilidade destes aos eventos de acidose pode aumentar de acordo com a

guantidade de carboidratos nao fibrosos ingerida. Ball et al. (2018) observaram efeito



da castracdo no consumo de matéria seca (CMS), no qual menores valores de CMS

foram observados nos animais castrados quando comparados aos inteiros.

Essa possivel variagdo no CMS pode resultar em maior consumo de CLA,
podendo contribuir para reducdo da expressao de Fator de transcricdo de ligacdo do
elemento regulador de esterol 1 (SREBF1) (Teixeira et al., 2017). Como resultado,
ocorre menor biossintese de lipideos nos tecidos pela redugédo da expressao génica
e atividade de enzimas essenciais (Ladeira et al., 2016), que em parte pode explicar
a menor deposicao de gordura intramuscular e subcutanea em animais inteiros.

A associacao entre o sexo e o perfil de acidos graxos da carne foram descritas
na literatura em outros estudos (Barton et al., 2011; Nian et al., 2018). Entretanto, os
mecanismos moleculares relacionados a acao direta dos horménios sexuais no perfil
de &cidos graxos da carne bovina ainda nao foram totalmente compreendidos (Nian
et al., 2018). Existe uma caréncia de resultados cientificos na literatura nacional sobre
o perfil de acidos graxos da carne de bovinos castrados comparados aos inteiros,
especialmente quando esses foram submetidos a terminagdo em confinamento pos-

desmame.

Expresséo de genes relacionados ao metabolismo lipidico

O teor de gordura intramuscular dos bovinos € um componente importante das
caracteristicas que influenciam as variaveis de qualidade da carne, como: suculéncia,
maciez e sabor, podendo ser influenciada pela raca, genotipo, género, idade,
castracdo e nutricdo (Park et al., 2018). Dentre esses fatores, a castragdo aumenta
significativamente a deposi¢céo de gordura intramuscular (Jung e Baik, 2019).

A castragdo reduz a concentracao de testosterona que por sua vez aumenta o
tamanho do adipécito (Baik et al., 2014). Baatar & Hwang (2020) mostraram que
animais inteiros tiveram a expressao de marcadores pré-adipdcitos suprimida, em
razao disso, a expressao de marcadores lipogénicos como Receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARG) foi reduzida, resultando em menor
deposicao de gordura em comparagao aos animais castrados.

A expressao dos genes, a sintese de RNAm, é controlada pela ligagdo de
determinados fatores de transcricdo em sequéncias especificas do DNA. A expresséo

destes fatores e, consequentemente a sua atuacdo, é dependente da situacao



fisiologica e do estagio de desenvolvimento do organismo. Assim, alguns genes séo
expressos apenas nos momentos apropriados (MacNeil et al., 2011).

Identificar os genes que regulam a deposi¢cao de gordura intramuscular em
bovinos (marmoreio) pode, portanto, ajudar a otimizar a producdo de carne na
industria pecuaria. Adicionalmente, uma analise de multiplos genes, principalmente
genes relacionados ao metabolismo lipidico, pode levar a um melhor entendimento
dos efeitos desses processos sobre os fenétipos do musculo esquelético marmorizado
(Lim et al., 2015). Ademais, a integracéo de dados derivados de analises de expressao
génica com estudos de expressao de proteinas €, portanto, importante para tracar um
guadro completo auxiliando no entendimento das fun¢des do tecido adiposo (Ceciliani
et al., 2018). Genes como PPARG e Proteina de ligacdo a acidos graxos 4 (FABP4)
foram descritos na literatura como responsaveis por modular diversas rotas
metabdlicas que facilitam a sinalizacdo e aumento da lipolise nos adipdcitos (Liu et al.,
2020). Corazzin, et al. (2013) avaliando a expresséo de PPARG, também encontraram
que a sua expressao é correlacionada positivamente com os genes SCD e LPL. Estas
correlagdes positivas indicam que PPARG aumenta a expressao de genes envolvidos
na lipogénese.

O PPARG é uma das trés isoformas da familia de receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARS), as outras isoformas sdo: PPARA e PPARB
(Socha et al., 2017). O PPARG tem elevada expressdo nos adipécitos e menor
expressdo no musculo (Kersten, 2014), sendo o mesmo crucial no controle da
adipogénese e sensibilidade a insulina. A expressdo do PPARA é mais elevada no
figado e no tecido adiposo, seguido do intestino delgado e coracgéo (Georgiadi et al.,
2012). O PPARA atua tanto na sintese como na (-oxidacdo dos &cidos graxos no
musculo (Ladeira et al., 2016). J& o PPARB é expresso em praticamente todos os
tecidos (Kersten, 2014).

Os triglicerideos transportados pelos quilomicrons para dentro dos adipécitos
sao hidrolisados a acidos graxos e monoacilglicerol pela enzima lipoproteina lipase
gue é codificada pelo gene LPL, a qual € sintetizada pelos adipdcitos e secretada nos
capilares do tecido adiposo. A LPL é responséavel ainda por controlar a divisdo dos
acidos graxos entre o tecido adiposo e muscular (Hocquette et al., 1998), tornando-a

de grande importancia para os animais produtores de carne. Os produtos sao



absorvidos em parte pelo tecido adiposo e musculo esquelético e armazenados como
lipidios neutros (Wang e Eckel, 2009). Jeong et al., (2012) sugeriram que o gene LPL
pode ser um marcador genético preditivo de deposi¢cao de gordura intramuscular.

O teor de gordura estd correlacionado com a atividade de FABP4 e as
atividades de enzimas oxidativas em diferentes niveis de gordura intramuscular em
bovinos (Jurie et al. 2007). Os &cidos graxos intracelulares nos adipocitos
intramusculares ligam-se ao FABP4, facilitando o transporte dos &cidos graxos da
membrana plasmatica para os locais de oxidacao ou esterificacao (Lim et al., 2015).

No processo de formacéo de acidos graxos, conhecido como sintese de novo
de acidos graxos, ocorre a carboxilacdo de acetil-CoA para formar malonil-CoA por
meio da acdo da enzima acetil-CoA carboxilase, que é codificada pelo gene da acetil-
CoA carboxilase alfa (ACACA). Posteriormente, o complexo multienzimatico da &cido
graxo sintase codificado pelo gene da acido graxo sintase (FASN) entra em acéo, e
em multiplas reacfes enzimaticas em série, une outras moléculas de acetil-CoA as
moléculas de malonil-CoA, resultando na sintese de acidos graxos (Ladeira et al.,
2016).

A familia de fatores de transcricdo SREBP possuem um papel fundamental na
homeostase energética, promovendo a glicolise, lipogénese e adipogénese (Eberle,
et al., 2004). Um unico gene denominado proteina de ligacdo ao elemento regulador
de esterol (SREBF1) codifica a producéo de trés isoformas: SREBP-1a e SREBP-1c.
A SREBP-1 estd mais relacionada com a regulacdo dos genes envolvidos na
lipogénese (Harvatine et al., 2006), enquanto a SREBP-2 tem maior influéncia na
regulacédo da expressao dos genes colesterogénicos (Eberle, et al., 2004).

Um estudo demonstrou que a SREBP-1a predomina em células do baco e
intestino, atuando na ativacdo de genes das vias de sintese de acido graxo e
colesterol. J4 a SREBP-1c devido ao seu dominio de transativacdo mais curto € um
ativador transcricional mais fraco do que SREBP-1a, entretanto, é a principal isoforma
presente no figado, musculo e tecido adiposo. A expressao de SREBP-1c é regulado
principalmente pelo ambiente nutricional, sendo responsavel por mediar os efeitos
transcricionais da insulina em genes que codificam enzimas envolvidas na glicolise,

lipogénese e gliconeogénese (Eberle, et al., 2004).



A protedmica como ferramenta na avaliacdo da qualidade da carne

Os genes sao responsaveis por transcreverem o mRNA, o que leva a producao
de proteinas, e estas, realizam funcdes fisioldgicas e atividades bioldgicas no tecido
animal. A proteémica corresponde ao estudo de proteinas de um tecido em um dado
momento, e € baseada na separacao e identificacdo de proteinas em uma amostra
biolégica. Isso permite comparar grupos extremos para uma determinada
caracteristica, o que pode revelar biomarcadores que possibilitam o entendimento da
ocorréncia do feno6tipo (Picard et al., 2017). Sua aplicacéo na ciéncia da carne permite
explorar a base da variacdo nas caracteristicas da qualidade da carne, como maciez,
cor, capacidade de retencdo de agua (Bjarnadottir et al., 2012) e a variacdo na
deposicao da gordura intramuscular (Mao et al., 2016; Picard et al., 2019).

Picard et al. (2018) avaliaram simultaneamente 20 proteinas em cinco
diferentes musculos de uma raca local de bovinos e notaram que existe uma
diferenciacdo nas relacdes de algumas proteinas expressas, denominados de
“biomarcadores” de maciez e teor de gordura intramuscular em diferentes musculos,
que séo diferentes pelas suas propriedades contrateis e metabdlicas. Além disso, os
autores relataram que esse conhecimento € importante para o entendimento dos
mecanismos relacionados a maciez ou deposicdo de gordura de acordo com o0
musculo. No entanto, concluiram que os dados precisam de confirmacdo em estudos
utilizando outras racas de bovinas.

Apesar da concentracdo de esforcos de estudos e da industria para controlar a
qualidade alimentar da carne bovina, um alto nivel de variabilidade permanece nas
caracteristicas de qualidade, muitas vezes sendo razbes para a insatisfacdo do
consumidor. Assim, para produtores e consumidores, o controle e a gestao da maciez
da carne bovina e do contetdo de gordura intramuscular é encarado como um desafio
para uma melhor sustentabilidade do setor (Picard et al., 2019).

Um estudo com bovinos Nelore descreveu 15 proteinas diferencialmente
expressas no proteoma da carne de novilhos e tourinhos, com intuito de explicar as
diferencas em caracteristicas de qualidade de carne desses animais (Silva et al.,
2019). Os autores observaram um aumento na abundancia de algumas enzimas
glicoliticas como frutose-bisfosfato aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e

triose fosfato isomerase, influenciando principalmente a maciez do musculo
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esquelético. No entanto, o estudo de Silva et al. (2019) avaliou tourinhos castrados e
novilhas. Poucos estudos na literatura avaliaram os mecanismos moleculares que
regulam as caracteristicas de qualidade de carne de bovinos F1 taurinos-zebuinos
machos castrados versus inteiros, submetidos a terminagédo em confinamento por 180
dias, pratica bastante incomum no Brasil.

Grande parte dos estudos de protedmica aplicada a qualidade de carne bovina
focaram na comparagcdo de gendtipos. Ao realizarem uma abordagem proteémica
sobre a diferencas na qualidade da carne bovina entre Angus e Nelore, Rodrigues et
al., 2017 concluiram que as variagcdes na qualidade da carne bovina podem estar
associadas a diferencas na abundancia de proteinas envolvidas com a contracao e
organizacdo muscular, miofilamentos expressos em fibras de contracéo rapida ou
lenta e proteinas de choque térmico localizadas na mitocdndria ou reticulo
sarcoplasmatico e envolvidas no fluxo celular de céalcio e apoptose.

Com objetivo de aplicar a protebmica na identificacdo de biomarcadores de
maciez na carne bovina, Zhu et al. 2021 observaram que 34 proteinas relacionadas a
estrutura muscular, metabolismo energético, proteinas de choque térmico, resposta
ao estresse oxidativo e apoptose mostrou abundancia diferencial entre os grupos mais

macios e menos macio.
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CAPITULO 2 — Gene expression, chemical composition, and fatty acid profile of
the longissimus muscle of F1 Angus-Nellore bulls and steers

feedlot finished

Este capitulo esta redigido conforme normas de publicacdo para ser submetido a
revista “Meat Science”
Abstract:

This study investigated steers and bull's feedlot finished on gene expression, meat
chemical composition, and fatty acid (FA) profile. Gene expression assay revealed that
steers showed up-regulation of lipogenic genes (P <0.05) such as acetyl-CoA
carboxylase alpha (ACACA), fatty acid-binding protein (FABP4), fatty acid synthase
(FASN), peroxisome proliferator activated receptor-gamma (PPARG) and stearoyl-coa
desaturase (SCD), while bulls shown higher expression of the PPARA and sterol
regulatory element-binding protein 1 (SREBF1) genes. It was observed that steers had
higher levels (P <0.0001) of intramuscular fat (IMF). A higher proportion of
monounsaturated fatty acids was observed in steers (P <0.0001). However, bulls
showed higher levels (P < 0.0001) of polyunsaturated fatty acids. Thus, F1 Angus-
Nellore bulls, even when feedlot finished for 180 days and slaughtered at 20 months
of age, does not produce meat with higher IMF and better FA profile, which may be

due to less expression of lipogenic genes compared to steers.

Key words: Carcass, lipid metabolism, marbling, meat quality, molecular biology
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Introduction

Beef quality can be assessed by the abundance and profile of intramuscular
fatty acids (Li et al., 2020). The content of intramuscular fat (IMF) or marbling is one of
the most important traits that influence meat quality and the palatability attributes,
mainly juiciness, tenderness, and flavor (Park et al., 2018), adding value to the
commercial beef cuts (Lee et al., 2018; Seok-Hyeon et al., 2019). Intramuscular fat
deposition is a complex biological process that can be regulated by many enzymes,
hormones and metabolites that act on adipocyte deposition and differentiation
metabolism (Martins et al., 2015), and can be determined by the balance between fat
synthesis and degradation in the muscle (Bong et al., 2012).

Moreover, the fatty acid profile of IMF affects meat flavor (Ladeira et al., 2014),
but it has also attracted the consumer for its possible effect on human health (Rossi et
al., 2016). The deposition of IMF and its fatty acid profile can be influenced by several
factors, such as breed, sexual condition, age and nutrition (Albrecht et al., 2011).
Among these, castration markedly increases the degree of marbling, improving the
beef quality (Jeong et al., 2012; Baik et al., 2014). However, the effect of castration on
intramuscular adipose tissue development is not completely clear (Hong et al., 2021).

The identification and understanding of molecular mechanisms such as the
expression of genes that regulate the deposition of IMF in beef cattle may help to
optimize meat production in the livestock industry. Thus, an analysis of multiple genes,
mainly those involved in lipid metabolism, can lead to a better understanding of the
effects of these processes on marbled skeletal muscle phenotypes (Lim et al., 2015;
Park et al.,, 2018). Only few studies in the literature reported results of molecular
mechanisms that regulate IMF deposition in beef cattle castrated versus non-castrated
(Bong et al., 2012; Silva et al., 2019).

Studies evaluated the effects of castration (conventional or immunological) in
zebu (Bos indicus) and crossbred cattle feedlot finished and showed results on
carcass and meat quality traits (Andreo et al., 2016; Martinez et al., 2017; Miguel et
al., 2014). These experiments report results with Nellore (Andreo et al., 2016;
Martinez et al., 2017) or F1 Angus-Nellore cattle (Miguel et al., 2014) with an initial
average age of 24 months and feedlot finished for 90 to 100 days, which is the

traditionally feeding period in Brazilian feedlots. According to a national survey, a
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similar feedlot period is used for bulls and steers (107.6 and 110.5 days, respectively)
in Brazilian production systems located in tropical regions (Andrade et al., 2020).
When finished in feedlot and slaughtered at an early age, the differences in
IMF deposition among steers and bulls may be slightly reduced. Regardless of the
age, genotype and feeding period, in tropical countries few studies evaluate young
animals (24 months) and feedlot finished for 180 days, which support the need for
studies with this biological model. We hypothesize that even when fed a high-energy
diet for a long feedlot period, bulls may not improve meat quality traits compared to
castrated ones. Therefore, the present study aimed to investigate the effects of
castration on the expression of genes related to lipid metabolism, chemical
composition of meat and fatty acid profile of F1 Angus-Nellore steers versus bulls

finished in feedlot for 180 days and slaughtered at 24 months.

Material and Methods

Ethics Committee Statement

All the procedures performed in the experiment were approved by the Ethics
Committee on Animal Use of the School of Agricultural and Veterinarian Sciences —
UNESP/FCAV (CEUA protocol no. 07594/2019).

Animals and experimental diet

The experiment was carried out in the facilities of the experimental feedlot of
Fazenda Turbilhdo, city of Estrela D’Oeste, Sao Paulo, Brazil. We used 640 male
animals (320 steers and 320 bulls) F1 Angus-Nellore, from the same herd, with an
average initial body weight of 298.15 + 28.58 kg and initial average age of 18 months.
The animals were divided into two sex classes (treatments) and distributed in a
completely randomized design, being allocated in eight collective pens (n=4/
treatment), equipped with concrete bunk and water trough. Each pen had a capacity
for 100 animals. The animals stayed there for 180 days, with 14 days of adaptation to
the diet and facilities. The experimental diet was common for both treatments (Table
1), provided ad libitum twice a day, at 9:00 AM and at 3:00 PM.
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Feed intake, performance, and carcass traits

To evaluate dry matter intake, data from daily supplies were collected.

Weighings were performed at the beginning and at the end of the experimental
period, obtaining the initial body weight (iBW and final (fBW).

To calculate the average daily gain (ADG) the following formula was used:

ADG = (fBW - iBW)/days in feedlot

Feed Efficiency (EA):

EA = ADG/DMI kg/day

Hot carcass weight (HCW) and cold carcass weight (CCW) were evaluated. To
measure the loin eye area (REA), these were individually marked on transparencies,
which were digitized and the area in cm? measured with the aid of the ImageJ®
software (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, United States).
Subcutaneous fat thickness (BFT) was measured with a digital caliper, simulating a
45° angle between the spinous and transverse processes of the 12t thoracic vertebra
and expressed in millimeters (mm). Both measures were taken before deboning the
carcasses, in order to preserve the original measures.

The hot carcass yield (HCY) was obtained by the formula:

HCY = (HCW / fBW) x 100

Where fBW was the final body weight (before the slaughter).
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Table 1. Ingredients and chemical composition of the experimental diet.

Item Value
Ingredients (% DM)
Tifton 85 13.98
Ground corn 68.76
Cottonseed Cake 9.00
Peanut meal 4.80
Mineral-vitamin supplement! 3.43
Water 0.03
Nutritional composition
Dry matter (%) 68.00
Crude Protein (%DM) 13.50
Ether Extract (%DM) 3.83
Neutral Detergent Fiber (%DM) 21.28
NEg? (Mcal/kg) 1.30

1Supplement mineral-vitamin: 210 g/kg of Ca; 10.3 g/kg of P; 15 g/kg of Mg; 20 g/kg of S; 43 g/kg of Na;
8.6 mg/kg of Co; 428 mg/kg of Cu; 5.7 mg/kg of Cr; 286 mg/kg of Fe; 21 mg/kg of I; 1.285 mg/kg of Mn;
5.7 mg/kg of Se; 1.998 mg/kg of Zn; 86 KUI/kg of Vitamin A; 11.5 KUI/kg of Vitamin D3; 141 KUI/kg de
Vitamin E; 490 g/kg de NNP.Eq.CP; 714 mg/kg of monensin sodium.

°Net energy for gain.

Slaughter and collection of samples

After the experimental period of 180 days, all animals were slaughtered in a
commercial slaughterhouse (Estrela D'Oeste, SP, Brazil), located 10 km away from
the experimental feedlot, following the normal procedures of federal inspection. Fifteen
animals per pen were randomly selected, 60 animals from each experimental group,
totaling 120 animals for the study of meat quality traits. Due to the greater number of
animals, two slaughter groups were formed, and the slaughter occurred on two
different days. The animals were individually stunned by brain concussion using a
captive dart gun, followed by bleeding, hide removal and evisceration. Subsequently,
the carcasses were divided longitudinally and a sample (approximately 20 g) of the
longissimus thoracis (LT) muscle was collected from the left half carcass at the 12"
rib.

As samples were collected, they were placed in ice-cooled tubes containing
RNA stabilizer solution (RNAlater; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States),
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which were transported to the laboratory, and stored in the freezer at -80 until the
beginning of molecular biology analyzes. In the cold chamber, the half-carcasses were
cooled at 4°C for 48 h. At deboning, a sample of approximately 15 cm from the LT
muscle in the left half carcass was collected, between the 12" and 13™ rib. In the
laboratory, two 2.54 cm steaks were sectioned, individually vacuum packed and stored

at -20°C until the analysis of chemical composition and fatty acid profile.

Gene expression

We used samples from 40 animals (20 steers vs. 20 bulls) from the subsampling
of 120 animals. The target and reference gene primers were designed using Primer-
BLAST, a platform from the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Table 2).

Total RNA was extracted from LT muscle samples using Trizol (ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, California, United States) and treated with DNase (ThermoFisher
Scientific), according to the manufacturer's instructions. To analyze the 28S and 18S
rRNA bands, the total RNA was electrophoresed on 2.0% (m / v) agarose gel, stained
with SYBR Safe (Thermofisher) and visualized on Chemidoc XRS (BioRad, Hercules,
California, United States). The amount of RNA (ng / uL, estimated at 260 nm) and
quality (estimated at 260/280 nm and 260/230 nm) were evaluated using a MultiSkan
Go spectrophotometer with the aid of a [Drop Plate (Thermo Scientific). The synthesis
of the cDNA was performed with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(ThermoFisher Scientific), according to the manufacturer's instructions, and the cDNA
samples were stored at -20 ° C.

Real-time quantitative PCR (RT-gPCR) was performed on a 7500 Fast Real-
Time PCR System (ThermoFisher Scientific) using 7.5 pL of LuminoCt SYBR Green
gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States), 0.15 pL of ROX
(Sigma-Aldrich), 1 pL of primer (200 nM), 4.35 pL of H20 and 2 pL of sample. All the
samples were analyzed in duplicate according to the following thermal conditions: 50°C
for 2 minutes, 95°C for 10 minutes, and 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for
1 minute. The specificity of the primers was determined based on analysis of the
melting curve and 2% agarose gel. The amplification efficiency of each primer was

evaluated as described by Macabelli et al. (2014), whereby only primers with efficiency
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close to 100% were used. The relative expression was obtained after normalization of
the mean values of cycle threshold (Ct) of the target genes by the geometric mean of
the Ct values of the reference genes ACTB, GAPDH, RPS18 and HSMBS, as
described by Macabelli et al. (2014).
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Table 2. Primer sequences of target and reference genes analyzed through RT-gPCR

Amplicon

Symbol Gene Name Primer sequence Gen Bank ID _
Size (bp)

F:GTCGACACCGCAACCAGTTC
ACTB Actin beta NM 173979.3 50
R:CACGAGCGCAGCAATATCAT

F:AGGTCGGAGTGAACGGATTC
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NM_001034034.2 85
R:ATGGCGACGATGTCCACTTT

F: ATTAAGGGTGTGGGGCGAAG
RPS18 Ribosomal protein S18 NM_001033614.2 90
R: GTTCCACCTCATCCTCGGTG

F: GGATGGGCAACTGTACCTGA
HMBS Hydroxymethylbilane synthase NM 001046207 95

R: GGACAGGGACATGGATGGTG

F:CAACACTCCGTACGTGACCA
ACACA Acetyl-CoA carboxylase alpha NM 174224.2 117
R:AGTTTGATCAGGGACTGCCG

ACOX1 Acyl-CoA oxidase 1 F:CTTCGAGCGGCCAGATTAGT BC102761.2 117


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_173979.3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001034034.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001033614.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001046207.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_174224.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/BC102761.2

CPT2

FABP4

FASN

LPL

PPARA

PPARG

Carnitine palmitoyl-transferase 2

Fatty acid binding protein 4, adipocyte

Fatty acid synthase

Lipoprotein lipase

Peroxisome proliferator activated receptor alpha

Peroxisome proliferator activated receptor

gamma

R:ACTTGCCCGAACAAGGTCAA

F-TTCACAAAGACGTGCTCCGA

R:GATCAAAGCCCTGGCCCATT

F:AGATGGTGCTGGAATGTGTCA

R:GGAGTTCGATGCAAACGTCA

F:CCACCAAGTCGAACATGGGA

R:CAGGGACAGCAGCACCTTG

F:CTGGACGGTGACAGGAATGT

R:ATGACGTTGGAGTCCGGTTC

F:CATTTGCTGTGGAGATCGGC

R:ACGTGCACAATACCCTCCTG

F:CCGGGTCTGTGGGGATAAAG

R:TCCTCCGGAAGAAACCCTTG

NM_001045889.2

NM 174314.2

NM_001012669.1

NM_001075120.1

NM_001034036.1

NM 181024.2

139

103

74

84

75

80
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001045889.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_174314.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001012669
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001075120.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001034036.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_181024.2

SCD

SREBF1

Stearoyl-CoA desaturase

Sterol regulatory element binding
transcription factor 1

F-TGGCGTTCCAGAATGACGTT
NM_173959.4
R:GAAGAAAAAGCCACGTCGGG

F:CCGAGAGGCTGTACCCATTG
NM 001113302.1

R:CTGGGTAGGGGTTTCTCGGA

107

70

26



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_173959.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001113302.1
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Chemical composition of meat

The chemical composition of the LT muscle was performed on FoodScan
LabTM equipment (Foss NIRSystems, Inc., USA), in which mean values for the levels
of moisture, protein, fat and total collagen were determined. The steaks from the 120
animals previously selected were thawed in a BOD model (MA 415, Marconi,
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil) for 24 h. Subsequently, the steaks were dissected, with
visible connective tissues and subcutaneous fat removed from the LT samples. Then
the steaks were ground and homogenized for 5 minutes using a mixer. After
processing, approximately 180 g of the sample was evenly distributed on the
FoodScan reading plate (Anderson, 2007). Three readings per sample were carried
out. Samples were homogenized again and placed in the plate for the next reading.
The method (923.03) of (AOAC, 2005) was used to determine the ash.

Fatty acid extraction and gas chromatography analysis

We used samples from 40 animals (20 steers vs. 20 bulls) from the subsampling
of the 120 animals mentioned above. The lipids were extracted from a sample of
approximately 3.0 g of the dissected LT muscle, using the solvents hexane /
isopropanol (3: 2 vv— 1), following the method described by (Hara & Radin, 1978). For
the transesterification of fatty acids, the methodology described by (Christie, 1982)
using a methanol solution of sodium methoxide.

The fatty acid methyl esters were analyzed in gas chromatography, using a
chromatograph (Focus GC-Finnigan model; Thermo Finnigan, San Jose, California,
United States), equipped with flame ionization detector (DIC) and fused silica capillary
column following dimensions 100 m x 0.25 mm x 0.20 ym (CP- Sil 88; Varian, Palo
Alto, California, United States). The carrier gas used was hydrogen at a flow rate of
1.8 ml/ min. The initial oven temperature was 70 ° C, maintained for 4 min. It was then
increased by 13 ° C / min to 175 ° C, where it was maintained for 27 min. The
temperature was then increased from 4 ° C / min to 215 ° C, where it was maintained
for 9 min, followed by another increase of 7 © C / min to 230 ° C, where it was
maintained for 5 min. The whole process took 65 min. The injection and detection

temperatures were 225 ° C and 260 ° C, respectively.
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The main fatty acids were identified by comparing the peaks and retention times
of the methyl esters in the samples with fatty acid standards using the Supelco TM
Component Mix standards (cat. 18919; Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, United
States) and c9 rumenic acid, t11 CLA (cat. 05632; Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, Missouri, United States). Fatty acids were quantified, and the areas of methyl
esters were normalized. The fatty acid results were expressed as a percentage of the
area (%) obtained using Software Chromquest 4.1 (Thermo Electron, Milan, Italy).

We calculated the sums (%) of saturated fatty acids (SFA), unsaturated fatty
acids (UFA), monounsaturated fatty acids (MUFA), polyunsaturated fatty acids (PUFA)
and the ratios XMUFA / ¥SFA, ZPUFA / £SFA and *UFA / ZSFA.

The enzymatic activities of A°-desaturase for fatty acids C16 and C18 and
elongase were estimated using mathematical equations described by (Malau-Aduli,
Siebert, Bottema, & Pitchford, 1997).

C16 A°-desaturase activity = 100*[(C16:1cis9) / (C16:1cis9 + C16:0)]

C18 A°-desaturase activity = 100*[(C18:1cis9) / (C18:1cis9 + C18:0)]

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

The atherogenicity index that is used as a cardiovascular disease risk indicator
was calculated according to (Ulbright & Southgate, 1992).

Atherogenicity = [C12:0 + 4(C14:0) + C16:0])/ZUFA.

Statistical analysis

Data on the chemical composition of the muscle, fatty acid profile and gene
expression were analyzed for normality of residuals through the Shapiro Wilk test,
PROC UNIVARIATE of the SAS 9.4 statistical software (SAS Institute Inc., Cary, North
Carolina, United States). Data that did not show a normal distribution were transformed
using the PROC RANKS procedure (SAS 9.4). Slaughter day was used as a covariate
and analysis of variance (ANOVA) was used to test the effects of sex class using the
PROC GLM procedure (SAS 9.4). Animals were considered as the experimental unit.
Significance was considered when P <0.05.

Yij= p+ di + csi + €jj
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Where: p = overall mean, di = slaughter day, csi = sex class effect, and ¢ij =
experimental error.

For feed intake, performance and carcass characteristics data, pens were used
as experimental units.

Intramuscular fat content and gene expression data were submitted to Pearson
correlation analysis by PROC CORR of SAS 9.4 statistical software (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, United States).

Results

Feed intake, performance, and carcass traits

Although castration did not change (P > 0.10) dry matter intake (kg/day or % of
body weight), steers had lower final body weight, average daily gain, hot and cold
carcass weights, as well as lower carcass yield and ribeye area. On the other hand,

castration increased (P < 0.01) carcass backfat thickness (Table 3).

Table 3. Feed intake, performance and carcass traits of steers and bulls F1 Angus-
Nellore feedlot finished.

Item? Sex class SEM? P-value
Bulls Steers

IBW, kg 296.91 299.38 4.5233 0.7727
DMI, kg 10.76 9.51 0.5032 0.1429
DMI, %BW 2.44 2.25 0.1000 0.2899
ADG, kg/day 1.60 1.38 0.0467 0.0043
FE, kg/kg 0.15 0.15 0.0072 0.7959
FBW, kg 585.13 547.44 9.3056 0.0373
HCW, kg 333.71 298.39 7.7625 0.0093
CCW, kg 326.17 290.05 7.9385 0.0088
HCY, % 57.04 54.51 0.5090 0.0008
REA, cm? 81.03 68.61 2.5683 0.0034
BFT, mm 12.41 18.87 1.5453 0.0012

1IBW = initial body weight. DMI = dry matter intake. ADG = average daily gain. FE = feed efficiency and
FBW = final body weight. HCW = Hot Carcass Weight. CCW = Cold Carcass Weight. HCY = Hot carcass
yield REA = ribeye area of longissimus muscle - 12-13™. BFT = Subcutaneous backfat thickness.



30

2Standard Error of Mean
Expression of lipogenic genes

When comparing the expressions of genes involved with lipid metabolism in the
LT muscle, we observed that the expression of ACACA (0.038 vs. 0.066; + 0.005),
FABP4 (0.010 vs. 0.283; + 0.016), FASN (0.026 vs. 0.113); + 0.013), PPARG (0.012
vs. 0.027; + 0.003) and SCD (0.530 vs. 1.085; + 0.099) was lower (P <0.05) in bulls
compared to steers, respectively (Figure 1). On the other hand, bulls showed higher
levels of expression of PPARA (0.472 vs. 0.372; + 0.018) and SREBF1 (0.091 vs.
0.047; £ 0.008), respectively. The ACOX1, CPT2 and LPL genes were not influenced
by castration (P > 0.05).
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Figure 1. Expression of the lipogenic genes of the longissimus muscle of F1 Angus-
Nellore steers (n = 20) and bulls (n = 20) finished in feedlot. Genes: Acetyl-CoA
carboxylase alpha (ACACA); Acyl-CoA oxidase 1(ACOX1); Carnitine palmitoyl-
transferase 2 (CPT2); Fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4); Fatty acid
synthase (FASN); Lipoprotein lipase (LPL); Peroxisome proliferator activated receptor
alpha (PPARA); Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG);
Stearoyl-CoA desaturase (SCD); Sterol regulatory element binding transcription factor
1 (SREBF1).

Positive correlations were observed between the IMF content and the
expression of the ACACA, FABP4, FASN, PPARG and SCD genes (Table 4), on the

other hand, negative correlations were observed among PPARA and SREBF1 genes.
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Table 4. Correlation coefficients between intramuscular fat content and gene
expression of the longissimus muscle of steers and bulls F1 Angus-Nellore feedlot
finished

ACACA ACOX1 CPT2 FABP4 FASN LPL PPARA PPARG SCD SREBF1
IMF', % 0.46* -0.05 -0.01 0.39* 0.56* 0.07 -0.39* 0.50* 0.43* -0.34*

lIntramuscular fat; P < 0.05*

Table 5. Correlation coefficients among gene expression in longissimus muscle of
steers and bulls F1 Angus-Nellore feedlot finished
Genes ACACA ACOX1 CPT2 FABP4 FASN LPL PPARA PPARG SCD

SREBF1 -0.36* -0.44* -0.21 -0.17 -0.07 -0.31* 0.31* -0.42* -0.20
SCD 0.86* 0.20 0.16 0.85* 0.79* 0.62* -0.27  0.85*
PPARG 0.93* 0.31 0.20 0.83* 0.58* 0.71* -0.37*

PPARA -0.24 0.07 0.07 -0.35* -0.30* 0.01

LPL 0.69* 047 0.36* 0.62* 0.29*

FASN 0.59* -0.05 -0.06 0.69*

FABP4 0.76* 0.10 0.16

CPT2 0.23 0.41*

ACOX1 0.33*
P < 0.05*

Chemical composition of meat

Castration resulted in an increase in the IMF content (P <0.0001) in LT muscle,
which corresponding to 73.5% more IMF in steers versus bulls (an increase of ~ 1.7
times). An effect of the castration (P <0.05) was also observed for the LT muscle
moisture and protein contents (Table 6). The meat of steers showed lower values for
moisture (P <0.0001) and higher levels of protein (P = 0.0002) when compared to bulls.
The content of ash and total collagen did not differ (P > 0.05) between the experimental

groups.
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Table 6. Chemical composition of the longissimus muscle of steers and bulls F1 Angus-
Nellore feedlot finished

Sex class
Item SEM? P-value
Bulls (n = 60) Steers (n = 60)
Moisture, % 73.48 71.08 0.1572 <0.0001
Protein, % 22.89 23.37 0.0661 0.0002
Fat, % 2.61 453 0.1467 <0.0001
Ash, % 1.02 1.02 0.0123 0.9537
Collagen, % 1.22 1.25 0.0130 0.1695

1Standard Error of the Mean

Fatty acid profile

We observed lower (P <0.05) levels of fatty acids Margaric (C17:0), stearic
(C18:0), linoleic (C18:2 cis-9 cis-12), arachidic (C20:0), gamma -linolenic (C18:3 n6),
alpha-linolenic (C18:3 n3), CLA (C18:2 cis-9 trans-11), di-homo-y-linolenic (C20:3 n6),
arachidonic (C20:4 n6), eicosapentaenoic (C20:5 n3), docosapentaenoic (C22:5 n)
and docosaexaenoic (C22: 6 n3) in the meat of steers. On the other hand, we observed
higher (P <0.05) levels of myristic (C14:0), myristoleic (C14:1 cis-9), palmitic (C16:0),
palmitoleic (C16:1 cis-9) fatty acids were observed), heptadecenoic (C17: 1) and oleic
(C18:1 cis-9) in the meat of steers compared to bulls (Table 7).

The meat of castrated animals showed lower (P <0.05) values for ZPUFA,
2PUFA / ZSFA, n3, n6 and elongase activity, however, we observed higher (P <0.05)
values of IMUFA, ZMUFA / ZPUFA, C16 and C18 A°-desaturase activity and
atherogenicity index. Total ZSFA, ZUFA and the w-6/w-3 ratio was not influenced (P
> 0.05) by castration.

Table 7. Fatty acid profile of the intramuscular fat of the longissimus muscle of steers
and bulls F1 Angus-Nellore feedlot finished.

Fatty Acid Sex class

_ Steers(n=  SEM! P-value
(% of total fatty acids) Bulls (n = 20) 20)
C10:0 (Capric) 0.09 0.07 0.0074 0.0514
C12:0 (Lauric) 0.07 0.07 0.0029 0.0737

C14:0 (Miristic) 2.60 3.74 0.1339 <0.0001



C14:1 cis-9 (Myristoleic)
C15:0 (Pentadecanoic)
C16:0 (Palmitic)

C16:1 cis-9 (Palmitoleic)
C17:0 (Margaric)

C17:1 (Heptadecenoic)
C18:0 (Stearic)

C18:1 cis-9 (Oleic)

C18:2 cis-9 cis-12 (Linoleic)
C20:0 (Arachid)

C18:3 n6 (gamma-linolenic)
C18:3 n3 (alpha-linolenic)
C18:2 cis-9 trans-11 (CLA)

C20:3 n6 (di-homo-y-linolenic)

C20:4 n6 (Arachidonic)

C20:5 n3 (Eicosapentaenoic)

C22:5 (Docosapentaenoic)

C22:6 n3 (Docosahexaenoic)

2SFA

>UFA

MUFA

2PUFA
>MUFA/ZSFA
2PUFA/ZSFA
ZUFA/ZSFA

2n3

2n6

w-6/w-3

C16 A®-desaturase
C18 A%-desaturase
Elongase

Atherogenicity

0.46
0.28
23.93
2.41
0.66
0.43
16.80
33.57
8.82
0.11
0.03
0.23
0.20
0.39
1.77
0.26
0.54
0.06
45.31
54.63
42.26
12.37
0.94
0.28
1.22
0.55
2.20
4.06
9.11
66.85
65.72
0.63

0.89
0.29
27.44
3.60
0.58
0.56
13.65
40.03
2.32
0.06
0.01
0.09
0.16
0.18
0.49
0.05
0.15
0.01
46.36
53.53
50.06
3.46
1.08
0.07
1.16
0.15
0.67
4.42
11.60
74.58
63.35
0.79

0.0474
0.0096
0.5180
0.1300
0.0196
0.0205
0.7266
0.8280
0.7244
0.0051
0.0037
0.0164
0.0084
0.0313
0.1595
0.0290
0.0476
0.0064
0.4325
0.4299
0.9842
10.149
0.0264
0.0235
0.0228
0.0506
0.1933
0.1413
0.2876
14.411
0.5184
0.0203

<0.0001
0.7209
0.0002
<0.0001
0.0281
<0.0001
0.0134
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0017
<0.0001
0.0208
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.4085
0.3590
<0.0001
<0.0001
0.0004
<0.0001
0.3861
<0.0001
<0.0001
0.2144
<0.0001
0.0047
0.0203
<0.0001
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1Standard Error of Mean

Discussion

Animal performance and traits.

The better performance and, consequently, higher carcass weight of bulls
feedlot finished 180 days may provide to beef cattle producers greater economic
return, especially in Brazil, where the carcasses are still not benefited by greater
deposition of the IMF. In addition, producers can use crossbred bulls feedlot finished
to reach the deposition of subcutaneous fat above 3 mm, the minimum coverage
recommended by Brazilian slaughterhouses (Rodrigues et al., 2015), which minimize

the losses caused due to lack of fatness (Chardulo el al., 2013).

Expression of lipogenic genes

Lipid metabolism is the mechanism that determines the degree of muscle
marbling. being established by a balance between fat synthesis and degradation
(Jeong et al., 2012; Bong et al., 2012). The differences in IMF levels between steers
and bulls in the present study were possibly due to changes in the lipid metabolism of
these animals. The nuclear receptors involved in this mechanism guide the synthesis
of fat that occurs in the muscle tissue. Such molecules form a superfamily of
intracellular protein receptors included in the class of transcription factors such as
PPARs and SREBPs (Ladeira et al., 2016).

The PPARA, PPARG and PPARp/® subtypes make up this PPAR subfamily.
These molecules play a central role in the transcriptional control of glucose and lipid
regulation within the cell (Liu et al., 2014). The first (PPARA) is highly expressed in the
liver, followed by the small intestine, adipose tissue, and heart (Ladeira et al., 2016).
While PPARG, which is highly expressed in adipocytes, playing a crucial role in the
regulation of adipogenic and lipogenic genes (Kersten, 2014).

The higher expression of PPARG in castrated animals is due to the lower
production of testosterone in steers compared to bulls. In addition to inhibiting the
differentiation of adipocyte precursor cells and suppressing lipid uptake, high levels of
testosterone reduce PPARG activity (Du et al., 2009; Wandita et al., 2018). On the
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other hand, a higher relative expression of PPARA was observed in whole animals,
supported by the negative correlation observed between the expressions of the
PPARG and PPARA genes (Table 4), a result similar to that found by Teixeira et al.
(2017), who analyzed the correlation between these two genes.

Activated PPARG is the master regulator of fatty acid storage and adipogenesis,
acting as a transcription factor for genes expressed in adipocytes, including fatty acid-
binding protein (FABP4) and lipoprotein lipase (LPL), which contain elements of
PPARG response (Garin-Shkolnik, Rudich, Hotamisligil, & Rubinstein, 2014).
According to Lim et al. (2015), more marbled meats show greater expression of
FABP4, because it is highly expressed in adipocytes, and has the function of binding
to fatty acids, facilitating the transport of the plasma membrane to the oxidation or
esterification sites within the intramuscular adipocytes. However, before being
transported, they must be synthesized.

According to Ladeira et al. (2016), the primary mechanism in fatty acid
synthesis, is de novo synthesis, which uses acetyl-CoA produced in glycolysis. In the
fatty acid synthesis process, acetate is the main source of acetyl-CoA, however, when
the source of acetyl CoA is glucose, the intramuscular adipose tissue uses a greater
proportion of this molecule derived from glycolysis in relation to the subcutaneous
adipose tissue (Smith et al., 2018). Thus, acetyl-CoA units are carboxylated by the
action of the enzyme acetyl-CoA carboxylase (ACC), which is encoded by the acetyl-
CoA carboxylase-alpha (ACACA) gene, forming malonyl-CoA. Subsequently, the
action of a multi-enzyme fatty acid synthase complex encoded by the fatty acid
synthase (FASN) gene unites another acetyl-CoA molecule to the malonyl-CoA
molecules formed in the previous step, in a series of reactions, resulting in the
synthesis of long-chain fatty acids (Ladeira et al., 2016). In the study by Bong et al.
(2012), the authors observed that bulls had higher levels of FASN mRNA and a
tendency to higher levels of ACC mRNA, suggesting that the increase in lipogenesis
contributes to the increase in marbling after castration. Corroborating the results, it was
possible to observe a correlation between the IMF content and the ACACA, FABP4,
FASN, PPARG and SCD genes (Table 3). Furthermore, confirming the above theory,
positive correlations between the PPARG and ACACA, FABP4, FASN, LPL and SCD

genes were also verified (Table 4).
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The SREBP family has three members: SREBP-1a and SREBP-1c which are
encoded by the gene SREBF1 and seems to act on genes involved in the synthesis of
fatty acids, and SREBP-2 which has a greater influence on the regulation of the
expression of cholesterogenic genes (Eberlé et al., 2004; Ladeira et al., 2016). Schirra
et al. (2006) demonstrate that testosterone induces a positive regulation in the
expression of genes encoding SREBPs 1 and 2, which probably can explain the higher
expression of SREBF1 mRNA observed in bulls. On the other hand, as SREBF1 is
also involved in lipogenesis, the results of the present study suggest that the effect of
the expression of that transcription factor was smaller than the effect of PPARG in
castrated animals (steers). Additionally, a negative correlation was observed between
IMF content and the expression of SREBF1 (Table 3), as well as negative association
among genes such as PPARG and SREBF1 (Table 4), which help to explain the lower
IMF observed in bulls.

Chemical composition of meat

The meat constituents affected by castration were moisture and IMF content.
Previous studies found strong negative correlations for these variables, as the IMF
increased, the moisture content reduced (Ueda et al., 2007; Watanabe et al., 2018).
Similar results were observed for moisture and IMF in the current study, which
corroborate the results reported in our previous study on Angus-Nellore bulls finished
in feedlot (Lopes et al., 2020). This relationship may be associated with the deposition
of tissue in the meat. As the lipid content increases, the moisture decreases. This is
because muscle fibers (cells) have a higher water content than adipocytes. Therefore,
when there is more fat, there is less water content in the meat.

Fat deposition and composition in cattle and other ruminants is a complex
process with multifactorial regulation (Ladeira et al., 2016), and IMF is a trait that can
be influenced by several factors, especially genotype, sex class and nutrition (Panjono,
Kang, Lee, & Lee, 2009; Park et al., 2018). In addition, castration can markedly
increase the deposition of IMF, as shown in other studies with cattle (Baik et al., 2014;
Jeong et al., 2012) and also observed in the current study. When castrated, animals

have their anabolic potential reduced (Needham, Lambrechts, & Hoffman, 2017), due
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to the decrease in androgenic hormones (Bong et al., 2012; Nogalski et al., 2017
Seideman et al., 1982).

Considering the discrepant values observed in the chemical composition of the
meat, the castrated animals (steers) may have had a change in the hormonal balance,
which modified the deposition of tissues (bone, skeletal muscle and fat) and,
consequently, reduced the animals’ physiological maturity or weight to maturity
(Alemneh & Getabalew, 2019). Moreover, animals castrated at weaning and kept in
the feedlot until slaughter have increased deposition of carcass backfat (fatness) and
IMF content (Silva et al., 2019).

Fatty acid profile

In cattle, there is a significant association between sex and the fatty acid profile
of meat, as described in the literature (Barton et al., 2011; Nian et al., 2018). Although
the cellular and molecular mechanisms related to the direct action of sex hormones in
the fatty acid profile of beef are not yet fully understood (Nian et al., 2018), there is
evidence of sex hormones acting on lipid metabolism in muscle tissue, influencing
enzyme systems (Du et al., 2009).

The highest levels of saturated fatty acids C14:0 and C16:0 found in the meat
of castrated animals are possibly related to the greater activity of the enzymes ACC
and FAS. Given that, it was observed greater relative expressions (MRNA levels) of
the responsible genes for coding these enzymes (Figure 1), which act mainly in de
novo synthesis in ruminants, where the main products are short and medium chain
fatty acids. The highest levels of fatty acids C14:1 cis-9 and C16:1 cis-9 may have
been regulated by stearoyl-CoA desaturase (SCD), which introduces a double bond
between carbon atoms 9 and 10 of saturated fatty acids (SFA), producing MUFA
(Matsuhashi et al., 2011; Alwiyah et al., 2016). These results corroborate those
observed for the greater activity of the enzyme A°-desaturase C16:0 (Table 7).

The highest percentage of C18:1 cis-9 in beef is usually lead by a lower
proportion of C18:0, which is also a result of the increase in the activity of the enzyme
A9-desaturase, responsible for carrying out this conversion of C18:0 in C18:1 cis-9
(Smith, Gill, Lunt, & Brooks, 2009). Thus, the higher content of C18:1 cis-9 fatty acid

for castrated and lower content of C18:0 for bulls can be explained by the higher index
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in the activity of the enzyme A%-desaturase in the meat of the castrated animals (Table
7), which can be confirmed with the higher expression of mRNA for the SCD gene
(Figure 1), responsible for encoding this enzyme.

Oleic acid is reported in the literature as responsible for reducing the circulating
concentration of LDL cholesterol in humans (Kien et al., 2014). Foods that have higher
levels of oleic acid are desirable because it has a hypocholesterolemic action, and also
acting to protect against coronary heart diseases (Martins et al., 2018). Thus, the
production of meat rich in oleic acid can be beneficial to human health (Rossi et al.,
2016). According to Monteiro et al. (2006), the linoleic acid found in bovine muscle
comes exclusively from food sources. Thus, the higher content of linoleic acid in the
meat of bulls may be related to a greater metabolic availability, probably a
consequence of a greater escape of the linoleic from ruminal bio-hydrogenation
(Monteiro et al., 2006).

The SFA content is usually directly associated with the amount of IMF (Bressan
et al.,, 2011). However, in the present study the content of SFA did not vary. It was
observed that there was a compensation of fatty acids in this category, since the meat
of bulls had higher levels of C18:0, while higher levels were observed for C14:0 and
C16:0 in steers. On the other hand, higher levels of MUFA and lower percentage of
PUFA were observed, which can also be related to the difference found in the IMF
content between steers and bulls (Figure 2).

According to Nian et al. (2018) the lower IMF content is related to less
adipocytes, containing less triglycerides, therefore, it is accompanied by an increase
in phospholipids as a percentage of total lipids. Additionally, PUFAs are deposited
preferentially in phospholipids (membrane components in muscle tissue), while SFA
and MUFA are mainly located in neutral lipids that are present mainly as triglycerides
and contain less than 4.0% of PUFA components (Wood et al., 2008).

Although no statistical difference was detected for dry matter intake (P = 0.14)
(Table 3), this variable can change ruminal passage rates, consequently modifying the
ruminal metabolism of dietary fatty acids, providing greater biohydrogenation of
unsaturated fatty acids (Renno et al., 2013).

The higher levels of long chain PUFA's (C20 - C22) observed in the meat of

bulls may be due to the activity of testosterone on the enzyme elongase and some
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other enzymes that can act in the muscle as an accelerator in the conversion of C18
fatty acids: 2n6 and C18: 3n3 to form long chain PUFA (Nian et al., 2018). This
hypothesis can be confirmed by the greater action of elongase in bulls (Table 7).

The changes found for the MUFA / SFA and PUFA / SFA ratios are due to
differences observed in the proportions of MUFA and PUFA already reported, since
the SFA content was similar among steers versus bulls. Following the same reasoning,
the UFA / SFA ratio did not change, as both fatty acid categories did not change.
Castration reduced the levels of n3 and n6, however, this reduction was proportional,

without causing a change in the n6/n3 ratio in meat in animals considering the sex

class.
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Figure 2. Sum of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids of the longissimus
muscle of steers and bulls F1 Angus-Nellore feedlot finished.

The atherogenicity index (Al) lists pro and anti-atherogenic acids and indicates
the potential stimulation of platelet aggregation (Rossi et al., 2016). As this index
decreases, the amount of fatty acids with anti-atherogenic power present in fat
increases (Ulbright & Southgate, 1992). In the present study, it was observed that
castration promoted an increase in Al, which can be attributed to the lower PUFA
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values of this sex class (Rossi et al., 2016), being slightly above the acceptable level,
around 0.7 (Ulbright & Southgate, 1992).

Conclusion

Crossbred Angus-Nellore bulls, even when feedlot finished for 180 days and
slaughtered at young age, does not produce meat with higher IMF and better FA
profile, which may be due to down regulation of lipid metabolism genes compared to
steers. Castration upregulated the expression of genes such as ACACA, FABP4,
FASN, PPARG and SCD in LT muscle of steers, which improves the deposition of IMF.
Additionally, steers show differences in IMF fatty acid profile when compared to bulls.
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CAPITULO 3 - Efeito da castragdo sobre a caracteristicas de carcaca, qualidade
de carne e proteoma do musculo Longissimus thoracis de

bovinos F1 Angus-Nelore terminados em confinamento

Este capitulo esta redigido conforme normas de publicacédo para ser traduzido

e submetido a revista “Meat Science”

Resumo

Objetivou-se investigar o efeito da castracdo nas caracteristicas de carcaca,
qualidades fisicas e o perfil proteomico e mineral da carne de bovinos cruzados, F1
Angus-Nelore terminados em confinamento por periodo de 180 dias. Foram utilizados
640 animais machos F1 Angus-Nelore. Estudou-se as classes sexuais inteiros e
castrados. Animais castrados apresentaram menores ganho médio diario, peso final,
pesos de carcaca e area de olho de lombo. Por outro lado, animais desse tratamento
tiveram maior espessura de gordura subcutanea. Animais castrados tiveram maiores
valores para L*, a*, b*, chroma e hue, e maior pH. A castragéo regulou positivamente
as proteinas: Creatine kinase M-type; Frutose-bisfosfato aldolase; Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase e Troponin T, fast skeletal muscle, entretanto, regulou
negativamente: 60 kDa heat shock protein, mitochondrial; ATP synthase subunit beta,
mitochondrial; Heat shock cognate 71 kDa protein; Malate dehydrogenase; Myoglobin;
Phosphoglucomutase-1; Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta,
mitochondrial; Triosephosphate isomerase; Troponin 12, fast skeletal type. A
castracdo reduz o desempenho animal, aumenta a deposicéo de gordura subcutanea
e a maciez da carne, melhora a coloracdo e modula a expressdo de proteinas do

metabolismo energético e enzimas glicoliticas no musculo Longissimus.

Palavras-chave: Desempenho, coloragdo, maciez, proteomica, zebuinos
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Introducéo

A intensa busca por melhoria na qualidade da carne, devido ao crescente
mercado por essa caracteristica coloca em discussao a castracdo como tema de
diversos estudos (Silva et al., 2019; Blanco et al., 2020; Jacinto-Valderrama et al.,
2021), pois, ha indicios que animais inteiros na fase de terminacdo sao mais
susceptiveis ao estresse e injurias nas carcacgas, reduzindo a qualidade da carne
(Gémez et al., 2017). Outras caracteristicas alteradas pela castracdo sdo: a taxa de
crescimento, rendimento de carcaca, eficiéncia alimentar e eficiéncia de carbono
(Cafferky et al., 2019), pois esta, reduz o potencial anabdlico do animal (Needham et
al., 2017).

Melhorar atributos de qualidade como coloragdo maciez da carne bovina séo
encarados como um desafio para a sustentabilidade do setor de carne bovina (Silva
et al., 2019b; Picard et al., 2019). E apesar da concentracdo de esforcos em estudos
para controlar a qualidade alimentar da carne bovina, um alto nivel de variabilidade
permanece nas caracteristicas de qualidade, muitas vezes sendo razdes para a
insatisfacdo do consumidor (Hocquette et al., 2014).

Atualmente, a industria da carne carece de um método objetivo e rapido para
estimar a qualidade do produto carneo, seja no animal vivo ou na carcaca. Abordar
essa lacuna de conhecimento e tecnologia aumentaria muito a eficiéncia da industria
de carne bovina e promoveria a capacidade de gerar produtos de maior qualidade
(Gagaoua et al., 2021). Nesse sentido, a utilizacdo de protocolo otimizado para
monitoramento de qualidade usando métodos rapidos para registrar a abundancia de
proteinas especificas de interesse ofereceria uma vantagem para prever a qualidade
da carne antes do consumo (Zhu et al., 2021). Dessa forma, a investigacdo de
proteinas do tecido muscular tem sido empregada na ciéncia da carne para explorar
a base da variacdo nas caracteristicas de qualidade (Bjarnadottir et al., 2012), visto
gue as proteinas sdo os principais constituintes do tecido muscular e responsaveis
pela regulacdo das rotas metabolicas envolvidas na conversdo do musculo em carne
(Rodrigues et al., 2017). Assim, objetivou-se investigar o efeito da castracdo nas
caracteristicas de carcaca, qualidades fisicas e o perfil proteomico e mineral da carne

de bovinos cruzados, F1 Angus-Nelore terminados em confinamento.
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Material e Métodos

Declaracdo do comité de ética

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — UNESP/Campus de Jaboticabal (protocolo n°® 07594/2019).

Instalagbes, Animais e dieta experimental

O experimento foi conduzido nas instalagdes do confinamento experimental da
Fazenda Turbilhdo, municipio de Estrela D’Oeste, Sao Paulo, Brasil. Foram utilizados
640 animais machos (320 inteiros e 320 castrados) cruzados F1 Angus-Nelore,
oriundos do mesmo rebanho, com peso inicial médio de 298,15 + 28,58 kg. Os bovinos
foram divididos em duas classes sexuais (tratamentos) e distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo alocados em 8 baias coletivas (4
inteiros e 4 castrados), equipadas com comedouro de concreto e bebedouro
automatico. Cada baia possuia capacidade para 100 animais, na qual permaneceram
alojados por 180 dias, sendo 14 dias destinados para adaptacéo a dieta e instalacdes.
A dieta experimental foi comum aos dois tratamentos (Tabela 1), tendo sido fornecida

de forma ad libitum duas vezes ao dia, as 9:00 h e as 15:00 h.
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Tabela 1. Ingredientes e composicao quimica da dieta experimental.

Item Valor
Ingredientes (% MS)
Tifton 85 13,98
Milho grdo moido 68,76
Torta de Algodéao 9,00
Farelo de Amendoim 4,80
Suplemento Mineral e vitaminico® 3,43
Agua 0,03
Composic¢éo Nutricional
Matéria Seca (%) 68,00
Proteina Bruta (%MS) 13,50
Extrato Etéreo (%oMS) 3,83
Fibra em Detergente Neutro (%MS) 21,28
ELg? (Mcal/kg) 1,30

1Suplemento mineral e vitaminico: 210 g/kg de Ca; 10,3 g/kg de P; 15 g/kg de Mg; 20 g/kg de S; 43
g/kg de Na; 8,6 mg/kg de Co; 428 mg/kg de Cu; 5,7 mg/kg de Cr; 286 mg/kg de Fe; 21 mg/kg de [; 1,285
mg/kg de Mn; 5,7 mg/kg de Se; 1,998 mg/kg de Zn; 86 KUI/kg de Vitamina A; 11,5 KUI/kg de Vitamina
D3; 141 KUI/kg de Vitamina E; 490 g/kg de NNP.Eq.PB; 714 mg/kg de Monensina Sédica. ?Energia
liquida de ganho.

Abate e coleta de amostras

ApoOs o periodo experimental de 180 dias, todos os animais foram abatidos em
abatedouro comercial (Estrela D'Oeste, SP, Brasil), localizado a 10 km do
confinamento experimental, seguindo os procedimentos normais de fiscalizacao
federal. Foram selecionados 15 animais por curral, sendo 60 animais de cada grupo
experimental, totalizando 120 animais para o estudo das caracteristicas de qualidade
da carne. Devido ao maior numero de animais, formaram-se dois grupos de abate,
sendo que o abate ocorreu em dois dias distintos. Seguindo os procedimentos normais
de inspecédo federal, sendo precedido de jejum de hidrico e alimentar por 16 horas.
Individualmente, os animais foram insensibilizados utilizando a técnica de concusséo
cerebral com uso de pistola de dardo cativo penetrante, seguida de sangria, esfola e
evisceracao.

Imediatamente apds o abate (carcaca quente), entre a 122 e 132 costela da

meia carcaca direita, foram coletadas amostras de aproximadamente 20 g do musculo
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Longissimus thoracis (LT). Essa etapa teve duracdo de aproximadamente 1h, sendo
todas as amostras acondicionadas em tubos refrigerados com gelo contendo solucéo
estabilizante de RNA (RNAlater; Sigmadrich, St. Louis, MO, Estados Unidos).
Posteriormente, essas amostras foram armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) até as
analises de biologia molecular.

Na linha de abate, as carcacas foram identificadas, lavadas, divididas em duas
partes simétricas por meio de corte longitudinal da coluna vertebral, pesadas
individualmente e submetidas & maturagéo sanitaria a 4 °C por 72 h. No momento da
desossa, na meia carcaca esquerda, foi retirada uma amostra de aproximadamente
15 cmdo musculo LT, entre a 122 e a 132 costela. Essas amostras foram transportadas
para o laboratério e, subsequentemente, seccionadas em bifes de 2,54 cm. Estes
foram individualmente embalados a vacuo, sendo que o primeiro bife foi congelado
imediatamente e o segundo foi mantido em geladeira a 2 °C por 7 dias. Apos esse
periodo, as amostras foram congeladas até o momento das analises fisicas de

qualidade de carne.

Caracteristicas de carcaca

Avaliou-se o peso da carcaca quente (PCQ) e peso de carcaca fria (PCF). Para
mensuracdo da area de olho de lombo (AOL), estas foram demarcadas
individualmente em transparéncias, que foram digitalizadas e as area em cm?
mensuradas com o auxilio do software ImageJ® (National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, United States). A espessura de gordura subcutanea (EGS) foi
mensurada com paquimetro digital, simulando um angulo de 45° entre o processo
espinhoso e transverso da 122 vértebra toracica e expressa em milimetros (mm).
Ambas as medidas realizadas antes da desossa das carcacas, visando preservar as

medidas originais.

Mensuracao de pH, coloracao, perdas por cocc¢éao e forga de cisalhamento da carne
Para as analises, as amostras foram descongeladas a 4 °C por 24h, retiradas

das embalagens e expostas ao oxigénio por 30 min a 4°C (blooming time). Em

seguida, mensurou-se o pH da carne utilizando um medidor de pH digital (Modelo HlI

99163, Hanna Instruments, Woonsocket, RI) com sonda de penetracéo.
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A cor da carne (L* = luminosidade, a* = intensidade de vermelho, b* =
intensidade de amarelo) foi avaliada usando o sistema CIELab com colorimetro CR-
400 (fonte de luz A, angulo de absorcao 10, Y, 0,01 em 160,00% de refletancia; Konica
Minolta Sensing, Inc., Téquio, Japéo), seguindo os procedimentos previamente
descritos por (Baldassini et al., 2017). O aparelho foi calibrado usando uma placa
padrao preto e branco, em seguida, trés leituras de cores foram feitas na superficie
da amostra do musculo LT. Uma média das trés medidas foi gerada para cada variavel
(L*, a* e b*).

Com base nos resultados obtidos, calculou-se os indices colorimétrico de
chroma (quantidade de cor ou saturacdo) e hue (cor real), seguindo equacbes
descritas por (Cafieque et al., 2004), utilizando as férmulas:

Chroma* = ((a*)? + (b*)?)%°

Hue = tani(b*/a*)

Para as andlises de perdas por coccdo, as amostras foram colocadas em uma
grelha sobre um refratario de vidro e pesadas, mantendo as respectivas identificacdes.
Um termopar foi inserido no centro geométrico de cada amostra, sendo estes
acoplados a um termémetro digital modelo DT-612 (ATP Instrumentation, Ashby-de-
la-Zouch, UK), para monitorar a temperatura interna das amostras. Os bifes foram
assados em forno (Feri90; Venacio Aires, RS, Brasil) pré-aquecido a 170 °C, equipado
com termostato para evitar variagdes de temperatura. Quando a temperatura interna
do bife atingia 40 °C a amostra era virada e permanecia no forno até atingir 71 °C de
temperatura interna, conforme metodologia descrita por (Wheeler et al., 1994). Em
seguida, as amostras foram retiradas e mantidas em temperatura ambiente por 15
min, pesadas e refrigeradas a 4 °C por 24 h. Assim, obtendo os valores de perda por
cozimento, determinados pela diferenca dos pesos de antes e depois do cozimento.
As perdas por cozimento foram medidas a partir das perdas por gotejamento e
evaporacao.

Decorrido as 24h de resfriamento, em cada bife assado, oito cilindros com 1,27
cm de diametro foram retirados em direcéo paralela a fibora muscular por meio de um
vazador acoplado a uma furadeira industrial. Os cilindros foram seccionados em um
aparelho SALTER Warner-Bratzler Shear Force (G-R Manufacturing), equipada com

uma lamina de aco inoxidavel de 1,18 mm de espessura e 126,77 mm de altura
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contendo aresta de corte, com capacidade de 25 kg e velocidade de 20 cm / min.
Dessa forma, calculou-se uma média dos oito cilindros retirados de cada bife,

apresentando os resultados de forca de cisalhamento em quilogramas (kg).

Determinacéo da concentracao de minerais na carne

Para a digestdo das amostras, realizou-se em sistema de digestdo por
microondas em vaso fechado (Ethos-1600, Milestone-MLS, Sorisole, Italia), foram
pesados aproximadamente 100 mg de amostra, e 3,0 mL de HNOs concentrado, 5 mL
de &gua, juntamente com 2,0 mL de 30% (m™) de H20: foram adicionados as
amostras. O programa de aquecimento de micro-ondas foi aplicado em trés etapas:
15 min para atingir 120 °C, 20 min para atingir 180 °C e um tempo de espera de 20
min a 180 °C (ambos com poténcia de 1300 W). Apés o resfriamento a temperatura
ambiente, os volumes foram ajustados para 25 mL com agua deionizada.

Um aparelho Optima 8300 ICP-OES (PerkinElmer, Shelton, CT) foi usado para
determinacao dos minerais Fésforo (P), Calcio (Ca), Potassio (K), Sédio (Na) e Ferro
(Fe).

Andlise de protebmica

Para essas andlises, de forma aleato6ria, utilizou-se amostras de 24 animais (12
inteiros e 12 castrados) provenientes da subamostragem dos 120 animais citados
anteriormente. Aproximadamente 200 mg do tecido muscular foi macerado em 1000
ML de agua deionizada e, posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm e 4°C por 15
minutos. Apos centrifugacao, em triplicata (tubos separados), 300 pL do sobrenadante
foi submetido a precipitagéo utilizando 600 uL de acetona 80% (proporgao 1:2). Nesta
etapa as amostras permaneceram sobre refrigeracdo por 2 horas e, em seguida,
foram submetidas a centrifugacao 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
ressolubilizado em tampéao especifico contendo 0,07 M de uréia, 0,02 M de tioureia,
2% de [(3-Colamidopropil) dimetilam®onio] -1-propano sulfato (CHAPS) (m/v), 10% de
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anfolito (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 solucdo foi utilizada nas separacoes

eletroforéticas. O terceiro pellet foi armazenado como reserva a -20 °C.

Eletroforese bidimensional — 2D-PAGE

A partir da solubilizagdo, uma aliquota contendo 375 ug de proteina foi aplicada
a cada fita de eletroforese (pH 3-10, 13cm), hidratada por 12 h, submetida a
focalizacao isoelétrica em aparelho Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare), alquilada e
reduzida em solucdes de equilibrio (Baldassini et al., 2015). Em seguida, as fitas foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) e submetidas a separacao dos spots
proteicos de acordo com o peso molecular de 14-97 kDa, os géis foram feitos um por
animal. Ao término, utilizou-se Coomassie coloidal como marcador dos spots
proteicos. Apos 72 h, os géis foram descoloridos com agua ultrapura e digitalizados

as imagens foram analisadas.

Andlises de imagens

Os géis foram digitalizados, e as imagens analisadas no software ImageMaster
Platinum v. 7.0 (Healthcare Bio-Sciences) conforme descrito anteriormente (Baldassini
et al., 2015; Braga et al., 2017). Os spots proteicos equivalentes (correspondentes)
foram identificados dentro dos tratamentos e entre tratamentos, e a edicdo automética
e manual foi realizada para remover os spots falsos. Além disso, foram obtidas
variaveis como o namero de spots por gel e o seu volume normalizado (Figura 1). A
correspondéncia dos géis dentro de cada amostra, foi superior a 95% de

compatibilidade.
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Figura 1. Imagem dos géis com spots proteicos. spots demarcados em azul
significativamente mais expressos em animais inteiros; spots demarcados em rosa =
significativamente mais expressos em animais castrados; spots demarcados em
amarelo = expressos apenas em animais castrados.

Digestéo de proteinas

Inicialmente, os spots proteicos diferencialmente expressos 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 expressos 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 operagdo 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.
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Bioinformatica

Estudos de bioinformatica foram conduzidos para classificacdo das proteinas
diferencialmente expressas no tecido muscular de castrados versus inteiros quanto
aos processos biologicos (BP), funcao molecular (MF) e componentes celulares (CC).
Para tanto, os cddigos de acesso das proteinas identificadas por ESI/MS/MS foram
inseridas no banco de dados UniProt (www.uniprot.org), extraindo-se suas sequéncias
FASTA. Apds essa etapa, as proteinas foram analisadas utilizando os softwares
OMICSBOX v.2.0 (https://www.biobam.com/omicsbox/) e Blast2GO (Goétz et al.,
2008), relacionando as sequéncias FASTA das proteinas para classifica-las de acordo
com os BP, MF e CC.

Adicionalmente, as interag6es entre as proteinas identificadas nos tratamentos
(fémeas versus machos) foram analisadas utilizando a plataforma STRING (Search
Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins, http://string.embl.de). As proteinas
com diferencas de expressao entre 0s grupos experimentais foram utilizadas nessas
andlises. Essa etapa teve como finalidade gerar as redes de interacdo entre as
proteinas identificadas no presente estudo, bem como suas relagfes com aquelas néo
identificadas pelas técnicas 2D-PAGE e ESI-MS/MS. O numero de acesso de cada
proteina foi carregado no software STRING v.11 (Franceschini et al., 2013), que foi
configurado para busca em banco de dados da espécie Bos taurus. As interacdes
minimas foram estipuladas (minimum required interaction score) entre 0,900 (alta
confiabilidade), e ndo mais do que 20 interacdes foram permitidas na busca no banco
de dados. STRING analysis was carried out using STRING 11.0 server to predict
protein-protein interactions. The STRING database employs a combination of

experimental data (experiments and databases).
Analises Estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelo teste
Shapiro Wilk no PROC UNIVARIATE do software estatistica SAS 9.4 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA, 2013). Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal,
foram transformados através do procedimento PROC RANK (SAS 9.4). O dia de abate

foi utilizado com covariavel, e a analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para testar


https://www.biobam.com/omicsbox/
http://string.embl.de/
http://string.embl.de/
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os efeitos da classe sexual para as variaveis de caracteristicas de carcaca, atraves
do procedimento PROC GLM (SAS 9.4) de acordo o modelo:

Yij= p+ di + csi + €ij

Onde: p = média geral, di = dia do abate, csi = efeito da classe de sexo e ¢ij =

erro experimental.

Para as variaveis de qualidade de carne, além do efeito de classe sexual,

testou-se o efeito de dias de maturacao, de acordo o modelo:
Yij= p+ csi + dmj + €ij

Onde: u = média geral, csi = efeito da classe sexual, dmj = efeito de dias de

maturacgao e €ij = erro experimental.

Os dados de protedmica foram avaliados no software ImageMaster Platinum v.
7.0 (Healthcare Bio-Sciences), realizando um contraste entre as imagens dos
tratamentos. Para todos os dados os animais foram considerados como unidade

experimental, adotando significancia quando P <0,05.

Resultados

A castracao influenciou no desempenho e as caracteristicas de carcacas de
animais F1 Angus-Nelore terminados em confinamento (P<0,05) (Tabela 2). Animais
submetidos a castracdo apresentaram menores ganho médio diario (GMD), peso final
(PF), pesos de carcaca quente (PCQ) e fria (PCF), rendimento de carcaca (RC) e area
de olho de lombo (AOL). Por outro lado, animais desse tratamento tiveram maior

espessura de gordura subcutanea (EGS).
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Tabela 2. Desempenho e caracteristicas de carcaca animais F1 Angus-Nelore inteiros
e castrados terminados em confinamento

Classe Sexual

Item? EPM? P-valor
Inteiro Castrado

Pl, kg 296,91 299,38 4,52 0,7727
GMD, kg/dia 1,60 1,38 0,05 0,0043
PF, kg 585,13 547,44 9,30 0,0373
PCQ, kg 333,71 298,39 7,76 0,0093
PCF, kg 326,17 290,05 7,93 0,0088
RC, % 57,04 54,51 0,50 0,0008
AOL, cm? 81,03 68,61 2,56 0,0034
EGS, mm 12,41 18,87 1,54 0,0012

'PI = Peso Inicial, GMD = Ganho Médio Diario, PF = Peso Final, PCQ = Peso de Carcaca Quente, PCF
= Peso de Carcaca Fria, AOL = Area de Olho de Lombo e EGS = Espessura de Gordura Subcutanea.

2Erro Padrio da Média.

Houve efeito da castracdo sobre as varidveis de perdas por coc¢éo e forca de
cisalhamento (P<0,05) (Tabela 3), sendo observados menores perdas de peso por
evaporacao (PPE), perdas de peso totais (PPT) e forca de cisalhamento (FC) na carne
de animais castrados, independentemente do tempo de maturacdo. Entretanto,
animais desse tratamento tiveram maiores perdas por gotejamento (PPG), quando

comparados a animais inteiros.

Tabela 3. Perda por cozimento, Caracteristicas de cor, pH e Forca de cisalhamento
do Musculo Longissimus thoracis em dois tempos de maturagédo (3 e 10 dias poés
mortem) de bovinos F1 Angus-Nelore inteiros e castrados terminados em
confinamento.

3 dias 10 dias P-value
ltem? EPM?
Inteiro Castrado Inteiro Castrado CSs3 Dia CSxDia
PPE,% 2493 23,01 2380 20,66 0,29 <0,0001 0,0005 0,1785
PPG,% 5,11 6,59 5,18 6,39 0,13 <0,0001 0,4051 0,3148
PPT,% 30,04 29,61 28,98 27,05 0,33 0,0496 0,0039 0,2019
L* 29,82 3458 31,19 3586 0,24 <0,0001 0,0004 0,8935
a* 14,17 1590 14,33 16,88 0,16 <0,0001 0,0292 0,1050
b* 5,30 6,83 5,39 6,99 0,09 <0,0001 0,3187 0,6421
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Chroma 15,14 17,32 15,33 18,28 0,18 <0,0001 0,0348 0,1216
Hue 20,16 23,41 20,33 22,52 0,19 <0,0001 0,4463 0,1825
pH 5,78 5,99 5,82 5,65 0,02 <0,0001 0,0340 0,7060
FC, kg 4,97 3,68 4,08 3,19 0,08 <0,0001 <0,0001 0,5884

IPPE = Perda de Peso por Evaporacdo; PPG = Perda de Peso por Gotejamento; PPT = Perda de Peso
Total; L* = Luminosidade; a* = Intensidade de vermelho; b* = Intensidade de amarelo; FC = Forc¢a de
Cisalhamento.

2Erro Padréo da Média.

3Classe sexual.

Como esperado, observou-se efeito de dias de maturacédo na carne (P<0,05),
no qual, carnes maturadas por 10 dias apresentaram menores valores para as
variaveis PPE, PPT e FC, independentemente do tratamento.

Para coloracdo da carne (Tabela 3), notou-se que independentemente da
guantidade de dias de maturacdo, animais castrados tiveram maiores valores
(P<0,05) para as variaveis L*, a*, b*, chroma e hue. Todavia, a carne dos animais
inteiros apresentou pH mais elevado em relagdo aos animais castrados (P<0,05).
Efeitos semelhantes foram observados para os dias de maturacdo, onde, carnes
maturadas por 10 dias, tiveram maiores valores para L* a* chroma e pH,
independentemente do tratamento.

Os teores de fosforo e potassio foram influenciados pela castracdo (p <0,05),
pois a carne de animais castrados apresentou menores teores desses minerais
guando comparada a dos inteiros. No entanto, os teores de calcio, sédio e ferro ndo

diferiram entre os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4. Teor de minerais do musculo Longissimus thoracis bovinos F1 Angus-Nelore
inteiros e castrados terminados em confinamento

Classe Sexual

Mineral EPM! P-valor

Inteiro Castrado
Fosforo (%) 0,288 0,273 0,0037 0,0391
Calcio (%) 0,008 0,008 0,0017 0,3469
Potassio (%) 0,228 0,214 0,0034 0,0442
Saodio (%) 0,047 0,046 0,0011 0,6876
Ferro (mg/kg) 6,370 7,401 1,8434 0,6950

1Erro Padrao da Média.

Na andlise de imagens do proteoma do musculo LT inicialmente encontrou-se

48 spots proteicos diferencialmente expressos aos tratamentos, dessas, foram

identificadas 15 proteinas de diferentes funcdes bioldgicas, distribuidas em 21 spots

proteicos (Tabela 5). A castracdo regulou positivamente (P<0,05) as proteinas:

Creatine kinase M-type (CKM),

Fructose-bisphosphate aldolase (ALDOA),

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e Troponin T e fast skeletal

muscle type (TNNT3). Por outro lado, nos castrados observou-se regulacéo negativa

das proteinas 60 kDa heat shock protein mitochondrial (HSP60), ATP synthase
subunit beta, mitochondrial (ATP5F1B), Heat shock cognate 71 kDa (HSPAS8), Malate

dehydrogenase (MDH1), Myoglobin (GLNG),

Phosphoglucomutase-1 (PGM1),

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial (PDHB),

Triosephosphate isomerase (TPI1), Troponin 12, fast skeletal type (TNNI2) (Figura 2).
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Figura 2. Expresséo relativa de proteinas diferencialmente expressas no musculo
Longissimus Thoracis de bovinos inteiros e castrados terminados em confinamento.

As proteinas Adenylosuccinate lyase (ADSL) e Alpha-enolase (ENO1), foram

observadas apenas em amostras de animais castrados.
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Tabela 5. Proteinas diferencialmente abundantes do musculo Longissimus thoracis bovinos F1 Angus-Nelore inteiros e
castrados terminados em confinamento

Nome da Proteina Abre! ID Proteina®> SPOT pl Teor/Exp® kDa Teor/Exp*

60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSP60 P31081 14 5,71/5,61 60,68/63,21
Adenylosuccinate lyase ADSL A3KN12 17 6,45/6,81 55,48/55,09
Alpha-enolase ENO1 Q9XSJ4 29 6,37/6,37 47,33/50,54
ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5F1B P00829 13 5,15/5,29 56,28/50,94
Creatine kinase M-type CKM Q9XSC6 10 6,63/7,22 42,99/36,02
20 6,63/7,22 42,99/42,06

21 6,63/7,11 42,99/42,06

22 6,63/7,02 42,99/43,76

23 6,63/6,85 42,99/36,74

24 6,63/6,70 42,99/37,18

Frutose-bisfosfato aldolase ALDOA AG6QLLS 11 8,45/7,94 39,44/38,38
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH P10096 44 8,51/8,97 35,87/30,83
45 8,51/8,90 35,87/32,61

Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS P19120 30 5,37/5,67 71,24/75,83
Malate dehydrogenase MDH1 AOA452DIW4 9 6,15/6,53 35,86/32,35
Myoglobin GLNG AOA1KOFUF3 3 6,90/7,80 17,08/14,20
6,90/7,69 17,08/16,23

Phosphoglucomutase-1 PGM1 QO08DPO 32 6,36/7,21 61,59/67,26


https://www.uniprot.org/uniprot/P310811081
https://www.uniprot.org/uniprot/A3KN12
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9XSJ4
https://www.uniprot.org/uniprot/P00829
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9XSC6
https://www.uniprot.org/uniprot/A6QLL8
https://www.uniprot.org/uniprot/P10096
https://www.uniprot.org/uniprot/P19120
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A452DIW4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1K0FUF3
https://www.uniprot.org/uniprot/Q08DP0

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta, mitochondrial

Triosephosphate isomerase

Troponin 12, fast skeletal type

Troponin T, fast skeletal muscle

PDHB

TPI1
TNNI2
TNNT3

P11966

QS5E956
F6QIC1
Q8MKI4

18
23

6,21/5,77

6,45/7,27
9,30/9,78
5,93/6,85

39,13/30,97

26,69/24,23
20,97/20,70
32,12/36,74
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LAbreviacao

?|dentificacdo da proteina

3Ponto Isoelétrico Tedrico/Experimental

4Peso molecular de proteinas em kDa Teérico/Experimental


https://www.uniprot.org/uniprot/P11966
https://www.uniprot.org/uniprot/Q5E956
https://www.uniprot.org/uniprot/F6QIC1
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8MKI4
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A quantidade de processos biolégicos (BP), funcdo molecular (MF) e
componentes celulares (CC) das proteinas identificadas divergiu entre bovinos inteiros
(Figura 3) versus castrados (Figura 4). Considerando a distribuicdo dos top 20 niveis
(Gene Ontology), os BP foram identificados em maiores quantidades nos inteiros,
entre 0s quais destacam-se os metabdlicos celulares (20), compostos nitrogenados
(18), formacdo de ATP e resposta ao estimulo (16). Processos divergentes foram
observados em menores quantidades nos castrados, sendo os principais aqueles
relacionados ao ATP (6), processos primarios e catabolicos (6).

Com relacdo as MF, observou-se predominancia nos inteiros de proteinas
transportadoras de membrana (12) e de ligacdo i6nica (8). Proteinas com funcéo de
hidrélise e catalitica também foram verificadas em maiores quantidades nos inteiros
comparados aos castrados. J4 sobre os CC identificados, destacam-se nos inteiros
diversas proteinas de organizacdo da estrutura celular, enquanto nos castrados foram

identificadas mais proteinas do citosol e de membranas.
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Identificou-se interacdes entre as proteinas caracterizadas nas amostras de
tecido muscular bovino inteiros (Figura 5) e castrados (Figura 6). Dois principais
grupos (clusters) foram distinguidos nas inteiros, sendo: Cluster | - proteinas de
estresse oxidativo e defesa celular (DNAJ e HSPs), proteinas relacionadas a
contracdo muscular (TPI1), e proteinas do metabolismo energético (GAPDH e PGK1);

e Cluster Il - proteinas do metabolismo energético (MDH e ATP sintases).
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Com relacdo as proteinas identificadas nos castrados, ndo foram verificados
grupos (clusters), contudo, identificou-se interacdes entre proteinas de contracao
muscular (TPP e TPI1) e metabolismo energético (GAPDH e ALDO). Adicionalmente,
as interacdes entre enzimas glicoliticas (PCK1, PKM e PGM1) foram bem

consistentes.
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Discussao

Os melhores desempenhos de animais inteiros comparados a castrados séo
consequéncia principalmente dos efeitos anabdlicos da testosterona (Moreira et al.,
2018; Blanco et al.,, 2020), pois a castracdo reduz a producdo de hormdnios
androgénicos (Bong et al., 2012; Nogalski et al., 2018) e, consequentemente, reduz o
poder anabdlico do animal (Needham et al., 2017). Animais castrados apresentam
menor desenvolvimento muscular, entretanto, quando alimentados intensivamente
aumentam a deposicdo de gordura (Silva et al., 2019). Os resultados encontrados no
presente estudo estdo de acordo com os descritos na literatura, nos quais também
foram observados menores GMD, PF, PCQ, PCF e AOL e maior EGS nos animais
castrados em relacdo aos inteiros (Moreira et al., 2018).

Um dos principais fatores que influenciam a qualidade da carne é o pH
(Needham et al., 2017). Este pode ser afetado por diversas causas como estresse
pré-abate, composicdo de fibra muscular e classe sexual (Gémez et al., 2017). O
estresse pré-abate reduz os niveis de glicogénio muscular (Zhu et al., 2011), limitando

o declinio do pH, resultando em valores mais elevados do pH final carne (Pighin et al.,
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2014). Os maiores valores de pH da carne dos animais inteiros do presente estudo
podem ser associados ao fato de que essa classe sexual possui maior
susceptibilidade ao estresse pré-abate, quando comparados a animais castrados
(Resende et al., 2014). Mesmo dada a curta distancia de transporte
(aproximadamente 10 km) dos animais da fazenda ao abate. Outros estudos na
literatura também observaram maiores valores de pH final na carne de bovinos inteiros
versus castrados, terminados em confinamento (Kuss et al., 2010; Jacinto-Valderrama
et al., 2020).

Valores mais altos de pH final promove o consumo de oxigénio mitocondrial,
resultando em uma aparéncia escura da carne bovina (Ashimore et al., 1972), dessa
forma, podendo explicar a menor luminosidade observada na carne de animais
inteiros, corroborando com o nosso resultado Miguel et al. 2014 encontraram maiores
valores de pH na carne de animais inteiros cruzados Angus x Nelore, comparados aos
animais castrados. Em pesquisa sobre coloracdo da carne Guignot et al. (1994)
demonstraram correlacdo entre o pH final e a coloracdo da carne, sendo que 0s
valores de L* e a* diminuiram quando o pH final aumentou, corroborando com os
resultados encontrados da cor da carne dos animais inteiros com menor teor de
vermelho, dado o pH mais alto para essa classe sexual (Nian et al., 2018). Ja os
menores valores de b*, provavelmente devido ao menor teor de gordura intramuscular
(figura 3, P<0,05) para animais inteiros, pois estes correlacionam-se positivamente
(Waritthitham et al., 2010).

As perdas por cozimento podem ser um fator importante na qualidade sensorial
da carne, ja que esta correlaciona-se negativamente com algumas das caracteristicas
da textura da carne, como, maciez e suculéncia (Sandowska, 2017). De acordo
Zhang. (2010) a classe sexual afeta a capacidade de retencdo de agua da carne
bovina, e menores perdas por cozimento foram observadas em animais castrados
comparados a animais inteiros (Moran et al., 2017; Cafferky et al.,, 2019). Em
contraposicdo, Gomez et al., (2017) relataram que animais inteiros apresentam
menores perdas de cozimento, devido apresentar maior valor final de pH, por este
favorecer o aumento da capacidade de retencdo de agua da carne e
consequentemente, diminuigéo da perda por cozimento. Entretanto em nosso estudo,

observou-se maior perda por coc¢ao para 0s animais inteiros, assim, infere-se que as
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diferencas na perda por coccdo em carnes derivadas desses animais, sao explicados
pelas diferencas nos teores de gordura intramuscular (Figura 3) entre as classes
sexuais (Zhang et al.,, 2010). A capacidade de retencdo de &gua da carne é
influenciada pelo teor de gordura intramuscular, conforme o teor de gordura
intramuscular aumenta, o teor de umidade diminui, consequentemente, as perdas de
agua durante o cozimento sdo menores em carnes com alto teor de gordura (Frank,
Joo & Warner, 2016). Além disso, animais inteiros tém maior diametro das fibras
musculares, induzida por andrégenos, musculos de area transversal aumentada

exibem maior perda de cozimento (Cafferky et al., 2019).
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Figura 3. Teor de gordura intramuscular do musculo Longissimus Thoracis de bovinos
inteiros e castrados terminados em confinamento.

A maciez é considerada uma das caracteristicas de qualidade da carne mais
importantes, mas também ¢é altamente variavel (Koohmaraie et al.,, 2002). A
caracterizacdo desse atributo da carne, depende da estrutura de dois principais
componentes proteicos de um musculo, ou seja, proteinas do tecido conjuntivo
intramuscular e proteinas miofibrilares (Nogalski et al, 2017). A condi¢do sexual atua
na hipertrofia muscular de animais inteiros pode ser suportada pelo aumento da
atividade da calpastatina (Morgan et al., 1993), o que reduz a taxa de amaciamento

pos-morte (Huff-Lonergan et al., 1995). A gordura intramuscular também contribui
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indiretamente para a maciez da carne, causando a remodelacdo das estruturas do
tecido conjuntivo intramuscular e reduzindo sua resisténcia mecanica (Zhang et al.,
2010), suportando os resultados encontrados (Figura 3). Savell e Cross (1988)
apoiaram a relacdo entre aumento da gordura intramuscular e maciez da carne pela
teoria da densidade do volume, como a densidade da gordura € menor do que a
proteina desnaturada pelo calor na carne cozida, a medida que o percentual de
gordura aumenta, a densidade geral da carne diminui, aumentando a maciez.

Além disso, a deficiéncia de potassio causa relaxamento muscular, uma
condicdo que pode resultar em carne mais macia apos o abate. Dessa forma, menor
teor de potassio na carne de animais castrados ajudam a explicar maior maciez, pois
0 maior teor desse mineral na carne foi relacionado a uma carne mais dura em bovinos
Nelore (Tizioto et al., 2014).

Pesquisas tém reportado a influéncia da condicdo sexual sobre o proteoma
muscular (Silva et al., 2019) e os avancos nessa area da ciéncia indica proteinas que
contribuem para a estabilidade da cor (Gobert et al., 2014), principalmente as
envolvidas na contragdo muscular, metabolismo energético, vias de sinalizacao,
chaperonas e que possuem funcdes de apoptose (Veiseth-Kent et al., 2018). A
intensidade dessas atividades pela célula € controlada pela atividade das
mitocdndrias, organelas responsaveis pela respiracéo celular (Ramanathan e Mancini,
2014; Osellame et al., 2017). Cortes mais escuros da carne bovina podem ser
resultado de pH mais alto, que impede a diminuicdo da atividade mitocondrial que
normalmente ocorre a medida que o pH muscular diminui ap6s o abate do animal.
Como resultado, um aumento na atividade mitocondrial promove o consumo de
oxigénio e escurece o musculo devido a diminuicdo da pressao parcial de oxigénio
(Ramanathan e Mancini, 2014). Corroborando com os resultados encontrados nesse
estudo, onde animais inteiros apresentaram regulacéo positiva para as proteinas com
diferentes fungbes dentro da mitocdndria, sendo elas a HSP60 (importante regulador
de coenzimas e enzimas, que interagem com ATP), ATP5F1B (produtor de ATP a
partir de ADP na presenca de um gradiente de protons através da membrana que é
gerada por complexos de transporte de elétrons da cadeia respiratéria), PDHB
(responsavel por catalisar a conversao global do piruvato para acetil-CoA e COz,

ligando a via glicolitica a ciclo tricarboxilico) e a GLNG que tem funcéo de reservar e
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facilitar o movimento de oxigénio dentro dos musculos. Além disso, a mioglobina
(menos expressa no musculo LT dos castrados) faz parte do proteoma
sarcoplasmatico que possui 30% das proteinas totais do musculo esquelético e
regulam diferentes processos bioquimicos que influenciam a estabilidade da cor da
carne (Joseph et al., 2012).

Ao avaliar o proteoma, Canto et al. (2015) encontraram correlacdo positiva da
varidvel a* (intensidade de vermelho) com cinco proteinas, dentre elas a GAPDH,
corroborando com os resultados da avaliacdo do proteoma do muasculo LT, no qual
observou-se maior expressao dessa proteina em animais castrados. Em outro estudo,
Gagaoua et al. (2015) observaram correlacdo positiva da proteina MDH1 com a
variavel a* no LT de animais Blonde d’Aquitaine. A maior expressao de GAPDH e
MDHY, bem como as interagbes proteina-proteina observadas, podem ajudar a
explicar as diferencas na cor da carne observadas no presente estudo.

A relacdo entre a concentracdo de mioglobina e a estabilidade da cor do
musculo (Canto et al., 2015). Na literatura sédo encontrados relatos divergentes, (King
et al., 2011) observaram maiores concentracdes de mioglobina nas carnes com cor
instavel em relagcdo com cor estavel, enquanto, Jeong et al. 2009; Canto et al. 2015
relataram concentracdo mais baixa de mioglobina no musculo bovino apresentaram
coloracdo mais estavel em relacdo ao com maior concentracdo de mioglobina. No
presente estudo foi observado maiores expressfes da proteina mioglobina (GLNG)
em animais inteiros. Ressaltando que dos parametros de qualidade que influenciam a
comercializacdo da carne bovina fresca, a cor € 0 mais importante porque, no ponto
de venda, os consumidores costumam associar vermelho-cereja brilhante da carne
bovina fresca e vermelho-purpura da carne bovina embalada a vacuo como
indicadores de salubridade (Suman et al., 2014).

A proteina PGML1 foi selecionada como um biomarcador da cor da carne bovina
(Gagaoua, et al., 2020). Sua implicacdo nas caracteristicas de qualidade da carne
pode ser atribuida a dois mecanismos (Gagaoua et al., 2021). Primeiro, o estado de
hipdxia no musculo post-mortem aumenta a atividade e abundancia de PGM1, o que
afeta o equilibrio entre glicose-1-fosfato e glicose-6-fosfato (Gustafsson et al., 2020)
e, consegquentemente, a taxa e extenséo de declinio do pH (Gagauoa et al., 2020).

Outra maneira seria que a PGM1 sofre modificacbes poés-traducdo por meio de
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fosforilacdo, acetilacdo e metilacdo, assim, as associacdes de PGM1 com parametros
de cor podem ser influenciadas por suas isoformas (Anderson et al., 2014). Dessa
forma, a segunda maneira poderia explicar nossos resultados, entretanto, ndo foi
avaliado fosforilagdo de proteinas no presente estudo. Dentre as proteinas reguladas
de forma diferente, em carnes macias foram observados maior abundéncia de
enzimas glicoliticas (ENO1, PGM1, TPI) (D'Alessandro et al., 2012), divergindo dos
resultados observados no presente estudo. Em contrapartida, Silva et al., 2019,
observaram que abundancia da PGM1 na amostra de carne ndao maturada foi
negativamente correlacionada com forca de cisalhamento, sugerindo que este poderia
ser um biomarcador para prever a maciez da carne antes do abate. Ao relacionar com
a maciez, observa-se resultados semelhantes sobre a PGM1 ao encontrado em nosso
trabalho.

De acordo (Gobert et al. 2014; Baldassini et al. 2015) as proteinas da familia
HSPs, sdo potenciais biomarcadores de sensibilidade, assim, as maiores expressoes
das proteinas HSP60 e HSPA8 em animais inteiros parecem ter influenciado a maciez
da carne deste grupo de animais. Nesse sentido, de acordo com (Ouali et al., 2013;
Veiseth-Kent et al., 2018) as proteinas de choque térmico como tém diversas funcdes
a propriedades anti-apoptoticas e podem contribuir para atrasar o inicio da apoptose
pos-morte e, portanto, também influenciar no desenvolvimento de maciez e na taxa
de converséo de musculo em carne (Gagaoua et al., 2021).

Silva et al. (2019) observaram que a castracdo regulou positivamente a
expressdo da isoforma TNNT3, que foi listada como bom biomarcador molecular
(Gagauoua et al., 2021). A castracdo também foi responsavel por elevar a abundancia
da proteina CKM (Silva et al., 2019). Quanto correlacionada com a maciez da carne,
a CKM mostrou correlacdo negativa da maciez da carne proteina com, enquanto, a
proteina GAPDH apresentou correlacao positiva.

A CKM desempenha um papel central na transformacao de energia em tecidos
com grandes demandas energéticas, como musculo esquelético (Hornemann et al.,
2003). A presenca da CKM na banda M sugere um papel enzimatico adicional para a
banda M dentro do sarcébmero e impacto no amaciamento da carne pds-morte
(Gagaoua et al., 2021). De forma semelhante, a maior expressao de CKM nos animais

castrados versus inteiros pode ter contribuido para as diferencas observadas na
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maciez instrumental da carne. A relacdo de maciez e abundancia de GAPDH podem
ser relacionadas a diferencas na sensibilidade a insulina ou horménios sexuais entre
0S géneros. Os estrogénios e seus receptores regulam as vias do metabolismo
energeético, incluindo transporte de glicose, glicolise, ciclo de Krebs, cadeia respiratoria
mitocondrial e [3-oxidac&o de acidos graxos (Gagaoua et al., 2021).

Abundéncia e atividade elevadas de ALDOA sé&o indicativas de aumento da
atividade glicolitica no abate (Gagauoua et al., 2021), ou maiores proporc¢des de fibras
musculares réapidas (Picard et al., 2018), ambos estdo frequentemente associados a
sensibilidade (Reiche et al., 2019). Em relacéo a glicolise, os resultados observados
foram consistentes em relacdo as diferencas no metabolismo de glicose entre inteiros
e castrados, o0 que ajuda a explicar diferencas em maciez e cor, por exemplo.

Ao avaliar biomarcadores de maciez da carne de acordo com o tipo de musculo
e animal (Guillemin et al., 2011) observaram que a abundéancia de Enol e Eno3
(enzimas glicoliticas) foi maior em castrados do que em inteiros. A Enol, é uma
enzima glicolitica que catalisa a conversdo de 2-fosfo-D-glicerato em
fosfoenolpiruvato. De acordo com os autores, os musculos dos castrados sdo mais
glicoliticos do que os dos inteiros (Brandstetter et al., 1998).

Outra importante proteina que tem contribuido para as diferencas observadas
na maciez da carne é a MDH1 que esta presente tanto no citosol como nas
mitocondrias, desempenhando um papel fundamental no complexo malato-aspartato,
na ultima etapa do ciclo de Krebs, ele usa a reducdo de NAD + em NADH para
catalisar reversivelmente a oxidacdo de malato a oxaloacetato (Gagaoua et al., 2015;
Gagauoua et al., 2021). Além disso, a MDH1 também pode implicar no apoptose,
como resposta a privacao de glicose (Gagaoua et al., 2015), sugerindo a sua atuacao
na maciez da carne. Entretanto, essa atuacdo é divergente, estudos encontraram
maiores expressfes em carne mais macias, enquanto outros, em carne menos macias
Picard et al., 2019, a exemplo dos resultados encontrados neste estudo.

A enzima TPI1 da via glicolitica desempenha um papel importante na geracao
de energia para as células musculares; catalisando a interconversao de dihidroxi-
acetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato, substrato diretamente envolvido na via
glicolitica (Picard et al., 2018). A enzima TPl é necessaria para o0 crescimento e

manutencao celular (Chen et al., 2017). O gene TPI1 foi mais expressa em bovinos
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com alto teor de marmoreio (Shin & Chung, 2016). Foi ainda proposto como um
biomarcador potencial estabilidade de cor e desenvolvimento durante o
armazenamento em carne bovina (Gagaoua et al., 2017a; Gagaoua et al., 2017b) e
pH final (Gagaoua et al., 2017a). Divergente de nossos resultados, a TPI1 foi

observada com maior abundancia no grupo de carne macia (Malheiros et al., 2018).

Conclusao

A castracdo reduz o desempenho animal e aumenta a deposicado de gordura
subcutédnea em bovinos confinados. Bovinos F1 Angus-Nelore castrados produzem
carnes com melhor coloracdo e maciez em comparagao aos inteiros. Essas melhorias
resultaram de diferencas observadas no teor de gordura intramuscular, perfil mineral
e maior expressdo de proteinas do metabolismo energético e enzimas glicoliticas,
bem como suas interacdes no muasculo Longissimus thoracis. Além disso, nos
castrados a menor expressdo de proteinas de estresse oxidativo contribui para as
diferencas observadas em qualidade de carne.
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