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Xii
QUALIDADE DA CARNE DE BOVINOS SUPERPRECOCES, MESTICOS

NELORE-MONTANA DE DIFERENTES CLASSES SEXUAIS: UMA ABORDAGEM
PROTEOMICA

RESUMO - Objetivou-se com esta pesquisa identificar proteinas
diferencialmente expressas no musculo Longissimus thoracis et lumborum (LT) e sua
associacdo com caracteristicas fisico-quimicas encontradas da carne maturada de
novilhas versus novilhos F1 Nelore-Montana, superprecoces e terminados em
confinamento. Foram avaliadas caracteristicas da carcaca (peso de carcaca quente,
rendimento e espessura de gordura subcutédnea), composi¢cdo quimica (teor de
umidade, gordura intramuscular, proteina, colageno total) e caracteristicas de
qualidade da carne como forca de cisalhamento (FC), perdas por cocgédo, coloracéo
instrumental (L*; a*; b*) e pH, considerando-se trés tempos de maturacao (3, 10, 17
dias postmortem). Amostras individuais do musculo LT foram coletadas pré rigor
mortis para estudo do proteoma utilizando eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e
espectrometria de massa por ionizacao por eletrospray (ESI-MS). Interacdes entre a
classe sexual e o tempo de maturacédo foram analisadas sobre as caracteristicas de
qualidade da carne. Adicionalmente, estudos de imagem dos géis 2D-PAGE foram
avaliados, sendo selecionados “spots” proteicos diferencialmente expressos (P<0,05)
para caracterizacdo de proteinas por ESI-MS. Observou-se que o teor de gordura
intramuscular (GIM) da carne foi 63,6% maior (P<0,01) nas novilhas comparados aos
novilhos. J& as perdas por evaporacédo (PPE) foram 10,22% menor para as novilhas.
No entanto, nenhuma diferenca foi observada (P>0,05) sobre as demais
caracteristicas da carne (FC, L*, a*, b* e pH) entre as classes sexuais. No estudo do
proteoma muscular, vinte e trés proteinas foram identificadas entre os grupos
biolégicos (P<0,05). Para as novilhas, houve maior expressao de proteinas de ligacao
(ALVA, GLNG, TF, MYBPC1), metabolismo de carboidratos (ALDOA, GAPDH, PKM),
defesa/protecado celular (HSPA8, CA3), metabolismo da creatina (CKM) e contracéo
muscular/regulacdo (TNNT1, TNNI2). Esses resultados possivelmente refletem maior
capacidade oxidativa em relacdo aos novilhos. Nestes, houve maior expresséao de
proteinas relacionadas a contracdo muscular/regulacdo (ACTAL1, TPM2, TNNT3), ao
metabolismo de carboidratos (ENO1, ENO3, PYGM, PGM1, TPI1l) e de energia
(ATP5F1B, PEBP1, AK1). Os resultados indicam antecipacdo do rigor mortis no
musculo dos novilhos. A identificacdo de diferencas de expressdo proteica por
abordagem protedbmica (2D-PAGE + ESI-MS) foram associadas ao metabolismo
energético e melhor resposta ao estresse oxidativo dos animais, auxiliando na
compreensao das diferencas fenotipicas observadas na qualidade da carne. Os
resultados do proteoma foram associados ao maior teor de GIM e, possivelmente, a
capacidade de retencdo de 4gua do tecido muscular das novilhas em comparacéo a
machos castrados.

Palavras-chave: Carcaca, classe sexual, espectrometria de massas, maturagao, 2D-
PAGE
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MEAT QUALITY OF YOUNG NELORE-MONTANA CROSSBREED CATTLE FROM
DIFFERENT SEXUAL CLASSES: A PROTEOMIC APPROACH

ABSTRACT - The objective of this research was to identify differentially
expressed proteins in the Longissimus thoracis et lumborum (LT) muscle and its
association with physico-chemical characteristics of aged meat for young F1 Nelore-
Montana heifers and steers finished in feedlot. Carcass characteristics (hot carcass
weight, yield, and backfat thickness), chemical composition (moisture content,
intramuscular fat, protein, total collagen) and meat quality characteristics such as
shear force (SF), cooking loss (CL), instrumental color (L *; a *; b *) and pH, considering
three aging time (3, 10, 17 days post-mortem) were evaluated. Individual samples of
LT muscle were collected pre rigor mortis to study the proteome using two-dimensional
electrophoresis (2D-PAGE) and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS).
Interactions between sexual class and aging time were analyzed on the meat quality
characteristics. Additionally, image studies of 2D-PAGE gels were evaluated with
differentially expressed protein spots (P<0.05) being selected for protein
characterization by ESI-MS. Intramuscular fat content (IMF) was 63.6% higher (P
<0.01) in the meat of heifers compared to steers. Evaporative losses (EL) were 10.22%
lower for heifers. However, no difference was observed (P>0.05) regarding to other
characteristics of the meat (SF, L *, a *, b * and pH) between sexual classes. In the
study of muscle proteome, twenty-three proteins were identified between biological
groups (P<0.05). In heifers, there was a higher expression of binding proteins (ALVA,
GLNG, TF, MYBPC1), carbohydrate metabolism (ALDOA, GAPDH, PKM),
defense/protection cellular (HSPA8, CA3), creatine metabolism (CKM) and muscle
contraction/regulation (TNNT1, TNNI2). These results possibly reflect a greater
oxidative capacity compared to steers. In these, there was a higher expression of
proteins related to muscle contraction/regulation (ACTALl, TPM2, TNNT3),
carbohydrate metabolism (ENO1, ENO3, PYGM, PGM1, TPI1) and energy (ATP5F1B,
PEBP1, AK1l). These results indicate anticipation of rigor mortis in steers. The
identification of differences in protein expression by a proteomic approach (2D-PAGE
+ ESI-MS) were associated with energy metabolism and better response to oxidative
stress leading to understanding the phenotypic differences observed in meat quality.
Proteome results were associated with a higher IMF content and, possibly water
holding capacity in the muscle tissue of heifers compared to steers.

Keywords: Aging, carcass, mass spectrometry, sexual class, 2D-PAGE



1. INTRODUCAO

A carne € um alimento de grande importancia para a saude humana, pois
fornece proteinas de alto valor biologico, vitaminas, minerais, entre outros nutrientes
(Klurfeld, 2018). A qualidade da carne é afetada pelos mecanismos bioquimicos e
metabdlicos que ocorrem durante a transformacdo musculo-carne. Esses incluem
principalmente reducdo do pH, degradacdo de proteinas miofibrilares, oxidacéo e

modificacdo pos-traducional de proteinas (Huang et al., 2020).

Embora amplamente pesquisados, alguns desses mecanismos n&o Ssao
completamente compreendidos, e desenvolver estudos sobre 0 processo bioguimico
e molecular é fundamental (Nair e Zhai, 2020). A protedmica tem sido amplamente
utilizada para identificagdo de proteinas relacionadas as caracteristicas de qualidade
da carne, posto que as proteinas sédo 0s principais constituintes do tecido muscular e
responsaveis pela regulacédo das rotas metabdlicas (D'Alessandro e Zolla, 2013; Lana
e Zolla, 2017).

Estudos recentes sobre qualidade de carne com abordagem protedmica
avaliaram diferentes caracteristicas como maciez, marmoreio e capacidade de
retencdo de agua (Di Luca et al., 2011; Baldassini et al., 2015; Rodrigues et al., 2017,
Poleti et al., 2018; Picard et al., 2019; Silva et al., 2019). Entretanto, nao existe estudo
na literatura sobre qualidade da carne de novilhas e novilhos sobre o modelo de

producdo superprecoce e por uma perspectiva proteémica.

A classe sexual bovina é um fator importante no sistema produtivo, ja que o
crescimento e deposicdo dos tecidos exercem efeito sobre as caracteristicas de
carcaca e carne desses animais (D’occhio et al., 2001). Nesse contexto, nossa
hipétese foi que as diferencas obtidas na carne maturada de novilhas e novilhos, em
teor de gordura intramuscular e capacidade de retencdo de agua, podem ser
explicadas pelas proteinas diferencialmente expressas no musculo Longissimus
thoracis et lumborum (LT). Assim, objetivou-se identificar proteinas diferencialmente
expressas no musculo LT, e sua associacdo as diferencas fisico-quimicas
encontradas na carne maturada de novilhas e novilhos F1 Nelore-Montana,

superprecoces e terminados em confinamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bovinocultura de corte

As atividades relativas a pecuéria bovina de corte no Brasil possuem grande
destaque, dado que o pais possui o0 maior rebanho comercial do mundo, sendo o
segundo maior produtor. A principal caracteristica no desenvolvimento dessa
atividade no pais é a heterogeneidade nos sistemas de producéo e nos mecanismos
de gestao e de comercializacdo de bovinos de corte (Carvalho e Zen, 2017).

O rebanho bovino brasileiro € de 214,7 milhdes, representando 13% do
rebanho mundial. O rebanho esta distribuido numa é&rea de 162,53 milhdes de
hectares, com 43,3 milhdes de bovinos abatidos em 2019 e produc¢ao de 10,5 milhGes
de toneladas equivalente carcaca (TEC). Do total de animais abatidos, 14% ou 6,09
milhdes é proveniente do sistema de confinamento. Da producéao total de TEC, cerca
de 76,3% abasteceram o mercado interno e 23,6% restante foram destinadas ao
mercado externo. O sistema agroindustrial da carne bovina movimentou R$618,50
bilhdes com aumento de 3,5% em relacdo a 2018, sendo de grande importancia para
a economia do pais. O PIB da pecuaria de corte representou 8,5% do PIB total do
Brasil (Abiec, 2020).

Nas condicdes brasileiras é de interesse o cruzamento de animais zebuinos
(Bos indicus) com animais taurinos (Bos taurus) ou compostos obtidos do cruzamento
de ambos com o objetivo de unir principalmente a adaptabilidade, boa habilidade
materna e maior resisténcia a parasitos do zebuino com a maior precocidade, maior
potencial de crescimento e melhor acabamento de carcaca do taurino (Euclides filho,
1997). Entre as racas zebuinas, a Nelore predomina, a qual representa mais de 80%
do rebanho de corte brasileiro e possui caracteristicas importantes como rusticidade,
resisténcia a ecto e endo parasitas, tolerancia ao calor (Oliveira et al., 2002).

Ja o Composto Montana é formado da combinacéo de racas provenientes de
quatro diferentes tipos bioldégicos denominado NABC. O “N”, indica o tipo biolégico
zebuino, cuja raca predominante no Brasil, € a Nelore. o “A” indica adaptado aos
tropicos, cujas racas sdo Bonsmara, Belmont, Red, Romo, Sinuano e Senepol,
proveniente das familias Sanga — Africa e das linhas Criolas — América do Sul. O “B”

indica origem britanica, cujas racas sdo Red, Angus, South e Devone e o “C” indica
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origem do continente Europeu com as racas Simental e Gelbvieh (Sumario Montana,
2020).

Aliado ao cruzamento, o modelo de producdo superprecoce € determinante
para explorar ao maximo o fenotipo. Este modelo caracteriza-se por um conjunto de
ferramentas que possibilita o abate do animal até os 15 meses de idade (Encarnacéo
e Silva, 2003). No presente estudo, as ferramentas adotadas foram o cruzamento
Nelore-Montana, confinamento em dieta de alta energia e imunocastragdo. Assim,
este modelo permitiu o abate de animais jovens e com carne de qualidade para as
avaliacbes da carcaca, composicdo centesimal do musculo, propriedades fisico-

quimicas e andlises proteémicas.

2.2 Classe sexual e imunocastracao

Vérios fatores com destaque para o grupo genético, idade, nivel nutricional e
classe sexual influenciam o padréo de deposicao dos tecidos e constituintes corporais
(Lohman, 1971; Coleman et al., 1993). A curva de crescimento de bovinos pode ser
dividida em duas fases: a de aceleracdo, quando a deposicdo de tecido muscular é
mais intensa, e a fase de desaceleracdo, que ocorre apds a puberdade, quando a
deposicdo muscular atinge um ponto maximo e o animal passa a depositar gordura

de forma mais intensa (Owens et al., 1993).

Um fator importante do sistema de producdo bovino é a classe sexual dos
animais utilizados. Bovinos machos nao castrados (inteiros), machos castrados e
fémeas diferem quanto ao desempenho, as caracteristicas de carcaca e a qualidade
da carne, pois a classe sexual exerce um efeito direto sobre o crescimento dos tecidos,

bem como sobre a distribuicdo dos mesmos na carcaca (D’occhio et al., 2001).

Em relacdo a deposicdo de gordura na carcaca, as fémeas apresentam maior
potencial para deposicdo de gordura e iniciam essa fase com pesos menores que 0S
machos castrados e estes com pesos menores que 0os machos néo castrados (Berg e
Butterfield, 1976). As fémeas sdo mais precoces e geralmente apresentam menor
tamanho corporal, enquanto os machos nao castrados sdo maiores e mais tardios, e

0s machos castrados tém desenvolvimento intermediario (Luchiari Filho, 2000).
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Animais castrados apresentam maior deposicdo de tecido adiposo, maior
propor¢do do quarto traseiro e menor pH nas carcagas em comparagao com animais
ndo castrados (Freitas et al., 2008). Apesar dos beneficios nas caracteristicas de
carcaga, a castracao cirargica, procedimento mais comum, pode resultar em perdas
para os sistemas de producdo animal, causando dor e estresse no animal, com
consequente reducao no desempenho pos-castracdo (Moreira et al., 2018). Assim, a
vacina de imunocastracéo é uma alternativa a castracao cirargica, facilitando o manejo
dos bovinos por controlar o comportamento sexual, promovendo maior bem-estar
animal e aumentando o potencial de producdo, com melhoria da qualidade da carne
(Roca et al., 2011).

2.3 Protedmica e principais técnicas utilizadas

Com o sequenciamento do genoma humano (conjunto de todos 0s genes) 0s
pesquisadores passaram descrever também o sequenciamento das proteinas que
atuam no organismo, ja que estas controlam as fun¢es (Escobar e Miranda, 2001).
Surgiu entdo a protedmica, com o intuito de entender a gendmica pelo estudo de
proteinas. Embora a protedmica tenha ganhado destaque nos ultimos anos, o termo
proteoma é relativamente novo e se refere ao conjunto de proteinas expressas pelo
genoma de um organismo num dado momento ou condi¢cdo (Wasinger et al., 1995).
Neste contexto, a protedbmica é a ciéncia que estuda sistematicamente um proteoma
(Park, 2004), permitindo avaliacdes quantitativas e qualitativas de proteinas que

atuam no metabolismo celular (Chen e Harmon, 2006).

Definido como o conjunto de todas as proteinas existentes em um fendtipo
molecular especifico, o proteoma € dindmico, pois sofre mudancas influenciadas pelo
ambiente. Portanto, € possivel se obter mais informacdo do organismo animal
estudando o seu proteoma (Lancas et al., 2003). Com éarea de atuacao ampla, a
protedmica abrange identificacdo e quantificacdo de proteinas nas células, tecidos,
fluidos bioldgicos, analises de mudanca de expressdo normal das proteinas em
comparacao a expressdo em células doentes, caracterizagdo de modificagbes pos-
traducionais, estudo de interagdo entre proteinas, entre outras fungbes (Beranova-
giorgianni, 2003). Consequentemente, a identificacdo de proteinas expressas
diferencialmente permite a associacdo destas moléculas com diferentes eventos

fisiol6gicos que ocorrem nas células, tecidos e érgaos (Kormutak et al., 2006).
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Para conducao destes estudos, técnicas como a eletroforese e espectrometria
de massas foram desenvolvidas e aperfeicoadas para quantificacao e caracterizacao
de proteinas, respectivamente. A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
(2D-PAGE) se destaca por apresentar fragmentacdo adequada das proteinas,
possibilitando andlise com seguranca e precisdo dos “spots” revelados, além de
permitir a resolucao simultanea de centenas de proteinas. Isso so é possivel pelo fato
desse processo ser baseado em duas etapas diferentes: primeira e segunda
dimenséo, levando em consideragdo caracteristicas independentes das proteinas —
ponto isoelétrico e massa molar — para se obter uma separacgéao eficiente (Beranova-
Giorgianni, 2003; Odonnella et al., 2004).

O espectrdbmetro de massas possui uma fonte de ions, um analisador de
massas, um detector de fons e uma unidade de aquisi¢céo de dados. E um instrumento
analitico capaz de converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-
las de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z), utilizando campos
eletromagnéticos para isso. Os tipos de ionizacdo mais empregadas em analise de
proteinas sdo a MALDI (ionizacao por dessorcéo a laser assistida por matriz) e a ESI
(ionizacédo por electrospray) e os tipos basicos de analisadores de massas sdo o ion
trap (IT), o quadrupolo (Q) e o tempo de voo (TOF) (Giron et al., 2011).

A ionizacao por dessorcéo a laser (MALDI-MS), € comumente usada para a
caracterizacdo de misturas relativamente simples de peptideos ou proteinas; é
relativamente resistente a interferéncia com tamp6es comumente usados em quimica
de proteinas (por exemplo, fosfato, Tris, ureia etc.) e produz espectros de massa que
sdo simples de interpretar devido a tendéncia do método de gerar ions
predominantemente carregados individualmente. Por outro lado, a ionizacdo por
eletrospray (ESI-MS), tem como caracteristica mais importante a geracao de ions com
carga multipla. Este recurso permite a deteccdo de proteinas também usando
analisadores com faixa de massa limitada, por exemplo quadrupolo e ion trap
(Cunsolo et al., 2014).

Desde seu surgimento, ESI-MS tornou-se uma das técnicas analiticas mais
poderosas e amplamente utilizadas. Dentre as vantagens estdo: alta sensibilidade e

seletividade, facilidade de uso e consumo reduzido de amostra. Uma ampla variedade
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de substancias pode ser analisada, incluindo proteinas, acidos nucléicos, e até
mesmo complexos metalicos, desde que sejam ibnicos ou apresentem sitios acidos
ou bésicos (Loo, 2000; Heck e Van Den Heuvel, 2004).

2.4 Prote6mica aplicada a qualidade de carne

Em particular, a combinacdo bem-sucedida entre proteémica e ciéncia da
carne, gerou um avancgo para a compreensao profunda dos mecanismos moleculares
envolvidos no processo de conversao do musculo em carne (Wu et al., 2016). A
qualidade final da carne é geralmente afetada por mudancas fisiolégicas, bioquimicas
e metabdlicas que ocorrem durante a transformacdo do muasculo em carne. Essas
mudancas incluem principalmente a diminuicdo no pH, degradacdo de proteinas
miofibrilares, oxidacdo de proteinas e modificacdo poés-traducional de proteinas
(Warner, 2016; Ouali et al., 2006).

Métodos convencionais para avaliacdo da maciez, cor, capacidade de retencao
de agua e pH da carne sdo determinados por diferentes equipamentos. No entanto,
os resultados servem apenas para avaliar a qualidade de carne no momento da
analise, ou seja, essas ferramentas ndo sdo capazes de determinar 0s mecanismos
que influenciam as mudancas na qualidade da carne ou tampouco predizer a
qualidade da carne no futuro (Huang et al., 2020). Por outro lado, os biomarcadores
de caracteristicas de qualidade da carne refletem as diferentes vias bioldgicas, e
ajudam a descrever o processo de conversdo do musculo em carne. Biomarcadores
sdo componentes moleculares de processos biolégicos que mostram expressao

diferencial associada ao fendétipo de uma caracteristica especifica (Pas et al., 2017).

Neste contexto, estudos do proteoma muscular de fenétipos de interesse para
qualidade de carne como a maciez, cor e suculéncia em diferentes espécies sao
conduzidos para compreender a regulacdo dessas caracteristicas pela perspectiva

molecular.

Kim et al. (2008) compararam o tecido muscular de bovinos Hanwoo com carne
de alta e baixa qualidade baseada em escala de qualidade de carne Coreana. Os
parametros da escala foram baseados no escore de gordura intramuscular, cor e
gordura da carne, maturidade e textura e seis machos castrados classificados como

alta qualidade versus seis touros classificados como baixa qualidade de carne foram
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selecionados para as analises. Utilizou-se das técnicas de 2D-PAGE e ESI-MS e
quatro proteinas diferencialmente expressas foram identificadas nos diferentes
grupos. A expressdo de alfa actina foi maior em carne de alta qualidade, que
apresentou maciez objetiva significativa (P<0,01) e os niveis de expressao da proteina
1 do complexo T (TCP-1), proteina de choque térmico beta-1 (HSP27), e receptor de
inositol 1,4,5-trifosfato tipo 1 (IP3R1) foram maiores na carne bovina de baixa
qualidade. Os dados sugerem que os padroes de expressdo da HSP27 e IP3R1 foram
correlacionados com maciez, gordura intramuscular e calcio livre e sdo potenciais

biomarcadores de qualidade da carne.

Shen et al. (2012) investigaram proteinas associadas ao escore de marmoreio
do musculo LT de bovinos Hanwoo, com 24 meses de idade ao abate, para selecionar
potenciais biomarcadores para qualidade da carne por meio de analises prote6micas
comparativas. As proteinas foram separadas por 2D-PAGE e sete “spots” proteicos
para o grupo de alto score de marmoreio foram identificadas correspondendo a
mudancas significativas na expressdo em comparacao com o grupo de baixo escore
de marmoreio. Quatro proteinas com aumento da intensidade no grupo de alto escore
de marmoreio foram identificadas como Fosfoglicerato quinase 1, Triosefofato
isomerase, Fosfoproteina PO ribossomal acida e proteina de cobertura (filamento de
actina) Z-line alfa 2. Trés proteinas com intensidades diminuidas no grupo com alto
score de marmoreio foram identificados como 14-3-3 epsilon, anidrase carbonica Il e

miosina de cadeia leve 1.

No Brasil, em estudo metaloprotedmico realizado por Baldassini et al. (2015),
comparou-se o tecido muscular de bovinos Nelore com diferentes graus de maciez
(carne dura e carne macia) utilizando técnicas como eletroforese bidimensional
(separacdo das proteinas e spots proteicos - 2D-PAGE), fluorescéncia de raios X
(identificacao de ions calcio nos spots proteicos diferencialmente expressos — XRF) e
espectrometria de massas (caracterizacdo das proteinas - ESI-MS). Entre as
proteinas identificadas no estudo como diferencialmente expressas, duas delas,
piruvato quinase e albumina foram relacionadas as diferengas fenotipicas de maciez

dos grupos experimentais.



8

Em outro estudo protedmico realizado por Carvalho et al. (2014) comparou-se
o tecido muscular de machos da raca Nelore criados em sistema de pastejo e
terminados em confinamento, com diferentes graus de maciez objetiva (valores de
forca de cisalhamento altos e baixos). Utilizou-se das técnicas 2D-PAGE e ESI-MS
para identificagcdo das proteinas diferencialmente expressas. Dezessete “spots”
diferencialmente expressos (P<0,05) foram observados entre os dois grupos e 13
proteinas identificadas, as quais incluiram proteinas estruturais (alfa actina-1, MLC1,
MLC3, MLC2F e tropomiosina); relacionadas a organizacgao celular (HSPB1 e HSP70);
ao metabolismo (beta-LG, ACBD6, complexo Il subunidade 1) e algumas proteinas

nao caracterizadas.

Silva et al. (2019) avaliaram o proteoma e fosfoproteoma do musculo
esquelético de machos nédo castrados e machos castrados da raca Nelore, em
diferentes tempos de maturacdo (0, 1 e 14 dias postmortem). As proteinas
identificadas foram principalmente relacionadas a contracdo muscular (ACTAL,
ACTN3, MYL1, MYLPF, TNNI2 e TNNT1); rota da glicélise (ALDOA, GAPDH, PGK1,
TPI1); metabolismo do glicogénio (PGM1); fosforilacdo oxidativa (ATP5B); defesa
celular (HSPC70); metabolismo da creatina (CKM) e citoprotecdo (CA3). A castracao
influenciou no aumento da expressao de enzimas glicoliticas, enquanto a proteina de
fosforilacdo oxidativa (ATP5B) teve menor expressdo. Além disso, a castracdo
influenciou no aumento da isoforma rapida da troponina T (TNNT3), enquanto a
isoforma lenta (TNNT1) tendeu a diminuir. No geral, os resultados demonstraram que
a abundancia e fosforilagdo de enzimas glicoliticas estdo associadas com mudancas

na maciez da carne e na gordura intramuscular.

A identificacdo precisa de biomarcadores para os atributos de qualidade da
carne podem construir uma melhor compreensdo das vias biolégicas e ajudar a
elucidar os mecanismos moleculares complexos envolvidos no desenvolvimento da

gualidade da carne (Huang et al., 2020).



3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos adotados neste experimento foram aprovados pela
comissao de ética no uso dos animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Campus de Botucatu, sob o protocolo 0107/2018.

3.1 Animais e coleta de amostras

Dezesseis bovinos Nelore x Montana (8 novilhas e 8 novilhos),
imunocastrados, filhos do mesmo touro foram terminados em confinamento
experimental da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
Campus Botucatu, no periodo de dezembro de 2018 a abril de 2019. Todos os animais
receberam a mesma dieta, alojamento em baias coletivas e trés doses da vacina de
imunocastragdo (Bopriva®) ao longo do periodo de terminagéo. A dieta ofertada (%
MS) foi composta de 15% de volumoso (bagaco de cana) e 85% de concentrados
(64% de milho, 17% de farelo de soja e 4% de nucleo). A primeira dose da vacina foi
aplicada 30 dias ap6s a desmama (aos 8 meses de idade); a segunda dose, 30 dias
apos a primeira dose e a terceira dose aplicada 90 dias ap6s a segunda. Os animais
foram pesados (peso corporal - PC) ao final do periodo experimental e abatidos aos
15 meses de idade em frigorifico comercial no municipio de Boituva — SP, localizado
a 120 km do local em que o experimento foi conduzido, seguindo os procedimentos
de inspecdao federal, sendo precedido de jejum hidrico e alimentar por 16 horas.

Apos o abate, as carcacas foram pesadas individualmente para registro do
peso da carcaca quente (PCQ) e do rendimento de carcaca (RC), que foi calculado
através do PC e PCQ (RC =PCQ/PC x 100). Amostras individuais (aproximadamente
2 g) do musculo Longissimus thoracis et lumborum (LT) foram coletadas da meia
carcaca direita entre a 122 e 132 vertebra toracica, 20 minutos apos o abate (pré rigor
mortis) e congeladas em nitrogénio liquido. Essas amostras do muasculo LT foram
armazenadas posteriormente em ultrafreezer (-80° C) até a utilizacdo para analises
protebmicas. As carcagas foram resfriadas por aproximadamente 48 horas, a
temperatura de 1°C. Em seguida, na desossa (48h de resfriamento), a espessura de
gordura subcutanea (EGS) foi mensurada com paquimetro, entre a 122 e 132 vertebra
toracica no musculo LT e as pecas foram coletadas e posteriormente porcionadas em
bifes de 2,54 cm para andlises fisico-quimicas, sendo o primeiro bife entre a 122 e 132

costela e os outros no sentido cranio-caudal da peca.
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3.2 Andlises fisico-quimicas

O pH, coloracéo instrumental, perda por coccao e forca de cisalhamento foram
mensurados conforme os periodos de maturacdo (3, 10 e 17 dias postmortem). A
maturacdo foi conduzida em incubadora refrigerada BOD, modelo TE — 371 da
TECNAL conduzida a temperatura de 0 a 2°C, em sacos plasticos especiais para alto

vacuo e baixa permeabilidade ao oxigénio.

3.2.1 pH e coloragao instrumental

O pH foi determinado com o medidor de pH digital Hanna (Modelo HI 99163,
Hanna Instruments, Woonsocket, RI) dotado de eletrodo de penetracdo. O medidor
de pH foi calibrado com tampdes padrao de pH 4,0 e 7,0. No mesmo bife, a coloracao
da carne (L*= luminosidade; a*= intensidade de vermelho; b*= intensidade de amarelo)
foi obtida do valor médio de trés leituras para cada variavel (L*, a* e b*), apés 30
minutos de oxigenacéo, pelo sistema CIELab do colorimetro CR-400 (fonte de luz A,
angulo de absorbéancia 10°, display Y: 0,01 a 160% de refletancia, Konica Minolta
Sensing, Inc., Toquio, Japdo). A calibracdo do colorimetro foi realizada com placa
padrao preta e branca e os procedimentos descritos conforme Cafieque et al (2004) e
Baldassini et al. (2017).

3.2.2 Perda por cocgéo e forca de cisalhamento

Para avaliacdo da perda por coccdo (PPC) e forca de cisalhamento (FC)
adotou-se o procedimento proposto por Wheeler et al. (1994) e seguindo as
recomendacgOes da American Meat Science Association (AMSA, 2015). As amostras
foram colocadas numa grelha acoplada a um refratario de vidro e um termopar
acoplado a um termédmetro digital modelo DT-612 (ATP Instrumentation, Ashby-de-la-
Zouch, Inglaterra) no centro de cada amostra, para monitoramento da temperatura
interna. As amostras foram assadas em forno industrial elétrico modelo Feri90
Venancio (Venancio Aires, Rio Grande do Sul, Brasil), pré-aquecido a 170°C e
equipado com termostato para minimizar variagdes na temperatura. Quando a
temperatura interna dos bifes atingiu 40°C, eram virados e permaneciam no forno até
atingirem 71°C. Em seguida, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente
por 15 minutos, pesadas e refrigeradas a 4°C por 24 horas. A perda por cocc¢éo (PPC)
foi dividida em perda por evaporacdo (PPE) e perda por gotejamento (PPG),

determinadas em percentagem. A PPG foi obtida pesando-se somente o refratario
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antes e apés a coccado da amostra. A PPE foi obtida pesando-se a amostra antes (PI)
e apos (PF) a coccéo, pelo célculo (PPE = PF — PI/ PF x 100).

Para determinacgéo da for¢a de cisalhamento (FC) foram retirados oito cilindros
com 1,27 cm de diametro no sentido paralelo a fibra muscular com um vazador
acoplado a uma furadeira. Os cilindros foram seccionados em equipamento Brookfield
CT-3 Texture Analyzer (AMETEK Brookfield, Middleborough, EUA). Os resultados
foram reportados pela média de oito valores por amostra, em Newton (N).

3.2.3 Composicao centesimal

Para avaliacdo da composicéo centesimal, as amostras foram descongeladas
em geladeira, a 4 °C por 24 horas e com o auxilio de bisturi retirou-se a gordura
subcutédnea. Em seguida, o bife foi moido em um multiprocessador por 5 minutos,
sendo utilizados aproximadamente 180 g de amostra (Anderson, 2007). As analises
foram conduzidas por espectroscopia de infravermelho, em equipamento
FoodScanTM (Foss NIRSystems, Inc., USA), no qual determinou-se os teores médios

de umidade, proteina, gordura e colageno total.

3.3 Analise Protedmica
Os procedimentos metodologicos da analise protedbmica foram conduzidos

conforme Vieira (2014) e Baldassini (2015), com minimas adaptacoes.

3.3.1 Extracao e precipitacdo e das proteinas

As amostras individuais do musculo LT, coletadas durante o abate (periodo
pré rigor mortis) foram processadas individualmente para obtencdo dos géis 2D-
PAGE. Para cada tratamento (classe sexual), 8 amostras individuais e/ou replicatas
biolégicas foram utilizadas (8 géis de novilhos e 8 géis de novilhas) com 3 replicatas
técnicas (3 géis para cada amostra), totalizando 48 géis. Para cada amostra,
aproximadamente 0.2 g do musculo foi macerada com auxilio de almofariz e pistilo em
1 ml de agua deionizada. Os extratos proteicos foram separados da parte solida por
15 minutos de centrifugacéo a 10000 rpm, a 4°C. O conteudo proteico desses extratos
foi colocado em solucdo de acetona 80% (v/v) em geladeira, por 2 horas, para
precipitacdo das proteinas. Em seguida, o processo de centrifugagéo foi repetido por
25 minutos, a 10000 rpm, para obtenc¢do dos pellets de proteina para quantificacéo e

eletroforese bidimensional (2D-PAGE).
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3.3.2 Separacao das proteinas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

A concentracao de proteinas totais das amostras de tecido muscular bovino foi
quantificada pelo método do Biureto (Gornall et al., 1949). Os valores das
concentragdes proteicas (CP) obtidos foram utilizados para calcular o volume de
amostra e solucédo necessarias para eletroforese, considerando a massa proteica de
375 mg de proteina e volume de 250ul a ser aplicado na fita. O volume da amostra
(VA) foi calculado pela seguinte férmula (VA = 375 / CP obtida). As amostras foram
solubilizadas em solugdo contendo wureia; tioureia; (3-[(3-colaminopropil)-
dimetilamoénio]-1-propanosulfonato); anfélitos, azul de bromofenol e ditiotreitol, de
modo que a solucao final (amostra + solucéo) foi de 250 uL. A dilui¢éo final do pelete
de cada amostra foi realizada de modo que a concentracdo de proteinas totais
resultante fosse 1,5 pg/uL. A partir desta solubilizagédo, para cada amostra, uma
aliquota de 250 L foi adicionada a fita de focalizacdo isoelétrica de 13 cm com um
imobilizado anfélito e com gradiente de pH de 3 a 10, para hidratacéo por 12 h. Apés
o periodo, as fitas foram submetidas a primeira etapa (1D) da eletroforese
bidimensional, de focalizacdo isoelétrica no aparelho Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare), em que as proteinas foram fracionadas pelo ponto isoelétrico, valor do
pH quando a carga liquida total da proteina é nula. As fitas foram colocadas em
solucdes de equilibrio para reducédo, alquilacdo e submetidas a segunda etapa (2D)
da eletroforese, para fracionamento dos “spots” proteicos de acordo com 0 peso
molecular em gel de poliacrilamida a 12,5% (m/v). Finalizada a corrida 2D,
aproximadamente 500 ml de corante Coomassie coloidal foi usado para marcar 0s

spots proteicos dos géis e, apds 72 h, estes foram descoloridos com agua ultrapura.

3.3.3 Tratamento de imagem

Os géis foram digitalizados e as imagens importadas no programa ImageMaster
Platinum, verséo 7.0 para comparagodes (contrastes) de imagens entre os tratamentos
e obtencdo de informacdes como numero de “spots” por gel, % de “matching”
(correspondéncia entre os “spots” proteicos nos géis), ponto isoelétrico (pl), massa
molar (MM) e volume dos “spots”. A correspondéncia (“matching”) dos géis dentro de
cada amostra (trés repeticdes técnicas) foi superior a 95%, demonstrando que 95%

dos “spots” estavam presentes nas replicatas técnicas e houve boa reprodutibilidade.
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Para as comparacdes de imagens, elencou-se um gel referéncia por tratamento
(Paredi et al., 2019), que continha o maior nimero e melhor definicdo dos “spots”, e
contrastou-se o gel referéncia de um tratamento com cada gel do outro tratamento,

totalizando 15 comparacoes.

3.3.4 Digestao triptica dos spots proteicos e identificacdo de proteinas por ESI-MS

Cinquenta “spots” proteicos diferencialmente expressos foram cortados dos
géis com lamina de bisturi, tratados em solu¢des de reducao, alquilacéo, e submetidos
a digestdo com tripsina (Promega), de acordo com os procedimentos descritos por
Vieira (2014). Os peptideos obtidos na digestdo foram purificados com ponteiras
ZipTip Millipore® C18 e analisados em espectrémetro de massa com fonte ionizacéo
por eletrospray (ESI/MS), sistema nanoACQUITY UPLC-Xevo QTOF-MS (Waters,
Manchester, UK). O banco de dados UniProt foi utilizado para identificar proteinas
(https://www.uniprot.org/).

Para cada “spot” encontrou-se mais de uma proteina no banco de dados, sendo
a maior parte destas consideradas isorformas e/ou fragmentos de uma proteina de
maior massa molar, o0 que pode ocorrer no processo de caracterizacdo por
espectrometria de massas (Rison et al., 2000). Desta forma, assumiu-se um critério
de selecao para fechamento da classe de proteina por “spot”, em que se considerou
0 maior score, cobertura e se comparou os dados de massa molar obtidos
experimentalmente por 2D-PAGE, em relagdo a massa molar tedrica obtida no banco
de dados UniProt.

3.4 Analise estatistica

Os dados das analises fisico-quimicas da carne e composicdo centesimal
foram analisados quanto a homogeneidade das variancias e normalidade dos
residuos e expressos por medias e seus respectivos erros. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo Teste F, pelo procedimento GLM do
SAS (versao 9.1, SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA), com teste de interac&o entre classe
sexual e tempo de maturagédo. As comparacdes entre médias foram feitas pelo Teste
Tukey e o valor P<0,05 foi adotado como nivel critico de probabilidade. O

delineamento foi inteiramente casualizado, segundo o modelo:
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Yij = m + ti + Eij,
em que, Yij é o valor observado para a unidade experimental referente ao

tratamento i na repeticdo j; m € o efeito geral da média; t € o efeito do tratamento e €

€ 0 erro experimental.

Para analise protebmica, apos o tratamento de imagem, comparou-se as
imagens entre tratamentos através do “matching” dos “spots” quanto a sua
distribuicdo, volume, intensidade relativa, pls e MM, pelo programa Image Master 2-
DE Platinum 7.0. O programa gerou uma ANOVA dentro das comparacdes entre

tratamentos e os spots (P<0,05) foram selecionados.

4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de carcacga, composi¢ao centesimal e propriedades fisico-quimicas
Para avaliar a qualidade da carne conforme a categoria sexual (novilhos e

novilhas imunocastrados), foram mensuradas caracteristicas de carcaca, composi¢cao

centesimal e propriedades fisico-quimicas do musculo LT em diferentes periodos de

maturacao.

A espessura de gordura subcutanea (EGS) da carcaca de novilhas foi 46,8%
superior em comparacdo a dos novilhos (Tabela 1). Peso corporal (PC), peso de
carcaca quente (PCQ) e rendimento de carcaca (RC) néo foram alterados entre as

classes sexuais.

Tabela 1. Valores médios, erro-padrdo da média (EPM) e probabilidade (p-valor) das
varidveis de carcaca de acordo com a classe sexual

Variaveis Novilho Novilha EPM p-valor
PC (kg) 391.13 373.75 10.41 0.5722
PCQ (kg) 218.45 204.48 5.97 0.3411
RC (%) 55.82 54.81 0.00 0.5298
EGS (mm) 10.15 14.90 1.10 0.0453

PC: Peso corporal; PCQ: Peso de carcaga quente; RC: Rendimento de carcaca; EGS: Espessura de gordura subcutanea
Os teores de umidade e gordura foram diferentes entre as classes sexuais
(Tabela 2). O teor de gordura intramuscular das novilhas foi 63,6% maior e o teor de

umidade foi 2,22% menor em relagao aos novilhos.
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Tabela 2. Valores médios, erro-padrdo da média (EPM) e probabilidade (p-valor) das
variaveis de composic¢ao centesimal do musculo Longissimus thoracis et lumborum de
acordo com a classe sexual

Variaveis Novilho Novilha EPM p-valor
Umidade (%) 74.07 72.46 0.26 0.0007
Proteina (%) 22.52 22.30 0.10 0.3209
Gordura (%) 2.64 4.32 0.29 0.0019
Colageno (%) 1.20 1.22 0.02 0.7751

N&o houve interacdo de classe sexual e tempo de maturacdo (Tabela 3). A
perda por evaporacao (PPE) foi 10,22% maior nos novilhos. Em contrapartida, a perda
por gotejamento (PPG) foi 22,3% maior nas novilhas. Perdas por coccéo (PPC), forca
de cisalhamento (FC), pH e luminosidade (L*) foram influenciadas pelo periodo de
maturacdo (Tabela 3). Os valores de PPC e FC diminuiram ao longo do periodo de
maturacao.

Tabela 3. Valores médios, erro-padrdo da média (EPM) e probabilidade (p-valor) das
variaveis fisico-quimicas da carne, de acordo com a classe sexual (novilho e novilha) e
periodo de maturacéo (trés, dez e dezessete dias postmortem)

Novilho Novilha p-valor

EPM
10d 17d 3d 10d 17d CS ™ CSxTM

Variaveis

PPE (%) 2427 2043 1710 2146 1747 17.14 0.01 0.0094 <.0001 0.1574
PPG (%) 6.69 4.49 4.28 7.13 6.54 522 0.00 0.0223 0.0029 0.3810

PPC (%) 30.96 2492 21.38 2859 2401 2236 0.01 0.2449 <.0001 0.7591

L* 33.76 34.78 36.54 3294 3450 3484 0.49 0.2378 0.0604 0.7528
a* 16.26 16.55 16.73 1594 16.73 1599 0.14  0.4478 0.5275 0.6294
b* 6.08 6.18 6.53 5.93 6.21 6.05 0.08 0.4150 0.6268 0.6852
FC (N) 55.70 40.40 31.28 54.42 40.79 37.26 3.62 0.4246 <.0001 0.3488
pH 560 5.71 5.73 5.60 5.68 575 0.02 0.6488 <.0001 0.6802

PPE: Perda por evaporacdo, PPG: Perda por gotejamento, PPC: Perda por coc¢do, L*: Luminosidade, a*: Intensidade de vermelho,

b*: Intensidade de amarelo, FC: For¢a de cisalhamento, pH: potencial hidrogenidnico; CS: Classe sexual; TM: tempo de maturacdo

(em dias post-mortem)
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4.2 Protedmica

Nos utilizamos uma abordagem prote6mica para quantificar e caracterizar
as proteinas do musculo LT bovino através da eletroforese bidimensional (2D-PAGE)
e espectrometria de massas (ESI/MS), respectivamente.

Com base no estudo de imagem, o numero médio de “spots” proteicos por tratamento
foi de 119425 para novilhos e 115+32 para novilhas. O numero de “spots” dos géis
referéncia foram de 160 para novilhas e 150 para novilhos. Cinquenta “spots” foram
caracterizados e apos o critério de selecdo adotado a partir do banco de dados ESI-
MS, vinte e trés proteinas diferencialmente expressas foram caracterizadas e
encontram-se destacadas em azul nos géis referéncia para a classe de novilha (Figura
1) e novilho (Figura 2).
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Figura 1. “Spots” proteicos caracterizados por ESI-MS em gel obtido por 2D-PAGE
(12,5% (m/v), faixa de pH 3-10) para amostras do tecido muscular Longissimus
thoracis et lumborum de novilha Nelore-Montana, superprecoce e imunocastrada.
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Figura 2. “Spots” proteicos caracterizados por ESI-MS em gel obtido por 2D-PAGE
(12,5% (m/v), faixa de pH 3-10) para amostras do tecido muscular Longissimus
thoracis et lumborum de novilho Nelore-Montana, superprecoce e imunocastrado.

Dentre as vinte e trés proteinas identificadas (Tabela 4), onze foram
abundantemente expressas no musculo de novilhos e doze no de novilhas. As
proteinas identificadas sao relacionadas as funcfes de contra¢do muscular/ regulacao
(ACTAL, TPM2, TNNTL1, TNNTI2, TNNT3), metabolismo de carboidratos (ALDOA,
GAPDH, TPI1, PYGM, PGM1, PKM, ENO1, ENO3), atividade de ATP (ATP5F1B,
PEBP1, AK1), citoprotecédo (CA3), defesa celular (HSPAS8), metabolismo da creatina
(CKM) e ligagéo (TF, GLNG, ALVA, MYBPC1).

No proteoma do musculo LT dos novilhos houve abundéncia na expressao de

proteinas relacionadas a contracdo muscular/regulacdo (ACTAL, TPM2, TNNT3), ao
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metabolismo de carboidratos (ENO1, ENO3, PYGM, PGM1, TPI1) e atividade ATP
(ATP5F1B, PEBP1, AK1).

Por outro lado, no proteoma do LT das novilhas houve abundancia na
expressdo de proteinas relacionadas a regulacdo da contracdo muscular (TNNT1,
TNNI2), ao metabolismo de carboidratos (PKM, ALDOA, GAPDH), ao metabolismo da
creatina (CKM), citoprotecao (CA3), defesa celular (HSPAS8) e ligacao (TF, MYBPC1,
ALVA, GLNG).
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Tabela 4. Proteinas caracterizadas por ESI-MS das amostras do musculo Longissimus thoracis et lumborum de novilhos e novilhas
Nelore-Montana, superprecoces e imunocastrados

. Cobertura Variagdo
o]
Spot Nome proteina N° acesso Score (%) ple MMe (Da) MMt (Da) MMu (Da) Expressio
14 ~ Subunidade beta mitocondrial de ATP sintase P00829 1230751 56,44 505 51780 56283 56.284 +2,069 (+M)
(ATP5F1B)
15 Actina alfa-1 (ACTA1) P68138 29409,83 81,96 5,28 42998 42393 42.051 +2,504 (+M)
16 Alfa-enolase (ENO1) AOA3QIMXQO0 5261,196 47 6,17 49703 54808 54.295 +1,949 (+M)
18 Beta-enolase (ENO3) Q3zC09 10199,91 57,6 8,19 44261 47438 47.096 +5,510 (+M)
gg ~ Proteinade "ga‘?a(opé;‘chl’ifa“d"eta”°'am'”a P13696  6676,657 64,17 7,94 21444 21099 20.986 +2,081 (+M)
30 Tropomiosina de cadeia beta (TPM2) Q5KR48 5317,557 44,01 4,33 40213 32950 32.837 +1,437 (+M)
32 Fosforilase alfa 1-4 glucano (PYGM) F1MJ28 7318,068 63,42 7,09 97750 97735 97.279 +1,134 (+M)
34 Fosfoglicomutase-1 (PGM1) QO08DPO 9944,941 78,11 6,99 65655 61874 61.589 +1,890 (+M)
44 Troponina T, tipo rapido (TNNT3) Q8MKI4 1410,723 36,9 6,84 39524 32124 32.124 +1,367 (+M)
46 Triosefosfato isomerase (TPI1) Q5E956 21146,33 88,35 7,29 25236 26917 26.690 +1,283 (+M)
47 Isoenzima adenilato-quinase 1 (AK1) P00570 12755,28 58,76 8,71 22375 21778 21.664 +1,725 (+M)
12  Proteina de choque térmico cognato 71 (HSPAS) P19120 19088,86 44,92 5,46 73533 71468 71.241 +2,593 (+F)
13 Serotransferrina (TF) Q29443 270,5198 17,19 6,58 82905 79920 77.753 +1,738 (+F)
19 Creatina quinase tipo M (CKM) QI9XSC6 16598,07 70,6 7,02 43080 43217 42.989 +1,8955 (+F)
31 Proteina C de "%a‘?gpac?)'os'”a’ tipo lento A6QP89  1502,969 3397 623 113152 135007 133.981 +4,071 (+F)
33 Albumina (ALVA) P02769 13261,69 64,91 5,97 69477 71289 69.293 +1,191 (+F)
35 Piruvato quinase (PKM) A5D984 12176,24 63,09 7,7 60091 58519 57.949 +1,369 (+F)
39 Frutose bifosfato aldolase (ALDOA) A6QLL8 7590,983 70,33 7,73 42863 39949 39.436 +2,204 (+F)
41  Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) P10096 30163,61 47,75 9,19 34988 36096 35.868 +4,008 (+F)
43 Anidrase carbdnica 3 (CA3) Q3SzX4 10936,17 60 8,37 27806 29655 29.370 +5,237 (+F)
45 Troponina T, tipo lento (TNNT1) Q8MKH6 3035,667 19,39 5,88 37343 31284 31.284 +2,492 (+F)
48 Troponina 12, tipo rapido (TNNI2) F6QIC1 3650,82 54,49 9,44 21323 21141 20.970 +2,662 (+F)
50 Mioglobina (GLNG) AOA1KOFUF3 11507,29 56,49 4,49 17121 17077 17.078 +3,644 (+F)

*ple: Ponto isoelétrico experimental (2D-PAGE); MMe: Massa molecular experimental (2D-PAGE); MMt: Massa molecular teérica (ESI/MS); MMu: Massa molecular UniProt; Da: Dalton
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5. DISCUSSAO

5.1 Proteinas associadas ao teor de gordura intramuscular

A glicose em ruminantes é o principal precursor para lipogénese e acumulo de
gordura nos adipécitos intramusculares (Smith e Crouse, 1984). As fémeas sdo mais
precoces na deposicdo de gordura que os machos (Purchas, 1991). As proteinas no
muasculo LT das novilhas (Tabela 4) indicam atividade pela via oxidativa (ALVA,
GLNG, CA3) que juntamente com enzimas glicoliticas (ALDOA, GAPDH, PKM)
evidenciam maior eficiéncia energética e ajudam a explicar o maior teor de gordura

intramuscular na carne das novilhas.

5.1.1 Proteinas de transporte

As proteinas ALVA e GLNG indicam atividade oxidativa no musculo das
novilhas. A albumina (ALVA), regula a pressdo osmotica coloidal do sangue, se liga e
transporta acidos graxos, colesterol e alguns ions (cobre, zinco e calcio) via circulacéo
sanguinea (Evans, 2002). Baldassini et al (2015) identificaram em estudo protedmico
maior expressao da ALVA para novilhos do grupo de carne macia proveniente de
bovinos Piemontés. A captacao de acidos graxos pela ALVA indica o uso de lipideos
como substrato oxidativo muscular, que é utilizado em fibras de contracéo lenta (tipo
), indicando atividade oxidativa no musculo das novilhas. Além disso, a mioglobina
(GLNG), transporta o oxigénio necessério para o metabolismo oxidativo, caracteristico
das fibras de contracdo lenta (tipo I) sendo mais um indicativo de metabolismo

oxidativo (Olivo, 2006) no musculo das novilhas.

5.1.2 Proteinas do metabolismo de carboidratos

As proteinas ALDOA, GAPDH e PKM, sdo enzimas das vias da glicélise e
gliconeogénese. A ALDOA, converte de modo reversivel a frutose-1,6-bifosfato em
gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona fosfato. Picard et al (2019), reportaram
resultados semelhantes para bovinos europeus, em que a ALDOA foi mais expressa
em fémeas comparado a machos castrados. Por outro lado, a GAPDH, converte de
modo reversivel o gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato. Silva et al (2019),
encontraram que as enzimas GAPDH e ALDOA foram mais expressas no proteoma
de novilhos castrados com maior teor de gordura intramuscular em comparagcao a

novilhos ndo castrados da raga Nelore. Ja a PKM, catalisa a transferéncia irreversivel
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de um grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para uma molécula de ADP com producao
de piruvato e ATP. Baldassini et al (2015) reportaram que a PKM foi mais expressa
em grupo de carne macia comparado a carne dura para novilhos da ragca Nelore. No
presente estudo, a maior expressao destas enzimas glicoliticas no proteoma das
novilhas indicam sintese e degradacéo de glicose pela via oxidativa sugerindo maior

eficiéncia energética para deposicao de gordura intramuscular.

Além disso, a anidrase carbbnica (CA3), tem como funcdo a hidratacédo
reversivel do didéxido de carbono (CO2). Em estudos protedmicos conduzidos com
novilhos castrados de raca asiatica, a CA3 foi menos expressa em animais com alto
marmoreio (Zhang et al., 2010; Shen et al., 2012) com resultados contrarios ao do
presente estudo. A CA2 esta presente em alta concentracdo no citoplasma de células
do muasculo esquelético tipo | e estimula na taxa de sintese de ATP, facilitando a
conversao rapida de intermediarios glicoliticos em oxaloacetato e citrato (Shen et al.,
2012). A CA3 foi mais expressa no musculo das novilhas sendo um indicativo de

estimulo energético oxidativo.

5.2 Proteinas associadas a capacidade de retencéo de agua

A capacidade de retencdo de agua é um fator que determina a suculéncia da
carne. E definido como a capacidade da carne reter agua durante a aplicacéo de
forcas externas, como corte, aquecimento, trituracdo ou prensagem (Lawrie e
Ledward, 2006). No presente estudo, a maior perda por evaporacdo em novilhos
decorrente da coccdo da carne indica menor capacidade de retencdo de agua da

carne.

5.2.1 Proteinas estruturais e metabdlicas

As proteinas PYGM e PGML1 estdo envolvidas na glicogendlise e indicam a
utilizacéo do glicogénio com producédo e acumulo de lactato no post-mortem. Silva et
al. (2019) reportaram resultados semelhantes com maior expressao da PGM1 em
novilhos castrados comparado a novilhos ndo castrados. A maior expressao dessas
proteinas no musculo dos novilhos indica antecipacéo do rigor mortis em relacao as
novilhas. Além disso, os novilhos possuem maior teor de glicogénio muscular por

serem mais pesados. Cada grama de glicogénio retem quatro de agua que se
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desprende no processo de coccao e ajuda a explicar a menor capacidade de retencao

da carne de novilhos.

5.2.2 Proteina de choque térmico e do metabolismo da creatina

A proteina de choque térmico cognato (HSPAS8), possui funcédo de protecdo
celular do estresse através da restauracao de proteinas danificadas e prevencéao de
agregacdao e desnaturacdo de proteinas (Kultz, 2003; Di Luca et al., 2013). Di Luca et
al. (2013) relatou aumento da abundancia de proteinas de choque térmico em
amostras com baixo exsudato muscular post-mortem em suinos. A maior expressao
da HSPA8 no musculo das novilhas do presente estudo € um indicativo de atraso do
estabelecimento do rigor mortis e sugere uma maior eficiéncia em condi¢cdo de

estresse (hipoxia).

Além disso a HSP70 é uma proteina dependente de energia em forma de ATP
(Pereira, 2018). A creatina quinase tipo M (CKM) converte ADP em ATP a partir da
fosfocreatina, fornecendo energia para o musculo (Kaneko et al., 2008). A maior
expressdo de CKM no musculo das novilhas pode ser um indicativo de maior demanda
energética de ATP para manter as funcdes musculares logo apds o abate e como

resposta energética a maior expressao da HSPAS.

6. CONCLUSOES

O padrdo de expressdo das proteinas de transporte (ALVA e GLNG),
metabolismo de carboidratos (ALDOA, GAPDH, PKM, CA3), defesa celular (HSPAS8)
e glicogendlise (PYGM e PGM1) sugerem maior capacidade oxidativa e menor
atividade glicolitica no musculo das novilhas. Isto indica maior eficiéncia energética e
melhor resposta ao estresse que corroboram os resultados obtidos em maior teor de
gordura intramuscular e, possivelmente, sobre a capacidade de retencdo de agua da

carne das novilhas.
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8. IMPLICACOES
Este estudo € pioneiro em qualidade de carne e caracterizacdo do proteoma
muscular de novilhas e novilhos Nelore-Montana, superprecoces e terminados em

confinamento.

Os resultados obtidos servem como base para pesquisa, desenvolvimento e
validac&o de biomarcadores preditivos com enfoque em teor de gordura intramuscular
e capacidade de retencdo de agua contribuindo para o meio cientifico, industria da

carne e melhoramento genético animal.

Em sistema intensivo de producdo com animais jovens sobre as mesmas
condicbes, a producdo de novilhas resulta em maior deposicdo de gordura
intramuscular e capacidade de retengdo de a4gua que influenciam na suculéncia e
sabor da carne. Os criadores podem escolher a classe sexual conforme o objetivo de

producao e recursos disponiveis.



