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Resumo

Investigou-se a influéncia do grupo genético e da inclusdo de 6leo de soja na dieta, sobre o
metaboloma da carne de bovinos. Trinta bovinos Nelore (B. indicus) e 30 bovinos Nelore x
Angus (B. indicus x B. taurus) foram alimentados em confinamento durante 100 dias, com
duas dietas: dieta controlo, sem 6leo de soja (DC) e uma dieta contendo 3,5% de 6leo de
soja (DO). Ap6s o abate amostras do musculo Longissimus foram colhidas, deixadas a
maturar por 72 horas e utilizadas para avaliagdo do metaboloma, através de andlises de
Ressonéancia Magnética Nuclear (NMR). Os dados foram analisados através de uma Andlise
de Componentes Principais (PCA). Foram identificados 42 metabolitos presentes em todas
as amostras de carnes e conseguiu-se quantificar 29. Entre eles destacam-se o glicerol (130
pmolar), lactato (21,6 pumolar), acido glucénico (11 pmolar) e a creatinina (10,3 pumolar) com
maior concentracdo. Observou-se que n&o houve formagédo de grupos especificos em
funcdo do tratamento, sugerindo ndo haver diferencas no metaboloma das amostras de

carne de bovinos devido a influéncia do grupo genético e da dieta.
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Abstract

The influence of the genetic group and supplementation with soybean oil on bovine meat
metabolome was investigated. Tirthy Nelore bulls (B. indicus) and 30 Nelore x Angus
crossbreed bulls (B. indicus x B. taurus) were in confinement for 100 days, with two diets:
control diet, without soybean oil (DC) and a diet containing 3,5% soybean oil (DO). After
slaughter, samples of the Longissimus muscle were collected, maturated for 72 hours and
used for evaluation of the metabolomic profile, using Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
analysis. Data were analysed through a Principal Component Analysis (PCA). A total of 42
metabolites were identified in all the meat samples and 29 were quantified. Among them,
glycerol (130 umol), lactate (21.6 pmol), gluconic acid (11 umol) and creatinine (10, 3 umol)
had higher concentration. It was observed that there was no formation of specific groups
depending on the treatment, suggesting that there were no differences in the metabolome of
bovine meat samples due to the influence of the genetic group and the diet.
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1. Introducdo

A metabolémica € uma ferramenta Util na identificacdo e quantificacdo de metabolitos
de vérios tecidos e bio fluidos (Sundekilde et al., 2011; Osorio et al., 2012). Dessa forma,
pode vir a desempenhar um papel importante na descoberta de bio-marcadores e vias
metabdlicas que resultam da resposta a fatores externos ao organismo.

Sabe-se que a nutricdo e a genética sao fatores que influenciam o desempenho
produtivo dos animais. Tanto ao nivel dos pardmetros do crescimento e desenvolvimento
durante a vida produtiva, como posteriormente nas caracteristicas das suas carcacas e da
carne que produzem (D'Alessandro et al. , 2011). O confinamento dos animais e a utilizacado
de dietas energéticas na fase final de vida dos bovinos é uma préatica comum que possibilita
melhorar a conformacgdo muscular dos animais e a deposi¢cdo de gordura de cobertura na
carcaca, que terd um papel importante da qualidade da carne. A escolha da raca esta
dependente do meio ambiente em que acontece a producdo e do tipo de produto que se
quer produzir. E por isso que os produtores pecuarios optam por utilizar determinados tipos
de dietas e sistemas de alimentac&o, assim como umas ragas em detrimentos de outras. O
conhecimento destes aspetos técnicos € o que possibilita obter mais ou menos rendimentos
e satisfazer as exigéncias do mercado.

Espera-se que a metabolémica auxilie na descoberta de como determinados
processos ocorridos ante-mortem e post-mortem influenciam a composicdo da carne que
consumimos. Especialmente os fatores que atuam sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
organoléticas mais valorizadas da carne, nomeadamente a tenrura e o flavour.

Alguns estudos ja foram realizados para tentar perceber como os tratamentos post-
mostem podem influenciar o metaboloma da carne e correlaciona-los com as suas
caracteristicas (Zanardi et al., 2015; Kim et al., 2016; Graham et al., 2010). Contudo, muito
pouca investigacdo foi feita no ambito de tentar perceber como fatores in vivo tém a
capacidade de diferenciar o metaboloma desse produto. Conhecendo-se apenas 2 trabalhos
gue analisaram separadamente como a raga e a dieta influenciam o metaboloma dos
musculos, ao invés da carne (Ritota et al., 2012; Osorio et al., 2012).

Por essa razdo e a partir do pressuposto de existirem diferencas no metaboloma da
carne causadas por fatores como a alimentacdo e a genética, o objetivo deste trabalho é
estudar, em simultdneo, o efeito do grupo genético e da suplementacdo com 6leo no

metaboloma da carne de bovinos.



2. Enquadramento Teodrico

2.1. Caracterizacdo do sector

A populacdo mundial, no ano de 2015, era aproximadamente 7,3 mil milhdes de
pessoas (Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistics [FAOSTAT],
2016), no entanto, as previsdes sugerem que esse numero ird aumentar até 2050, atingindo
cerca de 9,1 mil milhdes (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ],
2009). Este aumento da concentracdo populacional trara alteracdes significativas no estilo
de vida e no consumo alimentar, esperando-se uma maior procura por alimentos
processados e prontos a comer, impulsionando a uma reestruturacdo e crescimento da
cadeia alimentar e consequentemente um aumento da producdo mundial de alimentos e da
seguranca alimentar para colmatar a procura do mercado. Os desafios que se esperam para
o setor da carne de bovino sdo uma adequada resposta a procura, expansado da rede de
distribuicéo, reducéo de precos e sustentabilidade do setor, juntamente com preocupacdes
ambientais.

A carne de bovino é um dos principais tipos de carne consumida em todo o mundo.
Dados referentes aos ultimos anos de produgdo mostram um gradual aumento, tendo sido
produzidas, em 2013, cerca de 64 milhdes de toneladas, mais 1 milhdo do que em 2012 e
mais 7 milhdes do que em 2003.

E, sobretudo, em regides tropicais nos continentes americanos e asiatico onde se
registam as maiores producdes e onde existe um grande potencial para o continuo
crescimento produtivo do sector. Nestas regides, tropicais e subtropicais, encontra-se um
conjunto de fatores que favorecem a produgdo pecuéaria de bovinos, nomeadamente, o
espaco, o alimento animal de baixo custo, como as pastagens, e a disponibilidade de agua.
E por isso que a producdo de carne nos paises em desenvolvimento sera 20% superior, em
2025, relativamente a registada atualmente, enquanto nos paises desenvolvidos a producdo
sera apenas 7% superior. Estima-se que a Argentina, o Brasil, a india e a China produzirdo
2/3 da carne bovina para consumo humano, enquanto a Europa ira diminuir a sua producdo
principalmente devido a reducdo do seu rebanho e a baixa rentabilidade do sector como
consequéncia do elevado custo da alimentagdo animal (OECD/FAQ, 2016).

Em relagdo ao consumo da carne de bovino, este mostrou uma tendéncia crescente
nos ultimos anos, tendo sido consumidas 67.5 milhares de toneladas em todo o planeta, no
ano de 2015 (Organization for Economic Co-operation and Development [OECD], 2016),
esperando-se um continuo aumento pela procura, particularmente em paises em

desenvolvimento, devido ao rapido crescimento populacional nestas regides, estando
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previsto um aumento de 6% em paises desenvolvidos e 21% em paises em
desenvolvimento, em 2025 (OECD/FAOQ, 2016).

As estimativas do preco nominal da carne de bovino apontam para uma queda no seu
valor que ir4 permanecer até 2020. ApGs este periodo, 0os custos com a alimentacédo animal
irdo aumentar, provocando um atraso no crescimento da producdo e colocando pressao no
aumento dos precos da carne, que sé poderd ser combatido com a melhoria dos indices
zootécnicos e da produtividade, através da alimentacéo e criagdo de racas mais produtivas
(OECDI/FAOQ, 2016).

2.2. Diferencgas entre subespécies

Na bovinicultura para producgdo de carne sao utilizados animais da espécie Bos taurus
que se dividem em duas subespécies distintas: - Bos taurus taurus (B. taurus), gado taurino
de origem europeia; - Bos taurus indicus (B. indicus), gado zebuino de origem asiatica.

Dentro da subespécie B. taurus, existem 2 grupos de racas que se diferenciam entre si
em caracteristicas morfolégicas, de producéo e relacionas com a carcaca e a qualidade da
carne, devido a sua origem. Sao os bovinos pertencentes ao grupo de racgas britanicas
(Aberdeen Angus, Hereford, Shorthorn, etc.) originarias das llhas Britanicas, e o grupo de
bovinos de ragas continentais (Charolés, Limousine, Piemontés, entre outras) provenientes
do continente europeu.

As racgas britdnicas, comparativamente as racas continentais, caracterizam-se por
terem menor tamanho quando chegam a idade de maturidade e sdo mais precoces entrando
na puberdade mais cedo. A consequéncia desta precocidade demonstrada é a maior
gquantidade de gordura intramuscular e de cobertura depositada até a idade de abate. Estes
animais tém menor potencial de crescimento, gerando carcagas mais leves e com menor
area de lombo. As fémeas desta raca destacam-se pelas suas boas capacidades maternais
ao nivel da producéo de leite, da fertilidade e da facilidade de partos (Cundiff et al., 1993).
Por sua vez, as ragas continentais, relativamente as britanicas, ttm uma maior taxa de
crescimento, originando animais de maior porte e estatura muscular com pesos Vvivos mais
elevados. Isso também se reflete no maior tamanho a maturidade, apesar de alcancarem a
puberdade mais tardiamente. Produzem carcagas e carnes mais magras, com menor grau
de acabamento e de gordura intramuscular, mas com maiores pesos e melhores
rendimentos dos cortes, como a area de lombo. As fémeas concebem bezerros com maior

peso e por conseguinte evidenciam mais dificuldades no parto (Cundiff et al., 1993).
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Entre as subespécies B. indicus e B. taurus existem diferencas anatomicas, que sao
possiveis de evidenciar através da observacao. Os zebuinos (Figura 1), em comparacao aos
taurinos (Figura 2), apresentam orelhas descaidas, uma barbela maior e uma protuberancia
na regido posterior do pescoc¢o, designada cupim (Magee et al., 2014).

Estas diferencas morfoldgicas resultam da evolucdo e da adaptacdo destes animais ao
meio ambiente das regides tropicais, permitindo-lhes sobreviver e reproduzir em climas
guentes e humidos caracteristicos das regifes tropicais e subtropicais, conferindo-lhes
melhor tolerdncia ao calor em comparacdo aos taurinos. Juntamente com as adaptacdes
anatomicas, também existem adaptaces fisiolégicas ao nivel do metabolismo, que lhes
permite produzir menos calor e dissipa-lo mais eficazmente através de um vasto sistema de
irrigacdo de glandulas sudoriparas que possibilitam aumentar as perdas de calor por
evaporagdo, ao mesmo tempo que a sua pele fina auxilia a condensacéo (Cunningham &
Syrstad, 1987).

Para além destes mecanismos parecem possuir um certo tipo de resisténcia a ecto e
endoparasitas e as doengcas que estes transmitem. Revelam também menores
necessidades de agua e exigéncias nutricionais devido ao menor tamanho corporal e taxa
metabdlica, e um sistema digestivo melhor adaptado a ambientes de baixa disponibilidade

alimentar (Cunningham & Syrstad, 1987; Magee et al., 2014).

Figura 1 — Exemplar da subespécie Bos taurus Figura 2 — Exemplar da subespécie Bos taurus
indicus da raca Nelore. Fonte (Revista Pecuaria taurus da raca Aberdeen Angus. Fonte:
Brasil, 2015). (Eurogene Ai Services, s.d.).

Além de diferencas morfologicas e fisiol6gicas, na literatura encontram-se diversos
trabalhos que abordam as diferencas de parametros zootécnicos entres B. indicus e B.
taurus, assim como das caracteristicas das suas carnes. Numa investigacdo sobre a
influéncia da percentagem de sangue B. indicus nas caracteristicas da carne e da sua
palatibilidade, Crouse et al. (1989) concluiram que, de um modo geral, aumentado a

influéncia de B. indicus (raca Brahman e Sahiwal) no cruzamento com B. taurus (raca
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Hereford e Angus), as carcacas resultantes apresentavam menor peso e quantidade de
gordura intramuscular na carne, e a forca de corte aumentava, fazendo decrescer a tenrura.

Num estudo semelhante Elzo et al. (2012) estudaram as caracteristicas de carcaca e a
palatibilidade da carne entre B. indicus (raca Brahman) e B. taurus (raca Angus) e do
cruzamento entre estes, podendo concluir que os B. indicus tiveram maior rendimento
carcaca, menor gordura intramuscular, menor area de lombo, menor tenrura da carne, maior
guantidade de tecido conjuntivo e menor suculéncia do que os B. taurus. Relativamente aos
animais cruzados, a sua heterose possibilitou aumentar o peso de carcaca quente, 0
rendimento de carcaga, a area de lombo e a quantidade de gordura interna. Ja Whipple et
al. (1990) avaliaram os atributos que afetavam a tenrura do musculo Longissimus em gado
B. taurus (raca Hereford e Angus) e B. indicus (raca Sahiwal) ndo observando efeitos
causados pelo cruzamento nas caracteristicas de carcacas, taxas de declinio de pH e
temperatura. Embora, tenham chegado a conclusdo que a carne de animais B. taurus
obtiveram menores valores para a forca de corte e melhores resultados sensoriais para a
tenrura, do que carnes de animais cruzados (B. indicus x B. taurus).

Na mesma base de investigacdo, Highfill et al. (2012) compararam a tenrura de 10
muasculos de fémeas cruzadas B. indicus x B. taurus (Brahman-Sahiwal x Hereford ou
Angus) e fémeas B. taurus (Hereford x Angus), concluindo que os animais cruzados
possuiam carcagas com menor peso, menor area de lombo, menos gordura de cobertura e
menor quantidade de lipidos intramusculares. E a carne de 7 de 10 musculos de B. taurus
teve menor forgca de corte do que B. indicus. Maggioni et al. (2010) compararam as
caracteristicas e a composi¢éo quimica da carne de animais puros B. indicus (raca Nelore) e
cruzados B. indicus x B. taurus (Nelore x Europeu) e descreveram as diversas diferencas
encontradas. Entre elas, destacam-se a performance produtiva dos animais vivos e também
as caracteristicas das carcacas.

No geral, os cruzados (Nelore x Europeu) apresentaram maior peso vivo inicial e final,
gue esta muito relacionado com o maior ganho médio diario (GMD) também demonstrado.
Além disso, 0 peso de carcaca quente, a conformacdo, o comprimento da carcaca e
espessura de gordura de cobertura nestes animais também revelou ser superior aos puros
(Nelore). Por outro lado, os B. indicus tiveram maior comprimento das pernas e maior
percentagem de 0Sso0.

Relativamente a qualidade da carne, os atributos da textura e gordura intramuscular
obtiveram melhores resultados nos cruzados. Mas por outro lado, os bovinos de raga pura
tiveram carnes com melhores indices de cor, maior quantidade de proteina bruta e &cido
estearico (18:0). Apesar das diferencas encontradas, muitas caracteristicas como, a
percentagem de humidade, cinzas, lipidos totais, colesterol total, acidos gordos saturados,

acidos gordos monoinsaturados, &cidos gordos polinsaturados, acido linoleico (omega-6),
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acido alfa-linolénico (omega-3), racio polinsaturados/saturados e racio omega-6/omega-3
mostraram similaridade entre 0os grupos genéticos.

De um modo geral, em relacdo aos atributos sensoriais e propriedades fisico-quimicas
da carne parece nao haver discordancia entre os varios estudos publicados, que indicam
gue as carnes provenientes de animais taurinos puros (B. taurus) e cruzados (B. indicus x B.
taurus) apresentam valores de forca de corte inferiores e maior quantidade de gordura
intramuscular, comparativamente as racas zebus puras (B. indicus). O que resulta numa
carne de maior tenrura e suculéncia. Esta menor tenrura encontrada na subespécie B.
indicus esta relacionada com diversos fatores como o grau de deposicao de gordura
intramuscular (Wheeler et al., 1994), grau de deposicéo de gordura de cobertura, quantidade
de tecido conjuntivo muscular e diferencas na propor¢cdo de enzimas proteoliticas -
calpainas e calpastatinas.

A quantidade de gordura no interior do musculo tem uma relacdo diretamente
proporcional com a percecdo da tenrura da carne durante a mastigacdo. Isto deve-se ao
facto da gordura aumentar a suculéncia e o efeito estimulante da mastigacdo (Marshall,
1994). A auséncia ou existéncia reduzida de gordura de cobertura pode prejudicar a tenrura
da carne durante o processo de arrefecimento das carcagas. Este fendbmeno deve-se ao
encurtamento dos sarcomeros pelo frio, que acontece quando os musculos ndo possuem
uma camada de gordura protetora que evite a contragdo das fibras musculares devido a
acao do frio, resultando numa carne com menor tenrura (Marshall, 1994).

A influéncia do tecido conjuntivo muscular na tenrura da carne, aparentemente esta
mais relacionado com a idade dos seres vivos do que com a raca ou subespécie. Como
referido por Rodrigues et al. (2002), os animais B. taurus de origem britanica sdo mais
precoces do que os B. indicus, ou seja, atingem a idade de abate mais cedo, o0 que leva a
um desenvolvimento menos pronunciado do tecido conjuntivo e das suas liga¢des cruzadas,
que causam a menor tenrura da carne.

Relativamente as enzimas proteoliticas, estas tém uma acdo fundamental durante a
protedlise post-mortem das miofibrilas, o que revela ser o maior agente influenciador das
divergéncias de tenrura encontradas na carne de bovinos zebus e taurinos. Isto deve-se ao
facto dos B. indicus terem maior atividade das calpastatinas (Bressan et al., 2011a citando
Shackelford et al., 1991) que inibem a agéo proteolitica das calpainas (Bressan et al., 2011a
citando Koohmaraie et al., 2002).

Sabendo de todas estas premissas, e com 0 intuito de exportar a carne bovina para a
Europa, os produtores das regibes tropicais e subtropicais, optam por recorrer aos
programas de cruzamento entre as subespécies B. indicus e B. taurus, utilizando
especialmente as ragas taurinas com origens britanicas, com o intuito de melhorarem os

indices produtivos dos seus rebanhos e a qualidade da carne, beneficiando da agéo da
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heterose. Os animais resultantes destes cruzamentos possuem a rusticidade e a resisténcia
ao clima tropical e aos insetos derivada dos B. indicus e melhores caracteristicas fisico-
gquimicas da carne, maior peso das carcacas, maior quantidade de gordura intramuscular e
de cobertura e maior area de lombo proporcionados pelo sangue dos B. taurus (Highfill et
al., 2012).

H& estudos que apontam que racas com diferentes padrdes de crescimento e
composicdo corporal apresentam diferencas no metabolismo proteico, lipidico e balanco
energético (Clarke et al., 1996; Cameron et al., 1994) e como consequéncia apresentam
mudangas no metaboloma da carne (Ritota et al., 2012; Straadt et al., 2014). Dessa forma, o
melhor conhecimento das bases metabodlicas responsaveis pelas caracteristicas de
interesse econdémico, possibilitariam melhorias substanciais no processo de producdo e
qualidade do produto final, a carne (D'Alessandro et al., 2011). Ainda a partir do
conhecimento do metaboloma, seria possivel identificar os metabolitos responsaveis pelas
caracteristicas de interesse e utilizd-los como marcadores aumentando o potencial, a
precisao e a rapidez da sele¢céo genética assistida, tanto para caracteristicas de crescimento
como para qualidade da carne (Clarke et al., 2009).

A partir do pressuposto de existirem diferencas no metaboloma entre ragas,
investigou-se, neste trabalho, o efeito que o grupo genético tem no metaboloma da carne

destas duas subespécies bovinas.

2.3. Suplementacdo com 6leo

A nutricdo a par com o melhoramento genético sao 0s principais fatores responsaveis
pelo progresso alcangado na producdo animal. A evolugdo e a melhoria dos parametros
zootécnicos tém sido conseguidas através de diversos estudos que se interessam pelos
efeitos que certos alimentos e formas de administra-los tém no desempenho e crescimento
dos animais e na carne que estes produzem.

No caso da bovinicultura para producdo de carne, um dos aspetos mais
influenciadores das caracteristicas da carcaca e propriedades fisico-quimicas da carne é o
tipo de dieta proporcionada aos animais no periodo antecedente ao abate, designado
acabamento ou engorda. Esta préatica € recomendada porque proporciona 0 aumento do
rendimento e do peso das pecas de carcaca (Prado et al., 2015), do peso vivo final e do
peso de carcaca quente, além de garantir maior espessura de gordura subcuténea e
gordura intramuscular (Rotta et al., 2009). Adicionalmente, o acabamento dos animais em

parques de engorda com dietas a base de cereais, em vez de pastagem, parece influenciar
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a percentagem de lipidos totais na carne (Rotta et al., 2009), assim como a deposi¢cdo de
gordura intramuscular e o perfil de &cidos gordos, nomeadamente de &cidos gordos
saturados e polinsaturados (Bressan et al., 2011b).

Durante este periodo nutricional os bovinos séo confinados em parques de engorda e
alimentados com dietas suplementadas com concentrados energéticos a base de cereais
e/ou 6leos. De acordo com Rosa et al. (2013) citando Palmquist & Mattos (2006), o uso de
lipidos nas dietas de ruminantes fornece &acidos gordos essenciais para o metabolismo,
aumentam a capacidade de absorcdo de vitaminas lipossolUveis e aumentam a eficiéncia
alimentar contribuindo para o aumento de deposicdo de gordura de cobertura das carcacas.
Adicionalmente, a incorporacdo de Oleos insaturados nas dietas de bovinos em
confinamento parece aumentar a percentagem de &acidos gordos polinsaturados em
hamburgueres produzidos a partir da carne e gordura desses animais (Cabral, 2016). Além
disso, este autor refere ainda que a utilizacéo de 6leos vegetais nas dietas também aumenta
a oxidacao lipidica dos hamburgueres em relacéo a dietas sem inclusao de 6leos vegetais.

Podemos assim perceber que a préatica de engorda de bovinos assentada numa dieta
suplementar com inclusdo de éleo é importante por variados motivos. Permite melhorar a
conformagéo e aumentar o peso das carcacas, tal como dos cortes de carne que tém maior
valor comercial. Proporciona uma melhor deposicdo lipidica de cobertura, essencial na
protecdo das carcagas durante o periodo de refrigeracdo, evitando prejuizos na qualidade
da carne, ao nivel da tenrura devido ao encurtamento dos sarcémeros pelo frio. E parece
possibilitar também alteragdes ao nivel do perfil de &cidos gordos na carne.

Nesse sentido, no nosso estudo foi utilizado 6leo de soja como suplemento alimentar
durante o periodo de acabamento para investigar qual o efeito que este alimento causava no

metaboloma da carne dos animais.

2.4. Conceito de Qualidade: Caracteristicas importantes na carne

A definicdo de qualidade € um conceito subjetivo, que varia consoante a mente e a
percecdo de cada pessoa, ndo se estabelecendo como um conceito estatico. Este varia
dependentemente do tempo, do local, entre outros pardmetros. A qualidade de um produto
pode ter, segundo Grunert (2005) duas dimensdes: qualidade objetiva, associada as
caracteristicas fisicas e quimicas de um produto e qualidade subjetiva, percecionada pelos
consumidores.

Relativamente a carne e aos seus derivados, estes devem fazer parte da dieta

humana numa forma equilibrada, pois contribuem beneficamente com varios nutrientes
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essenciais para a nossa saude, como € o0 caso de proteinas de grande qualidade,
aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas com elevada bio disponibilidade, como o caso
do ferro e da vitamina B12, lipidos e &cidos gordos e pequenas quantidades de hidratos de
carbono que sdo essenciais para o0 crescimento e manutencdo de um organismo saudavel.
Além disso, na sua composicao encontramos uma grande quantidade de agua que também
€ indispensével para a nutricdo humana (Heinz & Hautzinger, 2007).

Em relacdo a qualidade da carne de bovino, os atributos mais apreciados pelos
consumidores sdo a tenrura, suculéncia, sabor, cor e gordura intramuscular (Fontes et al.,
2011; Elzo et al.,, 2012; Crouse et al, 1989; Marshall, 1994). A obtencdo dessas
caracteristicas na carne é o grande foco para o qual produtores e industrias trabalham com
o intuito de satisfazer as espectativas dos consumidores. No entanto, esse objetivo torna-se
dificil uma vez que estas propriedades séo influenciadas por aspetos relacionados com o
pré e pos-morte dos animais. Parametros ante-mortem como 0 maneio, a alimentacao, a
genética, a idade, o sexo (Rotta et al., 2009), o transporte e o periodo na abegoaria (Costa,
2013) sao altamente influenciadores no metabolismo muscular e lipidico dos animais e que
mais tarde tém uma contribuicdo muito importante no produto final. Quanto as reacdes
bioquimicas que ocorrem post-mortem podem ser afetadas consoante as condigbes de
refrigeragdo das carcacgas (Aroeira et al., 2016), atividade proteolitica das enzimas, pH,
reservas de glicose nos musculos, contaminagdo microbiana, periodo de maturacdo da
carne, gordura de cobertura das carcagas, entre outras.

De facto, ndo foi encontrado na literatura uma conformidade para afirmar quais os
fatores in vivo que afetam mais a composicdo fisico-quimica da carne. Tendo autores
afirmando que é o grupo genético (Maggioni et al., 2010), enquanto outros defendem que é
a dieta que causa maior impacto diferenciador nas caracteristicas da carne bovina (Bressan
et al., 2011b).

Nesse sentido, ao longo do tempo tem-se investigado diferentes sistemas de nutricdo
e programas de melhoramento genético das racas bovinas. O objetivo destes estudos é
aumentar os rendimentos das carcacgas, produzir carne com melhores caracteristicas
sensoriais e adaptar os animais as diferentes condicfes ambientais e sistemas de producéo
de todo o planeta, inclusive as doencas e parasitas desses locais. Desta forma, pretende-se
aumentar a oferta e a disponibilidade do produto no mercado, além de melhorar a sua

qualidade nutricional para satisfazer as necessidades do ser humano.
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2.5. Metabolomica

A metaboldémica é a ciéncia que estuda o metaboloma, i.e., o conjunto de metabolitos
presentes nos fluidos e tecidos dos seres vivos. Por sua vez, os metabolitos sdo pequenas
moléculas que resultam do metabolismo celular, ou seja, sdo o produto final das
transformacdes quimicas da atividade dos genes e das proteinas no metabolismo, e podem
ser desde péptidos, aminoacidos, &cidos nucleicos, hidratos de carbono, &cidos organicos,
vitaminas, polifenois, alcaloides, minerais e todos 0s compostos quimicos que sdo
sintetizados ou transformados por um organismo (Wishart, 2008).

A metaboldmica tem sido utilizada com o objetivo de providenciar, em apenas uma
analise, uma descricdo global dos metabolitos presentes nos tecidos, num determinado
momento, dando a conhecer o estado fisiol6gico do organismo e o seu funcionamento
celular. A comparacao dos niveis de metabolitos sobre diferentes condi¢des bioldgicas pode
revelar informagfes Uteis para uma vasta area cientifica, como por exemplo, para o
crescimento animal e qualidade da carne.

Desta forma, a metabolémica é uma ferramenta de grande utilidade para o estudo do
metabolismo, fisiologia dos organismos e alteracdes post-mortem dos seus tecidos. Possui
grande potencial no desenvolvimento de bio-marcadores associados a caracteristicas
importantes na producdo animal e qualidade da carne. Os niveis de metabolitos presentes
nos fluidos e tecidos séo influenciados por diversos fatores, como a dieta, maneio, genotipo,
agentes ambientais, fatores que ocorrem pés abate, etc. Por isso, o estudo e a avaliacdo de
perfis metabolémicos da carne podem ter um papel preponderante para compreender como
determinados fatores influenciam as caracteristicas do crescimento e da qualidade da carne
(Brennan, 2014; Kim et al., 2016; Patti et al., 2012).

Apesar de ser uma area cientifica ainda em expansdo e desenvolvimento, ja existem
alguns estudos que comprovam a sua aplicabilidade em diferentes vertentes, como a
medicina, farmacologia, agronomia e ciéncia dos alimentos (Lee et al., 2011; Weljie et al.,
2006). Esta abordagem metodologica também foi ja aplicada ao estudo da qualidade da
carne e permitiu caracterizar o metaboloma (Ramanathan et al., 2015) e quantificar
inimeros metabolitos como substratos glicoliticos, aminoacidos e lipidos (Graham et al.,
2010), determinar componentes volateis relacionados com os atributos sensoriais (Lee et al.,
2011), comparar a qualidade da carne entre ragas de suinos com alta e baixa capacidade de
deposicdo de gordura (D'Alessandro et al., 2011), entre outros.

Para estudar o metaboloma recorre-se a 2 tipos de analises, que sdo classificadas
como analises alvo ou andlises ndo-alvo. As primeiras focam-se num grupo especifico de
metabolitos alvo, identificando-os e quantificando-os, sendo importantes para aceder ao

comportamento de um grupo especifico numa amostra sobre determinadas condicoes.
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Relativamente ao segundo tipo de analises, estas focam-se na detecdo do maior grupo de
metabolitos quanto possivel, para posteriormente identificar e quantificar os metabolitos
“chave” (Cevallos-Cevallos et al., 2009).

A identificacdo global do metaboloma em amostras bioldgicas, pode ser feita através
da Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e da Espectrometria de
Massa. Ambas as técnicas tém potencial para identificar a grande maioria dos metabolitos
presentes — analises ndo-alvo - ou na identificacdo de metabolitos predefinidos — analises

alvo.

2.6. Ressonéancia Magnética Nuclear (NMR)

No nosso caso de estudo utilizou-se a NMR, porque esta mostrou ser uma técnica
vidvel na determinag&o do metaboloma de produtos carneos, uma vez que a preparacao das
amostras é relativamente simples e analisa de forma rapida e precisa os metabolitos das
amostras (Brescia et al., 2002; Ritota et al., 2012), o que permite reduzir custos e tempo nas
andlises (Graham et al., 2010). Esta técnica possibilita ainda a detecdo de um vasto numero
de metabolitos, especialmente de amostras de carne de diferentes espécies (Castejon et al.,
2015).

Além de ser muito pratica para analisar um vasto grupo de amostras, a NMR ndo é
destrutiva, 0 que permite preservar a integridade das amostras, possibilitando a reutilizagdo
das mesmas em analises posteriores. A sua desvantagem é ser menos sensivel, do que a
espectrometria de massa, na identificacdo de metabolitos com pouca abundancia (Brennan
2014).

A NMR vem sendo utilizada para o estudo metabolémico de diferentes campos de
pesquisa. Desde o estabelecimento de diferencas entre duas espécies distintas de
mexilhdes e determinacdo da sua proveniéncia (Rochfort et al., 2013), passando pela
exploracdo da relacdo entre o metaboloma do leite e das suas propriedades tecnolégicas
(Sundekilde et al., 2011), como também no estabelecimento de relacdes entre o0s
metabolitos presentes na urina de bovinos e sistemas alimentares (Osorio et al., 2012).

Relativamente a abordagem mais focada na carne, existem trabalhos que
investigaram o metaboloma de carnes de bovinos sujeitos a tratamentos de irradiac&do
(Zanardi et al., 2015), também ja foram feitas andlises ao exsudado da carne (Castejon et
al., 2015), e caracterizaram-se diferencas ocorridas no metaboloma durante diferentes
periodos de maturagdo (Graham et al., 2010; Kim et al., 2016). Outras investigacdes

diferenciaram o metaboloma de 2 musculos entre 3 ragas de bovinos e uma de bubalino
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(Ritota et al., 2012), assim como de suinos de grupos genéticos diferentes (Straadt et al.,
2014).

Apesar de ja existirem alguns estudos de analise do metaboloma através da NMR, néo
foi encontrado nenhum trabalho na literatura que aborde a influéncia causada pelo grupo
genético e pela suplementacdo com 6leo no metaboloma da carne de bovinos. Por isso,
este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar o efeito do grupo genético e da
suplementacdo com 6leo de soja no metaboloma da carne de bovinos, através da
espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear e da Analise de Componentes
Principais.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo, FZEA-USP. Os
animais foram alojados nas instalacGes de confinamento do Departamento de Zootecnia da
FZEA-USP, localizado em Pirassununga — S&o Paulo. Os ensaios laboratoriais foram
realizados nas instalacdes da Embrapa Instrumentacéo, Sdo Carlos — Sdo Paulo.

Foram recolhidas amostras do musculo Longissimus de 60 novilhos com peso de
carcaca a variar entre 270 a 300 kg. A amostragem foi realizada com o intuito de representar
a variedade dos gendtipos e das condigbes de acabamento tipicamente observadas no
Brasil. O estudo foi composto por dados originados a partir de um arranjo fatorial 2x2 de
tratamentos, com 2 grupos genéticos e 2 dietas incluindo animais dos grupos genéticos B.
indicus (Nelore, n = 30) e B. indicus x B. taurus (%2 Nelore e ¥ Aberdeen Angus, n = 30).
Estes foram classificados de acordo com a dieta utilizada no seu acabamento, dieta de
controlo (DC) ou dieta suplementada com 3,5% de 6leo de soja (DO). Tanto na DC (n = 30,
dos quais 15 eram B. indicus e 15 eram B. indicus x B. taurus) como na DO (n = 30, dos
quais 15 eram B. indicus e 15 eram B. indicus x B. taurus) os animais foram alimentados ad
libitum, segundo a dieta demonstrada na Tabela 1, durante um periodo de confinamento de
100 dias para ambos os grupos, com 21 dias de periodo de adaptacéo.

Tabela 1 - Composi¢éo percentual da dieta utilizada na matéria seca (MS).

Controlo Oleo de Soja
Ingredientes (% MS)
Bagaco de cana 50 5,0
Silagem de milho 10,0 10,0
Milho grdo moido 58,0 54,5
Polpa de citrinos 16,0 16,0
Oleo de soja 0,0 3,5
Bagaco de soja 9,0 9,0
Ureia 1,2 1,2
Mistura mineral* 0,8 0,8
Nutrientes? (%)
Proteina Bruta 15,07 14,73
Extrato Etéreo 3,11 6,45
Proteina Degradavel no Rumen 10,06 9,89
Nutrientes Digestiveis Totais 78,92 82,28
Célcio 0,48 0,48
Fosforo 0,37 0,36

1 A mistura mineral contém (por kg): célcio (min/méax), 200-250 g; foésforo, 20 g; zinco, 2000 mg; cobre, 450 mg; manganés, 800
mg; magnésio, 15 g; iodo, 45 mg; enxofre, 32 g; cobalto, 27 mg; sédio, 80 g; selénio, 18 mg; vitamina A, 60000 Ul; vitamina D3,
45000 Ul; vitamina E, 400 Ul; monensina so6dica, 1500 mg. 2 As dietas foram formuladas para suprir ou exceder as exigéncias
nutricionais de novilhos em acabamento (NRC, 2000).

21



3.2. Abate

No final do periodo de confinamento, os animais foram pesados e embarcados para o
matadouro comercial, onde permaneceram na abegoaria cerca de 12 horas em jejum sélido
para posteriormente serem abatidos. Os animais sofreram insensibilizacdo por pistola
pneumatica, seguida pela sangria. As carcacas foram colocadas durante 24 horas numa
camara frigorifica a cerca de 0-2°C. Depois deste periodo de post-mortem, foram retiradas
da meia carcaca esquerda de cada animal, entre a 122 e 132 costela, uma amostra do
Longissimus (bifes de 2,5 cm de espessura), que foi etiguetada e embalada individualmente
a vacuo de acordo com o numero do animal e maturadas por 72 horas, com temperatura

entre 0-4°C, para posterior extracdo dos metabolitos.

3.3. Preparacdo de amostras

\

Procedeu-se a extracdo dos metabolitos polares das amostras de carne usando
metanol, cloroférmio e agua, como descrito no trabalho de Beckonert et al. (2007).

Cortou-se as amostras de tecido muscular de forma a obter a mesma massa para
todas elas, colocando-se 1 g de cada uma num tubo de ensaio, onde foi adicionado
nitrogénio liquido e, de seguida, triturou-se e transferiu-se para tubos de centrifugacéo tipo
Falcon® de 50 ml. Em cada tubo adicionou-se 4 ml de metanol e 0,85 ml de &gua.
Sucessivamente colocou-se no agitador tipo Vortex e adicionou-se 2 ml de cloroférmio e
agitou-se novamente. Para finalizar, adicionou-se mais 2 ml de cloroférmio e 2 ml de a4gua
aos tubos e agitou-se outra vez. Transferiu-se os tubos com as amostras para o0 gelo
durante 15 minutos. Depois deste tempo as amostras foram colocadas na centrifuga durante
15 minutos e centrifugados a 1,000g e temperatura de 4°C. Durante a centrifugagdo as
amostras separaram-se em duas fases, uma superior onde se encontrava o metanol e a
agua, que continha os metabolitos polares, e uma fase inferior com o cloroférmio, que tinha
0S componentes apolares, ambas as fases estavam separadas por proteinas e detritos
celulares.

Extraiu-se, através de uma micro pipeta, ambas as fases separadamente para tubos
de centrifugacdo tipo Falcon®, identificou-se e armazenou-se a -80°C. Liofilizou-se as

amostras para remocao dos reagentes, ficando apenas os metabolitos polares.
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3.4. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear

O metaboloma das amostras de carne foi determinado através de RMN (Bruker
Corporation, Ettlingen, Alemanha) de 600 MHz para frequéncia de hidrogénio, nas
instalacbes da Embrapa Instrumentacdo, S&o Carlos, SP. Neste procedimento suspendeu-
se a extracao do tecido polar em 580 pl de tampdo da RMN (100 mM fosfato de sodio
tampdo, pH 7.4, em D,O (6xido de deutério) contendo 0.1-0.5 mM TSP (4cido 3-
trimetilsililpropionico) e procedeu-se a agitacdo de cada tubo. Posteriormente, transferiu-se
550 pl de amostra preparada para os tubos de 5 mm de RMN e colocou-se esses tubos no

aparelho a 600 MHz, onde se obteve os espectros.

3.5. Analise de dados

Cada animal foi considerado uma unidade experimental para todas as variaveis
analisadas e os dados foram considerados como tendo sido originados a partir de um
arranjo fatorial de tratamentos, com 2 grupos genéticos e 2 sistemas de acabamento.

As imagens do espectro de RMN foram processadas através do software AMIX
(Bruker; Sao Paulo, SP, Brasil) para a obtencdo da Analise de Componentes Principais
(PCA) com o objetivo de estudar os efeitos do sistema de acabamento, grupo genético e a
sua interacdo, sobre as variaveis resposta avaliadas, i.e., 0 metaboloma de ambos os
grupos genéticos e de sistemas de acabamento diferentes. Como a interacdo estudada
mostrou ndo haver formacdo grupos especificos, foi retirada do modelo e os dados
reanalisados com um novo modelo incluindo apenas os principais efeitos do grupo genético
e da dieta sobre 0 metaboloma.

A identificacdo de alguns metabolitos procedeu-se recorrendo ao software Chenomx
NMR Suite 7.5 (Chenomx, Edmonton, Alberta, Canada).
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4. Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra a lista de metabolitos que foram detetados na carne de bovino e as
respetivas concentragbes. A andlise para detecdo dos metabolitos foi realizada a 10
amostras de carne aleatérias. O valor da concentracdo de cada metabolito apresentado na
tabela resulta da média da concentracdo, desse mesmo metabolito, nas 10 amostras de

carne analisadas.

Tabela 2 - Lista de metabolitos encontrados na carne e a sua concentragédo (umolar).

Metabolitos Concentracdo (umolar)  Metabolitos Concentragdo (umolar)
Niacinamida (Vitamina B3) 0,1 Carnitina 1,4
ATP 0,1 Frutose 1,9
Glucose -1- fosfato 0,1 Glutamina 2,3
Glutationa 0,1 Glucose -6- fosfato 24
Riboflavina (Vitamina B12) 0,1 Creatinina 10,3
Valina 0,1 Acido Glucénico 11
Inosina 0,2 Lactato 21,6
Hipoxantina/ Adenina 0,2 Glicerol 130
Ribose 0,2 2-Metilglutarato n. g.
Inosina 0,3 Acetato n.g.
sn-Glicero -3- fosfocolina 0,3 Carnosina n.g.
Succinato 0,3 Etilenoglicol n.g.
Anserina 0,5 Glicina n.g.
Acetilcarnitina 0,5 Glucose n. g.
Treonina 0,5 Acido Glicurénico n. g.
ADP 0,6 Glutamato n. g.
Metil-nicotinamida 0,6 Isoleucina n. g.
Glutationa 0,7 Leucina n. g.
Malonato 0,7 Metil-malonato n. g.
Alanina 0,9 NADH n.g.
IMP 0,9 N — 6xido de trimetilamina n.g.

NADH — Forma reduzida de dinucleétido de nicotinamida e adenina.
n. g. — Nao quantificado.

Podemos reparar que alguns metabolitos foram detetados e quantificados, enquanto
outros apenas foram detetados, ndo tendo sido possivel quantificar a sua concentragéo por
se encontrar em niveis muito baixos.

De forma geral, e apés uma andlise detalhada a todos os metabolitos detetados, pode
dizer-se que houve uma grande diversidade de compostos encontrados nas amostras de
carne. Desde vitaminas, purinas, aminoacidos essenciais e ndo essenciais, antioxidantes
naturais, sacarideos, péptidos, nucleétidos, etc. Alguns deles vale a pena abordar devido a

sua relevancia nos produtos carneos relativamente a varios aspetos, nomeadamente
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caracteristicas organoléticas e a concentracdo encontrada. Outros sao apenas metabolitos
provenientes de metabolismos secundarios e terciarios do organismo que hdo merecem um
maior destaque porque cré-se que ndo tenham influencia nas caracteristicas da qualidade
da carne. Além disso ja foram encontrados em outros estudos sobre o metaboloma da carne
de bovino (Graham et al., 2010; Jung et al. 2010; Zanardi et al., 2015), da carne suina
(Straadt et al., 2014) e do leite bovino (Melzer et al., 2013).

Nota-se que o0s metabolitos presentes em maior quantidade foram o glicerol (130
pumolar), lactato (21,6 pmolar), acido glucénico (11 pumolar) e creatinina (10,3 pmolar). O
glicerol € um composto dos triglicerideos e dos fosfolipidos, que se origina a partir da
lipdlise. E libertado na corrente sanguinea juntamente com A&cidos gordos quando o
organismo utiliza as reservas lipidicas como fonte de energia. Além disso este também pode
ser convertido em glicose pelo figado e, posteriormente, fornecer energia as células
(Goldansaz et al., 2017). A sua presenca na carne sugere que 0s animais no momento do
abate estivessem a hidrolisar reservas lipidicas ou, por outro lado, a lipélise tenha ocorrido
na carne, ao nivel enzimatico, durante o periodo de transformacdo do musculo em carne ou
durante a maturagdo. Outros autores também encontraram este metabolito em estudos
sobre a carne de bovino (Jung et al., 2010; Zanardi et al., 2015) e de suino (Straadt et al.,
2014).

A detecéo do lactato nas nossas amostras ndo é surpreendente, uma vez que ja havia
sido detetado noutros trabalhos (Graham et al., 2010; Zanardi et al., 2015; Jung et al., 2010).
Como explicam Graham et al. (2010) no seu estudo, o lactato aparece na carne porque ap6s
a morte, as células musculares tentam manter a homeostase mas devido a supressdo de
oxigénio, estas passam a produzir energia a partir do metabolismo anaerdbio, resultando na
formacéo de acido lactico. Em situag6es normais este seria conduzido até ao figado e seria
ressintetizado, mas com a cessac¢do da circulacdo sanguinea acumula-se nos musculos
causando a diminuicdo do pH. Dai ser encontrado no metaboloma da carne neste e noutros
estudos.

Relativamente ao acido gluconico, a interpretacdo que podemos fazer, sobre a sua
presenca nas amostras de carne, € muito superficial. Ndo foram encontradas informacdes
que abordassem as funcbes deste metabolito no organismo nem na carne. Contudo,
especula-se que derive de metabolismos secundarios, pouco relevantes no metabolismo
proteico e lipidico que acontece nos musculos e que possam influenciar as caracteristicas
da carne. Apesar de tudo, também foi encontrado por Melzer et al. (2013) no seu trabalho
sobre leite bovino, embora estes autores ndo tenham especificado quaisquer detalhes sobre

este composto.
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A creatinina, por sua vez, € um composto constituinte do tecido muscular e dai a sua
presenca acentuada na carne. Além deste, existem outros constituintes muito presentes em
tecidos musculares que também foram detetados, tais como a alanina, carnitina e glutamina
(aminoacidos néo essenciais), a carnosina (dipéptido), a isoleucina e leucina (aminoacidos
essenciais) envolvidos em processos metabdlicos proteicos, lipidicos e energéticos
(Goldansaz et al., 2017).

Pode-se ainda reparar que foi detetado ATP, ADP, ribose, varias formas de glucose e
frutose. Todos eles tém fungbes importantes em mecanismos energéticos. E € de salientar
que apoés o rigor mortis e alguns dias de maturacédo da carne, ainda sejam encontrados este
tipo de constituintes na carne. Embora também ja tivessem sido encontrados por outros
autores (Graham et al., 2010; Ritota et al., 2012). Relativamente a frutose destaca-se o facto
desta poder influenciar o flavour da carne devido ao seu sabor doce e aroma frutado que
emite.

A IMP (inosina monofosfato) tal como relatado por Straadt et al. (2014) foi
encontrada em maior quantidade numa raca cruzada de suinos que mostrou ter um
metabolismo post-mortem menos acelerado e menor suscetibilidade ao stress, indicando
gue este metabolito pode estar correlacionado com animais mais tolerantes ao stress e

consequentemente que produzam carne de melhor qualidade.

Na Figura 3, temos a PCA dos metabolomas das amostras de carne de bovino em
funcdo dos tratamentos. Cada ponto colorido corresponde a um metaboloma com o
respetivo tratamento, conforme enunciado na legenda da figura. Os componentes principais

1 e 2 representam a variancia quantitativa e qualitativa, respetivamente.
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Figura 3 — PCA dos metaboloma em funcao dos tratamentos. Pontos: verdes (Nelore e DC); pretos (cruzados e
DC); vermelhos (Nelore e DO); azuis (cruzados e DO).
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Nota-se que ndo houve formacdo de grupos especificos em funcdo do tratamento,
estando todas as variaveis distribuidas de forma aleatéria e relativamente perto da zona de
variabilidade nula. O que sugere ndo haver diferencas no metaboloma das amostras de
carne, causadas pela acdo dos tratamentos. E por isso, neste caso de estudo, nem o grupo
genético nem a suplementacdo com 6leo de soja na dieta tiveram efeito diferenciador no

metaboloma da carne de bovinos.

Embora neste trabalho ndo se tenha encontrado efeitos dos tratamentos no
metaboloma da carne, outros autores (D'Alessandro et al., 2011) conseguiram diferenciar
através de andlises protedmicas e metabolémicas, ao musculo Longissimus lomburum, duas
racas distintas de suinos. Nao querendo comparar estes 2 trabalhos devido a discrepancia
entre os procedimentos e tratamentos, pensa-se que D'Alessandro et al. (2011)
conseguiram encontrar diferencas entre os grupos de animais estudados, porque o material
biol6gico que analisaram foi musculo recolhido 24 horas ap0s o abate, enquanto no
presente trabalho analisou-se carne com 72 horas de maturagéo.

Cré-se que o facto de, no presente estudo, ter-se analisado carne maturada possa ter
influenciado o metaboloma. Isto porque durante o processo de maturagdo ocorrem uma
série de processos bioquimicos que alteram a integridade da carne. Assim, caso 0s
tratamentos tenham causado algum efeito nos masculos in vivo, estes eventuais efeitos
podem ter sido apaziguados durante o processo de maturagao.

Ritota et al. (2012) também conseguiram caracterizar tecidos de 3 ragas bovinas e
uma 1 raca bubalina. Neste caso conseguiram obter melhores capacidades discriminativas
entre o Bufalo e a Chianina, do que entre 0s outros grupos. Esta maior discriminagdo
registada pode ser explicada pelo seu maior afastamento taxonémico, uma vez que 0s
Bufalos correspondem ao género Bubalus e a Chianina pertence ao género Bos.

Assim, no presente trabalho, também seria espetavel encontrar distingdes entre os
metabolomas da carne das duas subespécies bovinas examinadas. Para além dos
importantes efeitos da maturacdo, outra explicacdo para a auséncia de efeitos dos
tratamentos encontrada entre 0s grupos genéticos em estudo podera estar relacionada com
a utilizacdo de animais cruzados (B. indicus x B. taurus) e ndao de animais oriundos de uma
raga pura (B. taurus). Sabe-se que a proveniéncia destes F1 € ¥ sangue Nelore e %2 sangue
Aberdeen Angus. Nesse caso, ndo estamos a avaliar 2 grupos genéticos completamente
distintos, uma vez que 50% dos genes destes animais é equivalente ao outro grupo em
estudo (B. indicus). Por essa razdo, supbem-se que a variagdo encontrada entre o0s
metabolomas da carne destes animais ndo tenha diferenciado.

Além disso, estes dados vado ao encontro do que foi relatado por Gama et al. (2013),

observando-se um comportamento da descendéncia hibrida, resultante do cruzamento entre
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Nelore e Aberdeen Angus, mais préximo da raca Nelore no que toca a atividade estimada da
A°® desaturase. Sugerindo a existéncia de alguns loci e o efeito da dominancia genética em
algumas enzimas envolvidas na sintese e no metabolismo dos acidos gordos.

O efeito que a heterose produz nos seres vivos depende do ambiente onde ocorre a
producdo. Por essa razdo € frequente os hibridos demonstrarem melhores desempenhos
produtivos em meios desfavoraveis as racas puras, 0 que nos indica a contribuicdo que a
heterose tem na adaptabilidade dos animais ao meio (Barlow, 1981 citado por Gama et al.,
2013). Neste estudo, o vigor hibrido oferecido pelo B. indicus proporcionou aos cruzados a
adaptacdo fisiolégica necessaria para enfrentarem as condi¢cdes adversas do ambiente
tropical, desfavorecedor aos B. taurus.

Por outro lado, ja foi demonstrado (Maggioni et al., 2010), que animais que provém de
cruzamentos B. indicus x B. taurus (Nelore x Europeu) tém melhores desempenhos, tanto ao
nivel da carcaca como das caracteristicas da qualidade da carne, em relacdo a animais B.
indicus (Nelore), que se supbe ser devido a heterose. Tal ndo foi possivel concluir neste
estudo, a partir dos dados que se obteve. Os resultados do estudo de Prado et al. (2003)
vao de encontro aos nossos, ha medida em que também ndo se encontraram efeitos nem
do grupo genético nem da dieta ao nivel da composi¢cdo de acidos gordos da carne B.
indicus (raga desconhecida) e B. indicus x B. taurus (racas desconhecidas). Isto supde que
a alimentacé@o e a genética possam influenciar mais os indices produtivos dos animais in
vivo do que a composicdo das suas carnes. Remetendo-nos para a ideia de que o
metaboloma da carne possa ser mais suscitavel aos fatores post-mortem do que aos fatores
ante-mortem, como 0 grupo genético e a dieta.

Noutro trabalho (Osorio et al., 2012) investigou-se o uso da metaboldmica para
diferenciar o sistema de producdo de carne bovina através de analises a urina e aos
musculos. Estes animais foram produzidos segundo 4 sistemas alimentares diferentes:
pastagem; confinamento + concentrado energético; silagem + pastagem; silagem +
pastagem + concentrado. Tendo-se conseguido mostrar a existéncia de uma diferenciacéo
entre os metabolomas de animais produzidos com distintos sistemas alimentares. Embora
as evidéncias tenham sido mais fortes nas amostras de urina do que nos musculos. E o
metaboloma do tecido muscular, tenha mostrado uma diferenciacdo superior na comparacao
entre a pastagem e o concentrado.

No estudo de Osorio et al. (2012), estudaram-se dietas muito distintas. No presente
ensaio as dietas estudadas eram ambas concentrado de acabamento, diferindo apenas na
incluséo de 3,5% de 6leo de soja. Este facto podera explicar a auséncia de efeito da dieta
nos metabolomas das carnes dos nosso animais. Ou seja, a adi¢do de 3,5% de dleo de soja
pode ndo ter sido suficiente para influenciar o metaboloma da carne. Possivelmente, a

comparagdo entre o sistema de pastoreio e o sistema de confinamento com alimento
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concentrado energético teria mostrado maior variabilidade no metaboloma da carne, tal
como no trabalho de Osorio et al. (2012) e explicado por Bessa et al. (2015).

Em conformidade com esta teoria esta o estudo de Ito et al. (2010), onde os autores
dizem que o 6leo de soja, juntamente com gréaos de linhaca, ndo altera o desempenho
produtivo, a ingestdo de matéria seca (IMS), nem as caracteristicas de carcaca, quando
aplicados numa quantidade de extrato etéreo até 7%. J& Rosa et al. (2013) no seu estudo,
afirmam que a adicdo de 6leo de soja ou de linhaca na dieta ndo provocou alteragbes na
IMS, de proteina bruta nem de fibra solGvel em detergente neutro, em compara¢do com as
dietas de controlo, mas por outro lado a suplementacdo mostrou-se benéfica no GMD e
eficiéncia alimentar, promovendo um melhor peso ao abate e rendimento de carcaga dos
animais.

O estudo das caracteristicas da qualidade da carne dos animais provenientes do
presente ensaio foi destinado a outra dissertagdo e conduzido por outro estudante de pds-
graduacdo (Antonelo, dados ainda ndo publicados). Contudo, o metaboloma da carne
podera estar relacionado com caracteristicas da qualidade da carne e refletir os processos
bioquimicos de transformagéo do musculo em carne.

O pH da carne as 24 horas é utilizado como importante indicador da qualidade da
carne e de monitorizagdo dos processos post-mortem de transformagcdo do muasculo em
carne, pelo que os valores obtidos nos foram cedidos para facilitar a interpretacdo do
resultado dos metaboloma da carne. De facto, a semelhan¢ga do observado para o
metaboloma, o pH as 24 horas apresentou um valor médio + erro padrao de 5,7+ 0,08 nédo
variando (P = 0,54) nem com o grupo genético nem com a dieta. Contrariando assim outros
estudos que reportam que a raca Nelore é mais temperamental e, consequentemente,
produzem geralmente carnes com valores de pH mais elevado do que a raca Aberdeen
Angus (Silveira et al., 2006).

Apesar de ndo ter sido encontrado efeito dos tratamentos, pode-se realcar a existéncia
de 5 potenciais outliers (Figura 3), associados a amostras que se encontram localizadas fora
da regido de similaridade entre tratamentos. Correspondendo a 2 amostras de carne de
animais Nelore suplementados com 6leo (identificado a vermelho na Figura 3), 1 amostra de
carne de cruzado acabado com 6leo (identificado a preto na Figura 3) e 2 amostras de carne
de animais Nelore acabados sem 6leo (identificado a verde na Figura 3). Destaca-se a
predominancia de amostras de carne da raca Nelore que se apresentam no universo dos

possiveis outliers, contudo ndo é possivel retirar conclusdes desse facto.
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Embora na Figura 3 se tenha verificado a auséncia de efeitos dos tratamentos sobre
0s metabolomas das amostras de carne, realizou-se uma analise para descobrir a influencia

de cada variavel — metabolitos — nos componentes principais (Figura 4).
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Figura 4 — Loading plot do modelo de PCA da carne, mostrando a variabilidade e distribuicdo dos metabolitos
nos componentes principais.

Pode observar-se, pela Figura 4, os metabolitos que mais contribuiam para a
variabilidade dos metabolomas. Do lado direito da figura encontra-se um grupo de
metabolitos que se afastaram da zona de variabilidade nula para uma zona de maior
variabilidade. Indicando que a IMP, a hidroxilisina e carnitina, a alanina e creatina, a metil-
histidina e a creatinina foram os metabolitos que mais contribuiram para a variabilidade
entre os metabolomas. Alguns pontos, aparecem com um ou mais metabolitos porque os
seus picos no espectro de NMR aparecem sobrepostos, ndo permitindo uma correta
distincéo e identificagéo.

Estudou-se pormenorizadamente o0s metabolitos destacados para se poder
compreender quais as fungbes que cada um desempenha no organismo e na carne:

e A creatina esta presente no organismo maioritariamente na forma de
fosfocreatina, atuando como uma fonte de energia para a contracdo muscular.
Esta entra no processo de regeneracdo de adenosina trifosfato (ATP),
transferindo o seu fosfato a molécula de adenosina difosfato (ADP)
possibilitando assim a sintese de ATP nos musculos. A suplementacao
alimentar de suinos com creatina monoidrato, mostrou um melhoramento do
aumento de peso dos mesmos (Young et al., 2007);

e A creatinina € um composto derivado do catabolismo da creatina muscular, a

sua taxa de sintese e concentracdo no plasma é influenciada pelo nivel de
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massa muscular e atividade fisiolégica de cada organismo. Assim sendo,
animais mais atléticos e/ou de maior massa muscular apresentam uma
concentracao plasméatica superior. A sua excrecdo na urina também esta
correlacionada com o peso vivo e com a quantidade de massa muscular
(Costa e Silva et al., 2012; Forbes & Bruining, 1976; Van Niekerk et al., 1963);
A IMP resulta da desaminacdo da adenosina monofosfato (AMP), que ocorre
ap6s um periodo de contracdes musculares de alta intensidade. Como
demonstrado por Sahlin et al. (1989) a IMP encontra-se em baixas
concentracdes nos musculos humanos em periodos de repouso e de
exercicio de baixa intensidade, aumentando a sua concentracdo apoés
exercicios intensos sob a utilizacdo de energia anaerdbia, tendo por isso uma
correlacdo positiva com o lactato e negativa com a fosfocreatina. Ja foi
referido em alguns trabalhos (Aliani & Farmer, 2005; Durnford & Shahidi,
1998; Tiikk et al., 2006) como um fator importante da palatibilidade da carne
por ter um gosto saboroso e agradavel, embora também tenha sido mostrado
por Piao et al. (2015) que esta ndo se correlaciona com as caracteristicas
sensoriais.

A hidroxilisina € um aminoacido que resulta da hidroxilacdo da lisina e é
fulcral na biossintese de colagénio, fazendo parte da constituicdo deste. Por
sua vez, o colagénio é uma proteina estrutural do tecido conjuntivo,
conhecida pela sua baixa solubilidade devido as suas ligagOes
intermoleculares cruzadas que tendem a aumentar com a idade do ser vivo.
Devido a isso, a carne dos animais mais jovens, com menos ligacbes
cruzadas faz com que este composto seja mais soluvel, resultando numa
carne mais tenra do que a de animais mais velhos, que possuem um namero
maior de ligacdes cruzadas e consequentemente colagénio menos soluvel
(Tatum, 2011).

A carnitina € um nutriente sintetizado a partir dos aminoacidos, lisina e
metionina, e encontra-se nas células do tecido esquelético, onde
desempenha duas fun¢des: transporte de &cidos gordos de cadeia longa até
a mitocondria, onde posteriormente sdo oxidados conduzindo a producgéo de
energia na forma de ATP; e ajuda a controlar a producdo excessiva de
acetilcoenzima A, originando acetilcarnitina. Desta forma, a carnitina
desempenha um papel importante na producéo de energia celular (Shimada
et al., 2004). Um estudo sobre a suplementacéo de carnitina sugere que esta
ndo afecta a performance de crescimento de ruminantes quando alimentados

com uma dieta tipica (Hill et al., 1994), mas em contrario outro estudo aponta
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gue a suplementacdo pode trazer beneficios eficientes no ganho de peso de
vitelos alimentados com uma dieta concentrada em proteina bruta de frangos
(Bunting et al., 2002).

A metil-histidina € um aminoacido que se encontra na constituicao da actina e
da miosina, formando-se no decorrer do catabolismo destas proteinas
miofibrilares do tecido muscular. Este € eliminado diretamente do organismo,
pela urina, sem sofrer qualquer tipo de reutilizacdo. Por essa razéo e,
segundo Harris e Milne (1981), pode ser utilizado como um indicador de
degradacdo proteica muscular em bovinos. Além disso, 0s mesmos autores
confirmaram que a taxa de excregao deste metabolito, na urina de bovinos
machos, esta correlacionada com o peso vivo. Heiderich (2014) também
mostrou que a taxa de excre¢do da metil-histidina € inferior em animais com
mais idade, provando que a taxa degradacao e renovacgao proteica do tecido
muscular sdo afetadas pela maturidade do animal e pelo teor de proteina
bruta na dieta.

A alanina é um aminoacido ndo essencial que resulta da conversdo do
piruvato ou da degradacdo do ADN e da carnosina e anserina. Encontra-se
em grande concentragdo nos musculos e funciona como uma fonte principal
de energia nos mesmos. E por isso que esta presente em niveis muito
elevados nos produtos carneos. Este colabora na conversdo de glucose em
energia e eliminacdo de toxinas em excesso no figado. A sua contribuicdo é
essencial na preservacao dos niveis de azoto e glucose no organismo, que
acontecem através do Ciclo da Alanina. Neste processo, aminoacidos em
excesso sao transportados até uma molécula recetora, o piruvato (produzida
na glicolise), transformando-se em alanina e encaminhada até ao figado. Este
extrai azoto da alanina e converte-lo em piruvato novamente, que pode ser
utilizado para produzir glucose. O azoto em excesso é transformado em ureia
e excretado na urina. Este ciclo proporciona ao organismo uma fonte de
energia para o metabolismo celular, assegurando um constante fornecimento
de piruvato para a sintese de glucose e aminoacidos. A alanina desempenha
por estas razBes um papel importante no equilibrio glicolitico do organismo,
tanto em situacdes de hiperglicemia e hipoglicemia. Além disso, tem uma
atuacao preponderante na reproducdo e imunidade dos linfécitos (Goldansaz
et al., 2017)
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Realizou-se também uma andlise de PCA separando o grupo genético, para testar se
dentro da mesma base genética de animais, os metabolomas variavam em funcéo da dieta
(Figura 5 e 6).

Na Figura 5, tem-se o PCA referente aos metabolomas das amostras de carne dos
animais cruzados em funcdo da dieta. Nota-se uma pequena aglomeracdo entre 0s
metabolomas de animais alimentados com a mesma dieta, € a0 mesmo tempo, um
afastamento entre os metabolomas de animais com dietas diferentes. Isto sugere que neste
grupo genético, a suplementagdo com Oleo possa ter provocado uma ligeira tendéncia
diferenciadora entre os metabolomas. Verifica-se ainda um grande afastamento, da zona de
variabilidade nula, de cinco pontos (circulos vermelhos) pertencentes aos metabolomas da
dieta com oOleo.
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Figura 5 — PCA do metaboloma da carne de animais cruzados em funcdo da dieta. Pontos: pretos (dieta
controlo); azuis (dieta suplementada).

Relativamente a Figura 6, tem-se o PCA dos metabolomas das amostras de carne de
animais Nelore em funcdo dos 2 sistemas alimentares. Ao contrario da figura anterior,
referente aos animais cruzados, neste caso verifica-se uma distribuicdo aleatéria dos
pontos, sem qualquer tipo de tendéncia. Pressupondo-se que a suplementacdo com 6leo de

soja na dieta, ndo exerce nenhum efeito no metaboloma da carne dos animais Nelore.
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Figura 6 — PCA do metaboloma da carne de animais Nelore em funcéo da dieta. Pontos: azuis (dieta controlo);
pretos (dieta suplementada).

O tipo de sistema de acabamento é o que mais influencia a deposi¢cédo de gordura de
cobertura nas carcacas de bovinos, assim como a concentracao de &cidos gordos saturados
e polinsaturados (Bressan et al., 2011b). Além disso, os B. taurus da raga Aberdeen Angus
sdo animais precoces com maior predisposicdo para produzirem carnes mais tenras e com
maiores teores de gordura intramuscular, do que racas zebus. Quando utilizados em
cruzamentos com B. indicus, da raca Nelore, originam carnes com maiores quantidades de
gordura (Maggioni et al., 2010). No presente ensaio, os dados analiticos da gordura
intramuscular foram em média 1,9% (Antonelo, dados ainda nado publicados), ndo tendo
diferindo significativamente entre 0s grupos genéticos nem nas dietas. Apesar disso,
esperava-se que a adicao da fonte lipidica na dieta de acabamento promove-se maior
diferenciacdo nos metabolomas da carne nos bovinos cruzados do que dos bovinos Nelore
puros. Embora os dados da PCA ndo sejam plenamente conclusivos, constatou-se que
houve uma ligeira tendéncia aglomerante e diferenciadora entre os metabolomas dos
animais cruzados, causada pela adicao do 6leo de soja comparativamente a DC, que ndo
existiu nos metabolomas dos animais Nelore.

Existem varios estudos que foram feitos com o interesse de perceber de que forma é
que a suplementacéo lipidica pode ou nao afetar as caracteristicas de desenvolvimento dos
animais e a producdo da carne. Alguns autores notaram que a inclusdo de éleo de soja, a
determinadas concentracdes, influenciava o desempenho produtivo (peso final, GMD, IMS)
dos animais e, consequentemente, o rendimento de carcaca, a gordura intramuscular e a
composicdo de carcaca (Grisworld et al., 2003; Engle et al., 2000; Aharoni et al., 2005).
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Além disso, Engle et al. (2000), reportaram que os novilhos alimentados com uma dieta com
6leo originaram maior concentracao plasmatica de colesterol.

A administracdo de uma fonte lipidica influencia a composi¢cdo de acidos gordos da
carcaca, tanto ao nivel dos musculos, como do tecido adiposo e, consequentemente, da
carne, se bem que esse efeito é fortemente modulado pelo tipo de dieta base (Bessa et al.,
2015). Estas influéncias foram evidenciadas por Aharoni et al. (2005), onde a
suplementacdo de dietas ricas em forragem, com 6leo de soja, originou um aumento no
conteudo de &cido vacénico (18:1 trans-11) e &cido linoleico conjugado (CLA) tanto na
gordura intramuscular como subcutanea. Estes autores também mostram que os &cidos
gordos saturados totais foram inferiores, os acidos gordos polinsaturados totais e os acidos
gordos totais trans foram superiores na dieta com suplementacdo do que na dieta de
controlo.

Outro trabalho (Grisworld et al., 2003) também demonstrou que a adicdo de 6leo de
soja a dietas de confinamento alterou o perfil lipidico dos tecidos musculares,
nomeadamente com o aumento do teor de acido linoleico e da tendéncia crescente de &acido
linolénico, sem grande efeito no CLA.

No caso de carnes cruas e cozinhadas, de bovinos acabados com uma dieta
suplementada com 6leo de soja, estas apresentaram maior teor total CLA do que outros
regimes alimentares (Lorezen et al., 2007). Estes autores explicam que isto podera dever-se
ao facto do 6leo de soja conter grandes quantidades de &cido linoleico, que pode ser
convertido em CLA através da bio hidrogenagéo ruminal.

Os efeitos da suplementacdo lipidica no metabolismo tém inumeros resultados, tal
como observamos. Estes variam consoante varios fatores, tais como, a concentragcdo e
fonte lipidica usada, o tipo de animal e estado fisiologico, a forma de suplementacédo, outros
componentes da dieta como o tipo de forragem, etc. Embora Osorio et al. (2012) tenham
conseguido identificar o sistema alimentar de bovinos através do metaboloma dos musculos,
as provas reunidas neste trabalho séo inconclusivas. Apesar de uma pequena diferenciacdo
causada pelo tipo de dieta tenha sido evidenciada nos animais cruzados, no outro grupo
genético nao foram encontradas provas de divergéncia causadas pelo regime alimentar,

devido a dispersdo dos pontos.

Neste caso, também se quis averiguar quais os metabolitos que mais influenciavam a
variabilidade dos metabolomas dentro de cada grupo genético. As Figuras 7 e 8 mostram a
distribuicdo e a influencia dos metabolitos nos componentes principais. A figura 6, esta

relacionada com o metaboloma dos cruzados e a figura 7, com o metaboloma dos Nelore.
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Figura 8 — Identificagcdo dos metabolitos em fungdo dos componentes principais, no grupo genético de animais
Nelore.

Em ambas as figuras, observou-se uma série de compostos que se afastaram da
regido de menor variabilidade para uma regido de maior variabilidade. Identificou-se essas
moléculas e comparou-se.

Chegou-se a conclusao que, os metabolitos que apresentaram maior variabilidade
nos 2 grupos genéticos foram os mesmos, a exce¢do da valina nos Nelore. Ou seja, apesar
da inclusdo do 6leo ter provocado uma ligeira influencia no metaboloma dos cruzados, a

variacdo dos metabolitos entre os 2 grupos nao foi significativamente diferente. Levando a
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crer gue ndo ha diferencas entre os metabolomas da carne entre 0s 2 grupos genéticos, ao
contrario do reportado por Ritota et al. (2012) em bovinos e por Straadt et al. (2014) em
suinos.

Relativamente a valina, pelo que se sabe, € um aminoacido essencial. Este,
juntamente com a leucina e isoleucina, pertencem ao grupo de aminoacidos de cadeia
ramificada e s@o importantes no organismo animal porque estdo envolvidos com o stress,
energia e metabolismo muscular. Apesar das suas similaridades estruturais, estes trés
aminoacidos possuem diferentes vias metabolicas, estando a valina apenas na via dos
hidratos de carbono, a leucina exclusivamente na dos lipidos e a isoleucina em ambas

(Goldansaz et al., 2017).

Na Figura 9, esta representada a janela espectral delimitada as areas de maior
variabilidade do metaboloma nos componentes principais. Onde o CP1 representa a
variacdo quantitativa, ou seja, a variacdo em funcdo da intensidade e da concentracdo dos
metabolitos. E o CP2 corresponde a variacdo qualitativa, i.e., variagdo em fungéo do tipo de
metabolitos. A regido espectral apresentada com a cor verde, é relativa a variagdo conjunta,

tanto qualitativa como quantitativa.
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Figura 9 — Janela espectral das zonas de maior variabilidade do metaboloma nos componentes principais.

Esta figura serve apenas para mostrar que a variabilidade do CP1 e do CP2 foi muito
pequena, justificando a auséncia de efeitos dos tratamentos ja vistos na PCA da Figura 1.
O que nos leva a concluir que o metaboloma, de uma forma geral, difere em apenas

alguns pontos ndo apresentando grandes diferencas.
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5. Conclusdes

No geral, o presente trabalho demonstrou que é possivel obter e estudar o metaboloma
da carne de bovinos através de NMR.

Concluiu-se, através da observacgéo das figuras de PCA, que ndo houve efeito nem do
grupo genético nem da suplementacdo com 6leo de soja nos metabolomas das amostras de
carne. Pensa-se que isso possa ter sido causado por, pelo menos, 3 situacdes: analise a
carne matura; utilizagdo de animais geneticamente pouco distintos; e similaridade entre as
dietas. Cré-se também que as alteracbes bioquimicas ocorridas post-mortem tenham sido
as principais responsaveis pela auséncia de efeitos.

Apesar disso, a associagdo da NMR com a PCA, mostrou ser uma ferramenta muito (til
e importante neste estudo. Sugerindo que, no futuro, estas técnicas possam abrir novas
linhas de investigacao orientadas para a descoberta de bio-marcadores que contribuam para

melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e organoléticas da carne.
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