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RESUMO

STELLA, L. A. O. Avaliag&o do perfil proteico da carne entre bovinos castrados
e nao castrados da raga Nelore por meio de proteé6mica quantitativa “label-free”.
2021. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

Os estudos protedmicos tém alcancado destaque na area de producdo animal,
visando um melhor entendimento dos mecanismos biolégicos que levam a um produto
final de qualidade. Diversos fatores influenciam na qualidade final da carne bovina,
entre eles, destaca-se a condigdo sexual. Animais ndo castrados apresentam carcaca
mais magra, carne mais escura, menos macia e de pior palatabilidade em relagéo aos
animais castrados. O presente estudo teve como objetivos: (i) caracterizar o perfil
proteico da carne de bovinos Nelore castrados e ndo castrados; (ii) comparar o perfil
proteico da carne entre animais castrados e ndo castrados, identificando as proteinas
diferencialmente abundantes; (iii) realizar associacdo entre as proteinas
diferencialmente abundantes e as -caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas,
bioquimicas e maciez objetiva da carne; e por fim, (iv) identificar possiveis
mecanismos moleculares envolvidos nas diferencas entre animais castrado e nao
castrado. As analises das caracteristicas de qualidade e metabdlitos da carne foram
realizadas em uma populacao de 242 bovinos da raca Nelore, sendo 122 castrados e
120 néo castrados. O perfil proteico da carne foi avaliado, por meio de protedbmica
quantitativa livre de gel e livre de marcadores (“label-free”), em amostras coletadas 24
horas ap6s o abate de 6 animais castrados e 6 animais ndo castrados. Foram
identificadas 605 proteinas no total, sendo 330 foram comuns para animais castrados
e nado castrados, 139 foram encontradas apenas em animais castrados e 136 apenas
em animais ndo castrados. Foram identificadas 21 proteinas diferencialmente
abundantes (DAP) entre as condi¢des sexuais. Cinco proteinas foram encontradas
apenas nos animais castrados e presentes em, pelo menos, cinco das seis amostras
bioldgicas. Duas proteinas foram encontradas apenas nos animais ndo castrados e

presentes em, pelo menos, cinco das seis amostras bioldgicas.

Palavras-chave: qualidade da carne, condigdo sexual, Bos indicus, biomarcadores

proteicos



ABSTRACT

STELLA, L. A. O. Evaluation of the meat protein profile among Nellore castrated
and non-castrated bovines using label-free quantitative proteomics. 2021. 60f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Proteomic studies have achieved prominence in the area of animal production, aiming
at a better understanding of the biological mechanisms that lead to a quality end
product. Several factors influence the final quality of beef, among them, the sexual
condition stands out. Non-castrated animals have thinner carcass, darker, less tender
meat and worse palatability than castrated animals. The present study aims to: (i)
characterize the protein profile of Meat from steers and intact Nellore male cattle; (ii)
compare the meat protein profile from steers and intact Nellore male cattle to identify
differentially abundant proteins; (iii) make an association between differentially
abundant proteins and meat quality and metabolite traits; and finally (iv) identify
possible molecular pathways involved with the sexual condition. The meat quality and
metabolites traits analysis were performed in a population of 241 Nellore cattle, being
122 castrated and 120 non-castrated. The muscle protein profile was evaluated from
samples collected 24 hours after slaughter of 6 steers and 6 intact animals by “label-
free” quantitative gel free proteomics. A total of 605 proteins were identified, of which
330 were common for both steers and intact animals, 139 were found only in steers
and 136 only in intact animals. We identified 21 differentially abundant proteins (DAP)
between sexual conditions. Five proteins were considered exclusive for steers animals
and present, at least, for five of six biological samples. Two other proteins were
considered exclusive in intact animals and present, at least, for five of the six biological

samples.

Key words: meat quality, sexual condition, Bos indicus, protein biomarkers
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui rebanho bovino expressivo, apresentando aproximadamente
214,7 milhdes de cabecas. Como reflexo deste montante, o Brasil tem papel de destaque
no cenario mundial, apresentando-se na primeira colocacdo em termos de rebanho
comercial a nivel global (IBGE, 2019). Segundo os dados estatisticos de 2018, foram
abatidas 44,23 milhdes de cabecas de bovinos, resultando em 10,96 milhdes de
toneladas de carcacas, com peso médio de 244,77 kg/carcaca (ABIEC, 2019).

A raca Nelore compde 80% do rebanho bovino brasileiro, sendo conhecida por
apresentar baixo teor de gordura intramuscular e carne com maior forga de cisalhamento,
o que confere menor maciez (FONSECA et al., 2020). Desta forma, a castracdo vem
sendo empregada nos ultimos anos como alternativa na producdo de carnes de
qualidade superior, apresentando maior maciez, além de diminuir a reatividade do animal
(MAZON et al., 2019). Estudos tém demonstrado que animais castrados apresentam
maior deposicao de gordura intramuscular (marmoreio), maior maciez, e menor taxa de
cortes escuros quando comparados aos animais nao castrados (RESTLE et al., 2000;
SILVA et al. 2019b). Por outro lado, os animais n&o castrados apresentam maior
eficiéncia alimentar e carcacas mais pesadas (MARTI et al., 2011; MOREIRA et al., 2017,
MUELLER et al., 2019). Apesar das melhorias de qualidade da carne de bovinos
castrados em relacéo aos inteiros (ndo-castrados) citadas acima, evidéncias moleculares
e principais vias bioquimicas envolvidas na diferenciacdo entre animais de diferentes
condi¢cbes sexuais permanecem ainda desconhecidas (MICOL, M. et al., 2009; SILVA et
al., 2019a).

Os niveis de testosterona sdo encontrados mais elevados nos animais nao
castrados e tem influéncia direta na qualidade do produto final, estando relacionada
positivamente ao maior ganho de massa muscular e consequentemente maior ganho de
peso do animal, porém também é relacionada negativamente a comportamentos
agressivos (SALES et al., 2021).

Desta forma, a hip6tese do presente trabalho € demonstrar que os animais
castrados apresentam proteinas glicoliticas em maior abundéncia quando comparados
aos animais nao castrados, observando-se diferencas significativas no perfil proteico,

através da descoberta de novas rotas metabolicas.
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Neste sentido, estudos protedmicos tém sido propostos visando ampliar o
entendimento dos mecanismos biolégicos que ocorrem no processo de conversao do
musculo em carne (BOUDON et al., 2020). Avaliacdes do perfil proteico tém sido de
fundamental importancia na identificagcdo de proteinas diferencialmente abundantes,
bem como, na identificacdo de vias bioquimicas envolvidas com caracteristicas
relacionadas a qualidade de carne (GAGAOUA et al., 2019).

Dentre as abordagens protedémica, duas tém sido utilizadas, sendo uma a base
de géis e, outra, livre de gel (Shotgun) (WU et al., 2020). Quando comparadas entre si,
a abordagem livre de gel apresenta vantagens, pois engloba uma maior cobertura do
protedma, menor manipulacado da amostra e uma quantificacéo independente de ligacéao
de corante ou marcacdo (ROMERO-RODRIGUEZ et al., 2019). Dentre as técnicas de
quantificacdo das proteinas, o método “label-free”, tem por base a espectrometria de
massa, permitindo a identificacdo e quantificacdo de proteinas de baixa abundancia de
maneira abrangente e com alta confianca (TANG et al., 2019). Outra vantagem desta
técnica é a substituicdo de etapas de rotulagem de isétopos estaveis por informatica
avancada, permite realizar comparacdes entre amostras de qualquer origem biolégica
(MORA et al. 2018). O método é considerado mais simples, pois é possivel de ser
realizado com pouca quantidade de amostra, ser menos demorado e mais econémico
(POLETI et al., 2018a).

Pelo exposto, o presente estudo teve por objetivo geral avaliar o perfil proteico
de bovinos da raca Nelore castrados e inteiros (ndo-castrados) meio de proteémica
quantitativa “label-free”. Os objetivos especificos deste trabalho foram: (i) caracterizar o
perfil proteico da carne de bovinos Nelore castrados e ndo castrados; (ii) comparar o
perfil proteico da carne entre animais castrados e ndo castrados, identificando as
proteinas diferencialmente abundantes (DAP, do inglés differentially abundant proteins);
(i) verificar a associacdo entre as DAPs e as caracteristicas fisico-quimicas,
metabdlicas, bioquimicas e maciez objetiva da carne; e por fim, (iv) identificar possiveis
mecanismos moleculares envolvidos nas diferencas entre animais castrado e néo

castrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fatores que influenciam a qualidade da carne bovina

Frente a importancia do Brasil no comércio mundial de carne bovina, algumas
caracteristicas sensoriais séo cruciais para levar o consumidor a decisdo da compra
(BONIN et al., 2014). A qualidade da carne bovina é uma caracteristica multifatorial que
engloba propriedades morfofisiologicas, biolégicas e bioquimicas, incluindo a
composi¢cdo muscular, pH, cor, maciez, capacidade de retencao de agua e até mesmo o
corte da carne (CHENG et al., 2020).

Segundo um estudo de PARRA-BRACAMONTE et al. (2020) a cor da carne € uma
das principais caracteristicas que influencia o consumidor no ato da compra,
correlacionando o frescor a um tom mais avermelhado, e um tom mais acastanhado
como indicador de deterioracéo.

O encurtamento pelo frio € outro fator que influencia na qualidade da carne.
Durante o periodo de pré-rigor, antes de se formarem as ligacfes de actina com miosina,
o encurtamento do sarcobmero pode ocorrer, acarretando em maior forca de
cisalhamento, consequentemente obtendo-se uma carne menos macia (PURSLOW;
GAGAOUA; WARNER, 2021).

O pH da carne tem forte influéncia sobre caracteristicas de qualidade da carne e
entre elas, a maciez. Além disso, o processo de degradacdo miofibrilar durante o
armazenamento post mortem, juntamente com o declinio do pH de forma correta,
apresenta correlacdo favoravel com a maciez. Por outro lado, alterac6es no padrdo de
declinio do pH tem sido associadas a taxas de degradacdo mais lentas, resultando em
carnes menos macias (WU et al., 2014).

De acordo com BONIN et al. (2021) a maciez da carne é uma caracteristica
intrinseca que influencia na qualidade da mesma. A alta variabilidade da maciez nos
diferentes masculos de um mesmo animal, leva a inexisténcia de correlagdes entre os
valores de for¢a de cisalhamento quando avaliados diferentes musculos.

BELINE et al., (2020) relacionaram a qualidade da carne € a proporc¢ao dos tipos
de fibras musculares presentes nos animais. Estes autores verificaram que animais com
uma maior proporcdo de fibras glicoliticas rapidas, portanto, com maior atividade das
enzimas glicoliticas, apresentaram maior taxa e extensao do declinio do pH no periodo

post mortem, afetando a qualidade do produto final.
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Por outro lado, um estudo de BOGDANOWICZ et al., (2022) encontrou diferencas
significativas nas taxas de glicogénio entre animais castrados e ndo castrados apenas
as seis, 24 e 48 horas post mortem, com uma quebra do glicogénio maior nos animais
nao castrados.

Além disso, um estudo de MONTEIRO et al., (2006) sugeriu que a testosterona
tenha um efeito inibitorio sobre as atividades enzimaticas lipogénicas no tecido adiposo,
induzindo taxas lipoliticas basais mais elevada nos animais néo castrados.

O manejo pré-abate tem recebido atencao especial atualmente por parte tanto de
criadores, como da industria. Hoje ha uma unanimidade com relacdo a evitar-se fatores
estressantes ao maximo possivel desde a saida do animal da fazenda, até o momento
do abate propriamente dito. Uma das fundamentacdes para acdes que visam mitigar o
nivel estresse, é a relacdo ja caracterizada entre alteracdes no declinio do pH e
consequéncias diretas em tributos qualitativos da carne como, por exemplo, alteracfes
na coloracao, reducdes na maciez e suculéncia da carne (REICHE et al.,2019).

A oxidacao de proteinas e lipideos ao longo do processo de armazenamento da
carne, também acarreta em modificacdes nas propriedades fisicas e quimicas.
Alteracfes na capacidade de retencédo de agua, maciez, valor nutricional e reducao de
notas em painéis sensoriais foram apontadas por MOCZKOWSKA et al., (2017). Neste
sentido, pesquisas tém sido realizadas com alteracdes nos ingredientes da dieta animal
visando melhorias na qualidade do produto final. Um exemplo é a introducdo de 6leos
essenciais na alimentacdo animal, apontados como promotores de retardo processo de
oxidacao dos lipideos. Os avancos nestas linhas de pesquisa podem abrir espacos para
melhorias relacionadas ao processo de conservacdo dos produtos, preservando por

maior tempo a cor, maciez e o sabor dos produtos carneos (TORRECILHAS et al., 2020).

2.2. Efeitos da castracdo na qualidade da carne bovina

A castracdo tem sido recomentada visando diminuir a reatividade do animal e,
simultaneamente, agregando caracteristicas desejaveis relacionadas a qualidade da
carne. SILVA et al.,, (2014) reportam que animais castrados apresentarem maior
metabolismo energético muscular, gerando maior acimulo de lactato, o que acarreta em
pH menor e consequentemente, a carne agrega qualidades superiores, quando
comparados a animais inteiros. Atualmente, alternativa a castracdo cirargica, a
imunocastracao tem sido recomendada principalmente sob os aspectos relacionados ao

bem-estar animal. MARTI et al. (2017) destacaram que, como a imunocastragéo tem por
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base a imunizacao ativa contra o hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH), aumentos
na taxa de deposicdo de gordura e a qualidade de carne sédo esperados, bem como,
prevencdo dos comportamentos sexuais e relacionados a agressividade que,
normalmente séo observados em animais inteiros, ndo foram observados em animais
imunocastrados.

Um estudo de SALES et al. (2021) avaliando animais castrados, ndo castrados
e imunocastrados obteve como resultados um maior ganho de peso total dos animais
nao castrados e dos imunocastrados quando comparados aos castrados cirurgicamente;
além das diferencas estatisticas no nivel de testosterona, sendo maior respectivamente
nos animais ndo castrados, nos imunocastrados e nos castrados cirurgicamente.

Um estudo de AMATAYAKUL-CHANTLER et al. (2013) também avaliou os
beneficios da imunocastracdo quando comparada a castracdo cirargica convencional e
concluiu que a imunocastracdo tem o mesmo efeito supressor da testosterona e também
houve melhora significativa no peso vivo final, além de manter as caracteristicas de
qualidade da carne.

SILVA et al. (2019b) avaliaram os efeitos da castracdo em bovinos Nelore em
diferentes fases de terminacéo. Os autores reportaram carcagas mais magras e pesadas
em machos ndo castrados, menor deposicdo de gordura subcutanea e intramuscular,
além de maior abundancia da desmina intacta ao longo do periodo de maturacao,
sugerindo maior protedlise em carne de castrados. A desmina tem por funcao a unido
dos filamentos finos de actina ao disco Z, mantendo a integridade do sarcémero e
consequentemente da célula muscular.

CHRIKI et al. (2012) observaram diferencas no perfil muscular entre animais
castrados e nao castrados e os resultados apontaram que, animais ndo castrados
apresentam maior atividade oxidativa, quando comparados a animais castrados.
Também reportaram diminuicdo da atividade glicolitica, aumentando a proporcéo de fibra
Tipo | nos musculos de animais ndo castrados.

Em outro estudo de BONY et al. (2016) reportaram que 0s animais nao castrados
tém um crescimento mais acelerado, com maior eficiéncia alimentar, além de
apresentarem maior rendimento de carcaga com menos gordura quando comparados
aos animais castrados. Possivelmente, essas sejam 0s motivos para, no Brasil, ainda
predominar o abate de animais néo castrados.

A Tabela 1 apresenta a uma breve compilacdo da literatura com as principais

diferencas detectadas em avaliagdes comparativas entre bovinos castrados e inteiros.
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Tabela 1. Principais diferencas encontradas entre bovinos castrados e ndo castrados

com base na literatura disponivel.

Numero de
Raca bovina animais Principais achados Referéncia
avaliados
Charolés 111 Proteina HS~P27 maior em animais GUILLEMIN et al (2011)
néo castrados
Holandés- Maior perda por cozimento nos
N 160 touros, devido ao menor teor de PURCHAS, R. W. (1990)
Friesian
gordura
Gado 20 A ca§trac;ao suprarregulog a PARK et al (2018)
coreano expressao dos genes adipogénicos
Holandés- Os animais nao castrados
Friesi 90 apresentaram carcaca mais pesada MURPHY et al (2018)
riesian L
do que os animais castrados
Hereford- Animais castrados apresentaram
ANGUS 117 menor forca de cisalhamento do que PEACHEY et al (2002)
9 0s animasi ndo castrados
Holandés- Animais castrados apresentaram
o 96 valor de L* no tecido adiposo menor DUNE et al (2004)
Friesian R
do que animais ndo castrados
Animais ndo castrados apresentaram
" maior peso final ao abate e melhor MARTI et al (2011)
Holandés 47 =
conformacéo de carcaca do que
animais castrados
Animais ndo castrados apresentaram
Bovinos 24 . maior concentragéo de CHOI et al (2010)
Koreanos hidrocortisona e cortisona do que os
animais castrados
Animais ndo castrados apresentaram
Nelore- maior ganho de peso diario e
ANQUS 27 tenderam a acumular mais proteinae  CHIZZOTTI et al (2009)
9 menos gordura do que os animais
castrados
Animais ndo castrados apresentaram
Nelore- 14 menor tgor de gqrdura, maior teor de PADRE et al (2006)
Angus proteina e maior capacidade de

crescimento muscular

2.3. Importancia do estudo da proteébmica para qualidade da carne
A protebmica tem por objetivo a obtencao de informacdes sobre a abundancia de
um grande numero de proteinas em uma amostra, de forma simultdnea, revelando os
produtos da expressao genes que foram transcritos e atingiram o estagio traducdo. Neste
sentido, permitindo, MULLEN et al., (2006) apontaram que, sob certas circunstancias, a
prote6bmica pode elucidar a interacdo entre gendtipo e o ambiente a nivel celular.
Nos ultimos anos, os estudos nas mais diversas areas das ciéncias “Omicas” tém
trazido importantes contribuicbes para entendimento do componente genético sobre

caracteristicas fisico-quimicas e relacionadas a maciez da carne. Neste contexto,

PICARD et al., (2015) destacaram a utilizacao de estudos proteémicos, como ferramenta
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para avaliacdo das interacbes entre as proteinas, bem como, sua influéncia na
composicao final da carne, tornam-se relevantes para a busca de maiores moleculares
que tém relacdo com produtos finais de qualidade e exceléncia superiores.

Para se obter um produto final de qualidade, o processo de conversdo do musculo
em carne precisa ser minuciosamente estudado, devido as caracteristicas multifatoriais,
envolvidas em mudancas fisiologicas, bioquimicas e metabdlicas (HUANG et al., 2020).

Uma das principais caracteristicas sensoriais relacionadas a uma carne de
qualidade é a maciez a qual, quando associada a condigdo da musculatura esquelética
do animal, pode sofrer mudancas durante os processos envolvidos no post mortem e
resultando em modifica¢ées do perfil proteico (LOPEZ-PEDRUOSO et al., 2019).

De acordo com SCHILLING et al. (2017), estudos em protebmica sé&o
relativamente recentes e tém sido utilizados a fim de se obterem as informacdes contidas
no material genético que foi expresso e, posteriormente, traduzido em proteinas. Neste
sentido, a ferramenta pode permitir a deteccédo de potenciais indicadoras associadas a
carne de qualidade superior ou inferior.

A protedmica € uma ferramenta pds-genémica e, diferentemente das outras
ciéncias 6micas, possibilita identificar as vias e interacées moleculares relacionadas a
cada proteina identificada, sendo reconhecida como uma estratégia prospectiva,
permitido a andlise dos niveis de abundéancia diferencial das proteinas da carne (JIA et
al., 2021). Desta forma, verifica-se que os estudos em protedmica tém contribuido para
o entendimento de pontos relevantes relacionados a maciez da carne, pH, deposicéo de
gordura intramuscular, entre outros (GAGAOUA et al., 2019).

Segundo MUNEKATA et al. (2021), a protedbmica € capaz de elucidar as
interagbes que ocorrem entre as proteinas e suas correlagdes com 0S processos
biol6gicos aos quais estdo envolvidas. Aliadas as ferramentas de bioinformética
disponiveis, é possivel a criacdo de redes de expressao e co-expressao de proteinas,
bem como, associar possiveis impactos no produto final.

SILVA (2012) encontraram diferencas no perfil proteico de animais Nelore
castrados entre os diferentes tempos de maturacdo (24 horas, sete e 14 dias post
mortem), particularmente, em proteinas relacionadas as rea¢des enzimaticas da glicolise
e também associadas as heat-shock proteins (HSP).

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com analises protedémica e pode ser
considerado, um dos primeiros grupos a utilizar a abordagem protedmica de forma

aplicada a Ciéncia da Carne no Brasil. Neste sentido, CARVALHO et al. (2014) avaliaram



21

o proteéma de bovinos da raca Nelore, e identificaram proteinas foram correlacionadas
com menores forca de cisalhamento. Entre elas, a HSP27 foi associada ao retardamento
inicial do processo de protedlise e, com o decorrer do processo de maturacdo, essa
proteina contribuiu com a maciez. Ja em outro estudo do nosso grupo de pesquisa,
POLETI et al. (2018a) realizaram estudos protedmicos, também na raca Nelore,
avaliando variacdes do pH final da carne e sua influéncia em caracteristicas de qualidade
da carne. Os resultados obtidos apontaram proteinas relacionadas a processos
metabdlicos e de contragdo muscular que estao associadas a alteragbes nos valores de
pH final. J& em outro estudo, POLETI et al. (2018b) verificaram alteragdes no proteoma
muscular associado a deposicado de gordura intramuscular. Estes autores observaram
diferencas de abundéncias de peptideos envolvendo principalmente proteinas
relacionadas a glicélise, de sinalizacdo do citoesqueleto, actinas e relacionadas ao
metabolismo de insulina.

GAGAOQUA et al. (2019) utilizando bovinos das racas Aberdeen Angus, Limousin
e Blond d’Aquitaine, identificaram as proteinas miosina de cadeia pesada (MyHC-,
MyHC-lla, MyHC-1Ix), proteina da doenga de Parkinson ((DJ-1 (PARKY)), peroxiredoxina
6 (PRDX6) e p-calpaina (CAPN1) como possiveis marcadores para maciez da carne
bovina. Entretanto, esses autores ressaltam que associacdo entre os marcadores de
proteina e maciez depende da temperatura final de cozimento da carne, da raca e do
pais de origem dos provadores. JA comparacdes no perfil proteico entre animais
castrados e ndo castrados da raca Nelore foram recentemente relatadas no estudo de
SILVA et al. (2019a) por meio de protedmica a base de gel. Estes autores relataram que
as principais proteinas diferencialmente abundantes foram relacionadas a contracdo
muscular, via glicolitica, fosforilag&o oxidativa, célula de defesa, metabolismo de creatina
e citoprotecéo.

PICARD et al. (2019) avaliaram a abundéancia relativa de 20 proteinas
consideradas biomarcadoras para maciez e gordura intramuscular em cinco diferentes
musculos de vacas e novilhos da raga francesa Maine-Anjou. Os autores observaram
gue as vacas comparativamente aos novilhos apresentaram uma maior abundancia das
heat-shock proteins 20 (HSP20), frutose bi-fosfato aldolase (ALDOA), Malato
desidrogenase (MDH1), Miosina de cadeia pesada (MyHC-11X), e menor abundancia das
proteinas Fosfoglicerato quinase 1 (PGK1), Peroxiredoxina (PRDX6), Triosefosfato

isomerase (TPI1), e Troponina T (TNNT1), em todos os musculos.
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MAHMOOQOD et al. (2018) correlacionaram o perfil proteémico de vacas e novilhos
a cortes escuros da carne (dark cutting) e identificaram maior abundancia de proteinas
glicoliticas no musculo Longissimus thoracis post mortem. Entretanto, as mudancas
observadas nao foram relacionadas a condi¢cdo sexual dos animais e sugeriram que a

cor escura atipica possa ser resultado de um comprometimento da capacidade glicolitica.

A Tabela 2 apresenta uma breve compilacdo de mais alguns trabalhos cientificos
com as principais proteinas identificadas em estudos protedmicos aplicados a Ciéncia

da Carne e sua respectiva associacdo com as caracteristicas de qualidade da carne.

Tabela 2. Principais proteinas identificadas em estudos proteémicos aplicados a Ciéncia

da Carne e sua respectiva associagcao com as caracteristicas de qualidade da

carne.
Nome do Relacdo com as
Gene Nome da Proteina caracteristicas de qualidade Referéncia
da carne
MYF5 Fator miogénico 5 ESP EELlE e _gordura ZHAO et al (2020)
subcutanea e maciez da carne
B2M _ Beta-2- _ MaC|ez,_ suc_u_lenua e ZHU et al (2021a)
microglobulina mastigabilidade
Glutationa Correlacmnaija negativamente YU et al (2017)
GPX1 ] com a cor a* e positivamente
peroxidase 1 .
correlacionada ao pH
Triosefosfato Negativamente correlacionada HUANG et al (2020)
TPI1 . com as cores L* e a* e com a
isomerase .
for¢a de cisalhamento
TTN Titina Positivamente correlacionada GAGAOUA et al (2018)
com o pH e as cores a* e b*
HSP27 Protel’na _de choque Maciez, suculéncia e sabor PULFORD et al (2009)
térmico 27
MYH1 Miosina de cadeia Correlacionada negativamente a KIYIMBA et al (2021)
pesada 1 cortes escuros
FHL1 Quatro.domlmos e Positivamente correlacionada a ZHU et al (2021b)
meio LIM 1 cor da carne
RPTN Repetina Relacionado positivamente a0 ggwaL T et al (2021)
marmoreio da carne
PPARGCI1A Coativador PPARG 1 Altamente expresso no grupo CHEN et al (2019)

alfa com alto teor de marmoreio

2.4. Abordagens em protedmica utilizadas na ciéncia da carne
A maioria das ferramentas protedmicas sao baseadas na separacao de proteinas
em pelo menos duas dimensdes, usando métodos cromatograficos ou de eletroforese,

geralmente seguido pela espectrometria de massa (MULLEN et al., 2006).
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Os estudos em protedmica, segundo GOBERT et al. (2014), tem por base a
caracterizacao e quantificacdo de proteinas por diferentes estratégias seguidas ou nao
pela identificagdo por meio de espectrometria de massas, complementadas por analises
de bioinformética. H& tipos de abordagens distintas as quais podem ser a base de gel ou
livre de gel (Shotgun), com marcacdo envolvendo corantes ou sem marcacao (“label-
free”). Apresentamos a seguir uma breve discussao sobre estes principais métodos de

avaliacao do perfil proteico que vém sendo utilizados e aplicados na Ciéncia da Carne.

2.4.1 Método a base de gel

Os estudos em protedémica com base de gel iniciaram-se por volta de 1970 e tém
sido a primeira escolha da maioria dos estudos baseados em protedmica até entdo. O
foco a identificacdo de proteinas especificas entre as condicfes experimentais e permite
uma analise de variantes pds-transcricionais modificadas (BAZILE et al., 2019).

A utilizacdo da técnica com base de gel tem por vantagens permitir o pré-
fracionamento da amostra e a remocdo de compostos danosos para a analise de
espectrometria de massas, como detergentes e sais (XU et al., 2011). Por outro lado,
apresenta como principal desvantagem o fato de precisar de uma quantidade
relativamente alta de amostra para a identificacdo das proteinas (MEGGER et al., 2013).

As abordagens em protedmica com base de gel podem ser subdivididas em gel
unidimensional (1D) ou gel bidimensional (2D), sendo que a segunda quando comparada
com a primeira, apresenta resolucéo superior na separacao dos peptideos (BENNETT el
al., 2011).

Os estudos em protedbmica por meio de gel unidimensional (1D) apesar de
envolverem uma abordagem do proteoma menos complexa, ainda séo utilizadas para
enriguecimento de fracbes proteicas ou subproteoma, sendo uma técnica valida e
poderosa (JORRIN-NOVO et al.,, 2019). Porém, a técnica ndo é capaz de detectar
proteinas com alto peso molecular ou complexos geralmente relacionados a membrana
e de natureza hidrofébica, bem como, detectar proteinas de baixa abundancia, que
podem néo ser detectadas dependendo da taxa de migracdo do gel (WILLIAMSON et
al., 2012).

A utilizagdo da técnica por meio de gel bidimensional € a mais comum das
abordagens em protedmica, separando as proteinas por meio do seu ponto isolelétrico

e do seu peso molecular, sendo capaz de comparar a quantidade de proteinas e mostrar
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as isoformas em um mesmo gel (ALHARBI, 2020). Além disso, tal técnica é capaz de
detectar facilmente a degradacdo descontrolada de proteinas, processos quimicos
envolvendo modificagdes proteicas ou até mesmo problemas de solubilizacdo, por meio
de mudangas no padrdo de distribuicdo dos spots ao longo do gel (ROGOWSKA-
WRZESINSKA et al., 2013).

A utilizac&o da técnica de eletroforese em gel bidimensional (2DE) aliada a analise
MS/MS tem por objetivo gerar mapas do proteoma. Ja a técnica de eletroforese em gel
diferencial bidimensional (2D-DIGE) € uma abordagem quantitativa para detectar
alteracdes no proteoma, oferecendo maior sensibilidade com uma menor quantidade de
amostra em comparacédo com 2DE (KALITA et al., 2020).

Em uma analise comparativa, a utilizacao de gel bidimensional (2DE) tem algumas
restricdes com relacdo a quantidade de carga de proteina recomendada, sendo limitada
a centenas de microgramas de proteina total, colocada em uma quantidade restrita de
volume. Este fato torna a técnica limitante para visualizar e quantificar proteinas com
precisdo, sendo aplicada mais comumente em proteinas mais abundantes (WU et al.,
2005).

2.4.2. Método livre de gel (Shotgun)

No método livre de gel, também conhecido por proteébmica Shotgun, as proteinas
sdo digeridas em peptideos que sao carregados para separacdo com base em
cromatografia bidimensional. Os peptideos sédo entdo eluidos por um espectrémetro de
massas e entdo os dados sdo analisados (GILMORE; WASHBURN, 2010). O pré
fracionamento em nivel de proteina ou peptideo é uma pratica comum no método livre
de gel, pois reduz a complexidade da amostra e aumenta a probabilidade de identificacao
de proteinas de baixa abundancia (MANFREDI et al., 2017). O método apresenta como
vantagem uma maior sensibilidade na analise dos peptideos e possibilidade de
sequenciamento de pelo menos um peptideo proveniente de cada proteina parental,
além de reduzir a manipulagdo das amostras, pois envolve a cromatografia liquida que
pode ser acoplada diretamente com a espectrometria de massas (MAMONE et al., 2019;
GISMONDI et al., 2015).

Quando comparada a protedmica de gel, o método livre de gel Shotgun é mais
eficaz por permitir a identificacdo e quantificagdo de proteinas em grande escala, além

de fornecer uma visao mais aprofundada do proteoma (FARINHA et al., 2021).
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Apesar de todas as vantagens, a protedmica Shotgun pode ndo ser considerado
o melhor método em determinadas situacdes e, dentre elas, pode-se destacar 0os casos
relacionados a proteinas de baixa abundancia frente a um nimero muito grande de

proteinas com abundancia relativamente alta (FERCHA et al., 2013).

2.4.3 Método livre de marcacéao (Label-free)

O método livre de marcagao, também conhecido por “label-free” é uma tecnologia
de alto rendimento utilizada para determinar proteinas diferencialmente abundantes
(KESHRI et al., 2021). De maneira geral, nos estudos envolvendo o método “label-free”,
ou seja, livre de marcadores, a contagem espectral € um método adotado por ser simples
e computacionalmente eficiente na quantificacdo de proteinas (WINKLER, 2021). A
contagem espectral pode ser obtida por meio de espectros MS/MS adquiridos de
proteinas especificas ou por meio da intensidade do sinal para ions precursores (XIAO
et al., 2019). Além da contagem espectral, outra estratégia que pode ser adotada é a
guantificacdo com base na avaliacdo da intensidade do sinal, tomando por base, os
espectros de ions precursores, que sdo correlacionados a uma faixa dinamica de um
espectrometro de massas (GALLEGO et al., 2015).

Nos ultimos anos, os métodos protedmicos livre de marcagao tém sido utilizados
como alternativa promissora por apresentarem alta confiabilidade em seus resultados.
Entretanto, por se tratar de uma técnica relativamente recente, ainda ha escassez de
estudos em algumas areas que utilizam esta abordagem (YAN et al., 2021). Quando
comparada a outras técnicas, o método “label-free” tem sido considerado uma
ferramenta eficaz e de custo mais acessivel, quando comparada a outros métodos ja
utilizados (FANG et al., 2020).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. Local

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP), na cidade de Pirassununga, S&o
Paulo. O estudo contou com a colaboragéo dos Laboratorios de Estudos Avancados em
Ciéncia da Carne (LEACC), pertencente a Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA/USP) e o Multiusuario Centralizado de
Genbmica Funcional Aplicada a Agropecuaria e Agroenergia, (FAPESP-EMU N.
2009/54037-7), localizado na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da
Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP).

3.2. Animais

Neste estudo foram utilizadas para as analises protedmicas amostras referentes
a 12 animais (6 animais castrados e 6 animais ndo castrados) provenientes de uma
populacao de 242 bovinos machos da raca Nelore castrados (N1=122) e ndo castrados
(N2=120), criados a pasto até aproximadamente 21 meses de idade e terminados em
confinamento. Os 122 animais foram castrados com 13 meses = 1 més por método
cirdrgico. A dieta foi composta por 74,8% de nutrientes digestiveis totais, 14,4% de
proteina bruta, bagaco de cana (15%, base seca), milho moido (50%), soja (5,6%), gliten
de milho (28%), premix mineral (1%) e ureia (0,4%). O experimento foi aprovado pelo
Comité de Cuidado e Uso de Animais da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sdo Paulo (Anexo A). Os animais foram abatidos com
aproximadamente 24 meses e com peso vivo de 505 + 37 kg. As carcacas foram
armazenadas em camaras frias (4 ° C) por 24 horas para posterior desossa conforme
descrito por POLETI et al., (2015).

3.3. Coleta das amostras

Aproximadamente uma hora ap6s a morte do animal, uma amostra de masculo
Longissimus thoracis (LT) foi retirada da carcaca e congelada em nitrogénio liquido para
as determinacdes de glicogénio e lactato. Apos o abate, foram coletadas amostras do
musculo LT as 24 horas post-mortem da metade direita de cada carcacga e congeladas
rapidamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C para posterior
analise do perfil proteico, determinacdes de glicogénio e lactato. Adicionalmente, trés

bifes de 2,5 cm de espessura entre a 112 e a 132 vértebras toracicas do musculo LT da
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carcaca esquerda foram retirados para determinar a perda de agua por cozimento, forca
de cisalhamento e valores associados a cor instrumental. Os bifes foram embalados a
vacuo (Selovac M160), com filme flexivel altamente impermeavel, Polyfilm® e maturado

por um, sete e 14 dias a 2°C.

3.4. Caracteristicas relacionadas a qualidade de carne avaliadas

3.4.1. Mensuragéo do pH
O pH do musculo Longissimus thoracis foi mensurado individualmente uma hora
e 24 horas apo6s o abate utilizando um medidor de pH digital portatil (pH 11 Economy

Meter, instrumentos Oakton) equipados com uma sonda de penetracao de vidro.

3.4.2. Mensuracéo dos valores de Cor
A cor da carne foi mensurada usando um colorimetro portétil (espectrofotémetro
Minolta CM-2500d, Osaka, Jap&do) com uma fonte de luz D65, observador de 10° e
abertura de 30mm. Os valores de L* a* e b* foram determinados de acordo com o
sistema de avaliacao CIE (L*a*b*, 1976).
Foram realizadas medidas em trés pontos diferentes na superficie dos bifes apés
30 minutos de exposi¢cdo ao ambiente em seguida da remoc¢édo da embalagem a vacuo.

A média dos trés pontos foi utilizado para as analises estatisticas.

3.4.3. Determinacéao de glicogénio e lactato muscular

Amostras de tecido muscular foram preparadas usando o método descrito por
RAMOS e GOMIDE (2007). Tecidos de LT congelados (0,59g), retirados 30 minutos post-
mortem de cada animal, foram homogeneizados em acido perclérico 0,6 M gelado com
o homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal) para desproteinizar o tecido. Amostras
foram centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante filtrado em papel de
filtro n° 54 (Whatman). O filtrado foi neutralizado com uma solucdo de hidréxido de
potassio (2M KOH, 0,4M Imidazol e 0,4M KCI) até atingir pH 7,0. O lactato e o glicogénio
foram determinados espectrofotometricamente com o Kit de Andlise de Lactato
EnzyChrom™ (BioAssay Systems, Hayward, USA) e Andlise de Glicogénio
EnzyChrom™ (BioAssay Systems, Hayward, USA) de acordo com as instru¢gbes do
fabricante. A intensidade colorimétrica de cada poco foi determinada usando um leitor de

microplaca a 570 nm.
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3.4.4. Perdas por coccéo e forca de cisalhamento

Os bifes foram escolhidos aleatoriamente em cada periodo pré-determinado de
maturacdo (um, sete ou 14 dias post-mortem), retirados da camara fria e imediatamente
utilizados. A determinacéo da maciez foi realizada conforme preconizado pela American
Meat Science Association (AMSA, 1995). As embalagens a vacuo foram abertas, os bifes
pesados e em seguida, assados em forno elétrico pré-aquecido com um termostato
ajustado para 170°C. A temperatura interna de cada bife foi monitorada com termopares
(Data Logger digital 700-10s, Gulterm) inseridos no centro geométrico do bife e,
registradas usando um registrador de temperatura digital. Ao atingir a temperatura
interna de 42°C os bifes foram virados e cozidos até a temperatura interna final de 71°C.
Apds o cozimento, os bifes LT foram mantidos a temperatura ambiente até atingir a
temperatura interna de 28°C para serem pesados, embalados em filme plastico e
armazenados a 4°C por 24 horas. No dia seguinte, seis cilindros de 1,27 cm de diametro
foram removidos paralelamente a orientacdo longitudinal das fibras musculares. No
minimo quatro e maximo de seis cilindros foram obtidos de cada bife. Cada cilindro foi
cisalhado uma vez no centro usando o aparelho Warner-Braztler Shear Force (WBSF),
com sonda Warner Bratzler deslocando-se em velocidade de 500 mm/min. A forca de
cisalhamento de cada amostra foi determinada pela média dos valores dos cilindros.

A perda por cozimento foi determinada pela diferenca entre os pesos antes e

apoés o cozimento e os valores foram expressos em porcentagem (%).

3.5. Andlises protebmicas

3.5.1. Extracdo das proteinas da carne

Amostras congeladas do musculo LT (0,5g) foram homogeneizadas em 2mL do
tampao de lise gelado contendo 8M de ureia, 2M de tioureia, 1% de DTT, 2% de CHAPS
e 1% de inibidor de protease com auxilio do homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal).
Os extratos brutos foram vigorosamente agitados por 30 minutos a 4°C, seguido de
centrifugacéo a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C (BOULEY et al., 2005). O sobrenadante
foi recolhido e a quantificagédo de proteinas foi determinada pelo PlusOne 2-D Quant Kit
(GE Healthcare).
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3.5.2. Preparacao das amostras para espectrometria de massas

Os extratos de proteina foram desaminizados usando filtro Amicon Ultra-0.5mL
3 K-NMWL (Millipore, Irlanda). As amostras foram lavadas quatro vezes com
aproximadamente 400pL de solucéo contendo 50mM de NH4COs (pH 8,0) e 2M de ureia.
A solucao proteica retida foi recolhida e a concentracdo da proteina total determinada
utilizando o método de Bradford Protein Assay (Bio Rad). Cerca de 50uL de cada
amostra (1pg/pL) foram desnaturadas com 25pL de solugéo de surfactante RapiGest SF
a 0,2% (Waters Corporation, USA) em 50mM de NH4COs (pH 8,0). As solucdes foram
incubadas por 15 minutos a 80°C. Posteriormente as amostras foram reduzidas com
2,5uL de Ditiotreitol 100mM (GE Healthcare) e incubadas por 30 minutos a 60°C, seguido
de incubacdo com 2,5uL de iodoacetamida 300mM (GE Healthcare) no escuro por 30
minutos a temperatura ambiente. Para digestao, sera adicionada tripsina (Promega) na
proporcao de proteina 1:100 (w/w). A reacédo foi realizada overnight a 37°C. Apoés a
digestdo, 10uL de acido trifluoracético a 5% foram adicionados a mistura digerida para
hidrolisar o surfactante RapiGest. As solu¢des da mistura peptidica foram centrifugadas
a 18.000 xg a 6°C por 30 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para um novo
frasco, seguidos de dessalinizacao utilizando colunas Zip Tip Reversed Phase C18, P10
(Milipore) e secados em centrifuga a vacuo. Todas as amostras foram armazenadas a -
80°C. Previamente a andlise de espectrometria de massas (MSF), as amostras de
peptideos liofilizados foram ressuspensas em 20mM de solu¢cdo de amonio (pH10),
contendo 1pM de fosforilase de coelho (P00489 — padrao interno para normalizagao de

dados e quantificacao de proteinas “label-free”).

3.5.3. Andlise de espectrometria de massas (MSF)

Primeiro, os peptideos foram separados no sistema de cromatografia liquida de
ultraperformance (2D Technology nanoACQUITY) com tecnologia 2D de fase reversa
(Waters, Manchester, UK). A separacdo na primeira dimenséao foi realizada em uma
coluna XBridge BEH130 C18 5 pm, 300 pm x 50 mm (Waters, Manchester, UK). Os
peptideos foram eluidos usando cinco gradientes binarios diferentes de 20 mM de
formiato de amoénio (pH 10) em acetonitrila a um fluxo de 400 nL.min. Os peptideos
eluidos na primeira coluna da primeira dimenséo foram diluidos em uma segunda coluna
Symmetry C18 5 um, 180 um x 20 mm (Waters, Manchester, UK) com acetonitrila
contendo 0.1% de acido formico a um fluxo de 2 pL.min. A separacdo na segunda

dimensao foi realizada em uma coluna HSS T3 1.8 ym, 75 um x 100 mm (Waters,
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Manchester, UK) usando um gradiente binario de 3 a 85% de acetonitrila com 0,1% de
acido formico a um de fluxo de 350 nL.min por 52 min.

A aquisicao de dados foi realizada em um espectrometro de massas SYNAPT
G2 HDMS (Waters, Manchester, UK), equipado com uma célula de mobilidade ibnica e
uma fonte de ionizacdo NanoLockSpray operando no modo de ion positivo ESI e modo
“V”. O ion duplamente carregado [M+2H]?* foi usado para calibracdo inicial, e os
fragmentos de ions MS/MS de GFP foram usados para obter uma calibracdo final do
instrumento.

Para analise de protedmica quantitativa os experimentos foram realizados no
modo MSE (andlise independente de dados) que consiste na aquisicdo alternada, entre
espectros obtidos a baixa (3 eV) e alta (15-50 eV) energia de colisdo, aplicadas ao
maodulo trap da célula T-wave, em presenca do gas argdnio, que produz ions precursores
e produtos. O tempo de varredura foi de 0,8 segundos a cada modo, no intervalo de m/z
entre 50 e 2000.

Para identificar e quantificar as proteinas, as intensidades dos espectros foram
calculadas usando método estequiométrico, de acordo com o padréo interno, durante a

andlise de MSE.

3.5.4. Parametros de processamento e pesquisa em banco de dados

Os dados da andlise de espectrometria de massas foram processados utilizando
a plataforma de programas ProteinLynx Global Server (PLGS, Waters Corporation),
versao 2.5.1. O processamento de dados incluiu a correcdo de massa de bloqueio de
0,4 Da ap0s aquisicdo e operacao do instrumento com uma resolucédo de pelo menos
10.000 FWHM. As identificacbes das proteinas foram obtidas com o algoritmo de
contabilidade de ions incorporado ao software PLGS, pesquisando no banco de dados
UniProtKB/Swiss-Prot Bos taurus e Bos indicus para qual a sequéncia da fosforilase do
coelho (P00489) foi anexada.

Os parametros para a pesquisa no banco de dados foram: tolerancia automéatica
para ion precursor, tolerancia automatica para ions produtos, minimo de 1 ion fragmento
consecutivo por peptideos, minimo de 5 ions fragmentos consecutivos por proteinas,
minimo de 1 peptideo consecutivo por proteina, 1 clivagem perdida, carbamidometilagéo
de cisteinas e oxidacdo de Metionina como modificacfes fixas e variaveis. A taxa de
falso positivo (FPR) do algoritmo de identificacdo foi definida em 4%. A analise

guantitativa relativa foi realizada pelo servidor global 2.5.1(Waters Corporation,
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Manchester, UK). Proteinas identificadas foram normalizadas contra o padréo fosforilase
e a digestdo foi usada para normalizar a tabela EMRT (de-isotopizacédo e deconvolucdo

multi-cargas, com tempos de retencdo e massas exatas).

3.6. Andlise de ontologia

A analise de enriquecimento de termos de ontologia genética (GO) usando a lista
de proteinas exclusivas de cada condi¢do sexual foi realizada com o Banco de Dados
para Anotacao, Visualizacao e Descoberta Integrada (DAVID) ferramenta v6.8 (HUANG
et al., 2009) e ProteINSIDE (KASPRIC et al.,, 2015). As ferramentas REVIGO serao
usadas para resumir em clusters os termos redundantes de GO (SUPEK et al., 2011).
Redes de interacdes proteina-proteina serdo construidas pelo STRING versao 10
(http://string-db.org) comparando com o banco de dados Bos taurus e considerando um
score de confiangca médio de 0,4 para interacdes (SZKLARCZYK et al., 2015).

3.7. Anélise estatistica

Todas as variaveis relacionadas a qualidade da carne foram analisadas
considerando com um modelo linear misto que contemplou o efeito fixo de condicdo
sexual (CSj sendo i=1, castrados e 2, ndo castrados), além de Reprodutor e Residuo,
como efeitos aleatorios.

Para avaliacdo do perfil proteico, visando minimizar a variabilidade individual,
optou-se por realizar a andlise de abundancia diferencial das proteinas presentes em
pelo menos trés das seis replicatas bioldgicas. Foram realizadas analises com base em
um modelo linear misto com o efeito fixo de condicdo sexual (CSi sendo i=1, castrados e
2, ndo castrados), além de Reprodutor e Residuo, como efeitos aleatérios. Para avaliar
a associacao do perfil proteico com as caracteristicas relacionadas a qualidade de carne,
foram utilizadas analises de correlacdes e analises de regressdo multiplas por meio dos
procedimentos

Em todas as analises o0s residuos foram avaliados com respeito a
homogeneidade e a normalidade por meio de avaliagdo dos residuos condicionais
studantizados. As andlises foram realizadas com auxilio dos procedimentos MIXED,
CORR e REG do programa Statistical Analisys System, versédo 9.4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC).
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4 RESULTADOS

A Tabela 3 apresenta os numeros de observacdes (N), estimativas de médias
(Média), desvio Padrdo (DP), coeficientes de variagdo (CV), minimo e maximo para as
caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas, hormonais e relacionadas a qualidade da
carne observadas nos diferentes tempos de maturacdo (um, sete e 14 dias) para os
bovinos castrados e ndo castrados da raca Nelore avaliados neste estudo.

Na Tabela 4 pode ser verificada as estimativas de médias e erros-padrao (EP),
bem como, as diferencas detectas entre 0os animais castrados e nao castrados para as
caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas, hormonais e relacionadas a qualidade da
carne, ao longo do periodo de maturacdo (um, sete e 14 dias) avaliadas em bovinos da
raca Nelore.

Os resultados das analises protedmicas revelaram diferenca no perfil proteico de
animais castrados e nao castrados. Foram identificadas um total de 605 proteinas.
Destas proteinas, 330 foram comuns para ambos o0s grupos, 139 foram encontradas
apenas em animais castrados e 136 foram encontradas apenas em animais nao

castrados (Figura 1).

Castrado

Nao castrado

Figura 1. Diagrama de Venn com as proteinas identificadas para cada condi¢do sexual,
bem como, proteinas em comum as condi¢des sexuais avaliadas na carne de
bovinos Nelore.
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Tabela 3. NUumeros de observacdes (N), estimativas de médias (Média), desvio Padrdo
(DP), coeficientes de variacao (CV), minimo e maximo para as caracteristicas
fisico-quimicas, metabdlicas, hormonais e de maciez de carne observadas
nos diferentes tempos de maturagdo em bovinos castrados e nao castrados
da raca Nelore.

Variavel N Média DP Ccv Minimo Maximo
PVI (Kg) 12 359,58 30,50 8,48 300,0 402,0
PVF (Kg) 12 506,00 37,11 7,33 416,0 572,0
pH_1h 12 6,76 0,15 2,17 6,46 7,02
Temp_1h(°C) 12 38,52 1,57 4,07 36,40 40,60
pH_24h 12 5,89 0,31 5,31 5,58 6,28
Temp_24h (°C) 12 6,51 2,18 33,47 2,80 9,90
L* 1D 12 30,49 5,40 17,71 23,37 41,52
A* 1D 12 18,20 4,96 27,26 12,39 26,38
B* 1D 12 15,04 5,05 33,60 7,71 21,72
L*7D 12 32,57 4,41 13,55 26,75 43,84
A* 7D 12 15,91 3,26 20,50 11,70 23,13
B* 7D 12 15,40 5,22 33,92 8,01 22,56
L* 14D 12 31,51 4,72 14,99 26,37 44,30
A* 14D 12 18,03 4,71 26,10 12,62 26,57
B* 14D 12 14,15 4,86 34,33 6,71 20,45
PAC1D (%) 10 23,93 2,68 11,21 20,07 30,43
PACT7D (%) 12 22,04 3,97 18,0 15,98 28,98
PAC14D (%) 12 21,89 4,54 20,74 13,42 28,84
FC1D (kgf) 12 9,12 1,47 16,12 6,28 12,47
FC7D (kgf) 12 7,50 1,95 25,99 4,36 11,43
FC14D (kgf) 12 6,48 2,32 35,75 3,50 10,74
GLICO1h (umol/g) 12 12,68 6,74 53,15 4,17 22,59
GLICO24h (umol/g) 9 7,38 3,39 45,89 2,16 10,93
LACT1h (umol/g) 12 15,08 6,79 45,03 5,13 27,59
LACT24h (umol/g) 12 38,26 11,38 29,75 21,87 60,29
CORT_IV (ug/dL) 12 4,66 1,69 36,36 2,35 7,59
CORT_PM (ug/dL) 12 6,63 2,14 32,31 3,94 9,94
ACTH_IV (pg/mL) 12 16,71 8,77 52,51 5,87 31,92
ACTH_PM (pg/mL) 12 11,25 8,19 72,82 1,70 26,29

PVI e PVF: Peso Vivo Inicial e Final em quilogramas (Kg); pH_1h e pH_24h: pH intramuscular mensurado
a uma e as 24 horas post mortem; Temp_1h e Temp_24h: Temperatura da carcaca mensurada a uma e
as 24 horas post mortem; L*, a* e b* 1D, 7D e 14D: mensuracgéo da cor realizada nos bifes com um, sete
e 14 dias de maturacdo; PAC 1D, 7D e 14D: Perda de Agua por Cocgéo (%) realizada nos bifes com um,
sete e 14 dias de maturagéo; FC 1D, 7D e 14D: Forca de cisalhamento em quilogramas forca (kgf) realizada
nos bifes com um, sete e 14 dias de maturacdo; GLICO 1h e 24h: Glicogénio muscular mensurado em
amostras coletadas a 1 hora e 24 horas post mortem; LACT1h e 24h: Lactato muscular mensurado em
amostras coletadas & 1 e 24 horas post mortem; CORT_V: Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol
post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotréfico in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Hormdnio
adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).
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Tabela 4. Estimativas de médias e erros-padrdo (EP) para as caracteristicas fisico-
quimicas, metabdlicas, hormonais e de maciez de carne observadas nos
diferentes tempos de maturacdo em bovinos castrados e ndo castrados da

raca Nelore.
Variavel Cqstrados Nao C:?\strados
Média EP Média EP

PVI (kg) 354,94 14,19 A 367,27 14,30 A
PVF (kg) 471,10 1495 B 532,52 1522 A
pH_1h 6,73 0,06 A 6,80 0,07 A
Temp_1h(°C) 38,24 0,61 A 39,11 0,62 A
pH_24h 5,77 0,12 A 6,01 0,12 A
Temp_24h (°C) 5,51 0,94 A 6,66 0,96 A
L* 1D 31,80 261 A 29,84 267 A
A* 1D 18,88 217 A 17,61 2,22 A
B* 1D 15,03 2,07 A 15,04 2,09 A
L* 7D 33,14 1,87 A 32,0 1,87 A
A* 7D 18,13 1,17 A 14,56 1,19 B
B* 7D 15,08 1,84 A 14,85 1,86 A
L* 14D 32,72 232 A 31,03 2,36 A
A* 14D 19,08 1,76 A 16,12 1,79 A
B* 14D 13,73 1,69 A 12,81 1,69 A
PAC1D (%) 23,94 1,30 A 24,79 1,32 A
PAC7D (%) 23,39 1,83 A 21,91 1,87 A
PAC14D (%) 23,77 1,75 A 20,0 1,75 A
FC1D (kgf) 8,34 0,52 A 9,90 0,52 A
FC7D (kgf) 6,27 0,63 B 8,74 0,63 A
FC14D (kgf) 5,04 0,75 B 7,98 0,75 A
GLICO1h (umol/g) 14,54 283 A 11,65 288 A
GLICO24h (umol/g) 8,49 1,60 A 6,46 1,46 A
LACT1h (umol/g) 16,50 3,22 A 14,80 3,29 A
LACT24h (umol/g) 38,93 509 A 37,03 512 A
CORT_IV (umol/g) 5,82 0,51 A 3,38 0,52 B
CORT_PM (umol/g) 8,02 0,64 A 5,03 0,64 B
ACTH_IV (umol/g) 16,91 3,76 A 16,51 3,76 A
ACTH PM (umol/g) 11,54 351 A 10,96 351 A

PVI e PVF: Peso Vivo Inicial e Final em quilogramas (Kg); pH_1h e pH_24h: pH intramuscular mensurado
a uma e as 24 horas post mortem; Temp_1h e Temp_24h: Temperatura da carcaca mensurada a uma e
as 24 horas post mortem; L*, a* e b* 1D, 7D e 14D: mensurac¢éo da cor realizada nos bifes com um, sete
e 14 dias de maturagéo; PAC 1D, 7D e 14D: Perda de Agua por Cocgéo (%) realizada nos bifes com um,
sete e 14 dias de maturacao; FC 1D, 7D e 14D: Forca de cisalhamento em quilogramas forca (kgf) realizada
nos bifes com um, sete e 14 dias de maturagdo; GLICO 1h e 24h: Glicogénio muscular mensurado em
amostras coletadas a 1 hora e 24 horas post mortem; LACT1h e 24h: Lactato muscular mensurado em
amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_V: Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol
post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotroéfico in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Hormdnio
adrenocorticotrofico post mortem (pg/mL).

De acordo com a estratégia utilizada neste estudo, para realizacdo das analises
estatisticas, foram consideradas apenas as proteinas encontradas em pelo menos trés,
das seis repeticdes bioldgicas avaliadas.

Nove peptideos foram diferencialmente abundantes, quando considerado o nivel

significancia de 5% e, quando considerado o nivel de significancia marginal de 10%,
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foram detectados mais doze peptideos diferencialmente abundantes entre as condi¢cdes

sexuais avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5. Proteinas diferencialmente abundantes detectados entre bovinos castrados e

ndo castrados da raca Nelore, considerado o nivel significancia de 5% e ao

nivel de significancia marginal de 10%.

Nome do Nome da Proteina Castrados N&o Castrados P-valor
Gene Média EP Média EP ANOVA

MYBPC1 MYBPC1 1023,74 43,59 1237,67 44,07 0,0022

AEeREeR  OEREENE G ee 212,76 3685 331,71 37,16 0,0063
edicdo c->U

MYH4 Miosina de cadeia pesada 4 563,37 131,16 431,06 131,56 0,0496

AGL Amylo-alfa-1, 6-glucosidase, g4 54 3674 32287 36,74 00481
4-alfa-glucanotransferase

PYGM Clicogeniofosforllase forma. 174940 332,71 61378 34163 0,045

PRDX6 Peroxirredoxina-6 167,42 17,35 100,03 17,718 0,0267

MYL6B Miosina de cadeia leve 6B 566,71 94,17 725,18 94,74 0,0305
Aconitato hidratase,

ACO2 mitocondrial 84,38 4,62 63,12 4,66 0,0266

HADHA Proteina HADHA 3,51 26,54 105,75 26,65 0,0005
Acil-CoA desidrogenase

ACADVL especifica de cadeia muito 44,41 7,13 59,72 7,239 0,0951
longa, mitocondrial

SLC25A4 ADP/ATP translocase 1 346,76 60,22 145,01 60,2236 0,0769

CA3 Anidrase carb6nica 3 1098,94 157,38 1404,90 159,84 0,0888

CKMT2 Creatina-quinase tipo S, 555,39 52,60 726,60 49,7039 0,0627
mitocondrial

MYOM1 Myomesina-1 406,77 27,40 462,02 27,96 0,0976

MYH15 g’gos'”a de cadeia pesada 726,97 220,60 987,47 231,41 0,0849
Membro 6 da familia de

HSPAG6 proteinas de choque térmico 208,22 29,33 71,81 35,93 0,0605
(HSP70)

LDB3 Proteina de ligagdo ao 328,55 49,00 513,35 49,00 0,0560
dominio LIM3

H2AJ Histona H2A.J 158,04 8,39 113,77 9,87 0,0759

LDHA Cadeia de L-lactato 213400 10305 1820,11 104,22 0,0830
desidrogenase A
Subunidade B de piruvato

PDHB desidrogenase E1, 131 43,20 186,20 43,54 0,0959
mitocondrial

PYGL Glicogénio fosforilase, forma 13, g5 9270 58868 119,05 0,0950

hepatica

Para realizagdo da analise de interacé@o proteina-proteina foi utilizado o STRING

comparando o banco de dados Bos taurus com score de confianca médio de 0,4 entre

as proteinas diferencialmente abundantes entre animais castrados e nao castrados

(Figura 2).
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Figura 2. Analise de interacdo proteina-proteina das proteinas diferencialmente
abundantes encontradas entre animais castrados e néo castrados da raga
Nelore.
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@ ‘LDBB
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Através da analise de interacdo proteina-proteina pdde-se observar que a
proteina ACO2 é a que apresenta maior rede de interagbes com as outras proteinas
encontradas, seguida pelas proteinas CKMT2 e LDHA, sendo estas as proteinas de
destaque com relacédo a interacao.

Andlises de correlacdo entre proteinas e todas as variaveis para as caracteristicas
fisico-quimicas, metabolicas, hormonais e relacionadas a qualidade da carne foram
realizadas de trés formas distintas: (i) considerando ambas as condi¢des sexuais (Tabela
6); (i) apenas entre as DAP identificadas e detectadas nos animais castrados (Tabela
7); e, por fim; (iii) apenas entre as DAP identificadas e detectadas nos animais nao
castrados (Tabela 8). Para (ii) e (iii) foram incluidas as analises de correlagbes as

proteinas exclusivas de cada condi¢do sexual.
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Tabela 6. Estimativas de correlacdes Momento-Produto de Pearson entre as proteinas
diferentemente abundantes (DAP) significativas ao nivel 5% de
probabilidade e as caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas, bioquimicas
e maciez objetiva da carne, de animais castrados e ndo castrados avaliados
simultaneamente.

Variaveis MYBPC1 APOBEC2 MYH4 AGL PYGM PRDX6 MYL6B ACO2 HADHA

PH1H 0,01575 -0,17574 -0,12905 -0,21406 -0,56515 -0,82324 -0,25103 -0,29677 -0,30558
PH24H 0,08585  -0,43328 -0,00728 -0,42613 -0,41254 -0,14461 -0,10749 -0,38030 0,22826
L1D -0,12134  -0,38267 -0,58825 0,15637 -0,02042 -0,42792 -0,52390 -0,06345 -0,42442
A1D -0,38646  0,70770 0,48019 0,43200 0,11984 0,51497 0,52762 0,59598 0,36101
B1D -0,63778  0,59455 0,33701 0,65854 -0,15620 0,35003 0,25027 0,66874 0,20611
L7D -0,01170  0,09227 -0,42547 0,35215 0,00003 -0,20696 -0,12020 0,01165 0,39874
A7D -0,26961  0,39562 0,04179 0,23889 0,35166 0,47097 0,35939 0,44492 0,03576
B7D 0,49731  0,44539 0,10803 0,66189 0,22198 0,71869 0,23545 0,67043 0,44152
L14D -0,10792  -0,10745 -0,48066 0,20745 0,13954 -0,18319 -0,14238 0,03429 -0,06184
A14D -0,50962  0,39381 0,29630 0,52449 0,19683 0,73176 0,32634 0,64597 0,32373
B14D -0,56180  0,03806 -0,23504 0,74390 0,04209 0,66594 -0,13975 0,60946 0,32597
PAC1D 0,04124  0,38312 0,64674 -0,31779 -0,06837 -0,46062 0,49671 -0,09614 -0,07243
PAC7D -0,10454  0,71204 0,40921 0,05344 0,38156 0,47573 0,65858 0,31032 0,26590
PAC14D -0,16110  0,53825 -0,01908 0,33081 0,30005 0,29154 0,34414 0,31162 0,32289
EC1D 0,46932  0,04692 -0,12676 -0,04607 -0,14643 -0,48845 -0,05231 -0,56806 0,04147
FCC7D 0,48341  0,13007 0,13633 -0,26082 -0,42593 -0,46405 0,00327 -0,70656 0,08165
FC14D 0,35553  -0,13599 0,03834 -0,33965 -0,30027 -0,63608 -0,07238 -0,70022 -0,19342

GLICO 1H -0,54525  0,51127 0,08115 0,66288 0,16435 0,30713 0,12503 0,76465 0,18549
GLICO 24H -0,20748  0,70737 0,24236 053622 0,32165 0,49583 0,39190 0,54719 0,33767
LACT 1H 013055 -0,49292 -0,67757 -0,01334 -0,08215 -0,41453 -0,40142 -0,32215 -0,44309
LACT 24H -0,15678  0,54925 0,12769 0,24329 0,15617 0,35535 0,36212 0,32279 0,67522
CORT IV -0,30417  0,01469 -0,18132 0,44266 0,27838 0,66361 -0,12313 0,61346 -0,02424
CORT PM -0,52326  0,05941 -0,08884 0,65646 0,33838 0,74467 -0,13733 0,82870 0,03009
ACTH IV  -0,14291 -0,23108 -0,18314 0,52965 -0,01560 0,25249 -0,16666 0,02734 0,02914
ACTH PM  -0,35224 -0,32432 0,11307 0,25211 0,15294 0,45914 0,04644 0,10793 -0,06506

PH_1H e PH_24H: pH intramuscular mensurado a uma e as 24 horas post mortem; L1D, A1D, B1D, L7D,
..., B14D: valores de cor L*, a* e b* com um, sete e 14 dias de maturacdo; PAC1D, PAC7D e PAC14D:
Perda de Agua por Coccgéo (%)com um, sete e 14 dias de maturagdo; FC1D, FC7D e FC14D: Forca de
cisalhamento em quilogramas (kg) com um, sete e 14 dias de maturacdo; GLICO_1H e GLICO_24H:
Glicogénio muscular mensurado em amostras coletadas & 1 hora e 24 horas post mortem; LACT_1H e
LACT_24H: Lactato muscular mensurado em amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_IV:
Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotrofico
in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Hormbnio adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).

Das proteinas diferencialmente abundantes entre animais castrados e néo
castrados, podemos destacar as proteinas: APOBEC2, AGL, PRDX6 e ACO2.

A proteina APOBEC2 foi positivamente correlacionada com os valores de cor a*
e b* ap6s um dia de maturacdo (0,71 e 0,59, respectivamente), perda por cozimento
apos sete e 14 dias de maturacao (0,71 e 0,54, respectivamente), glicogénio in vivo e

post mortem (0,51 e 0,71, respectivamente), e lactato post mortem (0,55).
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A proteina AGL foi correlacionada positivamente com valores de cor a* apos 14
dias de maturacao (0,52), b* apds um, sete e 14 dias de maturacéo (0,66, 0,66 e 0,74
respectivamente), glicogénio in vivo e post mortem (0,66 e 0,53 respectivamente),
cortisol post mortem (0,66) e ACTH in vivo (0,53).

A proteina PRDX6 avaliada em ambas as condi¢cdes sexuais demonstraram
correlagdes positivas com valores de cor a* apos um e 14 dias de maturacéo (0,51 e 0,73
respectivamente), b* apos sete e 14 dias de maturacao (0,72 e 0,66 respectivamente),
cortisol in vivo e post mortem (0,66 e 0,74 respectivamente); e negativo com pH uma
hora (-0,82) e forca de cisalhamento apos 14 dias de maturacao (-0,64).

A proteina ACO2, avaliada em ambas condicbes sexuais, demonstraram
correlagdes positivas com valores de cor a* apos um e 14 dias de maturacdo (0,59 e
0,64, respectivamente), b * apds um, sete e 14 dias de maturacao (0,67, 0,67 e 0,61,
respectivamente), glicogénio uma e 24 horas (0,76 e 0,55 respectivamente), cortisol in
vivo e post mortem (0,61 e 0,83 respectivamente). Correlacdes negativas ente ACO2 e
forca de cisalhamento ap6s um, sete e 14 dias (-0,57, -0,71 e -0,70 respectivamente)
foram observadas nas analises envolvendo ambas as condi¢Bes sexuais.

Das proteinas diferencialmente abundantes somente nos animais castrados,
podemos destacar as proteinas: MYH4, PRDX6 e MYL6B.

A proteina MYH4 foi negativamente correlacionada com pH apdés uma hora (-
0,57), valores de cor L* ap6s um, sete e 14 dias de maturacéo (-0,86, -0,79 e -0,84,
respectivamente), perda por cozimento aos 14 dias de maturacao (-0,65), forca de
cisalhamento aos 14 dias de maturacéo (-0,68) e lactato in vivo (-0,95). A MYH4 foi
positivamente correlacionada com valores de cor a* apés um e 14 dias de maturacao
(0,73 e 0,86, respectivamente), b* aos sete e 14 dias de maturacdo (0,68 e 0,65,
respectivamente) e cortisol in vivo (0,70).

A proteina PRDX6, nos animais castrados apresentou correlacdes positivas com
valores de cor b* apés sete e 14 dias de maturacéo (0,83 e 0,61 respectivamente), a*
apos 14 dias de maturacdo (0,68), cortisol in vivo e post mortem (0,59 e 0,70
respectivamente) e ACTH post mortem (0,58). Neste particular grupo, correlacbes
negativas foram observadas com pH uma hora (-0,88), cor L* ap6s um e sete dias de
maturacgédo (-0,71 e -0,51 respectivamente), for¢a de cisalhamento apés um e 14 dias de

maturacao (-0,53 e -0,75 respectivamente) e lactato in vivo (-0,70).
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Tabela 7. Estimativas de correlacdes Momento-Produto de Pearson entre as proteinas
diferentemente abundantes (DAP) significativas ao nivel 5% de
probabilidade e as caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas, bioquimicas
e maciez objetiva da carne, avaliadas somente em animais castrados.

Varidveis MYBPC1 APOBEC2 MYH4  AGL PYGM PRDX6 MYL6B ACO2  HADHA
PH1H -0,11720  0,03079 -0,56789 0,14156 -0,68300 -0,87735 -0,62396 -0,22924 -0,51819
PH24H -0,42418 -0,69717 0,28379 -0,19775 -0,06678 0,25083 -0,18543 -0,04820 0,27960
L1D -0,07971  -0,24803 -0,85601 0,07667 -0,27581 -0,70774 -0,70919 -0,06809 -0,20051
A1D -0,24439  0,01882 0,72720 0,20481 0,18384 0,43637 0,44799 0,34551 -0,36687
B1D -0,84225 -0,50947 0,21664 0,76868 -0,66777 -0,16436 -0,76903 0,45689 -0,83877
L7D -0,06149 -0,20184 -0,78897 0,21483 0,06505 -0,50706 -0,51145 0,22271 -0,42094
A7D 0,74943  0,58508 -0,02493 -0,80137 0,33469 -0,01405 0,78136 -0,62803 0,54656
B7D -0,65743 -0,74325 0,67711 0,36340 055972 0,82629 0,13285 0,79514 -0,07493
L14D 0,16194  -0,08455 -0,84206 -0,03511 0,16575 -0,47851 -0,34719 0,02210 0,14311
A14D -0,45580 -0,37963 0,86536 0,14011 0,33706 0,68487 0,40808 0,45010 -0,16097
B14D -0,89539 -0,87543 0,65230 0,54139 0,13427 0,61192 -0,23984 0,75957 -0,32925
PACID -0,55314 -0,50973 -0,46412 0,65130 -0,12416 -0,36053 -0,75833 0,59317 -0,72185
PACTD 0,69572  0,42907 0,23023 -0,82299 0,61547 0,40212 0,95410 -0,47666 0,77255
PAC14D 0,51619  0,20986 -0,65005 -0,34166 0,25849 -0,19597 -0,00388 -0,28080 0,62611
FC1D 0,09316  0,51086 -0,32440 0,46547 -0,29651 -0,52748 -0,18453 0,15385 -0,70497
FCC7D -0,01350  0,34672 0,13526 0,19981 -0,86678 -0,26531 -0,34873 -0,35864 -0,32378
FC14D -0,16282  -0,08817 -0,68056 0,29471 -0,72778 -0,75383 -0,89767 -0,14976 -0,34500

GLICO 1H -0,43898  -0,39648 -0,45063 0,63696 -0,02349 -0,26556 -0,65390 0,59781 -0,61357
GLICO 24H 045821  0,78748 0,09301 0,03832 0,06427 -0,14123 0,57377 -0,08365 -0,23762
LACT 1H 046352  0,35657 -0,94573 -0,12734 -0,10374 -0,70417 -0,30259 -0,30016 0,10168
LACT 24H -0,21977 -0,50869 0,15135 -0,32496 0,37374 0,15171 0,21150 0,06761 0,15541
CORT IV 0,31892  0,48809 0,69838 -0,18441 0,23884 0,59364 0,75559 -0,11283 0,32006
CORT PM -0,34528 -0,28015 0,49161 0,46508 0,38723 0,70541 0,08975 0,65503 -0,06107
ACTH_ IV  -0,31833 002212 0,23980 0,72625 -0,15865 0,23109 -0,27073 0,52641 -0,45702
ACTH PM  -0,36746 -0,46523 0,30220 0,31416 0,23635 057813 -0,14659 0,46075 0,13510

PH_1H e PH_24H: pH intramuscular mensurado a uma e as 24 horas post mortem; L1D, A1D, B1D, L7D,
..., B14D: valores de cor L*, a* e b* com um, sete e 14 dias de matura¢éo; PAC1D, PAC7D e PAC14D:
Perda de Agua por Cocgéo (%)com um, sete e 14 dias de matura¢do; FC1D, FC7D e FC14D: Forca de
cisalhamento em quilogramas (kg) com um, sete e 14 dias de maturagédo; GLICO_1H e GLICO_24H:
Glicogénio muscular mensurado em amostras coletadas & 1 hora e 24 horas post mortem; LACT_1H e
LACT_24H: Lactato muscular mensurado em amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_IV:
Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotrofico
in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Horménio adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).

A proteina MYL6B, nos animais castrados, correlacdes positivas com a cor a*
apos sete dias de maturacao (0,78), perda por coccédo apos sete dias de maturacao
(0,95), glicogénio ap6s 24 horas (0,57), cortisol in vivo (0,76) e também apresentou
correlagdes negativas com pH uma hora (-0,62), cor L* apds um e sete dias de maturacao
(-0,71 e -0,51 respectivamente), b* apdés um dia de maturacédo (-0,77), perda por
cozimento apos um dia de maturacéao (-0,76), forca de cisalhamento apds 14 dias de

maturacgéo (-0,90) e glicogénio uma hora (-0,65).



40

Tabela 8. Estimativas de correlacdes Momento-Produto de Pearson entre as proteinas
diferentemente abundantes (DAP) significativas ao nivel 5% de
probabilidade e as caracteristicas fisico-quimicas, metabdlicas, bioquimicas
e maciez objetiva da carne, avaliadas somente em animais nao-castrados.

Varidveis MYBPC1 APOBEC2 MYH4  AGL PYGM  PRDX6 MYL6B ACO2 HADHA
PH1H -0,47611 -0,51311 0,21217 -0,79754 -0,12308 -0,75675 -0,11408 -0,06399 -0,82742
PH24H -0,08200 -0,49715 -0,34902 -0,30019 -0,75372 -0,17362 -0,21994 -0,20680 0,08239
L1D 0,05773  -0,69391 -0,43097 0,11313 0,47940 -0,23363 -0,51054 -0,65220 -0,79420
ALD -0,12642  0,98492 0,63359 0,30961 -0,11115 0,57423 0,75589 0,59193 0,99049
B1D -0,21058  0,98819 0,69931 0,33060 -0,07585 0,58371 0,81035 0,54924 0,95865
L7D 0,02695  0,40469 -0,06071 0,88369 -0,35334 0,73173 0,35985 -0,45915 0,63257
A7D -0,36210  0,93626 0,76762 0,38142 0,00726 0,67540 0,88649 0,51171 0,86235
B7D 0,13690  0,82206 0,21664 0,63077 -0,25484 0,74363 0,53043 0,24489 0,97401
L14D -0,33310 -0,21865 -0,09993 0,58373 -0,21738 0,33379 0,14987 -0,84902 -0,19684
A14D 0,03056  0,84835 0,33992 0,46797 -0,29800 0,69667 0,60917 0,41209 0,99033
B14D 0,35777  0,28159 -0,35586 0,61472 -0,53052 0,57229 0,06513 -0,20317 0,98694
PACLD -0,52342  0,48734 0,99635 -0,62526 0,93926 -0,25502 0,85447 0,80007 -0,98276
PAC7D -0,23525  0,94014 0,73331 0,27202 0,00628 0,41274 0,76370 0,43731 0,74619
PAC14D -0,23101  0,83082 0,55566 0,67334 0,16518 0,81521 0,75412 0,24370 0,66378
FC1D 0,25309 -0,08999 -0,33443 0,66418 0,34682 0,23791 -0,19863 -0,64374 -0,12545
FCC7D 0,20544  0,09131 -0,13355 0,51424 0,32778 0,10196 -0,08294 -0,49436 -0,12053
FC14D -0,19417  -0,26257 0,00380 0,17285 0,28438 -0,15373 -0,07626 -0,57654 -0,61821

GLICO 1H -0,09835 099603 067218 027817 0,08917 050759 0,72128 0,63655 0,97416
GLICO 24H 015329 097705 0,49287 0,49742 0,13023 0,52230 0,64630 0,46971 0,96239
LACT 1H  -0,10225 -0,88685 -0,54308 0,00408 -0,17222 -0,28356 -0,48980 -0,87150 -0,86638
LACT 244 017497 082015 0,21506 0,60644 -0,11038 0,76405 0,50035 0,35899 0,97356
CORT IV 0,62189  -0,05096 -0,48781 -0,11346 -0,09285 -0,03325 -0,42150 0,32016 0,53923
CORT PM 052303  0,40504 -0,14290 -0,03829 -0,18076 0,12299 -0,06269 0,55530 0,75865
ACTH_IV 0,02356 -0,34646 -0,45640 0,67492 0,09362 0,61531 -0,11876 -0,53172 0,13059
ACTH PM  -0,56904 -0,38796 -0,01621 0,28359 -0,78488 0,45832 0,22709 -0,41318 -0,14944

PH_1H e PH_24H: pH intramuscular mensurado a uma e as 24 horas post mortem; L1D, A1D, B1D, L7D,
..., B14D: valores de cor L*, a* e b* com um, sete e 14 dias de maturacdo; PAC1D, PAC7D e PAC14D:
Perda de Agua por Coccgéo (%)com um, sete e 14 dias de maturacdo; FC1D, FC7D e FC14D: Forca de
cisalhamento em quilogramas (kg) com um, sete e 14 dias de maturacdo; GLICO_1H e GLICO_24H:
Glicogénio muscular mensurado em amostras coletadas & 1 hora e 24 horas post mortem; LACT_1H e
LACT_24H: Lactato muscular mensurado em amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_IV:
Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotrofico

in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Horm&nio adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).

Das proteinas diferencialmente abundantes somente nos animais ndo castrados,
podemos destacar as proteinas: APOBEC2, PRDX6, MYL6B e HADHA.

Para animais ndo castrados, a proteina APOBEC2 apresentou estimativas de
correlacdes negativas para pH apés uma hora (-0,51), valores de cor L* apés um dia de

maturacao (-0,69) e lactato in vivo (-0,89), bem como, estimativas e correlagcdes positivas
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entre valores de cor a* apos um, sete e 14 dias de maturacdo (0,98, 0,94 e 0,85,
respectivamente), b* apos um e sete dias de maturacéo (0,99 e 0,82, respectivamente),
perda por cozimento apos sete e 14 dias de maturagéo (0,94 e 0,83, respectivamente),
glicogénio in vivo e post mortem (0,99 e 0,98, respectivamente), além de lactato post
mortem (0,82).

Ja dentro somente de néo castrados, correlacdes positivas foram verificadas entre
PRDX6 e valores de cor a* apés um, sete e 14 dias de maturacao (0,57, 0,67 e 0,70
respectivamente), b* apdés um, sete e 14 dias de matura¢do (0,58, 0,74 e 0,57,
respectivamente), L* apds sete dias de maturacao (0,73), perda por cozimento apos 14
dias de maturacéo (0,81), glicogénio in vivo e post mortem (0,51 e 0,52 respectivamente),
lactato post mortem (0,76), ACTH in vivo (0,61). Neste grupo (animais inteiros) apenas
uma correlacdo negativa com pH uma hora (-0,76) foi observada.

A proteina MYL6B nos animais inteiros apresentou correlacées positivas com as
cores a* apos um, sete e 14 dias de maturacéo (0,75, 0,88 e 0,61 respectivamente), b*
apos um e sete dias de maturacédo (0,81 e 0,53 respectivamente), perda por cozimento
apos um, sete e 14 dias de maturacao (0,85, 0,76 e 0,75 respectivamente), glicogénio
uma e 24 horas (0,72 e 0,64 respectivamente), lactato 24 horas (0,50). Apenas uma
correlacdo negativa foi observada entre MYL6B e valores de cor L* apos um dia de
maturacéo (-0,51).

Dentro dos animais nao castrados, a proteina HADHA apresentou estimativas de
correlagdes positivas com valores de cor a* apés um, sete e 14 dias de maturacgéo (0,99,
0,86 e 0,99 respectivamente), a cor b* apds um, sete e 14 dias de maturacao (0,96, 0,97
e 0,99 respectivamente), cor L* apds sete dias de maturacao (0,63), perda por cozimento
apos sete e 14 dias de maturacéo (0,75 e 0,66, respectivamente), glicogénio ap6s uma
e 24 horas (0,97 e 0,96, respectivamente), lactato 24 horas (0,97) , cortisol in vivo e post
mortem (0,54 e 0,76 respectivamente). Ainda, dentro de animais inteiros, foram
verificadas correlagdes negativas entre HADHA e pH uma hora (-0,83), cor L* apés um
dia de maturacéo (-0,79), perda por cozimento ap6s um dia de maturacéo (-0,98), forca
de cisalhamento apdés 14 dias de maturacao (-0,62) e lactato uma hora PM (-0,87).

Dentre as proteinas exclusivas do grupo dos animais castrados podemos
destacar: ANXA2, NDUFS3, DLD e PFNL1.
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Tabela 9. Proteinas presentes somente no grupo de animais castrados e presentes em

pelo menos cinco, das seis amostras bioldgicas avaliadas.

Nome do Castrados
Nome da Proteina

Gene N Média DP CvVv
Citocromo c oxidase

COX6A2 . 6 56,554 6,189 10,944
subunidade 6A2

ANXA2 Anexina 5 121,053 60,257 49,777

NADH desidrogenase

NDUFS3 [ubiquinona] proteina 5 20,326 2,208 10,864
ferro-enxofre 3
Dihidropoill

DLD _ 5 102,390 70,718 69,068
desidrogenase

PFN1 Profilina-1 5 48,514 12,258 25,267

A proteina ANXA2 apresentou associagfes negativas com a cor a* aos sete dias
de maturacéao (-0,91) e glicogénio 24 horas (-0,96) e positiva com ACTH in vivo (0,91).

A proteina NDUFS3 correlacionou-se negativamente com a forca de cisalhamento
apos um dia de maturacéo (-0,88) e glicogénio 24 horas (-0,96).

A proteina DLD apresentou associa¢ao positiva com valores de cor a* ap6s um e
14 dias de maturacéo (0,85 e 0,82 respectivamente).

A proteina PFN1 demonstrou correlacdes positivas com o cortisol post mortem
(0,92) e ACTH in vivo e post mortem (0,90 e 0,81 respectivamente).

Ao examinar os 136 peptideos detectados somente dentro dos animais nédo
castrados, observou-se que dois peptideos especificos foram exclusivos deste particular
grupo e foram encontradas em pelo menos cinco, das seis amostras biologicas e,
simultaneamente, ndo foram encontrados nos animais castrados (Tabela 11).

A proteina DBI demonstrou associacdo positiva com valores de cor L* apés sete
e 14 dias de maturacdo (0,84 e 0,86 respectivamente), de cor b* apds 14 dias de
maturacgéo (0,61), forca de cisalhamento apés um dia de maturagéo (0,88) e, correlagéo

negativa apenas com perda por cozimento apos um dia de maturacao (-0,96).
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Estimativas de correlacbes Momento-Produto de Pearson entre as proteinas
identificadas somente em animais castrados e as caracteristicas fisico-

quimicas, metabdlicas, bioquimicas e maciez objetiva da carne.

Varaveis COX6A2 ANXA2 NDUFS3 DLD PFEN1

PH1H 0,28888 -0,21195 -0,35682 -0,21451 -0,68355
PH24H 0,80666 -0,02462 0,66526 -0,27530 -0,47036
L1D -0,21024 0,21028 0,26945 -0,59553 -0,10767
Al1D 0,40985 -0,64962 -0,64633 0,85419 -0,27134
B1D 0,51940 0,52737 -0,39104 0,20901 -0,13306
L7D -0,55025 0,23988 0,05556 -0,14993 0,56251
A7D 0,06145 -0,91964 -0,14839 -0,08840 -0,53090
B7D 0,21365 0,36120 0,16096 0,64639 0,37760
L14D -0,60905 0,12599 0,22788 -0,55984 0,59214
A14D 0,62648 -0,36183 -0,25450 0,81892 -0,28017
B14D 0,49735 0,50605 0,18001 0,52163 0,19051
PAC1D -0,27199 0,51175 -0,25655 0,24614 0,37096
PAC7D -0,01601 -0,72111 0,34569 -0,04619 -0,21086
PAC14D -0,75233 0,23078 0,52345 -0,64329 0,59522
FC1D -0,46982 0,02257 -0,88127 0,36542 0,12519
FCC7D 0,23591 0,35647 -0,10449 -0,57040 -0,10305
FC14D -0,11479 0,57120 0,15449 -0,57914 0,00551
GLICO_1H -0,48355 0,60469 -0,14744 0,23425 0,64657
GLICO_24H -0,61449 -0,95636 -0,96388 0,40181 0,07717
LACT_1H -0,72631 0,06893 0,06477 -0,72420 0,33116
LACT_24H 0,66773 -0,66668 0,10026 0,26496 -0,72379
CORT_V -0,00360 -0,18880 -0,28254 0,32443 0,21643
CORT_PM -0,36859 0,74299 0,11443 0,40323 0,92123
ACTH_IV -0,48073 0,91198 -0,23631 0,25643 0,89887
ACTH_PM -0,23640 0,78578 0,58162 -0,00395 0,80970

PH_1H e PH_24H: pH intramuscular mensurado a uma e as 24 horas post mortem; L1D, A1D, B1D, L7D,
..., B14D: valores de cor L*, a* e b* com um, sete e 14 dias de matura¢éo; PAC1D, PAC7D e PAC14D:
Perda de Agua por Cocgéo (%)com um, sete e 14 dias de matura¢do; FC1D, FC7D e FC14D: Forca de
cisalhamento em quilogramas (kg) com um, sete e 14 dias de maturacdo; GLICO_1H e GLICO_24H:
Glicogénio muscular mensurado em amostras coletadas & 1 hora e 24 horas post mortem; LACT_1H e
LACT_24H: Lactato muscular mensurado em amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_IV:
Cortisol in vivo (ug/dL); CORT_PM: Cortisol post mortem (ug/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotrofico
in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Horménio adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).
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Tabela 11. Proteinas presentes somente no grupo de animais ndo castrados e presentes

em pelo menos cinco, das seis amostras biologicas avaliadas.

Nome do . Nao castrados
Nome da Proteina i
Gene N Média DP CcV
MYH3 Proteina MYH3 6 486,486 295,107 60,661
DBI Proteina de ligacao acil-CoA 5 118,288 38,543 32,584

Tabela 12. Estimativas de correlagdes Momento-Produto de Pearson entre as proteinas
identificadas somente em animais ndo-castrados e as caracteristicas fisico-
quimicas, metabdlicas, bioquimicas e maciez objetiva da carne.

Varaveis MYH3 DBI

PH1H 0,36047 -0,25566
PH24H 0,49741 0,33698
L1D -0,07903 0,11628
A1D -0,38849 -0,00027
B1D -0,45092 0,02590
L7D -0,22032 0,84333
A7D -0,63770 0,03531
B7D -0,27842 0,33744
L14D -0,20101 0,86073
Al14D -0,28071 0,22739
B14D 0,12400 0,61353
PAC1D -0,50356 -0,95971
PAC7D -0,38053 0,02422
PAC14D -0,75523 0,19446
FC1D -0,20622 0,88158
FCC7D -0,10508 0,54699
FC14D -0,11953 0,30295
GLICO_1H -0,44675 -0,12965
GLICO_24H -0,28745 0,06242
LACT_1H 0,26914 0,46001
LACT_24H -0,37092 0,19254
CORT_V 0,33888 -0,25565
CORT_PM 0,24104 -0,25076
ACTH_IV -0,44565 0,49280
ACTH PM -0,44164 0,46077

PH_1H e PH_24H: pH intramuscular mensurado a uma e as 24 horas post mortem; L1D, A1D, B1D, L7D,
..., B14D: valores de cor L*, a* e b* com um, sete e 14 dias de maturacao; PAC1D, PAC7D e PAC14D:
Perda de Agua por Coccgéo (%)com um, sete e 14 dias de maturagdo; FC1D, FC7D e FC14D: Forca de
cisalhamento em quilogramas (kg) com um, sete e 14 dias de maturacdo; GLICO_1H e GLICO_24H:
Glicogénio muscular mensurado em amostras coletadas a 1 hora e 24 horas post mortem; LACT_1H e
LACT_24H: Lactato muscular mensurado em amostras coletadas a 1 e 24 horas post mortem; CORT_IV:
Cortisol in vivo (pg/dL); CORT_PM: Cortisol post mortem (pg/dL); ACTH_IV: Hormdnio adrenocorticotrofico
in vivo (pg/mL); ACTH_PM: Hormbnio adrenocorticotréfico post mortem (pg/mL).
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5 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos das analises fenotipicas e de qualidade da
carne entre animais castrados e nao castrados, observou-se que diferencas significativas
para peso vivo final, valores de cor a* aos sete dias de maturacéo, forca de cisalhamento
aos sete e 14 dias de maturacao, cortisol in vivo e cortisol post mortem. Os animais nao
castrados apresentaram maior PV, apresentando menores valores de cor a*, maiores
FC7D e FC14D e menores valores de CORT_IV e CORT_PM.

Estes resultados corroboram com SILVA et al. (2019a). Esses autores citaram o
maior ganho de peso diario, resultando em maior peso vivo final em animais néo
castrados quando comparados aos castrados, caracterizando efeito anabdlico da
testosterona no tecido muscular esquelético.

O efeito da condicédo sexual sobre os valores de cor da carne neste estudo difere
do que foi relatado por COSTA et al. (2019), os quais relataram auséncia de significancia
dos valores de cor (L*, a* e b*), dentre animais castrados e néao castrados ao longo do
periodo de maturacdo da carne. Por outro lado, MORAN et al. (2017) avaliando animais
das racas Limousin e Charolais, também apontaram diferencas nos valores de cor do
musculo Longissimus thoracis entre animais castrados e ndo castrados e coloragéo
carne mais escura em animais néo castrados.

A forca de cisalhamento, como esperado, decresceu para ambos 0S grupos
(animais castrados e néo castrados) com o decorrer do periodo de maturacdo. Os
animais castrados apresentaram menores valores de for¢a de cisalhamento aos sete e
14 dias post mortem (FC7D e FC14D). Como demonstrado neste estudo, SILVA et al.
(2019b) ndo encontraram diferencas para forca de cisalhamento entre animais castrados
e nao castrados com apenas um dia (FC1D), sendo detectadas diferencas somente com
0 avanco do processo de maturacado (aos sete e 14 dias post mortem)

Foi observado que as concentracdes de cortisol in vivo foram inferiores as
concentragcbes post mortem, tanto para 0os animais castrados, quanto para 0s animais
nao castrados. Além disso, 0s animais castrados apresentaram aumento significativo nas
concentracdes de cortisol, quando comparados com 0s animais nao castrados, tanto in
vivo quanto post mortem. O estudo de POLETI et al (2018) com animais ndo castrados
também foram observados aumentos significativos post mortem.

A analises protedmica revelaram, em animais castrados, que as proteinas
diferencialmente abundantes (DAP) MYH4, AGL, PYGM, PRDX6 e ACO2 apresentaram-
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se upregulated em relacdo aos animais inteiros. As proteinas encontradas em maior
abundéancia nos animais castrados estéo relacionadas, de uma forma geral, a processos
metabdlicos, catabdlicos e anabdlicos do glicogénio, principalmente. HUANG et al (2020)
relatou a proteina PYGM como uma possivel candidata para manter a estabilidade da
cor da carne durante o periodo de armazenamento post mortem, bem como. o estudo de
GAGAOUA et al (2018) que encontrou correlacéo da proteina PYGM com a cor da carne.
Além disso, HUANG et al (2020) encontrou as proteinas PRDX6 e ACO2 ambas
relacionadas com a cor da carne, sendo que a primeira foi relatada como a mais
abundante em carnes mais macias. O estudo de ZHU et al (2021) também encontrou a
proteina ACO2 como uma forte candidata de proteinas S-nitrolisadas diferencialmente
abundante, que se encontra downregulated em amostras de carne 24 horas post mortem
com pH entre intermediario e alto. O estudo de OSWALT et al (2021), de forma
semelhante ao presente estudo, encontrou a proteina PRDX6 upregulated, estando
fortemente correlacionada a cor da carne. Assim como no nosso estudo, KIYIMBA et al
(2021) encontrou a proteina MYH4 upregulated em cortes escuros da carne bovina,
porém o mesmo estudo ndo descreveu o papel desta proteina no desenvolvimento da
cor da carne bovina.

Por outro lado, para os animais ndo castrados observou-se que os peptideos
MYBPC1, APOBEC2, MYL6B e HADHA comportaram-se de forma upregulated em
relacdo aos animais castrados. As proteinas encontradas em maior abundancia nos
animais ndo castrados, por outro lado, estao relacionadas principalmente a processos
de oxirreducéo de acidos graxos, bem como, processos envolvendo o metabolismo de
RNA. O estudo de OSWALT et al (2021) correlacionou a proteina MYL6B negativamente
a maciez da carne. Da mesma forma, o estudo de CHEN et al (2019), encontrou as
isoformas da miosina de cadeia leve, como as proteinas MYL6B, MYL9 e MYL3
altamente correlacionadas as carnes com menor marmoreio.

As proteinas encontradas em maior abundancia marginalmente significativa em
animais castrados foram SLC25A4, HSPAG6, H2AJ e LDHA, sendo relacionadas, de uma
forma geral, ao transporte de ADP e ATP, ao transporte transmembrana, bem como,
organizagdo da cromatica, alteragbes de configuracdo das proteinas, processos de
oxidacao/reducdo de carboidratos e relacionadas ao &cido carboxilico. De forma
semelhante, o estudo de ZHU et al (2021) também encontrou a proteina HSP2,
correlacionada a atividade e ligacdo do ATP, além de ser uma proteina de choque

térmico. J&, outro estudo de PULFORD et al (2009), avaliando proteinas de choque
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térmico, sugeriram que tais proteinas podem inibir os eventos iniciais do envelhecimento
da carne e que o pH € um fator fortemente correlacionado a este processo. Um estudo
de HUANG et al (2020) também encontrou a proteina LDHA como uma das proteinas
envolvidas com o processo glicolitico post mortem afetando o grau e a velocidade da
glicdlise, que influencia na maciez e na cor da carne.

Ja nos animais nédo castrados, verificou-se que, as proteinas com significancia
marginal e encontradas em maior abundancia foram ACADVL, CA3, CKMT2, MYOM1,
MYH15, LDB3, PDHB e PYGL. Essas proteinas estédo relacionadas, de forma geral, a
processos de oxidacao e reducao, especialmente de processos relacionados aos acidos
graxos, fosforilagdo, contracdo muscular, organizacdo sarcomérica, organizacdo dos
filamentos de actina, processo de metabolismo da glicose, processos de oxirreducéo,
bem como, processos metabdlicos e catabodlicos do glicogénio. O estudo de ZHU et al
(2021) encontrou a proteina CKMT2 como forte candidata de proteinas S-nitrolisadas
diferencialmente abundante, que se encontra downregulated em amostras de carne 24
horas post mortem com pH entre intermediario e alto.

Entre as proteinas que foram exclusivas de cada condicdo sexual, foram
detectadas cinco proteinas no grupo de animais castrados, que foram encontradas em
pelo menos cinco das seis amostras grupo e que ndo estavam presentes em nenhuma
das amostras dos animais inteiros. A proteina citocromo C oxidase subunidade 6A2
(COX6A2) é relacionada a oxidase terminal no transporte de elétrons mitocondriais. A
anexina (ANXA2) é uma proteina de ligagdo da membrana reguladora de calcio e
normalmente referenciada como envolvida na resposta ao estresse térmico. O estudo de
KIYIMBA et al. (2021), diferentemente do que foi encontrado no estudo presente,
encontrou a proteina COX6A2 de forma mais abundante em cortes escuros da carne,
podendo ser correlacionada aos animais mais suscetiveis ao estresse, pelo aumento do
consumo do oxigénio, principalmente pelo aumento da respiracdo mitocondrial. Da
mesma forma, o estudo de ZHU et al (2021) encontrou trés proteinas relacionadas a
ligacdo do calcio, sendo elas APCS (componente P de amiloide sérico), SYT15 (proteina
nao caracterizada) e TPT1 (proteina tumoral controlada pela traducdo). A NADH
desidrogenase [ubiquinona] proteina ferro-enxofre 3 (F1MS25), é relacionada aos
processos de interrupcdo/reducédo da via de sinalizagdo do crescimento celular e
apoptose, além de estar envolvida com espécies reativas de oxigénio. O estudo de YU
et al (2017) também encontrou proteinas NADH desidrogenase [ubiquinona] 1
subunidade C2 (NDUFC2) e 1 subcomplexo 1 alfa subunidade 6 (NDUFAG6), ambas
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relacionadas ao stress oxidativo e a cadeia respiratoria mitocondrial. O estudo de
KIYIMBA et al (2021) encontrou de forma semelhante, a proteina NDUFA2 como sendo
uma importante proteina relacionada ao transporte de elétrons e processos de
oxirreducao, sendo encontrada em maior abundancia em cortes escuros da carne. A
dihidropoil desidrogenase (F1N206) esta associada as atividades cataliticas celulares.
Ja a profilina-1 (PROF1) € a proteina de ligacdo com a actina e afeta a estrutura do
citoesqueleto e, em altas concentracdes, pode impedir a polimerizacao da actina.

Em animais inteiros, duas proteinas foram encontradas em pelo menos cinco
amostras do total de seis animais deste grupo e nao foram observadas nas amostras de
animais castrados. A proteina MYH3 (A6QPAG) é relacionada as ligacdes do filamento
de actina, a atividade da ATPase e ligacdo ao ATP. A proteina de ligacdo acil-CoA
(ACBP) esté associada a ligacao do acil-CoA aos ésteres e, possivelmente, também atua
como um neuropeptideo para modular a acao do receptor GABA.

De uma forma geral podemos observar que algumas proteinas foram preditivas
para determinadas caracteristicas, como: a proteina PRDX6 influencia negativamente o
pH da carne a uma hora, tanto nos animais castrados quanto nos animais nao castrados.
A proteina MYH4 foi correlacionada negativamente de uma forma geral a cor da carne
nos animais castrados, ja as proteinas APOBEC2 e HADHA foram correlacionadas
positivamente de uma forma geral a cor da carne nos animais néo castrados. A proteina
PYGM foi negativamente correlacionada a FC a sete e 14 dias de maturacéo, bem como
a proteina MYL6B foi negativamente correlacionada a FC aos 14 dias de maturacao.

Estes achados relacionados as proteinas com carater de exclusividade em cada
condicdo sexual sdo relevantes e, tais proteinas devem ser avaliadas em estudos futuros
visando confirmar os resultados observados neste trabalho, devido a suas
especificidades dentro de cada condicdo sexual. Neste sentido, sugere-se maiores
estudos dessas proteinas visando verificar a possiveis correlacdes entre tais peptideos

e caracteristicas fisico-quimicas e de maciez de carne, perfil metabdélico e hormonal.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho detectou alteracdes significativas em caracteristicas fisico-
quimicas, bioquimicas, metabdlicas e relacionadas a qualidade de carne entre bovinos
da raca Nelore castrados e nao castrados, particularmente para peso vivo final, forca de
cisalhamento aos sete e 14 dias, e cortisol in vivo e post mortem, além de valores de cor
a* aos sete dias de maturacao.

As analises protedmicas revelaram 21 proteinas diferencialmente abundantes
entre animais castrados e inteiros. Além disso, as analises protebmicas também
apontaram proteinas exclusivas em cada condicéo sexual avaliada.

Pbdde-se observar proteinas que podem ser consideradas preditivas para
determinadas caracteristicas por estarem fortemente associadas a elas, como por
exemplo a proteina ACO2 que foi associada negativamente a forca de cisalhamento.
Bem como a proteina APOBEC2 que pbéde ser considerada como preditora para os
valores de cor, sendo positivamente correlacionada com esta caracteristica.

Neste sentido, sugere-se maiores estudos avaliando a importancia dessas
proteinas e suas possiveis relagcdes com caracteristicas fisico-quimicas e de maciez de

carne, perfil metabdlico e hormonal em animais castrados e ndo castrados.
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