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RESUMO

BEZERRA, H. V. A. Efeito do cromo sobre o desempenho, qualidade de
carne e perfil transcricional de genes expressos no figado e no musculo
de cordeiros alimentados com dietas com elevada proporgdo de
concentrado. 2023. 88 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de Séo Paulo, Pirassununga, 2023.

O cromo € um elemento traco essencial para 0 metabolismo da glicose e
ha indicacdes de que aumenta a deposicdo muscular e altera o metabolismo de
lipideos e proteinas. Todavia, pouco se sabe sobre sua acdo molecular, bem
como a melhor dose para ruminantes. Assim sendo, este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia de trés doses de cromo em comparagao ao controle,
sem cromo adicional, sobre o desempenho, qualidade da carne e o perfil
transcricional de genes expressos no musculo e no figado de cordeiros
alimentados com dietas com elevada propor¢cdo de concentrado. Foram
utilizados 32 animais cruzados da raga Dorper X Santa Inés, recém-
desmamados (peso vivo inicial médio de 18 kg) distribuidos em quatro
tratamentos: controle (CTL), sem suplementacdo com cromo glicina
(Orgolabs®), e suplementacdo com quelato de cromo a 1,0, 1,5 e 3,0 mg Cr/kg
MS (Crl1,0, Crl1,5 e Cr3,0, respectivamente). Os animais foram mantidos em
baias individuais e submetidos a uma dieta composta por 6% de volumoso (feno
de capim Cynodon sp.) e 94% de concentrado e tiveram o peso mensurado a
cada 14 dias para avaliacdo do desempenho. Apoés 60 dias de confinamento, 0os
animais foram abatidos e amostras de musculo e figado foram coletadas para
analise do perfil transcricional de genes. Na carne foram avaliadas
caracteristicas como pH, cor, maciez, tempo de prateleira, peroxidacao lipidica
e perfil de &cidos graxos. Os resultados de desempenho, carcaca e qualidade de
carne foram analisados através do programa SAS versdo 9.0 por andlise de
regressao. Os genes expressos diferencialmente foram identificados usando o
pacote estatistico DESeg2 disponivel como parte do software de codigo aberto
Bioconductor para bioinformética. Nao foram observados efeitos de tratamento
para nenhuma das caracteristicas de desempenho avaliadas. Os tratamentos
apresentaram efeito quadratico sobre peso e sobre o rendimento de costelas e

vazio (P = 0,069 e 0,023). Efeito de tratamento foi observado para o rendimento



de paleta, assim como um efeito quadratico (P = 0,001 e P = 0,083,
respectivamente), onde os animais suplementados com Crl,5 apresentaram 0s
maiores valores, o que tendeu a reduzir conforme o aumento da dose de Cr. Um
aumento linear (P = 0,026) foi observado nos valores de for¢a de cisalhamento
conforme a dose de Cr. Nas condi¢des deste estudo, o0 cromo ndo apresentou
efeito sobre o desempenho, no entanto aumentou o peso e rendimento de alguns
cortes carneos e afetou negativamente a palatabilidade da carne através do
aumento da forga de cisalhamento de acordo com a dose de Cr administrada.
Foram encontrados 21 genes diferencialmente expressos no figado, e 21 genes
diferencialmente expressos no musculo, que estéo relacionados ao metabolismo
de lipideos e prevencdo da esteatose hepatica, bem como de desordens
metabdlicas como a resisténcia insulinica. A suplementacéo dietética com cromo
trabalhou efetivamente em nivel molecular na sintese de RNA, deposi¢cédo de
proteinas, hipertrofia muscular e sintese de colageno. Fatores de transcricdo
moduladores de funcées como balanco energético também foram positivamente
regulados nos animais suplementados, indicando menor deposicéo de tecido
adiposo intramuscular. O cromo afetou positivamente o metabolismo do RNA,

funcdo mitocondrial, e 0 metabolismo de lipideos e glicose.

Palavras-chave: Ruminantes; sequenciamento de RNA; genes diferencialmente
expressos.



ABSTRACT

BEZERRA, H. V. A. Effect of chromium on performance, meat quality and
transcriptional profile of genes expressed in liver and muscle of lambs fed
a high concentrate diet. 2023. 88 f. Thesis (PhD) - Faculty of Animal Science
and Food Engineering, University of Sdo Paulo, Pirassununga, 2023.

Chromium is an essential trace element for glucose metabolism and there are
indications that it increases muscle deposition and alters lipid and protein
metabolism. However, little is known about its molecular action, as well as the
best dose for ruminants. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of
three doses of chromium glycine (Orgolabs®) compared to the control, without
additional chromium, on performance, meat quality and the transcriptional profile
of genes expressed in the muscle and liver of lambs fed diets with high proportion
of concentrate. Thirty-two recently weaned Dorper X Santa Inés crossbred
animals (average initial live weight of 18 kg) were divided into four treatments:
control (CTL), without supplementation with chromium chelate, and
supplementation with 1.0, 1.5 and 3.0 mg Cr/kg DM of chromium chelate (Cr1.0,
Crl.5 and Cr3.0, respectively). The animals were kept in individual stalls and
submitted to a diet consisting of 6% roughage (Cynodon sp. grass hay) and 94%
concentrate and had their weight measured every 14 days for performance
evaluation. After 60 days of feedlot feeding, the animals were slaughtered and
muscle and liver samples were collected for analysis of the transcriptional profile
of genes. Meat characteristics such as pH, color, tenderness, shelf life, lipid
peroxidation and fatty acid profile were evaluated. Performance, carcass and
meat quality results were analyzed using the SAS version 9.0 program by
regression analysis. Differentially expressed genes were identified using the
DESeq?2 statistical package available as part of the Bioconductor open source
software for bioinformatics. No treatment effects were observed for any of the
evaluated performance characteristics. Treatments had a quadratic effect on
weight and yield of ribs and void (P = 0.069 and 0.023). Treatment effect was
observed for the shoulder yield, as well as a quadratic effect (P = 0.001 and P =
0.083, respectively), where the animals supplemented with Crl.5 showed the
highest values, which tended to reduce as the dose of Cr. A linear increase (P =
0.026) was observed in the shear force values according to the dose of Cr. Under
the conditions of this study, chromium had no effect on performance, however it
increased the weight and yield of some meat cuts and negatively affected the
palatability of the meat by increasing the shear force according to the dose of Cr
administered. Twenty one genes differentially expressed in the liver, and 21
genes differentially expressed in the muscle were identified, which are related to
lipid metabolism and prevention of hepatic steatosis, as well as metabolic
disorders such as insulin resistance. Dietary chromium supplementation worked
effectively at the molecular level on RNA synthesis, protein deposition, muscle



hypertrophy and collagen synthesis. Transcription factors that modulate functions
such as energy balance were also positively regulated in supplemented animals,
indicating less deposition of intramuscular adipose tissue. Chromium positively
affected RNA metabolism, mitochondrial function, and lipid and glucose
metabolism.

Keywords: Ruminant; RNA sequencing; differentially expressed genes.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial e a consequente intensificacdo da
demanda por alimentos implicam em aumento da producdo de proteina de
origem animal, preferencialmente com baixo impacto sobre o meio-ambiente
(GODFRAY et al., 2010). Para assegurar uma maior produtividade frente aos
desafios na producao pecuaria, ttm-se empregado na nutricdo animal diversos
modificadores metabdlicos, como por exemplo, a somatotropina, uso de
castracdo imunoldgica, aditivos alimentares, ractopamina, zilpaterol, cisteamina,
betaina e o cromo (DUNSHEA et al., 2016).

O cromo (Cr) é um elemento traco que foi primeiramente descrito como
essencial para o metabolismo normal da glicose no organismo por Schwarz &
Walter (1959). Dietas convencionais aparentemente atendem a exigéncia de Cr
para o funcionamento normal da glicose, no entanto, sua suplementacdo
dietética tem demonstrado estar envolvida em diversas funcbes metabdlicas,
com expressivo aumento de resultados positivos no tocante a beneficios
suprafisiolégicos (GENTRY et al., 1999). Investigacdes nos ultimos 30 anos tém
comprovado a influéncia do Cr no metabolismo de glicose e/ou lipidios em suinos
(MATTHEWS et al., 2001), humanos (DEBRAS et al., 1989; PRESS et al., 1990)
e ruminantes (GENTRY et al., 1999; SUMNER et al., 2007), promoc¢ao de maior
sintese de RNA e regulacdo do processo de traducdo de proteinas nas células
musculares (MOONEY & CROMWELL 1997; ZHANG et al. 2011) e mostrado
impacto na producédo animal (LINDEMANN et al., 1995; KEGLEY et al., 1997;
HAYIRLI et al., 2001).

Todavia, os resultados s&o conflitantes, principalmente no que diz
respeito a dosagem de Cr administrada como promotor de crescimento e,
adicionalmente, ndo ha exigéncias de Cr estabelecidas para ruminantes
(VINCENT, 2007; PALLAUF & MILLER., 2006). Apesar de desde as primeiras
investigagbes comprovarem que o Cr é necessario para o0 metabolismo normal
de carboidratos e lipideos em mamiferos, poucas informacgdes sobre seu papel
especifico foram apresentadas, indicando a necessidade de identificacdo da
acao biologica do Cr a nivel molecular (DAVIS & VINCENT, 1997; ANDERSON,
1985; ANDERSON, 1987; MERTZ, 1993). A analise de sequenciamento de RNA

€ uma tecnologia 6mica de alto rendimento que pode ser utilizada como



ferramenta para investigar os efeitos da nutricdo na satde (NOORI-DALOII &
NEJATIZADEH, 2015). Avaliar a colecdo completa de transcritos em uma célula
ou tecido em um determinado momento € um modo de investigar a influéncia de
alteracbes dietéticas sobre a transcricdo dos genes (MULLER; KERSTEN,
2003).

Deste modo, a premissa deste estudo foi avaliar o efeito de doses de
cromo na forma de quelato (Cr*3 + glicina, Orgolabs®) sobre o desempenho, as
caracteristicas produtivas quantitativas e qualitativas da carcaca e da carne e a
analise do perfil transcricional de genes expressos no figado e no masculo, que
justifique sua acdo como modificador metabdlico de cordeiros alimentados com

dietas com elevada proporcao de concentrado.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Cromo: formas quimicas, mecanismo de absorcéo e fontes

E conhecido o progressivo estudo sobre modificadores metabdlicos para
animais de producdo, que aumentem a taxa de crescimento, melhorem a
eficiéncia alimentar e a composicdo da carcaga, e consequentemente a
qualidade da carne (DIKEMAN, 2007). O crescente interesse em estudar o Cr
como suplemento dietético para animais de producéo justifica-se em seus efeitos
positivos como modificador metabdlico, alterando a taxa de crescimento e
resposta imune (CHANG & MOWAT, 1992; MOONSIE- SHAGEER & MOWAT,
1993; DEPEW et al., 1998), pois em estado trivalente, € descrito como um
elemento traco essencial para mamiferos, que funciona como um cofator para o
hormoénio insulina e aumenta sua capacidade em regular o metabolismo da
glicose, proteina e lipideos (MERTZ, 1993).

O Cr é um elemento traco encontrado em pequenas quantidades nos
ingredientes comumente utilizados na alimentagdo animal (BAILEY, 2014),
podendo ser apresentado na forma de compostos inorganicos ou complexos
organicos (SUMNER; VALDEZ; MCNAMARA, 2007). E naturalmente detectado
nos estados oxidados com ions 0, 2*, 3*, 6*, sendo o trivalente (Cr3*) a forma
mais estavel (MCDOWELL, 1992) e de consumo seguro em detrimento do
hexavalente, que é considerado téxico, apesar de apresentar melhor taxa de

absorcdo (CAZES, 1999). Sdo esses o0s dois estados de valéncia



predominantemente encontrados. Os compostos de Cr hexavalente sao
extensivamente aplicados em diversas industrias, enquanto que as formas
trivalentes sao utilizadas como micronutrientes e suplementos dietéticos
(BAGCHI et al., 2002).

O Cr em sua forma trivalente (Cr*3) faz parte do composto
organometalico do fator de tolerancia a glicose (GTF), sendo esta sua forma
biologicamente ativa, que trabalha em sinergia com a insulina na captacao de
glicose (WHITNEY & CATALDO, 1983). A forma trivalente do Cr constitui a
estrutura quimica do GTF e facilita a interacao entre a insulina e seus receptores
nos tecidos, potencializando sua atividade. Na auséncia de Cr*3, o GTF se torna
inativo (MOORADIAN; MORLEY, 1987; ANDERSON; MERTZ, 1997).

O estimulo a ativacédo da insulina ocorre pela acdo da cromodulina, ou
substéancia de baixo peso molecular de ligagcdo ao cromo (Low-Molecular-Weight
Chromium-Binding Substance - LMWCr), um oligopeptideo com
aproximadamente 1500 Da de peso molecular, constituido de quatro tipos de
aminoacidos (glicina, cisteina, glutamato e aspartato) que possui a habilidade de
potencializar os efeitos da insulina na conversdo da glicose em dioxido de
carbono ou lipideos. Tal estimulo é diretamente dependente da quantidade de
Cr presente na cromodulina, que desempenha papel intrinseco nos adipdcitos.
Nenhum outro composto natural que contenha Cr potencializa a a¢do da insulina
deste modo (VINCENT, 1994; YAMAMOTO; WADA; MANABE, 1989).

O cloreto de cromo € a fonte inorganica mais comum. As fontes
inorganicas apresentam menor taxa de absorcédo e menor atividade biolégica em
comparacao as organicas, deste modo, sendo utilizadas como marcadores em
estudos de digestibilidade (ANDERSON; KOZLOVSKY, 1985; OLIVEIRA, DJC;
SOARES FILHO, 2005). A concentracdo de Cr em alguns ingredientes utilizados
na alimentacdo animal apresenta uma variacdo media de 0,27 a 2,2 mg/kg MS
(ARTHINGTON et al., 1997; BRATAKOS; LAZOS; BRATAKOS, 2002; BRYAN;
SOCHA; TOMLINSON, 2004) e as forragens apresentam maior concentracao de
Cr do que os graos (ANDERSON; BRYDEN; POLANSKY, 1992).

As fontes orgéanicas de Cr incluem a niacina ligada ao cromo, cromo-L-
metionina, complexo cromo-acido nicotinico, cromo polinicotinato, cromo
picolinato, levedura de cromo e quelato de cromo (ANDERSON; KOZLOVSKY,



1985), sendo a levedura a fonte de Cr que tém demonstrado maior
biodisponibilidade e efetividade em estudos de nutricAo animal (LYONS,
1997(JEEJEEBHOY, 1999), uma vez que a levedura possui a habilidade de
acumular ions em altas concentracdes (KASZYCKI et al., 2004). Todavia, a fonte
que mais tem recebido atencdo nos estudos ao longo dos anos € o cromo
picolinato, sendo a mais popular na nutricdo animal e humana (VINCENT, 2003).

Os mecanismos de absorcdo de Cr em ruminantes ainda nao estdo bem
estabelecidos. No entanto, sabe-se que a absorcdo de Cr no rumen é
insignificante e a recuperacéo varia em torno de 92 a 99% (GAEBEL et al., 1987).
A hipdtese é de que sua absorcdo ocorra na regido proximal do jejuno em
combinacdo com elementos quelatados (KHAN et al., 2014), e uma pequena
quantidade pode ser absorvida no ileo e duodeno (CHEN; TSAI; DYER, 1973).
O maior mecanismo de absorcao € por difusdo passiva (STOECKER, 1999). A
biodisponibilidade de Cr inorganico varia entre 1 a 3% da dose ingerida,
enquanto que a de Cr organico € cerca de 10 a 30 vezes mais disponivel, ou
seja, de 15 a 30% da dose ingerida (FORBES; ERDMAN, 1983).

Ademais, fatores como a presenca de aminoacidos e alto teor de
carboidratos nas dietas aumenta a absorcao de Cr (HUNT; STOECKER, 1996).
Fatores como a interferéncia com ions de outros minerais, formacédo de
compostos quelatados em forragens e quantidade de niacina presente podem
afetar a biodisponibilidade e absorcéo de Cr. As fontes organicas sao mais
biodisponiveis por suas ligacdes quelatadas com aminoacidos, acidos organicos,
peptideos ou outros compostos (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018;
PECHOVA,; PAVLATA, 2007; URBERG; ZEMEL, 1987).

O cromo picolinato é um sal que possui formula quimica CrPic3 e é um
complexo coordenado constituido de cromo trivalente e &acido picolinico
(BERNER; MURPHY; SLESINSKI, 2004). Sua utilizacdo como suplemento
dietético tém demonstrado efeito positivo no funcionamento 6timo da insulina em
pacientes com diabetes tipo 2, promocéo de perda de peso, reducédo dos niveis
de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e apolipoproteina B, a
principal proteina da fracdo LDL, e aumento substancial da fracdo de
apolipoproteina A-l, a principal proteina da fragdo HDL (“bom colesterol”)
(MARTIN et al., 2006; PRESS; GELLER; EVANS, 1990).
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Ademais, tem apresentado efeito positivo na producdo animal,
influenciando o desempenho, caracteristicas da carcaca e deposicdo muscular
de suinos (LIEN et al., 2001; ZHANG et al., 2011), aves (HUANG et al., 2016;
KIM et al., 1996) e peixes (RAKHMAWATI et al., 2018). No que diz respeito ao
desempenho de ruminantes, os resultados da suplementacdo com cromo
picolinato sdo controversos (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018). No
entanto, pode apresentar efeito sobre a deposicdo de gordura na carcaca e
metabdlitos que influenciem o desempenho, como a insulina, através da particdo
de nutrientes, e também os acidos graxos ndo esterificados circulantes no
plasma (KITCHALONG et al., 1995; FORBES et al., 1998). Além disso, esta
relacionado a alteracbes em parametros hematolégicos em ruminantes, como
aumento do MDA circulante (ZHANG et al., 2014).

Deste modo, questionamentos no que diz respeito a seguranca da
utilizacdo do CrPic3 como suplemento dietético comecaram a ser levantados,
pois efeitos deletérios, como clivagem de cromossomos foram observados em
células ovarianas de hamsters (STEARNS et al., 1995). Quando o efeito foi
comparado utilizando como fonte de Cr o cromo nicotinato, tais efeitos nao foram
observados nos cromossomos. Complementarmente, (STEARNS et al., 2001)
observaram efeito mutagénico ao locus de hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase. Ambos estudos utilizaram doses altas e nao-fisiol6gicas
de CrPic3 (0.05 mM1).

Estudos in vitro apresentaram efeitos mutagénicos do CrPic3 sobre o
DNA, seja pelo estimulo da producdo de espécies reativas ao oxigénio
intracelular (reactive oxygen species - ROS), como o radical hidroxila, que pode
clivar o DNA (BAGCHI et al.,, 2002; SPEETJENS et al., 1999). Tal estimulo
acontece aparentemente pela ligacdo do cromo com o acido picolinico, o que
nao ocorre quando as substancias sdo administradas separadamente (SUN et
al., 2000). Efeitos como aumento da peroxidacdo lipidica e concentracdo
hepatica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em ratos
suplementados com CrPic3 foram observados por Preuss et al. (1997). Estudos
comparativos do CrPic3 com cromo ligado a niacina, revelam que CrPic3 produz
significativamente mais estresse oxidativo e danos ao DNA (BAGCHI et al.,
2002).
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Assim, a utilizag&o de outras fontes organicas com alta taxa de absorcéo
de Cr trivalente pode ser mais interessante no tocante a seguranca. Neste
contexto, minerais quelatados fornecem uma estrutura molecular que
proporciona melhor absor¢gdo dos microminerais. S&o os minerais quelatados
ions metéalicos quimicamente ligados a uma molécula orgénica, formando uma
estrutura estavel e altamente biodisponivel, sendo mais facilmente absorvida e,
consequentemente, promove melhor eficiéncia alimentar, desempenho e
qualidade de carcaca e de carne pelo melhor aproveitamento dos microminerais
(AAFCO, 2000; CONDE et al., 2014).

E conhecido que as substancias que formam quelatos com cromo
geralmente estimulam a sua absorcédo. O processo de quelatagem constitui-se
na ligacdo de ions metalicos com compostos orgéanicos, geralmente
aminoacidos, formando um composto solavel estavel que € melhor absorvido
pela mucosa intestinal, uma vez que seu transporte é facilitado sem entrar no
processo de competicéo ibnica (PAIK, 2001).

O quelato de cromo é uma fonte organica capaz de atravessar
diretamente a membrana da célula intestinal e ser metabolizada sem qualquer
digestdo prévia, uma vez que foi quelatada com um aminoéacido. Estudos
investigando a utilizacdo de cromo metionina (Cr-Met) ou quelato de cromo na
nutricdo de ruminantes ndo encontraram nenhum efeito adverso no desempenho
animal (OOH; LEE, 2005).

2.2. Efeito do cromo no desempenho animal

E conhecida a funcéo fisiologica do Cr proposta por (MERTZ, 1993) no
metabolismo de carboidratos, lipideos e sintese de proteinas, bem como sua
influéncia no crescimento e longevidade, uma vez que € o componente do GTF,
gue aumenta a sensibilidade dos tecidos a insulina e também melhora a
utilizacdo da glicose. Assim, a captacdo da mesma, sua utilizacdo para a
lipogénese, sua oxidacao a dioxido de carbono e a glicogénese sdo aumentadas
pela adicdo do Cr mais insulina nos tecidos animais (ANDERSON, 1987).

A atencdo voltada a utilizacdo do Cr como modificador metabdlico e seus
beneficios supra fisiolégicos tem sido mais voltada a animais em crescimento.

As respostas positivas no desempenho tém sido relacionadas a reparticdo de
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energia do tecido adiposo para o muscular (LEIVA et al.,, 2015; VARGAS-
RODRIGUEZ et al., 2014).

Com relacdo a monogastricos, (ZHANG et al., 2011) avaliaram o efeito da
suplementacdo com picolinato de cromo em suinos e observaram que sob a
dose de 0,2 ug/g, os animais em fase de terminacao apresentaram melhora
significativa no ganho de peso médio diario e a massa magra corporal aumentou
3,86% durante todo o periodo de avaliacdo, relatando que o Cr promoveu
melhoria no desempenho, caracteristicas de carcaca e deposi¢cdo muscular. Os
autores também observaram efeito do Cr no aumento da proporgdo RNA/DNA,
0 que demonstra que o Cr contribuiu para a promocao da sintese de RNA e
regulou o processo de traducado de proteinas nas células musculares.

Li et al. (2013) avaliaram os efeitos da administragéo dietética de Cr-Met
(0,0, 0,3, 0,6 e 0,9 mg/kg MS) para leitdes em fase de crescimento/terminacéo e
observaram aumento no consumo de matéria seca (CMS) e ganho de peso
médio diario e melhoria na converséo alimentar conforme o aumento do nivel de
Cr, porém, a area de olho de lombo e a espessura de gordura subcutanea
diminuiram linearmente.

No que diz respeito ao desempenho de ruminantes, os resultados
disponiveis na literatura sdo bem variaveis, principalmente levando em
consideracao a fonte de Cr e a dose utilizada. (KEGLEY; SPEARS; BROWN,
1997) observaram aumento do ganho de peso médio diario de novilhos Angus
suplementados com 4 mg/kg MS de cromo-nicotinato, mas nao houve efeito da
suplementacao sobre o CMS e eficiéncia alimentar, bem como no peso final. Em
contrapartida, (BOHRER et al., 2016) ndo observaram efeitos da suplementacéo
com cromo propionato para novilhos Angus em terminacdo nas caracteristicas
de desempenho. (MATHISON; ENGSTROM, 1995; WRIGHT;, MOWAT;
MALLARD, 1995) avaliaram a suplementacdo com quelato de cromo para
novilhos e ndo observaram efeito sobre o CMS, ganho de peso médio diario ou
eficiéncia alimentar.

(YAN et al., 2008) relataram potencial efeito da suplementacéo com Cr
(0,0, 400,00 e 800,00 ppb de levedura de Cr) para cordeiros alimentados com
diferentes niveis de proteina, sobre a modulagdo da energia entre o tecido

muscular e adiposo, embora tenham observado efeito limitado sobre a taxa de
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crescimento e as caracteristicas de carcaca em relagdo aos efeitos dos
diferentes teores de proteina da dieta.

Dominguez-Vara et al. (2009) ao avaliar cordeiros em terminacéo
suplementados com levedura de Cr (0, 0,25 e 0,35 mg Cr/kg MS) observaram
aumento linear do peso final, ganho de peso total e ganho médio diério, assim
como aumento linear da area de olho de lombo na altura da 122 costela conforme
o0 aumento da dose de Cr. Adicionalmente, o CMS reduziu linearmente segundo
a suplementacao com Cr.

Estrada-Angulo et al. (2013) suplementaram cordeiros em fase de
terminacdo, com 0,1,2 ou 3,0 g Cr/animal/dia na forma de levedura, em dieta
com elevada propor¢édo de concentrado, e ndo observaram aumento no CMS,
no entanto, o ganho médio diario aumentou conforme o nivel de Cr, e a eficiéncia
alimentar foi melhorada, assim como o peso de corpo vazio e a area de olho de
lombo. A suplementacdo aumentou o peso de corpo vazio e o peso das visceras,
no entanto, sem influenciar a propor¢édo de corpo vazio. Os autores concluiram
que, conforme o nivel de Cr na dieta aumentou, houve melhoria na taxa de
crescimento, rendimento de carcaca e na eficiéncia energética dos cordeiros.

(MORENO-CAMARENA et al., 2015) ao suplementarem cordeiros em
terminacdo com levedura de cromo em diferentes niveis (0,0, 0,2 e 0,4 mg Cr/kg
MS) observaram melhoria na conformacgéo muscular e reducéo da deposicao de
gordura no figado, conforme o aumento do nivel de Cr. Todavia, (MORENO-
CAMARENA et al., 2020), ao testarem a levedura de cromo a 0,0, 0,2, 0,4 e 0,6
mg Cr/kg MS novamente em cordeiros em terminacdo, ndo observaram
influéncia do Cr nas caracteristicas de desempenho e conformacao da carcaca,
no entanto, uma reducdo na deposicdo de gordura perirrenal e intramuscular
ocorreu conforme o aumento do nivel de Cr.

(MAHMOUD; ZANOUNY, 2018) avaliaram o efeito da suplementacéo
com Cr-Met (0, 1,5 e 3,0 mg Cr/animal/dia) sobre o desempenho e respostas
fisiologicas de cordeiros e ndo observaram influéncia sobre o CMS. No entanto,
o ganho de peso médio diario e o ganho total foram aumentados com as duas
doses, assim como houve uma melhora na eficiéncia alimentar. A
suplementacdo com 3 mg Cr/animal/dia também influenciou respostas

fisiologicas, como aumento da proteina sérica, albumina e glicose circulante,
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cujos resultados os autores atribuiram a melhora no desempenho pelas
alteracdes fisioldgicas em resposta a suplementacéo com Cr.

(SEIFALINASAB; MOUSAIE; DOOMARY, 2021) investigaram o efeito de
doses elevadas de Cr-Met (1,5 e 3,0 mg Cr/kg MS) comparados ao controle, sem
cromo adicional, para cordeiros em fase de terminacao expostos a estresse por
calor e observaram menor CMS para ambas doses, e a taxa de consumo pelo
ganho foi 21,5% menor para os animais suplementados com 3,0 mg/kg MS.
Adicionalmente, ndo observaram impacto negativo da alta dosagem sobre o0s
parametros hematoldgicos dos animais, concluindo que altas dosagens de Cr-
Met melhoram o desempenho e a eficiéncia alimentar sem causar efeitos
adversos no metabolismo de cordeiros em terminacéo.

Apesar da discrepancia nos resultados no tocante ao CMS encontrados
na literatura, em alguns estudos observa-se sua reducao, que pode ser causada
pela tendéncia do Cr em promover maior eficiéncia no uso de nutrientes
periféricos, o que reduziria a ingestao de nutrientes adicionais (YARI et al., 2010).

O efeito do Cr no aumento do ganho de peso e melhoria na conformagéo
da carcaca tem sido relacionado com seu papel no metabolismo de carboidratos
e proteinas. O Cr também €é conhecido por estimular a atividade de algumas
enzimas in vitro e é importante na estrutura e metabolismo de acidos nucléicos
(WHITNEY; CATALDO, 1983; MERTZ, 1969). Sabe-se que a insulina, além de
atuar no metabolismo de carboidratos, lipideos e na homeostase da glicose, é
responsavel por regular o metabolismo e a sintese proteica (FELIG, 1975). O
efeito da insulina no metabolismo de aminoacidos foi descrito com relacdo a
estimulacdo da sintese de proteinas, transporte de aminoacidos para as células
e inibicdo do catabolismo de proteinas. Ha também efeito da insulina na reducéo
da concentracdo sistémica de aminoacidos circulantes e sua relacdo com a
gliconeogénese (WOOL et al., 1972).

Esta reducéo da concentracdo de aminoacidos no plasma sugere que 0
local de captacdo de aminoacidos mediados pela insulina é o tecido muscular
(RUSSEL, 1955). Assim sendo, o Cr esta envolvido na regulagdo do
metabolismo energético através da potencializagdo da insulina, e, de acordo com

Fisher (1990), desempenha importante papel na sintese proteica, sendo utilizado
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na nutricdo humana como suplemento para melhoria do tonus e construcao
muscular para atletas durante o exercicio fisico.

Resultados inconsistentes em relacdo aos efeitos benéficos da
suplementacdo de Cr na dieta no crescimento animal tornaram este
micronutriente um tanto controverso. Divergéncias dos resultados
provavelmente estdo relacionadas a concentracao e disponibilidade de Cr nas
dietas base (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018). Segundo o NRC (2001), a
quantidade de Cr biodisponivel nos ingredientes comuns deve ser avaliada,
antes de se estabelecer o seu requerimento para ruminantes.

Além disso, apesar de conhecer a funcdo do cromo como mineral
essencial para humanos e animais, sua importancia exata, bem como seu
mecanismo de ac¢édo ainda nao estdo bem elucidados. Ademais, informagdes
limitadas a respeito da suplementagao animal com Cr na forma quelatada com
aminoacidos estdo disponiveis em comparacdo as outras fontes organicas,

como cromo propionato ou levedura de cromo (OOH; LEE, 2005).

2.3. Parametros de carcaca e qualidade de carne

Existem informacdes variaveis a respeito da influéncia da suplementacéao
com Cr nas caracteristicas de carcaca e qualidade de carne em ruminantes. No
entanto, diversos estudos relataram que a suplementacdo com Cr influencia o
rendimento de carcaca através do aumento do peso do musculo longissimus e
da area de olho de lombo na altura da 122 costela, em cordeiros em fase de
terminacdo (DOMINGUEZ-VARA et al., 2009; ARVIZU et al., 2011; ESTRADA-
ANGULO et al., 2013; SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015). (BERNHARD et al.,
2012) sugerem que a suplementagcdo com Cr durante tal fase aumenta a
captacao de glicose pelos tecidos e aumenta sua sensibilidade a insulina, o que
potencialmente aumenta a sintese proteica nos masculos.

(DOMINGUEZ-VARA et al., 2009) suplementaram cordeiros em fase de
terminacdo com levedura de Cr (0, 0,25, ou 0,35 mg Cr/animal/dia) sozinha ou
em combinagdo com levedura de selénio, onde a levedura de Cr afetou
positivamente todas as variaveis avaliadas na carcaca dos animais tratados em
combinacdo com levedura de selénio. Efeito quadratico foi observado na

suplementacdo com Cr para peso de carcaca quente e fria e area de olho de
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lombo. O tratamento também reduziu linearmente a gordura da carcaga (em g/kg
PV e em kg), sugerindo que as leveduras de Cr e selénio interagiram como
modificadores das caracteristicas da carcaca, assim como do crescimento e dos
metabdlitos sanguineos avaliados.

(ESTRADA-ANGULO et al.,, 2013) ao suplementarem cordeiros em
terminacédo alimentados com dietas de alto grédo com levedura de Cr (0,20u 3 g
levedura Cr/animal/dia), além de observarem aumento na area de olho de lombo,
observaram aumento também no peso de carcaca quente e pequenos efeitos no
rendimento de cortes.

(ARVIZU et al., 2011), no entanto, ndo relataram efeito da suplementacao
com Cr na forma de levedura sobre as caracteristicas de carcaca, como
rendimento, peso e area de olho de lombo, assim como sobre a maciez, teor de
umidade e proteina. Todavia, a suplementacdo com Cr reduziu a espessura de
gordura subcutdnea na altura da 122 costela em 18,4%. Tal reducao foi
justificada pela acdo do Cr em promover uma redistribuicdo do tecido adiposo na
carcaca devido a possiveis variagdes da sensibilidade a insulina nos adipocitos
de diferentes sitios de deposicédo lipidica. Neste contexto, os autores também
observaram menor deposicdo de gordura intramuscular na carne dos animais
suplementados, concluindo que a suplementacdo com Cr foi capaz de produzir
uma carne mais magra e indicaram como util para a producao de carne saudavel
em sistemas de terminagdo com dietas de alto gréo.

(SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015) suplementaram cordeiros em
terminacdo submetidos a uma dieta com elevada proporcéo de concentrado com
Cr-Met (0, 0,60, 1,20 e 1,80 mg Cr/animal/dia) e observaram reducéo linear da
deposicdo de gordura subcutanea conforme o aumento da dose de Cr, 0 que
melhorou o rendimento estimado da carcaca. Adicionalmente, a concentracao
de gordura no musculo longissimus decresceu linearmente, no entanto, a de
proteina permaneceu constante, todavia, a proporcdo proteina/gordura no
musculo aumentou linearmente conforme o aumento da dose de Cr. Os autores
concluiram que a suplementacdo com Cr mostra efeito modulador nas carcacas,
e observaram que a resposta maxima ocorreu sob maior dosagem (1,80 mg

Cr/animal/dia).
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(MORENO-CAMARENA et al., 2020) suplementaram cordeiros com Cr na
forma de levedura (0, 0,2, 0,4 e 0,6 mg Cr/kg MS) e ndo observaram sua
influéncia sobre as caracteristicas de carcaca ou qualidade da carne, como a
maciez, no entanto, reduziu a deposicao de gordura perirrenal e intramuscular,
assim como alterou a proporcdo de acidos graxos insaturados e saturados no
muasculo, onde os saturados (palmitico e estearico) reduziram linearmente,
engquanto que os insaturados (palmitoleico, vacénico, linoleico e araquidénico)
aumentaram linearmente conforme a dose de Cr. Os autores concluiram que a
suplementacdo com Cr proporciona a producdo de uma carne mais saudavel, o
gue pode ser de grande interesse na nutricdo humana.

Deste modo, tem se assumido que o Cr € capaz de manipular a qualidade
da carne devido a sua funcéo biol6gica no metabolismo muscular e de lipideos.
Hong et al. (2002) suplementaram novilhos com Cr-Met (400 ppb) e encontraram
melhoria no escore de marmoreio (Cr.controle = 4,7:4,2) e aumento da
classificacdo de carcacas prime (Cr:controle, % = 72:66), sendo um resultado
diferente dos j& encontrados no tocante aos efeitos da suplementacdo com Cr
no metabolismo de lipideos. Os autores levantaram a hip6tese de que a funcao
do Cr em regular a glicose nos tecidos e produzir uma carne marmorizada por
meio da suplementacéo é regulada segundo a fase do crescimento animal.

Resultados concretos do efeito do Cr no tocante a qualidade da carne de
ruminantes ainda ndo sao tao difundidos. Sobre o efeito da suplementacdo com
Cr na qualidade da carne de animais de producdo, os resultados variam de
acordo com a espécie, dose e fonte. Em se tratando de ndo ruminantes, 0s
resultados sobre a qualidade da carne sédo melhor definidos.

(HUANG et al., 2016) avaliaram o efeito da suplementacédo dietética com
Cr em diferentes fontes (cromo propionato, cromo picolinato e cloreto de cromo)
e em diferentes doses (0,4 ou 2,0 mg de Cr/kg) para frangos de corte submetidos
a estresse por calor sobre as caracteristicas de desempenho e qualidade de
carne, e observaram que, independente da fonte, o percentual de gordura
abdominal reduziu, no entanto, a gordura intramuscular do peito permaneceu
inafetada. Os valores de b* da cor da carne (que representam o croma gue varia
as tonalidades de azul ao amarelo) foram menores nos frangos suplementados

com cloreto de cromo ou cromo picolinato. Independente da fonte, as perdas por
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coccdo foram menores na carne dos animais suplementados. Os autores
concluiram que a suplementacdo melhorou tanto o desempenho, quanto as
caracteristicas da carcaca e da carne, independente da fonte de Cr utilizada.

(LI etal., 2013) suplementaram leitdes em fase de terminacdo com Cr-Met
(0, 0,3, 0,6 e 0,9 mg/kg MS) e observaram uma reducéo linear na érea de olho
de lombo e na espessura de gordura subcutanea, assim como no percentual de
gordura intramuscular. Os valores de shear force mostraram aumento linear e
um efeito quadratico sobre os valores representando a cor vermelha (a *) da
carne foi observado. Também houve efeito linear da concentracéo de mioglobina
na carne, conforme a dose de Cr aumentou. Os autores concluiram que o Cr
promoveu efeito positivo na aparéncia da carne pela melhora da cor, no entanto,
pela reducdo da maciez e da gordura intramuscular, promoveu efeito negativo
na palatabilidade.

Em se tratando de producdo de ruminantes, nos ultimos anos se tem
enfatizado a melhora na qualidade da carne. Segundo Miller (1994), as
caracteristicas de qualidade sé&o influenciadas, dentre muitos fatores, pela
estrutura muscular e sua composicdo quimica, interagbes dos constituintes
quimicos, alteracBes post mortem nos tecidos, estresse e fatores pré-abate; em
relacdo a aparéncia, a percepc¢ao da cor da carne, crua ou cozida, influencia a
aceitabilidade ao produto. Os consumidores esperam uma cor atrativa da carne
crua, sendo um dos atributos mais desejados no momento da compra.

O pigmento responsavel pela coloracdo da carne, além da hemoglobina
presente no sangue, € denominado mioglobina (ACTON & DAWSON, 2004),
que, segundo Lehninger (2002), € uma proteina sarcoplasmatica simples,
soluvel em agua, que possui capacidade de se ligar ao oxigénio e tem como
funcdo o armazenamento do mesmo para o metabolismo aerdbio dos musculos.
Pode ser encontrada nos mamiferos, nas células musculares. Dependendo do
tipo de musculo, pode compreender cerca de 50 a 80% dos pigmentos totais. A
cor pode ser influenciada ndo somente pela quantidade de mioglobina presente,
mas também pelo tipo de molécula e seu estado quimico (FOX, 1987; LAWRIE,
2005).

Alguns trabalhos atribuiram os efeitos da dieta a cor da carne para o

armazenamento de glicogénio, taxa de resfriamento, ou acumulo de
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antioxidantes, que em ultima andlise podem relacionar-se as caracteristicas
intrinsecas fundamentais da cor do musculo, pH, consumo de oxigénio e
atividade redutora de metamioglobina (FRENCH et al., 2000; VESTERGAARD
et al., 2000; LYNCH et al., 2002; BRUCE et al., 2004; MANCINI; HUNT, 2005).

No tocante & maciez da carne, essa € uma das caracteristicas
organolépticas que mais influencia a percepc¢éao de aceitabilidade do consumidor.
A sensibilidade é afetada principalmente pela quantidade e solubilidade de tecido
conjuntivo, composicdo e estado contratil das fibras musculares, extensao da
protedlise muscular e deposicéo de gordura (JOO et al., 2013).

Tém se proposto um sistema bioquimico envolvido na maciez da carne.
Um modelo de amaciamento proposto por Dransfield (1993) é baseado na
ativacao das calpainas, pelo aumento na concentragcéo de calcio livre, a partir do
inicio do rigor mortis — o declinio do pH de 6,5 a 5,7 aumenta a atividade da
calpaina | de 15% a 97% da atividade maxima. O modelo compreende ainda a
inibicdo das calpainas pela calpastatina e a inativacdo de calpainas e
calpastatinas por autélise, na medida em que ocorre o amaciamento da carne.

Desta forma, este sistema de proteases calcio dependentes esta
relacionado com a concentracao de calcio no musculo, que pode alterar as a
atividade das enzimas proteoliticas, influenciando a maciez da carne, tanto
fresca, quanto maturada.

Muitos processos celulares sdo regulados pelo calcio que atua em
combina¢do com a calmodulina, uma proteina de ligacdo ao célcio presente na
regulacdo de diversas atividades do metabolismo celular, dentre elas,
associacdo a enzimas como quinases e fosfatases, receptores de membrana,
fatores de transcricdo, sintese e secrecao de hormdnios pela tirebide, pituitaria
e adrenal, secrecdo de insulina, proliferacao celular, iniciacéo da sintese de DNA
e esta intimamente envolvida com os processos de contracdo muscular; sabe-
se que a concentracao intracelular de céalcio promove a ativacdo de enzimas
envolvidas em tais processos. Mac Neil et al. (1987) observaram que o Cr em
sua forma trivalente pode ativar a calmodulina em condi¢des in vitro.

Uma vez que o Cr possui capacidade de ativar a calmodulina, que por sua

vez, esta envolvida nos processos celulares regulados pelo céalcio e também atua
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no metabolismo de lipideos, possivelmente influencia as caracteristicas de
qualidade de carne (LUSEBA, 2005).

Além disso, segundo (HOPKINS; HOLMAN; VAN DE VEN, 2015), o
declinio do pH e da temperatura das carcacas influencia a maciez da carne
ovina. Assim, uma janela ideal de queda de pH e temperatura modela a maciez
da carne, incluindo o pH abaixo de 6,0 e temperatura entre 18 e 35 °C. O declinio
do pH esta associado a glicolise post mortem, que € a hidrolise do glicogénio
muscular. A concentracdo de glicogénio muscular no momento do abate é um
fator de grande importancia que influencia a velocidade de queda do pH e o pH
final. Reservas reduzidas de glicogénio reduzem a formacédo de acido latico
durante a conversdo do musculo em carne, e, consequentemente, a extensao
de queda do pH (BENDALL, 1973).

Reservas insuficientes de glicogénio resultam em valores de pH acima de
5,5 e, em casos extremos, no caso de o pH final permanecer alto
(aproximadamente 6,2), a carne formada é conhecida como DFD (escura, firme
e dura). Deste modo, quanto menor a reserva de glicogénio muscular no
momento do abate, mais lenta sera a queda do pH e maior seu impacto negativo
na maciez da carne. As carnes DFD possuem grande ocorréncia em machos
nao castrados e/ou terminados a pasto, uma vez que a densidade energética da
dieta pode influenciar a reserva de glicogénio muscular. Ademais, o estresse é
um fator de grande importancia no tocante as reservas de glicogénio (IMMONEN
et al., 2000).

Sabe-se que a suplementacédo com Cr promove aumento da concentracao
de glicose e de insulina, e age nas células aumentando a sensibilidade a mesma.
Em alguns estudos, observa-se glicose sérica reduzida, possivelmente pelo
aumento da captacdo pelos tecidos com sensibilidade a insulina aumentada,
aumentando assim, a sintese de glicogénio. Alguns estudos comprovam
aumento da concentracdo de glicogénio no figado e no musculo de aves
suplementadas com Cr (BROOKS et al., 2016).

Assim, mesmo que ocorra uma reducdo da deposicdo de gordura
intramuscular em ruminantes em fase de terminacdo, submetidos & uma dieta de
alto grdo e suplementados com Cr, 0 que pode afetar negativamente as

caracteristicas de palatabilidade, como maciez e suculéncia, a maturacdo da
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carne pode ser uma alternativa para suprimir os efeitos deletérios sobre a
maciez, além de o Cr ser um importante aliado nas reservas de glicogénio
muscular.

Ademais, o Cr € conhecido por reduzir os efeitos do estresse em
ruminantes e melhorar o sistema imune (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN,
2018). Neste contexto, além de seu papel no metabolismo de lipideos,
carboidratos e proteinas, a suplementacao pode ser uma ferramenta metabdlica
para melhorar a qualidade da carne, sendo esta uma vantagem adicional como
suplemento alimentar (OOH; LEE, 2005).

Além disso, a gordura e os acidos graxos de cadeia longa contribuem para
aspectos importantes da qualidade da carne e sdo fundamentais para os valores
nutricionais e sensoriais (WEBB; O’NEILL, 2008). De acordo com Wood et al.
(1999), a quantidade e o tipo de gordura na carne influenciam dois componentes
organolépticos: a maciez e o sabor. Muitos estudos constataram que acidos
graxos insaturados possuem uma importante funcédo na determinacdo do sabor
e aroma. Contudo, 0 aumento destas propor¢cdes pode reduzir a estabilidade
oxidativa dos lipideos, favorecendo a deterioragcdo da carne, por meio da
peroxidacao lipidica. Tais danos nas membranas fosfolipidicas resultam em
alteracdes na qualidade da carne, seja ela exsudativa ou de nutrientes (OLIVO,
2006).

Quando ocorre a peroxidacao lipidica, o produto final liberado é o
malondialdeido (MDA). Sua mensuracdo € feita através da analise de
Substancias Reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS), do inglés thiobarbituric
acid reative substances, que tem como produto principal o MDA. Considerando
0 mecanismo de agéo da cromodulina e do LMWCr como carreadores de Cr em
meio intracelular e aumentando a fluidez da membrana celular, (LASHKARI;
HABIBIAN; JENSEN, 2018) propuseram que o metabolismo da insulina afeta a
peroxidacao lipidica, e o Cr como cofator da insulina pode estar envolvido na
homeostase redox do organismo, contribuindo para a manutencdo do status
antioxidante (KROLICZEWSKA et al., 2004). De acordo com (DALOLIO et al.,
2017), a suplementacédo dietética com Cr para frangos de corte submetidos a

estresse por calor proporciona melhora na qualidade da carne e reduz a
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peroxidacao lipidica, estendendo seu tempo de prateleira pela estabilidade dos
lipideos, além de reduzir a fracdo de LDL e a proporcéo de gordura na carne.

Deste modo, uma vez que pouco se conhece a respeito dos efeitos do Cr
na estabilidade da carne de ruminantes, bem como no processo de maturacao
da carne, e € proposto que o mesmo atua no status antioxidante do organismo,
além de influenciar no perfil lipidico e na cor da carne fresca, bem como no
metabolismo do calcio, avaliar o comportamento da cor e da extensdo da
peroxidacao lipidica durante o tempo de exposi¢céo no display, bem como da cor
e maciez no tempo de maturacdo é de grande importancia para elucidar seus
efeitos, uma vez que tais caracteristicas sdo fatores de grande importancia no
tocante ao tempo de prateleira da carne e na aceitabilidade do consumidor
(ZHAO; WELLS; MCMILLEN, 1994).

Adicionalmente, a suplementacdo com Cr para ovinos tem demonstrado
reduzir a deposicdo de gordura abdominal (MOSTAFA-TEHRANI et al., 2006;
ZHOU et al., 2013). Deste modo, avaliar o rendimento da carcaca, da porcéao
comestivel e da propor¢cao dos componentes da ndo-carcaca é uma forma de
langar m&o das ferramentas de avaliacdo das diferentes doses de cromo na
forma de quelato para cordeiros como forma de responder as lacunas presentes
na literatura no que diz respeito ao Cr como modificador metabdlico e seus

efeitos nas caracteristicas de desempenho e qualidade de carne.

2.4. Cromo e expressao génica

A expressado génica tem por definicAo como sendo a producdo de um
fenétipo observavel por um gene, que geralmente € direcionado a sintese de
uma proteina (ALBERTS, 2002). Um fenétipo € uma caracteristica observavel de
um organismo, e a mesma € o resultado do genétipo e de sua interacdo com o
ambiente. Deste modo, €& conhecido que alguns genes podem afetar
determinados fenotipos sob condigcdes ambientais especificas, ou seja, antes de
um fendtipo se tornar aparente, é necessario que genes relacionados a ele sejam
expressos (GANN, 2010; LESTER; BONNER, 1952). Assim, genes individuais
podem dar origem a diversos transcritos e proteoformas. A expressado génica
envolve a transcricdo, traducdo e renovacdo de mMRNAs e proteinas

(BUCCITELLI; SELBACH, 2020).
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O transcriptoma é o conjunto completo de transcritos de um organismo e
pode ser descrito pelo sequenciamento de RNA (RNA-seq) (STARK; GRZELAK;
HADFIELD, 2019). Este advento de tecnologia 6mica permite entender a
expressao génica em varios niveis, uma vez que ambos mRNAs e proteinas séo,
na verdade, intermediarios na expresséo génica e que possibilitam leituras que
conectam os genes aos fendtipos (BUCCITELLI; SELBACH, 2020). Nesse
contexto, a nutrigendbmica € uma ferramenta gendmica tecnol6gica de alto
rendimento nos estudos em nutricdo que permite entender como a mesma pode
influenciar as vias metabdlicas (MULLER; KERSTEN, 2003).

Essa abordagem celular permite visualizar o0s nutrientes como
sinalizadores dietéticos que sao detectados pelos sensores celulares e
influenciam a expressao de genes, traducao de proteinas e, subsequentemente,
a producao de metabdlitos. Deste modo, a partir da perspectiva nutrigenémica,
pode-se inferir que padrdoes de expressdo génica, proteinas e metabdlitos em
resposta a determinados nutrientes ou regimes nutricionais podem ser vistos
como “sinalizagdes”. Existe um crescente reconhecimento que micronutrientes
podem ser potentes sinalizadores que influenciam a programacgédo do
metabolismo celular e desempenham importante papel no controle da
homeostase (MULLER; KERSTEN, 2003).

Nesse cenario, a abordagem bioldgica proporcionada pela nutrigenémica
identifica as sinalizacdes do gene, proteina e subsequentemente metabdlito que
sdo associados com nutrientes especificos e podem funcionar como marcadores
moleculares de alteracbes metabdlicas induzidas por nutrientes. Assim, €
possivel identificar os fatores de transcricdo que funcionam como sensores aos
nutrientes e 0s seus genes-alvo; elucidar a sinalizacdo das vias metabdlicas
envolvidas e caracterizar a maioria das sinalizacdes dietéticas; mensurar e
validar as sinalizagbes da expressao génica em células e 6rgados especificos
como consequéncia metabolica de micronutrientes especificos; elucidar as
interacdes entre as vias metabolicas regulatorias relacionadas a determinados
nutrientes (MULLER; KERSTEN, 2003).

Assim, a analise do perfil transcricional e de genes diferencialmente
expressos em funcdo de um regime dietético especifico busca examinar como

as sinalizacbes dietéticas em células, tecidos e organismos especificos foram
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influenciados pela nutricdo. Em 6rgdos ativos no metabolismo, como o figado,
por exemplo, os fatores de transcricdo agem como sensores de nutrientes,
alterando o nivel de transcricdo do DNA de genes especificos em resposta a
alteracdo nutricional (FRANCIS et al., 2003; MULLER; KERSTEN, 2003).

O figado é um 6rgao envolvido em diversos processos fisioldégicos, como
o metabolismo de macronutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas), pela
particdo e o metabolismo dos mesmos que fornecem a energia para conduzir 0s
processos relacionados a homeostase do organismo. Além disso, manipula o
metabolismo de proteinas pelo processamento de aminodcidos e pela maior
parte das proteinas segregadas no sangue. Adicionalmente, oxida os lipideos e
os direciona ao armazenamento no tecido adiposo, além der equilibrar a
homeostase do colesterol. Também atua na regulacdo do volume sanguineo, no
suporte do sistema imunolégico e enddcrino, e ainda, armazena glicose na forma
de glicogénio. Deste modo, diversas funcdes estdo consolidadas em um Unico
orgao (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2018).

Adicionalmente, a qualidade da carne depende de processos fisioldgicos
gue acontecem no tecido muscular. Esses processos podem estar relacionados
a diversos genes associados a caracteristicas metabodlicas e estruturais do
musculo (DAMON et al., 2012).

Apesar do papel do Cr no metabolismo da glicose ser grandemente
conhecido, conforme ja abordado nesta revisdo, pouca atencdo tem sido
dispensada no tocante a elucidacdo do mecanismo de acéo preciso do Cr em
humanos e animais. Existem alguns estudos sugerindo a influéncia do Cr
trivalente na expressdo génica em alguns modelos animais em laboratério:
(MAPLES; BAIN, 2004) avaliaram o perfil transcricional de genes hepéticos de
peixes (Fundulus heteroclitus) provenientes de estuario exposto a Cr trivalente e
expostos em condigbes laboratoriais em comparagdo ao controle, sem
exposicdo, e observaram vinte genes diferencialmente expressos entre 0s
expostos e 0s ndo expostos. Varios desses genes sdo homologos a sequéncias
conhecidas, incluindo uma proteina de ligacdo a acidos graxos (fatty acid—
binding protein - FABP), citocromo P4502N2 (CYP2N2) e um precursor do fator
de iniciacdo de traducdo elF2B. Através da analise de reacdo em cadeia de

polimerase em tempo real (PCR), observou-se a repressao da FABP e do elF2B.
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Utilizando o mesmo modelo animal, (ROLING; BALDWIN, 2006)
encontraram cinco genes diferencialmente expressos no figado de peixes
expostos ao Cr trivalente, incluindo os genes GSTs, GSTa e ALDH4. Tais genes
estdo relacionados ao controle do estresse oxidativo e foram suprimidos em
resposta ao Cr trivalente.

Considerando que a suplementacdo com Cr influencia a deposicao de
massa magra e utilizando ratos como modelo, (PADMAVATHI et al., 2010)
estudaram a relacdo do cromo com a programacdo do desenvolvimento
muscular. Os autores avaliaram os efeitos da restricdo dietética materna de Cr
durante a gestacdo no desenvolvimento e funcdo muscular da progénie, em
comparacao a um tratamento sem restricdo dietética. A avaliacdo dos genes de
interesse foi efetuada no musculo gastronemius da progénie por PCR semi-
quantitativo com 18S rRNA. Observou-se reducdo no percentual de massa
magra corporal e de massa livre de gordura na progénie de méaes restritas ao Cr.
Tais caracteristicas foram associadas aos genes Atrogin e MuRF1, que também
foram reduzidos. Além disso, os genes relacionados ao desenvolvimento
muscular (Myf 5 e MyoG) foram significativamente menores para 0os animais que
sofreram restricao.

Adicionalmente, os autores estudaram a tentativa de reverter os efeitos
deletérios da restricdo no desenvolvimento muscular pela suplementacdo da
progénie restrita com Cr, no entanto, os efeitos fenotipicos foram irreversiveis.

Utilizando como modelo laboratorial a cultura celular de mioblastos de
ratos (L6 — linhagem de células resistentes a insulina), (QIAO et al., 2009)
avaliaram a influéncia de trés diferentes fontes de Cr (cloreto de cromo, cromo
picolinato e quelato de cromo com pequenos peptideos) na captacdo e
metabolismo da glicose in vitro. Os autores observaram maior captacdo e
metabolismo da glicose por estimulo a insulina na cultura de células
esqueléticas. A nivel molecular, os seguintes genes alvo foram avaliados por
PCR quantitativo: IR — receptor de insulina; GLUT4 — transportador de glicose 4;
GS - glicogénio sintase; UCP3 — proteina desacopladora mitocondrial 3, e
observou-se um grande aumento de mRNA de tais genes estimulado pela
insulina, e ainda mais com a adi¢éo de Cr, especialmente na forma quelatada

com pequenos peptideos. Assim, os autores concluiram que o Cr na forma de
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quelato melhorou a captacdo e o metabolismo de glicose através da super
regulacdo dos niveis de mMRNA dos genes citados nas células musculares
comparado a outras formas de Cr.

Do mesmo modo, (FENG et al., 2018) avaliaram a influéncia do cromo
malato em cultura celular de mioblastos (L6) sobre a melhoria da resisténcia a
insulina, e observaram aumento de mRNA através de PCR em tempo real dos
genes GLUT-4, AMPKa2, Akt2, Irs-1, PPARc, PI3K e p38-MAPK, relacionados a
proteinas de sinalizac&o as vias de captacao da glicose.

Partindo da premissa de que o Cr altera o metabolismo de lipideos e
utilizando ruminantes como modelo, (NAJAFPANAH et al., 2014) suplementaram
cabritos com 0, 0,5, 1,0 e 1,5 mg de Cr/dia (Cr-met) e avaliaram a expresséao do
MRNA do gene ACC1 (Acetil-CoA carboxilase — enzima biotina-dependente que
catalisa a reacao de carboxilacdo de Acetil-CoA em Malonil-CoA, um metabdlito
intermediario chave na sintese de acidos graxos) no figado, gordura visceral,
gordura subcutanea e no musculo longissimus. Os autores observaram que a
expressao do gene ACC1 foi reduzida sob a dose de 1,5 mg Cr/dia no figado e
nas gorduras visceral e subcutanea, mas ndo no m. longissimus.
Fenotipicamente, tal decréscimo na expressdo do gene promoveu menor
acumulo de gordura, através da reducao da espessura de gordura subcutanea e
no percentual de gordura cardiaca. Além disso, ndo houve alteracdo no peso
corporal, mas houve maior percentual de tecido muscular na carcaca dos
animais suplementados. Os autores concluiram que o Cr promoveu
direcionamento energético ao tecido muscular e também pode ser utilizado como
aditivo dietético para melhoria da qualidade da carne.

Semelhantemente, (SADEGHI et al.,, 2015) avaliaram o efeito da
suplementacdo com Cr-Met em cabritos (0, 0,5, 1,0 e 1,5 mg Cr/dia) na
expressdao dos genes Acetil-CoA carboxilase (ACC1), Diglicerideo
Aciltransferase (DGAT1), Proteina de ligac&o ao acido-graxo 4 (FABPA4), Acido-
graxo sintase (FAS), Ob LEP gene (Ob = Obese; LEP= leptin), Lipoproteina
lipase (LPL), Lipase hormonio-sensivel (HSL) e estearoil-CoA desaturase 1
(SCD1) em quatro tecidos diferentes: figado, gorduras subcutanea e visceral e
m. longissimus. Observou-se reducdo da expresséo dos genes ACC1, DGAT],

FABP4, FAS, HSL e LEP nos animais suplementados com 1,5 mg Cr/dia, mas a
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expressao dos genes LPL e SCD1 nao foi afetada em todos os tecidos avaliados.
Os autores concluiram que a suplementacdo dietética com doses
supranutricionais de Cr altera a biossintese e o metabolismo lipidico, reduzindo
sua deposicéo e sugerem que o Cr pode ser um melhorador da qualidade da
carne de animais de producgéo.

No tocante a qualidade da carne, (LI et al., 2013) avaliaram trés doses de
Cr-met (0, 0,3, 0,6 e 0,9 mg Cr/kg MS) para leitdes em fase de terminacdo sobre
as caracteristicas fenotipicas como desempenho, qualidade e cor da carne, e a
expressdo do gene relacionado a cor por PCR quantitativo em tempo real. Os
autores encontraram efeito quadratico sobre os valores relacionados a
tonalidade de vermelho na cor da carne segundo a dose de Cr administrada,
assim como para os valores de luminosidade. Conforme o Cr na dieta aumentou,
um efeito quadratico sobre a quantidade total de mioglobina na carne foi
observado, assim como sobre os niveis de mRNA do gene mb (mioglobina). Os
autores concluiram que a suplementacdo com Cr-met melhorou a cor da carne
pela super regulacdo do gene relacionado a mioglobina.

(MOORE et al., 2018) partiram da premissa de que a insulina atenua a
vasoconstricdo e acelera o relaxamento vascular e a recuperacdo de Ca*? e
estimula a expresséo do gene Ca*? ATPase em células de musculo liso vascular
de ratos e humanos e investigaram o efeito do aumento da sensibilidade celular
a insulina induzido por picolinato de cromo (CrPic) na regulacédo do transporte
dos ions de Ca*? no musculo liso vascular em cultura celular. Na auséncia de
insulina, o CrPic aumentou os niveis de mRNA do gene Ca*? ATPase e, em
combinagdo com a insulina, este aumento foi ainda maior. Os autores
observaram um aumento de 35% da recuperacdo de Ca*? induzida pelo CrPic.
Apesar de ser um trabalho realizado em cultura celular, esta informacdo a
respeito da influéncia do Cr na regulagdo metabolismo intracelular de calcio vem
ao encontro da hipotese de que o Cr pode afetar a maciez da carne maturada,
conforme abordado no tépico de qualidade de carne presente nesta revisao.

Um trabalho recente lancou méo da tecnologia de sequenciamento de
RNA (RNA-seq) para avaliar os efeitos da exposi¢ao ao picolinato de cromo (200
mg/kg?) sobre perfil transcricional de genes hepaticos de peixes (Coral trout -

Plectropomus leopardus). Os autores encontraram 1030 genes diferencialmente
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expressos (DEGS) entre 0s grupos expostos e ndo expostos ao Cr, incluindo 31
genes hiper-regulados e 82 subregulados. Os genes foram agrupados em 15
categorias funcionais. As seis maiores categorias dos DEGs estéo relacionadas
a vias do metabolismo lipidico (18,58%). A analise de enriquecimento funcional
demonstrou que os DEGs sdo primariamente relacionados a sintese de
esteroides, biossintese de estrutura terpendide e vias da biossintese de
horménios esteroides (WEI et al., 2021).

Diante do exposto, nota-se que pouca atencéo tem sido dispensada no
tocante a analise do perfil transcricional de genes relacionados ao desempenho
e qualidade da carne de ruminantes suplementados com Cr. Além disso, na
maioria dos estudos, a abordagem da expressdo génica € avaliada em PCR
guantitativo, e ndo utilizando a tecnologia émica de alto rendimento, como o
sequenciamento de RNA, que avalia todo o transcriptoma de determinado tecido
e 0s genes diferencialmente expressos relacionados aos fendtipos de interesse
em producdo animal, sendo respostas que poderiam elucidar com clareza o
mecanismo de acao do Cr a nivel molecular. O sequenciamento de RNA permite
andlises do transcriptoma de genomas em uma resolucdo muito mais alta, em
que o transcriptoma é sequenciado diretamente usando tecnologias de
sequenciamento de proxima geragcdo e comparado a um genoma de referéncia
(NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER, 2010).

Adicionalmente, o perfil transcricional de genes pode ajudar a identificar
genes importantes, proteinas ou metabolitos que séo alterados em estados que
precedem doencas ou intoxicacdes e podem funcionar como biomarcadores
(MULLER; KERSTEN, 2003), sendo uma ferramenta importante, uma vez que
pouco se sabe acerca da influéncia molecular do Cr, e a maior parte dos efeitos
fenotipicos de interesse em animais de producéo ocorre em resposta a doses
supranutricionais.

Uma vez que todas as células nucleadas compartilham o mesmo material
genético, o que as diferencia sdo os genes especificos expressos em cada célula
em momentos especificos. Tais genes sao envolvidos em processos especificos
do tecido ou do desenvolvimento. Somente com um completo entendimento dos
links bioquimicos entre a nutricdo e 0 genoma serad possivel compreender

inteiramente a influéncia do Cr na alteracdo das vias metabdlicas e essa
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abordagem celular permitira elucidar seu mecanismo de acdo (ADAMS, 2008;
MULLER; KERSTEN, 2003).

Nesse contexto, como diversas funcfes biolégicas e relacionadas a
particdo de nutrientes, bem como a diversas -caracteristicas também
correlacionadas aos efeitos do Cr j& observados na literatura sao
desempenhadas pelo figado, assim como alguns fenédmenos do fendtipo
muscular ja sofreram alteracbes conhecidas em resposta a suplementacao
dietética com Cr, os tecidos hepatico e muscular foram escolhidos como alvo
para a andlise do perfil transcricional de genes através do sequenciamento de

RNA em resposta a suplementacéao dietética com Cr na forma quelatada.

2.5. Dose de cromo pararuminantes

Conforme j& abordado nesta revisdo, o Cr possui fungcdes essenciais no
metabolismo normal de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Em
condi¢cBes normais, de acordo com o (NATIONAL RESEARCH COUNCIL (NRC),
2007), dificilmente pode ocorrer deficiéncia ou toxicidade, e as dietas
convencionais aparentemente atendem a quantidade necessaria para a
manutencdo da homeostase no organismo. Todavia, 0 requerimento de Cr
necessario para ruminantes ainda nao esta estabelecido.

A disponibilidade de cromo contido em dietas comerciais fornecidas a
animais ruminantes na maioria das vezes nao é mensurada, e por isso, nao é
conhecida. De acordo com (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018) os
requerimentos de Cr parecem ser diferentes de acordo com a fase de vida do
animal e condi¢cdes de estresse. Segundo (COSTA E SILVA et al., 2016), em
meta analise, o requerimento de Cr necessério para bovinos de corte em fase de
crescimento varia de 1,54 a 3,74 mg, com média de 1,11 mg. (BERNHARD et
al., 2012) observou uma diferenca no ganho de peso médio diario de novilhos
suplementados com 0,3 mg Cr/lkg MS em comparacéo aos nédo suplementados.
(KEGLEY; SPEARS; BROWN, 1997) sugeriram que 0,4 mg Cr/kg MS alteram
positivamente o metabolismo de glicose, e tal dosagem foi adotada pelo NRC
(2000) como recomendacéo de Cr para bovinos de corte, no entanto, ela foi

baseada em suplementagéo.
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(COSTA E SILVA et al., 2015) estimaram que o requerimento de Cr para
mantenca para bovinos de corte é de 22,9 ug/kg PV e, de acordo com McDonald
et al. (2002), o nivel de toxicidade € de 50 mg/kg MS. Todavia, estudos tém
demonstrado que a suplementacdo com Cr em doses suprafisiolégicas tem
Impactado positivamente a produc¢ao de ruminantes.

Estrada-Angulo et al. (2013) observaram melhoria linear do desempenho
e caracteristicas de carcaca ao suplementarem cordeiros em terminacao com 0,
1,2 ou 3,0 g Cr/animal/dia na forma de levedura. Mahmoud; Zanouny (2018)
suplementaram cordeiros com 0, 1,5 ou 3,0 mg Cr/animal/dia na forma de Cr-
Met e observaram que a dose de 3,0 mg promoveu resposta maxima no
desempenho, assim como (SEIFALINASAB; MOUSAIE; DOOMARY, 2021) que
testaram 0, 1,5 e 3,0 mg Cr/kg MS (Cr-Met) e relataram resposta maxima sob
3,0 mg Cr/kg MS sem prejudicar os parametros sanguineos dos animais.

Sob dosagens mais baixas, também foram observados efeitos lineares
sobre o desempenho em estudo conduzido por (MORENO-CAMARENA et al.,
2020) ao suplementarem cordeiros com 0, 0,2, 0,4 e 0,6 mg Cr/kg MS.
(SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015) utilizaram Cr-Met sob 0, 0,6, 1,2 e 1,8 mg
Cr/animal/dia para cordeiros em terminacdo e observaram resposta maxima no
desempenho sob 1,8 mg Cr/animal/dia. E possivel observar que os resultados
positivos sdo respostas a doses supranutricionais e nao-fisiolégicas de Cr, onde,
na maior parte dos estudos, os efeitos s&o lineares.

Adicionalmente, (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018) relatam que a
dose de Cr tem sido expressa de formas diferentes nos estudos, como em mg/kg
MS, mg/animal/dia, mg/kg PV®7’®/dia, ppm, dentre outras unidades de medida,
nao havendo um padrao. Ademais, é conhecido que a utilizacdo de Cr na forma
guelatada é mais absorvivel e segura.

Diante do exposto, optou-se por avaliar trés doses diferentes de Cr (1,0,
1,5 e 3,0 mg Cr/kg MS) na forma de quelato (Cr*3 + glicina, Orgolabs®) em
comparacdo ao controle, sem cromo adicional sobre as caracteristicas de
desempenho, carcaca, qualidade de carne e analise do perfil transcricional de
genes musculares e hepéaticos de cordeiros alimentados com dieta com elevada

propor¢ao de concentrado.
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3. OBJETIVO

Avaliar o efeito de trés doses suplementares cromo na forma de quelato
(glicina, Orgolabs®) sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca e
qualidade de carne, bem como sobre o perfil de expressao génica muscular e
hepética de cordeiros alimentados com dieta com elevada proporcdo de

concentrado.

3.1. Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito do cromo sob trés doses diferentes, comparado ao
tratamento controle, sem cromo adicional, sobre as caracteristicas
produtivas quantitativas como a ingestdo de matéria seca, ganho de peso,
rendimento de carcaca, rendimento de por¢cao comestivel, area de olho
de lombo, espessura de gordura subcutanea e densidade 6ssea.

b) Avaliar o efeito do cromo sob trés doses diferentes sobre as
caracteristicas qualitativas da carne como pH, cor, maciez, shelf life,
peroxidacgéo lipidica e perfil de &cidos graxos;

C) Avaliar o perfil de expresséo génica no figado e no musculo esquelético

dos animais provenientes de tratamentos com resultados extremos.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local

O experimento foi realizado no anexo do Laboratério de Avaliacdo Animal
e Qualidade da Carne presente no Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) em Pirassununga — SP, em area
sob as coordenadas 21° 59’ de latitude sul e 47° 26’ de longitude oeste (W. Gr)
e altitude média de 635 metros. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da
regido é classificado como Cwa, mesotérmico com chuvas predominantemente
no verao, apresentando inverno seco e verdes quentes, com temperatura média
anual de 22°C e pluviosidade média anual proxima a 1363 mm. Todos o0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FZEA, protocolada sob n°® 9035160620.
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4.2. Instalacdes
Os animais foram mantidos em galpdo coberto e cercado com tela de
alambrado, em baias individuais de 2 por 1,25 m, com piso ripado e agua a

vontade.

4.3. Animais e dieta

Foram utilizados 32 cordeiros machos, ndo castrados, cruzados da raca
Dorper x Santa Inés, recém-desmamados, com peso vivo médio inicial de 18 kg
e 60 dias. A dieta foi composta por 6% de volumoso (feno de capim Cynodon
sp.) e 94% de concentrado a base de milho grdo moido, farelo de soja, ureia e
minerais, diferindo apenas na inclusdo ou ndo de Cromo glicina e,
consequentemente, na dose de cromo, e foi fornecida diariamente ad libitum as
07h00.

A formulacéo das dietas foi feita com base nas recomendacées do (NRC,
2007) para cordeiros em terminacdo. A dose de Cr estabelecida para os
tratamentos seguiu os padrbes encontrados em revisdo de literatura para
cordeiros em fase de terminacdo. O requerimento de Cr para ovinos nesta
categoria ainda ndo esta estabelecido. A fonte de Cr organico utilizada foi o
quelato de cromo (Cr*3 + glicina — Orgolabs®).

A mistura foi feita em misturador tipo horizontal com hélices helicoidais
com capacidade para 500 kg, durante 10 minutos por batida. A composi¢céo

percentual das dietas com base na matéria seca se encontra na tabela 1.
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Tabela 1. Composicéo percentual das dietas com base na MS

Ingredientes, % CTL Cr1,0 Cr15 Cr3,0
Milho grédo moido 76,98 76,98 76,98 76,98
Farelo de soja 13,00 13,00 13,00 13,00
Feno Cynodon sp. 6,00 6,00 6,00 6,00
Calcareo calcitico 2,00 2,00 2,00 2,00
Suplemento mineral® 0,60 0,60 0,60 0,60
Uréia 0,90 0,90 0,90 0,90
Cloreto de aménio 0,50 0,50 0,50 0,50
Quelato de Cr2 0,0000 0,0010 0,0015 0,0030
Hidroxi-seleniometionina3 0,0015 0,0015 0,0015 0,0015
Vitamina E* 0,015 0,015 0,015 0,015
Monensina sédica® 0,004 0,004 0,004 0,004
TOTAL 100 100 100 100
Nutrientes

NDT, % 81,29 81,29 81,29 81,29
Proteina bruta, % 17,39 17,39 17,39 17,39
Proteina degradavel no raimen, % 10,2 10,2 10,2 10,2
FDNS®, % 16,68 16,68 16,68 16,68
FDN efetiva, % 6,91 6,91 6,91 6,91
FDA’, % 13,23 11,43 11,07 12,33
N ligado a FDN, % 0,26 0,26 0,25 0,31
N ligado a FDA, % 0,52 0,52 0,52 0,52
Lignina em detergente acido, % 2,48 1,65 1,69 2,77
Calcio, % 0,87 0,87 0,87 0,87
Fosforo, % 0,42 0,42 0,42 0,42
Cr, mg/kg 0,07 1,94 2,27 3,89

! Coplasal Ovinos® (Coplacana): célcio, 155g; fésforo, 83g; magnésio, 10g;
enxofre, 35¢g; sodio, 120g; cobre, 756mg; zinco, 2800mg; iodo, 56mg; cobalto,
44 mg; selénio (selenito de sdédio), 14 mg; fltor, 250 mg. 2 Cr*3 + glicina, 10,1%
Cr, Orgolabs®. 3 Selisseo® 2% Se, Adisseo (dose: 0,50 mg/kg MS (BEZERRA
et al., 2020)). # Microvit® E Promix 50, (500 IU/g, a-tocopherol), Adisseo (dose
de 100 Ul/kg MS (BEZERRA et al., 2020)). ®* Rumenpac® - Mcassab (minimo de
monensina 200 mg/kg — neste estudo, a dose utilizada € de 8 mg/kg MS
(POLIZEL et al., 2021)). © Fibra em detergente neutro. ’ Fibra em detergente
acido.

A adaptacdo dos animais ao manejo experimental foi feita durante cinco
dias, em gue receberam a dieta CTL. O nivel de oferta para o primeiro dia de
confinamento foi de 4% do peso vivo em matéria seca da dieta e o nivel de oferta
foi ajustado para manter consumo ad libitum (10% sobras). A sobra dos cochos

foi retirada diariamente durante os primeiros dias de confinamento, sendo que
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ap0s este periodo as sobras passaram a ser retiradas trés vezes por semana
antes do trato da manha, calculando-se a média do consumo para cada baia.

Amostras foram recolhidas e devidamente acondicionadas em sacos
plasticos para analise de matéria seca, proteina bruta, nitrogénio ndo proteico,
fibra em detergente &cido e fibra em detergente neutro, segundo os padrdes da
(AOAC, 1995). Os nutrientes digestiveis totais foram estimados segundo
(WEISS; CONRAD; ST. PIERRE, 1992). Os teores de Cr nos ingredientes e nos
tratamentos CTL, Cr1,0, Crl,5 e Cr3,0 foram estimados de acordo com Caputi
(2013), apresentando concentragfes de 0,07, 1,94, 2,27 e 3,89 mg Cr/kg MS,
respectivamente.

A ingestéao diaria foi calculada pela subtracdo quantidade de matéria seca
da dieta das sobras da quantidade de matéria seca da dieta fornecida. Também
foi calculada a conversédo alimentar e a eficiéncia alimentar dos animais, que
foram pesados sem jejum a cada 14 dias para acompanhamento do ganho de
peso. Fezes foram coletadas para realizacdo de exame ovos por gramas de

fezes (OPG) como manejo preventivo contra verminoses.

4.4. Tratamentos

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados, em que os 32
animais foram distribuidos em quatro tratamentos, onde cada animal (baia) foi
considerado uma unidade experimental, sendo oito repeti¢cdes por tratamento:

1) Tratamento CTL: sem suplementacédo dietética com cromo.

2) Tratamento Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS

3) Tratamento Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg MS

4) Tratamento Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS

Importante frisar que os nimeros sdo em cima da suplementacéo com Cr.

4.5. Abate, mensuragdes na carcaca e coleta de amostras

Apo6s 60 dias de confinamento, os cordeiros foram transportados ao
matadouro-escola da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos em
caminhao proéprio para ovinos, com distancia de 200 m do galp&o experimental.

O abate foi realizado seguindo os procedimentos humanitarios estabelecidos
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pela legislagéo brasileira. As carcacas foram entdo esfoladas e evisceradas e,
imediatamente, uma amostra do masculo longissimus na altura da 12° costela
foi retirada, assim como uma amostra do figado, e foram prontamente
congeladas em nitrogénio liquido para a analise do perfil transcricional de genes
por sequenciamento de RNA. Em seguida, as carcagas foram lavadas,
identificadas e pesadas para determinacdo do peso de carcaca quente através
da razdo entre o peso da carcaca quente e o peso vivo final do animal,
multiplicada por 100. O peso do corpo vazio foi determinado através da férmula
PVC = PCA - (TGI - TGIV) em que PVC = peso de corpo vazio, PCA: peso
corporal ao abate, TGI = Peso do trato gastrintestinal cheio, TGIV = Peso do trato
gastrintestinal vazio (SANUDO & SIERRA, 1986). A gordura pélvica, renal e
cardiaca foi separada manualmente, e pesada (USDA, 1982), assim como 0S
outros componentes da ndo carcaga, como cabeca, couro, patas e trato
reprodutivo, para determinacdo do rendimento verdadeiro e dos componentes
da ndo carcaca com base no peso corporal vazio.

Foram mensurados o pH e a temperatura (Oh post mortem) das carcacas
no musculo longissimus na altura da 12° costela, utilizando termdémetro e
pHgametro digitais com probe de penetracdo (modelo HI8314, Hanna
Instruments) e armazenadas em camara fria (0-2 °C) por 24 horas. Apdés este
periodo, o pH e a temperatura foram mensurados novamente no mesmo local e
as carcacas foram novamente pesadas para a determinacao do peso de carcaca
fria. O rendimento de carcaca fria foi calculado através da razéo entre o peso da
carcaca fria e o peso vivo final do animal, multiplicada por 100.

As carcacas foram divididas ao meio, e a meia-carcaga esquerda foi
seccionada entre a 122 e a 132 costela para a mensuracéo da area de olho de
lombo com uma grade reticulada transparente especifica de 1 cm? e a espessura

de gordura subcuténea, utilizando uma régua com graduacdo milimétrica.

4.6. Maturagéo, cor, perdas por coccgao, forca de cisalhamento e tempo
de prateleira
Durante a desossa, bifes de aproximadamente 2,5 cm de espessura foram
removidos do musculo longissimus entre a 122 e a 132 costela. Os mesmos foram

identificados e embalados individualmente a vacuo, em saco plastico de filme
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flexivel de alta barreira ao oxigénio e agrupados por tratamento, e, em
sequéncia, distribuidos aleatoriamente entre trés tempos de maturacao a 2°C de
temperatura em camara fria: 1, 7 e 14 dias, a partir do abate. Posteriormente a
cada tempo de maturacgédo, foram efetuadas as analises descritas a seguir.

A analise de cor foi feita 30 minutos apos a exposicdo do musculo
longissimus ao oxigénio, através de um espectrofotometro portatil (modelo
CM2500d Konica Minolta Brasil), utilizando um iluminante D65, com angulo de
observacdo de 10° e abertura do obturador de 10 mm, previamente calibrado
com os padrdes preto e branco, operando no sistema CIE L*a*b (CIE, 1986) (em
que L* é o croma associado a luminosidade (L*=0 preto, 100 branco), a* € o
croma que varia do verde (-) ao vermelho (+), e b* que varia do azul (-) ao
amarelo). A avaliagao da cor foi realizada em trés pontos distintos da amostra e
tomando-se como valor da cor a média das trés leituras.

Os procedimentos para coccao dos bifes destinados a analise de forca de
cisalhamento foram realizados segundo a American Meat Science Association
(AMSA, 1995). Foram retirados quatro a seis cilindros (1,27 cm de diametro) de
cada amostra na orientacdo da fibra muscular e cisalhados em um texturémetro
(TMS-PRO - Food Technology Corporation, Sterling, EUA) para a determinacao
da forca de cisalhamento em Newton (N) (AMSA, 1995).

Para analise do comportamento da cor e da peroxidacéo lipidica durante
a exposicao no display (tempo de prateleira), bifes com aproximadamente 1,5
cm de espessura foram retirados do muasculo longissimus entre as 122 e 132
costelas, no momento da desossa, e acomodados em bandejas de isopor com
papel absorvente, envoltos em filme de PVC, separadas por tratamento e
colocadas aleatoriamente em painel expositor refrigerado a uma temperatura de
4°C e incidéncia luminosa de 1.000 lux, onde permaneceram por cinco dias,
sendo coletados nos tempos 1, 3 e 5 (dias). As amostras foram analisadas para
substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) antes e ap0s a exposicéo
nos dias 1, 3 e 5, atraves dos procedimentos descritos abaixo.

Foram pesadas 5g de amostra dos bifes expostos no painel expositor
refrigerado, que posteriormente foram trituradas e homogeneizadas para analise
de TBARS, conforme metodologia proposta por (VYNCKE, 1975), em que uma

curva com cinco pontos foi preparada, utlizando-se uma solucdo de
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tetraetoxipropano de concentracdo conhecida. As leituras das absorbancias
foram realizadas em 530 e 638 nm em espectrofotbmetro (Multiskan GO —
Thermo Scientific®). Para obter-se a concentracdo de malondialdeido nas
amostras, a equacao fornecida pela curva foi utilizada. Os resultados foram
expressos em pg malondialdeido/kg carne.

4.7. Rendimento da porg¢do comestivel

Apos 24h post mortem, as ¥z carcacas esquerdas foram subdivididas em
cortes comerciais, e a porcdo comestivel da carcaca e de seus respectivos cortes
primérios foi determinada pela soma do peso dos cortes carneos desossados. A
porcentagem da por¢do comestivel da carcaca foi determinada com relacao ao
peso de meia carcaca resfriada (BONILHA et al., 2012).

4.8. Perfil de Acidos Graxos da carne

Para determinacédo do perfil de &cidos graxos da carne, as amostras foram
trituradas e homogeneizadas. Entdo, utilizou-se uma parcela de
aproximadamente 3g do centro do musculo longissimus. A extracdo foi realizada
pelo método descrito por Folch et al. (1957), onde os lipideos foram extraidos
por homogeneizag¢do da amostra com uma solucéo de cloroférmio e metanol 2:1
em homogenizador Ultra Turrax Marconi®. Em seguida, os lipideos foram
isolados apos a adicédo de solucdo de NaCl a 1,5%.

A gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de
acordo com metodologia descrita por Kramer et al. (1997). Os &cidos graxos
foram quantificados por cromatografia gasosa (CG-2010 Plus - Shimadzu, auto
injetor AOC 20i), utilizando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de
diametro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA). A temperatura
inicial da coluna foi de 45°C, com aquecimento progressivo até chegar a 175°C,
mantendo-se por 27 minutos. Em seguida, um novo aumento de 4°C/minuto foi
iniciado até 215°C, mantendo-se durante 35 minutos. Foi utilizado Hidrogénio
(H2) como gas de arraste com fluxo de 40 cm3/s. A temperatura utilizada pelo
detector por ionizacdo em chama (FID) foi de 250°C, H2 flow de 40 ml/min, air
flow de 400 mL/min, Make-up de 30 mL/min kPa (N2) e Sampling Rate de 40

msec. O tempo total da corrida por amostra (Stop time) foi de 86 minutos.
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Os acidos graxos foram identificados de acordo com o tempo de retencéo
dos ésteres de metil das amostras, utilizando-se os padrbes 463 Nu-Chek®,
acido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1G, Sigma®), C18:2 trans-10 cis-12 (UC-
61M 100mg), CLA e C18:2 cis-9, trans-11 (UC- 60M 100mg), (Sigma®) e acido
tricosandico (Sigma®). Os &cidos graxos foram quantificados por normalizacao
da area dos picos dos ésteres de metil, com uso do Software GC solution 2.42®.
Os acidos graxos foram expressos em porcentagem do total de metil éster

quantificado.

4.9. Andlises de rimen

Durante a evisceracao, efetuou-se uma incisao através de corte Unico na
regido mediana do abdémen, iniciando-se na regido do pubis em sentido ao
esterno, para obtencdo do composto rumen, reticulo, omaso e abomaso. Para
avaliar o indice de rumenite, apds a obtencdo do composto, o rimen foi isolado
dos outros compartimentos, aberto, lavado em agua corrente e examinado. As
papilas ruminais foram classificadas visualmente, de acordo com a incidéncia de
lesBes, em uma escala de escore de 0 a 10 (BIGHAM; MCMANAUS, 1975), em
que cada ponto de escore representa 10% do rumen comprometido,
considerando incidéncia de rumenite qualquer classificacdo acima de zero. A
avaliacdo é visual e subjetiva, portanto foi realizada por uma pessoa treinada.

Posteriormente, o saco cranial do ramen foi identificado, de onde foram
amostrados fragmentos de 1 cm? e acondicionados em solucdo tampao fosfato
e armazenados a -4°C para conservacao das células, para avaliagdo morfolégica
das papilas. Para a determinacdo do numero de papilas por cm2, as papilas
foram contadas em um fragmento de 1 cmz?, por trés avaliadores, determinando-
se como 0 numero de papilas a média das trés contagens. Posteriormente foram
seccionados da base dos fragmentos doze papilas, para mensuracao da area
meédia das papilas, percentual de area papilar e superficie total de absorcéo por
cm? de parede. A estimacgéo do fragmento e das doze papilas para mensuracao
das variadveis foi realizada através do programa de andlise de imagens
UTHSCSA Image Tool (RESENDE-JUNIOR et al., 2006).
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4.10. Analise dos resultados de desempenho, das caracteristicas de
carcaca e qualidade da carne, e rimen

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC)
com oito repeticoes para cada tratamento, totalizando 32 unidades
experimentais. O modelo estatistico foi composto por:

Yij =y + Ti + Bj+ eijk

Onde:

Yij = Valor observado na parcela do tratamento i, no bloco |

M = média geral

Ti

Bj

eijk = efeito dos fatores n&o controlados

Efeito do tratamento i, aplicado na parcela

efeito do bloco |

Os resultados do tempo de prateleira e maturacao da carne (TBARS, cor
L, a*, b* e maciez) foram avaliados como medidas repetidas no tempo. O modelo
estatistico para medidas repetidas no tempo foi composto por:

Yijk = p + ai + D(ik) + B(j) + (aB) — (ij) + d_k + E_ijkl
Onde:

i = tratamento;

j = medidas no tempo;

k = blocos, n = 4;

Yijkl = valor da subparcela que recebeu os tratamentos | no tempo j no bloco k;
U = media geral;

ai = efeito de tratamento |;

D(ik) = erro associado ao tratamento | no bloco k;

B(j) = efeito de tempo j;

(ap) - (ij) = efeito da interacao entre o tratamento e o tempo;
0_k= efeito de bloco k;

E_ijk = erro associado ao tratamento no tempo no bloco.

O efeito dos tratamentos sobre as caracteristicas de desempenho, de
carcaca e qualidade de carne e de ramen foi avaliado por analise de regresséo,
cujos contrastes testados foram: CTL versus Crl1,0; CTL versus Crl,5; CTL
versus 3,0, considerando-se o animal como efeito fixo e o bloco como efeito

aleatdrio, com ajuste para polindbmios ndo igualmente espacados. Os efeitos
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lineares e quadraticos foram testados. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p <0,05), através do software SAS® (SAS, Institute Inc., Cary, NC).
Considerou-se como significativo, valores de P<0,05, e como tendéncia, valores
de P=0,06 a 0,1.

4.11. Perfil de expressao génica no musculo e figado

Apo6s o término de todas as analises descritas acima, foram selecionados
o figado e o musculo coletados no momento do abate dos animais provenientes
do tratamento controle (CTL) e do tratamento extremo (Cr3,0) para a andlise de

sequenciamento de RNA.

4.11.1. Extracdo de RNA, andlise de qualidade, preparo de biblioteca
e sequenciamento

O RNA total foi extraido de 100 mg dos tecidos coletados no abate usando
o reagente TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA). A integridade do RNA foi
verificada pelo Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Somente
amostras com RIN> 8 foram usadas. Um total de 2 ug de RNA total de cada
amostra foi usado para a preparacdo da biblioteca de acordo com o protocolo
descrito no guia do kit TruSeq RNA Sample Preparation v2 (lllumina, San Diego,
CA). O tamanho médio das bibliotecas foi estimado usando o Agilent Bioanalyzer
2100 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) e quantificado usando PCR quantitativo
com o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Apoés a quantificacdo, as amostras foram diluidas e agrupadas em pool, dois
pools de 16 amostras. Duas lanes de uma flowcell de sequenciamento foram
clusterizadas usando o kit TruSeq PE Cluster v3-cBot-HS (lllumina, San Diego,
CA, EUA), e sequenciadas usando o equipamento HiSeq2500 (lllumina, San
Diego, CA, EUA) com um Kit TruSeq SBS v3-HS (200 ciclos), de acordo com as
instrugdes do fabricante. As analises de sequenciamento foram realizadas no

Centro de Gendmica da ESALQ, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil.

4.11.2. Controle de qualidade, alinhamento das reads e contagem
Adaptadores de sequenciamento e reads de baixa complexidade foram

removidos em uma etapa inicial de filtragem de dados. As estatisticas de controle
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de qualidade e leitura foram estimadas com o software FASTQC versao 0.10.1
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). O software Tophat v.
1.2.0 (TRAPNELL et al., 2009) foi usado para mapear reads para o conjunto de
referéncia Oar_v3.1 disponivel no Ensembl
(http://www.ensembl.org/Ovis_aries/Info/Index/). Uma montagem guiada por
referéncia foi realizada usando o Cufflinks versdo 2.0.2, com uma contagem
minima de alinhamento por lécus de 10 (LANGMEAD et al., 2009), para
identificar novas transcricbes. Uma combinacdo de novas transcricbes
identificadas por Cufflinks e aquelas do arquivo GTF de referéncia no Ensembl
foi usada como referéncia para quantificacdo de reads para cada transcricdo. A
abundancia (contagem de reads) de mRNAs para todos os genes anotados foi
calculada usando o software HTSeq versdo 0.5.4 (http://www-
huber.embl.de/users/anders/HTSeq/) (ANDERS e HUBER, 2010). Somente
leituras de sequéncia mapeadas exclusivamente para cromossomos conhecidos
(excluindo leituras mapeadas para contigs ndo atribuidos) foram usadas nesta

andalise.

4.11.3. Identificacdo de genes diferencialmente expressos e analise
de vias

Genes expressos diferencialmente foram identificados usando o pacote
estatistico DESeq2 disponivel como parte do software de cddigo aberto
Bioconductor para bioinforméatica (LOVE et al., 2014), Antes da analise
estatistica, os dados da contagem de reads foram filtrados da seguinte forma: i)
as transcrigdes com contagem zero foram removidas (n&o expressas); ii) genes
com menos de 1 read por amostra foram removidos em média (expressao muito
baixa); iii) genes que ndo estdo presentes em pelo menos quatro amostras foram
removidos (expressao rara).

Os niveis de expressdo da transcricdo foram ajustados como uma
distribuicdo binomial negativa. Graficos de diagnostico exploratério foram
gerados para verificar as estimativas de dispersdo. A abordagem de corte
realizada para identificar os DEGs foi a metodologia de Benjamini-Hochberg
(1995) para controlar a taxa de descoberta falsa (FDR) em 10%. A andlise de

enriquecimento dos termos de ontologia genética foi concluida com a ferramenta
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Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8
(HUANG et al., 2007), utilizando a lista de genes que apresentaram FDR <10%.
5. RESULTADOS
5.1 Desempenho e caracteristicas de carcaca

N&do foi observado efeito dos tratamentos para nenhuma das
caracteristicas de desempenho avaliadas (Tabela 2). O ganho de peso médio
diario variou de 310 a 352 g/dia e a ingestdo média de alimento foi de 1,40 kg/dia,
estando dentro aos valores de consumo preditos pelo NRC (2007), entre 1,0 e
1,5 kg/dia.

Tabela 2. Desempenho de cordeiros suplementados com diferentes niveis de cromo em dietas com alto
concentrado

Tratamento Valor de P

CTL Crl,0 Crl,5 Cr3,0 Dieta Linear Quadrético

Peso inicial, kg 24,8+1,98 25,2+1,98 24,8+1,99 25,0+£1,97 0,998 0,957 0,951
Peso final, kg 43,1+2,31 43,5+2,31 42,4+2,38 44,5+2,29 0,934 0,682 0,731

GMD, kg 0,328+0,018 0,326+0,018 0,310+0,019 0,352+0,017 0,450 0,330 0,267
CMS (kg/dia) 1,425+0,08 1,456,31+0,08 1,334+0,08 1,404+0,07 0,770 0,748 0,723
CA 4,50+0,25 4,52+0,25 4,35+0,26 4,11+0,26 0,609 0,227 0,723
EA 0,23+0,013 0,22+0,013 0,24+0,014 0,25+0,013 0,556 0,201 0,735

CTL: sem suplementagéo dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Crl1,5: 1,5 mg Cr/kg MS. Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS. GMD: Ganho
de peso médio diario. CMS: Consumo de matéria seca. CA: Conversédo alimentar. EA: Eficiéncia alimentar.

Para as caracteristicas de carcaca, apenas observou-se efeito do
tratamento com cromo para rendimento de paleta (P = 0,001; Tabela 3),
tendendo a aumentar o percentual de rendimento quando suplementado 1,5 mg
Cr/lkg MS (P = 0,083). Adicionalmente, o tratamento com cromo tendeu a
aumentar o rendimento de costelas+vazio (P = 0,070), observando-se um efeito
quadratico com uma queda de rendimento quando forneceu-se 1,5 mg Cr/kg MS
(P = 0,023). Semelhantemente, observou-se uma tendencia para um efeito
quadratico com uma reducdo no peso de costelas+vazio sob dose de 1,5 mg
Cr/kg MS (P = 0,069).
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Tabela 3. Caracteristicas da carcacga de cordeiros suplementados com diferentes niveis de cromo em dietas
com alto concentrado

Tratamento Valor de P

CTL Crl,0 Crl,5 Cr3,0 Tratamento Linear Quadratico
PCQ (kg) 21,0£1,10 21,0£1,10 20,0+1,14 21,8+1,08 0,736 0,654 0,438
RCQ (%) 48,8+0,66 48,4+0,66 47,5+0,71 48,9+0,62 0,493 0,897 0,171
PCF (kg) 20,4+1,06 20,4+1,06 19,2+1,10 21,1+1,05 0,700 0,675 0,428
RCF (%) 47,2+0,69 47,0+0,69 45,9+0,73 47,3+0,65 0,475 0,994 0,203
AOL (cm?) 23,5+1,37 24,5+1,37 21,3t1,44 22,3+1,35 0,428 0,388 0,835
EGS (mm) 2,60+0,23 2,40+0,23 2,43+0,25 2,31+0,22 0,835 0,410 0,810
KPH (kg) 1,30+£0,22 1,37+0,22 1,10+0,22 1,71+0,22 0,315 0,229 0,270
KPH (% Carcaca) 6,05+0,85 6,30+0,85 5,93+0,87 7,89+0,93 0,357 0,138 0,404
Componentes né&o-
carcaca (%) 60,9+2,36 60,9+0,36 63,4+2,53 58,0+0,23 0,464 0,385 0,272
Peso corporal vazio (kg) 39,6+2,13 39,8+2,13 39,0+2,19 41,2+2,12 0,911 0,623 0,672
Rendimento verdadeiro
(%) 53,1+0,67 52,8+0,67 51,6+0,72 53,0+0,65 0,442 0,897 0,210
Paleta (kg) 1,28+0,07 1,22+0,07 1,33+0,07 1,32+0,07 0,712 0,551 0,893
Carré (kg) 1,95+0,15 1,97+0,015 1,63+0,15 1,90+0,15 0,407 0,714 0,338
Costelas+vazio (kg) 1,79+0,13 1,76+0,13 1,45+0,13 1,90+0,12 0,125 0,611 0,069
Pernil (kg) 2,44+0,16 2,49+0,16 2,18+0,16 2,61+0,18 0,330 0,519 0,243
Rendimento porgao
comestivel (%) 51,6+1,03 50,4+1,03 50,1+1,03 51,1+1,01 0,732 0,840 0,283
Rendimento paleta (%) 12,8+0,42 12,1+0,42 14,7+0,42 12,8+0,39 0,001 0,577 0,083
Rendimento carré (%) 19,5+0,74 19,3+0,74 17,8+0,74 18,4+0,70 0,371 0,221 0,477
Rendimento
costelas+vazio (%) 17,9+0,66 17,3+0,66 16,0+0,66 18,4+0,62 0,070 0,589 0,023
Rendimento pernil (%) 24,5+1,05 24,7+£1,05 24,1+1,08 25,2+1,03 0,901 0,669 0,689

CTL: sem suplementacéo dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg MS. Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS. PCQ: Peso de
carcaca quente. RCQ: Rendimento de carcaca quente. PCF: Peso de carcaca fria. RCF: Rendimento de carcaca fria. AOL: Area de olho de
lombo. EGS: Espessura de gordura subcutanea. KPH: gordura pélvica, renal e cardiaca (do inglés “kidney, pelvic and heart fat”). Rendimento
verdadeiro: calculado através da razéo entre o peso de carcaca quente e 0 peso corporal vazio, multiplicada por 100. O peso corporal vazio €
obtido pelo peso da gordura pélvica, renal e cardiaca, assim como dos outros componentes da ndo carcaga, como cabeca, couro, patas e trato
reprodutivo, subtraidos do peso vivo antes do abate.
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5.2 Perfil de acidos graxos e qualidade de carne
Em relacdo aos efeitos do cromo na deposi¢do de lipideos e perfil de

acidos graxos na carne, os resultados sédo apresentados na tabela 4, indicando
gue nao houve efeitos de tratamento ou dose-dependentes para esses atributos,
com excecdo de um efeito quadratico com reducdo no percentual de acido
erucico na dose de 1,5 mg Cr/kg MS (C22:1n9; P = 0,05) e uma tendéncia linear
com uma queda no percentual de acido caprico (C10:0; P = 0,068).

Tabela 4. Lipideos totais e perfil de acidos graxos da carne de cordeiros
suplementados com diferentes niveis de cromo (Cr*3+ glicina) em dietas com
elevada proporcéo de concentrado

Tratamento Valor de P
CTL Crl1,0 Crl,5 Cr3,0 Tratamento Linear Quadratico

Lipideos totais,

% 1,87+0,001 2,380,001 2,68+0,001 2,69+0,001 0,450 0,161 0,449
C8:0 0,01+0,008 0,01+0,008 0,01+0,008 0,01+0,008 0,927 0,760 0,557
C10:0 0,14+0,000 0,14+0,000 0,13+0,000 0,12+0,000 0,271 0,068* 0,720
C11:0 0,01+0,001 0,01+0,001 0,01+0,001 0,01+0,001 0,639 0,668 0,262
Ci12.0 0,14+0,021 0,10+0,021 0,12+0,025 0,10+0,020 0,511 0,224 0,739
Clz:1 0,00+0,002 0,004£0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,888 0,789 0,800
C13:0 0,01+0,001 0,01+0,001 0,01+0,001 0,01+0,001 0,114 0,169 0,318
Cl4:0is0 0,01+0,263 0,37+0,263 0,01+0,311 0,31+0,246 0,666 0,514 0,928
C14:0 2,30+0,245 1,87+0,245 2,32+0,290 1,81+0,230 0,332 0,227 0,913
C15:0is0 0,05+0,006 0,06+0,006 0,06+0,007 0,05+0,006 0,974 0,810 0,693
C15:0 anteiso  0,09+0,006 0,08+0,006 0,09+0,007 0,08+0,006 0,476 0,681 0,917
C14:1c9 0,11+0,041 0,16£0,041 0,12+0,049 0,15+0,038 0,746 0,528 0,760
C15:0 0,52+0,056 0,41+0,056 0,51+0,066 0,40+0,052 0,378 0,223 0,995
C16:0iso 0,06+2,496 3,45+2,496 0,07+2,953 3,11+2,335 0,668 0,487 0,956
C16:0 23,59+2,491 20,71+2,491 23,95+2,948 20,53+2,330 0,684 0,467 0,917
C17:0is0 0,13+0,216 0,42+0,216 0,13+0,256 0,38+0,202 0,678 0,506 0,932
C16:1c9 2,170,128 2,27+0,128 2,29+0,151 2,14+0,119 0,807 0,813 0,355
C17:0 1,83+0,142 1,66+0,142 1,80+0,168 1,53+0,135 0,473 0,193 0,822
Ci7:1 1,40+0,994 2,750,994 1,34+1,176 2,44+0,929 0,696 0,578 0,925
C18:0 11,45+0,705 10,39+0,705 11,67+0,834 9,770,659 0,227 0,130 0,609
C18:1 trans 5,08+3,182 9,65+3,182 5,65+3,773 9,57+2,953 0,638 0,411 0,916
C18:1 c9 37,44+3,813 33,23+3,813 37,58+4,518 33,58+3,546 0,778 0,568 0,987
Ci18:1cl1 3,16%0,284 2,72+0,284 2,85+0,336 2,79+0,263 0,710 0,433 0,511
C18:1cl12 0,62+0,045 0,55+0,045 0,61+0,053 0,58+0,042 0,710 0,702 0,721
C18:1 c13 0,26+0,029 0,204+0,029 0,26+0,034 0,24+0,027 0,453 0,986 0,599
C18:1116 0,02+0,011 0,04+0,011 0,03+0,013 0,04+0,010 0,470 0,214 0,855
C18:1 c15 0,070,701 0,98+0,701 0,08+0,829 0,98+0,655 0,666 0,443 0,988
C18:2 c9c12 5,75+0,713 4,60+0,713 5,26+0,846 5,52+0,662 0,694 0,998 0,391
C20:0 0,03+0,003 0,03+0,003 0,03+0,004 0,03+0,003 0,997 0,837 0,955



C18:3 n6 0,04+0,011 0,04+0,011 0,04+0,013 0,06+0,010 0,578 0,273 0,490
C18:3n3 0,10+0,014 0,11+0,014 0,10+0,016 0,12+0,013 0,670 0,345 0,625
C20:1 0,080,017 0,10+0,017 0,09+0,021 0,11+0,017 0,831 0,454 0,759
C18:2 cotl1 0,25+0,058 0,22+0,058 0,27+0,068 0,23+0,054 0,940 0,884 0,848
C18:2110c12 0,01+0,004 0,01+0,004 0,01+0,004 0,01+0,004 0,888 0,811 0,687
C20:2 0,03+0,015 0,05+0,014 0,03+0,016 0,05+0,014 0,589 0,460 0,917
C20:3 n6 0,11+0,011 0,10+0,012 0,10+0,014 0,12+0,011 0,471 0,446 0,176
C20:4 n6 1,60+0,238 1,16+0,238 1,25+0,281 1,45+0,224 0,590 0,825 0,228
C22:1n9 0,11+0,015 0,09+0,015 0,08+0,017 0,11+0,015 0,248 0,886 0,050
C20:5n3 0,05+0,008 0,05+0,008 0,04+0,009 0,05+0,008 0,935 0,744 0,683
C22:5 0,19+0,030 0,15+0,030 0,17+0,035 0,16+0,028 0,762 0,587 0,515
C22:6 n3 0,05+4,179 5,81+4,179 0,03+4,944 5,04+3,909 0,667 0,502 0,943
AGS 40,37+1,267 41,58+1,267 40,96+1,492 39,77+1,198 0,764 0,623 0,424
MUFA 50,50+4,396 45,77+4,396 50,99+5,215 46,45+4,077 0,790 0,613 0,998
PUFA 7,31+1,260 7,051,333 7,90+1,569 8,651,455 0,855 0,451 0,812
P/S 0,18+0,842 1,46+0,842 0,20+0,996 1,39+0,909 0,594 0,442 0,968

CTL: sem suplementacgdo dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg
MS. Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS. Cr3,0: 3,0 mg/kg MS de cromo. AGS: Acidos graxos saturados.
MUFA: Acidos graxos monoinsaturados. PUFA: Acidos graxos poli-insaturados. P/S: Proporg&o
de acidos graxos poliinsaturados:saturados.

Efeitos do tratamento com cromo sobre os resultados de qualidade e tempo de
prateleira da carne sdo apresentados nas tabelas 5 e 6, respectivamente. Em relacéo
as caracteristicas de qualidade da carne, o cromo nao afetou as variaveis L* e b* da cor,
com excec¢do de uma tendencia a reduzir a intensidade de a* (tonalidades de vermelho)
nos tratamentos com 1,0 e 1,5 mg Cr/kg MS (P = 0,071) e um efeito quadratico com o
aumento da dose deste micromineral na dieta (P = 0,026). Por outro lado, foi observado
um efeito linear com maior forca de cisalhamento quando foi aumentada a dose de
cromo na dieta dos animais (P = 0,026). De forma geral, as variaveis de cor, perdas por
coccéo e forgas de cisalhamento foram afetadas em funcéo do tempo de maturacdo da
carne (P = 0,013; Tabela 5). A respeito da influéncia do tratamento com cromo para o
tempo de prateleira, ndo foi observado nenhum efeito na coloragéo (L*, a* e b*) nem na
oxidacao lipidica da carne (TBARS). Enquanto ao tempo de prateleira, as variaveis de

cor e TBARS foram afetadas independentemente de tratamento (Tabela 6).
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Tabela 5. Cor, perdas por coccao e forca de cisalhamento da carne de cordeiros suplementados com diferentes niveis de cromo
(Cr*3+ glicina) em dietas com elevada proporcéo de concentrado

Tratamento Dias de maturacao Valor de P
CTL Crl,0 Crl5 Cr3,0 1 7 14  Tratamento Tempo Tratamento*tempo Linear Quadrético
L* 40,21 38,92 40,19 39,41 36,78 40,85 41,43 0,699 <,0001 0,304 0,671 0,810
a* 15,28A 14,93B 14,24B 15,74A 14,06 15,99 15,11 0,071* 0,001 0,494 0,387 0,026*
b* 14,19 13,60 13,29 14,56 12,07 15,15 14,50 0,327 <,0001 0,641 0,529 0,095
PPC (%) 26,03 27,76 24,25 23,01 23,40 23,31 29,07 0,224 0,013 0,392 0,118 0,559
Forca cisalhamento (N) 27,15 31,46 33,19 35,09 51,27 2453 19,37 0,136 <,0001 0,516 0,026* 0,445

CTL: sem suplementacao dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg MS. Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS. L* é o croma associado
a luminosidade (L*=0 preto, 100 branco), a* € o croma que varia do verde (-) ao vermelho (+), e b*, que varia do azul (-) ao amarelo. PPC: Perdas
por cocgdo. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Tempo de prateleira da carne de cordeiros suplementados com diferentes niveis de cromo (Cr*3+ glicina) em dietas com elevada

proporcao de concentrado

Tratamento Dias no display Valor de P
CTL Cr 0 Cr15 Cr3,0 1 3 5 Tratamento Tempo Tratamento*tempo Linear Quadrético
L* 43,07 41,71 4224 40,86 39,14 43,98 42,80 0,248 <,0001 0,864 0,065 0,890
a* 12,78 13,02 12,40 12,75 12,73 13,11 12,38 0,534 0,088 0,155 0,766 0,730
b* 14,00 1358 13,70 13,63 11,63 15,21 14,34 0,841 <,0001 0,653 0,520 0,597
TBARS 0,20 0,17 0,17 0,15 0,14 0,16 0,22 0,489 0,004 0,780 0,166 0,518

CTL: sem suplementacao dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg MS. Cr3,0: 3,0 mg Cr/kg MS. L* é o croma associado

a luminosidade (L*=0 preto, 100 branco), a* € o croma que varia do verde (-) ao vermelho (+), e b*, que varia do azul (-) ao amarelo. TBARS:

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico, expressas em pg de malondialdeido/kg de carne.
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5.3 Parametros de morfologia ruminal
N&do foram observados efeitos de tratamentos para nenhuma das

caracteristicas de morfologia ruminal ou para a incidéncia de rumenite ou lesdes
cecais nos cordeiros (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas ruminais e incidéncia de lesdo cecal em cordeiros suplementados com
diferentes niveis de cromo (Cr*3+ glicina) em dietas com elevada proporcéo de concentrado

Tratamento Valor de P
CTL Crl,0 Crl,5 Cr3,0 Tratamento Linear Quadratico
Escore rumenite 0,00+0,065 0,00+0,065 0,00+0,069 0,11+0,062 0,521 0,209 0,481
Escore leséo cecal 0,00+1,13 0,00+1,13 0,00+0,14 0,23+0,12 0,521 0,209 0,481
AMP, cm? 0,18+0,03 0,22+0,03 0,16+0,03 0,21+0,03 0,531 0,726 0,865
ASA 10,31+1,32 10,09+1,32 10,05+1,38 10,90+1,32 0,966 0,732 0,721
ATSA 90,71+1,56 90,64+1,56 90,42+1,61 90,26+1,56 0,997 0,827 0,999
NMP 54,94+6,85 44,72+6,85 60,34+7,27 51,99+6,85 0,489 0,985 0,997

CTL: sem suplementacdo dietética com cromo. Cr1,0: 1,0 mg Cr/kg MS. Cr1,5: 1,5 mg Cr/kg MS. Cr3,0:
3,0 mg Cr/kg MS. AMP: area média de papilas, ASA: Area de superficie absortiva por cm2 de parede.
ATSA: &rea total da superficie absortiva. NMP: nimero médio de papilas por cmz.

5.4 Perfil transcricional de genes expressos no figado e no muasculo e
andlise de expressao diferencial
Diferencas na expressao génica global dos tecidos hepaticos e muscular

esquelético foram analisados entre os grupos controle e suplementado com 3,0
mg de Cr/kg MS, devido a que essa foi a dosificacdo com resultados fenotipicos
mais expressivos. Vinte e um genes diferencialmente expressos (DEGS) no
figado foram identificados, dos quais 10 foram regulados positivamente (log2
[FC] < 0) e 11 regulados negativamente (log2 [FC] > 0) no tratamento de Cr3,0.
Enquanto no musculo esquelético, de 21 DEGs, 12 foram regulados
positivamente e 9 com regulacdo negativa no grupo Cr3,0. As figuras 1 e 2
mostram os graficos do tipo Volcano plot indicando DEGs em tecidos hepatico e
muscular esquelético para os tratamentos controle e Cr3,0. Os 21 DEGs em
figado e 21 DEGs em musculo esquelético para o contraste, considerando um
valor de P ajustado (FDR) < 0,1, sdo apresentados nas tabelas 8 e 9,

respetivamente.



Figura 1. Genes diferencialmente expressos no figado
de cordeiros entre o0s tratamentos controle e
suplementacdo com 3,0 mg de Cr/kg MS. O gréfico
Volcano plot mostra log2 Fold Change (eixo x) versus o
-logl0 (P-valor ajustado [FDR], eixo Yy), indicando
regulagéo positiva (log2 [FC] < 0; verde) e regulacéo
negativa (log2 [FC] > 0; vermelho) de DEGs do
tratamento Cr3,0 vs. Controle.
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Tabela 8. Genes diferencialmente expressos no figado de cordeiros suplementados com 3,0 mg de cromo ou ndo
em dietas com alto concentrado

Gene Code Gene name baseMean log2FoldChange!  IfcSE? Stat® P-value FDR*
LOC121818085 Unidentified 4,55E+14 -1,90E+14 192E+14 -9,92E+14 3,4876E-09 7,51407E-05
LOC114115623 TOMM20 2,88E+14 1,83E+14 3,27E+13 5,60E+14 210581,022 0,000226848
LOC101113807 OVGP1 7,39E-01 -1,43E+14 2,73E+14 -5,24E+14 16488970,2 0,001184183
LOC101120326 TUBA1B 4,41E+13 -6,41E+14 1,26E+14 -5,07E+14 39916442,6 0,002149999
LOC114117819 CCNB1 2,30E+14 1,72E+14 3,55E+14 4,84E+14 128080262 0,004599149

SFTPB SFTPB 1,57E+14 1,72E+14 3,56E+14 4,84E+13 127848956 0,004599149
LOC101108681 ZNF347 5,04E-01 -1,39E+14 2,89E+14 -4,80E+14 156078446 0,004803872
LOC105602189 Undentified 6,32E-01 1,66E+14 3,59E+14 4,63E+14 374349392 0,010081697

ANO2 ANO2 8,13E-01 -1,63E+14 3,56E+14 -4,58E+14 467364722 0,011188192

EPAC EP4 7,92E+14 2,88E+14 6,34E-01 4,55E+14 541750948 0,011672024

ANO4 ANO4 2,87E-01 1,58E+14 3,59E+13 4,40E+14 1061893405 0,016407774

GLT1D1 GLT1D1 1,98E+14 1,27E+14 2,87E-01 4,41E+14 1019117881 0,016407774

GRID1 GRID1 1,38E+14 -1,59E+14 3,59E+14 -4,43E+14 94329280 0,016407774
LOC114109518 RPL37A 6,83E+14 4,58E+14 1,04E+14 4,39E+13 1142337452 0,016407774
LOC121819395 Merlin/NF2 2,86E-01 1,58E+14 3,59E+14 4,40E+14 1091605130 0,016407774
LOC101121371 RPL37A 5,14E+14 7,82E+14 1,82E+14 4,30E+14 1743328241 0,023475004
LOC101122347 WWP1 7,91E+14 -3,84E+14 9,06E-01 -4,24E+14 2262180648 0,028669813
LOC101115571 KRT18 3,49E+14 -3,57E+14 8,68E-01 -4,16E+14 3216929775 0,038504862
LOC101119111 NSA2 2,26E+14 -1,45E+13 3,60E+14 -4,04E+13 5412764136 0,058309002

SCGB1Al SCGB1Al1 1,04E+14 1,43E+13 3,55E+14 4,04E+14 5297091761 0,058309002

SPNS3 SPNS3 1,83E+13 -1,76E+14 4,39E-01 -4,01E+13 6077776601 0,062355094

llog2FoldChange: valores negativos indicam DEGs regulado positivamente e os DEGs regulados negativamente sdo apresentados com
valores positivos no tratamento Cr3,0 vs. Controle. 2fcSE: log Fold Change Standard error. 3Teste de Wald, 8 repeti¢cGes por tratamento. “P
ajustado (FDR). TOMM20 = mitochondrial import receptor subunit TOM20 homolog; OVGP1 = oviduct-specific glycoprotein-like; TUBA1B =
tubulin alpha-1B chain; CCNB1 = G2/mitotic-specific cyclin-B1-like; SFTPB = surfactant protein B; ZNF347 = zinc finger protein 347; ANO2
= anoctamin 2; EP4 = Prostaglandin EP4 receptor; ANO4 = anoctamin 4; GLT1D1 = glycosyltransferase 1 domain containing 1; GRID1 =
glutamate ionotropic receptor delta type subunit 1; GRID1 = glutamate ionotropic receptor delta type subunit 1; Merlin/NF2 = Merlin/
neurofibromatosis type 2; RPL37A = 60S ribosomal protein L37a; WWP1 = NEDDA4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP1; KRT18 = keratin,
type | cytoskeletal 18-like; NSA2 = ribosome biogenesis protein NSA2 homolog; SCGB1A1 = secretoglobin family 1A member 1; SPNS3 =
sphingolipid transporter 3.



Figura 2. Genes diferencialmente expressos no
musculo esquelético de cordeiros entre 0s
tratamentos controle e suplementagédo com 3,0 mg de
Cr/lkg MS. O grafico Volcano plot mostra log2 Fold
Change (eixo x) versus o -logl0 (P-valor ajustado
[FDRY], eixo y), indicando regulagéo positiva (log2 [FC]
< 0; verde) e regulagdo negativa (log2 [FC] > 0;
vermelho) de DEGs do tratamento Cr3,0 vs. Controle.
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Tabela 9. Genes diferencialmente expressos no musculo de cordeiros suplementados com 3,0 mg de cromo
ou ndo em dietas com alto concentrado

Gene Code  Gene name baseMean log2FoldChange!  IfcSE? Stat® P-value FDR*
LOC105606567 RPL39 8,30E+14 -3,00E+01 3,55E+14 -8,45E+13 2,91E-03  6,00E-13
LOC114118459 RPS25 3,72E+14 -2,61E+14 3,60E+14 -7,24E+14 4,64E+00 4,81E-09
LOC114113934 RPL35A 6,90E+14 -2,55E+14 3,60E+14 -7,08E+14 1,40E+02 9,65E-09
LOC101107031 BTF3 5,54E+14 -2,41E+14 3,60E+14 -6,68E+14 2,43E+03 1,25E-07
LOC114114907 HNRNPAl1 1,86E+14 -2,30E+14 3,57E+14 -6,43E+14 1,29E+03 5,35E-07
LOC101119111 NSA2 4,65E+13 -2,18E+14 3,60E+14 -6,07E+14 1,27E+05 4,38E-06
LOC114116224 ULBP1 1,50E+14 -5,17E+14 1,02E+14 -5,06E+14 4,10E+07 0,0012
LOC114118388 RRM2 2,13E-01 -1,74E+14 3,58E+14 -4,86E+14 1,16E+08 0,0027
LOC121818987 Unidentified 1,50E+13 -1,57E+14 3,23E+14 -4,86E+14 1,17E+08 0,0027
LOC114116087 Unidentified 3,30E+14 -3,93E+14 8,16E-01 -4,81E+14 1,49E+08 0,0031
LOC121817503 COX6C 1,03E+14 1,69E+14 3,59E+13 4,71E+14 2,43E+08 0,0046
LOC114115302 TMED5 7,62E-01 1,67E+14 3,59E+14 4,64E+14 3,41E+07 0,0059
LOC114110822 OoDC1 1,13E+14 1,12E+14 2,45E+14 455E+13 5,43E+08 0,0087
LOC101100899 "NUPAL 708E01  150E+14  353E+14 449E+14 712E+08 0,010

DLL1 DLL1 9,23E+14 6,70E-01 1,54E-01 4,35E+14 1,36E+09 0,0188
LOC101121371 RPL37A 1,54E+14 8,35E+14 2,01E+14 4,15E+13 3,30E+09 0,0428
LOC121819647 Unidentified 2,58E-01 -1,47E+14 3,61E+13 -4,09E+14 4,39E+09 0,0535

EMP1 EMP1 9,69E+14 1,03E+14 2,55E-01 4,02E+14 5,84E+09 0,0673
LOC101113252 MYH3 7,44E+14 2,54E+14 6,44E-01 3,94E+14 8,13E+09 0,0888
LOC114109518 RPL37A 3,47E+14 3,66E+14 9,34E-01 3,92E+14 8,73E+09 0,0906

GCNT1 GCNT1 6,49E+14 -1,35E+14 3,45E-01 -3,91E+14 9,23E+09 0,0912

llog2FoldChange: valores negativos indicam DEGs regulado positivamente e os DEGs regulados negativamente séo apresentados com
valores positivos no tratamento Cr3,0 vs. Controle. 2IfcSE: log Fold Change Standard error. 3Teste de Wald, 8 repeti¢cdes por tratamento.
4P-adj: valor de P ajustado. RPL39 = 60S ribosomal protein L39; RPS25 = 40S ribosomal protein S25; RPL35A = 60S ribosomal protein
L35a-like; BTF3 = Basic Transcription Factor 3; HNRNPAL = heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al; NSA2 = ribosome biogenesis
protein NSA2 homolog; ULBP1 = UL16-binding protein 1-like; RIR2 = ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2-like; COX6C =
cytochrome c¢ oxidase subunit 6C-like; TMED5 = transmembrane emp24 domain-containing protein 5; ODC1= ornithine decarboxylase-
like; HNRNPA1 = heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like; DLL1 = delta like canonical Notch ligand 1; RPL37A = 60S ribosomal
protein L37a; EMP1 = epithelial membrane protein 1; MYH3 = myosin-3; GCNT1 = glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1.

5.5 Analise de enriquecimento funcional dos DEGs em tecido hepético e
muscular esquelético
A analise de enriquecimento funcional KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) identificou 40 vias metabdlicas em figado (figura 3) e 42 vias metabdlicas em

musculo esquelético (figura 4) afetadas pela alimentagdo com cromo nos cordeiros.
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Figura 3. Resultados da anotacéo de genes diferencialmente expressos no figado,
classificados de acordo com as vias metabdlicas KEGG. A ordenada mostra os
nomes das vias metabdlicas KEGG, e a abcissa mostra a propor¢cdo do nimero de
genes anotados na via.
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Figura 4. Resultados da anotacao de genes diferencialmente expressos no musculo,
classificados de acordo com as vias metabdlicas KEGG. A ordenada mostra os nomes
das vias metabdlicas KEGG, e a abcissa mostra a propor¢cdo do namero de genes
anotados na via.

6. DISCUSSAO

O cromo € um micromineral que atua nos tecidos insulinodependentes,
aumentando a sensibilidade a insulina, o que leva a uma maior captacédo de
glicose, aumento na sintese proteica e reducao da lipolise em situa¢des de maior
demanda energética (LASHKARI; HABIBIAN; JENSEN, 2018). Alguns estudos

com suplementacdo com cromo em cordeiros sugerem uma melhoria no
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crescimento (DOMINGUEZ-VARA et al., 2009) e conversdo alimentar
(SEIFALINASAB et al., 2022), porém, este resultado ndo foi observado em
nenhuma das medidas de desempenho do presente trabalho. Resultados
similares sobre os parametros de crescimento também foram encontrados em
outros estudos em ovinos que receberam uma fonte de cromo organico na
alimentacdo (ARVIZU et al., 2011; ZIYAD, 2013; MORENO-CAMARENA et al.,
2015).

Essas discrepéncias na resposta do cromo sobre o desempenho, podem
estar relacionadas a fatores como a fonte de cromo utlizada, tempo de
suplementacdo com este micromineral, composicdo da dieta (GENTRY et al.
1999), manejo nutricional prévio, concentracdes basais de cromo e idade dos
animais (MORENO-CAMARENA et al., 2015). Outro fator consistente do cromo
sobre a resposta produtiva esta associado as condi¢cdes de estresse do animal.
Existem evidencias em bezerros sob estresse de vacinacdo e transporte, que a
suplementacdo com cromo na dieta aumentou o ganho de peso (CHANG;
MOWAT 1992; MOONSIE-SHAGEER; MOWAT 1993) e em outros casos como
0 estresse térmico, apresenta beneficios no desempenho (SEIFALINASAB et al.,
2022).

O uso de dietas com elevado teor de concentrado proporciona uma
padronizacdo no ganho de peso e uma uniformidade no acabamento das
carcacas. No presente estudo, as dietas foram formuladas para atender as
exigéncias nutricionais de cordeiros em fase de terminagcdo, as quais
apresentavam uma inclusao de 94% de concentrado e um mesmo teor de PB
(17,39%) e NDT (81,29%). Em vista de que néo houve diferengas no CMS em
todos os tratamentos, € provavel que uma ingestado similar de energia atendesse
as necessidades destes animais para acabamento e outras caracteristicas de
carcaga. Portanto, isto pode explicar a auséncia de influéncia da suplementacgéo
com cromo na maioria das caracteristicas de carcaca avaliadas. Estudos com
suplementacdo com cromo apresentam resultados variaveis sobre as
caracteristicas de carcaca em ruminantes.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas no rendimento e outras
caracteristicas de carcaca no presente trabalho, alguns estudos relataram que a

suplementacdo com cromo em cordeiros durante a terminacéo, apesenta uma
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influéncia sobre o rendimento de carcaca devido a um aumento na
musculosidade, que foi avaliada pelo peso e area de olho de lombo do musculo
longissimus (DOMINGUEZ-VARA et al., 2009; ESTRADA-ANGULO et al., 2013;
SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015). Um aumento na proporc¢éo de paleta e a
tendencia a incrementar o rendimento de costelas + vazio em animais
suplementados com cromo pode estar relacionado ao crescimento alométrico
destes musculos. Em bovinos, foi determinado que os musculos principalmente
do abdémen e alguns da parte proximal do membro toracico apresentam um
coeficiente maior em relacdo ao desenvolvimento total da carcaca (BERG,;
BUTTERFLIED, 1976). Adicionalmente, um aumento na captacdo de glicose
devido a uma maior sensibilidade a insulina, consequentemente aumenta a
sintese proteica no musculo (BERNHARD et al., 2012). Isto, em musculos com
um coeficiente de crescimento maior pode justificar o aumento no rendimento da
paleta e a tendencia de maior proporcdo de costelas + vazio em cordeiros
suplementados com cromo.

No quesito qualidade de carne, resultados semelhantes ao presente
estudo foram observados em carne suina quando os leitbes em fase de
terminacédo receberam cromo-metionina em doses de 0; 0,3; 0,6 e 0,9 mg/kg MS
(LI et al., 2013). Os autores indicaram que os valores de for¢ca de cisalhamento
na carne aumentaram de forma linear com incremento na dose de cromo na
dieta, o que atribuiram a uma reducéo no teor de gordura intramuscular. No
entanto, no presente trabalho néo foi observado diferencas no teor de lipideos
na carne. Nesse sentido, embora ndo foi reportado na literatura, é provavel que
0 cromo ao aumentar a sensibilidade a insulina e consequentemente a sintese
proteica, apresente um efeito sobre a atividade da calpastatina.

Esta proteina € um inibidor natural das calpainas no processo de
transformacdo do masculo em carne e no amaciamento desta (THERKILDSEN;
OKSBJERG, 2009). Enquanto, para o indice de vermelho (a*), a suplementacéo
com este micromineral teve um efeito quadratico, aumentando os valores de a*
até a dosificacdo de 0,6 mg/kg MS e posteriormente uma queda com um
fornecimento de 0,9 mg/kg MS. Esse aumento na intensidade de vermelho na

carne de animais tratados com cromo pode ser atribuido a dois fatores; uma
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melhora na capacidade antioxidante e aumento na concentracéo do pigmento de
mioglobina (LI et al., 2013; FRAZ et al., 2022).

A gordura e os acidos graxos de cadeia longa contribuem para aspectos
importantes da qualidade da carne e sdo fundamentais para os valores
nutricionais e sensoriais (WEBB; O’NEILL, 2008). De acordo com Wood et al.
(1999), a quantidade e o tipo de gordura na carne influenciam dois componentes
organolépticos: a maciez e o sabor. E constatado que os &cidos graxos
insaturados possuem uma importante func¢ao na determinacéo do sabor e aroma.

Contudo, o aumento destas propor¢des pode reduzir a estabilidade
oxidativa dos lipideos, favorecendo a deterioracdo da carne, por meio da
peroxidacao lipidica (WOOD et al., 2004). No entanto, a suplementacdo com
cromo ndo alterou o perfil de acidos graxos da carne independentemente da
dose, o que ndo comprometeu o tempo de vida util da carne. Com relagéo as
diferencas na expressdo génica global dos tecidos hepaticos e muscular
esquelético, a analise de enriquecimento funcional KEEG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) identificou 40 vias metabdlicas em figado e 42 vias
metabdlicas em musculo esquelético afetadas pela alimentacdo com cromo nos
cordeiros.

Dietas ricas em carboidratos podem induzir a um acumulo excessivo de
lipideos nos hepatécitos, levando a formacédo do figado gorduroso (LEBEAUPIN
et al., 2018; ZHAO et al., 2020). Esta condicdo patolégica ocorre quando ha um
desequilibrio entre as taxas de sintese, mobilizacdo de goticulas lipidicas e
secrecdo de acidos biliares (SEEBACHER et al., 2020). Finalmente, o acumulo
excessivo de lipideos no figado pode levar a distarbios metabdlicos,
principalmente resisténcia a insulina (BALAKUMAR et al., 2016). As goticulas
lipidicas sao organelas compostas por um nucleo de lipideos neutros que contém
ésteres de colesterol, triglicerideos e uma camada de fosfolipidios circundantes,
as quais estdo envoltas por diferentes proteinas (DEEVSKA; NIKOLOVA-
KARAKASHIAN, 2017). Estas estruturas incialmente foram caracterizadas em
células adiposas e posteriormente em hepatocitos (DEEVSKA; NIKOLOVA-
KARAKASHIAN, 2017), e desempenham uma fungdo importante no
metabolismo energético e de armazenamento de lipideos no tecido hepatico
(KRAHMER et al., 2013).
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O cromo é considerado fundamental na alimentacdo em humanos e
animais, ja que este oligoelemento esta envolvido em varios processos
bioldgicos do organismo, dos quais a funcdo mais conhecida esta relacionada
com o metabolismo dos carboidratos mediado pela insulina (OGNIK et al., 2021)
e na prevencao do figado gorduroso (CHEN et al., 2010). Isto foi evidenciado em
alguns trabalhos em que o consumo de cromo ajudou a diminuir a deposicao de
goticulas de lipideos nos hepatdcitos (DONG et al., 2008; SREEJAYAN et al.,
2008). Curiosamente, estudos com uso de cromo trivalente demostraram que
esta molécula aumenta a autofagia celular em epitélio tubular renal (LI et al.,
2016; YANG et al., 2017). No presente estudo, a regulacao positiva dos genes
GRID1, WWP1 e SPNS3 (Tabela 8), e no enriquecimento funcional KEEG, a via
de sinalizacdo de receptores tipo RIG-I, processamento e apresentacdo de
antigeno e o proteassoma em figado de animais suplementados com Cr3,0
podem estar relacionados autofagia de lipideos. Portanto, € provavel que este
seja 0 mecanismo mais efetivo para reduzir o acumulo de lipideos em
hepatocitos e melhorar a sensibilidade a insulina quando os animais consomem
dietas com elevadas quantidades de carboidratos como a que foi utilizada no
presente estudo.

A autofagia € um mecanismo essencial que regula a degradacdo de
componentes celulares, organelas danificadas ou em excesso, e proteinas com
conformacdes incorretas ou de vida longa dentro dos lisossomos (YANG;
KLIONSKY, 2010). Uma diminuicdo na atividade autofagica permite o acumulo
de grandes moléculas e organelas disfuncionais, como por exemplo
mitocondrias danificadas, que podem contribuir a um estresse oxidativo, e
consequentemente ao desenvolvimento de doengas metabdlicas, como a
resisténcia a insulina (MATSUZAWA-NAGATA et al., 2008; LIU et al., 2009).

No tecido hepético, a lipofagia que é uma forma de autofagia, é ativada
para a regulacdo do conteudo de lipideos nos hepatdcitos e para regular a
homeostase energética (SINGH et al., 2009; ZHAO et al., 2020). No presente
estudo, a regulacéo positiva da via do receptor tipo RIG-I no figado de cordeiros
pertencentes ao grupo Cr3,0 pode ser um mecanismo para reduzir o acumulo de
lipideos no tecido hepatico e prevenir a resisténcia a insulina (Figura 3). O papel

desta via quando esta ativa, € induzir a autofagia de goticulas de gordura
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(lipofagia) para proteger o figado da lipotoxicidade (FRIETZE et al., 2022).
Adicionalmente, os receptores tipo RIG-I atuam como sensores imunolégicos
que ativam células da via de apresentacdo de antigenos (KATO; TAKAHASI;
FUJITA, 2011).

Estudos em adipdcitos indicaram que esta via pode ajudar a eliminagéo
de lipideos intracelulares que estdo em excesso, através da atividade
lissosémica (SCHIPPER et al., 2012; HUH et al., 2013; DUGAIL, 2014). Portanto,
é provavel que a regulacao positiva da via de processamento e apresentacao de
antigeno no figado dos cordeiros do grupo Cr3,0 também seja um mecanismo
protetor dos hepatdcitos ao acumulo de lipideos (Figura 3).

O proteassoma é um complexo enzimatico localizado no citosol das
células e é necessério para a degradacao de proteinas, as quais sdo marcadas
por ubiquitinas (DEMASI; SIMOES; BONATTO, 2015). No presente estudo, a
regulacao positiva desta via no figado dos animais do grupo Cr3,0 pode ter uma
relacdo com a regulacdo positiva do gene WWP1 (Tabela 8) que pode estar
envolvido em processos autofagicos. A proteina ligase 1 da ubiquitina E3
codificada pelo WWP1, medeia a degradacdo de proteinas através do sistema
ubiquitina-proteassoma em varios tecidos (CIECHANOVER et al., 2005; HU et
al., 2021; LIN et al., 2022). Embora esta via seja importante para a degradacédo
de proteinas, também pode ser Util na eliminacdo do excesso de lipideos, pois
esta estabelecido que na superficie das goticulas lipidicas existe uma
diversidade de proteinas como as perilipinas (KIMMEL et al., 2010; DUGAL,
2014), as quais podem ser alvo das ubiquitinas (XU et al., 2006).

O gene GRID1 também conhecido como GLUD1 codifica o receptor de
glutamato delta-1, que em estado supermetilado pode induzir ao
desenvolvimento de figado gorduroso (GUHA et al.,, 2022). Em caprinos foi
observado que a metilacdo de GRID1 pode induzir a uma regulagao negativa
deste gene (YANG et al., 2018). No entanto, em figado de cordeiros alimentados
com Cr3,0 do presente trabalho, o GRIDL1 foi regulado positivamente e é provavel
gue este gene seja ativado em processos de autofagia. Porém, sdo escassas as
pesquisas que relacionem o processo de autofagia com a regulagcdo do gene
GRID1 (ZHU et al., 2020).



58

Nas goticulas lipidicas, os esfingolipidios sédo outra classe de lipideos que
se acumulam em paralelo aos triglicerideos em figado e outros tecidos como o
musculo, e um excesso destas moléculas é observado em animais e humanos
com distarbios metabdlicos (CHAURASIA; SUMMERS, 2015; IQBAL et al.,
2017). E relatado que dos esfingolipidios, a ceramida quando é acumulada em
excesso pode levar a uma reducdo na sensibilidade a insulina, interrupcao das
funcdes metabodlicas em mitocdndrias e células B pancreaticas, levando a morte
celular em vérios tecidos (PARK et al., 2008; BHARATH et al., 2015). O gene
SPNS3 pertence a uma familia composta por trés transportadores lipidicos, dos
quais 0 SPNS1 é o mais conhecido (ZHU et al., 2018). O SPNS1 é um dos
principais transportadores acoplado as membranas dos lisossomos, cuja funcéo
€ remover do Ilumen lisossémico os residuos de degradacdo como o0s
esfingolipidios, e sua participacdo na autofagia foi associada a estagios tardios
deste mecanismo (ZHU et al.,, 2018). Apesar de nao ter sido observada a
expressdo de SPNS1 neste estudo, houve uma regulacéo positiva de SPNS3 no
figado dos animais do grupo Cr3,0, e é possivel que sua funcéo seja similar.

Os &cidos biliares contribuem na absorcdo intestinal de lipideos e
vitaminas lipossolluveis para ser metabolizados no figado (CHIANG, 2009;
RUSSELL, 2009). Adicionalmente, estas moléculas sdo sinalizadoras para a
ativacao de receptores nucleares e de membrana nos hepatdcitos que regulam
o metabolismo dos triglicerideos, colesterol, glicose e o gasto energético
(CHIANG, 2013; SEEBACHER et al., 2020). Pesquisas indicam que os acidos
biliares estimulam a regulacdo dos transportadores de membrana codificados
por TMEM16A (conhecido como anoctamin 1 ou ANO1) nos colagiocitos (células
dos ductos biliares no figado) (LI et al., 2018).

Esses transportadores sao responsaveis por regularem o fluxo de cloreto
dos colangiécitos e estimular a secrecao biliar (DUTTA et al., 2008; LI et al.,
2018). Embora o TMEMI16A/ANOl1l seja 0 mais predominante nos
transportadores de membrana, foi demostrado que o gene TMEM16B/ANO2 é
um paralogo proximo, o qual pertence a um grupo de canais de cloreto ativados
por calcio (SCUDIERI et al., 2012). Neste estudo observou-se que a

suplementacdo com Cr3,0 teve um efeito regulatério positivo do gene
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TMEM16B/ANO2. Embora a atividade dos canais de cloreto regulada por
TMEM16A/ANOL1 seja a mais conhecida, é provavel que haja uma contribuicéo
de outras isoformas de TMEM16 (LI et al.,, 2018), como por exemplo
TMEM16B/ANO2. Curiosamente, a regulacdo positiva de TMEM16B/ANO2 nos
cordeiros do grupo Cr3,0 pode ser uma forma de depurar lipideos dos
hepatocitos, uma vez que a formacéao de acidos biliares a partir do colesterol € a
principal rota para a eliminacdo de lipideos no tecido hepatico (CHIANG;
FERRELL, 2018). Por outro lado, também identificou-se dentro dos DEGs o
TMEM16D/ANO4 com regulacdo negativa nos cordeiros do grupo Cr3,0 (Tabela
8). Este gene, com funcdo pouco conhecida, foi identificado em um
sequenciamento de exoma humano, indicando que a expressao desta variante
esta relacionada com a desregulacéo da glicose (AKBARI et al., 2021). Isto pode
sugerir que a suplementacdo com cromo ajuda a regular o metabolismo da
glicose em animais alimentados dietas com elevada propor¢éao de concentrado.

Pesquisas com uso de cromo na dieta tém evidenciado efeitos positivos
deste oligoelemento na melhoria da sensibilidade a insulina em tecidos
insulinodependentes (HUA et al., 2012). Adicionalmente, uma sinalizagéo
competente de insulina no figado é importante para manter as funcdes
fisiologicas das células hepaticas e permitir um funcionamento normal das vias
que controlam o ciclo celular e de diferenciacdo, que leva a regeneracédo deste
tecido (STARZL; PORTER; PUTNAM, 1976; MICHAEL et al., 2000). Assim, foi
evidenciado no presente trabalho que o fornecimento de Cr3,0 na alimentacdo
dos cordeiros teve uma regulacao positiva dos genes TUBA1A, NSA2 e ZNF347
que podem estar relacionados com processos de regeneracdo do tecido
hepatico. A expressdo de TUBA1B estid associada ao desenvolvimento de
microtubulos que fazem parte do citoesqueleto das células (CHEN et al., 2008),
e sdo importantes na regulacdo da proliferacdo celular (LU et al., 2013).
Adicionalmente, em culturas de hepatécitos foi identificado o gene TUBA1A
como um dos principais moduladores da gliconeogénese (WEX et al., 2018).
Apesar de o TUBALA nao estar dentro dos DEGs do presente estudo, € provavel
que a regulagéo positiva de TUBA1B no figado tenha uma funcéo similar sobre
a gliconeogénese, ja que ambos genes compartem 99,5% de homologia
(BUSCAGLIA et al., 2021).
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Estudos em culturas de células HelLa e outras linhagens celulares
evidenciaram que a superexpressao de NSA2 (também chamado TINP1) induziu
a proliferacao celular através da inibicdo dos genes p21 e p53 (LI et al., 2013).
Além disso, a expressdo de NSA2 também foi relacionada com a biogénese de
ribossomos (XING et al., 2018). Por outro lado, a expressao positiva de ZNF347
no figado dos cordeiros do grupo Cr3,0 nao foi encontrada em outros trabalhos
abordando este tecido. No entanto, a regulacao positiva desse gene em glandula
salivar foi associada a via ribossémica (Ml et al., 2020). Embora alguns estudos
relacionem a biogénese ribossomal com a contribuicdo para processos
cancerigenos (HEIN et al., 2013; QUIN et al., 2014), a regulacéo da sintese de
ribossomos em processos fisiol6gicos € um sensor importante para as respostas
as mudancas nutricionais que possam afetar a funcdo do figado (PELAVA,
SCHNEIDER; WATKINS, 2016).

Anteriormente, foi destacada a importancia dos genes regulatérios da
proliferacéo celular no tecido hepatico. No entanto, foi uma surpresa a resposta
negativa do tratamento Cr3,0 no presente estudo sobre a regulacdo dos genes
EP4 e CCNBL1 no figado. Mas, alguns estudos indicam que em situa¢cfes de
autofagia, um estimulo positivo sobre EP4 induz a ativacdo de células tronco
hematopoiéticas bem como, a diferenciacdo em miofibroblastos que sao
indicativos de fibrose hepética (CAO et al., 2022).

Enquanto ao CCNB1, sua funcéo foi destacada como um dos genes
reguladores do ciclo celular em processos de regeneracdo hepatica posterior a
alguma lesdo (COLAK et al., 2020). No entanto, a expressdao de CCNB1 em
hepatécitos foi associada a acumulo anormal de lipideos e consequente
esteatose hepatica (ABDULHAMEED et al., 2019). Portanto, € provavel que a
regulacdo positiva de genes que atuam na proliferacdo celular e a biogénese
ribossémica no figado dos cordeiros do grupo Cr3,0 seja um mecanismo de
reposicdo de organelas eliminadas por processos autofagicos, relatados
anteriormente. Por outro lado, a regulagcdo negativa de alguns genes
relacionados com proliferacdo celular em cordeiros deste mesmo tratamento
pode sugerir um desenvolvimento adequado da regeneragéo celular sem atingir

um crescimento exacerbado que leve a processos cancerigenos no figado.
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O Keratim 18 (KRT18) foi identificado em células hepaticas, cujas
proteinas codificadas por este gene cumprem uma funcéo citoprotetora nao
mecanica, servindo como alvos para a acdo de quinases ativadas de forma
andmala (KU; OMARY, 2006). Além disso, as proteinas codificadas por este
gene estdo envolvidas na modulagdo de vias de sinalizagao celular como a
apoptose e também na protecdo de mitocéndrias (KU et al., 2005; 2007). E
provavel que no presente estudo, a regulacdo positiva de KRT18 no figado dos
cordeiros do grupo Cr3,0 seja uma resposta a acdo antioxidante deste
oligoelemento. Alguns ensaios com humanos e animais, indicaram que a
suplementacdo com cromo pode atenuar as citocinas pro-inflamatérias e
marcadores de estresse oxidativo (JAIN et al.,, 2012; SUSHKO; ISKRA;
PONKALO, 2019). Isto devido a uma melhoria no status redox através do
aumento e atividade das enzimas glutationa peroxidase, superoxido dismutase
e catalase (SUNDARAM; SINGHAL; SANDHIR, 2012; SUSHKO; ISKRA;
PONKALO, 2019).

Por outro lado, é provavel que uma acédo antioxidante do cromo explique
a regulagdo negativa de TOMM20 e NF2 (ou Merlin) nos cordeiros
suplementados neste estudo. A literatura reporta que TOMM20 € um gene
responsavel por codificar proteinas da membrana externa das mitocondrias que
atuam no reconhecimento e classificacdo de proteinas relacionadas com a
biogénese mitocondrial. Porém, a expressao deste gene também foi relacionada
com danificacdo de mitocondrias (OTT et al., 2007; SARNYAI et al., 2020). Em
relacdo ao NF2, um ensaio com uma linhagem de células B de insulinoma
pancreatico indicou que a inibicdo deste gene livra essas células do apoptose
estimulada por alta concentragéo de glicose (YUAN et al., 2016).

O cromo é um oligoelemento essencial para a regulacdo da insulina e para
a manutencgdo normal do metabolismo dos carboidratos e lipideos (ANDERSON,
1998). A homeostase da glicose sanguinea é um processo que envolve a
secrecdo e a responsividade a insulina nos tecidos dependentes deste hormonio
(CHEN et al., 2009). Assim, o musculo esquelético € um dos principais alvos
para a acao insulinica, pois este tecido € responsavel por depurar mais de 75%
da glicose circulante (STUMP et al., 2006). Por outro lado, em ruminantes, niveis

de glicose sanguineos dentro dos parametros homeostaticos estéo
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interrelacionados com a deposicéo corporal de proteina e gordura (OHH; LEE,
2005). Portanto, uma regulacédo da via da glicose através da alimentacdo com
cromo pode ter um grande impacto na producédo e qualidade da carne ovina.

A nivel molecular, foi relatado que a suplementagdo com cromo contribui
na modulacdo da sintese de RNA e regula a tradugdo de proteinas no tecido
muscular esquelético (ZHANG et al., 2011). Nas células, a concentracdo de RNA
€ um indicador que determina o grau de sintese proteica (CLEMMESEN, 1994),
sendo o RNA ribossdmico o maior contribuinte deste processo (MILLWARD et
al., 1974). No presente estudo, o musculo esquelético dos cordeiros do grupo
Cr3,0, apresentou uma regulacion positiva dos genes RPL35A, RPL39 e RPS25
e no enriquecimento funcional KEEG, as vias do ribossomo e a biogénese de
ribossomos foram afetadas. Em humanos, a regulacéo positiva do gene RPL35A
que codifica proteinas ribossémicas, foi correlacionada com processos de
hipertrofia da massa muscular (SEABORNE et al., 2018). Em relacdo ao gene
RPL39 presente em ribossomos, 0 mesmo foi destacado como um biomarcador
para crescimento em animais de producao, atuando na regulacao do ciclo celular
e na sintese de proteinas (MOHAMMADABADI et al., 2021). A pesar de ter
havido uma regulacdo positiva desses genes relacionados com a sintese
proteica, o peso dos cordeiros do grupo Cr3,0 ndo foi afetado. No entanto, um
aumento no RNA ribossdbmico e na concentracdo total de RNA néo
necessariamente sdo parametros que determinam um incremento significativo
na deposicao de proteina nos tecidos (MILLWARD et al., 1974). Nesse sentido,
uma abundancia de RNA pode ser um indicador de disponibilidade de energia
ou substrato para a sintese proteica ou concentracao de metabolitos e horménios
(ZHANG et al., 2011).

A maciez é um atributo com grande impacto na palatabilidade da carne e
que influencia na qualidade do produto (PFLANZER:; FELICIO, 2009).
Anteriormente, no presente estudo, reportou-se um aumento nos valores de
forca de cisalhamento em resposta ao incremento na dosificacdo de cromo, o
gual se correlaciona negativamente com a maciez da carne. Fatores como, o tipo
de fibra muscular, protedlise muscular, e quantidade e solubilidade de colageno
podem afetar a maciez da carne (STARKEY et al., 2016). Embora no presente

estudo néo analisou-se o teor e solubilidade do colageno na carne, curiosamente



63

foi observada uma regulacao positiva do gene RPS25 para os cordeiros do grupo
Cr3,0, que além de estar relacionado com a sintese de proteinas ribossémicas,
também esta associado a modulacdo do colageno. Um trabalho com suinos
indicou que as proteinas codificadas por RPS25 regulam a sintese e o
remodelamento do colageno (REYER et al.,, 2017), o que pode levar a um
aumento na deposicao de matriz extracelular (COELHO et al., 2022) e contribuir
a producdo de carnes com maiores valores de forca de cisalhamento
(PURSLOW, 2014).

Neste estudo, a regulacdo positiva do gene GCNT1 no musculo dos
cordeiros do grupo Cr3,0 pode estar relacionada também com a maior forca de
cisalhamento observada na carne. Um estudo com culturas de mioblastos
C2C12 de roedores demostrou que a superregulacdo de GCNT1 esta implicada
na biossintese de o-glicano, queratano sulfato e lumicanos que contribuem para
os arranjos de miotubos no tecido muscular (GRASSOT et al., 2014). Por outro
lado, a biossintese de o-glicano pode contribuir a formacdo e acumulo de
reticulagbes de colageno na matriz extracelular, o que pode levar a um aumento
na dureza na carne (TIZIOTO et al., 2013).

A deposicado de gordura intramuscular € uma caracteristica desejada em
alguns nichos de mercado da carne bovina (HUNT et al., 2014) e ovina
(PRZYBYLAK et al., 2016). De forma geral, o desenvolvimento do tecido adiposo
intramuscular ocorre de maneira mais intensa durante a vida fetal e neonatal,
fornecendo os locais para deposicao de gordura mediante a lipogénese durante
fase de engorda do animal (DU et al., 2013). A deposicdo de gordura
intramuscular depende de um balanco entre a captacao e sintese de acidos
graxos, e a degradacao através da (B-oxidacao (TEIXEIRA et al., 2017), sendo
estes processos modulados pela regulacéo génica (DE JAGER et al., 2013). No
presente estudo, a expressdo de RRM2 e HNRNPA1, e uma regulacao negativa
de COX6C, TMED5 e OCD1 no musculo esquelético dos cordeiros do grupo
Cr3,0 pode estar relacionada com o metabolismo lipidico desse tecido. Um
estudo com culturas de pré-adipdécitos derivados de gordura de frangos indicou
que a superexpressao de RRM2 participa em processos de diferenciagéo
adipogénica, assim como, também pode atuar na deposicdo de gordura

intramuscular especificamente (ZHANG et al., 2019).
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O citocromo ¢ oxidase € uma enzima mitocondrial composta de varias
subunidades que atua na cadeia respiratéria para producéo de energia, sendo a
subunidade VIc codificada pelo gene COX6C, uma das mais importantes (WANG
et al., 2022). No entanto, é relatado que em ambientes abundantes de glicose no
citosol das células, a expressdo de COX6C é amplamente inibida (FONTANESI
et al.,, 2006). Portanto, é provavel que a regulacdo negativa de COX6C em
musculo esquelético dos cordeiros do grupo Cr3,0 seja devido a maior utilizacéo
de glicose como consequéncia de maior sensibilidade a insulina, reduzindo a
degradacdo de acidos graxos para producdo de energia. Adicionalmente, foi
observada uma regulacéo negativa de TMED5 nos cordeiros do grupo Cr3,0.
Curiosamente, estudos com hepatécitos e adipécitos 3L3-L1 identificaram o
TMED5 como um gene alvo regulado positivamente por PPARa e PPARYy,
respectivamente (DEFOUR; KERSTEN, 2021). Os PPARs sao fatores de
transcricdo com multiplas funcdes, incluindo o balanco energético, diferenciacao
celular e metabolismo lipidico (GROSS et al., 2017). A literatura reporta que a
isoforma PPARa é mais abundante em fibras musculares de ruminantes
(BIONAZ et al., 2013) e sua ativacao pode levar a processos de oxidagédo de
lipideos (CAMPBELL et al., 2003). Embora o PPARa néo tenha sido identificado
como um DEG no presente estudo, € provavel que TMED5 seja alvo desse fator
de transcri¢do, e sua regulacdo negativa no musculo esquelético dos cordeiros
do grupo Cr3,0 seja um mecanismo de reducao da oxidacao de lipideos para
direcionar mais glicose para producao de energia em fibras musculares.

A ornitina descarboxilase codificada pelo gene ODC1 € uma enzima
importante na sintese de poliaminas, as quais regulam processos biol6gicos
como, o crescimento e a apoptose celular (HAUN et al., 2018). Por outro lado,
no metabolismo lipidico, foi sugerido que as poliaminas inibem a acédo da
lipoproteina lipase que é importante para o transporte de acidos graxos dentro
das células (KLIMOV et al., 1985). Neste sentido, a regulacdo negativa de ODC1
em musculo esquelético dos cordeiros do grupo Cr3,0 pode estar relacionada a
um aumento no transporte de acidos graxos para dentro dos adipécitos
intramusculares.

As ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas codificadas pelo gene

HNRNPAL, sdo um grande grupo de proteinas nucleares que se ligam ao RNA
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celular e desempenham varios processos bioldgicos, incluindo, regulagdo de
varias etapas do metabolismo do RNA, funcdo mitocondrial, e 0 metabolismo de
lipideos e glicose (GUI et al., 2020; ZHAO et al., 2020). Neste estudo, houve uma
regulacédo positiva de HNRNPA1 no musculo esquelético dos cordeiros do grupo
Cr3,0. Curiosamente, a expressdo de HNRNPA1 no tecido muscular regula
varios genes envolvidos na oxidacéo de acidos graxos, entre estes o CPT1 (GUI
et al., 2020). A carnitina palmitoiltransferase 1 codificada pelo CPT1 € uma
enzima da membrana externa das mitocondrias que regula o processo inicial da
B-oxidacg&o de &cidos graxos (BROWN et al., 1997). Tal enzima é abundante em
fiboras musculares, mas também pode ser encontrada em concentracdes
menores nas células adiposas (ESSER et al., 1996). Apesar de ter havido uma
regulacdo de genes relacionados com o metabolismo lipidico no musculo
esquelético dos cordeiros do grupo Cr3,0, ndo foi observada diferenca na
deposicdo de gordura na carne comparado com 0s animais do tratamento
controle. E provavel que o estimulo do cromo sobre a regulacdo de genes
relacionados com a deposigdo de gordura e outros com B-oxidacdo de acidos
graxos no musculo esquelético possa resultar em um maior turnover lipidico,

evitando um aumento na deposicao de gordura (TEIXEIRA et al., 2017).

7. CONCLUSAO

N&o houve influéncia do cromo (quelato — Cr+3 + glicina, Orgolabs®) sob
nenhuma das doses administradas para para nenhuma das caracteristicas de
desempenho avaliadas, bem como para a maioria das caracteristicas da carcaca
ou parametros de morfologia ruminal dos cordeiros, bem como o perfil de acidos
graxos da carne. A suplementacdo com cromo promoveu um incremento no
rendimento da paleta e dos cortes de costela e vazio, no entanto, afetou
negativamente as caracteristicas de qualidade da carne no tocante a maciez e a
cor. Observou-se um perfil diferencial de transcritos entre os grupos no figado e
no musculo dos cordeiros, em resposta a suplementacdo com cromo.

A suplementacao dietética com cromo trabalhou efetivamente a nivel
molecular na sintese de RNA, deposi¢cdo de proteinas, hipertrofia muscular e
sintese de colageno, o que explica também os maiores valores de forca de

cisalhamento. Ademais, fatores de transcricdo moduladores de fungbes como
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balanco energético também foram positivamente regulados nos animais
suplementados, indicando menor deposicao de tecido adiposo intramuscular. O
cromo afetou positivamente o metabolismo do RNA, funcdo mitocondrial, e o

metabolismo de lipideos e glicose.
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