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RESUMO

Dietas com alto teor de amido podem aumentar a fermentacao, causando queda no pH ruminal.
A reducdo do pH pode alterar a biohidrogenacéo, o que pode afetar negativamente o conteido
da gordura intramuscular por meio da reducdo na expressao genes envolvidos com a lipogénese.
Portanto, este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do tamanho de particula de silagem de
milho sobre a qualidade de carne e expressdo de genes em novilhas Nelore terminadas em
confinamento. Noventa e quatro novilhas Nelore (249,71+34,62 kg de peso corporal) foram
distribuidas em 32 baias (trés animais por baia), em um delineamento inteiramente casualizado,
com dois tratamentos e 16 repeti¢cGes. Os tratamentos foram: silagem de milho com particula
de 13 mm (curta) e silagem de milho com tamanho de particula de 24 mm (longa). O periodo
de confinamento teve duracdo de 101 dias, sendo os primeiros 15 dias de adaptacao as dietas.
ApoOs o abate foram retiradas amostras do musculo longissimus thoracis (LT) da meia-carcaca
esquerda na altura da 13?2 costela para analises de qualidade de carne e expressao de genes
envolvidos no metabolismo lipidico. Além disso, foram coletadas amostras de figado para
avaliar a expressdo de genes envolvidos nas vias da gliconeogénese. Ndo houve efeito do
tratamento sobre os teores de colageno, umidade e matéria mineral (P>0,10), porém o musculo
de novilhas alimentadas com particula curta tendeu apresentar maior teor proteina (P = 0,098),
enquanto que o musculo de novilhas alimentadas com particula longa apresentou maior teor de
gordura (P=0,05). Ndo houve efeito de tratamento e interacdo particula x tempo de maturacao
sobre a qualidade de carne (P>0,10). Porém, houve efeito de tempo de maturacdo sobre 0s
parametros de qualidade de carne (P<0.05). Para expressdao génica do figado, as novilhas
alimentadas com o tamanho de particula curta apresentaram maior expressdo dos genes PC
enquanto que PEPCK2 apresentou maior expressao novilhas alimentadas com particula longa
(P<0.05). O tamanho de particula em silagem de milho longa aumentou a expressdo de PPARA
(P=0,001) e ndo houve das dietas sobre os genes PPARG e SREBF1 entre tratamentos (P>0,05).
A expressdo dos genes LPL, FABP4, SCD1, CPT2 (P=<0,001) e ACACA (P=0,017)
aumentaram no musculo das novilhas alimentadas com tamanho de particula longa. Conclui-
se, portanto, que o uso de silagem de milho com tamanho de particula longa em dietas de
bovinos de corte em confinamento tem o potencial para aumentar a gordura intramuscular da

carne e a expressdo de genes envolvidos na lipogénese.

Palavras-chave:FDNe; genes; marmoreio; tamanho de particula ; turnover lipidico.



ABSTRACT

Diets high in starch content may increase fermentation, causing a decrease in ruminal pH. The
reduction in pH can alter biohydrogenation, which may negatively affect intramuscular fat
content through a reduction in the expression of genes involved in lipogenesis. Therefore, this
study aimed to evaluate the effect of corn silage particle size on beef quality and lipogenic genes
expression in Nellore heifers finished in feedlot. Ninety-four Nellore heifers (249.71+34.62 kg
body weight) were distributed in 32 pens (three animals per pen) in a completely randomized
design with two treatments and 16 replications. The treatments were: corn silage with 13 mm
fiber (short) and corn silage with 24 mm fiber size (long). The feedlot period lasted 101 days,
with the first 15 days for diet adaptation. After slaughter, samples were taken from the
longissimus thoracis muscle (LT) of the left half-carcass at the height of the 13th rib for beef
quality and expression of genes involved in lipid metabolism. In addition, liver biopsy has been
done to evaluate expression of genes involved in the gluconeogenesis pathways. There was no
treatment effect on collagen, moisture, and mineral content (P>0.10), but the muscle of heifers
fed short particle tended to have higher protein content (P = 0.098), while the muscle of heifers
fed long particle had higher fat content (P=0.05). There was no treatment effect and fiber x
maturation time interaction on beef quality (P>0.10). However, there was a maturation time
effect on beef quality parameters (P<0.05). For liver gene expression, heifers fed short particle
size showed higher expression of PC genes while PEPCK2 showed higher expression in heifers
fed with long particle (P<0.05). The particle size in long corn silage increased the expression
of PPARA genes (P=0.001), and there was no effect of diets on PPARG and SREBFL1 genes
between treatments (P>0.05). The expression of LPL, FABP4, SCD1, CPT2 (P=<0.001), and
ACACA genes (P=0.017) increased in the muscle of heifers fed with long fiber size. Therefore,
it is concluded that the use of long particle size corn silage in feedlot beef cattle diets has the
potential to increase intramuscular fat in beef and the expression of genes involved in

lipogenesis.

Keywords: NDFi; genes; marbling; particle size; lipid turnover;



INDICADORES DE IMPACTO

Este trabalho investigou os efeitos inclusdo de diferentes tamanhos de particulas na silagem de
milho nas dietas de novilhas Nelore em confinamento, visando entender os efeitos sobre a
qualidade da carne e a expressao génica envolvida no metabolismo lipidico e na gliconeogénese
hepatica. Resultados indicaram que dietas com particulas longas de silagem de milho
aumentaram a deposicdo de gordura intramuscular e os niveis de glicose, além de elevar as
concentracdes de D-lactato. Embora ndo tenha havido diferencas significativas nos parametros
de pH, forca de cisalhamento, e coloracdo da carne entre os tratamentos, observou-se que o
tempo de maturacdo afetou positivamente esses parametros, independentemente do tamanho da
particula. Esses achados sugerem que a manipulagdo do tamanho das particulas na dieta pode
ser uma estratégia viavel para melhorar a qualidade da carne bovina, especificamente em
relacdo ao teor de gordura intramuscular, sem comprometer outras caracteristicas importantes
da carne. A pesquisa contribui para um melhor entendimento das praticas de manejo nutricional
no confinamento de bovinos de corte, com potencial para impactar a inddstria da carne ao
promover produtos de maior qualidade e valor agregado. Além disso, os resultados ressaltam a
importancia de considerar o tamanho das particulas na formulacdo de dietas, ndo so para
otimizar o desempenho animal, mas também para atender as exigéncias do mercado por carnes
com maior marmoreio.

IMPACTS INDICATORS

This study investigated the effects of including different particle sizes in corn silage on the diets
of confined Nelore heifers, aiming to understand the impacts on meat quality and the gene
expression involved in lipid metabolism and hepatic gluconeogenesis. Results indicated that
diets with larger corn silage particles increased intramuscular fat deposition and glucose levels,
as well as elevated D-lactate concentrations. Although there were no significant differences in
pH, shear force, and meat color parameters between treatments, it was observed that the aging
time positively affected these parameters regardless of particle size. These findings suggest that
manipulating particle size in the diet could be a viable strategy to improve beef quality,
particularly in terms of intramuscular fat content, without compromising other important meat
characteristics. The research contributes to a better understanding of nutritional management
practices in beef cattle feedlots, with the potential to impact the meat industry by promoting
higher quality and value-added products. Additionally, the results highlight the importance of
considering particle size in diet formulation, not only to optimize animal performance but also
to meet market demands for beef with higher marbling.
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O estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do tamanho de particula de silagem de milho sobre a
qualidade de carne e expressio de genes em novilhas Nelore terminadas em confinamento.
Noventa e quatro novilhas Nelore (249,71+34,62 kg de peso corporal) foram distribuidas em 32
baias (trés animais por baia), em um delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e 16 repeti¢des. Os tratamentos foram: silagem de milho com fibra de 13 mm
(curta) e silagem de milho com tamanho de fibra de 24 mm (longa). O periodo de confinamento
teve duracdo de 101 dias, sendo os primeiros 15 dias de adaptacio as dietas. Apos o abate foram
retiradas amostras do musculo longissimus thoracis (LT) da meia-carcacga esquerda na altura da
13" costela para analises de qualidade de carne e expressao de genes envolvidos no metabolismo
lipidico. Além disso, foram coletadas amostras de figado para avaliar a expressao de genes
envolvidos nas vias da gliconeogénese. Conclui-se, portanto, que o uso de silagem de milho com
tamanho de particula longa em dietas de bovinos de corte em confinamento tem o potencial para
aumentar a gordura intramuscular da carne e a expressao de genes envolvidos na lipogénese.
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PRIMEIRO CAPITULO

1. INTRODUCAO GERAL

Os confinamentos brasileiros utilizam em média uma proporcao de 66% de graos nas
dietas de confinamento (SILVESTRE; MILLEN, 2021), sendo 0 amido o maior componente
e 0 que fornece maior teor de energia para os animais em terminagéo. Espera-se que animais
recebendo essas dietas apresentem maior eficiéncia alimentar (VAN CLEEF et al., 2021), e
maior gordura intramuscular (WOOD et al., 2008; PARK et al., 2018) devido ao maior teor
energético da dieta. Porém, a utilizacdo de dietas com alto teor de amido, pode aumentar a
fermentacdo ruminal, acumulando acidos graxos volateis (AGV) e outros acidos organicos
como o lactato, o que resulta em diminuicdo do pH ruminal (OWENS et al., 1998), e pode
prejudicar o desempenho dos animais e/ou desencadear distarbios metabolicos
(NAGARAJA; LECHTENBERG, 2007).

A reducdo do pH ruminal pode resultar em alteracdo significativa nas vias da
biohidrogenac¢do ruminal de acidos graxos, que pode afetar negativamente a deposicao de
gordura de intramuscular (JENKINS; HARVATINE, 2014). De acordo com estudo de
Teixeira etal. (2017), uma alteracdo na rota da biohidrogenacédo devido ao baixo pH ruminal
aumenta a sintese do CLA C18:2 trans10-cis12, que por sua vez reduz a expressao do gene
SREBF1 (Fator de transcricdo de ligacdo de elemento regulador de esterol 1)
desencadeando reducé@o na sintese de lipideos, 0 que pode reduzir a deposicdo de gordura
intramuscular.

Diante disso, a inclusdo de particula efetiva (FDNe) na dieta de bovinos pode ser
estratégia importante para evitar problemas decorrentes da diminuicdo do pH ruminal
(ZEBELI et al., 2012). De acordo com Mertens (1997), esta relacionada as caracteristicas
fisicas da particula, como o tamanho de particula e a concentracdo quimica de particula em
detergente neutro (FDN). A presenca de FDNe na dieta é crucial para estimular a mastigagao
e a ruminacdo dos animais, tendo efeito benéfico no tamponamento salivar, na formacéao do
"mat" ruminal (camada fibrosa que flutua no liquido ruminal) e no equilibrio ruminal. Esses
processos ajudam a manter o pH ruminal dentro de faixas ideais e minimizar a ocorréncia de
acidose ruminal (ZEBELI et al., 2012; WEISS et al., 2017).

O tamanho de particula pode estar totalmente relacionado com a sua efetividade, ou
seja, aumentar o tamanho de suas particulas pode garantir um bom funcionamento do rimen

(WEISS et al., 2017). Deste modo, a hipotese deste trabalho € que o tamanho de particula
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longa aumentaria o contetdo de gordura intramuscular, melhorando qualidade de carne, por
aumentar a expressdo de genes lipogénicos em novilhas Nelore terminadas em
confinamento. Para isso objetivou-se avaliar o efeito de tamanho de particula de silagem de
milho sobre a qualidade de carne e expressao de genes envolvidos no metabolismo lipidico

de novilhas Nelore terminadas em confinamento.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Tamanho de particula do volumoso, pH ruminal e marmoreio

Nos ultimos anos, tém sido utilizadas nos confinamentos brasileiros, dietas com
maior proporc¢do de alimentos concentrados. De acordo com Silvestre e Millen (2021), a
maioria dessas dietas, possui nivel de inclusdo de concentrado representando cerca de 97,2%
da dieta, sendo o amido o maior componente e o que fornece maior quantidade de energia
liquida para os bovinos em terminacdo. Dietas com maior concentracao energética permitem
obter maior eficiéncia de uso da energia para ganho, melhorando o desempenho dos animais
(CAETANO et al., 2019; VAN CLEEF et al., 2021), e aumentando a concentragdo de
marmoreio na carne (WOQOD et al., 2008).

No entanto, a inclusdo de alta porcentagem de carboidratos rapidamente fermentaveis
(especialmente amido) pode levar a uma rapida fermentacao ruminal e acimulo de produtos
finais da fermentacdo (AGVs), causando queda no pH ruminal, podendo causar distirbios
metabolicos e algumas disfuncdes, como alteracfes nos padrdes de alimentacéo e ruminacao,
e principalmente reducdo no consumo de matéria seca (OWENS et al., 1998; NAGARAJA,
LECHTENBERG, 2007; GENTRY et al., 2016). Adicionalmente, essa queda do pH ruminal
pode alterar a rota da biohidrogenacdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA)
(JENKINS; HARVATINE, 2014), aumentando a concentragdo do acido linoleico conjugado
0 C18:2 trans-10,cis-12 e, consequentemente, reduzindo a sintese de gordura intramuscular,
uma vez que C18:2 trans-10, cis-12 inibe a expressao do fator de transcricdo SREBF1. Essa
reducdo do SREBF1 é responsavel por diminuir a lipogénese por reduzir a expressdo dos
genes acetil-coA carboxilase (ACACA) e acido graxo sintase (FASN) no masculo, reduzindo
a sintese de novo (TEIXEIRA et al., 2017).

Diante disso, 80,56% dos nutricionistas de confinamento ressaltam a importancia da
inclusdo da particula efetiva na formulacdo de dietas de alto concentrado para bovinos de
corte em confinamento (SILVESTRE; MILLEN,2021), a fim de prevenir os distarbios
digestivos e queda no marmoreio (ZEBELI et al., 2012; JENKINS; HARVATINE, 2014).

O conceito de FDNe foi introduzido por Mertens (1997), estando relacionado ao tamanho de
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particula do alimento, o que influencia a atividade mastigatoria e estratificacdo do contetdo
ruminal. Desta forma, a atividade mastigatéria leva a formacdo de duas camadas, uma na
parte superior do ramen, a qual contém particulas grosseiras de alimento e é denominada de
“mat” ruminal; ¢ na parte inferior, encontra-se a fase liquida com particulas de menor
tamanho (MERTENS, 1997). A importancia da estratificacdo ruminal esta relacionada a
aderéncia dos microrganismos as particulas de alimento, especialmente as particulas mais
grosseiras e de menor densidade. A adesdo dos microrganismos € crucial para a degradacao
do alimento no rimen (ALLEN, 1997).

Inicialmente a estimativa da fracdo de FDN. seguia a premissa de que o tamanho minimo
de particula para que um alimento passasse do rumen-reticulo para omaso era de 1,18mm
(MERTENS, 1997). Com base nisso, recomendacdes para estimar o fator de efetividade
foram estabelecidas utilizando o conjunto de trés peneiras, denominado “Pen State Particle
Separator” (PSPS), com os crivos de 19, 8, e 1,18 mm (KONONOFF; HEINRICHS, 2003).
No entanto, estudos subsequentes, como os Maulfair, Mcintyre e Heinrichs (2013),
constataram a presenca de particulas de tamanho acima de 1,18mm nas digestas omasais.
Em vista disso, Heinrichs (2013) e NASEM (2016), sugeriram que o tamanho de particula
ideal para estimar o FDNe para bovinos de corte seria de <4mm.

As médias de FDNe utilizadas nas dietas dos confinamentos brasileiros estdo em torno
de 14,3%, enquanto, que o teor de fibra detergente neutro (FDN) seria de 21,8%
(SILVESTRE; MILLEN, 2021). Mertens (2002) trabalhando com bovinos de corte,
recomenda uma inclusdo de 15% de FDNe (base de MS) na dieta. Porém outros autores
recomendam o uso de 7 a 10,4% de FDNe para dietas de terminacao, a fim de manter um
pH ruminal em torno de 5,6-5,8 (FOX; TEDESCHI, 2002; LLONCH; CASTILLEJOS;
FERRET, 2020).

Diversos estudos mostram que ao tamanho de particula longa tem a capacidade de
estimular a mastigacdo e ruminacgéo, e consequentemente a producéo de saliva, que atua na
manutencdo de um ambiente favoravel a microbiota ruminal em relagdo ao tamanho de
particula pequena em vacas leiteiras (BEAUCHEMIN; YANG; RODE, 2003; YANG;
BEAUCHEMIN, 2006b; YANG; BEAUCHEMIN, 2007; ZEBELI et al., 2012), e em
bovinos de corte (WEISS et al., 2017; LLONCH; CASTILLEJOS; FERRET, 2020).

Porém, ainda ha controvérsias em relacdo ao tamanho de particula e seu efeito sobre a
secrecao salivar e o pH ruminal. Alguns estudos (YANG; BEAUCHEMIN, 2007; WEISS et
al., 2017) mostram que o aumento do tamanho de particula promove uma maior estimulacdo

da mastigacdo, o que leva a uma maior secrecdo salivar e, consequentemente, a um aumento
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do pH ruminal. No entanto, outros trabalhos (KONONOFF; HEINRICHS, 2003;
BEAUCHEMIN, 2018) sugerem uma relacdo menos clara entre o tamanho de particula e a
atividade mastigatdria e o pH ruminal. Esses estudos indicaram que a ingestdo do tamanho
de particula pode ter uma influéncia limitada sobre esses parametros.

Segundo Krause et al. (2002) o tamanho de particula curta de silagem de milho pode
diminuir a porcentagem de gordura do leite, uma vez que poderia ser menos efetiva para o
rimen, o que permitiria uma queda do pH ruminal (KONONOFF; HEINRICHS, 2003),
reduzindo a sintese de gordura. Yang; Beauchemin (2006a) avaliando vacas leiteiras
alimentadas com silagem de milho com diferentes tamanhos de particulas (longo= 28,8mm,
meio=15,9mm e curto=4,8mm), encontraram um aumento linear na producdo de leite com
os tamanhos maiores (longo e meio), sem afetar a composic¢do quimica do leite. Pereira et
al., (2021) avaliando novilhos mesticos alimentados com silagem de cevada com diferentes
tamanhos de particula, observou que o tratamento com o tamanho de particula longa (10%
de MS na dieta) apresentou maior pontuacdo de marmoreio em relagdo silagem de cevada
de tamanho de particula curto com uma proporcédo de (5% de MS na dieta). Esse efeito pode
ser devido ao fato de que a particula curta tehna menos efetiva no rimen, causando uma
queda do pH (KONONOFF; HEINRICHS, 2003), influenciando os isdmeros da
biohidrogenacéo, especialmente o C18:2 trans-10, cis-12, reduzindo a expressdo dos genes
lipogénicos e consequentemente, reduzindo a deposicdo de gordura intramuscular
(TEIXEIRA et al., 2017; PEREIRA et al., 2021).

2.2. Turnover lipidico: captacéo, sinteses e oxidacgao.

A gordura intramuscular conhecida como marmoreio, desempenha um papel
importante na qualidade sensorial da carne, contribuindo para sua maciez, sabor e suculéncia
(DU et al., 2010; PARK et al., 2018). A concentracdo de gordura intramuscular na carne é
influenciada por varios fatores como: raga, sexo, genética, idade e nutricio (NGUYEN;
NGUYEN; MALAU-ADULI, 2021; LONDONO-GIL et al., 2022). O actimulo da gordura
intramuscular tende a aumentar significativamente apds a puberdade e até a maturidade
sexual do animal, enquanto o desenvolvimento muscular segue uma tendéncia inversa,
diminuindo nesse mesmo periodo (PETHICK; HARPER; ODDY, 2004; DU et al., 2013).

A deposicédo intramuscular em bovinos adultos resulta do balango entre a captacao,
sintese e degradacdo dos acidos graxos, sendo esses processos regulados por atividade
enzimatica e controlados por mecanismos transcricionais e traducionais (LADEIRA et al.,
2018).
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2.2.1. Captacao de acidos graxos

A captacao de lipidios envolve um procedimento no qual células ou tecidos extraem
lipidios, do ambiente circundante ou do fluxo sanguineo, para utiliza-los como fonte de
energia, reserva ou para outros propdsitos metabdlicos (BAUCHART, 1993).

Os acidos graxos e uma pequena quantidade de triacilglicerideos (TAG) que escapam do
rumen e chegam ao intestino delgado, sofrem acdo de lipases e proteinas carreadoras
especificas (quilomicrons) até a sua absor¢ao no intestino e posterior deposi¢ado nos tecidos.
Ao chegarem aos adipdcitos, a lipoproteina lipase (LPL) quebra os quilomicrons, liberando
acidos graxos livres (AGL) e glicerol (WANG; ECKEL, 2009). A LPL esta presente em
diferentes tecidos, incluindo coragdo, musculo, tecido adiposo, pulméao, cérebro e rim, no
entanto, a sua expressao € mais acentuada no musculo esquelético e no tecido adiposo,
devido seu papel importante no metabolismo lipidico (WEINSTOCK et al., 1997).

A entrada dos AGL no adipocito, apés acdo da LPL, exige processos especificos ou
transportadores, que facilitam a entrada destas moléculas. Ha trés grupos de transportadores
de acidos graxos: a translocase de acido graxo (CD36), proteina de ligacdo ao acido graxo
(FABP) ou proteina de transporte ao acido graxo (FATP) (LADEIRA et al., 2018). Além
disso, Teixeira et al. (2017) mostrou que a FABP4 esta correlacionada positivamente com a
LPL, o que mostra que sdo enzimas complementares.

2.2.2. Sintese de novo

A sintese de novo refere-se ao processo de criacdo ou producdo de moléculas complexas
a partir de componentes mais simples, muitas vezes envolvendo reagbes quimicas ou
bioguimica (ROLLIN et al., 2003). Para a sintese de novo é necessario unidades de acetil
COA, que podem ser oriundos do acetato ou glicose. De acordo com Smith e Crouse (1984),
utilizando-se de uma técnica in vitro, encontraram que no tecido intramuscular, o acetato é
responsavel por fornecer de 10% a 25% das unidades de acetil-CoA, enquanto a glicose
contribui com 50% a 75%. Por outro lado, nos adipdcitos subcutaneos, a glicose contribui
com 1% a 10% das unidades de acetil-CoA, e o0 acetato fornece com 70% a 80% dessas
unidades. J& Smith et al. (2018) revelaram que a glicose contribui com uma proporcao
significativamente de unidades de acetil para a sintese de novos acidos graxos, porém o
acetato € o maior precursor para sintese de lipideos nos tecidos adiposos intramuscular e
subcutaneo, investigagdo invitro . Por conseguinte, sugerem que em dietas ricas em cereais,
a glucose contribui uma parte para a proporcao de unidades de acetil na biossintese de acidos
graxos, em comparacdo com a contribuicdo do acetato nos tecidos adiposos intramuscular e

subcutaneo.
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O acetato (acido graxo volatil produzido a partir da fermentacdo ruminal) é absorvido
pelo epitélio ruminal e distribuido para os tecidos periféricos. No tecido adiposo é convertido
em acetil-CoA através da acdo da enzima acetil-CoA sintase (FUJINO et al., 2001). A
glicose, por sua vez, é gerada a partir da gliconeogénese, podendo ser derivada do propionato
(acido graxo volatil produzido a partir da fermentacdo ruminal), aminoacidos e lactato
(HARMON et al., 1985). Normalmente dietas com alta porcentagem de grdos aumentam a
producdo de propionato, 0 que poderia aumentar a deposi¢do de gordura intramuscular,
devido maior acdo gliconeogénica e insulinogénica (PARK et al., 2018; JEONG et al.,
2022).

A gliconeogénese hepatica em ruminantes tem como principal substrato o propionato,
que fornece aproximadamente 90% da glicose produzida (REYNOLDS et al., 1988). O
propionato € convertido em oxaloacetato (OAA) mitocondrial por meio das enzimas
propionil-CoA carboxilase e metilmalonil-CoA mutase (MCM) (ASCHENBACH et al.,
2010). Além disso, O OAA também faz parte do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA)
mitocondrial. Por outro lado, o lactato é transformado em piruvato, pela acdo lactato
deshidrogenase o qual, por sua vez, é convertido em OAA pela agdo da enzima piruvato
carboxilase (PC) presente na mitocondria. O OAA (oriundo do propionato e lactato) é
convertido em fosfoenolpiruvato (PEP) pela acdo da enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK) (ASCHENBACH et al., 2010). Nesse processo a conversdo de
piruvato para fosfoenolpiruvato € realizado pela acdo das enzimas piruvato carboxilase (PC)
e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). O PEPCK pode encontrar-se em duas
isomorfas como a PEPCK1 e PEPCK2, responsaveis pela regulacdo da gliconeogéneses no
figado. Na mitocondria o PC responsavel pela conversdo do piruvato para oxalacetato, por
sua vez, é convertido em PEP pela acdo da enzima PEPCK2.(ASCHENBACH et al., 2010).
Nos ruminantes, no figado a porcentagem de atuagdo total da atividade do PEPCK é
representada 50:50 tanto pelo PEPCK1 e PEPCK2 respectivamente (AGCA et al., 2003).
Por outro lado, a disponibilidade do lactato a entrada de lactato na via gliconeogénese pode
ser regulada pela atividade da enzima de PC, PEPCK2 na mitocondria. (WATFORD et al.,
1982).

Para producdo do acetil-CoA, a partir da glicose, sintetizada na gliconeogénese,
primeiro é necessario que a glicose entra na via glicolitica produzindo piruvato. Seguido, o
piruvato € transportado para a mitocondria, onde sofre descarboxilacdo em acetil -CoA

(LADEIRAetal., 2016). Como a lipogénese acontece no citosol, o acetil -CoA é condensado
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com o oxaloacetato, formando citrato. Em seguida, o citrato € transportado no citosol, onde
é quebrado, resultado em oxaloacetato e acetil-CoA (LADEIRA et al., 2016).

Apos a sintese do acetil coA (oriundo do acetato e/ou glicose), o primeiro passo da
sintese de novo ¢é realizado pela acetil coA-carboxilase, codificada pelo gene ACACA. Essa
enzima catalisa e carboxila o acetil-CoA em malonil-CoA, sendo intermediario importante
para a sintese de acidos graxos. Em seguida, o complexo multienzimatico chamado de acido
graxo sintase (FASN) comeca a desempenhar a sua funcao, ao ativar a sintese de acido graxo
saturado (AGS) de cadeia longa, a partir do acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH (SMITH,;
WITKOWSKI; JOSHI, 2003).

Posteriormente, os acidos graxos sintetizando (sintese de novo) ou oriundos da
captagdo podem sofrer agdo da enzima estearoil-CoA dessaturase (SCD1) (LADEIRA et al.,
2016a). A SCD1 é uma enzima responsavel pela conversdo dos acidos graxos saturados a
monoinsaturados, sendo enzima chave para producéo do CLA cis -9, trans -11 no musculo
(BARTON et al., 2010).

2.2.3. Oxidacdao de lipideos

A oxidacéo de lipidios € um processo bioquimico no qual os acidos graxos presentes
nos lipidios sdo utilizados para produzir energia. No processo de lipélise, os TAGs sdo
quebrados liberando acidos graxos livres e glicero. Os acidos graxos livres,portanto, sdo
transportados através da membrana interna da mitocondria, para serem oxidados na via de
B-oxidacdo. A entrada dos acidos graxos € realizada pelo sistema carnitina palmitoil
transferase (CPT), responsavel pelp transporte dos acidos graxos do citosol para dentro da
mitocéndria. Os acidos graxos entram na mitocdndria pela acdo da enzima carnitina
palmitoil transferase 1 (CPT1). Dentro da mitocondria, a enzima carnitina palmitoil
transferase 2 (CPT2) transformar a acilcarnitina de cadeia longa novamente em acil-CoA de
cadeia longa, liberando acil-CoA de cadeia longa para entrar na via de 3-oxidacéo e produzir
ATP (LADEIRA et al., 2016).

Além da via da B-oxidagéo dos acidos graxos na matriz mitocondrial, a oxidagao dos
acidos graxos também pode ocorrer no peroxissomas, especialmente em ruminantes. Nos
peroxissomas, a acil-CoA oxidase 1 (ACOX1) esta associada na oxidacdo dos acidos graxos
de cadeia longa (GUZMAN et al., 1999; ANGELI et al., 2019).

De forma geral, aumento da lipogénese, captagdo de acidos graxos e diminuic¢éo da
oxidacdo pode estar associada a maior deposicdo de gordura intramuscular. Teixeira et al.
(2017) encontraram que tourinhos Nelore alimentados a base de milho moido e silagem de

milho, apresentaram uma maior expressdo de genes relacionados a sintese (ACACA e SCD1)
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e captacdo (FABP4 e LPL). Porém, também foi observada uma maior expressao de genes de
degradacgdo (CPT2), o que levou a uma menor concentracdo de gordura intramuscular nesses
animais.

2.2.4. Fatores de transcricao

A regulacdo da sintese, captacdo e oxidacdo da gordura intramuscular envolve a
atuacdo de varios fatores de transcrigdo, sendo especialmente influenciada pelas familias de
receptores ativados por proliferadores de peroxissomas (PPARs) e pelas proteinas que se
ligam a elementos reguladores de esterdis (SREBP).

A familia dos fatores de transicdo (PPAR) atuam como mediador do metabolismo
lipidico e homeostases energéticas (LEMAY; HWANG, 2006). Os PPAR funcionam como
heterodimeros com receptor X de retindide (RXR), em que 0s dois juntos se ligam a uma
sequéncia especifica de DNA na regido promotora do gene controlando a expressao deste.
Os PPARs pertencem a familia de receptores nucleares do fator de transcricdo, sendo
identificados trés principais isomorfas: PPARA, PPARS/S e PPARG (KERSTEN; A
ATRICE DESVERGNE; WAHLI, 2000).

O PPARA tem expressdo mais acentuada no tecido adiposo marrom, figado, rins,
coracdo e musculo esquelético. Enquanto, 0 PPARf/6 possui maior expressdo no intestino,
rins e coracdo, porém pode-se encontrar em varios tecidos e PPARG tem maior afinidade
especificamente no tecido adiposo e figado (KERSTEN, ATRICE; AND; WAHLI, 1999).
O PPARA é responsavel pela sinteses de acidos graxos, especificamente de acidos graxos
insaturados. Além disso, esta envolvido na regulacéo da oxidagao de acidos grados de cadeia
longa nos tecidos (BIONAZ; THERING; LOOR, 2012).

JA 0o PPARG estd associado com a adipogénese e lipogénese (URRUTIA;
ALFONSO; MENDIZABAL, 2018; WEI et al., 2019). Além disso, 0 PPARG é responsavel
especificamente pela expresséo de genes de FABP e LPL (GARIN-SHKOLNIK etal., 2014).
Estudos em bovinos castrados tém demonstrado correlacdo positiva entre 0 PPARG e o0s
genes ACACA, FABP4, FASN, LPL e SCD (SANTIAGO et al., 2023).

Outro fator de transcricdo importante é o SREBP que esta associado a homeostase
energética, e promovendo glicolise, adipogénese e lipogénese (EBERLE et al., 2004;
LADEIRA et al.,, 2016; SHIMANO; SATO, 2017). Existem trés membros da familia
SREBP: SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2, cada um cumpre diferentes pape€is nas sinteses
de lipideos. O SREBP-1c desempenha um papel particular na regulacdo das lipogéneses,
especificamente na ativacdo da expressdo do gene ACACA (OLIVEIRA; MILLEN, 2014).

De acordo com Teixeira et al. (2017) o fator de transcricdo SREBF1 possui correlacdo
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positiva com os genes envolvidos nas sinteses de lipideos, incluindo ACACA e SCD1. Nesse
sentido um estudo avaliando animais alimentados com dietas ricas em acidos graxos poli-
insatrados n-3 (PUFA) protegidos, encontrou uma reducgdo na expressdo do SREBP-1c,
resultando em menor a expressdo dos genes ACACA e SCD1, o que pode ter impacto na
lipogénese e na deposicdo de gordura intramuscular (HILLER; HERDMANN;
NUERNBERG, 2011).

A composicdo da dieta, especialmente a proporcdo de (grdos ou/ volumoso), pode
influenciar a expressédo do SREBF1. Em ruminantes, dietas com alto teor de concentrado de
grdos podem levar a queda do pH ruminal, alterando a rotas da biohidrogenacéo, causando
0 aumento na formacdo do CLA C18:2 trans -10, cis -12, e levando a supressdo da expressao
do SREBF1 e, consequentemente, a uma reducdo na deposicdo de gordura intramuscular
(TEIXEIRA et al., 2017).
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Resumo

Objetivo deste trabalho foi avaliar o tamanho de particula de silagem de milho sobre a
qualidade da carne e expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico de novilhas
Nelore terminadas em confinamento. Noventa e quatro novilhas Nelore (249,71+34,62 kg
/PC) foram distribuidas em 32 baias (trés animais por baia). Os tratamentos consistiram em
silagem de milho com particula de 13 mm (curta) e silagem de milho com tamanho de
particula de 24 mm (longa). O musculo de novilhas alimentadas com particula curta tendeu
apresentar maior teor proteina (P=0,098), enquanto que o musculo de novilhas alimentadas
com particula longa apresentou maior teor de gordura (P=0,05). Emrelacdo expressdo génica
do figado, novilhas alimentadas com o tamanho de particula curta aumentaram maior
expressdo do gene PC enquanto, enquanto as alimentadas com particula longa apresentaram
uma maior expressao do gene PEPCK2. O tamanho da particula longa na silagem de milho
aumentou a expressdo do gene PPARA (P=0,001), mas ndo afetou os genes PPARG e
SREBF1 (P>0,05). A expressdo dos genes LPL, FABP4, SCD1, CPT2 (P<0,001) e ACACA
(P=0,017) foram maiores no muasculo das novilhas alimentadas com particula longa. Os
resultados sugerem a particula longa na dieta aumentou a quantidade de gordura
intramuscular na carne e afetou a expressdo de genes envolvidos na lipogénese.

Palavras-chave: FDNe, marmoreio, tamanho de particula , turnover lipidico.

1.1.Introducéo

Nos Ultimos anos tém sido utilizados nos confinamentos brasileiros dietas com maior
proporcéo de alimentos concentrados, sendo 0 amido 0 maior componente e o que fornece
maior quantidade de energia liquida para bovinos em terminagdo. Dietas com maior
concentracdo energética permitem obter maior eficiéncia de uso da energia para ganho,
melhorando o desempenho dos animais (Caetano et al., 2019 ;Van Cleef et al., 2021) e

aumentando o grau de marmoreio nas carcacas (Wood et al., 2008; Park et al., 2018).
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No entanto, o consumo de dietas ricas em amido pode levar a uma fermentacédo rapida
no ramen dos animais, resultando no acumulo de &cidos graxos volateis, acidos organicos e
causando reducdo do pH ruminal (Nagaraja & Lechtenberg, 2007). Essas condigfes podem
afetar o desenvolvimento da microbiota ruminal e até mesmo levar a doencas metabdlicas,
como a acidose ruminal (Zebeli et al., 2012 ;Weiss et al., 2017). Além disso, podem alterar
os padrdes de alimentacdo e ruminacéo, resultando na reducdo do consumo de alimentos e
no desempenho do animal. Por fim, podem ocorrer mudancgas na biohidrogenacao de acidos
graxos, afetando negativamente a deposicéo de gordura intramuscular (Jenkins & Harvatine,
2014). De acordo com estudo de Teixeira et al. (2017), uma alteracdo na rota da
biohidrogenacgdo devido ao baixo pH ruminal aumenta a sintese do CLA C18:2 transl10-
cisl2, que por sua vez reduz a expressdo do gene SREBF1 (Fator de transcricdo de ligagao
de elemento regulador de esterol 1) desencadeando uma redugdo na sintese de lipideos, o
que pode reduzir a deposicéo de gordura intramuscular.

Para minimizar esses problemas, em dietas com alta inclusdo de concentrado, deve-se
levar em consideracdo o tamanho de particulas dos componentes da dieta, principalmente a
forragem, e o teor de particula efetiva (FDNe) na dieta. A FDN, refere-se ao tamanho de
particula do alimento que favorece a mastigacdo, salivacdo e ruminacdo (Mertens, 1997).
para manter a integridade e funcdo do rimen mantendo o pH ruminal dentro dos niveis ideais
(Llonch et al., 2020).

Diversos estudos com vacas leiteiras tém evidenciado que a inclusdo de particula longas
ajuda na manutencéo de um ambiente favoravel a microbiota ruminal em relacéo ao tamanho
de particula pequena (Beauchemin et al., 2003; Yang & Beauchemin, 2006; Yang &
Beauchemin, 2007; Zebeli et al., 2012). Em bovinos de corte, Weiss et al., (2017) e Llonch
etal., (2020) encontraram que a inclusdo de tamanho particulas longas manteve maior tempo
de ruminacdo e reduziu o numero de horas abaixo dos limites de pH ruminal,
consequentemente melhorando as condi¢gdes do ambiente ruminal. No entanto, até o
momento, ndo foram encontrados trabalhos que relacionassem o efeito do tamanho de
particula na silagem de milho sobre a expressdo de genes lipogénicos e o teor de gordura
intramuscular.

Portanto, a hipdtese deste trabalho é que o tamanho de particula longa aumentaria o
teor de gordura intramuscular, por meio do aumento na expressao de genes lipogénicos. Para
isso, este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de dietas com dois tamanhos de particula

da silagem de milho sobre a qualidade de carne e expressdao de genes envolvidos no
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metabolismo lipidico de novilhas Nelore terminadas em confinamento, bem como os efeitos
destas dietas sobre a expressdo de genes envolvidos na gliconeogénese hepatica.
1.2.Material e métodos

O estudo foi realizado no Setor de Gado de Corte do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras, localizada em Lavras, Brasil. O estudo seguiu as
orientagbes de bem-estar animal aprovadas pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal da

Universidade Federal de Lavras, conforme o protocolo 174337/2015.

1.2.1. Desenho do experimento, animais e dieta.

Noventa e quatro novilhas da raga Nelore com peso vivo médio inicial de 248 + 36,03
kg foram distribuidas aleatoriamente em 32 baias (3 animais por baia), em um delineamento
inteiramente casualizado, com 2 tratamentos e 16 repeticdes. Os tratamentos consistiram em
silagem de milho com particulas de 13mm (Curta) e silagem de milho com tamanho de
particula de 24mm (Longa). As dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas de acordo
com o NASEM (2016) para ganhos de peso de 1,2 kg/dia, com fornecimento ad libitum,
duas vezes por dia, as 7h00 e 16h00.

O periodo experimental foi de 101 dias, com um periodo de adaptacdo de 15 dias,
onde a proporcédo de silagem de planta inteira de milho da dieta diminuiu e a proporcéo de
silagem de grédos reconstituida aumentou a cada 5 dias (sistema step up; Tabela 1). Alem
disso, o tamnho de particula foi determinado utilizando a metodologia da Pen State
University. A formula utilizada foi a soma das particulas acima de 8mm (8mm+19mm),

(Tabela 2 ) mais informacdes detalhada ( Acosta,2022).

No fim do periodo experimental foram coletadas amostras de sangue das 94 novilhas
para mensurar tanto a glicose e D-lactato. As amostras foram coletadas da veia coccigea.
Depois, 0 sangue foi coletado em tubos comerciais (Vacutainer, 10 mL; Becton Dickinson,
Franklin Lakes, EUA) sem heparina sodica. Ap6s um periodo de 30 a 180 minutos para a
formacdo do coagulo e a completa obtencdo do soro, as amostras foram centrifugadas (2.500
x g por 30 min a 4°C) e transferidas para microtubos e posteriormente armazenados a -80°C.
Para dos niveis de D-Lactato foi analisada pelo kit comercial (MAKO58 para D-Lactato
Colorimetric Assay Kit - MAKO058 para D-Lactato, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e .
Glicose Monoreagente Enzimatica Colorimétrica (GOD-PAP)-kit Bioclin®, K082, BH,
Brasil. As leituras foram realizadas no espectrofotometro Multiskan GO® (Thermo
Scientific, Waltham, EUA).
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1.2.2. Abate, coleta e analises

Apos o periodo experimental, foi selecionada aleatoriamente uma novilha de cada
baia para a coleta de amostras de qualidade de carne, musculo e figado. As novilhas foram
transportadas por aproximadamente 47 km até um frigorifico comercial (Campo Belo, Minas
Gerais, Brazil). Para o abate os animais foram submetidos a processos de insensibilizacdo
por concussao cerebral com arma de dardo cativa, seguido da exsanguinacdo da veia jugular,
de acordo com as praticas de abate humanitario definidas no Regulamento de Inspecdo
Sanitaria e Industrial de Produtos de Origem Animal (Brasil, 1997).

Apds a esfola foram retiradas amostras do musculo longissimus thoracis. (LT), da
meia-carcacga esquerda na altura da 132 costela, e durante o processo de evisceracdo foram
retiradas amostras de figado para a analise de expressdao génica. Essas amostras foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, a fim de preservar
a integridade dos componentes bioldgicos para posterior analise em laboratério de expressao
génica.

Apos 24 horas de resfriamento das carcacas a 4°C, foram coletados trés bifes do
musculo LT da carcaga esquerda, entre a 122 e 132 costelas, onde cada bife tinha 2,54 cm de
espessura. Um dos bifes coletados foi utilizado para analise de composi¢do quimica. Os
outros dois bifes foram embalados individualmente a vacuo (Packer modelo BS420, Ub4,
MG, Brasil), em embalagens de nylon-polietileno e armazenadas sob refrigeracdo a 1°C +
0,5°C (Modelo EL202, EletroLab) para determinagdo da cor, perda de peso por cozimento
(PPC) e forca de cisalhamento (FC), em dois tempos de maturacédo (0 e14 dias post mortem).
1.2.3. Composicdo quimica

Para determinar a composi¢do quimica da carne, aproximadamente 100 gramas de
amostra de carne foram trituradas e analisadas usando o infravermelho préximo de acordo
com o método 2007-04 da AOAC, por meio do equipamento FoodScanTM (AOAC método:
2007-04; FOSS, Hillerod, Dinamarca).

1.3.1. Coloracéo e pH da carne

O pH foi mensurado no dia 0 e 14 dias usando o pHmétro digital DM20 (Digimed
Analitica Ltd., Sdo Paulo, SP, Brasil).

Para determinacdo da coloracdo, as amostras de carne foram retiradas das
embalagens a vacuo e expostas ao ar atmosférico por 30 minutos, para oxigenacdo da
mioglobina. A leitura da cor foi realizada pelo sistema CIE L*a*b* na superficie da carne
em pontos aleatorios, com uma média de cinco medicdes consecutivas, obtidas pelo modo

de leitura SCE. Para isso, foi utilizado um calorimetro espectrofotométrico CM-700 (Kdnica
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Minolta Sensing Inc., Osaka, Japdo), com uma abertura de 8 mm, iluminante A, angulo do
observador de 10°. Além disso, foram estimadas as coordenadas polares de croma (C*) e
angulo de matiz (h*) usando as seguintes formulas: C* = [(a*)? + (b*)?] %% e h* = tan™!
(b*/a*).

1.2.4. Perda de peso por cozimento e for¢a de cisalhamento.

Para determinacdo da perda por cozimento (PPC), os bifes foram pesados (peso
inicial; PI) e grelhados a uma temperatura 160-180°C até atingirem temperatura interna de
71°C (AMSA, 1995), monitorada por termémetro digital (TD-880 com termopar tipo K;
ICEL, Manaus, AM, Brasil) inserido no centro geométrico de cada bife. Em seguida, cada
bife foi acondicionado a temperatura ambiente até estabilizar a temperatura e finalmente o
bife foi pesado (peso final; PF). A perda de peso por cozimento (PPC) foi calculada na
seguinte formula (PPC=PI — PF) /P1*100%).

A Forca de Cisalhamento (FC) foi obtida nas mesmas amostras utilizadas paraa PPC.
O procedimento utilizado foi 0 método Warner-Bratzler Square Shear Force, conforme
descrito por Silva et al. (2015). As amostras de bife foram preparadas removendo-se a
gordura e os nervos. Em seguida, os bifes foram cortados em 6 amostras retangulares com
medidasde 1,0 x 1,0 x 2,5 cm, orientadas na direcédo das fibras musculares. Logo, asamostras
retangulares foram cisalhadas transversal usando uma lamina Warner-Bratzler com uma
espessura de 1,016 mm, utilizando o texturémetro TA. XTplus, (Stable Micro Systems Ltd.,
Godalming, Surrey, Reino Unido). O texturdmetro registrou a forca necessaria para cisalhar
as amostras e o0s resultados foram registrados e expresso em kgf). O valor médio das 6
amostras retangulares foi considerado para estimar a forca de cisalhamento.

1.2.5. Analises de expressdo génica

Os primers (Tabela 3) foram desenhados utilizando o software Primer3Plus com base
nas sequéncias indexadas na plataforma do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). A sintese dos oligos foi realizada por empresa comercial (Sigma-Aldrich
Brasil Ltda).

A extracdo do RNA total foi realizada com Kit comercial SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, W1, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em
seguida, foi avaliada a integridade do RNA extraido por eletroforese do gel de agarose 1%
(m/v). Para isso, o gel foi corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em
fotodocumentador E-Gel® Imager Camera Hood (Life Technologies, Neve Yamin, Israel).
Posteriormente, o RNA foi quantificado para avaliar a quantidade (ng/puL) e qualidade
(260/280 e 260/230) wusando o espectrofotbmetro (DeNovix DS-11/DS-11 +
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Spectrophotometer Wilmington, DE, USA). A sintese de cDNA foi feita com Kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Promega, Madison, WI, USA). A técnica g°PCR em
tempo real (RT-gPCR) foi realizada utilizando o Eppendorf Realplex (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) com o sistema de deteccdo SYBR Green (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). As anélises de RT-gPCR de cada gene analisado foram conduzidas
usando cDNA de 16 réplicas bioldgicas por tratamento, sendo em cada réplica biologica
submetidas a duas réplicas técnicas. Os célculos da expressao relativa foram calculados
utilizando o método de (Pfaffl,2001) e os genes de referéncia utilizados foram ACTB e
GAPDH. Os primers foram projetados utilizando o software de interface web Primer3Plus,
utilizando como base as sequéncias catalogadas e disponiveis no banco de dados publico
GenBank, mantido pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Posteriormente, foram sintetizados pela Invitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos) e
diluidos em um pool amostral para avaliacao de eficiéncia e determinacdo do coeficiente de

regressao (R?).

1.2.6. Analise estatisticae

Os dados foram analisados usando 0 PROC MIX do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC).
Primeiramente, foi checada a normalidade de todos os dados do experimento usando o teste
de Shapiro-Wilk no software SAS. Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal
foi feita a transformacéo utilizando o PROC RANK. O modelo incluiu como efeito fixo o
tamanho de particula e o animal amostrado de cada baia como efeito aleatorio a baia. Para
os dados de pH, cor, perda por cozimento e forca de cisalhamento da carne, o modelo
também incluiu como efeitos aleatorios o tempo de maturacdo e a interagcdo do tamanho de
particula e tempo de maturacdo. Os valores de P foram declarados significativos quando
P<0,05 e as tendéncias foram discutidas quando (0,05<P <0,10).

1.3.Resultados

Novilhas que receberam dieta de silagem de milho com tamanho de particula longa
apresentaram maiores concentragdes de D-lactato (P<0,05) do que com tamanho de particula
curta (Figura 1). Além disso, os niveis de glicose foram significativamente maiores
(P=0,002) no grupo com particulas de tamanho longo, registrando 94,75 U/L, em

comparagdo com 81,5 U/L no grupo com particulas de tamanho curto (Figura 2)

O masculo LT das novilhas que receberam dieta de silagem de milho com tamanho

de particula longa apresentou maiores teores de gordura intramuscular (P<0,05) e tendéncia
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de maior teor de proteina (P=0,09) em relacdo aos musculos das novilhas alimentadas com
silagem de milho de tamanho de particula curta (Tabela 4). Ndo houve diferenca entre
tratamentos nos demais componentes musculares, incluindo colageno, umidade e matéria
mineral.

N&o houve efeito (P>0,05; Tabela 5) entre os tratamentos para pH, PPC, FC e para
os indices de cor (L*, e b* chroma e hue). Da mesma forma ndo houve interagdo particula
x tempo para as caracteristicas de qualidade da carne. Todavia, 0 tempo de maturacdo de 14
dias aumentou o pH (P< 0,001), bem como os indices de cor (L*, a*, b*, hue e croma). A
forca de cisalhnamento da carne reduziu de forma significativa com a maturacao.

No figado, as novilhas alimentadas com tamanho de particula de silagem de milho
curta tenderam a apresentar maior expressao de PC (P=0,061) em comparagdo com aquelas
alimentadas com tamanho de particula longa de silagem de milho (Figura ). Por outro lado,
houve maior expressdo dos genes PEPCK2 e LDHA (P<0,05) nas novilhas que receberam
as dietas com particula longa da silagem. As expressdes dos genes PEPCK1 e PPCA néo
foram influenciadas pelas dietas (P>0,05).

Em relacdo aos fatores de transcricdo, o musculo LT das novilhas alimentadas com
tamanho de particula de silagem de milho longa apresentou maior expressao do gene PPARA
(P=0,015) em comparacdo ao tamanho de particula curta de silagem de milho (3 3). No
entanto, ndo houve (P>0,05) efeito entre os tratamentos sobre os fatores de transcrigado
PPARG e SREBF1. A expressdo dos genes LPL, FABP4, SCD1, CPT2 (P<0,001) e ACACA
(P=0,017) foi maior no musculo das novilhas alimentadas com tamanho de particula longa.
Por outro lado, as dietas ndo afetaram a expressao dos genes FASN e ACOX (P>0,05).
1.4.Discusséo

O maior teor de gordura no musculo das novilhas alimentadas com particula longa
pode ser explicado pelos resultados de expressdo génica, pois a deposicdo de gordura é
resultado do equilibrio entre a captacdo de &cidos graxos através da membrana pelas
proteinas LPL e FABP4; a sintese de novo, que requer a atividade das enzimas acetil CoOA
carboxilase, acido graxo sintetase e estearoil-CoA dessaturase, que sdo codificadas pelos
genes ACACA, FASN e SCD, respectivamente; ¢ o catabolismo lipidico via -oxidacédo
(Ladeira et al., 2018). Apesar de no presente estudo, as novilhas alimentadas com tamanho
de particula longa terem apresentado maior expressdo do gene CPT2 (gene de oxidacao),
este efeito ndo foi o suficiente para compensar a maior expressao dos genes de captacédo
(LPL e FABP4) e sintese (ACACA e SCD1), o que possibilitou 25% mais deposicdo de

gordura nesses animais. O gene CPT2 no musculo das novilhas recebendo particula longa
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foi maior em média 0,6 fold change que nas novilhas recebendo tamanho de particula curta,
enquanto FAPB4 e SCD1 foram em média 1,58 e 0,99 fold change, respectivamente, o0 que
mostra que a sintese e captacdo foram mais expressivas que a oxidacdo. Adicionalmente,
estudos anteriores corroboram essas descobertas. Krause e Combs (2003), em sua pesquisa
com vacas leiteiras, observaram reducdo na porcentagem de gordura no leite (3,07% versus
2,90%) em dietas contendo particulas curtas, provenientes de silagem de alfafa.

Segundo Smith et al. (2018), a glicose é considerada uma importante fonte de
carbono para a sintese de novo de acidos graxos. Portanto, a maior concentracdo sanguinea
de glicose pode ter sido oriunda de uma maior gliconeogénese hepatica nos animais
alimentados com particula longa, via lactato, uma vez que a expressdo do gene LDHA foi
maior nos animais alimentados com essa dieta. Além disso, houve também tendéncia de
maior concentracdo sérica de D-lactato nos animais alimentados com particula longa. O
aumento da disponibilidade de glicose circulante pode ser atribuida também ao aumento na
expressdo de PEPCK2, ja que, nos ruminantes este gene codifica uma enzima responsavel
por 50% da regulacdo da gliconeogénese no figado (Agca et al., 2003;Aschenbach et al.,
2010). Portanto, a maior glicemia nos animais alimentados com particula longa pode resultar
em maior disponibilidade deste substrato para a sintese de &cidos graxos no musculo,
conforme sugerido pela teoria de Smith et al. (2018), contribuindo assim para 0 aumento da
gordura intramuscular.

Embora tenha sido observada uma tendéncia para maior concentracdo de lactato na
dieta com particula longa, o que ndo era de se esperar, 0 proprio lactato poderia resultar em
diminuicdo do pH, alteracdo na biohidrogenacdo e consequentemente, reducdo da gordura
intramuscular. No entanto, a auséncia de efeitos sobre a expressdo de SREBF1 demonstra
que este efeito ndo ocorreu. Teixeira et al.(2017) demonstraram que o aumento de C18:2
trans-10, cis-12 reduziu a expressao do gene SREBF1 no musculo de tourinhos alimentados
com graos de milho inteiro. No entanto, no presente trabalho, a auséncia de efeitos sobre a
expressdo de SREBF1 demonstra que este efeito ndo ocorreu.

Por outro lado, o uso do D-lactato na gliconeogénese para a sintese de glicose ndo
parece ter impacto negativo significativo, podendo até ampliar a sintese de gordura
intramuscular, por aumentar a concentragdo de glicose, precursora de unidades de carbono
para a sintese de acetil-coA.

E crucial destacar que o tamanho das particulas estd intimamente ligado a
manutencdo do pH ruminal, o que, por sua vez, influencia a rota da biohidrogenacdo de

acidos graxos poli-insaturados (PUFA) (Jenkins; Harvatine, 2014). Um pH ruminal mais
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elevado pode aumentar as concentrac6es de acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2 cis-9
trans-11), que por sua vez pode contribuir para a aumento da gordura intramuscular (Santos-
Silva et al., 2004; Matar et al., 2020). No tecido muscular, o CLA esta ligado quimicamente
fortemente ao fator de transcricio PPARA, que controla a expressdo dos genes ligados ao
metabolismo lipidico dos acidos graxos (Carta et al., 2014). Outra pesquisa avaliando o
musculo do quadriceps femoral de ratos mostra que o acido linoleico conjugado, tanto na
isomerizacdo trans 11 e trans 10, pode desencadear a ativacdo do PPARA. Outro estudo
demonstrou que, em ratos administrados com CLA cis-9 trans-11, houve aumento da
expressao de PPARA no musculo. Este processo, por sua vez, estimula a captacdo e o
armazenamento de &cidos graxos ao regular a expressdo do FABP4. Consequentemente,
observou-se aumento no contetdo de gordura intramuscular (Chen et al., 2022). FABP4 ¢
utilizado como marcador de adipocitos intramusculares, sendo, portanto, um indicador de
marmoreio (Chen et al. 2013; Jurie et al. 2007). O gene FABP4 contém um sitio de ligagao
aos elementos responsivos do PPAR (PPRE), podendo ser regulado positivamente por esse
fator de transcricdo (Chen et al. 2022; Malgwi et al. 2022). Outra pesquisa realizada em
novilhos zebuinos recebendo gréos de oleaginosas apresentou uma correlagdo positiva entre
a expressao dos genes PPARA, FABP4 e SCD (Oliveira, 2014). Portanto, no presente
trabalho foi evidenciado que os animais alimentados com particula longa apresentaram

maior expressdo do PPARA, FABP4 e apresentaram maior marmoreio.

Apesar das mudangas nos genes e da melhoria na composicéo de gordura, os demais
atributos de qualidade da carne, como coloracdo, maciez e PPC ndo foram influenciados
pelas dietas. Esses resultados assemelham-se aos achados anteriores de Khan et al., (2016)
e Bhat et al., (2018). Por outro lado, durante o processo de maturacdo, foram observados
aumentos nos valores de L*, a* e b*, resultados congruentes com os estudos de Monteiro et
al., (2022) e Aroeira et al., (2016). Em relacdo a carne maturada, é possivel associar o
aumento de L*, ao longo do periodo de maturacdo a desintegracdo do disco Z do sarcomero.
Este fendmeno provoca dispersdo mais ampla da luz incidente, contribuindo para o
incremento da luminosidade da carne (Oliete et al. 2005). Quanto ao aumento de C*, é
explicado pela reducdo na taxa de consumo de oxigénio (TCO) da carne, que implica em
maiores propor¢des de oximioglobina (OMb) na superficie, e 0 aumento em h*, é associado
ao processo de descoloracdo da carne, um incidente especialmente sensivel na mensuracéo
da estabilidade da cor de carnes (Aberle, 2001). Ja a forca de cisalhamento foi menor ap6s

14 dias de maturacdo. A diminuicdo de forca de cisalhamento apds maturacdo € explicada
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pelo aumento da protedlise post mortem, que € caracterizada pela acdo enzimatica de
proteases dependentes de calcio (Morgan et al., 1993). O aumento do pH durante o periodo
de maturacdo de 14 dias pode ser associado com a degradacdo das proteinas miofibrilares
(Baron et al., 2021). Esta degradacdo das proteinas miofibrilares pode ser atribuida a
ativacdo da calpaina I, com foco particular na degradacdo das proteinas musculares como

titina e nebulina (Lomiwes et al., 2014).

1.5 Conclusédo

Conclui-se que a inclusdo de silagem de milho com tamanho de particula longa na dieta pode
ser estratégia promissora para melhorar a qualidade da carne por meio de aumento no teor
de gordura intramuscular, ja que ela tem influéncia positiva sobre a expressdo de genes

lipogénicos.
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Tabela 1. Proporcdo de ingredientes nas dietas do periodo de adaptacéo e dieta final.

Ingredientes (% da MS) Step 1 Step 2 Step 3 Dieta final
Silagem de milho 50.0 40.0 30.0 195
Milho gréo 26.3 26.3 26.3 26.3
Silagem de grdos reconstituidos 8.60 18.6 28.6 39.1
Farelo de algodéo 7.10 7.10 7.10 7.10
Farelo de soja 3.95 3.95 3.95 3.95
Ureia 0.85 0.85 0.85 0.85
Bell Peso 3.20 3.20 3.20 3.20
Tabela 2. Composicdo quimica (% MS) e distribuicdo de particulas das dietas
experimentais
Composicdo quimica Curta Longa
Matéria seca. % mateéria natural 54.4 57,0
FDN 18.8 18.5
Proteina bruta 13.9 13.9
Amido 51.9 51.9
Extrato Etéreo 3.79 3.79
NDT 79.9 79.9
Distribuicéo das particulas. %
19 mm 14 3.93
8 mm 18.96 19.76
4 mm 15.33 12.78
Fundo 64.31 63.73
FDN efetiva > 8mm 5.38 6.82
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Tabela 3.. Sequéncia (5’ para 3°) e eficiéncia dos primers que foram usados na PCR quantitativa em tempo real
Symbol Name Forward (F) and Reverse (R) Access Number Amplicon (bp) R? Efficiency
PPARA Peroxisome proliferator-activated receptor alpha F CAATGGAGATGGTGGACACA NM_001034036.1 95 0.992 99.2
R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
PPARG  Peroxisome proliferator-activated receptor gamma F GCAATCAAAGTGGAGCCTGT NM_181024.2 94 0.973 100
R CCATGAGGGAGTTGGAAGG
SREBF1 Sterol regulatory element-binding protein-1c F GAGCCACCCTTCAACGAA NM_001113302.1 88 0.985 98
R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA
LPL Lipoprotein lipase F CTCAGGACTCCCGAAGACAC NM_001075120.1 98 0.99 96.7
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA
FABP4 Fatty acid binding protein 4 F GGATGGAAAATCAACCACCA NM_174314.2 84 0.991 97
R GTGGCAGTGACACCATTCAT
ACACA Acetyl CoA carboxylase alfa F TGAAGAAGCAATGGATGAACC NM_174224.2 88 0.994 96.6
R TTCAGACACGGAGCCAATAA
FASN Fatty acid synthase F ATCAACTCTGAGGGGCTGAA U34794.1 83 0.974 99.5
R CAACAAAACTGGTGCTCACG
scD1 Stearoyl-CoA desaturase F ACCATCACAGCACCTCCTTC NM_173959.4 95 0.991 98
R ATTTCAGGGCGGATGTCTTC
ACOX Acyl-coenzyme A oxidase 1 F GCTGTCCTAAGGCGTTTGTG BC102761.2 83 0.994 99
R ATGATGCTCCCCTGAAGAAA
CPT2 Carnitine palmitoyl transferase 2 F CTATTCCCAAACTTGAAGAC NM_001045889.2 81 0.952 98
R TTTTCCTGAACTGGCTGTCA
ACTB Actin beta F GTCCACCTTCCAGCAGATGT NM_173979.3 90 0.996 105

R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT



GAPDH

PC

PEPCK1

PEPCK2

LDHA

PCCA

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Pyruvate Carboxylase

Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1

Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 2

Lactate Dehydrogenase A

Propionyl-CoA Carboxylase Subunit Alpha

F CACAGTCAAGGCAGAGAACG
R ATTCTCAGTGTGGCGGAGAT
F CGGGAAGGTGATAGACATCAAG
R GAGGTCACTACAGTCTCCATCT
F AATAGCAGGCTCCAGGAAATAG
R GGCTAACTGATACAGCTAAGGG
F GCTGGAAAGTGGAGTGTGT
R AGCCATTCTCAGGGTTGATG
F TCCAACATGGCAGCCTTTTC
R ACGCTGGACCAAATTCAGAC
FTTTGGTTTGCCGTCTGTTGG
R TTGAATGCCGCTGTCAACTC

NM_001034034.2

XM_005226994.4

NM_174737.2

NM_001205594.1

NM_174099.2

XM_024999953.1

78

102

112

90

103

44

.995

.988

.998

979

971

.996

a7

98

99.5

99.2

98

99

97.9
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Tabela 4. Composicdo quimica (%) da carne de novilhas alimentadas com diferentes
tamanhos de particula de silagem de milho.

Item Curta Longa EPM Valor P
Umidade 72.1 71.6 0.31 0.28
Proteina 23.3 22.9 0.16 0.09
Gordura 2.62 3.28 0.23 0.05
Matéria mineral 1.82 2.24 0.18 0.11
Colageno 1.53 1.61 0.08 0.47

Tabela 5. Caracteristicas da qualidade de carne de novilhas alimentadas com diferentes
tamanhos de particula de silagem de milho em diferentes dias de maturacéo.

Item Dia0 Dia 14 EPM Valor P
Curta Longa Curta Longa Particula Dia Fibra*Dia

pH 5.50 5.46 551 5.54 0.02 0.82 0.02 0.14
L* 42.2 422 434 43.3 0.71 0.92 <0.01 0.97
a* 21.1 204 21.9 229 0.51 0.82 <0.01 0.08
b* 13.1 13.3 15.2 15.9 043 0.36 <0.01 0.46
Hue, h (°) 42.8 424 48.1 46.5 1.06 0.36 <0.01 0.57
Croma, C* 24.5 24.4 26.7 27.6 0.60 0.56 <0.01 0.34
PPC % 18.1 17.3 18.3 19.8 1.07 0.95 0.13 0.11
FC (kgf) 9.02 9.46 5.08 5.48 0.54 0.75 <0.01 0.96

PPC; perda por coccéo, FC; forca por cisalhamento
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Figura 1. D-Lactato nas novilhas Nelore alimentadas com diferentes tamanhos de particula
de silagem de milho. Os valores s3o significativamente diferentes (P<0.05) e SEM =
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Figura 2. Glicose plasmatico nas novilhas Nelore alimentadas com diferentes tamanhos de

particula de silagem de milho. Os valores sdo significativamente diferentes (P<0.05) e
SEM =4.417
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Figura 3. Expressao relativa de genes envolvidos na gliconeogénese no figado de novilhas
Nelore alimentadas com diferentes tamanhos de particula de silagem de milho.Os valores
sdo significativamente diferentes (P<0,05) e representam uma tendéncia a ser diferente
(0,05>P<0,10).
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Figura 4. Expressao relativa de genes envolvidos no metabolismo lipidico no masculo
longissimus thorasis de novilhas Nelore alimentadas com diferentes tamanhos de particula
de silagem de milho. Os valores sdo significativamente diferentes (P< 0,05) e representam
uma tendéncia a ser diferente (0,05>P<0,10).
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