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RESUMO
Em virtude do aumento nos custos para aquisicdo de alimentos comumente utilizados em
dietas para animais de producado, frequentemente tem sido estudadas alternativas alimentares
de menor custo. Uma opc¢do que tem tido destaque recentemente sdo os grdos de destilaria
com soluveis (DDGS), pois tem surgido como opg¢éo no Brasil em consequéncia do inicio da
producdo de etanol a partir do milho.. Diante do exposto, os objetivos do presente projeto
serdo avaliar os efeitos da inclusdo de gréos de destilaria em dietas com milho moido, sobre o
consumo, desempenho, caracteristicas de carcaca, carne, perfil de acidos graxos, oxidacao
lipidica e expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico. Serdo utilizados 100
bovinos, machos, F1 Angus-Nelore, com peso inicial médio de 330 kg. Os animais serdo
alocados aleatoriamente aos tratamentos com diferentes niveis de DDG (0; 15%; 30% e 45%
da MS dietética) em dietas contendo 80% de concentrado e 20% de volumoso. O abate dos
animais sera realizado utilizando a técnica de concussdo cerebral. As carcagas serdo
identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas pesadas individualmente e
levadas a camara fria, por aproximadamente 24 horas, a temperatura de 1°C. As mensuracdes
nas carcacas serdo: rendimento total da carcaca quente, peso da carcaca quente, peso da
carcaca fria, area de olho de lombo e espessura de gordura subcutanea, sendo os ultimos
mensurados apos resfriamento. Na desossa, serdo coletadas amostras do musculo L.dorsi, para
as analises fisico-quimicas (cor, perda de peso por cozimento e forca de cisalhamento), de

composicdo centesimal, perfil de &cidos graxos, estabilidade lipidica e expressdo génica.

1-) Enunciado do Problema

Em virtude do aumento nos custos para aquisicdao de alimentos comumente utilizados
em dietas para animais de producdo, frequentemente tem sido estudadas alternativas
alimentares de menor custo. Uma opcdo que tem tido destaque recentemente sdo os grdos de
destilaria com soltveis (DDGS), pois tem surgido como opgao no Brasil em consequéncia do
inicio da producdo de etanol a partir do milho.

Uma vez que o Brasil é um grande produtor de grdos, especialmente do milho, o uso
do grdo para a producdo de etanol torna-se uma oportunidade interessante, sendo um processo
bastante eficiente, inferior apenas a eficiéncia de uso da cana de agucar para produzir etanol.
A partir de uma tonelada de milho é possivel produzir 400 litros de etanol e a partir de uma
tonelada de cana de agucar obtém-se cerca de 85 litros de etanol, entretanto a producdo de
cana em toneladas por hectare é bem superior a observada com milho. A eficiéncia energética

de conversdo de glicose em etanol é de aproximadamente 51,4% enquanto 48,6% s&o



atribuidos a producéo de dioxido de carbono. Por outro lado, a producéo de etanol a partir do
milho apresenta algumas vantagens em virtude da auséncia de necessidade de processamento
logo apos a colheita, 0 que ndo ocorre com a cana de agucar, que necessita de ser processada
até 24 horas apoés a colheita. Ademais, a producéo de etanol a partir de cereais como o milho é
uma estratégia para escoar 0 excesso da producdo do grdo. Diante disso o milho parece ser
uma interessante opg¢do para o periodo da entressafra da cana de agucar, por exemplo. Cerca
de 80% dos equipamentos utilizados em usinas de cana de acglcar também podem ser
utilizados para o processamento do milho na producao de etanol, o que ameniza a necessidade
de aquisicdo de novos equipamentos.

A producdo de etanol a partir do milho gera como subproduto grdos de destilaria com
soltveis (DDGS), sendo que para cada 3,8 litros de etanol produzidos sdo gerados 2,4 kg de
DDGS (CEPA, 2011). O alto valor protéico e energético (cerca de 29,5% de PB; 13,9% de EE
e 30% de FDN) torna o DDGS um alimento bastante atrativo como substituto de alimentos
tradicionalmente utilizados em consideraveis quantidades em dietas de bovinos de corte seja
em pastagem ou confinamento, como milho e farelo de soja. O farelo de soja, que é o
alimento protéico comumente utilizado em dietas de bovinos de corte pode apresentar alto
custo e diante disso, 0 estudo de alternativas protéicas € de grande relevancia para a cadeia
produtiva. O consideravel teor de lipideos dos grdos de destilaria com soltveis (11 a 13%),
pode também afetar importantes caracteristicas da carne bovina, como o teor de gordura
intramuscular, perfil de acidos graxos, coloracdo e oxidacdo lipidica, tornando importante a
sua avaliacdo. Em bovinos, assim como em outras espécies de animais, a deposi¢do de
gordura reflete a nutricdo e o grupo genético utilizado. Com isso, ha enorme interesse na
manipulacdo da composicdo quimica da carne por meio da regulacdo de sua biossintese. Para
melhor compreensdo dos efeitos da nutricdo sobre o metabolismo lipidico, uma alternativa
recente é a utilizacdo da expressdo génica associada a nutri¢cdo, também conhecida como
nutrigendmica. A expressdo génica é o processo pelo qual a informacdo contida na estrutura
do DNA ¢ transmitida para os RNAm e produtos proteicos (EGGEN & HOCQUETTE,
2003), sendo esta controlada pela ligacdo de determinados fatores de transcricdo em
sequéncias especificas do DNA.

As interacOes entre 0s nutrientes que compdem a dieta e a sintese e atividade de
enzimas lipogénicas podem ilustrar as inumeras possibilidades no que diz respeito a
deposicdo de lipideos no tecido adiposo. Isso € possivel devido a atividade bioldgica
apresentada por certos acidos graxos da dieta, que podem estimular ou inibir genes que

codificam enzimas lipogénicas especificas. Como por exemplo, fontes ricas em &cidos graxos



poli-insaturados (AGPI) tém a capacidade de aumentar a transcricdo dos genes que codificam
a enzima lipoproteina lipase (LPL), o tranportador proteina de ligacdo ao acido graxo 4
(FABP4), PPARa (KERSTEN, 2014) e PPARY (BIONAZ et al., 2013) e diminuir a expressao
do gene que codifica a estearoil-coA-dessaturase (SCD1) (HERDMANN et al., 2010) e os
SREBP-1c (BOTOLIN et al., 2006).

O uso de cruzamento entre zebuinos e taurinos no Brasil tem sido crescente,
principalmente em sistemas que visam nichos diferenciados de mercado. Uma das metas
quando este tipo de animal é submetido a terminacéo intensiva, € a obtencdo de carne mais
macia e com niveis superiores de gordura intramuscular. Por isso torna-se importante verificar
se 0 uso de subprodutos com baixo teor de amido poderia prejudicar a adipogénese
intramuscular e vida de prateleira da carne, além de desempenho e caracteristicas
quantitativas da carcaca.

Os objetivos do presente projeto serdo avaliar os efeitos da inclusdo de gréos de
destilaria em dietas com milho moido, sobre o consumo, desempenho, caracteristicas de
carcaca, carne, perfil de acidos graxos, oxidacdo lipidica e expressdo de genes relacionados ao
metabolismo lipidico. Os efeitos de acidos graxos insaturados sobre a expressdo de genes
relacionados ao metabolismo lipidico ndo estdo totalmente elucidados e trabalhos nesse tépico
sdo de grande importancia, pois poderdo auxiliar na formulagéo de dietas com o objetivo de
manipular o desempenho animal e composicdo quimica da carne. Por fim também sera
realizado um estudo de viabilidade econémica com o uso deste ingrediente alternativo.

As hipoteses da presente proposta sdo:

O uso de altos niveis de grdos de destilariam afeta o consumo e o desempenho de
bovinos de corte.

O uso de altos niveis de graos de destilaria afeta a composicdo quimica da carne,
especialmente causando reducdo na concentracdo de extrato etéreo da mesma.

Altos niveis de grdos de destilaria causam reducéo o teor de gordura intramuscular do
L.dorsi em virtude da menor expressdao de genes relacionados ao metabolismo lipidico
(PPARYy, SREBP-1c, LPL, FABP4, ACACA, FAS, SCD1, CPT2 e ACOX).

Altas concentracdes dietéticas de grdos de destilaria causam reducdo na vida de
prateleira da carne bovina, em virtude de seu alto teor de enxofre e acidos graxos insaturados.
1.1) Desempenho animal e uso de gréos de destilaria

Os gréos de destilaria sdo extensivamente utilizados nos Estados Unidos desde o final
do século XI1X (Henry, 1900) em virtude da importante producéo de etanol a partir do milho

no pais. Stock et al. (2000) descreveram o processo de obtencdo dos graos secos de destilaria



com soltveis (DDGS), especialmente a partir do milho, onde o amido, que representa
aproximadamente dois tercos do grdo e fermentado até etanol. Os nutrientes remanescentes
gerados sdo a vinhaca e o DDGS, que é produzido apds a remoc¢do da agua. Portanto,
proteina, gordura, fibra e fosforo, tém suas concentracGes aumentadas em cerca de trés vezes
nesse processo de producdo de etanol. O teor protéico pode chegar a 30%, a gordura
aproximadamente 12%, o FDN atinge até 36% e o fdsforo pode representar até 0,9% do
alimento. Em virtude do elevado teor de proteina no DDGS em comparacdo ao milho, este
subproduto foi inicialmente utilizado como uma fonte protéica (Klopfenstein et al., 1978).
McDonald (1954) relataram que a zeina, principal proteina do milho apresenta degradacdo
ruminal de cerca de 40%, o que garante um bom aporte de PNDR na dieta. Klopfenstein et al.
(2008) verificaram que o escape ruminal da proteina oriunda do DDGS é 2,6 vezes maior que
0 observado no farelo de soja, alimento protéico extensivamente utilizado em confinamentos
no Brasil. O uso de fontes protéicas com média degradacdo ruminal é interessante, uma vez
que animais jovens quando submetidos a dietas de terminagdo para alto desempenho,
apresentam maior exigéncia de proteina ndo degradavel no rimen. Schoonmaker et al. (2013)
avaliaram o efeito de dietas com alto teor de concentrado (80%) contendo niveis crescentes
(0%, 30% ou 60%) de DDGS, tendo utilizado 90 novilhos Simental-Angus com peso inicial
médio de 200 kg. Os autores verificaram que a elevagdo dos niveis dietéticos de DDGS néo
afetaram o ganho de peso diario, a ingestdo de matéria seca bem como a eficiéncia alimentar.
Por outro lado, caracteristicas como rendimento de carcaca, peso de carcaca quente e
espessura de gordura subcutanea, responderam de forma quadratica aos niveis de DDGS,
sendo que a incluséo de 30% de DDGS promoveu aumento dos valores observados para estes
parametros, entretanto, com a utilizacdo de 60%, verificou-se decréscimo nos valores
observados para essas variaveis.

Inexistem experimentos realizados no Brasil avaliando o uso de graos de destilaria nas
condigBes dietéticas praticadas nos confinamentos nacionais. Em virtude do interesse dos
confinadores em reduzir os custos com alimentacéo, a avaliacdo deste subproduto é de grande
importancia para a pecuaria nacional.

1.2) Perfil de &cidos graxos

Dentre as fontes lipidicas disponiveis para alimentacdo de bovinos de corte, 0 carogo
de algodéo ¢ a oleaginosa mais utilizada para este fim, pois apresenta cerca de 20% de extrato
etéreo além do elevado teor de proteina, que € o principal fator que motiva o seu uso. Possui

também preco reduzido em relacéo ao farelo de soja, principal alimento protéico utilizado no



pais. O grdo de destilaria pode surgir como nova opcdo para os confinadores com
possibilidade de reduzir os custos com alimentagao.

Nos Estados Unidos, os grdos de destilaria sdo bastante utilizados em dietas de
bovinos de corte. Van der Pol et al. (2009) relataram que parte da gordura presente nos graos
de destilaria estaria parcialmente protegida da biohidrogenagdo ruminal e isso poderia
aumentar a concentracdo de &cidos graxos insaturados no duodeno, o que poderia alterar o
perfil de acidos graxos da carne bovina. Essa alteracdo pode impactar sobre a adipogénese
intramuscular e vida de prateleira da carne.

Gill et al. (2008) realizaram um experimento com o objetivo de verificar o efeito do
fornecimento de grdos de destilaria de milho ou sorgo sobre o perfil de acidos graxos da carne
bovina, utilizando dietas com cerca de 4,5% de extrato etéreo. Os autores verificaram que a
substituicdo do milho floculado-laminado por grdos de destilaria promoveu aumento da
concentracdo de acidos graxos da série n-6. Outro resultado interessante observado foi a
maior concentragdo de &cido vaccénico na carne de animais alimentados com grdos de
destilaria oriundos do milho, em relacéo ao sorgo.

Por outro lado, a substituicdo do milho por gréos de destilaria tem como consequéncia
a reducdo do teor de amido das dietas 0 que poderia impactar negativamente sobre o teor de
gordura intramuscular da carne produzida, entretanto informagdes sobre o mecanismo pelo
qual este ingrediente pode causar esta alteracdo sdo escassos na literatura. Ha& crescente
interesse no Brasil em manipular o teor de gordura intramuscular da carne bovina,
especialmente nos ultimos anos, em virtude do aumento de uso de sémen de racas europeias
em rebanhos de vacas zebuinas.

1.3) Expresséo génica de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico

A expressdo dos genes, a sintese de RNAm, é controlada pela ligagcdo de determinados
fatores de transcricdo em sequéncias especificas do DNA. A expressdo destes fatores e,
consequentemente a sua atuacdo, € dependente da situacdo fisiologica e do estagio de
desenvolvimento do organismo. Assim, alguns genes Sdo expressos apenas nNnos momentos
apropriados.

O termo PPAR corresponde a uma familia de receptores nucleares influenciados por
acidos graxos, que desempenham funcbes importantes na regulacdo do metabolismo de
nutrientes e homeostase energética. Suas formas funcionam como heterodimeros com
receptor X de retindide (RXR), em que os dois juntos ligam-se a uma sequéncia especifica de

DNA na regido promotora do gene alvo que induz ou reprime a expressédo deste.



Existem basicamente trés isoformas de PPAR, que se diferenciam pelo tecido alvo,
propriedades fisioldgicas e estagios de desenvolvimento do tecido. O PPARy tem elevada
expressao nos adipdcitos e menor expressao no musculo (KERSTEN, 2014), sendo 0 mesmo
crucial no controle da adipogénese e sensibilidade a insulina. A expressdo do PPARa é mais
elevada no figado e no tecido adiposo, seguido do intestino delgado e coracdo (GEORGIADI
et al., 2012). O PPARa atua na sintese e na [-oxidacdo dos &cidos graxos no musculo
(BIONAZ et al.,, 2013). J& o PPARS/P ¢ expresso em praticamente todos os tecidos
(KERSTEN, 2014).

Oliveira et al. (2014) encontraram correlagdo positiva da expressdao do PPARa no
masculo de bovinos com os genes que codificam as enzimas LPL e SCD1, assim como o
transportador de 4cidos graxos FABP4. Corazzin, et al. (2013) avaliando o PPARY, também
encontraram que a sua expressao é correlacionada positivamente com a SCD e LPL. Estas
correlagdes positivas indicam que PPARy aumenta a expressdao de genes envolvidos na
lipogénese.

Os SREBP sao outros fatores de transcricdo que possuem um papel fundamental na
homeostase energética, promovendo a glicélise, lipogénese e adipogénese (MANNEN, 2011).
Existem trés membros da familia de SREBP: 1a, 1c e 2. A SREBP-1 esta mais relacionada
com a regulacédo dos genes envolvidos na lipogénese (HARVATINE et al., 2006), enquanto a
SREBP-2 tem maior influéncia na regulacdo da expressdo dos genes colesterogénicos
(EBERLE, et al. 2004). O SREBP regula a transcri¢do de genes de ativacdo através da ligacao
ao elemento de regulagédo de esterol (SRE) sequéncias (50-TCACNCCAC-30), contidos no
promotor do seu gene (SHIMANO, 2001).

Ao chegarem aos adipdcitos os triglicerideos transportados pelos quilomicrons sdo
hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL), a qual é sintetizada pelos adipdcitos e secretada
nos capilares do tecido adiposo, produzindo acidos graxos livre. Particulas de lipoproteinas
ricas em TAG sdo grandes demais para atravessar o endotélio capilar na maioria dos tecidos,
com isso a LPL atua liberando AGL, que cruzam o endotélio chegando ao adipdcito. A LPL é
responsavel ainda por controlar a divisao dos &cidos graxos entre o tecido adiposo e muscular
(HOCQUETTE et al., 1998), sendo assim de grande importancia para os animais produtores
de carne.

Apos a liberacdo dos AGL na corrente sanguinea, estes serdo removidos pelos tecidos
que os utilizardo como combustivel ou estoque energético. No entanto, a entrada desses AGL
no adipdcito exige processos especificos ou transportadores, que facilitam a entrada destas

moléculas, como a proteina de ligagdo ao acido graxo (FABP) (JURIE et al., 2007). A



importancia da FABP4 no transporte de &cido graxo livre se d& pela sua atuacdo no efluxo e
influxo de &cidos graxos no adip6cito, em resposta as condigdes anabolicas e catabdlicas,
respectivamente (VURAL et al., 2008). As enzimas lipogénicas acetil coA carboxilase (ACC)
e acido graxo sintetase (FAS) estdo associadas a sintese de novo de lipideos que, em suinos e
ruminantes ocorre no proprio tecido adiposo, em aves e na espécie humana ocorre no figado e
em roedores ocorre em ambos os locais (SMITH et al., 2003). Portanto, estas enzimas sdo
consideradas regulatdrias, pois mudangas nas suas atividades refletem em alteracdes nas taxas
de sintese dos acidos graxos. A atividade dessas enzimas pode estar associada a outros
fatores, como observado por Ward et al. (2010), ao demonstrarem que a composi¢do da
gordura de marmoreio em bovinos estd positivamente relacionada com a expressao de
enzimas responsaveis pela sintese de AGS. Estes resultados sugerem que a taxa de biossintese
de acidos graxos pode ser um fator importante na determinacéo do perfil lipidico da gordura
de marmoreio em ruminantes. A ACC catalisa a carboxilagéo da acetil-CoA em malonil-CoA.
O malonil-CoA, por sua vez, € o sinal metabdlico chave para o controle da sintese e oxidacdo
de &cidos graxos em respostas a mudancas na dieta (BROWNSEY et al., 2006). Na verdade, é
um substrato para a sintese de acidos graxos de cadeia longa. Assim, a ACC tem funcéo
importante na regulacdo da homeostase energética em animais e desempenha papel
importante na deposi¢do de lipideos em diferentes compartimentos do corpo, através do seu
produto (ROLLIN et al., 2003). Nos mamiferos, a ACC é altamente regulada pela dieta,
horménios e outros fatores fisioldgicos (KIM, 1997). A ingestdo de alimentos, especialmente
os constituidos por baixo teor de lipideos, induz a sintese de ACC e, consequentemente,
aumento na sua atividade (ABU-ELHEIGA et al., 2001).

Um possivel envolvimento da atividade da ACC na formacdo do marmoreio em
bovinos também foi verificado por Underwood et al. (2007), que relataram que bovinos com
maior quantidade de gordura de marmoreio tiveram maior taxa de ativacdo da ACC. Em
contraste, 0s animais com baixo marmoreio tiveram maior taxa de fosforilacdo e inativacdo da
ACC, o que resultou em menor nivel da enzima ativa.

1.4) Oxidacdao lipidica em carne bovina

O numero, a posicdo e a geometria das insaturacdes dos acidos graxos afetam a
velocidade da oxidagdo. Para os &cidos araquiddnico, linolénico, linoléico e oleico a
velocidade de oxidagdo é de aproximadamente 40:20:1, respectivamente (Araujo et al., 2004).
Outro aspecto importante é que acidos graxos de configuracdo cis oxidam mais rapidamente
que o seu correspondente trans, e as ligagcdes ndo conjugadas sao mais reativas que as ligacoes

conjugadas (Araujo et al., 2004).



Uma maneira de se mensurar a oxidacdo lipidica é através do teste de TBARS
(substéancias reativas ao acido tiobarbitarico). O teste de TBA quantifica o malonaldeido
(MDA), um dos principais produtos de decomposic¢do dos hidroperoxidos de acidos graxos
poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo. A reacdo envolve o acido 2-
tiobarbiturico com o malonaldeido, produzindo um composto de cor vermelha, medido
espectrofotometricamente a 532 nm de comprimento de onda (de acordo com a metodologia,
esse comprimento de onda pode variar, situando-se ao redor de 500 a 550 nm).

A utilizacdo do DDG podera alterar o perfil de acidos graxos da carne bovina,
principalmente nos maiores niveis de inclusdo e consequentemente a estabilidade lipidica e de
coloracdo podera ser prejudicada. Kim & Park (2015) em ensaio com ratos, relataram que 0
CLA cis-9, trans-11 pode estimular a maior expressdo de PGC-1-alpha, um fator de
transcricdo que exerce papel fundamental na biogénese mitocondrial. Ha necessidade de
estudos neste tépico com ruminantes, se 0 aumento da concentracdo de CLA cis-9, trans-11
poderia impactar em reducdo da vida de prateleira da carne em virtude de modificacdes na
biogénese mitocondrial e alteracdo da capacidade respiratoria do masculo.

Os graos de destilaria possuem alto teor de enxofre e podem colaborar para o
desenvolvimento de estresse oxidativo (Truong et al., 2006), alem disso este mineral pode
reduzir a biodisponibilidade de outros minerais com funcdo antioxidante (Pogge, 2013).
Diante disso, a reducdo da vida de prateleira e aumento na taxa de descoloracdo da carne de
animais submetidos a terminacdo em dietas com graos de destilaria, como relatado em alguns
artigos, pode néo ser apenas um efeito de alteracéo do perfil lipidico do masculo.

2) Resultados esperados

Com os resultados do projeto espera-se obter maiores informac@es sobre o potencial
do uso de grdos de destilaria para animais cruzados nas condi¢fes de manejo alimentar
utilizadas no Brasil. O presente projeto propde avaliar o uso deste subproduto em nivel que
proporcione a formulacdo de dietas com até 8% de EE e o efeito deste manejo nutricional
sobre o consumo, desempenho e eficiéncia alimentar. No que diz respeito as caracteristicas de
carcaca, importantes fatores podem ser influenciados pelos manejos nutricionais propostos,
como por exemplo espessura de gordura subcutanea e na garupa. Considerando que o no
Brasil pelo menos 50% dos bovinos abatidos apresentam baixo grau de acabamento de
carcaca, 0 projeto podera sugerir recomendac6es para adequacdo do grau de acabamento das
mesmas. Em relacdo a carne, o teor de extrato etéreo intramuscular podera ser afetado
negativamente pela reducdo do nivel de amido das dietas, entretanto o nivel de gréos de

destilaria que pode causar esse efeito ndo é conhecido e o presente projeto podera auxiliar a



comunidade académica nesse sentido. Pesquisas demonstram que o aumento do teor de acidos
graxos insaturados absorvidos no intestino pode inibir a lipogénese intramuscular, o que ndo é
consenso entre 0s pesquisadores e 0 presente projeto podera colaborar também neste sentido.
O interesse na melhoria do perfil de acidos graxos da carne bovina tem crescido nos Gltimos
anos, com grande numero de pesquisas tendo sido realizadas. A grande maioria dos trabalhos
propostos envolve o uso de alimentos que podem apresentar alto custo, como gorduras
protegidas e grdos de soja. Apesar desse tipo de produto muitas vezes serem efetivos em
melhorar o perfil lipidico da carcaca, pesquisas com o0 uso de subprodutos ricos em lipideos
podem auxiliar na redugdo do custo de producdo. Ndo ha consenso entre os pesquisadores
sobre como o perfil e a quantidade de acidos graxos da dieta pode afetar a expressdo de
importantes genes relacionados ao metabolismo lipidico (Choi et al., 2015; Choi et al., 2015;
Turner et al., 2012; Urrutia et al., 2015). Essas informacdes serdo Uteis na formulacdo de
dietas mais eficientes quando o objetivo for modular a adipogénese intramuscular. No que diz
respeito a vida de prateleira, pretende-se verificar se a maior ingestdo de graos de destilaria
poderia causar aumento na concentracdo de CLA cis-9,trans-11 no mdsculo L.dorsi e se
haveria alguma relacdo entre este aumento e a expressdo de PGC-1l-alpha (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha) bem como reducdo da vida de
prateleira.
3) Desafios cientificos e tecnologicos e os meios e métodos para supera-los

No Brasil busca-se atualmente a melhoria da qualidade da carne e caracteristicas de
importancia nesse sentido sdo os teores de gordura subcutanea e intramuscular. Dependendo
do nivel de inclusdo do DDG teores minimos de gordura subcutanea e intramuscular poderao
ndo ser alcancados e o presente projeto pretende poder recomendar a sua utilizacdo sem
efeitos negativos sobre essa caracteristica de importancia econémica.
3.1) Material e métodos

O estudo sera conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu no confinamento experimental do
Departamento de Melhoramento de Nutricdo Animal, no periodo de julho a novembro de
2016. Serdo utilizados 100 bovinos, machos ndo castrados, F1 Angus-Nelore, com peso
inicial médio de 330 kg, oriundos do mesmo rebanho. Os animais serdo mantidos em baias de
piso de concreto, bebedouro tipo concha, tendo uma lotagdo de cinco animais por baia, com
cinco baias por tratamento, sendo o dimensionamento 5 X 6 metros e uma area de cocho de
3,75m.



A dieta sera formulada segundo o software Large Ruminant Nutrition System 1.0.12,
nivel 2. Os animais serdo alimentados duas vezes ao dia, sendo 9h:00min e 15h:00min. Os
animais serdo alocados aleatoriamente aos tratamentos com diferentes niveis de DDG (0;
15%; 30% e 45% da MS dietética) em dietas contendo 80% de concentrado e 20% de
volumoso conforme demonstrado na Tabela 1.

Uma vez por semana serdo coletadas amostras dos ingredientes do concentrado e do
feno, que sera usada como volumoso. Portanto, para determinacdo do consumo de matéria
seca e eficiéncia alimentar a unidade experimental sera a baia. Os animais serdo pesados no
inicio do experimento, a cada 28 dias e ao fim do periodo, depois de jejum alimentar e hidrico
de 16 horas. Para obtencdo do consumo diario de matéria seca, a dieta ofertada e as sobras

serdo pesadas, e amostras destes, coletadas, para determinacéo do teor de matéria seca.

Tabela 1. Composicéo de ingredientes das dietas

Ingredientes (%) Niveis de DDG’s

0% 15% 30% 45%
Milho 60,6 55,39 47,6 32,6
Farelo de Soja 17,0 7,21 - -
DDG’s - 15,0 30,0 45,0
Feno 20,0 20,0 20,0 20,0
Nucleo Mineral 2,40 2,40 2,40 2,40

As andlises de matéria seca (MS), matéria orgénica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e
cinzas (MM) das dietas serdo realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal da FMVZ-
UNESP, no equipamento Feed and Forage Analyzer (FOSS NIRS DS2500TM ).

Todos os dias do periodo experimental serdo coletadas as sobras da racdo nos cochos
antes do primeiro fornecimento de racdo do dia, medindo a ingestdo de matéria seca (IMS) de
cada baia, isso ocorrera pesando a sobra e calculando o quanto o animal consumira todos os
dias. A determinacdo da matéria seca (MS) da dieta sera efetuada diariamente para avaliagcdo
fo consumo diario, sendo utilizado o aparelho Koster moisture test.

Os animais serdo submetidos a observagdo visual para avaliagdo do comportamento
ingestivo, sendo observados a cada cinco minutos, durante periodo de 24 horas. Durante as

observacdes serdo coletados dados para determinagdo do tempo despendido em alimentacéo,



ruminacdo e 6cio, expressos em minutos, conforme descrito por Johnson e Combs (1991),
nameros de refeicbes e de visitas ao bebedouro. Além disso, sera calculado o tempo de
alimentacéo por refeicdo, utilizando a eficiéncia alimentar que o animal apresentou no dia da
observacao dividido pelo nimero de refei¢cGes no dia da observagdo, expresso em minutos, e
ingestdo de massa seca por refeicdo, utilizando a ingestdo de MS que o animal apresentara no
dia da observacdo dividida pelo numero de refei¢des no dia da observacdo, expresso em
quilos. Para avaliar variacGes na IMS sera utilizada metodologia proposta por Bevans et al.
(2005). Tambem seré realizada avaliacdo da selecdo de ingredientes usando-se o Penn State
Particle Separator (PSPS) conforme descrito por Heinrichs (1996)

Serdo coletadas amostras de sangue da veia jugular de um animal por baia no inicio do
periodo experimental e ao fim do mesmo. Os seguintes parametros serdo determinados com
um equipamento de analise de pH e perfil metabdlico sanguineo (1L1610 Blood Gas System):
pH, presséo parcial de CO; (pCO,), pressédo parcial de O, (pO,), bicarbonatos (HCOs-), CO,
total (TCO,), excesso de bases no sangue (Beb), excesso de bases no fluido extracelular
(Beecf) e saturacdo de oxigénio (O,Sat) e lactato. O pH, pCO; e pO, serdo calculados pelo
equipamento e HCO3., TCO,, Beb, Beecf e O,Sat serdo calculados de acordo com equacdes
do NCCLS (1991). O lactato sera mensurado usando um lactimetro (Accutrend Roche).

O abate dos animais serd realizado utilizando a técnica de concussdo cerebral e
seccdo da veia jugular, seguido de remocdo do couro e evisceragdo. As carcacas Serdo
identificadas, lavadas, divididas em duas metades, sendo estas pesadas individualmente e
levadas a camara fria, por aproximadamente 24 horas, a temperatura de 1°C. As mensuracdes
nas carcacgas serdo: rendimento total da carcaca quente, peso da carcaca quente, peso da
carcaca fria, area de olho de lombo e espessura de gordura subcutanea, sendo os ultimos
mensurados apds o resfriamento.

Na desossa, as 24h post mortem, serdo coletadas amostras do musculo Longissimus
dorsi (LD), da meia carcaca esquerda, para as andlises fisico-quimicas (cor, perda de peso por
cozimento e forca de cisalhamento), de composi¢do centesimal, perfil de acidos graxos e
estabilidade lipidica. As amostras que serdo submetidas a analise de forca de cisalhamento,
coloragéo e perda de peso por cozimento serdo embaladas em sacos de polietileno e
congeladas a -16°C. Uma sub-amostra do LD sera armazenada a vacuo, também em sacos de
polietileno, em temperatura de 3°C por 0, 7, 14 e 21 dias, para determinacdo da coloragéo e
estabilidade lipidica (Tarladgis et al., 1960). As amostras que serdo submetidas as analises de

expressao génica serdo coletadas logo apos o abate e mantidas a -80°C.



Para 0 acompanhamento e avalia¢do da incidéncia de rumenites, abscessos hepéticos e
morfologia das papilas do rumen serdo abatidos os animais no final do experimento. Nesse
dia sera montada uma equipe capacitada e experiente para determinar o grau de incidéncia dos
distdrbios. Para a avaliacdo das incidéncias de rumenite e abscesso hepatico os animais ap0s 0
abate, terdo seus rumens lavados e avaliados. O epitélio ruminal seré classificado conforme a
incidéncia de lesdes (rumenites e hiperparaqueratose) e outras anormalidades segundo
Bigham et al. (1975). Com relacdo aos abscessos hepaticos, estes serdo classificados de
acordo com a metodologia de Brink et al. (1990).

ApOs o abate, os animais serdo eviscerados e 0s compartimentos rimen + reticulo
serdo isolados. Apo6s limpeza e remocdo do excesso de tecido conjuntivo circundante, o0s
compartimentos serdo abertos, esvaziados, e lavados em agua corrente. Um fragmento de
aproximadamente 1 cm? sera coletado da regido do saco cranial do rimen. Essas amostras
serdo imediatamente colocadas em frascos contendo solucéo de tampé&o fosfato (PBS = 0,799
de NaCl; 0,223g de Na,HPO,; 0,0524 g de NaH,PO,4; H,O gsp 100mL) a 0,1 M e pH 7,4. As
amostras serdo mantidas por trés dias refrigeradas até a realizacdo das mensuracoes
macroscopicas da parede ruminal. As variaveis morfolégicas macroscopicas avaliadas serdo:
nGimero médio de papilas por cm? de parede (NMP), 4rea média das papilas (AMP), area total
de superficie absortiva por cm? de parede (ASA), e participacio das papilas ruminais na area
total de superficie absortiva (PSA). Para avaliacdo histologica das papilas, fragmentos de
parede no recesso do saco ventral do ridmen serdo coletados e avaliados para: analise
morfométrica da altura e area das papilas ruminais, determinacdo do indice mitdtico das
células da camada basal do epitélio e mensuragdes das areas de epitélio total e de queratina.

A composicdo quimica do musculo sera realizada no equipamento FoodScan LabTM
(Foss NIRSystems, Inc., USA), onde serdo determinados os valores de umidade, proteina,
gordura, matéria mineral e colageno total.

O perfil de AGs serad determinado por cromatografia gasosa de alta resolucdo. Os
lipideos serdo extraidos seguindo metodologia descrita por Folch et al. (1957), sendo
esterificados segundo Hartman & Lago (1973). As amostras serdo injetadas em split a uma
razdo de 1:10. A temperatura do injetor e do detector sera de 205°C. A temperatura de
programagdo da coluna utilizada serd de 180 a 190°C a 5°C/minuto, 190°C por 12 minutos,
190 a 215°C a 3°C/minuto, 215 a 240°C a 5°C/minuto e 240°C por 10 minutos. O gas de
arraste utilizado sera o nitrogénio, com fluxo de 1mL/minuto.

Seré efetuada a determinagdo das expressdes dos seguintes genes: PPARy, SREBP-
1c, LPL, FABP4, ACACA, FAS, SCD1, CPT2, ACOX e PGC-1-alpha no masculo bovino. O



RNA total serd isolado a partir do tecido muscular congelado, usando reagente Trizol
(Invitrogen®) e cloroférmio, posteriormente precipitado com isopropanol. A maceragdo das
amostras sera feito com nitrogénio liquido e para cada 100 mg de tecido sera adicionado 1 mL
de Trizol e misturado vigorosamente em vortex. Os extratos serdo incubados por 5 minutos
em temperatura ambiente e centrifugados a 4°C por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante
sera transferido para um novo tubo contendo cloroférmio (0,2 mL/mL de Trizol) e misturado
por 15 segundos. A solucéo sera centrifugada por 20 minutos a 4°C a 12.000 rpm, sendo a
camada aquosa transferida para um novo tubo. Isopropanol (0,5 mL/mL de Trizol) sera
adicionado a solucdo, misturado por inversdo e incubado por 60 minutos a -20°C. As amostras
serdo centrifugadas por 10 minutos a 4°C (12.000 rpm) e o sobrenadante descartado. Os
pellets serdo lavados com 1mL de etanol a 75% e o0s tubos serdo submetidos a uma nova
centrifugacdo por 5 minutos a 4°C a 12.000 rpm. O sobrenadante serd removido e 0 RNA
ressuspendido em 30 uLL de DEPC (dietilpirocarbonato).

A primeira fita complementar (cDNA) sera sintetizada utilizando o sistema de
transcricao reversa de acordo com o fabricante (instru¢ées Promega UK Ltd.). O RNA total
(1pg) de cada amostra sera transcrito em ¢cDNA utilizando hexdmeros aleatérios. O cDNA
sera quantificado por absorbancia a 260 nm, diluido para 50 ng/uL para ac¢des de trabalho e
serd armazenado a -20°C para analises posteriores.

Os primers para transcricdo reversa em tempo real (RT-PCR) serdo comercialmente
sintetizados (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). Cada RT-PCR sera realizada em um volume total
de 20 pL com 1 pL de ¢cDNA (50 ng/uL), 10 uL. de SYBR Green I no mastermix, 1 pL dos
primersforward e reverse (20 ng de cada), e 8 uL de agua deionizada. Curvas de dissociacao
serdo examinadas para a presenca de um Unico produto de polimerizacdo. A RT-PCR sera
realizada utilizando Corbett Rotor-Gene 3000, sistema quantitativo de PCR, com tais
parametros de ciclo: 95°C por 15 min seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s,
72°C por 30 s, seguido da dissociacdo do amplicon (95°C por 1 min, 50°C por 45 s, elevando
a 0,5°C/ciclo até 95°C ser atingido).

O experimento sera conduzido em um delineamento inteiramente casualizado e 0s
dados serdo analisados utilizando o procedimento PROC MIXED do software estatistico SAS
(SAS Inst. Inc., Cary, NC). A baia sera a unidade experimental e incluida no modelo como
efeito aletadrio. O modelo incluira o nivel de graos de destilaria como efeito fixo. Dados

relativos ao desempenho animal serdo analisados como medida repetida.

4) Cronograma de execuc¢éo do projeto
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Relatério
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5) Disseminacao e avaliacao

Os resultados serdo disseminados por meio de publicacbes dos resultados em
Periddicos Cientificos classificados com Qualis CAPES no minimo B1 e também na forma de
boletins técnicos, bem como, por meio da participacdo em workshops e eventos direcionados
a comunidade cientifica e produtores. A equipe também divulgara os resultados em revistas,
magazines e sites renomados da area de ciéncias agrarias. Sera selecionado um estudante de

mestrado e/ou doutorado para execucdo da presente pesquisa.



6) Outros apoios

O projeto contard com apoio de importantes pesquisadores do Brasil e do exterior,
como Dr. André Mendes Jorge (FMVZ-UNESP), Dra. Cyntia Ludovico Martins (FMVZ-
UNESP), Dr. Mario de Beni Arrigoni (FMVZ-UNESP), Dr. Ricardo Andrade Reis (FCAV-
UNESP), Dr. Méarcio Machado Ladeira (DZO-UFLA). Além do auxilio proporcionado pela
infraestrutura da FMVZ-UNESP, havera parcerias com frigorifico comercial para abate dos

animais.
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