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EPIGRAFE

“O conhecimento tem um comego, mas ndo tem um fim.” (Geeta lyengar)



RESUMO

Diferentes sistemas nutricionais influenciam na maciez da carne de borregas
sem alterar a expressao génica

A alimentacido é fator determinante nas diversas caracteristicas da carne ovina,
sendo que os animais alimentados com maiores propor¢cdes de concentrado
apresentam carnes com maior teor de gordura, que por sua vez, aumenta a
sensagao maciez sendo o complexo enzimatico calpaina e calpastatina o principal
mecanismo que leva ao amaciamento da carne. Os objetivos foram avaliar o efeito
da suplementacdo de borregas terminadas em diferentes planos nutricionais, sobre
a expressao génica da caspase-3, u-calpaina, m-calpaina e calpastatina e sua
possivel associacdo com a qualidade da carne. Foram utilizadas amostras do
musculo Longissimus lumborum de 24 borregas, distribuidas em 3 grupos: P (pasto -
70 a 80% da exigéncia nutricional), PS (pasto e suplemento - 100 a 110% da
exigéncia nutricional) e C (confinamento, fornecido 140% da exigéncia). Foram
realizadas analises fisico-quimicas para analise centesimal, pH, marmoreio,
oxidacao lipidica e forca de cisalhamento e também a RT-qPCR para a analise de
expressdo génica relativa dos seguintes genes: CASP3 (caspase 3), CAST
(calpastatina), CAPN1 (u-calpaina) e CAPN2 (m-calpaina). Houve diferenca
estatistica para o extrato etéreo, forga de cisalhamento e oxidagao lipidica entre os
tratamentos, em contrapartida, na expressédo dos genes nao houve diferenca. Ha
aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois 0 maior aporte
energético na nutricido aumenta esta variavel. Os animais mantidos somente a pasto
tém menor oxidagéo lipidica na carne que os outros tratamentos por conta da maior
ingestdo de vitamina E oriunda do pasto. A forca de cisalhamento é
consideravelmente maior na carne dos animais mantidos somente a pasto, porém
ainda é considerada macia. A nutricdo das borregas n&o interfere na expresséao
génica de CASP3, CAPN1, CAPN2 e CAST.

Palavras-chave: p-Calpaina. Calpastatina. Caspase-3. Ovis aries. RT-gPCR.



ABSTRACT

Differents nutritional systems influence the tenderness of ewe lamb meat
without changing gene expression

Feeding is a determining factor in the various characteristics of sheep meat, and
animals fed with higher proportions of concentrate have meats with higher fat
content, which in turn increases the tenderness sensation, with the enzyme complex
calpain and calpastatin being the main one mechanism that leads to tenderization of
the meat. The objective were to evaluate the effect of supplementation of lambs
finished in different nutritional plans on the gene expression of caspase-3, y-calpain,
m-calpain and calpastatin and its possible association with meat quality. Samples of
the Longissimus lumborum muscle from 24 ewes were used, divided into 3 groups: P
(pasture - 70 to 80% of the nutritional requirement), PS (pasture and supplement -
100 to 110% of the nutritional requirement) and C (feedlot, provided 140% of the
requirement). Physicochemical analyzes were performed for proximate analysis, pH,
marbling, lipid oxidation and shear force and also RT-gPCR for the analysis of
relative gene expression of the following genes: CASP3 (caspase 3), CAST
(calpastatin), CAPN1 (u-calpain) and CAPN2 (m-calpain).There was statistical
difference for ether extract, shear force and lipid oxidation between treatments, on
the other hand, there was no difference in gene expression. There is an increase in
the ether extract in the meat of confined animals, as the greater energy input in
nutrition increases this variable. Animals kept only on pasture have lower lipid
oxidation in meat than other treatments due to the higher intake of vitamin E from
pasture. The shear force is considerably higher in the meat of animals kept only on
pasture, but it’s still considered soft. The nutrition of lambs does not interfere with the
gene expression of CASP3, CAPN1, CAPN2 and CAST.

Keywords: p-Calpain. Calpastatin. Caspase-3. Ovis aries. RT-qPCR.
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RNA abundance of genes related to sheep meat quality: a review

Abundancia de RNA de genes relacionados a qualidade da carne ovina: uma revisio

Isabella Guartieri Da Silva'; Ines Cristina Giometti'; Calie Castilho'; Leticia Jalloul
Guimardes'; Aline De Oliveira Santos'; Gabriella Capitane Sena’; Fabiola Cristine De Almeida
Régo’; Edson Luis de Azambuja Ribeiro*; Marilice Zundt' *.

Highlights
Different diets act on important variables in meat quality.
Relevance of the association of genes of interest in livestock.

Gene expression related to meat quality may depend on food.

Abstract

The development of strategies that add value to meat can represent opportunities for sheep
farming and it is known that food influences different characteristics of meat. The concept of
quality meat is complex and with many variables, being mainly influenced by genetics and
nutrition. Thus, the strategy of associating genes with characteristics of economic interest is
widely discussed in animal production. In the postmortem, proteolytic degradation modifies the
architecture and integrity of structural proteins and, consequently, they act on meat tenderness.
There is the theory that caspases are the main enzymes involved in the initiation and execution
of apoptosis, which is an important process that occurs in multicellular organisms, both during
development and for the maintenance of tissue homeostasis. The calpastatin gene (CAST) and
the calpain gene (CAPN) are potential genes for meat quality due to their proteolytic activities.
To study the expression of these genes, the RT-qPCR technique is widely used to verify gene
expression, as it analyzes the RNA responsible for protein synthesis. If there is a specific protein
present, it is because its gene is being expressed and giving rise to RNA for that protein.
Researches have shown that for years the action of the calpain-calpastatin complex acts directly
on muscle proteolysis, actively acting in the transformation of muscle into meat and being
directly responsible for its quality.

Keywords: p-Calpain. Calpastatin. m-Calpain. Ovis Aries. RT-qPCR.

Resumo

O desenvolvimento de estratégias que agreguem valor a carne pode representar oportunidades
para a ovinocultura e sabe-se que a alimentacao influencia diversas caracteristicas da carne. O
conceito de carne de qualidade ¢ complexo e com muitas variaveis, sendo influenciada
principalmente pela genética e nutrigdo. Dessa forma a estratégia de associagcdo de genes com

caracteristicas de interesse econdmico ¢é bastante abordada na produg@o animal. No post mortem
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a degradacdo proteolitica modifica a arquitetura e integridade das proteinas estruturais e
consequentemente atuam na maciez da carne. Ha a teoria que as caspases sdo as principais
enzimas envolvidas no inicio € na execucdo da apoptose que ¢ um importante processo que
ocorre em organismos multicelulares, tanto durante o desenvolvimento quanto para a
manutengdo da homeostase do tecido. O gene da calpastatina (CAST) e o gene da calpaina
(CAPN), s@o genes potenciais para a qualidade da carne em fun¢do das atividades proteoliticas
que desempenham. Para estudar a expressdo desses genes, utiliza-se a técnica de RT-qPCR que
¢ amplamente utilizada para verificar a expressdo génica, uma vez que analisa o RNA
responsavel pela sintese de proteinas. Se ha uma proteina especifica presente, é porque o gene
da mesma esta sendo expresso ¢ originando RNA para tal proteina. Pesquisas t€m mostrado que
ha anos a agdo do complexo calpaina-calpastatina atua diretamente na protedlise muscular,
agindo ativamente na transformagdo do miisculo em carne e sendo diretamente responsavel pela

qualidade da mesma.

Palavras-chave: p-Calpaina. Calpastatina. m-Calpaina. Ovis aries. RT-qPCR.
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Introduction

The development of differentiation and value-adding strategies for sheep meat in order
to meet consumer demands may represent opportunities for the agro-industrial sheep farming
system (Deliza et al., 2019). It is known that food influences several characteristics of meat, in
which animals fed higher proportions of concentrate tend to have meat with higher fat content,
which in turn increases the sensation of juiciness and tenderness (Moreno et al., 2015).

The concept of quality meat is complex and has many variables, being mainly
influenced by genetics, and other factors such as sex, age, nutrition, pre and post slaughter
management. Among the meat quality characteristics, tenderness is the main one (Anderson et
al., 2012). The determination of meat quality comes if becoming more and more objective,
based on chemical and physical tests, and the diet directly influences the composition of the
meat (Gois et al, 2017).

Improving animal productivity requires a better understanding of the structure and
function of animal genomes and how they interact with non-genetic components of production
systems (nutrition, environment) so that management practices can be optimized to improve
performance, making the association of certain genes with meat quality an important fator
(Rexhoad et al, 2019). Recently, the calpain/calpastatin proteolytic systems have been
investigated at mRNA level (Rubio-Lozano et al., 2016). However, the mRNA expression of
genes does not always explain the differences in myofibrillar proteolysis in skeletal muscle of
Bos taurus and Bos indicus cattle (Giusti et al., 2013).

The qPCR protocol allows for direct quantitative analysis of relative RNA expression,
it is of utmost importance that the sample material is of high quality, that is, RNA not degraded
or fragmented, for the classical gene expression profile it well documented. Therefore, RNA
quality analysis is a valuable tool in the preparation of methods such as RT-qPCR and

microarray analysis (Becker et al., 2010).

Meat quality

Consumers are developing new habits related to meat products, conducive to growing
demand for sheep meat and its derivatives. For these consumers to have a good acceptance of
this product, it is necessary to produce animals that meet the needs of the market and that
present quality standards (Guerrero & Safiudo, 2019).

The physicochemical characteristics are those that directly affect the market, being
subjected to several factors of variation before mortem and post mortem, including the
combination of flavor, juiciness, texture, tenderness and appearance of the product (Gois ef al.,
2017).

Proximate composition is a chemical-bromatological analysis and defined as a

quantification of the chemical components of muscle such as proteins, water, ether extract and
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mineral matter (Pitombo et al., 2013). The average proximate composition of sheep meat is 75%
moisture, 19% protein, 4% fat and 1.1% mineral matter, being largely influenced by the feeding
and finishing of the animals (Lopes, Sales, Azevedo & Oliveira, 2012).

All the agents within the meat chain should be involved so that a quality, like the
water it’s the most important constituent of meat, this constant concentration from one muscle
to another will affect the quality of the meat, whether in juiciness, texture, flavor or color
(Guerrero, Valero, Campo & Safiudo, 2013).

According to Costa et. al. (2011) the final pH of meat around 5.5, close to the
isoelectric point of proteins and, with the absence of the attractive force existing between the
muscle fibers, provided by the difference in positive and negative charges, favors the distance
between the myofilaments that constitute the muscle tissue, increasing the length of the
sarcomeres and leading to the tenderness of the meat.

For sheep meat, the final pH is expected to be between 5.5 and 5.8, and a sharp drop in
temperature and pH accelerates the biochemical changes at post mortem and the action of
proteolytic enzymeson the sensory attributes of the meat (Costa et al., 2011). The pH values for
lamb and ewe lamb meat, when kept within the indicated range, demonstrate that slaughter was
carried out within the standards of animal welfare, allowing for the correct rigor-mortis
(Valadez-Garcia et al., 2021).

Lipidic oxidation affects color, texture, nutritional value, taste, and aroma leading to
rancidity, wish is responsible for off-flavors and unacceptable taste, which are important reasons
for consumer rejection and the diet has a determinant effect of sheep meat by influencing the
levels of mono and polyunsaturated fatty acids, and the TBARS values increase with the storage
period in the meat of the fed animals with concentrated feed compared to pasture sheep (Lima,
Rangel, Urbano, Mitzi & Moreno, 2013).

Pasture has natural antioxidants, and animals that have a diet exclusively on pasture
have more vitamin E in meat and the protective effect of tocopherol is exerted by retarding the
oxidation of the oxymyoglobin pigment and inhibiting the oxidation of polyunsaturated fatty
acids (PUFA) (Gonzalez-Calvo, Ripoll, Molino, Calvo & Joy, 2015).

After blood circulation is stopped, the muscle undergoes a series of biochemical
changes in processes known as rigor mortis and postmortem. The rigor mortis process can be
characterized as the transformation of muscle into meat. In the postmortem, proteolytic
degradation modifies the architecture and integrity of structural proteins and consequently

occurs the tenderness of the meat (Lana & Zolla, 2016).

p-calpain and m-calpain
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The system of calpains is composed of p-calpain and m-calpain, the effective calpain
involved in postmortem cytoskeletal protein degradation in mammals (Pomponio & Ertbjerg,
2012). This process has a great influence on the final tenderness of the meat.

Some researchers have indicated that p-calpain has important effects on the
postmortem degradation of poultry cytoskeletal proteins (Chang & Chou, 2012; Liao, Chang,
Yang & Chou, 2016), and other scholars have reported that p/m-calpain is crucial for
postmortem degradation of poultry cytoskeletal proteins (Huang et al., 2014).

The enzymatic system of CAPNs is formed by two calpains: p-calpain was more
sensitive to Ca2+ than that in livestock and its activation and autolysis have been reported and
play an important role in the main intracellular processes. With emphasis on cytoskeleton
restructuring, cell cycle regulation, apoptosis and muscle tissue formation (Chang et al., 2013).

Unlike most proteases, calpains do not destroy but cleave their substrates in limited
places to modulate their function. They are activated by micromolar and millimolar calcium
concentrations, respectively (Sorimachi, Hata & Ono, 2011; Ono, Saido & Sorimachi, 2016)

Calpains are neutral proteases that have optimal activity at neutral pH (7.0 to 7.5), at
temperatures between 10 and 25°C and are dependent on calcium. They also degrade
myofibrillar proteins (proteins present in muscle fibers) and act in the degradation of the Z line
(delimiter of the functional unit of myofibrils — sarcomere) (Koohmaraie, 1992).

Proteolysis is carried out by enzymes that make changes in the structure of muscle
tissue, such as the gradual reduction of the Z line, with the dissipation of the troponin T and the
deterioration of the proteins desmin, nebulin and titin (Koohmaraie, 1994). Changes in
myofibril structures cause a reduction in muscle stiffness. As a consequence, there is a gradual
increase in the tenderness of the meat (Gaya & Ferraz, 2006).

When ATP reserves in the muscle run out, after death, Ca++ can no longer be
transported into the sarcoplasmic reticulum, increasing its concentration intracellularly. There is
also an acidification of the cell. These two factors (increase in Ca++ and fall in pH) activate
calpains (Palma, 2017).

During the meat tenderization process, the weakening and disappearance of the Z disk
of calcium-treated (Ca2+) muscle sarcomeres were related, leading to the discovery of the
calpain system. It identified and isolated a protease activated by Ca2+, removing the Z discs and
promoting a loss of periodicity between the contractile filaments of the muscle, moreover, point
out the endogenous enzymatic activity with respect to actomyosin dissociation activated by heat
supply. Therefore, dissociation of individual protein types depends on different modes of
treatments (Wang et al., 2013).

In addition to the different need for calcium levels to be activated, calpains 1 and 2

need to be in an optimal pH range to carry out proteolysis. Some authors confirmed that p-
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calpains are activated with a pH between 6.8 and 5.7; while m-calpains are activated at an
average pH of 5.7 (Lonergan, Zhang & Lonergan, 2010).

There are evidences that at pH between 5.5 and 5.8 p-calpain is inactivated, thus it is
necessary to simultaneously evaluate the activities of calpains 1 and 2 to obtain specific results
for each of them (Kanawa, Ji & Takahashi, 2002).

In sheep of the Polish Merino breed, kept on pasture, the CAPN1 gene had highly
significant effects on the loss of natural drip, lightness and intramuscular fat content,
respectively. The results confirmed that the CAPN1 gene can be considered a candidate gene for
meat quality traits in sheep and can affect lamb quality parameters, as it is associated with

important production traits (Grochowska, Borysb, Grzeskowiak & Mroczkowski, 2017).

Calpastatin

The Calpastatin gene (CAST) plays a significant role in growth traits and carcass
characteristics. CAST works by inhibiting protease enzymes that degrade muscle protein, and
influences meat production, tenderness, and quality (Zareian-Jahromi et al., 2015). Calpastatin,
the well caracterized member of the calpain system, is a protein that specifically inhibits the
proteolytic activity of p-calpain and m-calpain but of no other proteases tested thus (Huang,
Hoffmann, Norton, Hashimoto & Hoffmann, 2011).

Low pH can cause inhibition of enzyme activity and excessive fiber shortening, which
makes meat harder, with less water retention capacity. This is because the helical sequences of
calpastatin prevent calpains from binding to membranes, negatively affecting softness in living
muscle, and the heightened action of calpastatin results in reduced degradation of muscle
proteins (Morgan, Wheeler, Koohmaraie, Savell & Crouse, 1993).

Calcium (Ca++) is required by calpastatin to bind and inhibit calpains (Otsuka & Goll,
1987). The binding between calpastatin and calpain is reversible and the calcium requirement
depends on the calpain molecule being bound. The amount of calcium needed for
calpastatin/calpain binding is significantly less than that needed to initiate the proteolytic
activity of all forms of cathepsins, taking this into account, nutrition is very important for the
action of calpastatin (Kapprell & Goll, 1989).

There was expression of the CAST gene in muscle samples from Santa Inés lambs
when compared with the meat from White Dorper x Santa Iné€s and Dorper x Santa Inés
crossbred lambs. The authors suggests that the expression of this gene in the Santa Inés breed
leads to greater production of the enzyme calpastatin and consequent inhibition of calpains,
resulting in less tender meat for this breed. In the same study, a higher SF was found in the meat
of animals of the Santa Inés breed, indicating that the meat of this breed was less tender

compared to the other genetic groups studied (Bagatoli et al., 2013).
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Actuation and activation of caspase-3

Postmortem proteolysis plays important role in muscle structure fragmentation
afecting tenderness and/or water-holding capacity. Proteolysis, however, can only explain
limited portion of quality variations in muscle (Kim et al., 2018; Carlson ef al., 2017). Chen et
al. (2011) and Huang, Hoffmann, Norton, Hashimoto and Hoffmann (2011) indicated that the
active caspase-3 was associated with degradation of myofibrillar proteins, then are the main
enzymes involved in the initiation and execution of apoptosis, which is an important process
that occurs in multicellular organisms, both during development and for the maintenance of
tissue homeostasis.

Many of the changes that occur in cells undergoing apoptosis are mediated by an
enzymatic cascade involving cysteine proteases, called caspases (CASP), they are endoproteases
that hydrolyze peptide bonds in a reaction that depends on catalytic cysteine residues in the
caspase active site and occurs only after certain aspartic acid residues in the substrate. Although
caspase-mediated processing can result in substrate inactivation, it may also generate active
signaling molecules that participate in ordered processes such as apoptosis. Accordingly,
caspases have been broadly classified by their known roles in apoptosis (Mcllwain, Berger &
Mak, 2013).

It has been suggested that there may be an interaction between the calpain and caspase
systems (Kemp, Bardsley & Parr, 2006). Cells express their genes responding to environemental
changes, in particular in response to specific extracellular signaling molecules. In turn, the cell
changes the microenvironment by synthesis and release of cytokines, soluble receptors,
enzymes, etc. The way a cell will respond to a stimulus depends very much on the context,
namely the repertoire and sequence of incoming signals. The multiple extracellular signals
converge within the cell and may have differential impact on gene expression. Since gene
expression is initiated at the level of transcription it is widely accepted that cellular fates are
derivative of gene transcription. Cell activation by cytokines, as well as expression of cytokines,
bases upon a molecular machinery including transcription as the major regulatory pathway.
Therefore the following paragraphs will show that communication between caspases and
cytokines occurs also at transcriptional level (Loppnow, Guzik & Pryjma, 2013).

In addition to cleaving the same substrates as calpains, there is also evidence that there
are interactions between the calpain system and the caspase system, acting together (Chua, Guo
& Li, 2000). It is important to note that calpastatin is a substrate of caspases, mainly caspases 3
and 7 (Nakagawa & Yuan, 2000). Thus, if caspases are active in the postmortem muscle, they
may influence meat quality in response to calpastatin proteolysis, resulting in a greater amount
of active calpains that can act during the proteolytic process (Wang et al., 1998).

Although CASP3 is not a calcium-dependent cysteine protease, the use of Ca2+ leads

to increased caspase 3 activity, but it is still necessary more studies to understand the true



19

relationship between the calpain proteolytic system - calpastatin and caspase3 (Chen et al.,
2011). In relation to 3/7 caspases, Fuente-Garcia et al. (2021) indicate its preferable use as an
indicator capable of detecting race and transport differences influencing the characteristics of
animal meat.

In this line, some authors found a higher expression of the caspase 3 large subunit in
DFD beef samples at 24 h post mortem times (Diaz-Luis et al., 2021). However, the tenderness
of the meat can be considered a complex system and an intrinsic network of proteins may be
related to tenderizing meat (Guillemin et al., 2011; Lana & Zolla, 2016; Picard & Gagaoua,
2017)

RT-qPCR - Endogenous genes

To be considered a normalizer, a gene must show unregulated and stable expression in
the type of sample analyzed, and normalizer genes meet these criterias (Romanowski,
Markiewicz, Bednarz & Bielawski, 2007).

In unpublished data by Guartieri et al. (2021), the most stable endogenous genes for
the analysis of CASP3, CAPN1, CAPN2 and CAST gene expression in sheep muscle fed with
three  different  nutritional plans was  the  combination of  endogenous
hydroxymethylbilanosynthase (HBMS) and p-2-microglobulin (B2M) as reaction normalizers.
There was also the possibility of using the HMBS gene and the TATA box binding protein
(TBT) gene alone as normalizers.

HMBS is a molecule involved in the metabolism of porphyrin (purple pigment of
natural origin). It becomes a metabolic intermediate in heme biosynthesis (Salway, 2017). One
of the best known hemeproteins of the heme group is hemoglobin, which is responsible for
carrying O2 in the blood and for the red color of the blood. Another example of hemeprotein is
myoglobin, which is a sarcoplasmic protein that makes up muscle fibers. Hemeproteins have
several functions such as: oxygen binding and transport, electron transfer, catalysis and
signaling (Lin & Wang, 2013).

An additional function of B2M is its association with the HFE protein, jointly
regulating the expression of hepcidin in the liver which targets the iron transporter ferroportin in
the basolateral membrane of enterocytes and macrophage cell membrane for degradation,
resulting in decreased uptake of iron from food and decreased iron release from recycled red
blood cells in the mononuclear phagocyte system, respectively. Loss of this function causes
excess iron and hemochromatosis (Hundall, 2011).

Some researchers have studied a total of 12 genes belonging to various functional
classes, which are often used as reference genes in RT-qPCR studies, including B2M (Garcia-

Crespo, Juste & Hurtado, 2005).
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The TATA box binding protein (TBP) is a transcription factor (TF) that specifically
binds to a DNA sequence called TATA box and can also be used as a normalizer for the genes
in question. TF are proteins that bind to the DNA of eukaryotic cells to allow a link between the
RNA polymerase enzyme and the DNA, thus allowing for transcription and future translation
(Dylacht, Hoey & Tijan, 1991). TBP and TF play crucial roles in the transcription of class II
genes (DYA, DYB and DI), specific ruminant genes, whose functions are unknown (Tizard,
2014).

The transcription of genes in eukaryotes requires the actions of an RNA polymerase to
bind to a sequence upstream of a gene to initiate transcription. However, unlike prokaryotic
cells, the eukaryotic RNA polymerase requires other proteins, or transcription factors, to
facilitate transcription initiation. Transcription factors are proteins that bind to the promoter
sequence and other regulatory sequences to control the transcription of the target gene. RNA
polymerase by itself cannot initiate transcription in eukaryotic cells. Transcription factors must
bind to the promoter region first and recruit RNA polymerase to the site for transcription to be

established (Rye et al., 2021).

Final considerations

Research has shown that for years the action of the calpain-calpastatin complex acts
directly on muscle proteolysis, actively acting in the transformation of muscle into meat and
being directly responsible for its quality. However, the expression of the genes responsible for
these enzymes still differs from the results found by several authors, for example some of them
associate the shear force considerably higher in the meat of animals that express the CAST
gene, while meats that do not express this gene are tender.

Likewise, there are authors who have not found a relationship between tenderness and
the expression of any gene responsible for muscle proteolysis. It is known that animal nutrition
interferes with the action of enzymes, but it is not certain that the same nutrition affects the gene
expression of CAPN1, CAPN2 or CAST, which may depend on the animal species, time of
study or breed.

Further research is suggested on the level of RNA abundance for the CAPN1, CAPN2
and CAST genes, especially in sheep.
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alterar a expressao génica

Isabella Guartieri Da Silva®; Ines Cristina Giometti®; Calie Castilho®; Gabriela Azenha
Milani Soriano?®; Aline De Oliveira Santos”; Leticia Jalloul Guimardes Souza®; Gabriella
Capitane Senab; Fabiola Cristine De Almeida Régo®; Marilice Zundt™*

a Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade do Oeste Paulista,
UNOESTE, Presidente Prudente, Sao Paulo, Brasil.

b Faculdade de Ciéncias Agrarias, Curso de Zootecnia, Universidade do Oeste Paulista,
UNOESTE, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil.

¢ Universidade Pitdgoras — UNOPAR, Arapongas, Paran, Brasil.

Resumo

Contexto: O conceito de carne de qualidade ¢ complexo e com muitas variaveis, sendo
influenciada principalmente pela genética e nutricdo. Dessa forma a estratégia de
associacdo de genes com caracteristicas de interesse econdmico ¢ bastante abordada na
producao animal. Esse estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo de
borregas terminadas em diferentes planos nutricionais, sobre a expressdo génica da
caspase-3, p-calpaina, m-calpaina e calpastatina e sua possivel associagdo com a forcga
de cisalhamento da carne. Foram utilizadas amostras do musculo Longissimus
lumborum de 24 borregas, distribuidas em 3 grupos: P (pasto, 70 a 80% da exigéncia
nutricional), PS (pasto e suplemento, 100 a 110% da exigéncia nutricional) e C
(confinamento, fornecido 140% da exigéncia). Foram realizadas analises centesimal,
pH, marmoreio, oxidagdo lipidica e forga de cisalhamento e também a RT-qPCR para a
analise de expressdo génica relativa dos seguintes genes: caspase 3 (CASP3),
calpastatina (CAST), p-calpaina (CAPN1) e m-calpaina (CAPN2).

Resultados: Houve diferenga estatistica para o extrato etéreo, for¢a de cisalhamento e
oxidacdo lipidica entre os tratamentos, em contrapartida, na analise centesimal, pH,
marmoreioe expressao dos genes nao houve diferenga estatistica.

Conclusdes: H4 aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois o
maior aporte energético na nutricdo aumenta esta variavel. Os animais mantidos
somente a pasto tém menor oxidagdo na carne que os outros tratamentos por conta da
maior ingestdo de vitamina E oriunda das pastagens. A forca de cisalhamento ¢
consideravelmente maior na carne dos animais mantidos somente a pasto, porém ainda ¢
considerada macia. A nutricdo das borregas nao interfere na expressao génica de
CASP3, CAPNI1, CAPN2 e CAST. Sugere-se mais pesquisas entre ragas distintas de
ovinos e tempos mais longos de experimento.

Palavras-chave: p-Calpaina. Calpastatina. Caspase-3. Ovis aries. RT-qPCR.
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Introducio

A composicao centesimal da carne sofre variagdes em funcdo do tipo de
musculo, da idade, da espécie animal, da nutricdo, da raga, da condi¢ao sexual, do
manejo pré-abate e pos-abate dos animais'. O pH final da carne em torno de 5,5,
proximo ao ponto isoelétrico das proteinas e com auséncia da forga de atragdo existente
entre as fibras musculares, favorece o distanciamento entre os miofilamentos que
constituem o tecido muscular, aumentando o comprimento dos sarcomeros e
conduzindo a maciez da carne *.

Outro fator de grande relevancia ¢ a oxidacdo lipidica dos acidos graxos
poliinsaturados, a concentragdo de malonaldeido, produto secundario desta oxidagao,
pode ser determinada através do T’bars, sendo a dieta fator determinante nessa
variavel’.

A caspase 3 (CASP3) ¢ responsavel pela clivagem proteolitica de varias
proteinas e evidéncias sugerem que as principais enzimas envolvidas neste processo sao
as calpainas (CAPNs) e seu inibidor, calpastatina (CAST) *. Além de clivarem os
mesmos substratos das CAPNs, ha também evidéncias que existam interacdes entre o
sistema CAPNs e o sistema de CASPs, atuando de forma conjunta’. E importante
salientar que a CAST ¢ um substrato das CASPs, principalmente as CASP 3 ¢ 7 °.

Dessa forma, se as CASPs estdo ativas no musculo post mortem, poderdo
influenciar na qualidade da carne em resposta a protedlise da CAST, resultando em
maior quantidade de CAPNs ativas que podem atuar durante o processo proteolitico’. A
CAST atua como inibidor endogeno das calpainas e, portanto, diminui a taxa e extensao
da protedlise no musculo esquelético. Fica localizado no quinto cromossomo de
ovelhas, codifica um inibidor especifico das CAPNs que desempenham papéis

. ~ , ~ . . 8
importantes na formag¢ao do musculo, degradagdo e maciez da carne pos abate”.
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Os objetivos especificos dessa pesquisa foram analisar através da qPCR a
expressao génica relativa dos genes alvos caspase-3, p-calpaina, m-calpaina,
calpastatina e sua possivel relacdo com a maciez da carne, que foi mensurada através da
forca de cisalhamento juntamente com as analises do teste do 4cido tiobarbittrico
(T’bars), pH e analise centesimal para um resultado mais completo.

A hipotese deste trabalho € que os diferentes planos nutricionais influenciem
na qualidade e na expressao dos genes CASP3, CAPN1, CAPN2 e CAST na carne das

borregas.

Material e métodos
Local de desenvolvimento

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
instituicao de origem, sob protocolo nimero 4610, realizado na Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE, Campus II, na cidade de Presidente Prudente-SP, latitude de 22°
07°21,06” norte e longitude 51° 23°17,71”, clima tropical, iniciado em Abril de 2018 e

finalizado em Janeiro de 2021.

Manejo nutricional

Foram utilizadas 24 borregas (7/8 Dorper), com peso médio inicial de 21,64 +
1,31 kg e idade inicial entre 6 e 7 meses provenientes do mesmo rebanho de matrizes e
nascidas de partos sincronizados apds IATF com sémen do mesmo reprodutor. Ao
inicio do experimento todas as fémeas foram pesadas e as fezes coletadas para
realizagdo de OPG, cujo exame foi repetido mensalmente até o final do experimento de
campo. As fémeas foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos sendo, Pasto (P),

onde as borregas receberam entre 70 a 80% da exigéncia nutricional; Pasto e
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suplemento (PS), grupo que as fémeas receberam de 100 a 110% da exigéncia
nutricional, ¢ o grupo Confinamento (C), em que as fémeas foram alimentadas em
cocho individual, sendo fornecido 140% da exigéncia nutricional’.

Foram feitas 3 analises bromatolédgicas do pasto, contemplando o inicio, meio e final do
experimento.  Foram avaliados matéria seca (MS), proteina bruta (PB), nutrientes
digestiveis totais (NDT), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente 4acido
(FDA), no terco inicial 26,22%, 7,53%, 53,24%, 75,81% e 45,78%, no ter¢o médio
45,12%, 7,55%, 48,58%, 79,33% e 51,76% e no ter¢o final do experimento 25,11%,
10,39%, 49,51%, 80,45% e 30,92% respectivamente. As analises foram realizadas
conforme metodologia proposta por Silva e Queiroz '°, valores de nutrientes digestiveis
totais (NDT), segundo Capelle ''. Os teores de fibra em detergente acido (FDA) de
acordo com metodologia obtida pelo método de Van Soest '%.

Desta forma o nivel de exigéncia nutricional dos grupos experimentais, foi
elaborado de acordo com a realidade do ovinocultor brasileiro, bem como o
estabelecimento dos diferentes sistemas nutricionais adotados.

Os animais do grupo P (n=7) foram mantidos exclusivamente a pasto
(Panicum maximum cv. Tanzania), com acesso a dgua e sal mineral ad libitum. O grupo
PS (n=8) também permaneceu a pasto (Panicum maximum cv. Tanzéania), porém
recebendo 1,5% do peso vivo de racdo comercial® (FORT OVINOS 16, FORTSAL®)
para ovinos, contendo 16% de proteina bruta e 72% de NDT.

As borregas do P e PS foram mantidas a pasto em modulo de rotacionado,
totalizando 4rea 0,8 hectares, subdivididos em 4 piquetes de aproximadamente 200 m?,
onde permaneceram por 9 dias em cada piquete com periodo de descanso do capim de

27 dias'.
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As borregas do C (n=9) ficaram confinadas durante todo o periodo
experimental, recebendo dieta total, na propor¢ao volumoso/concentrado de 20:80, em
cocho individual, com acesso a agua e sal mineral (quelatado) ad libitum. O volumoso
utilizado foi feno de Tifton e o concentrado a ra¢ao comercial citada acima, contendo
16% de PB e 72% de NDT, visando ganho de peso diario de 200g/dia’.

Inicialmente as borregas receberam 1,5% do peso vivo da dieta total (feno +
racdo), sendo esta porcentagem aumentada até atingir em média de 4,5 a 5% do peso
vivo, conforme leitura de cocho'*'"”. As borregas dos grupos PS e C foram alimentadas,
duas vezes ao dia, as oito horas da manha e 4 horas da tarde, durante o experimento e

foram pesadas a cada quinze dias para ajuste da dieta em funcao do peso vivo.

Metodologia de abate

Ao atingirem o peso médio de 37,26+3,25 kg/PV, as borregas permaneceram
18 horas em jejum alimentar com dieta hidrica. O abate ocorreu em frigorifico
comercial. A tabela 1 mostra a ordem de abate das borregas de acordo com a sequencia
em que foram atingindo o peso pré-estipulado.
Tabela 1. Ordem, data, quantidade e grupo pertencente das borregas abatidas e peso

médio por abate dos grupos.

Ordem Dias de PS (pasto + C Peso médio
dos P (pasto) por abate
abates abates suplemento) (confinamento)
1° abate 27/09/2018 01 01 04 42,18+2,01
2° abate 11/10/2018 - 02 04 38,81+2,5
3° abate 29/10/2018 01 03 01 35,4+1,0
4° abate 06/12/2018 03 01 - 34,02+1,4
5° abate 10/12/2018 02 01 - 35,9+0,5

Todas as borregas foram sincronizadas e os abates ocorreram durante a

primavera brasileira.
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Imediatamente apos o abate, foram colhidas amostras do musculo Longissimus
lumborum para que ocorresse a devida preservacao do Rna.

As carcacas foram resfriadas por 24 horas em camara frigorifica com
temperatura de 0 — 1 °C. O musculo Longissimus lumborum, entre a 12% ¢ a 13% vértebra
toracica foi removido e separado em pequenas porgdes e congelados para analise
posterior.'®
Analises fisico-quimicas da carne

Foram realizadas anélises centesimais do musculo (umidade, proteina bruta,
extrato etéreo e matéria mineral)'’.

Ja o pH da carne foi determinado por um peagametro portatil com eletrodo de
penetracdo (Hanna Instruments, Brasil), a 1 cm de profundidade no musculo da fatia'®.
O indice de oxidagdo lipidica foi feito pelo teste do T’bars, com a leitura em
espectrofotdmetro a 538 nm'’. A taxa de marmoreio foi avaliada subjetivamente
utilizando padrdes fotograficos, onde foram classificadas com notas de 1 a 10 (1 =
tracos de marmoreio e 10 = marmoreio abundante)™.

O preparo das amostras para a avaliacdo da forca de cisalhamento foi realizado
em forno elétrico pré-aquecido a 180 °C. Os bifes foram assados até atingirem 71 °C
internamente'’. Para a obtencdo das amostras foi utilizado um amostrador cilindrico.

Foram utilizadas trés amostras por animal e de cada amostra foram retiradas
duas sub-amostras de aproximadamente 1,25 cm de espessura e cada sub-amostra foi
cisalhada uma tinica vez, totalizando seis leituras por animal®'. A forga de cisalhamento
foi objetivamente medida por meio da utilizagdo de um texturdmetro CT3 texture
Analyser Brookfield® (Brookfield engineering, Middleboro, MA) com lamina Warner-

Bratzler de 3mm de espessura®.
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Expressao génica

Durante o abate foram colhidas amostras do musculo Longissimus lumborum
para a extracdo de RNA para a andlise da expressao génica. As amostras de musculo
foram colhidas e depositadas em nitrogénio liquido (-196°C) e armazenados em freezer
-80°C at¢ a realizagdo da RT-qPCR. Esses fragmentos (~40 mg) foram triturados em
homogeneizador de tecidos e submetidos ao protocolo de extragio do TRIzol® (Thermo
Fisher Scientific®) de extragdo total.

A concentragao do RNA total recuperado e a razdo 260/280 foram mensuradas
por NanoDrop® Thermo Fisher Scientfic, Brasil. Todas as amostras de RNA total
foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao RT-qPCR, conforme as
instrucdes do protocolo DNAse I — Amplification Grade (Invitrogen®).

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o protocolo da High Capacity
(Applied Biosystems'™, Termo Fisher Scientific, Brasil), seguindo protocolo do
fabricante. A qPCR foi realizada para a analise quantitativa da expressdo génica
relativa. Os ensaios com os “primers” e as sondas para os genes-alvo que sao
correlacionados com qualidade da carne foram: CASP3 (0a0481763 ml), CAPNI1
(0204658113 g1), CAPN2 (0a04659692 ml) e CAST (0a0456608 ml). Como
controle interno das reacdes de qPCR em tempo real foram utilizados 3 genes
endogenos: B2M  (0a04818291 ml), HMBS (0a04838105 gl) e TBP
(0204666642 ml).

Para a normalizagdo dos dados se utilizou a combinacdo de HMBS e B2M, que
se mostrou mais estavel pelo programa NormFinder software® (MOMA, Dinamarca),
com a finalidade de normalizar os resultados obtidos para o gene-alvo. Os “primers”
para os genes endogenos e alvos e suas respectivas sondas foram obtidos a partir de

ensaios TagMan® (AppliedBiosystems”, Foster, USA), ja padronizados.
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Analises estatisticas

O experimento inicial foi composto de 3 tratamentos, inteiramente casualizado,
com 8 repeti¢des. Para o peso inicial, ganho médio didrio, peso de abate, andlise
centesimal (umidade, PB, MM e EE), pH, marmoreio, for¢a de cisalhamento e oxidagao
lipidica, a homogeneidade das variancias foi testada pelo teste de Bartlett (p > 0,05) e a
normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e quando significativos submetidos ao teste de Tukey,
a nivel de 5%. Todas as avaliacdes estatisticas foram executadas com auxilio do
Software Rstudio.

As qPCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressao foi
determinada pela quantificagdo em relacdo ao gene enddgeno. Para quantificagdo
relativa das amplificacdes foi empregado o método de Pfaffl*®. Os dados de expressio
génica foram analisados quanto ao suposto de normalidade Shapiro-Wilk e entdo foram
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA). Diferencas significativas foram
consideradas com p < 0,05.

Resultados

O GMD foi maior no grupo C (p < 0,05) e menor nos animais do grupo PS e
grupo P sucessivamente. O menor ganho de peso dos grupos PS e P se deu em
consequéncia desses grupos terem grande infestagdo parasitaria durante o experimento e
o grupo C ter 140% das suas exigéncias nutricionais atendidas.

Consequentemente, houve diferenga no ganho de peso total (p < 0,05) com o
aumento do concentrado, de acordo com os planos nutricionais (Tabela 2).

Os valores encontrados na analise centesimal da carne de borregas criadas em

diferentes planos alimentares, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
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tratamentos para a maioria das variaveis com excecao EE, que apresentou um aumento
linear ao ser adicionado concentrado na dieta dos animais (Tabela 2).

Tabela 2. Peso vivo inicial, ganho de médio diario, valores médios (%) para umidade,
PB, MM ¢ EE da carne de borregas, em trés grupos com diferentes sistemas de

alimentacao.

Variaveis (%) P TRAT‘?)ZIENTOSC Média Erro padriao Valor de P

PVI 22,24 22,56 20,14 21,64 1,264 0.4611
GMD 0,0539¢ 0,178b  0,222a 0,151 0,0083 2.1231
Umidade 71,76 71,57 68,93 70,91 0,71 0,2328
PB 23,74 23,20 23,52 23,50 0,58 0,9345
MM 1,25 1,03 1,18 1,16 0,04 0,1309
EE 1,77a 3,56b 5,10c 3,29 0,39 <0,001

P = pasto / PS = pasto e suplemento / C = confinamento / PVI = peso vivo inicial / GMD =
ganho médio diario / PB = proteina bruta / MM = matéria mineral / EE = extrato etéreo.

Na avaliacdo qualitativa ndo houve diferenca significativa para as variaveis pH
e marmoreio (p > 0,05) (Tabela 3).
Tabela 3. Avaliacdo de pH e marmoreio da carne de borregas, em trés grupos com

diferentes sistemas de alimentagao.

Variaveis PTRATA(I;/éENTOSC Média  Erro Padrio Valor de P

pH 5,62 5,47 5,54 5,54 0,03 > 0,05
Marmoreio 1 1 1 1 0 > 0,05

Marmoreio — 1 (tragos de marmoreio) a 10 (marmoreio abundante)
P = pasto / PS = pasto e suplemento / C = confinamento

O pH manteve-se dentro do padrio esperado para a carne de ovinos sendo que
ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, obtendo valor médio de 5,54.

O marmoreio ndo apresentou diferenca entre os tratamentos (p > 0,05), estando
todos com tracos de marmoreio.

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos para a variavel oxidacdo
lipidica onde o grupo P diferiu dos demais tratamentos tendo média de 1,1998 mg TMP/

kg de carne (Figura 1).
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Figura 1. Oxidagao lipidica na carne de borregas alimentadas com diferentes sistemas
nutricionais: P (pasto, no qual as borregas receberam entre 70 a 80% da exigéncia
nutricional’, n=7); PS (pasto e suplementacdo, no qual as fémeas receberam de 100 a
110% da exigéncia nutricional’, n=8); ¢ C (confinamento, em que as borregas foram
alimentadas em cocho individual, fornecido 140% da exigéncia nutricional’, n=9).

Para a forca de cisalhamento houve diferenca significativa entre os trés
tratamentos, sendo que o grupo C apresentou valor de 27,06 N, seguido do grupo o PS

(31,28 N) mostraram menor N do que o tratamento P (50,40 N) (Figura 2).

p < 0,0001

[+
o
J

B
o

=]

50,40 31,28 27,06
P PS C
Grupos experimentais

Forga de cisalhamento (N)

Figura 2. Forca de cisalhamento na carne de borregas alimentadas com diferentes
sistemas nutricionais: P (pasto, no qual as borregas receberam entre 70 a 80% da

exigéncia nutricional’, n=7); PS (pasto e suplementacdo, no qual as fémeas receberam
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de 100 a 110% da exigéncia nutricional’, n=8); e C (confinamento, em que as borregas
foram alimentadas em cocho individual, fornecido 140% da exigéncia nutricionalg,
n=9).

Com os resultados devidamente corrigidos para eficiéncia, ndo houve diferenca
estatistica para nenhum dos genes avaliados na analise de expressdo génica relativa

(P>0,05) (Figura 3 — A, B, Ce D).
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Figura 3. Expressdo génica relativa dos genes CASP3 (A), CAPNI1 (B), CAPN2 (C) e
CAST (D) avaliada no musculo Longissimus lumborum de borregas, utilizando a média
dos endégenos HMBS e B2M como normalizadores da reacdo, em trés grupos

terminados com diferentes sistemas de alimentagdo: P (pasto, no qual as borregas
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receberam entre 70 a 80% da exigéncia nutricional’); PS (pasto e suplementagio, no
qual as fémeas receberam de 100 a 110% da exigéncia nutricional’); e C (confinamento,
em que as borregas foram alimentadas em cocho individual, sendo fornecido 140% da

exigéncia nutricional®).

Discussio

E importante destacar que criar animais exclusivamente com alimentagio
oriunda de pastejo ndo ¢ suficiente para o atendimento das demandas de producao,
principalmente de animais geneticamente mais produtivos, havendo necessidade de
buscar alternativas que contornem o problema, tais como suplementacio dos animais *.

As ovelhas terminadas em confinamento atingiram em menor tempo a
condicdo de abate, devido ao aporte nutricional que esse sistema proporciona e
provavelmente também est4 relacionado aos ganhos médios diarios *°.

Em um estudo sobre o crescimento e a taxa de infestacao parasitologica na
terminacdo de cordeiros com e sem suplementagdo na fase de cria, confinados ou
semiconfinados em Brachiaria brizantha, mostrou que como esperado, os animais
confinados permaneceram com niveis de OPG baixos até o final, e os semiconfinados
mostraram aumento na infec¢ao, mas sem necessidade de tratamentos anti-helminticos e
sem prejuizos no seu desempenho .

O que ndo aconteceu neste experimento, que, mesmo o pastejo sendo
rotacionado, a baixa qualidade das pastagens, fez com que a contaminacdo helmintica
provocasse maior sensibilidade aos animais, o que aliado ao aporte nutricional baixo,
provocou menores ganhos, chegando a levar uma borrega a 6bito durante ao final do

experimento.
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Ovinos alimentados com dietas mais energéticas tem aumento nos valores de
extrato etéreo na carne, pois cordeiros alimentados com diferentes volumosos obtiveram
aumento linear no extrato etéreo da carne de acordo se elevava a gordura do volumoso
utilizado na dieta’’. Comparando animais confinados e a pasto observaram maiores
valores de lipidios na carne dos animais confinados, corroborando com o presente
estudo”®.

A composicao centesimal média da carne ovina ¢ de 75% de umidade, 19% de
proteina, 4% de gordura e 1,1% de matéria mineral, sendo influenciada em grande parte
pela alimentacgdo e terminagao dos animais® .

Para a carne ovina espera-se pH final entre 5,5 e 5,8, sendo esta medida
importante para a qualidade da carne, principalmente a maciez, pois esta relacionado
com a transformac¢do do musculo em carne, pela degradagdo enzimatica que ocorre na
estrutura miofibrilar do musculo®. Os valores de pH encontrados corroboram com
dados recentes para a carne de cordeiras e borregas e demonstra que o abate foi
realizado dentro das normas de bem-estar animal, permitindo o correto rigor-mortis”".

O resultado para o marmoreio pode estar relacionado com a idade de abate,
pois o tecido adiposo, responsavel pelo marmoreio, ¢ o ultimo dos tecidos a ser
depositado™. Sabe-se também que a gordura se deposita primeiro ao redor do rim e
intestinos, depois subcutaneamente e, finalmente, como gordura inter e intramuscular,
portanto, ¢ dificil produzir carcagas contendo grande quantidade de gordura
intramuscular e pequenas quantidades de outras gorduras. Deve ser lembrado que o grau
de marmoreio estd fortemente correlacionado com o conteudo geral de gordura na
carcaca™.

As médias de oxidacao lipidica observadas na carne dos animais do tratamento

P (1,19mg de malonaldeido kg-1) apresentaram medias dentro do desejado, pois valores
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abaixo de 1,59mg de malonaldeido kg-1 sdo considerados aceitaveis e sem prejuizos ao
consumidor’®. J4 os tratamentos PS e C apresentaram médias acima do desejado isso
pode estar relacionado com a dieta dos animais.

O pasto possui antioxidantes naturais, sendo que animais que tem dieta
exclusiva em pastagem apresentam mais vitamina E na carne®. Em carne de bovinos
em sistema a pasto, pasto com suplementacdo e confinamento, outros autores também
encontraram menores valores de oxidacao lipidica para aos animais terminados a pasto
(a pasto 0,09 mg TMP/ kg e confinados 0,28 mg TMP/ kg), pois animais que tem dieta
exclusiva em pastagem apresentam mais vitamina E na carne’®?’,

A diferenca significativa na FC pode ser explicada fisiologicamente pelo fato
dos animais a pasto se movimentarem mais em busca do alimento, consequentemente se
exercitando mais, produzem mais coldgeno. E o aumento do colageno e de sua
resisténcia ¢ responsavel pelo aumento da dureza da carne®®. Mesmo com valores mais
altos a carne do tratamento P é considerada macia®, enquanto as carnes dos tratamentos
PS e C sdo consideradas muito macias. Valores proximos foram encontrados na
literatura para cordeiras e borregas variando de 34,9N a 57,8N ',

Mesmo que a FC na carne do grupo PS nao tenha sido menor que o grupo C,
sua carne ¢ considerada muito macia, pleiteando a criacdo a pasto com suplemento a
melhor alternativa, como em pesquisa utilizando pasto com suplemento e confinamento
em cordeiros que obtiveram diferenga no ganho de peso e resultados semelhantes nas
caracteristicas de carcaga, por exemplo a textura, respectivamente, foi 3,0 e 3,73 (pela
granulometria das fibras musculares, onde 1 — muito grosseira e 5 — muito fina) *'.

Embora a CASP3 ndo seja uma cisteina-protease dependente de célcio, o uso

de Cat++ leva a maior atividade da caspase 3, mas ainda é necessario para entender a
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verdadeira relacdo entre o sistema proteolitico calpaina - calpastatina e caspase 3, € no
presente estudo ndo foi utilizado nenhum tipo de suplemento mineral especial®*.

Porém ¢ responsavel pela fase de execug¢do da apoptose celular, as principais
enzimas ativadas neste processo sdo as calpainas, o que justifica a pesquisa dessa
variavel®. Na avaliacdo da maciez da carne de vacas descarte, ndo houve associagio da
forca de cisalhamento com a atividade da caspase 3 e apesar de estar relacionada ao
fenotipo, ndo estd envolvida no processo de amaciamento postmortem™.

Em bovinos de corte, houve diferenga estatistica em relagcdo a expressao génica
relativa das calpainas entre ragas distintas que sdo alimentadas com duas fontes
nutricionais, sendo elas Nelores e Angus que tem maior abundancia de RNA do que o
Nelore. Também nao foram relatadas diferencas na expressdo desse gene na mesma
raga®.

Na comparacao de racas distintas, 54% das variacdes na maciez da carne se
deve as variacOes ambientais, enquanto os outros 46% estdo associados a genética.
Dependendo da raca bovina, ha mais genes que se relacionam com as calpainas,
potencializando sua acdo, o que ¢ uma sugestdo de que ocorra em outras espécies de
animais de producdo, principalmente nos ruminantes’.

Em outra pesquisa utilizando cabras de diferentes idades, houve a expressao do
gene CAPN2 na carne de cabras pds-puberes quando comparadas com a carne de cabras
mais jovens. J4 o gene CAPNI, a expressio foi semelhante entre os grupos
experimentais de cabras recém-desmamadas e cabras pds-puberes. Os autores sugerem
que animais jovens tém uma menor taxa de protedlise, de acordo com sua maior taxa de
crescimento™.

Em bovinos Braford terminados com diferentes planos nutricionais, pasto e

pasto com silagem de milho a 1% PV/dia, houve diferenga significativa para a
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abundancia de RNA do gene CAPN1 em diferentes musculos analisados de acordo com
a alimentagdo fornecida aos animais, havendo expressdao no Longissimus dorsi dos
animais suplementados. Nio houve diferenca para o gene CAPN2 no mesmo estudo”’.

Cordeiras com 5 meses de idade, alimentadas por dois dias a pasto e
posteriormente divididas em 4 protocolos de jejum antes do abate, controle (zero dias),
1, 3 e 7 dias, observou-se correlacdo significativa entre a maciez de diferentes musculos
e abundancia de RNA apenas no musculo Longissimos dorsi, que também apresentou
atividade significativa de p-calpaina e de m-calpaina nas miofibrilas. A suposi¢ao geral
foi que aumentou a agdo da calpaina e diminuiu da calpastatina, resultando em uma
maior maciez na carne dos animais dos grupos de jejum de 1 ¢ 3 dias™.

Com a expressao das calpainas em todas as amostras, pode-se afirmar que a
criacdo PS ¢ a mais indicada ao produtor, de acordo com um estudo onde os cordeiros
terminados em pasto com suplemento, ndo gerou prejuizo, o que indica necessidade de
elevada eficiéncia no uso dos recursos na criagao de ovinos. O sistema de confinamento
para terminagdo dos cordeiros apresentou alto custo de producdo, por isso, €
economicamente inviavel®.

A maior proporcao de genes zebuinos em novilhos afetou significativamente a
atividade de calpastatina no 1° dia post mortem no musculo Longissimus dorsi, sendo
superior (p < 0,05) a de bovinos europeus. Nao se detectou diferenca na atividade de
calpastatina entre trés grupos genéticos apds 10 dias de maturagdo, mas pode-se notar
uma tendéncia de aumento com a maior participagdo do genétipo Bos indicus *°.

Houve maior expressdo do gene CAST nas amostras de musculo de cordeiros
Santa Inés quando comparados com a carne de cordeiros mestigos White Dorper x Santa

Inés e Dorper x Santa Inés. Os autores sugerem que a expressao desse gene na raca

Santa Inés leva a uma maior produgdo da enzima calpastatina e consequente inibi¢do da
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calpaina, resultando em uma carne menos macia para esta raca. No mesmo estudo, foi
encontrado FC maior na carne dos animais da raca Santa Inés indicando que a carne
desta raca era menos macia em relagdo aos demais grupos genéticos estudados .
Também nao foi encontrado efeito da expressao sobre a FC, tanto em bovinos
Angus quanto em ovinos Dorset Down, em que ndo houve diferenga estatistica na
expressao do gene CAST, porém houve diferenga da atuagdo da enzima calpastatina em
fases distintas da maturagdo da carne, que sao ocorréncias diferentes, justificando o

resultado comparativo desta variavel com a FC *%.

Conclusoes

Os animais confinados tém maior ganho peso médio diario € menor tempo de
abate, quando comparados com animais criados exclusivamente a pasto e pasto com
suplemento.

Hé aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois o maior
aporte energético na nutricdo aumenta esta variavel.

Os animais mantidos somente a pasto t€ém menor oxidagao lipidica na carne
que os outros tratamentos por conta da maior ingestdo da vitamina E proveniente das
pastagens.

A forca de cisalhamento ¢ consideravelmente maior na carne dos animais
mantidos somente a pasto, porém ainda ¢ considerada macia.

A nutricdo das borregas ndo interfere na expressao génica de CASP3, CAPNI,
CAPN2 e CAST.

Sugere-se mais pesquisas entre ragas distintas de ovinos e tempos mais longos

de experimento.
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Todos os artigos, apas serem aceitos para publicacdo, devem ser acompanhades de um certificade comprovativo de traducdo ou correcio
(comeo arguivo suplementar) de um dos seguintes servicos de traducdo:

American Journal Experts

https://www.researchsquare.com/researchers/editing_

Editage
Elsevier
http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

http://www.stta.com.br/
https://www.traduzoo.com/

0 autor principal deve anexar ¢ documento que comprova esta traducio ou correcdo no sistema eletrénico na pagina de submissio em ™
Docs. Sup . "

COMENTARIOS:

1) Os manuscrites originais submetidos para revisdo =80 inicizlmente avaliados pelo Comité Editonal da Semins: Ciénciss Agrérias . Messa
avaliagdo, serdo avaliados os requisitos de qualidade para publicacdo na revista, como escopo do artigo, adequacdo aos padries da revista,
qualidade da redacdo e embasamento tedrico. Adicionalmente, considera-se também atualizacdo da revisdo bibliografica, consisténcia e
acurdcia da metodologia, contribuicdo dos resultados, discussdo dos dados observados no estudo, representacdo em tabela e figura,
originalidade e consisténcia das conclusdes.

Cazo o ndmero de manuscritos submetidos ultrapasse a capacidade de avaliagio e publicacdo da Semina: Ciéncias Agrarias |, serd feita uma
comparacdo entre as submissdes e os trabalhos considerados de maior potencial de contribuicdo para © conhecimente cientifico serdo
encaminhados para assessores ad hoc. Os manuscritos que ndo forem aprovados por esses criténos sdo arguivados, enquanto os demais
manuscritos sdo submetidos & avaliacdo de pelo menos dois assessores cientificos especialistas na drea tematica do manuscrito, sem
identificacio dos autores. A taxa de inscricdo ndo serd devolvida aos autores que tenham seus manuscritos arquivados.

2) Quando apropriade, se o projeto de pesquisa que originou ¢ artigo foi realizade de acordo com as normas técnicas de biosseguranca e tica
sob aprovacdo de um comité de ética envolvendo seres humanos e / ou um comité de ética envolvends animais, o nome da comissio,
MAMNUSCRITOS NACQ SERAQ ACEITOS QUANDO:

a) O arquivo principal do artigo em anexo contém os nomes dos autores e suas respectivas afiliacdes.

b) O registro completo de todos os autores ndo foi adicionado aos metadados durante a submissio; por exemplo Nome
completo; Instituicdo / Afiliacdo; Pais; Resumo da biografia / titulo / funcdo.

¢) Texto explicativo da relevdncia do trabalho (importdncia e distincdo de trabalhos ja publicados), com extensdo maxima de 10
linhas, néo esta incluide no campo COMENTARIOS AO EDITOR.

d) A submissdo ndo é acompanhada de documento que comprove o pagamento da taxa de submissdo em arquivo complementar
no " Docs. Sup . " secdo.

e) O artigo principal ndo vem acompanhado de arquivos suplementares, incluindo graficos, figuras, fotos e outros documentos,
NA VERSAD ORIGINAL (formatos JPEG, TIFF ou EXCEL).

f) Ndo constam do manuscrito original as seguintes informacées: titulo, resumo, palavras-chave em portugués e inglés, tabelas
e figuras.

g) A indicacdo de trés possiveis revisores médicos para o manuscrito com NOME, INSTIT"LII{:iO e E-MAIL deve constar no
campo COMENTARIOS PARA O EDITOR.

RESTRICOES POR AREA DE ASSUNTO:

PARA O CAMPO DA AGRONOMIA, NAO SERAQ ACEITOS MANUSCRITOS , CASO:

a) Os experimentos realizados com cultura in vitro limitam-se ao aprimoramento de protocolos 13 padronizados ou ndo fornecem novas
informacdes sobre a area tematica;

b) Os experimentos de campo ndo incluem dados correspondentes a pelo menos dois anos ou locais diverses dentro do mesmo ang;
c) Os experimentos referem-se apenas a testes de eficacia de produtos comerciais frente & agentes bidticos & abidticos de estresse fisiolégico;

d) Os experimentos envolvem apenas bioensaios (triagem) sobre a eficdcia de métodos de controle de insetos, dcaros ou doencas em plantas,
a menos que contenham uma centribuicde impaortante sobre os mecanismos de acdo sob a perspectiva de uma fronteira do conhecimente; ou

e) O objetivo imita-se a registrar a ocorréncia de uma espécie de praga ou patdgeno ou associagies com hospedeiros em novos locais dentro
de regides geograficas onde a espécie jd seja conhecida. A documentagdo de espécies ou associacdes j& conhecidas 50 serd considerada se
forem descritas em novas dreas ecoldgicas. Os registros de distribuicdo devem ser baseados em ecossistemas e ndo em fronteiras politicas.
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PARA A CIENCIA ANIMAL, 0S MANUSCRITOS NAO SERAQ ACEITOS NOS SEGUINTES CASOS:

Referéncias bibliograficas muito antigas . 70% das referéncias devem ser dos dltimos dez anos, Referéncias mais antigas (menos de
30%) serdo aceitas somente na secdo Material e Métodos. N&o incluir como referéncia bibliografica resumos simples ou expandidos e estudos
apresentados em anais de eventos como referéncia. Teses, dissertagdes e monografias realizadas nos dltimos trés anos serdo aceitas somente
se ndo tiverem sido publicadas come artigos cientificos em periddico.

Manuscritos que ndo realizaram anélises estatisticas adequadas,
Contém mais de dez autores.
Manuscritos baseados em dados derivados do periodo completo de producdo em experimentos avicolas (frangos e poedeiras).

Manuscritos baseados em |levantamentos locais (municipal, regional, matadouro especifico, fazenda, etc.) contendo dados de mangjo,
alimentacdo, saude, entre outros, de baixo impacto cientifico,

Categorias de Trabalho
a) Artigos cientificos: maximo de 20 paginas, incluinde figuras, tabelas e referéncias bibliogréficas

b) Comunicacdes cientificas: maximo de 12 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas 2 16 citagdes & maximo de duas tabelas, duas
figuras, ou a combinagdo de uma tabela e uma figura

c) Artigos de revisdo: maximeo de 25 paginas, incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas
Apresentacdo do Trabalho

Artigos originais completos, comunicacdes e resenhas devem ser redigidos em portugués ou inglés no Microsoft Word for Windows, em papel
tamanho &4, com linhas numeradas por pagina, espacamento 1,5 entre linhas, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, margens de 2
cm em todas as faces, com as paginas numeradas no canto superior direito e sequindo as orientacdes para o nimero maximo de paginas de
acordo com a categoria do trabalho.

Az figuras (desenhos, gréficos e fotografias) e tabelas devem ser numeradas com algarismos arabicos, devem ser incluidas ao final do
trabalho imediatamente apds as referéncias bibliogréficas, & devem ser citadas no prdprio texto. Além disso, as figuras devem ser de boa
qualidade e devem ser anexadas em seu formato original (JPEG, TIFF, etc.) no Docs Sup na pagina de submissdo. Néo serdo aceitas figuras e
tabelas que ndo atendam &s seguintes especificacdes: largura de 8 cm ou 16 cm com altura maxima de 22 cm. Se a figura tiver dimensdes
maiores, ela serd reduzida durante o processo editorial as dimensdes acima mencionadas.

Nota : Figuras (Ex. Figura 1. Titule) e tabelas ( Tabela 1. Titulo) devem ter largura de 8 cm ou 16 cm com altura maxima de 22 cm. Aqueles
com dimensdes maiores serdo reduzidos durante o processo editorial s dimensdes acima mencionadas. Para quaisquer tabelas e figuras gue
nao sejam da obra onginal do autor, € obrigatdna a citacdo da fonte consultada. Cologue esta citacdo abaixo da tabela ou figura e indigue
usando uma fonte menor (Times New Roman 10).

Ex: " Fonte™: IBGE (2017), ou Fonte : IBGE (2017).
Preparacdo do manuscrito
Artigo cientifico:

0Os artigos cientificos devem relatar resultados de pesquisas originais nas dreas afins, com as segdes organizadas da seguinte forma: Titulo em
inglés; Titulo em portugués; Trés a cinco destagues; Resumo em inglés com palavras-chave (mé&ximo de seis palavras, em ordem alfabética);
Resumo em portugués com palavras-chave (maximo de seis palavras, em ordem alfabética); Introducdo; Matenais e métodos; Resultados e
discussdo; Conclustes; Reconheomentos; Fornecedores, se aplicavel; e referéncias bibliograficas. Os titulos devem estar em negrito sem
numeracao. Se houver necessidade de incluir um subtitulo em uma secdo, ele deve ser colocado em itélico e, se houver outros subtdpicos a
serem incluidos em um subtitulo, estes devem ser numerados com algarismos arabicos, (Exemplo: Materiais e Métodos , As sreas de estudo
, 1. drea rural , 2. Urban uma rea . )

0 trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outro local com o mesmo conteddo, exceto na forma de Resumo em Eventos Cientificos,
Motas Introdutdrias ou Formato Reduzido,

0 trabalho deve ser apresentado na seguinte ordem:
1. Titulo do trabalho , acompanhado de sua tradugdo para o portugués, se for o caso.

2. Trés ou cinco destaques, consiste em pontos orientados para resultados que fornecem aos leitores uma visdo geral das principais
descobertas de seu artigo. Cada destague deve ter 85 caracteres ou menos,

3. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informative com no minimo 200 palavras e no maximeo 400 palavras, no mesmo
idioma do texto do artigo, acompanhado de uma tradugdo para o inglés { Resumo e Palavras-chave ) do texto ndo foi escrito em inglés,

4, Introducdo: & introducdo deve ser concisa e conter apenas a revisdo estritamente necessaria para apresentar o tema e subsidiar a
metodologia e a discussdo.,

5. Materiais e Métodos: Esta secdo pode ser apresentada de forma continua, descritiva ou com subtitulos para permitir ao leitor
compreender e poder repetir @ metodologia citada com ou sem o apoio de citagdes bibliograficas.
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6. Resultados e Discussdo : Ests secdo deve ser apresentada de forma clara, com o auxilio de tabelas, graficos e figuras, de forma que ndo
suscite ddvidas ao leitor quanto & autenticidade dos resultados e pontos de vista discutidos.

7. Conclusdes: Estes devem ser claras e apresentadas de acordo com os objetivas propostos no trabalha.

8. Agradecimentos : Pezsoas, instituigdes e empresas que contribuiram com o trabzalho devem ser citadas ao final do texto, antes da secdo
de Referéncias Bibliograficas.

Observacdo:

Motas: Cada nota referente ao corpo do texto deve ser indicada com um simbolo sobrescrito imediatamente apos a frase a que se refere e
deve ser incluida como nota de rodapé ne final da pagina.

Figuras: Devem ser inseridas ao final do artigo, uma em cada pagina, apos as referéncias. As figuras que forem consideradas essenciais
serdo aceitas e deverdo ser otadas no texto por ordem numérica, em algarismos arabicos. Se alguma das ilustracdes submetidas ja tiver sido
publicada, a fonte e a permissdo para publicacdo devem ser informadas.

Tabelas:
Devem ser inzeridas ao final do artigo, uma em cada pagina, apos as referéncias. As tabelas devem vir acompanhadas de um cabecalho que
permita a compreensao dos dados coletados sem a necessidade de utilizar o corpo do texto como referéncia.

Quantidades, unidades e simbolos:
a) Os manuscritos devem estar de acordo com os critérios estabelecidos nos Cédigos Internacionais de cada area tematica.
b} Use o Sistema Internacional de Unidades em todo o texto.

-1
c) Use o formato de poténcia negativa para observar e apresentar unidades relacionadas: por exemplo, kg ha . N&o use o simbolo de barra
para relacionar unidades: por exempla, kg / ha.

-1 -1 -1
d) Use um espaco simples entre as unidades: gL, ndogl ougl .

e) Use a representagdn hordria de 24 horas com quatro digitos para as horas & minutos: 0%h00, 18h30.
8. Citacdes de autores no texto

As Regras da APA utilizam o sistema autor-dats para ctacdes indiretas, ou seja, sobrenome do autor, virgula e ano de publicagdo. O namero
da pagina s0 £ inserido quando ha uma ctacdo direta, Nesse caso, o scbrenome do autor citado, virguls, ano, virgula sequida de "p" Eo
numero da pégina

Quando nas citacdes os autores estiverem fora dos parénteses, use sempre "e" (portugués); "And” (inglés) e "y" (espanhal); para separar o
penlltimo do dltimo autor citado. O "&" € sempre inserido entre o pendltimo e Gltimo autor guando citado entre parénteses e referéncias,

Citacdo:

Um Trabalho de Dois Autores: Nomee ambos os autores na frase de sinalizacdo ou entre parénteses cada vez que vocé citar o trabalho, Use 3
palavra "e" entre os nomes dos autores no texto e use o e comercial entre parénteses,

Ex:

Os resultados de Wegener e Petty (1954) confirmaram que ...
(Wegener & Petty, 1994)

Uma obra de trés a cinco autores : Lists todos os autores na frase de sinalizagdo ou entre parénteses na primeira vez gque citar a fonte.
Use a palavra "e” entre os nomes dos autores no texto e use o e comercial entre parénteses,
Ex:

Almeida, Parisi e Pergira (1999, p. 379)
ou Almeida, Panisi € Pereira (19599, pp. 372-373)
ou (&lmeida, Parisi, & Pereira, 1999, p. 73)

Kernis, Cornell, Sun, Berry & Harlow (1993)
(Kernis, Cornell, Sun, Berry, & Harlow, 1593)

Mas citagfes subsequentes, use apenas o sobrenome do primeiro autor seguido de “et al.” na frase de sinalizagdeo ou entre parénteses.
(Kernis et al,, 1953)
Exemplo : modelo de citacdo com um, seis ou mais autores

Figura 1
Estilos basicos de citagdo no texto



Frase Sinal Referéncia Parentética

Tipo de citacao
st Uso subsequente | st Uso subsequente
1 Uso de Fonte da Fonte 1 Uso de Fonte da Fonte
1-2 autores Minosso e Toso Minosso e Toso |(Minosso & Toso, | (Minosso & Toso,
(2019) (2019) 2019) 2019)
3-5 autores Lopes, Meier e Lopes et al. {Lopes, Meier e (Lopes et al.,
Rodrigues (2019) (2019) Rodrigues, 2019) 2019)
6 ou mais autores| Werner et al. Werner et al. (Werner et al., (Werner et al.,
(2017) (2017) 2017) 2017)
Organizacdo com Instituto
abreviatura Brasileiro de
identificavel Ciéncia e IBICT (2018) (Instituto (IBICT, 2018)
Tecnologia Brasileiro de
(IBICT) (2018) Ciéncia e
Tecnologia
[IBICT], 2018)
Organizacdao sem Simply Cats Simply Cats (Simply Cats, (Simply Cats,
abreviatura (2019) (2019) 2019) 2019)

Duas ou mais ebras do mesmo autor no mesmo ano - use letras mindsculas {a, b, c) com o ano para ordenar as entradas na lista de
referéncia. Use as letras mindsculas com o ano na citacdo no texto.

Ex: (Porter, 19995, 19%%b, 19%%¢c)

Autores com o mesmo sobrenome: Para evitar confusdo, use as primeiras iniciais com os sobrenomes.
(E. Johnson, 2001; L. Johnson, 1998)

Duas ou mais obras do mesmo autor com datas de publicacdo diferentes. (Ordem cronoldgica)

Ex: Segundo Porter (1986, 1991, 1999, 2000),

Exemplo de referéncia:

Todos os autores participantes de um estudo referenciado d ser menci dos, independent te do ndmero de

participantes .

Artigo:

Berndt, T] (2002). Qualidade de amizade e desenvolvimento social. Current
Directions in Psychologics! Science, 11 , 7-10.

Mais de um autor - Listsr por seus sobrenomes e inicizis. Use 0 & comercial em vez ds "&."

Adair, 1G, & Vehra, N. (2003). A explosdo de conhecimento, referéncias
€ citacdes: a resposta Onica da psicologia a uma crise. American
Psychologist, 55 (1), 15-23. doi: 10,1037 / 0003-0656X.58.1.15

Pereira, GP, Sequinatto, L., Caten, A., & Mota, M. (2019). Refletancia
espectral VIS-NIR para discretizacio de solos com alte teor de areia.
Semina: Ciéncias Agrarias, 40 (1), 99-112, doi: 10.5433 / 1679-
0359.201%v40n1p99

Wegener, DT e Petty, RE (1954). Gest3o do humor em
estados afetivos : & hipdtese de contingéncia hedénica. Journal of Fersonslity and
Saocial Psychology, 66, 1034-1048, doi: 10,1037 / 0022-3514.66.5.1034
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Artigo eletrénico:

Santos, CP, & Fernandes, DH von der (2007). A recuperacac de
servigos e seu efeito na coenfianca e lealdade do cliente, RAC-
letrénics, 1 (3), 35-51. Obtido em
http://anpad.org.br/pericdicos/content/frame_base.php?revista=3

Livro

Kashdan, T., & Biswas-Diener, R. (2014). O lsdo bom do seu iado negro .
Mew York, MY: Hudson Street Press.

Capitulo de livro

Serviss, GP (1911). Uma viagem de terron Em A Columbus of space (pp. 17-32
). New York, MY: Appleton.

Capitulo de livro eletrdnico

Shuhua, L. (2007). Festival da Noite do Meio-Outono, Em JSM Lau & H.
Goldblatt (Eds.), The Columbis Anthology of Modern Chinese Literature
(pp. 85-102). Mew York, NY: Columbia University Press., Obtido em
https://www.worldcat.org/title/columbia-anthology-of-modern-

chinese-litter / oclc / 608153596
Anais [ Anais

Costa, ER & Boruchovitch, E. (2001). Entendendo as relacdes entre a
gprendizagem e a ansiedade. Anais da XXXI Reunido
Anual de Psicolegia (p.203). Ribeirfo Preto, 5P: Sociedade Brasileira
de Psicologia.

Uma tese e / ou dissertacdo impressa

Leon, ME {1998). Umas snalise de redes de cooperacdo das peguenas e
médias empresas do setor das telecomunicagdes . Dissertagdo de
mestrado, Universidade de 330 Paulo, 330 Paulo, SF, Brasil,

Tese ou dissertacdo eletdnica

Hirata, CA {(2016). Microbiologis sgricols, Microorganismos do sola,
Fungos micorrzicos, Microorganismos fixadores de nitrogénio, Ecologia
microbians . Tese de doutorado, Universidade Estadual de Londrina,
Londring, PR, Brasil. Obtide em http://www.bibliotecadigital.uel.br

Organizacdo como Autor

American Psychiatnic Association, (1988). DSM-IIT-8, Manual de dizgnostico e
aststistics de franstorno mental (32 ed. Rev.). Washington, DC:
Autor.

Lei

Lei n. 11.638, de 28 de setembro de 2007. Altera e revoga dispositivos
da Lei n. 6.404, de 15 de dezembro de 1576, e da Lei n. 6.385, de 7
de dezembro de 1576, e estende as sociedades de grande porte
relativo a elaboracdo e divulgacdo da
contabilidade. Obtido em http://www.planalto.gov.br/
ccivil_03 / _ato2007-2010 / 2007 / lei / 111638.htm

A exatiddo e a adequacdo das referéncias bibliograficas das obras consultadas e citadas no texto do artigo, bem como das opiniSes, conceitos
e afirmacfes, sfo de inteira responsabilidade dos autores.

Mota : Consulte os nimeros recentemente publicades da Semina: Ciéncias Agrdrias para mais detalhes sobre como formatar as referéncias
no artigo.

A=z demais categorias de trabalhos (Comunicacdo e Revisdo Cientifica) devem seguir as normas acima mencionadas, mas com as seguintes
orientacdes adicionais para cada categoria:

Comunicacsdo cientifica

As comunicaces cientificas devem ser apresentadas de forma concisa, mas com uma descricde completa do termo pesquisa ou pesgquisa em
andamento {nota intredutdna), com documentacdo bibliografica completa e metedologias, semelhantes a um artigo cientifico regular. As
comunicacdes cientificas devem conter as seguintes secdes: Titulo (em portugués e inglés); Resumo com palavras-chave em portugués;
Resumo com palavras-chave em inglés; e corpe do texto. O corpo do texto ndo deve ser dividide em secdes, mas deve seguir a seguinte
seqléncia: introducdo, metodologia, resultados e discussdo (podem incluir tabelas e figuras), conclusdo e referéncias bibliograficas.

Artigos de revisdo bibliografica

Artigos de revisdo devem envolver topicos relevantes dentro do escopo da revista. O ndmere de artigos de revisdo por niamero € limitado, € os
autores =d podem escrever artigos de revisdo de interesse da revista, a convite dos membros do conselho editorial da revista. Se um artigo de
revisdo € submetido per um autor, € necessaria a inclusdo de resultados relevantes do autor ou de grupo envolvide no estudo, juntamente
com referéncias bibliegraficas que demonstrem expenéncia e conhecimento scbre o tema.

Um artigo de revisdo deve conter as seguintes secdes: Titulo (portugués e inglés); Resumo com palavras-chave em portugués; Resumo com
palavras-chave em inglés; Desenvolvimento do tema proposto (o texto pode ser dividide em segdes, mas ndo € obrigatdrie)}; Conclusdes ou
Consideracdes Finais; Agradecimentos (se aplicdvel); e referéncias bibliograficas.

Outras informacdes importantes

1. A publicacdo dos artigos depende do parecer favordvel de assessores ad hoc e da aprovacdo do Conselho Editorial da Semina: Ciéncias
Agrérias UEL.

2. As reimpressdes ndo serdo entregues aos autores, uma vez que os ndmeros estardoe disponiveis online no site da revista (
http://www.uel.br/revistas/uel ).
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3. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de publicacdo do manuscrito para a revista. A
reproducdc dos artigos 0 é permitida quando a fonte € ctada. O uso comercial das informacgdes € proibido.

4, Dlvidas ou problemas imprevistos nas presentes normas serdo tratados pelo Conselho Editorial da area tematica em que o artigo foi
submetido para publicacdo.

5. O ndmero de sutores: Ndo ha limite para o nimero de autores, mas as pessoas incluidas como co-autores devem ter participado
efetivamente do estudo. Pessoas com participagdo limitada no estudo ou na elaboracdo do artigo devem ser citadas na segdo Agradecimentos,
assim como instituicées que concederam bolsas e outros recursos financeiros.

6. Incluir o ORCID de todos os autores aprovados para publicagdo. O identificader ORCID pode ser obtide no registro ORCID. Vocé deve
aceitar os padries para apresentacdo de ID ORCID e incluir o URL completo (por exemplo http:/forcid.org/0000-0002-1825-0097 ).

Condicdes de submissao

Como parte de nosso processo de submissdo, os autores devem verificar se a submissdo estd de acordo com todos os itens listados abaixo.
Submissdes gque ndo estiverem de acordo com as normas serdo rejeitadas e os autores informados sobre a decisdo.

1. Os autores devem declarar que a contribuicdo € ariginal € nova e que ndo estd sendo avaliada para publicacdo em outro lugar;
qualguer excecdo (des) deve ser justificada nos "Comentdrios ao Editor”,

2. Os autores também devem informar que o material esta formatado corretamente & gue os Documentos Complementares estéo
anexados, CONSCIENTE que o formato incorreto resultara na SUSPENSAO do processo de avaliacdo SEM AVALIACAO DE
MERITO .

3. Os dados de autoria de todos os autores devem ser inseridos no campo Metadados durante o processo de submissao .

Use o betdo " incluir autor "
1. Na etapa seguinte, preencha os metadados em inglés.

Para incluir os dados, apds salvar os dados do envio em portugués, clique em " editar metadados ” no topo da pdgina. Altere o idioma para
inglés € insira o titule em inglés, ¢ resumo e as palavras-chave. Salve e prossiga para a préxima etapa.

1. A identificacdo da autoria da obra deve ser retirada do arquivo e do Word utilizando a opgdo "Propriedades” para garantir o critério
de anonimato da revista, caso o artigo s2ja submetido & revisdo por pares, de acordo com as orientacdes disponiveis em Garantir uma
revisdo por pares cega .

2. Os arquivos a serem submetidos devem estar em formato Word, OpenOffice ou RTF (desde que ndo ultrapassem 2 MB).

0 texto deve ser digitado em folha de papel &4, com linhas numeradas, espacamento 1,5, e fonte Times New Roman tamanho 11.

1. Confirme gue todos os padrdes éticos foram seguidos caso a pesguisa tenha sido realizada com seres vivos. Incluir documentos de
prova de aprovacdo por um comité de ética institucional envolvendo seres humanos e / ou um comité de ética envolvendo animais, se
esses documentos forem solicitados.
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1. SUEMISSION

Thank you for your interest in fournal of the Science of Food and Agriculture, All papers submitted to JSFA
will also be considered for our sister journal, /SFA Reports.

Note that submission implies that the content has not been published or submitted for publication
elsewhere except as a brief abstract in the proceedings of a scientific meeting or symposium.

Once you have prepared your submission in accordance with the Guidelines, manuscripts
should be submitted online here.

The submission system will prompt you to use an ORCID iD (a unique author identifier) to help
distinguish your work from that of other researchers. Click here to find out mare.

Click here for more details on how to use ScholarOne.

Authors will receive an immediate acknowledgement of receipt of their paper.
For help with submissions, please contact the Editorial Office at jsfa@wiley.com
Please note that the editorial office cannot accept submissions via email.

We look forward to your submission.

2. AIMS AND SCOPE

With particular emphasis on interdisciplinary studies at the agriculture/food interface, the journal
covers fundamental and applied research in these areas:



* Food - Health and MNutrition

* Food Qualities

= Food Safety

* Food Materials and Food Engineering

* Food Science and Technology. Sustainable Production
s Sensory and Consumer Sciences

* Agriculture - Production

® Agriculture - Utilization

s Agriculture - Environment

To view our detailed Aims and Scope click here

3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS
Front Matter

Front Matter is usually commissioned.

Please note that all manuscript types require an abstract.

* Review: A summary and discussion of the relevant literature.

* Mini-Review: A sharply focused, selectively referenced summary and assessment of the
relevant literature. Particularly effective when discussing cutting-edge advancements in the
discipline.

* Perspective: A lightly referenced scholarly opinion piece, focusing on current or future
directions in a field. A Perspective can serve to assess the science directly concerned with a
particular topic or report on relevant issues that may arise from the discipline (for example,
policy, effects on society, regulatory issues and controversies).

* Spotlight: A brief, lightly referenced article about an outstanding area, newsworthy advance or
other event. These articles should be written in a lively and accessible style; contain a one-
sentence abstract; and include an eye-catching, captioned image.

Research
Please note that all research manuscript types require a compound abstract.
* Research Paper
* Short Communication: A shorter paper aiming to provide readers with useful and novel results

or information that does not warrant publication as a full research paper. The manuscript
should contain the same headings found in @ Research Paper (see Preparing Your Submission)

Manuscript Length

Paper Type Maximum Length (including tables and figures)
Research Article 6000 words
Short Communication 4000 words
Review 6000 words
Mini-Review 4000 words
Perspective 6000 words
Spotlight 3000 words

4. PREPARING YOUR SUBMISSION
Cover Letters
The journal requires a cover letter be included in submissions.

A cover letter should explain: why this topic is important; why these results are significant; why you are
submitting to this journal; and why this journal’s readers will read it.

It should also include any other information the editor needs to know, for example if the paper is for a
Special Issue, or has been invited.

Parts of the Manuscript
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The manuscript should be submitted in separate files: main text file; tables; figures.
Text File
The text file should be presented in the following order:

i. Title
ii. A short running title of less than 80 characters
iii. The full names of all authors
iv. The authors’ institutional affiliations at which the work was carried out. (footnote for
author's present address if different to where the work was carried ouf)
v. Abstract and keywords
vi. Main text
vii. Acknowledgments
viii. References
ix. Figure Legends
x. Appendices

Figures and supporting information should be supplied as separate files.
Title

The title should be short, informative and contain the major key words. The title should not contain
abbreviations (see Wiley's best practice SEO tips)

Authorship

Please refer to the journal's authorship policy in the Editorial Policies and Ethical Considerations
section for details on eligibility for author listing.

Acknowledgements

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and material support
should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not appropriate.

Conflict of Interest Statement

You will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. See the
section ‘Conflict of Interest’ in the Editorial Policies and Ethical Considerations section for details on
what to include in this section. Please ensure you liaise with all co-authors to confirm agreement with
the final statement.

Abstract

For all manuscripts please provide an abstract of no mare than 250 words, containing the major
keywords. Abstracts for Research Papers and Short Communications must be divided into the
following sections 'Background’, 'Results’ and 'Conclusion’

Keywords
Please provide 4-6 keywords. These will improve the discoverability of your paper.

Main text
The main text of Research Papers and Short Communications should contain the following sections:

1. Introduction including a clear description of the aims of the investigation.

2. Materials and Methods section stating clearly, in sufficient detail to permit the work to be
repeated, the methods and materials used. Give the statistical design {including replication) of
each experiment where appropriate, and include the details of the supplier or manufacturer of
any chemical or apparatus not in common use,

3. Results presented concisely, using tables or illustrations for clarity.

4, Discussion and interpretation of the results.

5. Conclusion(s). To aveid repetition this can sometimes be combined with the Discussion section.

Mote: These criteria do not apply to Front Matter papers, which should be given headings appropriate to
the structure and format of the individugl manuscript.
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Conflict of Interest Statement

You will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. See the
section ‘Conflict of Interest’ in the Editorial Policies and Ethical Considerations section for details on
what to include in this section. Please ensure you liaise with all co-authors to confirm agreement with
the final statement.

Abstract

For all manuscripts please provide an abstract of no more than 250 words, containing the major
keywords. Abstracts for Research Papers and Short Communications must be divided into the
following sections 'Background', 'Results’ and 'Conclusion’

Keywords

Please provide 4-6 keywords. These will improve the discoverahility of your paper.

Main text

The main text of Research Papers and Short Communications should contain the following sections:

1. Introduction including a clear description of the aims of the investigation.

2. Materials and Methods section stating clearly, in sufficient detail tc permit the work to be
repeated, the methods and materials used. Give the statistical design (including replication) of
each experiment where appropriate, and include the details of the supplier or manufacturer of
any chemical or apparatus not in comman use.

3. Results presented concisely, using tables arillustrations for clarity.

4, Discussion and interpretation of the results.

5. Conclusion(s). To avoid repetition this can sometimes be combined with the Discussion section.

Mote: These criteria do not apply to Front Matter papers, which should be given headings appropriate to
the structure and format of the individual manuscript.

References

References follow the Vancouver style, i.e. numbered sequentially as they occur in the text and
ordered numerically in the reference list.

* All citations menticned in the text, tables or figures must be listed in the reference list.

* |[fcited in tables or figure legends, number according to the first identification of the table or
figure in the text.

s Reference to unpublished data and personal communications should not appear in the list but
should be cited in the text only (e.g. Smith A, 2000, unpublished data).

* Avoid listing more references than necessary.

* Authors are responsible for the accuracy of the references,

Submissions are not required to reflect the precise reference formatting of the journal (use of italics,
bold etc.), however it is important that all key elements of each reference are included. Please see
below for examples of reference content requirements.

Journal Article
Journal Article

1. Patel TD and Bott TR, Oxygen diffusion through a developing biofilm of Pseudomonas
fluorescens. | Chem Technal Biotechnol 52:187-199 (1991).

Online Article Not Yet Published in an Issue

An online article that has not yet been published in an issue (therefore has no volume, issue or page
numbers) can be cited by its Digital Object Identifier (DOI). The DOI will remain valid and allow an
article to be tracked even after its allocation to an issue.

2. Williams K, Galerneau F. Maternal transcranial Doppler in pre-eclampsia and eclampsia.
Ultrasound Obstet Gynecol 2003. https://doi.org/10.1002/uog.83
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Book

3. Kaufmann HE, Baron BA, McDonald MB, Wlatman SR (eds). The Cornea, 2nd edn. Churchill
Livingstone, New York (1998).

Chapter in g Book

4, Barros MRA, Qliveira AC and Cabral JM5, Integration of enzyme catalysis in an extractive
fermentation process, in Biocatalysis in Organic Media, ed. by Laane C, Tramper ] and Lilly MD.
Elsevier Science Publishers, Amsterdam, pp. 185-196 ({1987).

Electronic Material

5. Strunk W, Jr, The Elements of Style. [Online]. Columbia University, Academic Information
Services (1995). Available: http/fwww.columbia.edu/acis/bartleby/strunks [17 November 1998]

Footnotes

Footnotes should be kept to a minimum and, if used, should be placed as a list at the end of the paper
only, not at the foot of each page. They should be numbered in the list and referred to in the text with
consecutive, superscript Arabic numerals. Keep footnotes brief: they should contain only short
comments tangential to the main argument of the paper and should not include references.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive - the figure and its legend must be understandable
without reference to the text. Include definitions of any symbols used and define/explain all
abbreviations and units of measurement.

Tables

Tables should be self-contained and complement, but not duplicate, information contained in the text.
They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but
comprehensive - the table, legend and footnotes must be understandable without reference to the
text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: 1. £ &, ¥, should be used (in
that order) and *, **, *** should be reserved for P-values. Statistical measures such as 5D or SEM
should be identified in the headings.

Preparing Figures

* Supply each figure in a separate file.

* MNumber figures consecutively, in order of appearance in the text, using Arabic numerals.

* Figures must be of high resolution (300 dpi minimum for photos, 800 dpi minimum for graphs,
drawings, etc., at the actual size the figure will be printed). Numbers and symbols incorporated
in the figure must be large enough to be legible after reduction in figure size.

Figure File Types

Suitable file types include JPEG, TIFF and Microsoft Word (doc) files. If figures are uploaded as Microsoft
Word (dac) files then authors must include figure numbers and captions in the document.

Please note we cannot publish scans or photocopied figures or accept PowerPoint, Excel,
Encapsulated PostScript (EPS), LaTeX, Roshal Archive (RAR) or PDF files.

Colour figures: Figures submitted in colour may be reproduced in colour online free of charge. Please
note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black and
white so that they are legible if printed by a reader in black and white. If you wish to have figures
printed in colour in hard copies of the journal, a fee will be charged by the Publisher.
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Guidelines for Cover Submissions

If you would like to send suggestions for artwork related to your manuscript to be considered to
appear on the cover of the journal, please follow these general guidelines.

For inspiration, check out our Cover Gallery of the images featured so far.

Additional Guidelines for Cover Pictures, Visual Abstracts, Frontispieces and Table of
Contents Graphics

* Concepts illustrated in graphical material must clearly fit with the research discussed in the
accompanying text,

= |mages featuring depictions or representations of people must not contain any form of
objectification, sexualization, stereotyping, or discrimination. We also ask authors to consider
community diversity in images containing depictions or representations of people.

s Use, representation, or depiction of religious figures or imagery, and iconography should be
avoided.

* lse of elements of mythology, legends, and folklore might be acceptable and will be decided on
a case-by-case basis. However, these images must comply with the guidelines on human
participants when they are present.

* Generally, authors should consider any sensitivities when using images of objects that might
have cultural significance or may be inappropriate in the context (for example, religious texts,
historical events, and depictions of people).

* Legal requirements:

o All necessary copyright permission for the reproduction of the graphical elements used in
visuals must be obtained prior to publication.

¢ (Clearance must be obtained from identifiable people before using their image on the
cover or the like and such clearance must specify that it will be used on the cover. Use
within text does not require such dearance unless it discloses sensitive personal
information such as medical information. In all situations involving disclosure of such
personal info, specific permission must be obtained. And images of individuals should not
be used in a false manner.

Graphics that do not adhere to these guidelines will be recommended for revision or will not be accepted for
publication.

Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as separate
files but referred to in the text.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article but that provides greater
depth and background. It is hosted online, and appears without editing or typesetting. It may include
tables, figures, videos, datasets, etc. Click here for Wiley's FAQs on supporting information.

Mote, if data, scripts or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are
available via a publicly available data repository, authors should include a reference to the location of
the material within their paper.

General Style Points

s Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly
and the abbreviation is helpful to the reader. Initially use the word in full, followed by the
abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation only.

* Units of measurement: Measurements should be given in Sl or Sl-derived units. Visit the
Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website

* Formatting: Double-spaced text, continuous line numbering and page numbers are required
for all manuscript types.

Wiley Author Resources

Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for submission available. In
particular, authors may benefit from referring to Wiley's best practice tips on Writing for Search
Engine Optimization.
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Article Preparation Support : Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing,
as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical
abstract design - so you can submit your manuscript with confidence. Also, check out our resources
for Preparing Your Article for general guidance about writing and preparing your manuscript.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS
Editorial Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its significance
to our readership. Manuscripts are single-blind peer reviewed. Papers will only be sent to review if the
Editorial Board determines that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on confidentiality of the review process is available here.
Data Storage and Documentation

Journal of the Science of Food and Agriculture encourages data sharing wherever possible, unless this is
prevented by ethical, privacy or confidentiality matters. Authors publishing in the journal are therefore
encouraged to make their data, scripts and other artefacts used to generate the analyses presented in
the paper available via a publicly available data repository, however this is not mandatory. If the study
includes original data, at least one author must confirm that he or she had full access to all the data in
the study, and takes responsibility for the integrity of the data and the accuracy of the data analysis.

Human Studies and Subjects
For manuscripts reporting medical studies involving human participants, we require a statement
identifying the ethics committee that approved the study, and that the study conforms to recognized

standards, for example: Declaration of Helsinki; US Federal Policy for the Protection of Human
Subjects; or European Medicines Agency Guidelines for Good Clinical Practice.

Images and information from individual participants will only be published where the authors have
obtained the individual's free prior informed consent. Authors do not need to provide a copy of the
consent form to the publisher, however in signing the author license to publish authors are required
to confirm that consent has been obtained. Wiley has a standard patient consent form available

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed and
approved, and the name of the body giving approval, must be included in the Methods section of the
manuscript. We encourage authors to adhere to animal research reporting standards, for example the
ARRIVE reporting guidelines for reporting study design and statistical analysis; experimental
procedures; experimental animals and housing and husbandry. Authors should also state whether
experiments were performed in accordance with relevant institutional and national guidelines and
regulations for the care and use of laboratory animals:

* US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane Care and Use
of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

* UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific Procedures) Act 1986
Amendment Regulations (51 2012/3039).

* FEuropean authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Clinical Trial Registration

We require that clinical trials are prospectively registered in a publicly accessible database and clinical
trial registration numbers should be included in all papers that report their results. Flease include the
name of the trial register and your clinical trial registration number at the end of your abstract. If your
trial is not registered, or was registered retrospectively, please explain the reasons for this.

Research Reporting Guidelines

Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it, and use it. We
encourage authors to adhere to the following research reporting standards, as relevant to their study.
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® CONSORT

* SPIRIT

* PRISMA

& PRISMA-P

* STROBE

* CARE

* COREQ

* STARD and TRIPOD

® (CHEERS

* The EQUATOR MNetwork

* Future of Research Communications and e-Scholarship (FORCE11)

® ARRIVE guidelines

» National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research guidelines: the Gold
Standard Publication Checklist from Hooijmans and colleagues

& Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities (MIBBI) website;
Biosharing website

* REFLECT statement

Species Names

Upon its first use in the title, abstract and text, the common name of a species should be followed by
the scientific name (genus, species and authority) in parentheses. For well-known species, however,
scientific names may be omitted from article titles. If no common name exists in English, the scientific
name should be used only.

Genetic Nomenclature

Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein designations
whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the current HGVS guidelines (see
here), where examples of acceptable nomenclature are provided.

Nucleotide Sequence Data

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major collaborative
databases: DDBJ. EMBL or GenBank. It is only necessary to submit to one database as data are
exchanged between DDBJ. EMBL and GenBank on a daily basis. The suggested wording for referring to
accession-number information is: These sequence data have been submitted to the
DDBJ)/EMBL/GenBank databases under accession number U12345'. Addresses are as follows:

* DMA Data Bank of Japan (DDBJ)
= EMBL Nucleotide Sequence Submissions

* GenBank

Conflict of Interest

The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any interest
or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an author's objectivity is
considered a potential source of conflict of interest. These must be disclosed when directly relevant or
directly related to the work that the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict
of interest include, but are not limited to, patent or stock ownership, membership of a company board
of directors, membership of an advisory board or committee for a company, and consultancy for or
receipt of speaker's fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude
publication. If the authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at
submission. It is the responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors
and collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other relationships.

Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are responsible for
the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open Funder Registry for the
correct nomencdature.
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Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. &ll those listed as
authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or
analysis and interpretation of data.

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual
content.

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have participated
sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions of the content.
4, Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the

accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to recognize
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