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RESUMO
Titulo: INFLUENCIA DA ADICAO DE DIFERENTES OLEOS NA DIETA SOBRE
AS EXPRESSOES DOS GENES MIOSTATINA E DE SINALIZADORES DE
ADIPOCITOCINAS NO MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE OVINOS.

A producdo de ovinos no Brasil tem passado por expressivas transformacdes nos
Gltimos anos devido ao aumento na exigéncia do mercado consumidor por produtos de
qualidade, o que leva a necessidade de obter animais terminados mais jovens, associado
a utilizacdo de sistemas de producdo adequados. A obtencdo de carne de qualidade é
dependente de varios fatores como genética, idade, sexo, manejo, nutricdo e ambiente.
Portanto, o objetivo desta tese é analisar os efeitos da adicdo de diferentes 6leos nas
dietas sobre as expressdes dos genes: Miostatina e genes de sinalizacdo de
adipocitocinas no musculo Longissimus dorsi de ovinos. Quarenta animais foram
selecionados e distribuidos em quatro blocos e quatro tratamentos, sendo um grupo
controle. Todos os tratamentos eram constituidos de volumoso composto por capim-
Elefante cv. Roxo e concentrado a base de milho moido, farelo de soja, sal mineral e
calcario calcitico. A determinacdo de cada tratamento foi a adicdo de 4% de Oleos,
sendo o tratamento 1 com 6leo de soja, tratamento 2 com adicdo de 4% de 6leo de soja
de fritura e tratamento 3 foi adicionado 4% de 6leo de dendé. Os animais foram abatidos
apos 90 dias de confinamento e uma amostra de 5 g do muasculo Longissimus dorsi de
cada animal foi coletado e conservado no nitrogénio liquido. As analises de expressoes
génicas foram realizadas a partir da extracdo de RNA, seguido por PCR em tempo real
contendo fluorocromo Sybr green para os genes Miostatina, FASN, ACLY, ALDOC,
ENPP1 e DUSP10, mais o gene GAPDH como controle interno. Todas as expressdes
génicas relativas foram submetidas a ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste
de Dunnett a 0,05. A expressdo da Miostatina foi significativamente menor com a
adicdo do 6leo de soja em relacdo ao tratamento controle. Para os genes de sinaliza¢éo
de adipocitocinas, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para o gene
ACLY, mas para o0 gene ALDOC todos os tratamentos com adi¢des de 6leos regularam a
expressao para menos em relacdo ao grupo controle. O gene DUSP10 apresentou o
maior nivel de expressdo entre 0s genes, mas somente o tratamento com adicéo de 6leo
de soja foi significativamente baixa em relacdo ao controle. Para o gene ENPP1, as
adicdes dos 0leos de dendé e de soja de fritura regularam a expresséo significativamente
para cima e 0 gene FASN, foi significativamente regulado para menos somente com o
tratamento contendo Oleo de soja em relacdo ao grupo controle. Conclui-se que as
adicOes dos diferentes 6leos na dieta dos ovinos regularam as expressdes da maioria dos
genes para mais ou para menos, o que pode influenciar no desenvolvimento muscular e
nas vias metabdlicas responsaveis pela biossintese de acidos graxos no musculo
Longissimus dorsi de ovinos.

Palavras chave: Adipocitocinas, expressao génica, miostatina, 6leos, ovinos.



ABSTRACT

Title: INFLUENCE OF DIFFERENT OILS ADDITION IN THE DIET ON THE
EXPRESSIONS ON MYOSTATIN AND ADIPOCYTOCINAL SIGNALS GENES IN
LONGISSIMUS DORSI MUSCLE OF SHEEP.

The production of sheep in Brazil has undergone significant changes in recent years due
to the increase in the demand of the consumer market for quality products, which leads
to the need to obtain younger finished animals associated with the use of adequate
production systems. Obtaining quality meat is dependent on several factors such as
genetics, age, sex, handling, nutrition and environment. Therefore, the aim of this thesis
is to analyze the effects of the addition of different oils in the diets on the gene
expressions: Myostatin and adipocytokine signaling genes in the Longissimus dorsi
muscle of sheep. Forty animals were selected and distributed in four blocks and four
treatments, being a control group. All treatments were composed of voluminous
elephant grass cv. Purple and concentrated based on ground corn, soybean meal,
mineral salt and calcitic limestone. The determination of each treatment was the
addition of 4% of oils, being the treatment 1 with soybean oil, treatment 2 with addition
of 4% of frying soybean oil and treatment 3 was added 4% of palm oil. The animals
were slaughtered after 90 days of confinement and a 5 g sample of the Longissimus
dorsi muscle from each animal was collected and stored in liquid nitrogen. Gene
expression analyzes were performed from RNA extraction, followed by real-time PCR
containing Sybr green fluorochrome for the Myostatin, FASN, ACLY, ALDOC, ENPP1
and DUSP10 genes plus the GAPDH gene as internal control. All relative gene
expressions were submitted to ANOVA and the means were compared by the Dunnett
test at 0.05. The expression of Myostatin gene was significantly lower with the addition
of soybean oil compared to the control treatment. For the adipocytokine signaling
genes, there was no significant difference between treatments for the ACLY gene, but
for the ALDOC gene all treatments with oil additions regulated the expression for less
than the control group. The DUSP10 gene showed the highest level of expression
among the genes, but only the treatment with soybean oil addition was significantly low
in relation to the control. For the ENPP1 gene, the additions of the palm oil and fry
soybean regulated the expression significantly up and the FASN gene was significantly
down-regulated only with the soybean oil-containing treatment relative to the control
group. It is concluded that the additions of the different oils in the sheep diet regulated
the expressions of most genes for more or less, which may influence the muscle
development and the metabolic pathways responsible for the fatty acid biosynthesis in
the Longissimus dorsi muscle of sheep.

Key words: Adipocytokines, gene expression, myostatin, oils, sheep.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a ovinocultura € destinada tanto para a exploracdo econémica como
de subsisténcia. O rebanho ovino possuia mais de 16 milhdes de animais em 2006,
passando para mais de 17.6 milhdes em 2014, apresentando crescimento de 10%. Em
2014, o Rio Grande do Sul (4.223.266 animais), Bahia (2.815.438 animais), Ceara
(2.229.327 animais), Pernambuco (1.924.342 animais) e Piaui (1.210.967 animais)
foram os estados com maior rebanho de ovinos no pais. O Nordeste possui destaque
com relacdo a ovinocultura no Brasil, sendo o detentor do maior efetivo de ovinos, com
mais de 10.126.799 de animais em 2014, seguido das regides Sul (5.166.225 animais),
Centro Oeste (982.434 animais) Sudeste (704.831 animais) e Norte (634.165 animais)
(ANUALPEC, 20186).

A producdo de ovinos no Brasil tem passado por expressivas transformacoes
nos Gltimos anos devido ao aumento na exigéncia do mercado consumidor por produtos
de qualidade. Isto leva a necessidade de obter animais terminados mais jovens,
associado a utilizagdo de sistemas de producdo adequados(GARCIA et al., 2003).

A obtencdo de carne de qualidade é dependente de varios fatores como
genética, idade, sexo, manejo, nutricdo e ambiente (SILVA SOBRINHO, 2001),0
conjunto destes fatores é que irdo definir qualidade fisico-quimica, tecnoldgica e
sensorial da carne.

No prato do consumidor, a qualidade da carne é avaliada por dois grupos de
fatores: aparéncia e composicao. A aparéncia € determinada, especialmente, pela forma
do pedago de carne que vai ser consumido, pela massa ou peso do corte e pela
coloracdo. Em relagdo a composicdo, o0 consumidor considera a importancia de
musculo, gordura e osso (OSORIO et al., 2008).

Para obter uma carne de melhor qualidade faz-se necessario a compreensao de
fatores que exercem influéncia sobre as caracteristicas qualitativas da carne. Esses
fatores sdo de origens intrinsecas ao animal e extrinsecas, podendo-se citar influéncias
desde o manejo até as reacdes fisicas e quimicas ocorridas na carcaca, sendo
fundamental a implantacdo de técnicas racionais de criacdo, visando maior
produtividade e qualidade, para atender a um mercado consumidor mais exigente
(SILVA SOBRINHO et al., 2005).

Diversos fatores interferem na qualidade da carne e podem estar relacionados

ao animal, ao meio, ao genotipo e a nutricdo, a exemplo, 0s niveis protéicos e



energéticos da dieta. Entre esses fatores, a nutricdo € determinante da qualidade da
carne, pois as mudancas na dieta podem melhorar tanto a quantidade como a qualidade
do produto final JOHNSON &McGOWAN, 1998; GEAY et al., 2001;BATISTA et al.,
2010).

Segundo Jaeger et al. (2004), gorduras e O6leos tém sido utilizados na
alimentacdo de ruminantes em substituicdo as altas proporcGes de grdos, com o intuito
de aumentar a densidade energética da dieta e melhorar a eficiéncia alimentar.

A quantidade de energia consumida pelo animal na fase de terminagdo € um
fator que afeta a quantidade de gordura presente na carcaga. Segundo Smith et al. (2003)
e Gomes et al. (2009), guanto mais energia 0 animal consumir, maior sera a
percentagem de gordura subcutanea. E consequentemente maior serd a gordura
intramuscular na carne, deixando o produto final mais macio.

O grau de acabamento de gordura na carcaga reduz o risco de encurtamento
dos sarcomeros pelo frio das camaras de resfriamento, por promover protecdo aos
musculos fazendo com que a temperatura caia gradativamente (BRIDI e
CONSTATINO, 2010). A gordura intramuscular aumenta a sensacdo de maciez por
lubrificar a mastigacao e diluir o teor de tecido conjuntivo da carne (FEIJO et al., 1999).
De acordo com Safiudoet al. (2008) um aumento da gordura intramuscular desenvolve
uma aparente sensacdo de suculéncia que estimula o fluxo salivar durante a mastigacao.
A deposicdo de gordura nos animais depende do grupo genético, sexo, ganho de peso
diario, maturidade e densidade energética da dieta (BRIDI et al., 2011).

O marmoreio ¢é definido pela acumulacdo de gordura intramuscular na carne.
Esta € uma caracteristica que s6 é possivel de avaliar ap6s o abate ou por
ultrassonografia, o que dificulta e aumenta o custo do processo. Com isso, a viabilidade
de contemplar essas caracteristicas em programas de melhoramento fica comprometida.
Além disso, por serem caracteristicas avaliadas de forma tardia, hd o aumento do
intervalo de geragdes (LUCHIARI FILHO, 2000).

Como alternativa, o conhecimento dos mecanismos de acdo génica envolvidos
nesses processos pode ajudar na identificagdo de animais com valor genético elevado
para caracteristicas como maciez e marmoreio da carne e a selecdo pode ser conduzida
em animais jovens (PINTO et al., 2010).

Atualmente, o maior esforco da genética molecular é a identificacdo de
sequéncias codificadoras ou unidades de transcricdo do DNA que sdo associadas a uma

caracteristica expressa em um 06rgdo ou tecido especifico (EGGEN; HOCQUETTE,
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2004). O verdadeiro desafio ndo € o conhecimento do genoma fisico propriamente dito,
mas a compreensao de quais genes sdo transcritos e traduzidos em produtos protéicos e
como esses processos sdo regulados. Portanto, essas sequéncias codificadoras sao
responsaveis por uma funcdo particular ou um fendétipo especifico. Algumas dessas
proteinas sdo expressas no tecido muscular ou no tecido adiposo, possuindo
comprovado efeito nas caracteristicas de interesse para 0 consumo humano
(HOUDEBINE, 2002).

As interagdes entre 0s nutrientes que compdem a dieta e o nivel de expresséo
dos genes envolvidos no metabolismo lipidico podem ilustrar inUmeras possibilidades,
no que diz respeito a deposicao de &cidos graxos no tecido adiposo que ainda ndo foram
analisadas. Isso é possivel, em virtude da atividade biol6gica apresentada por certos
lipideos na dieta, com estimulacdo ou inibicdo de genes que codificam enzimas
lipogénicas especificas (JUMP, 2002).

Para compreensdo dos mecanismos associados a lipogénese no tecido animal,
uma alternativa recente é a utilizacao da expressao génica associada a nutri¢ao, também
conhecida como nutrigendmica ou genémica funcional. Para isso, 0 uso de técnicas
como a PCR quantitativo (qPCR) tem sido frequentemente utilizada(KELLY et al,
2011, FONSECA et al, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Analisar a influéncia de dietas contendo 6leos de soja, residual de fritura e de
dendé na expressdo de genes de sinalizacdo de adipocitocinas e miostatina no musculo

Longissimus dorsi de ovinos.

2.2. Especificos
v Determinar o perfil de expressdo do gene da miostatina sob as diferentes dietas
contendo os diferentes 6leos no musculo de ovinos;
v Determinar os perfis de expressdes de genes que sinalizam as adipocitocinas no

musculo de ovinos sob as diferentes dietas contendo 6leos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Lipidios na alimentagdo de ruminantes

Sendo o Brasil um pais de clima tropical existe a facilidadedo cultivode varias
espécies oleaginosas, nativas ou manejadas, com grandepotencialidade para todas as
regides do territério nacional. As principaisoleaginosas cultivaveis no Brasil sdo: a soja
(Glycinemax), o girassol(Helianthusannuus), a mamona (Ricinuscommunis), o dendé
(Elaeisguineensis), o pinhdo-manso (Jatrophacurcas), o nabo forrageiro
(Raphanussativus), o algoddo (Gossypium spp. L.), o amendoim (Arachishypogaea),
acanola  (Brassicanapus), o0  gergelim  (Sesamumarientale), o  babacu
(Orrbignyaspeciosa) e a macauba (Acrocomiaaculeata) (ABDALLA et al., 2008).

Os ruminantes normalmente apresentam em sua dieta reduzidos teores de
lipidios, com valores de 1 a 5% da matéria seca (MS) (BUCCIONIet al, 2012). A
maioria dos lipidios dos vegetais sdo altamente insaturados. Em cereais, por exemplo,
ha predominancia de &cido linoleico (C18:2), enquanto em forragens o acido linolénico
(C18:3) € 0 mais comum (PALMQUIST e MATTOS, 2006).

O aumento do interesse no estudo de lipideos em dietas de ruminantes é
resultado do conceito de que a manipulacdo da dieta via suplementacdo com lipideos €
uma forma de influenciar uma variedade de processos fisioldgicos ou alterar o perfil de
acidos graxos de produtos alimenticios derivados de ruminantes (HESS et al., 2008).

Uma ferramenta interessante para atender as exigéncias do consumidor quanto
ao perfil de acidos graxos da carne e a0 mesmo tempo ndo comprometer o desempenho
dos animais, € o uso de lipideos na dieta. Hoje, muito mais do que uma fonte de energia,
0s acidos graxos sdo utilizados em dietas, como tentativa de manipular o metabolismo.
Eles podem interferir na expressdo de vérias enzimas, carreadores, sitios de absor¢éo,
dentre outros, modificando, por exemplo, o perfil de acidos graxos depositados na
carne, ou o secretado no leite (PERFIELD I, 2007).

A adicéo de lipidios na alimentacdo de ruminantes tem por objetivo aumentar a
densidade energética da dieta podendo proporcionar maiores taxas de ganho de peso
(GARCIA et al.,, 2003), melhor acabamento de carcaca (LOUGH et al.,1994) e
aumentar a participacdo de determinados acidos graxos na carne com melhora na
qualidade da carne para consumo humano (IVAN et al., 2001;MACEDO et al., 2008).
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Estudos tém sido realizados utilizando 6leos vegetais como fator de
modificacdo no processo de biohidrogenacdo levando a alteracdes da composicao
lipidica dos produtos gerados. Os 0leos vegetais contém alta propor¢édo de acidos graxos
insaturados em relagéo aos saturados, e uma digestibilidade aparentemente mais alta que
as fontes lipidicas de origem animal (COSTAet al., 2009).

Segundo Morgado (2011) as dietas dos ruminantes possuem normalmente
baixo teor de lipidios, em média 3% de extrato etéreo na matéria seca. A exigéncia
energética de cordeiros é elevada, a adicdo de lipidios nas dietas tem por objetivo
aumentar a densidade energética, uma vez que os lipidios possuem 2,25 vezes mais
conteddo energético que os carboidratos. E quando usado de forma adequada nas dietas,
pode aumentar o ganho de peso, qualidade de carcaca e aumentar a participacdo de
determinados &cidos graxos na carne, com a melhora na qualidade da carne para o
consumo humano (ORTIZ, 2011).

Em dietas para ruminantes os lipidios sdo usados como fontes de energia, por
serem extremamente ricos em energia (9,4 Kcal/g),sendo recomendados para aumentar
a densidade energética das dietas (DOREAU e CHILLIARD, 1997). Os lipidios
também tém a capacidade de aumentar a absorcao de vitaminas lipossoltveis, fornecem
acidos graxos essenciais importantes na composi¢cdo de membranas de tecidos e atuam
como precursores na regulacdo do metabolismo (PALMQUIST e MATTOS, 2006).

Geralmente a concentracdo de lipidios nas dietas de ruminantes € baixa, sendo
1 a 5% da matéria-seca, e estdo presentes principalmente na forma de ésteres de glicerol
(KOZLOSKI, 2009).

Segundo Martin (2008), além do beneficio ao meio ambiente como estratégia
de mitigacdo da emissdo de metano, o lipidio proporciona também importante beneficio
a nutricdo animal. A incluséo de fontes de lipideos na dieta pode, ou ndo, comprometer
0 desempenho do animal, pois acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, livres,
sdo potencialmente téxicos aos micro-organismos ruminais, prejudicando
principalmente as dietas com altas proporcdes de fibra (GIBB et al., 2005).

A utilizacdo de 6leo na alimentacdo animal pode levar a reducdo no consumo
de matéria seca e na fermentacdo ruminal da matéria orgénica e da fibra (JENKINS,
1993), aumento na producdo de propionato (HONING et al., 1981) e a transferéncia do
hidrogénio livre para a biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados, diminuindo a
disponibilidade de H, para sintese de metano. A utilizacdo de lipidios para a

manipulacdo ruminal pode representar uma vantagem em relacdo aos ionoforos, por
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persistir o efeito mesmo apds longos periodos de suplementacdo (JENKINS, 1993;
JOHNSON, JOHNSON, 1995).

Os carboidratos fermentaveis no rimen consistem da principal fonte de energia
na dieta. A energia desses carboidratos € liberada pelo processo de fermentagcdo no
ramen produzindo calor. O calor liberado aumenta a temperatura corporal levando o
animal a ficar sujeito a estresse calorico (SILVA et al., 2007). Os lipideos, ao contrario
dos carboidratos, ndo sdo fermentados no ramen e, portanto, ndo produzem calor. Dessa
forma podem ser adicionados a dieta como estratégia na reducdo do estresse térmico,
principalmente no verdo. Com isso se evitam problemas de acidose ruminal e balanco
energético negativo principalmente no pds-parto e em casos de calor muito intenso
(PENNINGTON & VANDEVENDER, 2004).

O excesso de lipideos na dieta dos ruminantes, principalmente quando possui
alto teor de acidos graxos insaturados pode inibir a fermentacdo e o crescimento
microbiano ruminal. Esta inibicdo pode ser em razdo do efeito da gordura sobre as
fibras, impedindo a aderéncia da microbiota ruminal e o acesso das enzimas fibroliticas
ao seu substrato, ou ainda, a um efeito toxico dos acidos graxos insaturados sobre as
células bacterianas. Este efeito tdxico estaria associado a uma mudanca da composicao
lipidica e das propriedades fisico-quimicas das membranas celulares (KOZLOSKI,
2002).

De acordo com Jenkinset al. (2008), as dietas com alta inclusdo de extrato
etéreo podem prejudicar a degradacdo da fibra e consequentemente aumentar a
quantidade de contetido gastrointestinal. Ainda de acordo com esses autores, 0s acidos
graxos insaturados apresentam efeito fisico de recobrimento das particulas alimentares
com gordura e alta capacidade de toxidez para as bactérias fibroliticas presentes no
ramen, deprimindo a capacidade de degradar fibras, pois a rapida disponibilizacdo de
lipideo no rimen é maior que a capacidade ruminal de promover biohidrogenacéo.

De acordo com Jenkins (1992) e Jenkins (1993), o processo de digestdo de
lipideos em ruminantes pode ser resumido por duas principais etapas, sendo: lipélise e
biohidrogenacéo de &cidos graxos insaturados.

Os é&cidos graxos insaturados liberados pela lipdlise sdo ligeiramente
hidrogenados no ramen. A biohidrogenacéo é o processo pelo qual as bactérias ruminais
inserem H nas ligagdes insaturadas (duplas) tornando-as saturadas (simples)
(CHURCH, 1988). Considerando o efeito toxico de acidos graxos insaturados sobre 0s

microorganismos ruminais, um mecanismo de defesa para reducdo desta toxidez é
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aprovavel razdo para o desenvolvimento da capacidade de biohidrogenagdo pelas
bactérias (PALMQUIST & MATTQOS, 2006).

Vérias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de aumentar a
concentracdo dos &cidos graxos benéficos na carne ovina por meio da manipulacdo da
biohidrogenagéo ruminal dos acidos graxos insaturados (AGI) (LADEIRA; OLIVEIRA,
2007). Associado a estes fatores, ha trabalhos na literatura (HILLER; HERDMANN;
NUERNBERG, 2011; WATERS et al., 2009) que sugerem que a composi¢cdo de acidos
graxos da carne pode ser controlada por fatores ainda mais especificos, tais como os
genes relacionados com o metabolismo lipidico.

Estratégias nutricionais que visam melhorar o perfil dos &cidos graxos
presentes na composi¢cdo da gordura intramuscular na carne tém utilizado fontes
alimentares ricas em lipideos (HILLER; HERDMANN; NUERNBERG, 2011; WANG
et al., 2012). No entanto, respostas mais especificas associadas a estes fatores de sintese
lipidica podem ser obtidos ao se avaliar a expressdo de genes envolvidos no

metabolismo lipidico.

3.2. Gordura na qualidade de carcaca

A producgdo de carne ovina no Brasil em 2008 era de 79.300 milhdes de
toneladas e passou para 85.900 milhdes de toneladas em 2013. Um crescimento de
8,32% em 5 anos segundo a FAO (2015). A divulgacao das qualidades tipicas da carne
ovina, como o seu sabor e valor nutritivo, promoveu um aumento consideravel no
consumo desse produto em regides do Brasil que tradicionalmente ndo a consumiam, o
que gerou um crescimento da demanda (COUTO, 2003).

Atualmente os consumidores estdo cada vez mais interessados em um produto
com qualidade nutricional desejavel e que atenda as exigéncias diarias para uma vida
saudavel. E é consenso na literatura que a carne ovina € excelente fonte de proteina,
vitaminas e micronutrientes (BIESALSKI, 2005; WILLIAMSON; FOSTER;
STANNER, 2005).

Sabe-se que o nivel da gordura intramuscular presente nas carnes, assim como
a sua composicao estdo associadas com a suculéncia, sabor, maciez e aceitacdo global
(JEREMIAH et al., 2003;0’QUINN et al., 2012). Além destas caracteristicas a vida de
prateleira (oxidacéo lipidica e do pigmento) é influenciada pela composi¢do da mesma.
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Os lipideos sdo importantes na alimentacéo, como fonte de energia e de acidos
graxos essenciais, por possuirem alto valor energético e estarem associados as
caracteristicas sensoriais especiais, que se revelam pela sua textura, aroma e sabor
(BATISTA, 2008).

Segundo Mahgoub et al. (2002), a composi¢do dos acidos graxos presentes nos
lipideos influencia na qualidade da carne, sendo que um maior grau de saturacdo induz a
uma menor qualidade. Entretanto, a composicdo exerce pouca influéncia no valor
comercial da carcaga, comparado ao teor de gordura. Caracteristica que tem despertado
no consumidor a preocupag¢do em consumir carnes saudaveis e com baixo indice de
colesterol (BANSKALIEVA et al., 2000).

A gordura intramuscular contribui para a sensacdo de maciez e suculéncia da
carne e isso ocorre devido a sensagdo de umidade produzida na boca durante a
mastigacdo e ao efeito lubrificante. Pela baixa condutividade térmica da gordura o
cozimento ocorre de forma mais lenta, evitando a desnaturacdo protéica e a perda de
liquido durante o cozimento (LAWRIE, 2005).

A suculéncia da carne esta relacionada a dois fatores, o primeiro é a impressao
de umidade durante as primeiras mastigadas que é produzida pela rapida liberacdo do
fluido da carne. O segundo é uma suculéncia sustentada, principalmente devido ao
efeito estimulante da gordura sobre a salivacdo (WEIR, 1960 citado por LAWRIE,
2005). Segundo Osorio et al. (2009) carnes com maior quantidade de gordura
intramuscular podem ser mais suculentas, como a de um cordeiro jovem, por exemplo,
gue pode apresentar carne menos suculenta por ainda ndo ter depositado gordura
intramuscular.

Porém guanto maior 0 marmoreio, a suculéncia aumenta de maneira linear em
painéis de degustacdo (SMITH, 2001). O marmoreio pode evitar a perda de agua e
desnaturacdo das fibras, fazendo com que a carne permaneca suculenta, mesmo quando
excessivamente preparada, pois o calor se propaga de maneira mais lenta na gordura do
gue na proteina.

A cobertura de gordura na carcaca é um fator importante de protecao da carne a
baixas temperaturas de armazenamento, principalmente em frigorificos que utilizam
camaras frigorificas com baixas temperaturas, minimizando o fenémeno do
encurtamento pelo frio (“Coldshortening”) e impedindo a perda excessiva de dgua pela
carne (BONAGURIO, 2003; SAFARI et al.,, 2001), aléem de evitar a ocorréncia de

queimadura pelo frio e diminui¢do da maciez.
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Alguns autores pontuam o grau de marmoreio de acordo com a distribuicdo e a
quantidade de gordura intramuscular na regido do musculo longissimus dorsi
(CASTRO, 2011). Esta pontuacdo vai de abundante (16 a 18), moderado (13 a 15),
médio (10 a 12), pequeno (7 a 9), leve (4 a 6) a tracos (1 a 3).

A gordura de marmoreio (MAR) é o depésito de gordura intramuscular, uma
fracdo de tecido adiposo que se deposita entre as fibras musculares, medida com uso de
ultrassonografia sobre o “contrafilé”, entre a 12* e 13% costelas e ¢ um dos principais
fatores determinantes para classificacdo de qualidade. Em vérios paises, ja é pratica
comum se pagar por esta caracteristica que contribui positivamente no sabor e maciez
da carne, aspecto este fundamental para alguns mercados mais exigentes, que
remuneram por esta qualidade (MULLER, 1987).

3.3. Gene Envolvido na Formacéo das Fibras Musculares

3.3.1.Miostatina

Miostatina (também conhecida como fator de diferencia¢do de crescimento 8,
abreviado GDF-8), ela ¢ uma miocina, ou seja, uma proteina produzida e liberada pelos
miocitos que atuam na fungdo autdcrina das células musculares inibindo a miogénese,
como no crescimento das células musculares e diferenciacdo (CARNAC et al., 2006).
Além de pertencer a familia das proteinas TGF beta (JOULIA-EKAZA E CABELLO,
2007). Em humanos ela é codificada pelo gene MSTN (GONZALES-CADAVID et al.,
1998) e consiste de duas subunidades idénticas, cada uma contendo 109 residuos de
aminoacidos (o gene codifica uma pré-proproteina 375 aminoacidos que é processada
proteoliticamente para a sua forma ativa mais curta)(GE; GREENSPAN, 2006).

O seu peso molecular total é de 25,0 kDa. A proteina esta inativa até que uma
protease clive a porcdo NH,-terminal ou "pro-dominio” da molécula, resultando no
dimero COOH-terminal ativo. A miostatina liga-se ao receptor de activina do tipo II,
resultando em um recrutamento de co-receptores Alk-3 ou Alk-4. Estes co-receptores
iniciam uma cascata de sinaliza¢do celular no musculo, que inclui a ativacdo de fatores
de transcricdo na familia SMAD - SMAD2 e SMADS3. Esses fatores induzem a

regulacdo de genes especificos de miostatina. Quando aplicado a mioblastos, a
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miostatina inibe sua diferenciagdo em fibras musculares maduras (GE; GREENSPAN,
2006).

Animais sem a producdo de miostatina ou tratados com substancias que
blogueiam a atividade da miostatina, tem significativamente mais massa muscular.
Além do mais, os individuos que apresentam muta¢Ges em ambas as copias do gene da
miostatina, também apresentam mais massa muscular e sdo bem mais forte que os
normais (TSUCHIDA, 2008). Naturalmente ocorre deficiéncia de miostatina de varias
formas e tem-se identificado essa deficiéncia em algumas racas de bovinos
(KAMBADUR et al.,, 1997), ovinos (CLOP et al., 2006), pequenas ragas caninas
(MOSHER et al., 2007) e em humanos (HAISMA e de HON, 2006).

A primeira descricdo da dupla musculatura (DM) em ovinos foi em 1940
(NSERLAND, 1940). Este fenotipo ocorre com frequéncia na raca Texel. Os ovinos das
racas Beltex e Texel sdo famosas pela excepcional produgdo de carne (BANKS 1997;
BUSBOOM et al., 1999; CLOP et al., 2006), sendo os reprodutores da raca Texel mais

utilizados nos cruzamentos dos sistemas de reproducédo animal na Europa (Figura 1).

Figura 1. Exemplares de ovinos da raga Texel com
dupla musculatura (Fonte: MIARet al., 2014).

O fendtipo DM é caracterizado pela hipertrofia muscular, principalmente nas
regibes proximais do dianteiro e do traseiro, protrusdo muscular proeminente com
limites intramusculares e sulcos claramente visiveis (BELLINGE et al., 2005). Outras
caracteristicas principais incluem menor concentracdo de gordura nos 0ssos dos

membros, genitalia externa menos desenvolvida e linguas ampliadas em bezerros
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recém-nascidos (BELLINGE et al., 2005). Os animais de DM também tém menos
0ss0s, menos gorduras e mais masculos com uma maior proporcao de cortes nobres da
carne (SHAHIN E BERG, 1985). No entanto, existem algumas desvantagens para este
fendtipo em bovinos, incluindo fertilidade reduzida, baixa viabilidade do bezerro,
aumento da susceptibilidade ao estresse (ARTHUR et al., 1988) e distocia (ARTHUR et
al., 1989). A dificuldade do parto (distocia) € uma preocupacao comum entre criadores

de ovinos em sua consideracao na raca Texel (KEYNES, 1994).

3.4. Genes de Sinaliza¢do de Adipocitocinas

Em um estudo realizados por Lim et al. (2017), foram identificados uma série
de genes ativos em diferentes vias metabdlicas ou, pelas proteinas estruturais das células

musculares. Dentre esses, destacamos:

3.4.1Acido Graxo Sintetase (Fatty acid synthase-FASN)

E uma enzima codificada pelo gene FASN em humanos (JAYAKUMAR et al.,
1995). Também é uma proteina multi-enzimatica que catalisa a sintese de acidos graxos.
Ela ndo é uma enzima simples, apresentando dois polipeptidios idénticos e
multifuncionais de 272 kDa, 0s quais atuam nos substratos a partir de um dominio
funcional para o outro (SMITH et al., 2003). Sua principal fungdo é catalisar a sintese
de palmitato (uma cadeia longa de acido graxo saturado com 16 carbonos) a partir da
Acetil-CoA e Malonil-CoA, na presenca de NADPH (CHIRALAet al., 2001).

3.4.2. ATP citratoliase (ATP citartelyase-ACLY)

E a enzima primaria responsavel pela sintese de acetil-CoA citosdlica em
muitos tecidos. A enzima é um tetramero de subunidades aparentemente idénticas. O
produto, acetil-CoA, em animais serve varias vias biossintéticas importantes, incluindo
lipogénese e colesterogénese (FATLAND et al., 2002). E ativado pela insulina
(GUAYet al., 2007). Portanto, ATP-citratoliase é responsavel por catalisar a conversao
de citrato e CoA em acetil-CoA e oxaloacetato, juntamente com a hidrolise de ATP
(Sun et al., 2010).
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3.4.3.Aldolase C (aldolase, fructose-bisphosphate C-ALDOC)

E uma das trés isoenzimasaldolase (A, B e C), codificadas por trés diferentes
genes (ARAKAKI et al., 2004; DU et al., 2014). A sequéncia de aminoacidos da
ALDOC é altamente similar a outras isoenzimas, compartilhando 68% de identidade
com a ALDOB e 78% com a ALDOA(ARAKAKIet al., 2004). A ALDOC esta
envolvida na glicolise e no caminho reverso na gliconeogénese. Ela catalisa a conversao
reversivel da 1,6-bifosfato-frutose para 3-fosfato-gliceraldeido (G3P), ou gliceraldeido e
fosfato-dihidroxicetona (DHAP) pela clivagem do grupamento aldol, sendo portanto,
crucial na biossintese de ATP (ARAKAKI et al., 2004; LANGELLOTTI et al., 2014).

3.4.4.Ectonucleotidepirofosfatase/fosfodiesterasel
(ectonucleotidepyrophosphatase/phosphodiesterase 1-ENPP1)

E uma enzima de ampla especificidade e cliva uma variedade de substratos,
incluindo ligacdes fosfodiéster de nucleotideos e agucares nucleotidicos e ligacbes de
pirofosfatos de nucleotideos e aglcares nucleotidicos. Esta proteina pode funcionar para
hidrolisar 5’-trifosfatos de nucleosideo para os monofosfatos correspondentes e também
pode hidrolisar polifosfatos de diadenosina (MADDUX E GOLDFINE, 2000). Ela
interage com o receptor de insulina e inibe a sinalizagdo subsequente, diminuindo sua
autofosforilacdo da subunidade p. O ENPP1 €é muito expresso em musculos
esqueléticos, tecido adiposo e fibroblastos de pele cultivada de individuos resistentes a
insulina que ainda ndo sdo obesos ou diabéticos. O que indica que a expressdo excessiva
de ENPP1 é um defeito inicial e intrinseco na resisténcia a insulina humana (ABATEet
al., 2014).

3.4.5.Fosfatase de Especificidade Dupla 10 (dual specificityphosphatase 10- DUSP10)

E uma enzima que inativa suas quinases alvos por desfosforilacdo de residuos
de fosfosserina/treonina e fosfotirosina. Eles regulam negativamente os membros da
superfamilia MAPK (MAPK/ERK, SAPK/JNK, p38), que esta associada a proliferacdo
e diferenciacdo celular. Diferentes membros desta familia de fosfatases de
especificidade dupla apresentam especificidades de substrato diferentes para MAPKS,

distribuicdo de tecido diferente e diferentes modos de indutibilidade de sua expressao
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por estimulos extracelulares. Este produto genético se liga e inativa p38 e SAPK/INK,
mas ndo MAPK/ERK (TANOUEet al., 2001). E distribuido uniformemente tanto no
citoplasma quanto no nucleo. Este gene é amplamente expresso em varios tecidos e
0rgdos, e sua expressdao € elevada por estimulos de estresse (THEODOSIOU et al.,
2001).

3.5. Expressdo Génica

A expressdo genética € o nivel fundamental do gen6tipo de um organismo (ou
0 seu plano interno de informacédo genética), originando o fenétipo. Uma boa maneira
de considerar que a expressdao do gene é um mediador que interpreta a informacéo
armazenada no DNA, no fenétipo de uma célula, é por meio da transcricdo do gene e
processamento do RNA mensageiro. A influéncia sobre o fendtipo final €
predominantemente exercida por meio da sintese de proteinas, algumas das quais sao
estruturais e controlam a forma e as caracteristicas do organismo, enquanto que outras
sdo enzimas responsaveis pela catalise particular das vias metabdlicas (ANDERSSON e
GEORGES, 2004).

A contribuicdo da variacdo de expressdo de genes na diversidade fenotipica, na
evolucdo adaptativa e susceptibilidade a doencas tem sido amplamente esclarecido
(KNIGHT et al., 2004). No entanto, o motivo pelo qual essa variagdo ocorre ndo esta
muito bem elucidado (HARRISON et al. 2012). De modo que as diferentes expressoes
génicas entre espécies sdo geralmente herdaveis e podem ser altamente espécie-
especificas (LEMOS et al. 2008; AYROLES et al. 2009; MCDANIELL et al. 2010).

Embora a maioria dos genes seja expressa igualmente a partir de ambos os
alelos, alguns genes sdo expressos diferentemente. O termo ‘“variacdo alélica” ¢
amplamente definido como as diferencas nas sequéncias regulatérias encontradas em
diferentes genotipos parentais. Os organismos possuem caracteristicas de expressar
preferencialmente um alelo particular sob fatores regulatorios, o qual é definido como
expressao alelo-especifico (ASE). As ASE podem acumular com divergéncia genética e,
possivelmente, com adaptacdo a diferentes ambientes e sdo sensiveis aos processos
desenvolvimentais dindmicos (VON KORFF et al., 2009). Os ensaios com 0s ASE
podem ser usados para identificar variacdes regulatorias do tipo cis, trans e cis por trans
(MAIN et al., 2009; PASTINEN, 2010).
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Em sistema de producdo animal, o objetivo é melhorar caracteristicas
quantitativas (também conhecidos como caracteristicas complexas) e seria vantajoso
identificar alelos de genes de caracteristicas desejaveis e assim, selecionar animais para
reproducdo que contenham os alelos desejaveis (GODDARD e HAYES, 2009). Como
os fenOtipos de caracteristicas quantitativas em algumas espécies diploides sao
controlados por reguladores de transcricdo, uma maior observacdo deve ser feita
diretamente ao descobrir os polimorfismos de regulacéo cis e suas contribuices para
fendtipos complexos (MONTGOMERY et al. 2010). Essas abordagens tém implicagdes
praticas para a aplicacdo de selecdo assistida por marcadores moleculares para

caracteristicas quantitativas que séo dificeis de medir em espécies agricolas.
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4.2. ABSTRACT. Myostatin is a protein involved in the regulation of myogenesis;
animal meat quality can be influenced by its expression. We analyzed the influence of
diet content; integral soybean, yellow grease and palm oils, on Myostatin gene
expression in the Logissimus lumborum muscle of sheep reared in the Northeast
Amazon region. A basic controlled diet was elaborated and used with the addition of
4% of different oils as experimental treatments. All animals were slaughtered at a
weight of 35 kg and 5 g of Logissumus lumborum muscle was collected and RNA

22 was used to determinate relative

extracted, quantified and RT-PCR was run. The
Myostatin expression. The control diet presented a relative Myostatin expression at the
highest level of expression among all treatments, and when compared with soybean oil,
was significantly different (P<0.05). No significant difference were noted for other oils
(P>0.05). Though soybean oil when added to the diet decreased Myostatin expression, it

induced muscle hyperplasia, generating animals with greater musculature.

Key-words: Animal nutrition, GDF-8, palm oil, residual oil, soybean oil.

4.3. INTRODUCTION

The GDF-8 (Growth Differentiation Factor — 8) gene codes a protein produced and
released by myocyte cells that affects the functioning of muscle cells inhibiting
myogenesis, also known as Myostatin (MSTN) (Carnac et al., 2006). Myostatin binds to
activating receptor type Il to start a muscle cell signalization cascade that activates the
SMAD family transcript factors (Smad2 and Smad3). These factors induce the
regulation of Myostatin specific genes and when applied to myoblasts provoke their
differentiation into mature muscle fibers (Ge and Greenspan, 2006).

Animals with low Myostatin expression or treated with substances that block its activity
have considerable muscle mass and are relatively strong (Tsuchida, 2008). Myostatin
deficiency occurs naturally in sheep that present gene polymorphisms (Farhadian et al.,
2012). However, these same authors associated polymorphisms of the MSTN gene with
birth weight in Iranian Makoei sheep.

In a study with lamb muscles and MSTN gene suppression, there was reduction in
Myostatin and increased expression of some differentiation-associated genes, such as
Myf5, MyoD, and Myogenin, which were up-regulated by Smad3, thus leading to
promotion of muscle cell differentiation and growth (Du et al., 2015). Lv et at. (2015)
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estimated MSTN expression in different muscles at different ages (2 days, 2 months and
6 months old), and observed significant variation in expression with age for longissimus
dorsi, soleus, gastrocnemius and extensor digitorum longus muscles.

A study analyzing the effect of increased dietary intake observed an increase in fiber
diameter and cross-sectional area of some muscles (Xing et al., 2013). There also was a
negative correlation between mRNA of MSTN with muscle fiber diameter and cross-
sectional area; in other words, decline of MSTN mRNA apparently resulted in muscle
fiber hyperplasia and hypertrophy. Myostatin expression is associated with lamb meat
quality (Bagatoli et al., 2013). Another study with the Santa Inés breed and mixed
breeds analyzed the MTSN expression in longissimus lumborum and observed that high
expression is associated with a low meat tenderness phenotype, and low expression
apparently results in improved meat tenderness (Bagatoli et al., 2013).

We examined the influence of adding soybean oil, residual soybean oil from a fryer and
palm oil in diets and its association with the Myostatin gene expression profile in the

Longissimus lumborum muscle of sheep reared in the Amazon region.

4.4. MATERIAL AND METHODS

All procedures were conducted according to Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) guidelines. The project proposal was approved by
the Animal Use Ethics Commission (CEUA) of the Universidade Federal Rural da

Amazonia (UFRA) and granted approval number 005/2013.

Experiment design
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The experiment was conducted at the Metabolic Study Unit of Small Ruminants at the
Universidade Federal Rural da Amazoénia, Belém, Para, Brazil (01° 27' 21" S and 48° 30’
16" W). We used 40 male uncastrated Santa Inés x Dorper mixed breed sheep with an
average age of 80 days and initial body weight of 18kg. Care included all health aspects
such as control of ecto- and endo-parasites using ivermectin (0.5 mL / 25 kg.liveweight
1. The subjects were administered vitamins A, B12, D and E. They were housed in
individual 1.77 m® cages (1.52 x 0.97 x 1.20 m) containing feeding and drinking
recepticals. The cages were protected from the rain and sunlight, and had good lateral
air circulation.

The basic diet was elaborated to be considered a Control diet (CD) having ground corn,
soybean meal, mineral salt, and calcitic limestone. Three treatment diets were prepared
and fed to subsets of the study animals: Treatment 1 (Soybean oil) is the CD plus 4% of
soybean oil added; Treatment 2 (Yellow grease) is the CD plus 4% of yellow grease
added (oil used to fry potatoes at the university restaurant with rigorous oil source
control free of animal residues), and Treatment 3 (Palm oil) is the CD plus 4% of palm
oil (Elaeis guineensis, Jaquim). In all diets we used a 60:40 forage : concentrate ratio,
the forage composed of elephant grass silage cv. Purple (Pennisetum purpureum,
Schum) cultivated at the UFRA.

Each treatment included 10 animals and each animal was weighed every 15 days until
they reached a weight of 33 kg. They were also weighed weekly until they reached a
slaughter weight of 35 kg after 90 days of feeding on the study diets. After slaughter, 5
g of Longissimus lumborum muscle was collected from the13th thoracic vertebra and

kept in liquid nitrogen until laboratory analysis was performed.

Laboratory proceedings

RNA extraction was made with 3 mg of macerated muscle tissue, mixed with Trizol
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and processed according to the manufacturer’s
recommendations. All RNAs were quantified in a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) to measure RNA concentration.
The purity of total RNA was determined by A260/280 and A260/230 ratios. Samples

with A260/280 >2.2 were considered suitable for analysis.

Real-time PCR



27

Real-time PCR (RT-PCR) was performed in triplicate for Myostatin and GAPDH
(endogenous) genes using a Power Sybr® Green RNA-to-Ct'™ one-step Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) according to manufacturer recommendations with a

h™ Real-Time

final volume of 20 pL. All reactions were run using the CFX96 Touc
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The primer sequences for RT-PCR

were designed by Primer3 online software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) (Table 1).
Insert Table 1. Primer sequences to analyze gene expression in sheep.

Statistical analyses

Myostatin gene expression was estimated through the 2*“* method using GAPDH as a
reference gene. The gene expression data was analyzed using the Kolmogorov-Smirnov
normality test through PROC UNIVARIATE and transformed to square root. Next, the
treatments were submitted to ANOVA and the control diet was compared with all
treatments with the Dunnett test using PROC GLM. All procedures were performed on
SAS (Free Version-University Edition). The level of statistical significance was set at
0.05.

4.5. RESULTS

All RT PCRs were successful and Ct values were determined. The values ranged from
13.27 to 20.23 for the GAPDH gene and 16.34 to 20.97 for the Myostatin gene (Table
2).

Insert Table 2. Ct values for GAPDH and Myostatin genes determined by RT-PCR.

The relative Myostatin gene expression for each treatment was measured (Figure 1).
Control diet consisting of the basic diet plus silage gave the highest relative Myostatin
gene expression. All treatments with added oil reduced expression; but only the
treatment with unused soybean oil gave a significantly lower expression compared to
the control diet. However, the adding of soybean oil down-regulated the pathway of

Myostatin expression when compared with yellow grease and palm oil.
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Insert Figure 1. Comparison of Myostatin expression in sheep fed with a standard diet
compared with diets to which palm or soybean oil was added. Different letters over the

bars indicates significant differences (P<0.05).

4.6. DISCUSSION

Myostatin expression is regulated by animal nutritional status; when they are under feed
restriction or with low energetic level diets, Myostatin expression increases (Carneiro et
al., 2013). This was found in the control treatment that had the lowest caloric value;
however, without the added oil, it had the highest Myostatin expression. Zhao et al.
(2016) observed that along with muscle development in ewe lambs, energetic restriction
in the diet increases Myostatin expression, which may attenuates skeletal muscle
development and inhibit the synthesis of certain proteins acting through the Akt-
dependent pathway.

In a study using sheep fed a diet without oil showed that mMRNA MSTN expression
significantly decreased in the same muscle in sheep fed with different diets (Xing et al.,
2014). On the other hand, Bajatoli et al. (2013) evaluated the effect of MSTN expression
on lamb meat quality of several types of sheep, including Santa Inés, % Santa Inés-
Doper and ¥2 White Doper-Santa Inés; they concluded that high Myostatin levels are
associated with low meat tenderness values.

Diets with low and high fat were tested to determine Myostatin expression in the
rainbow trout fish (Oncorhynchus mykiss) by Galt et al. (2014). They observed that a
high-fat diet reduces Myostatin expression and alters skeletal muscle lipid content.
Different lipid level diets were tested to determine how they affected the expression of
growth related genes in Senegalese sole fish (Solea senegalensis), including Myostatin;
expression was not affected by the different lipid levels (Campos et al., 2010). Diets
containing different kinds of energy altered MSTN expression in geese (Jun-Peng et al.,
2008).

Different energetic diet types presented different degrees of MSTN expression in sheep
muscle (Zhao et al., 2016). Jun-Peng et al. (2008) also found this effect on MSTN
expression interacting with IGF-1 and GH genes in geese. They observed a significant
effect on MSTN expressions with different energy source diets.

The addition of oil to the diet decreased Myostatin expression, but only with

unprocessed soybean oil was it significantly reduced. When the affect of oil and residual
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frying oil were compared in a sheep diet, a reduction in intake (g/d) was observed,
principally of dry matter, organic matter, crude protein, neutral detergent fiber, and total
carbohydrates, but there was an increased ether extract in the diet containing used frying
oil (Peixoto et al., 2017). However, residual soybean oil treatment gave the highest
Myostatin expression among all the treatments and may lead to smaller muscle
development, i.e. hypoplasia (Reisz-Porszasz et al., 2003). Therefore, sheep fed with
diets containing unused soybean oil decrease Myostatin gene expression in muscles and
may lead to hyperplasia, but it is necessary to associate the Myostatin expression with
meat quality characteristics, such as carcass yield, tenderness, organoleptic profiles and

others.
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Table 1. Primer sequences used to analyze gene expression in sheep muscle.
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Genes Forward and reverse sequences Exon GenBank
reference
TCTGAGACCTGTCAAGACTCC
Myostatin 2 ID: 443449
CTCTGCCAAATACCAGTGCC
ATGCCTCCTGCACCACCA
GAPDH ID: 443005
AGTCCCTCCACGATGCCAA

Table 2. Ct values for GAPDH and Myostatin genes determined by RT-PCR.

Treatments _ GAPDH _ Myostatin

Min Max Min Max
Control diet 14.86 17.33 16.34 17.59
Soybean oil 13.59 16.66 17.74 18.72
Yellow grease 13.51 20.23 17.64 20.97
Palm oil 13.27 19.35 16.55 19.83

Min= Minimum; Max= Maximum.
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5. ARTIGO 2.

Formatado para ser submetido para a Revista Physiologic Genomics (ISSN: 1094-8341)

5.1. Titulo: A adicao de diferentes 6leos na dieta regulam a expressao de genes
sinalizadores de adipocitocinas no musculo Longissimus dorsi de ovinos

5.2. Resumo. A produgéo de ovinos no Brasil & uma atividade em constante
crescimento e necessita de desenvolvimentos tecnoldgicos que possam se aliar a
qualidade da carne, sendo a nutricdo um fator importante e a adicdo de 6leos na dieta
tem sido comprovada como reguladores das expressdes de varios genes. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de dietas contendo adigdes de diferentes
6leos (soja, soja de fritura e dendé) na regulacdo da expressdo de genes sinalizadores de
adipocitocinas no masculo Longissumus dorsi em ovinos. Quarenta animais machos e
nédo castrados foram mantidos em gaiolas individuais e alimentados sob quatro
diferentes tratamentos: Tratamento controle (concentrado e forragem) e os demais
tratamentos contendo o concentrado e forragem mais 4% de dleo (soja, soja de fritura e
dendé). Apos oabate foram coletados amostras do musculo Longissimus dorsi. Seguido
de extracdo de RNA e PCR em tempo real com SYBR Green para cincos genes
sinalizadores de adipocitocinas, normalizados com o gene GAPDH. Foi realizado
ANOVA seguido do teste de Dunnett. As expressoes relativas do gene ACLY nédo foram
significativas entre os tratamentos, mas para o gene ALDOC todos os tratamentos com
adicOes de 6leos regularam a expressao para menos em relagéo ao grupo controle. O
gene DUSP10 apresentou 0 maior nivel de expressdo entre 0s genes, mas somente o
tratamento com adicéo de 6leo de soja foi significativamente baixa em relacdo ao
controle. O gene ENPP1 foi regulado significativamente para cima com as adi¢Oes de
6leos de dendé e soja de fritura e o gene FASN, foi significativamente regulado para
menos na dieta contendo 6leo de soja. Conclui-se que as adi¢des dos diferentes 6leos na
dieta dos ovinos regularam as expressdes da maioria dos genes para mais ou para
menos, o que pode influenciar nas vias metabdlicas responsaveis pela biossintese de
acidos graxos no masculo Longissimus dorsi de ovinos.

Palavras chave: Adipocitocinas, dieta de ruminante, nutritranscriptomica, 6leo de
dendg, dleo de soja.

5.3. Introdugéo

Diversos fatores interferem na qualidade da carne e podem estar relacionados

ao animal, ao meio, ao genotipo e a nutricdo, a exemplo, 0s niveis protéicos e
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energéticos da dieta. Entre esses fatores, a nutricdo € determinante da qualidade da
carne, pois as mudancas na dieta podem melhorar tanto a quantidade como a qualidade
do produto final (Batista et al., 2010).

Segundo Jaeger et al. (2004), gorduras e Oleos tém sido utilizados na
alimentacdo de ruminantes em substituicdo as altas propor¢des de grdos, com o intuito
de aumentar a densidade energética da dieta e melhorar a eficiéncia alimentar. A
quantidade de energia consumida pelo animal na fase de terminacdo é um fator que
afeta a quantidade de gordura presente na carcaga. Segundo Smith et al. (2003) e Gomes
et al. (2009), quanto mais energia o animal consumir, maior serd a percentagem de
gordura subcutdnea. E consequentemente maior serd a gordura intramuscular na carne,
deixando o produto final mais macio.

O conhecimento dos mecanismos de agdo génica envolvidos nesses processos
pode ajudar na identificacdo de animais com valor genético elevado para caracteristicas
como maciez e marmoreio da carne e a selecdo pode ser conduzida em animais jovens
(Pinto et al., 2010). Portanto, os efeitos de dietas na lipogénese no musculo de
ruminantes também tem possibilitado o entendimento da expressdo de varios genes que
séo sinalizadores de adipocitocinas (Li et al., 2018). As expressodes de genes envolvidos
na sintese de &cidos graxos e na qualidade do musculo Longissimus dorsi de ovinos
podem ser reguladas sob diferentes suplementages (Li et al., 2015). Em bovinos, genes
de regulacdo da lipogénese tém sidos associados a dietas contendo 6leos de palma e de
soja (Choi et al., 2016; Park et al., 2017; Li et al., 2018). Sendo assim, 0 objetivo deste
trabalho foi analisar a influéncia de dietas com adicdo de 4% de diferentes Oleos (soja,
soja de fritura e dendé) na regulacdo de expressdes de genes responsaveis pela

biossintese de lipidios no musculo Longissimus dorsi em ovinos.

5.4. Material e métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O presente trabalho foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural da Amazdnia com o numero de protocolo 005/2013.

Manejo e Delineamento Experimento

O experimento foi realizado na Unidade de Estudo de Metabdlicos de Pequenos
Ruminantes da UFRA, Belém, Estado do Par4, Brasil (coordenadas geograficas: 01° 27
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21" S and 48° 30" 16" W. Foram usados 40 animais do sexo masculino ndo castrados da
raca mestica Santa Inés x Doper com média de idade de 80 dias e peso inicial de 18 kg.
Os animais foram avaliados em alguns aspectos sanitarios, tais como o controle de ecto
e endoparasitas com ivermectina (0,5 mL por 25 kg.peso vivo™). Todos os animais
foram suplementados com vitaminas A, B12, D e E. Eles foram mantidos em baias
individuais com 1,77 m® (1,52 x 0,97 x 1,20 m) contendo recipientes para alimentacdo e
bebedouros. As gaiolas foram protegidas das chuvas e raios solares, e tiveram boa
circulacdo de ar lateralmente.

Foi elaborado uma dieta basica para ser considerada um tratamento de grupo controle
(GC) contendo grdos de milho, farelo de soja, sal mineral e calcario calcitico, e outros
trés tratamentos foram realizados, sendo: Tratamento 1 (T1), contendo o contedo do
grupo controle (GC) mais a adicdo de 4% de Oleo de soja; Tratamento 2 (T2),
constituido do contetdo do GC mais 4% de Oleo de soja de fritura (6leo utilizado para
fritura de batata no restaurante universitario da UFRA sob rigido controle, evitando a
contaminacdo com produtos de origem animal), e o Tratamento 3 (T3), contendo o
conteddo do GC mais 4% de 6leo de Dendé (Elaeis guineensis, Jaquim).

Em todas dietas foram utilizados a razdo forragem:concentrado de 60:40, sendo a
forragem constituida de silagem de Capim elefante cv. Roxa (Pennisetum purpureum,
Schum) cultivada na area de pastagem da UFRA.

Cada tratamento foi constituido de 10 animais e todos foram pesados a cada 15 dias até
atingirem aproximadamente 33 kg aos 90 dias se alimentando das dietas. Os animais
foram abatidos e 5 g do musculo Longissimus lumborum foi coletado da 13% vértebra
toréxica e mantidos em nitrogénio liquido até as andlises laboratoriais.

Procedimentos laboratoriais

A extracdo de RNA foi realizada com 3 mg do tecdo musuclar macerado em nitrogénio
liquido e misturado com o reagente TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sendo
conservado a -80°C por 12 h. Em seguida a extracdo do RNA foi realizada sob as
recomendacbes do fabricante. Todos o0os RNAs foram quantificados no
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) para
determinacdo das concentracdes de RNA. O grau de pureza dos RNAs foram
determinados pela razdo de comprimentos de ondas A260/280 e A230/260. As amostras
com coeficientes acima de 2,2 para a razdo de A260/280 foram processadas.

PCR em Tempo Real

Os PCRs em tempo real (PCR-RT) foram processados em triplicatas para os genes
classificados como sinalizadores de adipocitocinas no musculo (Lim et al., 2017): ATP-
citrato sintase (ACLY), Aldolase C (ALDOC), fosfatase de especificidade dupla-10
(DUSP10), ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase-1 (ENPP1) e &cidos graxos
sintase (FASN). Para normalizacdo das expressdes foi utilizado o gene enddgeno
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
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As reacOes foram realizadas através do método one-step, usando o kit Power Sybr®
Green RNA-to-C+'™ one-step Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de
acordo com as recomendacdes do fabricante a um volume final de 20 pL. Todas as
reagdes foram conduzidas no termocilcador CFX96 Touch™ Real-Time Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Os primers foram desenvolvidos pelo programa
online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) e suas sequéncias estdo descritas na
Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos primers para determinagdo das expressdes génicas através do
PCR em tempo real.

Tamanho

Genes Sequéncias (5°-3) - GenBank
(Posicéo)

For: CCAAGGCGATTTCTGAGC 116 pb _

ACLY Rev: GGCCCAGTCTGTGTCAGG (Exon 1) ID: 654404
For: TGTGTACAAGGCCCTGAGTG 118 pb _

ALDOC Rev: CATGGCGATCTCCTCTGG (Exon 6) ID: 101105422
For: ATCTTGCCCTTCCTGTTCCT 116 pb _

DUSP10 Rev: TAGTGGTAGAGGGGCAGGTG  (Exon 2) ID: 101106025
For: GCATGGAACAAGGCAGTTG 116 pb _

ENPPL Rev: TGGAACATCAGAGGGTCTCAG (Exon 13) ID: 101123048
For: ACAATCTGTCCCAGGTGTGC 121 pb _

FASN Rev: GCCAGGGAGCTGTGAATAAT  (Exon 39) ID: 100170327

GAPDH For: ATGCCTCCTGCACCACCA 76 pb ID: 443005

Rev: AGTCCCTCCACGATGCCAA (Exon 6)

pb= pares de bases.
Andlises Estatisticas

As expressdes dos genes foram estimadas através do método 2*“* usando o GAPDH
como gene de referéncia. Os dados de expressdo foram testados quanto a Normalidade
usando o teste de Kolmogorov-Smirnov através da programacdo PROC UNIVARIATE e
quando necessario, eram transformados pela raiz quadrada. Em seguida, os tratamentos
foram submetidos a ANOVA e a dieta controle foi comparada com o0s demais
tratamentos pelo teste de Dunnett usando a programacdo PROC GLM. Todas os
procedimentos foram realizados no programa SAS (Versao livre- Edicdo Universitaria).
O nivel de significancia foi de 0,05.

5.5. Resultados

As amostras experimentais foram comparadas com o grupo controle e estdo
representadas na Figura 1. O gene ACLY teve expressdo relativa superior a 0,5 para
todos os tratamentos, mas ndo foram determinadas diferencas significativas entre os
tratamentos testados e o grupo controle (P>0,05). O gene ALDOC apresentou expressao
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génica relativa superior a 0,5 e o0 grupo controle apresentou expressdo relativa
significativamente maior em relacdo aos tratamentos contendo dieta basica mais a
adicdo dos 6leos, ou seja, a adicdo dos 0leos na dieta regulou a expressdo cerca de 0,4x
para menos. O gene DUSP apresentou o maior nivel de expresséo relativa, entre 1,4 e
2,08, porém, a adi¢do do 6leo de soja regulou a expresséo significativamente para baixo.
O gene ENPP apresentou niveis relativos de expressao abaixo de 0,5 no grupo controle,
o qual ndo diferenciou do tratamento contendo a adicdo de 6leo de soja. Contudo, a
adicdo dos 6leos de dendé e soja de fritura regularam a expressdo do gene ENPP para
cima, cerca 0,5x mais. O gene FASN teve 0 grupo controle com expressao relativa
superior a 0,5, porém os tratamentos com adi¢do dos dleos regularam suas expressdes
para menos, mas sO o tratamento contendo 6leo de soja regulou a expressdo do gene
FASN significativamente cerca de 0,25x para menos.

Figura 1. Representacdo graficas das expressbes génicas relativas dos genes de
sinalizacdo de adipocitocinas em ovinos tratados com dietas com adi¢édo de 6leos.
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5.6. Discussao

A adicdo de 0leos na dieta dos ovinos demonstraram que a regulacéo de diferentes
genes ligado a sintese de lipidios podem ser para cima ou para baixo, da mesma forma
como observado por Choi et al. (2016), contudo, esses autores observaram a alteracéo
na regulacdo das expressdes de genes no tecido adiposo com a adic¢do de éleo de dendé.
Enquanto que Li et al. (2018) observaram diferentes genes ligados a adipocitocinas em
diferentes musculos de bovinos e que a producéo de lipidios intramusculares estao
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ligados a dietas contendo gréos de milho. Park et al. (2017) avaliaram dietas com adicéo
de 6leo de dendé em bovinos de corte e concluiram que a os niveis de acidos graxos
intramuscular aumentou, mas a regulacdo de alguns genes foram para cima e outros para
baixo. Porém, nenhum dos genes estudados nestes trabalhos foi avaliado pelos autores
acima.

O gene ACLY é responsavel pela formacao de Acetil-CoA e Oxaloacetato (Enache,
2008). Portanto a expressao desse gene esta diretamente associada a dietas ricas em
carboidratos (Graugnard et al., 2010). Como os tratamentos desta pesquisa continham
baixas concentragdes dos diferentes dleos, possivelmente essa concentragao nao foi
suficiente para suprimir a expressao do gene ACLY, pois segundo Carrer et al. (2017),
dietas ricas em gorduras suprimem a expressao do gene ACLY e que 0s animais quando
expostos a dietas ricas em carboidratos ocorre a indugdo de sua expressao.

A presenca dos 6leos na dieta apresentaram efeitos antagénico, diminuindo
significativamente a regulacdo do gene Aldolase C. Esse gene esta envolvido na
glicolise e no caminho reverso da gliconeogénese, convertendo a 1,6-bifosfato-frutose
para 3-fosfato gliceraldeido e fosfato-dihidroxicetona pela clivagem do grupamento
aldol para a producdo de ATP, isso é mais efetivo quando o organismo esta sob dieta
rica em carboidratos (Langellotti et al.,2014).

O gene DUSP10 foi 0 que demonstrou 0s maiores niveis de expressdo relativa entre
todos os genes analisados e apresenta um papel importante na regulagdo da proteina
ativada por mitégeno (MAP), que tem como principal fungéo as respostas do sistema
imunoldgico inato e adaptativo como um inibidor de inflamacao (Zhang et al., 2004).
Esse gene regula o balango energético através da diferenciacdo do tecido adiposo
marrom (Choi et al., 2013). Em bovinos das ragas Wagyu e Holandesa, que apresentam
diferentes deposic¢des de gordura, foram identificados altos niveis de expressao do gene
DUSP10, e portanto, o tratamento com a adicdo de 6leo de soja apresentou menor
expressao, o que pode resultar em uma menor deposicédo de gordura no musculo.

A expressdo do gene ENPP1 produz uma proteina de membrana que interagem com 0s
receptores de insulina e subsequentemente inibe a sinalizacdo e funcdo da insulina
(Costanzo et al., 2001). Portanto, mudancas nas concentracdes de algumas
adipocitocinas no plasma afetam o metabolismo dos lipidios e da glicose em todos os
tecidos. No caso do tecido adiposo, pode ocorrer um aumento excessivo de acidos
graxos na corrente sanguinea por conta da expressao do ENPP1 e em outra condicao ela
pode afetar a glicose mediada pela insulina no musculo esquelético (Liang et al., 2007).
Sendo assim a adicéo dos 0leos de Dendé e de Soja de fritura regularam a expressao
para cima, o que vai interferir no metabolismo lipidico, podendo até chegar a um quadro
de diabetes adquirida no organismo (Chen et al., 2017).

O gene FASN expressa uma enzima responsavel pela catalise do Malonil-CoA,
formando Palmitato, a partir da condensacédo sequencial de uma molécula acetil-CoA e
sete malonil-CoA, na presenca de NADPH e ¢ altamente expresso em diferentes tecidos
(Roy et al., 2006). Dentre os tratamentos estudados a regulagéo da expressao do gene
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FASN foi significativamente menor para o tratamento com éleo de soja em relacdo ao
grupo controle, apesar disso a expressdo € considerada moderada, indicando a nao
interferéncia na sintese de acidos graxos, pois esta proteina € a principal enzima na
biossintese de &cidos graxos e o complexo multifuncional do FASN aumenta a
eficiéncia da sintese de acidos graxos e diminui a interferéncia de reacdes de
competicdo no citosol (Angeles e Hudkins, 2016).
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