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RESUMO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar composicio centesimal e expressdao
de genes envolvidos no metabolismo lipidico no musculo longissimus dorsi
(LD) de tourinhos Nelore ¢ Angus alimentados com grido de milho inteiro ou
silagem de milho mais concentrado. Foram utilizados 34 animais, com peso vivo
médio inicial de 381,2 11,8 kg, em um delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial 2 x 2 (2 racas e 2 dietas). A dieta tradicional continha 30% de
silagem de milho e 70% de um concentrado a base de milho e farelo de soja. A
dieta com grdo de milho inteiro continha 85% de grdo de milho inteiro e 15% de
um pellet comercial a base de farelo de soja e minerais. Apds o abate, foram
coletadas amostras do musculo LD entre 12* e 13* costelas para analise da
composicio centesimal e expressdo génica. A expressdo génica foi analisada
utilizando a técnica de RT-qPCR. A carne de animais Angus apresentou maior
extrato etéreo em relagdo aos animais da raga Nelore (P < 0,05). No entanto ndo
houve efeito (P> 0,05) das dietas sobre o teor de EE na carne. O musculo LD
dos animais Nelore alimentados com silagem de milho apresentaram maior
expressdo dos genes lipoproteina lipase (LPL), proteina de ligagdo ao acido
graxo 4 (FABP4), Acetil coA carboxilase alfa (4CACA), estearoil coA
dessaturase (SCD/) e carnitina palmitoil transferase 2 (CPT2) (P < 0,01). Porém
a expressdo do gene acido graxo sintase (FAS) foi maior no musculo LD de
animais Nelore (P < 0,01) e de animais recendo grao de milho inteiro (P < 0,01),
e a expressao do acil-coenzima A oxidase 1 (ACOX) foi maior para os Angus
alimentados com grdo de milho inteiro (P = 0,04). O musculo LD dos animais
Nelore apresentaram maior expressdo do receptor ativado por proliferador de
peroxissomas o (PPARo) (P<0,01) e menor expressio dos elementos
reguladores de esterol ligados as proteinas (SREBP-Ic) (P = 0,03). Em relagdo
as dietas, a expressio de PPARa aumentou quando os animais foram
alimentados com gréo de milho inteiro e o inverso ocorreu para a expressao de
SREBP-1c. Ja os animais Angus alimentados com silagem de milho mais
concentrado apresentaram maior expressdo do PPARy (P < 0,01). Animais da
raca Angus apresentaram maior deposi¢do de gordura intramuscular. Todavia, a
dieta com grido de milho inteiro ndo foi capaz de aumentar a gordura de
marmoreio devido a reducdo na expressdo da SREBP-1c.

Palavras-chave: Alto grdo. Fatores de transcrigio. PPARs. Raga. RNAm.
SREBP.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the centesimal composition
and the expression of genes involved in the lipid metabolism of the longissimus
dorsi (LD) muscle of Nellore and Aberdeen Angus young bulls fed whole
shelled corn (WSC) and a maize silage diet. Thirty-four animals with average
initial body weight of 381.2 £11.87 kg, in a completely randomized design
arranged in a 2 x 2 factorial scheme (2 breeds and 2 diets). The traditional diet
contained 30% of corn silage and 70% of a corn and soybean meal-based
concentrate. The diet with WSC contained 85% whole shell corn and 15% of a
soybean meal and mineral-based commercial pellet. After slaughter, we
collected samples from the LD muscle, between the 12th and 13th ribs, for
centesimal composition and gene expression analyses. Gene expression was
analyzed using the qRT-PCR technique. The meat from Angus animals showed
higher ether extract when compared to Nellore animals (P<0.05). However,
there was no effect (P > 0.05) of the diets over ether extract in the meat. The LD
muscle of the Nellore animals fed corn silage presented higher expression of the
lipoprotein lipase (LPL), fatty acid binding protein 4 (FABP4), acetyl CoA
carboxylase alpha (4CACA), stearoyl-CoA desaturase (SCDI) and carnitine
palmitoyltransferase 2 (CPT2) genes. However, the expression of the fatty acid
synthase (F4S) gene was higher in the LD muscle of Nellore animals (P<0.01)
and of animals fed WSC (P<0.01). The expression of acyl-coenzyme A oxidase
1 (ACOX) was higher for Angus animals fed WSC (P=0.04). The LD muscle of
Nellore animals presented higher expression of the peroxisome proliferator-
activated receptor o (PPARa) (P<0.01), and lower expression of sterol
regulatory element-binding protein-1c (SREBP-Ic) (P= 0.03). Regarding the
diets, the expression of PPARa increased when the animals were fed WSC and
the opposite occurred for the expression of SREBP-1c. The Angus animals fed
corn silage in addition to concentrate presented higher expression of the PPARy
(P<0.01). Animals of the Angus breed showed greater deposition of
intramuscular fat. However, the diet with WSC was incapable of increasing fat
marbling due to the decreased expression of SREBP-Ic.

Keywords: Breed. mRNA. PPARs. SREBP. Transcription factors. Whole
shelled.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os confinamentos, no Brasil, estio em franca expansdo, sendo esse
crescimento explicado, em parte, pelo aumento nas exportagdes de carne bovina,
aumento no numero de animais alojados nas unidades, aumento da produgio
agricola do pais e da entrada de grandes industrias frigorificas na atividade.
Diante disso, dietas tipicas de terminag@o, no Brasil, com relagdo volumoso:
concentrado de 30:70 (MILLEN et al., 2009), comecaram a dar lugar a dietas
com maiores proporgdes de concentrado e, em algumas situagdes, sem a
utilizagdo de volumosos. Essas dietas podem acelerar a deposi¢do de gordura e
aumentar a participagdo de cortes nobres na carcaga, além de aumentar a maciez
e melhorar os aspectos sensoriais da carne de bovinos (MAGGIONI et al., 2012;
MISSIO et al., 2010).

A utilizacdo de dietas com alta concentragdo energética ¢ importante
para a producdo de carnes com maior grau de marmoreio, uma vez que, 0O
conteudo de gordura intramuscular da carne é um importante atributo de
qualidade (PLATTER et al., 2003). Porém, pesquisas que avaliaram o efeito de
dietas com alta propor¢do de grios em animais zebuinos ainda sdo escassas,
principalmente com a utilizacdo de dietas sem volumoso. Diante disso, faz-se
necessario ampliar os conhecimentos sobre o efeito da dieta sem volumoso na
qualidade da carne de Bos taurus e Bos indicus.

Em bovinos, assim como em outras espécies de animais, a deposi¢do de
gordura reflete a nutrigdo ¢ o grupo genético utilizado. Com isso, ha enorme
interesse na manipulacdo da composicdo quimica da carne, por meio da

regulagdo de sua biossintese. Para melhor compreensdo dos efeitos da nutri¢do
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sobre o metabolismo lipidico, uma alternativa recente ¢ a utilizagdo da expressio
génica associada a nutri¢do, também conhecida como nutrigendmica.

A expressdo génica € o processo pelo qual a informagdo contida na
estrutura do DNA ¢é transmitida para os RNAm e produtos proteicos (EGGEN;
HOCQUETTE, 2003), sendo esta controlada pela ligacdo de determinados
fatores de transcri¢do em sequéncias especificas do DNA. Os principais fatores
de transcri¢do envolvidos no metabolismo lipidico sdo os elementos reguladores
de esterol ligados as proteinas (SREBP-1c¢) (XU et al., 2001), o receptor ativado
por proliferador de peroxissoma y (PPARy) e o receptor ativado por proliferador
de peroxissoma o (PPARa). Sendo estes associados a sintese e oxidac¢do dos
acidos graxos nos diferentes 6rgdos e tecidos do corpo do animal (BIONAZ et
al., 2013; TAKADA; KOUZMENKO; KATO, 2009).

As interagdes entre os nutrientes que compdem a dieta e a sintese e
atividade de enzimas lipogénicas podem ilustrar as inimeras possibilidades no
que diz respeito a deposicdo de lipideos no tecido adiposo. Isso ¢ possivel, em
razdo da atividade bioldgica apresentada por certos acidos graxos da dieta, que
podem estimular ou inibir genes que codificam enzimas lipogénicas especificas
(JUMP, 2002). Como, por exemplo, fontes ricas em acidos graxos poli-
insaturados (AGPI) t€m a capacidade de aumentar a transcricdo dos genes que
codificam a enzima lipoproteina lipase (LPL), o transportador de ligacdo ao
acido graxo 4 (FABP4), PPARa (KERSTEN, 2014) ¢ PPARy (BIONAZ et al.,
2013) e diminuir a expressdo do gene que codifica a estearoil coA dessaturase
(SCD1) (HERDMANN et al., 2010) e os SREBP-1¢c (BOTOLIN et al., 2006).

Diante disso, hipotetizamos que os animais alimentados com a dieta com
grao de milho inteiro apresentariam maior gordura intramuscular, pois dietas
com altos teores de grios proporcionariam maior producdo de propionato no
rumen e maior aporte de glicose para o animal, elevando, assim, o teor de

extrato etéreo na carne.
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Dessa forma, neste estudo, objetivou-se avaliar como a expressdo génica
influencia a composi¢do quimica do musculo de tourinhos Nelore e Angus
alimentados com uma dieta sem forragem e com grdo de milho inteiro ou com
uma dieta tradicional de confinamento no Brasil, com relagdo volumoso:

concentrado de 30:70.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composi¢ao quimica

Quatro componentes da carne sdo considerados substratos primarios,
pois, influenciam diretamente sua qualidade: umidade, gordura (EE), proteina
(PB) e matéria mineral (MM). Nos musculos a composi¢do quimica ¢
relativamente constante (cerca de 75% de agua, 19 a 25% PB e 1 a 2% MM),
sendo que a maior variagdo encontrada se refere ao teor de gordura (GEAY et
al., 2001). Uma vez aumentada a concentragdo de extrato etéreo no musculo, as
proporg¢des de umidade, proteina e minerais reduzirdo (LAWRIE, 2004).

A gordura ¢ fonte de energia, constituida, principalmente, por
triglicerideos, que contém dcidos graxos saturados, monoinsaturados, poli-
insaturados e gicerol. A gordura animal ¢ fonte de acidos graxos essenciais,
atuando, também, como transportador de vitaminas lipossoliveis e isolante
térmico (GALDINO, 2005). A deposi¢do de gordura em uma carcaga obedece a
uma cronologia: primeiramente ocorre a deposi¢do de gordura interna, a seguir
ocorre deposi¢do da gordura subcutanea e, por ultimo, a gordura intramuscular
(LUCHIARI FILHO, 2000), a qual ¢ importante para o desenvolvimento do
sabor, suculéncia e maciez da carne (DODSON et al., 2010).

Andrade et al. (2010), avaliando animais Nelore ¢ Red Norte,
observaram auséncia do efeito da raca no teor de lipideos totais terminados a
pasto ou em confinamento. Hadlich (2007) também ndo encontrou diferenga no
teor de EE do musculo Longissimus thoracis de animais Nelore (1,6%) e
animais Brangus (1,2%), terminados em confinamento. Rubiano et al. (2009)
encontraram que animais Canchim possuem maior teor de EE na carne, quando

comparados com animais Nelore.
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Porém, Bressan et al. (2011) constatou que animais Bos indicus
apresentam maior teor de gordura que animais Bos taurus (5,7% e 5,0%).
Moreira et al. (2003) também relataram niveis mais elevados de gordura
intramuscular em bovinos da raga Nelore, quando comparados com animais
cruzados Bos indicus X Bos taurus. O autor explica esse resultado, devido os
animais Nelore estarem em um estagio fisiolégico mais avancado, o que
proporciona maior gordura intramuscular.

Comparando sistemas de produgéo, Bressan et al. (2011) verificaram 2,5
vezes mais gordura intramuscular nos bovinos terminados em confinamento, em
relacdo aos terminados a pasto (7,65% e 3,16%). Comparativamente ao pasto,
alta concentracdo energética da dieta a base de grios determina um maior
consumo de energia em animais terminados em confinamento, resultando em
sua carne maior teor de gordura intramuscular.

O tecido adiposo intramuscular é mais sensivel a insulina, quando
comparado ao tecido adiposo subcutaneo (GILBERT et al., 2003). Sendo assim,
alimentos que aumentam a produ¢@o de propionato, como o milho, tém maior
capacidade glicogénica e insulinogénica, o que poderia aumentar a deposicio de
gordura intramuscular.

Em um trabalho realizado por Chung et al. (2007), os animais que foram
alimentados com a dieta a base de milho, durante longo periodo, apresentaram
declinio na biossintese de acidos graxos a partir do acetato de aproximadamente
75% nos tecidos adiposos subcutdneo e intramuscular. Segundo esses autores, a
glicose assume um papel importante como fonte doadora de carbono para a
sintese de novo de acidos graxos, sendo esse efeito é mais sensivel no tecido
intramuscular, onde a taxa de incorporacdo de glicose nos acidos graxos foi mais
alta que a taxa de incorporagdo de acetato. Ja, no tecido subcutaneo, a taxa de

incorporagdo de acetato e glicose na sintese de acido graxo foi semelhante.
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2.2 Fatores de transcricio

A expressdo dos genes, a sintese de RNAm, ¢ controlada pela ligagdo de
determinados fatores de transcricdo em sequéncias especificas do DNA. A
expressdo desses fatores e, consequentemente, a sua atuagdo, ¢ dependente da
situagdo fisioldgica e do estagio de desenvolvimento do organismo. Assim,
alguns genes sdo expressos apenas nos momentos apropriados.

O termo PPAR corresponde a uma familia de receptores nucleares
influenciados por acidos graxos, que desempenham fun¢des importantes na
regulacdo do metabolismo de nutrientes ¢ homeostase energética (LEMAY;;
HWANG, 2006). Suas formas funcionam como heterodimeros com receptor X
de retindide (RXR), em que os dois juntos ligam-se a uma sequéncia especifica
de DNA na regido promotora do gene alvo que induz ou reprime a expressdo
deste (WAKU; SHIRAKI; OYAMA,2009).

Existem basicamente trés isoformas de PPAR, que se diferenciam pelo
tecido alvo, propriedades fisiologicas e estagios de desenvolvimento do tecido
(DESVERGNE; WAHLI, 1999). O PPARy tem elevada expressdo nos
adipocitos € menor expressao no musculo (KERSTEN, 2014), sendo o mesmo
crucial no controle da adipogénese (TAKADA; KOUZMENKO; KATO, 2009)
e sensibilidade a insulina (OLEFSKY; SALTIEL, 2000). A expressdo do
PPARa ¢ mais elevada no figado e no tecido adiposo, seguido do intestino
delgado (BUNGER et al., 2007) e coracdo (GEORGIADI et al., 2012).0 PPARa
atua na sintese e na f-oxidac@o dos acidos graxos no musculo (BIONAZ et al.,
2013). Ja, o PPAROS/P € expresso em, praticamente, todos os tecidos
(KERSTEN, 2014).

Segundo Ji et al. (2014), o nivel de expressdo PPARy ¢ mais elevado no

tecido adiposo, sendo mais expresso na gordura abdominal e gordura perirrenal,
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do que na gordura subcutdnea. Lee et al. (2011) também encontram maior
atividade do PPARa na gordura perirrenal de bovinos da ragca Wagyu.

Sanosaka et al. (2008) demonstraram que o aumento da concentragdo de
acido oleico no meio de cultura aumentou a expressio do PPARy em pré-
adipdcitos de suinos. Em humanos, Brown et al. (2003) constataram que o CLA
(C18:2 trans-10, cis-12) reduz a expressio do PPARy e, consequentemente,
reduz absorcdo e oxidacdo de glicose e lipideos e diferenciacdo de pré-
adipocitos.

Oliveira et al. (2014) encontraram correlagio positiva da expressdo do
PPARa no musculo de bovinos com os genes que codificam as enzimas LPL e
SCD1, assim como o transportador de acidos graxos FABP4. Corazzin et al.
(2013) avaliando o PPARy, também constataram que a sua expressdo ¢
correlacionada positivamente com a SCD e LPL. Essas correlagdes positivas
indicam que PPARy aumenta a expressdo de genes envolvidos na lipogénese.

Os SREBP sdo outros fatores de transcrigdo que possuem um papel
fundamental na homeostase energética, promovendo a glicolise, lipogénese e
adipogénese (MANNEN, 2011). Existem trés membros da familia de SREBP:
la, 1c e 2. A SREBP-1 estd mais relacionada com a regulagdo dos genes
envolvidos na lipogénese (HARVATINE; BAUMAN, 2006),enquanto a
SREBP-2 tem maior influéncia na regulacdo da expressdo dos genes
colesterogénicos (EBERLE et al., 2004). O SREBP regula a transcricdo de genes
de ativagdo através da ligacdo ao elemento de regulagdo de esterol (SRE)
sequéncias (50-TCACNCCAC-30), contidos no promotor do seu gene
(SHIMANO, 2001).

Segundo Sampathe Ntambi (2006), o SREBP regula a expressdo da SCD
e mudanga nos niveis de sua expressdo podem alterar a sintese da SCD e causar
diferencas na composicdo de acidos graxos no tecido adiposo dos animais

(MANNEN et al., 2011). Lee et al. (2011) encontraram uma menor expressao
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dos genes SCD e SREBP-1c¢ na gordura perirenal de bovinos da raca Wagyu, o
que caracterizou em maior teor de acidos graxos saturados. Jenkins e Harvatine
(2014) encontraram uma redug¢@o na expressdo da SREBP na glandula mamaria
quando os animais foram alimentados com dietas ricas em grios ou quando
foram infundidos com CLA.

A SREBP-1 ¢ a principal reguladora de genes envolvidos na lipogénese
na glandula mamaria (JENKINS; HARVATINE, 2014). Nesse tecido, sugere-se
que o PPARYy regula a atividade da SREBP, por meio da regulagdo da expressao
do gene induzido pela insulina 1 (BIONAZ; LOOR, 2008). Os autores ainda
encontraram maior expressdo da SREBP-2 durante a lactaco, isso pode ocorrer,
em decorréncia do colesterol ser sintetizado de novo no tecido mamario, com
isso, sua expressdo pode ser necessaria para atender as exigéncias para a
formagdo de colesterol na membrana dos glébulos de gordura (KEENAN;
MATHER, 2006).

De acordo com Botolin et al. (2006), em ratos, os AGPI inibem a
transcricdo de genes envolvidos na lipogénese no figado, por rapidamente
reduzir os fatores transcricionais ligados a SREBP, o que reduz a ativagdo do
gene que codifica a enzima Acetil coA carboxilase (ACC). O CLA parece ter um
efeito mais pronunciado em relagdo a outros AGPI na redugido da concentragio

de RNAm da SREBP-1 (WATERS et al., 2009).

2.3 Captacao de acidos graxos nos tecidos

Acidos graxos e uma pequena quantidade de triacilglicerol (TAG) que
escapam do rimen e chegam ao intestino delgado, sofrem acdo de lipases e
proteinas carreadoras especificas até a sua absor¢do no intestino e posterior

deposi¢ao nos tecidos.
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Ao chegarem aos adipdcitos os triglicerideos transportados pelos
quilomicrons sdo hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL), a qual € sintetizada
pelos adipdcitos e secretada nos capilares do tecido adiposo, produzindo acidos
graxos livre (AGL) (GOLDBERG; MERKEL, 2001). Particulas de lipoproteinas
ricas em TAG sfo grandes demais para atravessar o endotélio capilar na maioria
dos tecidos, com isso a LPL atua liberando AGL, que cruzam o endotélio
chegando ao adipocito. A LPL ¢ responsavel ainda por controlar a divisdo dos
acidos graxos entre o tecido adiposo ¢ muscular (HOCQUETTE; GRAULET;
OLIVECRONA, 1998), sendo, assim, de grande importancia para os animais
produtores de carne.

Por regular o metabolismo lipidico, a LPL também ¢ influenciada pela
acdo da insulina. (WANG; ECKEL, 2009). A insulina tem um efeito importante
sobre a atividade da LPL no tecido adiposo, durante a diferenciacdo dos
adipécitos, aumentando a transcrigdo do gene da LPL (SEMENKOVICH et al.,
1989). J4, em adipdcitos maduros ou do tecido adiposo, a insulina aumenta o
nivel de RNAm da LPL,por meio da estabilizagdo do RNAm e regula a atividade
da enzima LPL estimulando a secre¢do da enzima ou tornando a enzima ativa
(ALBALAT et al., 2007).

Apbs a liberagcdo dos AGL na corrente sanguinea, estes serdo removidos
pelos tecidos que os utilizardo como combustivel ou estoque energético. No
entanto, a entrada desses AGL no adipécito exige processos especificos ou
transportadores, que facilitam a entrada dessas moléculas, como a proteina de
ligag@o ao acido graxo (FABP) (JURIE et al., 2007). A importancia da FABP4
no transporte de acido graxo livre se da pela sua atuac@o no e fluxo e influxo de
acidos graxos no adipocito, em resposta as condi¢des anabolicas e catabolicas,
respectivamente (VURAL et al., 2008).

Costa et al. (2013), trabalhando com animais taurinos submetidos a

terminag@o com baixa e alta concentragdo de volumoso, constataram que aqueles
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alimentados com alta propor¢do de volumoso tiveram tendéncia de maior sintese
de RNAm de LPL no musculo, enquanto que os animais alimentados com baixa
relagdo volumoso:concentrado (30:70) tiveram maior nivel de expressdo do
FABP4. J4, Oliveira et al. (2014), encontraram maior expressdo dos genes LPL e
FABP4 no musculo de animais alimentados com dieta contendo gréo de soja, em
relacdo aos animais alimentados com gordura protegida, pois os genes
apresentam fungdes que se complementam.

No tecido adiposo Costa et al. (2013), constataram que animais da raga
Barrosd apresentaram maior nivel de expressio da LPL que os da raca
Alentejana, o que demonstra que o grupo genético influencia a expressdo desse
gene. Os mesmos autores encontraram correlacio positiva entre a expressdo dos
genes LPL e FABP4 com lipideos totais, 18:1 n-9, C18:2 cis-9 trans-11 e AGMI.

Um estudo que comparou os perfis de transcricdo do tecido muscular de
animais Wagyu x Hereford (alto marmoreio) e animais Piemontés x Hereford
(baixo marmoreio) revelou aumento da expressdo de alguns genes como FABP4

e SCD nos animais com maior marmoreio (WANG et al., 2008).

2.4 Sintese de tecido adiposo

A sintese de gordura em ruminantes pode ocorrer por duas vias
bioquimicas diferentes, a partir da sintese de triglicerideos, realizada através da
reesterificacdo do glicerol e acidos graxos provenientes da dieta ou via a sintese
de novo de acidos graxos (ROLLIN et al., 2003). As enzimas lipogénicas Acetil
coA carboxilase (ACC) e acido graxo sintase (FAS) estdo associadas a sintese de
novo de lipideos que, em suinos ¢ ruminantes ocorre no proprio tecido adiposo,
em aves e na espécie humana ocorre no figado e em roedores ocorre em ambos
os locais (SMITH; WITKOWSKI; JOSHI, 2003). Portanto, essas enzimas sao

consideradas regulatorias, pois mudangas nas suas atividades refletem em
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alteracdes nas taxas de sintese dos dcidos graxos. A atividade dessas enzimas
pode estar associada a outros fatores, como observado por Ward et al. (2010), ao
demonstrarem que a composi¢do da gordura de marmoreio em bovinos esta
positivamente relacionada com a expressdo de enzimas responsaveis pela sintese
de AGS. Esses resultados sugerem que a taxa de biossintese de acidos graxos
pode ser um fator importante na determinacdo do perfil lipidico da gordura de
marmoreio em ruminantes.

A ACC catalisa a carboxilagdo da acetil-CoA em malonil-CoA. O
malonil-CoA, por sua vez, ¢ o sinal metabolico chave para o controle da sintese
e oxidagdo de acidos graxos em respostas a mudangas na dieta (BROWNSEY et
al., 2006). Na verdade, ¢ um substrato para a sintese de dcidos graxos de cadeia
longa. Assim, a ACC tem fungdo importante na regulagdo da homeostase
energética em animais e desempenha papel importante na deposicdo de lipideos
em diferentes compartimentos do corpo, pelo seu produto (ROLLIN et al.,
2003). Nos mamiferos, a ACC ¢ altamente regulada pela dieta, horménios e
outros fatores fisioldgicos (KIM, 1997). A ingestdo de alimentos, especialmente
os constituidos por baixo teor de lipideos, induz a sintese de ACC e,
consequentemente, aumento na sua atividade (ABU-ELHEIGA et al., 2001).

Um possivel envolvimento da atividade da ACC na formacdo do
marmoreio em bovinos também foi verificado por Underwood et al. (2007), que
relataram que bovinos com maior quantidade de gordura de marmoreio tiveram
maior taxa de ativacdo da ACC. Em contraste, os animais com baixo marmoreio
tiveram maior taxa de fosforilagdo e inativagdo da ACC, o que resultou em
menor nivel da enzima ativa. O tecido adiposo intramuscular usa alta proporgo
de glicose para a sintese de novo de acidos graxos e, em decorréncia da glicose
ser precursora da acetil-CoA, principal substrato da ACC, o aumento do
marmoreio correlaciona-se, positivamente, com atividade dessa enzima

(GILBERT et al., 2003).
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Apbs a acdo da ACC, a FAS comeca a desempenhar a sua fungéo, ao
ativar a sintese de AGS de cadeia longa, a partir do acetil-CoA, malonil-CoA e
NADPH. A FAS compreende um dos principais complexos enzimaticos
multifuncionais com uma série coordenada de reagdes. Em mamiferos, essas
multiplas fungdes foram consolidadas em uma unica proteina que € o produto de
um unico gene (KIM, 1997).

Em relacdo a FAS, resultados de Ward et al. (2010) estdo em acordo
com os dados de Bonnet et al. (2007), que avaliaram a atividade da FAS em
varios musculos de Limousin, Angus e seus mesticos € observaram maior
atividades da FAS, em musculos com maior nivel de marmoreio (rectus
femoris), quando comparado com o semitendinosus. Além disso, Zhang et al.
(2008) relataram a ocorréncia de polimorfismos de DNA no gene FAS em
bovinos, sugerindo a importancia desse gene para a regulacdo da formacgéo de
acidos graxos na composicao da carne bovina.

Assim que os acidos graxos de cadeia longa se encontram dentro do
adipocito, outros processos metabolicos comegam a desencadear uma série de
reagdes, com a a¢do da enzima estearoil coA dessaturase (SCD), responsavel
pela conversdo de AGS em AGMI, que estdo associados & maciez e sabor da
carne (MATSUISHI; FUJIMORI; OKITANI, 2001). Além disso, a mesma esta
associada a conversdo do acido vaccénico (C18:1 trans-11) a CLA (C18:2 cis- 9,
trans-11) (SMITH et al., 2006), este Gltimo com caracteristicas benéficas a saude
humana desencadeando estimulos de resposta imune contra a aterosclerose,
apresentando propriedade hipocolesterolémica e atuando na prevengdo de
diabetes melittus e de obesidade, além de ser um poderoso antioxidante (FUKE
etal., 2012).

Park et al. (2000) observaram que a reducdo do CLA foi diretamente
proporcional a baixa atividade da enzima SCD, porém, a expressdo génica da

mesma ndo foi alterada. Além disso, nenhuma alteragdo foi encontrada por
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Wynn et al. (2006) nos niveis de mRNA de ovelhas alimentadas com gordura
inerte. Ja, em relagdo ao isdmero do CLA C18:2 trans 10, cis 12, Smith et al.
(2009), encontraram que o mesmo deprime a expressao génica da SCD e, assim,
diminui a sintese de AGML.

Alguns estudos com bovinos de corte revelaram que o nivel de
expressdo de RNAm da SCD esta relacionado com o percentual de AGPI
(DUCKETT; PRATT; PAVAN, 2009) e alteragdes da expressio génica
refletiram diferengas no teor de AGMI e na relagio AGMI:AGS do tecido
adiposo subcutaneo (MATSUHASHI et al., 2011).

Oliveira (2013) observou maior expressdo da SCD no musculo dos
animais alimentados com dieta a base de carogco de algoddo. Isso, porque, o
acido esterculico do carogo de algoddo inibe a atividade da enzima sem afetar a
expressdo do gene responsavel por sua codificagio (KADEGOWDA et al.,
2013), o que foi comprovado pelo menor teor de CLA no musculo desses
animais.

Parece provavel que alguma por¢do do aumento de AGMI ao longo do
tempo em tecido adiposo subcutidneo ¢ decorrente de um aumento da expressio
génica da SCD (DUCKETT; PRATT; PAVAN, 2009). Ja, alimentacdo a base de
forragem deprime fortemente a expressdo da SCD (CHOI et al.,, 2014),
resultando em uma elevagdo de AGS em carne bovina, além de diminuir a

marmorizagdo da carne (LUNT et al., 2005).



27

REFERENCIAS

ABU-ELHEIGA, L. et al. Continuous fatty acid oxidation and reduced fat
storage in mice lacking acetyl-CoA carboxylase 2. Science, New York, v. 291,
n. 5513, p. 2613-2616,Mar. 2001.

ALBALAT, A. et al. Insulin regulation of lipoprotein lipase (LPL) activity and
expression in gilthead sea bream (Sparus aurata). Comparative Biochemistry
and Physiology - Part B: Biochemistry & Molecular Biology, New York,
v.148, n. 2, p.151-159,0ct. 2007.

ANDRADE, P.L.et al. Qualidade da carne maturada de bovinos Red Norte ¢
Nelore. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigcosa, MG, v.39, n.§8, p.1791-1800,
2010.

BIONAZ, M.et al. Functional role of PPARs in ruminants: potential targets for
fine-tuning metabolism during growth and lactation. PPAR Research, New
York, v. 2013, p. 1-28, 2013.

BIONAZ, M.; LOOR, J. J. Gene networks driving bovine milk fat synthesis
during the lactation cycle. BMC Genomics,London,v.9, p. 366, July 2008.

BONNET, M. et al. Glucose-6-phosphate dehydrogenase and leptin are related
to marbling differences among Limousin and Angus or Japanese Black x Angus
steers. Journal of Animal Science, Champaign, v. 85, n. 11, p. 2882-2894, Nov.
2007.

BOTOLIN, D. et al. Docosahexaneoic acid (22:6, n-3) regulates rat hepatocyte
SREBP-1 nuclear abundance by Erk- and 26S proteasome-dependent pathways.
Journal of Lipid Research, Bethesda, v. 47, n. 1, p. 181-192, Jan. 2006.

BRESSAN, M.C. et al. Genotype x environment interactions for fatty acid
profiles in Bos indicus and Bostaurus finished on pasture or grain. Journal of
Animal Science, Champaign, v. 89,n. 1, p.221-232, Jan. 2011.



28

BROWN, J.M. et al. Isomer-specific regulation of metabolism and PPARy
signaling by CLA in human preadipocytes. Journal of Lipid Research,
Bethesda,v. 44, n. 7, p. 1287-1300,July 2003.

BROWNSEY, R.W.et al. Regulation ofacetyl-CoA carboxylase. Biochemical
Society Transaction, London, v. 34, n. pt2, p. 223-227, Apr. 2006.

BUNGER, M.et al. Genome-wide analysis of PPARalpha activation in murine
small intestine. Physiological Genomics, Bethesda, v.30, n. 2, p.192-204, July
2007.

CHOI, S.H. et al. Conjugated linoleic acid (t-10, c-12) reduces fatty acid
synthesis de novo, but not expression of genes for lipid metabolism in bovine
adipose tissue ex vivo. Lipids, Champaign,v.49, n. 1, p.15-24,Jan. 2014.

CHUNG, K.Y .et al. Lipogenesis and stearoyl-CoA desaturase gene expression
and enzyme activity in adipose tissue of short- and long-fed Angus and Wagyu
steers fed corn- or hay-based diets. Journal of Animal Science, Champaign, v.
85, n. 2, p. 380-387, Feb. 2007.

CORAZZIN, M. et al. Effect of linseed addition on the expression of some lipid
metabolism genes in the adipose tissue of young Italian Simmental and Holstein
bulls. Journal of Animal Science, Champaign,v.91, n. 1, p. 405-412, Jan. 2013.

COSTA, A.S.et al. Expression of genes controlling fat deposition in two
genetically diverse beef. BMC Veterinary Research, London, v. 9, n. 1,
2013.Disponivelem: <http://www.biomedcentral.com/1746-6148/9/118>.
Acesso em: 10 out. 2014.

DESVERGNE, B.; WAHLI, W. Peroxisome proliferator activated receptors:
nuclear control of metabolism. The Endocrine Society, Chevy Chase, v. 20, n.
5, p. 649-688,0ct. 1999.

DODSON, M.V et al. Allied industry approaches to alter intramuscular fat
content and composition in beef animals. Journal of Food Science, Chicago, v.
75,n. 1, p.R1-R8,Jan./Feb. 2010.



29

DUCKETT, S. K.; PRATT, S. L.; PAVAN, E. Corn oil or corn grain
supplementation to steers grazing endophyte-free tall fescue: Il., effects on
subcutaneous fatty acid content and lipogenic gene expression. Journal of
Animal Science, Champaign, v. 87, n. 3, p.1120-1128, Mar. 2009.

EBERLE, D. et al. SREBP transcription factors: master regulators of lipid
homeostasis. Biochimie, Paris, v.86, n. 11, p. 839-848, 2004.

EGGEN, A.; HOCQUETTE, J.F. Genomic approaches to economic trait loci
and tissue expression profiling: application to muscle biochemistry and beef
quality. Meat Science, Barking, v. 66, n. 1, p. 1-9, Jan. 2003.

FUKE, G.et al. Teor de CLA em leites produzidos em diferentes regides do
Estado do Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria,
Niterdi,v. 19, n. 2, p. 109-113, maio/ago. 2012.

GALDINO, J. C. Qualidade da carne de bovinos Sindi e buifalos
Mediterraneo em confinamento. 2005. 42p. Dissertacdo(Mestrado em
Zootecnia) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Soropédica, 2005.

GEAY, Y. et al. Effect of nutritional factors on biochemical, structural and
metabolic characteristics of muscles in ruminants, consequences on dietetic
value and sensorial qualities of meat. Reproduction Nutrition Development,
Paris, v. 41, n. 1, p. 1-26, Jan./Feb. 2001.

GEORGIADI, A.et al. Detailed transcriptomics analysis of the effect of dietary
fatty acids on gene expression in the heart. Physiological Genomics, Bethesda,
v. 44, 1. 6, p.352-361, Mar. 2012.

GILBERT, C.D.et al. Carcass, sensory, and adipose tissue traits of brangus
steers fed casein-formaldehyde-protected starch and/or canola lipid. Journal of
Animal Science, Champaign, v. 81, n. 10, p. 2457-2468,0ct. 2003.

GOLDBERG, 1.J.; MERKEL, M. Lipoprotein lipase: physiology, biochemistry,
and molecular biology. Frontiers in Bioscience, New York,v. 6, p. 388-405,
Mar. 2001.



30

HADLICH, J. C. Caracteristicas do crescimento animal, do tecido muscular
esquelético e da maciez da carne de bovinos Nelore e mesticos no modelo
bioldgico superprecoce. 2007. 87 f. Tese (Doutorado em Zootecnia) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2007.

HARVATINE, K. J.; BAUMAN, D.E. SREBP1 and thyroid hormone
responsive spot 14 (S14) are involved in the regulation of bovine mammary lipid
synthesis during diet-induced milk fatdepression and treatment with CLA.
Journal of Nutrition, Philadelphia, v.136, n. 10, p.2468-2474,0ct. 2006.

HERDMANN, A.et al. Effect of dietary fatty acids on expression of lipogenic
enzymes and fatty acid profile in tissues of bulls. Animal, Cambridge, v. 4, n. 5,
p. 755-762,2010.

HOCQUETTE, J.F.; GRAULET, B.; OLIVECRONA, T. Lipoprotein lipase
activity and mRNA levels in bovine tissues. Comparative Biochemistry and
Physiology, Oxford, v. 121, n. 2, p. 201-212,0ct. 1998.

JENKINS, T. C.; HARVATINE, K. J. Lipid feeding and milk fat depression.
Veterinary Clinics of Food Animal, Philadelphia, v.30, n. 3, p.623-642 Nov.
2014.

JI, S. et al. Differential expression of PPARy, FASN, and ACADM genes in
various adipose tissues and longissimusdorsi muscle fromyanbian yellow cattle
and yan yellow cattle. Journal of Animal Science, Champaign, v. 27, n. 1,
p-10-18,Jan. 2014.

JUMP, D.B. Dietary polyunsaturated fatty acids and regulation of gene
transcription. Current Opinion in Lipidology, London,v. 13, n. 2, p. 155-
164,Apr. 2002.

JURIE, C.et al. Adipocyte fatty acid- binding protein and mitochondrial enzyme
activites inmuscles as relevant indicators of marbling in cattle. Journal of
Animal Science, Champaign, v. 85, n. 10, p. 2660-2669,0ct. 2007.



31

KADEGOWDA, A.K.G. et al. Inhibition of stearoyl-CoA desaturase 1 reduces
lipogenesis in primary bovine adipocytes. Lipids, Champaign, v. 48, n. 10, p.
967-976, Oct. 2013.

KEENAN, T. W.; MATHER, 1. H. Intracellularorigin of milk fat globules and
the nature of the milk fat globule membrane. In: FOX, P. F.;MCSWEENEY, P.
L. H. (Ed.).Advanced dairy chemistry: lipids. New York: Springer, 2006. v. 2,
p-137-171.

KERSTEN, S. Integrated physiology and systems biology of PPARa.Molecular
Metabolism, New York, v.3, n. 3, p.354-371,Mar. 2014.

KIM, K.H. Regulation of mammalian acetyl-coenzyme A carboxylase. Annual
Review in Nutrition, Palo Alto, v. 17, p. 77-99, 1997.

LAWRIE, R.A. Ciéncia da carne. 6.ed. Porto Alegre: Artmed, 2004. 384 p.

LEE, J.H.et al. Relationship between adipose maturity and fatty acid
composition in various adipose tissues of Japanese Black, Holstein and
Crossbred (F1) steers. Animal Science Journal, Berlin, v. 82, n. 5, p. 689-
697,0ct. 2011.

LEMAY, D.G.; HWANG, D.H. Genome-wide identification of peroxisome
proliferator response elements using integrated computational genomics.
Journal of Lipid Research, Bethesda, v. 47, n. 7, p. 1583-1587, July 2006.

LUCHIARI FILHO, A. Pecuaria da carne bovina. Sao Paulo: Ed. Sao Paulo,
2000. 134 p.

LUNT, D. K. et al. Production characteristics and carcass quality of Angus and
Wagyu steers raised to US and Japanese endpoints. Journal of Animal and
Veterinary Advances, Philadelphia, v. 4, n. 11, p. 949-953, 2005.



32

MAGGIONI, D. et al. Grupos genéticos e graus de acabamento sobre qualidade
da carne de bovinos.Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 33, n. 1, p. 391-
402, 2012.

MANNEN, H. Identification and utilization of genes associated with beef
qualities. Journal of Animal Science, Champaign, v. 82, n. 1, p. 1-7, Jan. 2011.

MATSUHASHI, T.et al. Effects of bovine fatty acid synthase, stearoylcoenzyme
Adesaturase, sterol regulatory element-binding protein 1, and growth hormone
gene polymorphisms on fatty acid composition and carcass traits in Japanese
Black cattle. Journal of Animal Science, Champaign, v. 89, n. 1, p. 12-22, Jan.
2011.

MATSUISHI, M.; FUIIMORI, M.; OKITANI, A. Wagyu beef aroma in Wagyu
(Japanese Black Cattle) beef preferred by the Japanese over imported beef.
Animal Science Journal, Berlin, v. 72, n. 6, p. 498-504, 2001.

MILLEN, D. D. et al. A snapshot of management practices and nutricional
recommendations used by feedlot nutritionists in Brazil. Journal of Animal
Science, Champaign, v. 87, n. 10, p. 3427-3439, Oct. 2009.

MISSIO, R.L.et al. Caracteristicas da carcaga e da carne de tourinhos terminados
em confinamento, recebendo diferentes niveis de concentrado na dieta. Revista
Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v.39, n.7, p.1610-1617, 2010.

MOREIRA, F.B. et al. Evaluation of carcass characteristics and meat chemical
composition of Bosindicus and Bosindicus x Bostaurus crossbred steers finished
in pasture systems. Brazilian Archives of Biology and Technology, Curitiba,
v.46, n.4, p.607-614, 2003.

OLEFSKY,J. M.;SALTIEL, A. R. PPARyand the treatment of insulin
resistance. Trends in Endocrinology and Metabolism, New York, v. 11, n. 9,
p- 362-368, 2000.



33

OLIVEIRA, D. M. de.Expressio de genes envolvidos no metabolismo lipidico
no musculo de bovinos de corte alimentados com fontes de lipideos. 2013.
145 p. Tese (Doutorado em Producdo e Nutri¢do de Ruminantes) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, 2013.

OLIVEIRA, D. M. de et al. Expression of genes involved in lipid metabolism in
the muscle of beef cattle fed soybean or rumen-protected fat, with or without
monens in supplementation. Journal of Animal Science, Champaign, v. 92, n.
12, p. 5426-5436, Dec. 2014.

PARK, Y.et al. Inhibition of hepatic stearoy-CoA desaturase activity by trans-
10, cis-12 conjugated linoleic acid and its derivatives. Biochimica et
Biophysica Acta, Alberta, v. 1486, n. 2/3, p. 285-292, July 2000.

PLATTTER,W.J. et al. Relationships of consumer sensory ratings, marbling
score, and shear force value to consumer acceptance of beef strip loin steaks.
Journal of Animal Science, Champaign, v.81, n. 11, p. 2741-2750, 2003.

ROLLIN, X.et al. Short- and long-term nutritional modulation of acetyl-CoA
carboxylase activity in selected tissues of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
British Journal of Nutrition, Cambridge, v. 89, n. 6, p. 803-810, June 2003.

RUBIANO, G.A.G. et al. Desempenho, caracteristicas de carcaga e qualidade da
carne de bovinos superprecoces das ragas Canchim, Nelore e seus mestigos.
Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v.38, n.12, p.2490-2498, 2009.

SAMPATH, H.; NTAMBI, J. M. Stearoyl-coenzyme Adesaturase 1, sterol
regulatory element binding protein-1¢ and peroxisome proliferatoractivated
receptor-[alpha]: independent and interactive roles in the regulation of lipid
metabolism. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care,
London, v. 9, n. 2, p. 84-88, Mar. 2006.

SANOSAKA, M.et al. A combination of octanoate and oleate promotes in vitro
differentiation of porcine intramuscular adipocytes. Comparative Biochemistry
and Physiology - Part B: Biochemistry & Molecular Biology, New
York,v.149, n. 2, p. 285-292,Feb. 2008.



34

SEMENKOVICH, C. F. et al. Insulin regulation of lipoprotein lipase activity in
3T3-L1 adipocytes is mediated at posttranscriptional and posttranslational
levels. Journal of Biological Chemistry, Baltimore,v.264, p. 9030-9038, 1989.

SHIMANO, H. Sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs),
transcriptional regulators of lipid synthetic genes. Progress in Lipid Research,
Oxford, v. 40, n. 6, p. 439-452, Nov. 2001.

SMITH, S. B. et al. Adiposity, fatty acid composition, and delta-9 desaturase
activity during growth in beef cattle. Animal Science Journal, Berlin,v. 77, n.
5, p. 478-486, Oct. 2006.

SMITH, S.B.et al. Cellular regulation of bovine intramuscular adipose tissue
development and composition. Journal of Animal Science, Champaign, v. 87,
p. E72-E82,Apr. 2009. Supplement.

SMITH, S. B.; WITKOWSKI, A.; JOSHI, A.K. Structural and functional
organization of the animal fatty acid synthase. Progress in Lipid Research,
Oxford, v. 42, n. 4, p. 289-317,July 2003.

TAKADA, 1.;KOUZMENKO, A. P.; KATO,S. Wnt and PPARgamma signaling
in osteoblastogenesis and adipogenesis. Nature Reviews Rheumatology,
London, v. 5, n. 8, p. 442-447, 2009.

UNDERWOOD, K.R.et al. Relationship between kinase phosphorylation,
muscle fiber typing, and glycogen accumulation in Longissimus muscle of beef
cattle with high and low intramuscular fat. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Easton, v. 55, n. 23, p. 9698-9703,Nov. 2007.

VURAL, B.et al. Presence of fatty-acidbinding protein 4 expression in human
epicardialadipose tissue in metabolic syndrome. Cardiovascular Pathology,
Philadelphia, v. 17, n. 6, p. 392-398 Nov./Dec. 2008.

WAKU,T.;SHIRAKI, T.; OYAMA,T. Structural insight into PPARyactivation
through covalent modification with endogenous fatty acids. Journal of
Molecular Biology, London, v. 385, n. 1, p. 188-199, 2009.



35

WANG, R.; ECKEL, H. Lipoprotein lipase: from gene to obesity. American
Journal Physiology Endocrinology Metabolic, Bethesda, v. 297,n. 2, p. E271-
E288, Aug. 2009.

WANG, Y .H. et al. Gene expression patterns during intramuscular fat
development in cattle. Journal of Animal Science, Champaign, v. 87, n. 1, p.
119-130, Jan. 2008.

WARD, R.E.et al. Relationship between the expression of key lipogenic
enzymes, fatty acid composition, and intramuscular fat content of Limousin and
Aberdeen Angus cattle. Livestock Science, New York, v. 127, n. 1, p. 22-29,
2010.

WATERS, S.M. et al. Effect of level and duration of dietary n-3 polyunsaturated
fatty acid supplementation on the transcriptional regulation of Delta 9-desaturase
in muscle of beef cattle. Journal of Animal Science, Champaign, v. 87, n. 1, p.
244-252 Jan. 2009.

WYNN, R.J. et al. Effect of feeding rumen-protected con-jugated linoleic aci on
carcass characteristics and fatty acid composition of sheep tissues. Journal of
Animal Science, Champaign, v. 84, n. 12, p. 3440-3450,Dec. 2006.

XU, J.et al. Polyunsaturated fatty acids suppress hepatic sterol regulatory
element-binding protein-1 expression by accelerating transcript decay. Journal
of Biological Chemistry, Baltimore, v. 276, n. 13, p. 9800-9807, 2001.

ZHANG, S.et al. DNA polymorphisms in bovine fatty acid synthase are
associated with beef fatty acid composition. Animal Genetics, Oxford,v.39, n.
1, p.62-70,Feb. 2008.



36

SEGUNDA PARTE - ARTIGO

ARTIGO 1 A subespécie e a dieta afetam a expressao de genes envolvidos
no metabolismo lipidico e a composicio quimica do musculo de

bovinos de corte

Artigo formatado segundo as normas do periédico Journal of Animal

Science.



37

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar composicdo centesimal e expressdao
de genes envolvidos no metabolismo lipidico no musculo longissimus
dorsi (LD) de tourinhos Nelore ¢ Angus alimentados com grao de milho
inteiro ou silagem de milho mais concentrado. Foram utilizados 34
animais, com peso vivo médio inicial de 381,2 11,8 kg, em um
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2 (2 ragas
e 2 dietas). A dieta tradicional continha 30% de silagem de milho e 70%
de um concentrado a base de milho e farelo de soja. A dieta com grdo de
milho inteiro continha 85% de grao de milho inteiro e 15% de um pellet
comercial a base de farelo de soja e minerais. Apds o abate, foram
coletadas amostras do musculo LD entre 12 e 13? costelas para analise da
composicdo centesimal e expressdo génica. A expressdo génica foi
analisada utilizando a técnica de RT-qPCR. A carne de animais Angus
apresentou maior extrato etéreo em relacdo aos animais da raca Nelore (P
< 0,05). No entanto ndo houve efeito (P> 0,05) das dietas sobre o teor de
EE na carne. O musculo LD dos animais Nelore alimentados com silagem
de milho apresentaram maior expressdo dos genes lipoproteina lipase

(LPL), proteina de ligacdo ao acido graxo 4 (FABP4), Acetil coA
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carboxilase alfa (ACACA), estearoil coA dessaturase (SCDI) e carnitina
palmitoil transferase 2 (CP72) (P < 0,01). Porém a expressdo do gene
acido graxo sintase (FAS) foi maior no muasculo LD de animais Nelore (P
< 0,01) e de animais recendo grao de milho inteiro (P < 0,01), ¢ a
expressdo do acil-coenzima A oxidase 1 (4COX) foi maior para os Angus
alimentados com grdo de milho inteiro (P = 0,04). O musculo LD dos
animais Nelore apresentaram maior expressdo do receptor ativado por
proliferador de peroxissomas o (PPARa) (P<0,01) e menor expressao dos
elementos reguladores de esterol ligados as proteinas (SREBP-Ic) (P =
0,03). Em relagdo as dietas, a expressao de PPARa aumentou quando os
animais foram alimentados com grao de milho inteiro e o inverso ocorreu
para a expressdo de SREBP-Ic. Ja os animais Angus alimentados com
silagem de milho mais concentrado apresentaram maior expressdo do
PPARy (P <0,01). Animais da raga Angus apresentaram maior deposi¢ao
de gordura intramuscular. Todavia, a dieta com grdo de milho inteiro nio
foi capaz de aumentar a gordura de marmoreio devido a redu¢do na
expressao da SREBP-Ic.

Palavras-chave: alto grdo, fatores de transcri¢do, PPARs, raca, RNAm,

SREBP.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the centesimal composition and
the expression of genes involved in the lipid metabolism of the
longissimus dorsi (LD) muscle of Nellore and Aberdeen Angus young
bulls fed whole shelled corn (WSC) and a maize silage diet. Thirty-four
animals with average initial body weight of 381.2 £11.87 kg, in a
completely randomized design arranged in a 2 x 2 factorial scheme (2
breeds and 2 diets). The traditional diet contained 30% of corn silage and
70% of a corn and soybean meal-based concentrate. The diet with WSC
contained 85% whole shell corn and 15% of a soybean meal and mineral-
based commercial pellet. After slaughter, we collected samples from the
LD muscle, between the 12th and 13th ribs, for centesimal composition
and gene expression analyses. Gene expression was analyzed using the
qRT-PCR technique. The meat from Angus animals showed higher ether
extract when compared to Nellore animals (P<0.05). However, there was
no effect (P > 0.05) of the diets over ether extract in the meat. The LD
muscle of the Nellore animals fed corn silage presented higher expression
of the lipoprotein lipase (LPL), fatty acid binding protein 4 (FABP4),

acetyl CoA carboxylase alpha (4CACA), stearoyl-CoA desaturase (SCD1)
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and carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2) genes. However, the
expression of the fatty acid synthase (F'4S) gene was higher in the LD
muscle of Nellore animals (P<0.01) and of animals fed WSC (P<0.01).
The expression of acyl-coenzyme A oxidase 1 (ACOX) was higher for
Angus animals fed WSC (P=0.04). The LD muscle of Nellore animals
presented higher expression of the peroxisome proliferator-activated
receptor o (PPARa) (P<0.01), and lower expression of sterol regulatory
element-binding protein-1c (SREBP-1c) (P= 0.03). Regarding the diets,
the expression of PPARa increased when the animals were fed WSC and
the opposite occurred for the expression of SREBP-Ic. The Angus
animals fed corn silage in addition to concentrate presented higher
expression of the PPARy (P<0.01). Animals of the Angus breed showed
greater deposition of intramuscular fat. However, the diet with WSC was
incapable of increasing fat marbling due to the decreased expression of
SREBP-Ic.

Keywords: breed, mRNA, PPARs, SREBP, transcription factors, whole

shelled
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1 INTRODUCAO

Em bovinos, a deposi¢do de lipideos € reflexo da nutri¢do, do
grupo genético utilizado e da biohidrogenacdo ruminal. Tem se observado
que animais Bos faurus apresentam maior marmoreio comparado aos Bos
indicus (Elzo et al., 2012). Ja em relag¢do a nutrigdo, dietas com grao de
milho inteiro podem fornecer maior aporte de propionato e,
consequentemente, glicose para a sintese de gordura intramuscular
(Gilbert et al., 2003), elevando assim o teor de extrato etéreo na carne.

Porém dietas com baixa concentracdo de forragem podem causar
redu¢do no pH, o que pode alterar a microbiota do rimen, causando
mudangas nas vias da biohidrogenagdo, tendo como principal
intermediario o acido linoleico conjugado C18:2 trans10-cis12 (Bauman
and Griinari, 2003). O aumento do C18:2 trans10-cis12 reduz os niveis de
RNAm do SREBP-1c e PPARy, que consequentemente reduz a sintese de
novo, por reduzir a atividade das enzimas chaves desse processo (Obsen
et al., 2012), reduzindo assim o marmoreio da carne dos animais.

Com isso, ha enorme interesse na manipulacdo da composi¢ido

quimica da carne por meio da regulacdo de sua biossintese. Para
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compreensdo desses mecanismos, a avaliagdo do efeito da nutricdo sobre
a expressdo dos genes (nutrigendmica) € de grande relevancia.

Diante disso, hipotetizamos que os animais alimentados com a
dieta com grio de milho inteiro apresentariam maior gordura
intramuscular, pois dietas com altos teores de grios proporcionariam
maior produ¢do de propionato no rumen e maior aporte de glicose para o
animal, elevando assim o teor de extrato etéreo na carne.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar como a expressao
génica influencia a composi¢do quimica do musculo de tourinhos Nelore
e Angus alimentados com uma dieta sem forragem e com grao de milho
inteiro ou uma dieta com silagem de milho mais concentrado na

proporcao de 30:70.

2 MATERIAL E METODOS
Os procedimentos experimentais foram submetidos a apreciagdo e
aprovados pela Comissdo de ética e Bem- Estar Animal da Universidade

Federal de Lavras (protocolo ¢ 002/2013).



43

2.1 Animais, dietas e abate

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras,
em Lavras, MG. Foram utilizados 14 tourinhos da raca Nelore ¢ 14 da
raca Aberdeen Angus, com peso vivo médio inicial de 378,4 + 8,7 kg. Os
animais foram confinados em baias individuais cobertas, com area de 6
m’, piso de concreto com camas de areia, comedouros individuais e
bebedouros comuns a duas baias.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram fornecidas ad libitum,
duas vezes ao dia, as 07h30 e 15h30. Metade dos animais de cada grupo
genético recebeu a dieta com silagem de milho mais concentrado (30% de
silagem de milho e 70% de concentrado) e a outra metade a dieta com
grdo de milho inteiro (85% de grao de milho inteiro e 15% de um pellet
comercial, como fonte de proteina e minerais). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2,
com quatro tratamentos e sete repetigdes por tratamento: Nelore
recebendo dieta com silagem de milho mais concentrado (NSMC); Nelore
recebendo dieta com grio de milho inteiro (NGMI); Aberdeen Angus
recebendo dieta com silagem de milho mais concentrado (ASMC) e

Aberdeen Angus recebendo dieta com grao de milho inteiro (AGMI).
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O periodo experimental foi de 82 dias, precedidos de 28 dias de
adaptacdo as instalagdes e dieta, no qual os animais receberam
quantidades decrescentes de silagem de milho (sistema step up) até a sua
retirada por completo.

O abate dos animais foi feito utilizando a técnica de concussdo
cerebral para insensibilizagdo, seguida de seccdo da veia jugular, esfola e
evisceragdo. Apos a esfola foram retiradas amostras do musculo
Longissimus dorsi da meia-carcaga esquerda na altura 13%costela, em
dire¢do cranial, embaladas em papel aluminio e transportadas em
nitrogénio liquido para andlise de expressdo génica. Ao chegar ao
laboratorio essas amostras foram armazenadas a -80°C.

Apds 24 horas de refrigeracdo das carcagas, foram retiradas
amostras do musculo Longissimus dorsi, com 2,54 cm de espessura, da
meia-carcaga esquerda na altura da 13%costela, em direcdo cranial. As
amostras foram armazenadas a temperatura de -20°C e posteriormente

utilizadas para avaliagdo da composi¢ao centesimal.

2.2 Composig¢do centesimal
Para a avaliagdo da composicdo centesimal, as amostras de carne

foram liofilizadas até a obtencdo de amostras homogéneas e livres de
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umidade. A andlise de proteina bruta foi quantificada pela analise de
nitrogénio pelo método de Kjeldahl (método 920,87;(AOAC, 1990)) o
extrato etéreo extraido pelo método de Soxhlet ( método 920,85; (AOAC,
1990)), a umidade em estufa a 105°C ( método 9341,01; (AOAC, 1990))
até a obtengdo de peso constante e as cinzas, em mufla, a 600°C( método

924,05; (AOAC, 1990)) .

2.3 pH ruminal

O pH ruminal foi mensurado utilizando o sistema Kahnebolus
(KB1000; KahneLtd., Auckland, New Zealand) no dia anterior ao abate.
O sistema foi composto por sondas de Kahnebolus e um receptor sem fio
(433 MHz) conectado ao computador e operado pelo sistema
KahneV5.2.3 software (KahneLtd.), como descrito por Kaur et al. (2010).
O aparelho foi calibrado em pH 4.0 e 7.0 a 40°C e em seguida ajustado
para aferir o pH a cada 10 minutos, no total de 24 horas (144
mensuragdes). As probes foram inseridas ao rimen via oral, onde a cada
10 minutos os dados foram transmitidos para o computador através de um
receptor (Kahne Receiver KR2002). Em seguida os dados foram

exportados do software (Kahne System V5.2.4) para planilhas de Excel.
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Apds o abate dos animais, as sondas foram coletadas e lavadas. Os dados
de pH foram analisados da seguinte forma: média de pH, pH minimo, pH

maximo, tempo total abaixo de pH 6,0 e tempo total abaixo de pH 5,5.

2.4 Anélises de expressdo génica

O desenho dos primer dos genes alvos e de controle endogeno foi
realizado através de sequéncias cadastradas e publicadas no banco de
dados publico do Genbank, plataforma do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Tabela 2). Para a caracterizagdo dos genes as
ORFs (Open Reading Frames) das sequéncias selecionadas foram obtidas
pela ferramenta ORFinder do NCBI e as sequéncias de proteinas
codificadas obtidas a partir da ferramenta translate, encontrada no banco
de proteinas EXPASY (http://www.expasy.ch). As sequéncias dos primers
foram desenhadas utilizando o software Oligo Perfect™ Designer com
base nas sequéncias obtidas no Genbank. Os primers para a qQPCR (RT-
gPCR) foram comercialmente sintetizados (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), com suas sequéncias.

Para a extragdo do RNA total as amostras foram homogeneizadas
em nitrogénio liquido. Do material homogeneizado, 200 mg de tecido

foram coletadas, nas quais adicionou-se 1,2 mL de QIAzol (QIAgen,
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Valencia, CA, EUA), com posterior agitagio em vortex. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos, sendo
posteriormente adicionado 240 pL de cloroformio, agitadas e levadas a
centrifuga por 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e adicionou-se 300 puL de cloroférmio para
uma segunda lavagem. Novamente o sobrenadante foi transferido para
novos tubos e adicionou-se 300 pL de isopropanol. As amostras foram
mantidas por um periodo de 1 hora a temperatura de -20°C, em seguida,
foram centrifugadas por 25 minutos a 14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 1mL de etanol a 75%,
seguido de nova centrifugacdo por 8 minutos a 10.000 rpm a 4°C. Apods a
centrifugag¢do, o etanol a 75% foi descartado, o pellet foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 20 pL. de dgua ultra pura. Apos
estes procedimentos as amostras de RNA foram armazenadas a -80°C.
Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNase DNA free
(Ambion, Austin, TX, EUA), em uma reacdo contendo 0,1 volume do
tampao DNase turbo 10X, 0,5 uL da enzima DNase turbo e agua livre de
DNase/RNase para completar o volume de 25 pL. Essa reacdo foi

incubada a 37°C por 30 minutos. Posteriormente adicionou-se 2,5 pL do
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reagente de inativagdo da DNase e as amostras foram incubadas por 2
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 1,5 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante transferido
para novos tubos. Posteriormente, as amostras foram armazenadas a -
80°C.

Para a avaliacdo da integridade das amostras extraidas, o RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v) corado com
GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado em fotodocumentador
UVITEC Fire Reader XS D-77Ls-20M para analise das bandas 28S e 18S
do RNA ribossomal (rRNA). As amostras foram quantificadas em
espectrofotometro (Nanodrop® Espectrophotometer ND-1000) a A260
nm com o objetivo de avaliar a quantidade (ng/uL) e qualidade (260/280
e 260/230) do RNA.

A sintese de cDNA foi feita com Kit High-Capacity DNA Reverse
Transcription  (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Primeiramente, o RNA foi preparado a uma concentragdo de 1pug em um
volume final de 10 pL. Apds essa etapa, foi preparado um mix contendo 2
pL do tampao 10X da enzima, 2 pL do primer RT Random Primers 10X,

0,8 pL do mix dNTP (100 mM), 1 pL MultiScribe™ Reverse



49

Transcriptase e dgua para um volume final de 10 plL/amostra. Para cada
solugdo preparada de 10 pL de RNA a Ipg, foram acrescentados 10 pL
desse mix. Os tubos foram submetidos ao termociclador
MultiGene™Gradient (Labnet), programado com trés etapas: 10 minutos
a 25°C para o anelamento dos primers, 2 horas a 37°C para agdo da
enzima e 5 minutos a 85°C para inativa-la. Apos o processo, as amostras
foram armazenadas em freezer a - 20°C.

Para a andlise da expressdo génica quantitativa por RT-qPCR foi
utilizado o modelo ABI PRISM 7500 Real Time PCR (Applied
Biosystems), utilizando o sistema de detec¢do SYBR Green (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e o cDNA obtido a partir de RNA
extraido do tecido muscular de bovinos. As condi¢des térmicas de reagao
foram 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C seguidos por 40 ciclos de 15
segundos 95°C e 1 minuto a 60°C e, finalizando com 15 segundos a 95°C.
Os dados foram coletados e armazenados no programa 7500 Fast
Software (Versdo 2.1). Para cada reacdo foi utilizado 1,0 puL de cDNA,
0,3 uL de cada primer (forward e reverse) e 5,0 uL de Master Mix SYBR
Green para um volume final de 10,0 pL/amostra em uma placa de reagdo

com 96 pogos MicroAmp Optical (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA). Os controles negativos e curvas de melting foram incluidos em
todas as andlises. Todo o experimento de RT-qPCR, para cada gene em
estudo, foi conduzido a partir de cDNAs diferentes obtidos a partir de sete
repeti¢des biologicas, com trés réplicas técnicas para cada uma, sendo os
resultados normalizados usando CTs (Ciclo Threshold) obtidos pela
expressdo dos genes de controle endogeno B-actina e gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH).

O CT foi avaliado pelo numero de ciclos utilizando-se o método
Cr comparativo. Como um dos requisitos necessarios para a utilizagdo
deste método, foi realizado um ensaio de validagdo para mostrar que as
eficiéncias de amplificacdo dos genes alvo e de referéncias foram
aproximadamente iguais (Tabela 2). Para isto foram realizadas curvas
padrdes para os genes em estudo nas seguintes dilui¢des: 1:5, 1:25, 1:125,
1:625 e 1:3125. Este procedimento permitiu a defini¢do da concentragao
de cDNA utilizada em cada reacdo, a qual foi de 10 ng/pL. A
concentragdo de cada primer foi de 1,5 pM.

Os niveis de expressdo relativos foram calculados de acordo com
o método descrito por Pfaffl(2001) que se baseia nos valores de Ct que

sdo corrigidos para a eficiéncia de amplificagdo para cada par de primers.
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2.5 Analise estatistica

Os dados de composicdo quimica foram analisados utilizando o
procedimento GLM do Software SAS versdao 9.3 (SAS Inst. Inc., Cary,
NC), com tratamentos como efeito fixo. Foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk para analisar a normalidade dos dados. Quando os dados de
expressdo génica ndo apresentaram distribuicdo normal, os dados foram
transformados utilizando o procedimento RANK do SAS 9.3.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para determinar as diferengas estatisticas
entre as médias dos diferentes tratamentos, por meio do procedimento
GLM do SAS 9.3. Os coeficientes da correlagio de Pearson foram
calculados utilizando o procedimento CORR do SAS 9.3. A correlagdo
foi baseada em valores individuais de cada animal, independente dos
tratamentos submetidos. Os valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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3RESULTADOS

3.1 Consumo, ganho de peso ¢ pH ruminal

Animais da raga Angus apresentaram maior consumo de matéria
seca (13,7 € 9,9 kg/dia P < 0,01) e maior peso de abate (543,4 ¢ 456,6 P <
0,01) que aos animais Nelore. Os animais alimentados com grao de milho
inteiro apresentaram menor pH ruminal (P < 0,04) em relagdo aos animais
alimentados com silagem de milho mais concentrado, porém os tourinhos
Angus alimentados com grdo de milho inteiro permaneceram menos
tempo em pH menor que 5,5 quando comparados aos Nelore alimentados

com grao de milho inteiro.

3.2 Composic¢do centesimal

O musculo LD dos animais Angus apresentaram maior teor de
extrato etéreo em relagdo ao musculo dos animais Nelore (Tabela 3), o
que caracteriza um maior marmoreio para essa raga. Em relagdo aos
outros componentes do musculo: umidade, cinzas e proteina; tanto as

dietas quantos as ragas estudadas ndo influenciaram suas concentragdes.
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3.3 Expressdo génica

Observou-se maior expressdo de PPARo (Figura 1A) no musculo
LD dos animais Nelore e menor expressdo da SREBP-1c (Figura 1C). Em
relacdo as dietas, a expressdo de PPARa aumentou quando os animais
foram alimentados com grdo de milho inteiro e o inverso ocorreu para a
expressdo de SREBP-1c. Dessa forma, fica demonstrado um antagonismo
entre estes dois genes, o que pode ser comprovado pela alta correlagao
negativa entre os dois (Tabela 4). Houve interacdo entre raca e dieta sobre
a expressdo de PPARy, sendo que a dieta com grao de milho resultou em
maior expressdo deste gene nos animais Angus € menor expressao nos
Nelore (Figura 1B). Dos trés fatores de transcri¢ao avaliados o SREBP-1c
foi aquele que apresentou maior correlagdo com os outros genes
envolvidos no metabolismo lipidico.

As expressdes génicas de LPL e FABP4 foram maiores nos
musculos LD dos animais Nelore alimentados com dieta contendo
volumoso (Figuras 2A e 2B), ndo havendo diferencas na expressdo destes
genes no musculo dos animais Angus. Portanto, os genes LPL ¢ FABP4
apresentam fungdes que se complementam, o que é comprovado com a

forte correlagdo entre os dois (Tabela 4). Todavia, apesar dos efeitos
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semelhantes sobre a expressdo destes genes, verifica-se que a magnitude
nas diferengas das expressdes foi superior para o gene FABP4. Os genes
ACACA, SCDI e SREBP-Ic também apresentaram correlagdo positiva
com a LPL e FABP4. Além disso, o gene FABP4 apresentou correlagao
positiva com o PPARy.

As expressdes dos genes ACACA e SCDI foram maiores no
musculo LD dos animais Nelore alimentados com silagem de milho mais
concentrado e menores para os animais Nelore alimentados com grao de
milho inteiro (Figura 3A e 3C), resultados estes semelhantes as
expressdes de LPL e FABP4. Por outro lado, a expressdo do gene FAS
apresentou resultado diferente, tendo sido maior no musculo LD dos
animais alimentados com a dieta com grao de milho inteiro (Figura 3B).
Além disso, animais Nelore, independente da dieta, apresentaram maior
expressao de FAS, o que demonstra que a regulacdo da sintese de RNAm
que codificard as enzimas envolvidas na sintese “de novo” de acidos
graxos ¢ diferente.

Similar aos resultados da ACACA e da SCD, a expressdo do gene
que codifica a CPT72 foi maior em animais Nelore alimentados com

silagem de milho mais concentrado (Figura 4A). Por outro lado, a
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expressdo de ACOX foi maior no musculo LD dos Angus alimentados

com grao de milho inteiro (Figura 4B).

4 DISCUSSAO

O maior teor de extrato etéreo na carne dos animais da raca Angus
pode ser explicado pelo fato desses animais terem apresentado maior
consumo de matéria seca (13,7 ¢ 9,9 kg/dia P < 0,01) e maior peso de
abate que os tourinhos Nelore (543.,4 e 456,6 P < 0,01), ou seja, animais
que apresentam elevado consumo de nutrientes e energia apresentam altas
taxas de crescimento, que resultardo em maior deposi¢do de
gordura.Outra explicagdo tem relagdo com o porte dos animais, sendo a
raca Angus de pequeno porte e o Nelore uma raga de médio porte. Com
isto, os animais Angus come¢am a depositar gordura mais cedo (Diniz,
2013).

O extrato etéreo possui correlagdo positiva com o marmoreio, com
isso, a medida que se aumenta o escore de marmoreio, aumenta-se o teor
de extrato etérco na carne (Savell et al., 1986; Moore et al., 2010).
Portanto, de acordo com Dow et al. (2011) ¢ com base nos valores de
extrato etéreo, as carnes dos animais Angus e¢ Nelore seriam classificadas

como carnes com pequeno marmoreio.
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Di Constanzo (2004) avaliando a qualidade da carne de diferentes
racas de corte encontrou, para as ragas britanicas Angus e Hereford,
elevada espessura de gordura subcutanea e grau de marmoreio. Ja as racas
zebuinas apresentaram boa espessura de gordura subcutanea, mas a carne
bem menos marmorizada que as ragas britanicas.

Segundo Paulino, et al. (2013), o uso de ragas de maturidade
precoce torna-se alternativa para favorecer o acimulo de gordura
intramuscular, uma vez que, o teor de gordura intramuscular da carne ¢
um fator altamente desejavel pelo mercado consumidor por apresentar
relagdo direta com sabor ¢ suculéncia (Emerson et al., 2013).

Apesar dos musculos LD dos animais Nelore apresentarem menor
extrato etéreo que os Angus, os mesmo ainda apresentam maior teor
comparado com os resultados médios da literatura que sdo em torno de
2% (Vaz et al., 2001; Moreira et al., 2003; Rubiano et al., 2009; Andrade
et al., 2010).

Era hipdtese deste estudo que os animais alimentados com a dieta
de grao de milho inteiro apresentariam maior teor de gordura
intramuscular, pois segundo Smith et al. (2009), dietas com elevada

concentragdo energética sdo importantes para a producdo de carnes com
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alto grau de marmoreio, ja que o tecido adiposo intramuscular parece ser
mais sensivel a insulina, quando comparado ao tecido adiposo
subcutaneo. Sendo assim, alimentos que aumentam a producdo de
propionato, como o milho, tem maior capacidade glicogénica e
insulinogénica, o que poderia aumentar a deposi¢do de gordura
intramuscular (Gilbert et al., 2003). Todavia, esta hipotese ndo pdde ser
comprovada e uma explicagdo seriam os resultados de expressdo génica.
Os animais alimentados com grdo de milho inteiro apresentaram
menor expressdo da SREBP-1c devido essas dietas causarem redugdo no
pH do rumen (Tabela 5), o que pode resultar em alteracdo na microbiota
do rumen e mudanga nas vias da biohidrogenacao, tendo como principal
intermediario o acido linoleico conjugado C18:2 trans10-cis12, ao invés
do C18:2 cis9-transl1 (Jenkins and Harvatine, 2014). O aumento do
C18:2 transl0-cis12 reduz os niveis de RNAm do SREBP-Ic, que
consequentemente reduz a sintese de novo, por reduzir a atividade das
enzimas chaves desse processo (Obsen et al., 2012). Corroborando com
esta explicacdo, o gene SREBP-Ic apresentou correlacdo positiva com
ACACA e SCDI (Tabela 4), genes estes responsaveis por codificar as

enzimas chave da sintese “de novo” (Vyas et al., 2014), e agir na
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dessaturagdo dos acidos graxos captados na corrente sanguinea. Além da
reducdo da expressdo de SREBP-Ic, a dupla ligagdo na configuracgdo cis-
12 parece ser estrutura chave caracteristica na inibicdo da atividade da
SCD, principalmente quando associada a uma ligagdo trans-10 (Park et
al., 2000). Portanto, a redugdo no pH ruminal e altera¢cdes na rota da
biohidrogenagdo explicam porque a hipotese da dieta com grao de milho
inteiro ndo proporcionar maior marmoreio no musculo LD.

Jenkins and Harvatine (2014) também encontraram redu¢do na
expressdo da SREBP-1c na glandula mamadria quando os animais foram
alimentados com dietas ricas em grdos. Da mesma forma, em pré-
adipdcitos de suinos, o C18:2 trans10-cis12 diminuiu a sintese de RNAm
do SREBP-1c (Brandebourg and Hu, 2005).

Além de provocar menor pH ruminal, a dieta com grao de milho
inteiro apresentou maior teor de AGPI e segundo Botolin et al. (2006), os
AGPI inibem a transcrigdo de genes envolvidos na lipogé€nese no figado,
por rapidamente reduzir os fatores transcricionais ligados ao gene SREBP,
0 que consequentemente reduz a ativagdo do gene que codifica as enzimas

lipogénicas.
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Animais da raga Angus apresentaram maior expressdo da SREBP-
Ic o que resultou em maior porcentagem de gordura intramuscular. A
maior sintese de gordura no musculo dos animais Angus pode ser também
devido ao aumento da expressdo do PPARy, uma vez que este gene foi o
unico que apresentou correlagdo positiva com o teor de extrato etéreo no
musculo LD (Tabela 6). A maior expressdo do PPARy no musculo LD
dos tourinhos Angus alimentados com grdo de milho inteiro, pode ser
devido ao menor tempo em pH ruminal abaixo de 5,5 desses animais,
quando comparado aos Nelore alimentados com grao de milho inteiro
(Tabela 5), que apresentaram menor expressdao do PPAR . O maior tempo
dos animais Nelore em pH mais baixo pode ter favorecido a produgio do
CLA trans10-cis12 que age de forma antagbnica ao PPARjy (Ramiah et
al., 2014). O PPARy ¢ um fator de transcri¢do essencial para adipogénese
(Obsen et al., 2012), portanto, reducdo na sua expressdo, assim como de
SREBP-1c, pode diminuir a expressdo dos genes relacionados a sintese
“de novo” (Vyas et al., 2014) e com isso reduzir a gordura intramuscular.
Porém, no presente estudo, ndo houve correlagao significativa de PPARy
com os genes ACACA e SCD, e verificou-se apenas uma correlagdo

negativa com o gene FAS. Isso pode estar associado a correlacdo negativa



60

entre 0 PPARo ¢ PPARy, ja que a FAS teve correlacdo positiva com
PPARa (Tabela 4). Outro fator importante é que a dieta de alto grio teve
maior concentragdo de AGPI, sendo este ativador do PPARy (Bionaz et
al., 2012). Graugnard et al. (2010) encontraram que Angus alimentados
com alto amido por 56 dias em confinamento apresentaram diferenciacao
dos pré-adipdcitos e aumentou a sintese “de novo”, por aumentar a
expressdao do PPARy.

A maior concentragdo de AGPI na dieta de grao de milho inteiro
também explica o aumento na expressdo de PPARa (Konig et al., 2008;
Kersten, 2014). Dessa forma, o uso desta dieta pode ter alterado as
concentragdes de acidos graxos disponiveis para absor¢do no intestino
delgado e, segundo Bionaz et al. (2013), diferentes acidos graxos podem
ativar mais ou menos os diferentes isotipos de PPAR, sendo os AGPI com
maior afinidade ao PPARa (Oswal et al.,, 2013). A maior taxa de
passagem dessa dieta pelo ramen também reduziria a biohidrogenagao e
favoreceria o maior escape de AGPI para o intestino delgado.

A correlagdo negativa entre as isoformas PPARo e PPARy pode

ser explicado devido ao local de atuagdo de cada um, sendo o PPARy



61

mais expresso nos adipdcitos (Kersten, 2014), e o PPARo no figado e no
musculo (Bionaz et al., 2013).

A maior expressdo dos genes LPL e FABP4 no musculo LD dos
animais Nelore alimentados com silagem de milho mais concentrado pode
ser devido a diferenca na composicdo de acidos graxos absorvidos no
intestino delgado e disponiveis para captacdo pelo tecido muscular, pois
os teores de EE na dieta foram semelhantes (Tabela 1). Portanto, a menor
concentragdo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) presentes na dieta
com a silagem de milho pode ter sido responsavel pela maior expressdo
destes genes no musculo dos animais Nelore. Oliveira et al. (2014)
encontraram que a sintese de RNAm que codifica a LPL e FABP4
correlaciona-se positivamente com o 4cido estedrico e este dcido graxo
estava em maior concentracdo na dieta com silagem de milho mais
concentrado. Além disso, a dieta com silagem de milho mais concentrado
apresenta, devido ao teor de FDN, maior tempo de reten¢do no rumen, o
que favorece a biohidrogenacao e a absorcao de 4cidos graxos saturados.

O gene SCD1 apresentou correlagdo positiva com a LPL e FABP4
(Tabela 6), demonstrando que a expressdo deste no tecido muscular esta

diretamente associada a mecanismos como a quebra de triglicerideos pela
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LPL e, consequentemente, o carrcamento da molécula de acido graxo
para o adipdcito via FABP4 (Jurie et al., 2007).

A maior quantidade de triglicerideos no sangue aumenta a
atividade da enzima LPL, o que pode ativar a FABP4, que ¢ responsavel
por facilitar a entrada destas moléculas na célula (Yang et al., 2011),
mostrando que a LPL e FABP4 apresentam fungdes que se
complementam como comprovado nos dados de expressdao génica e no
estudo de correlagdo realizado (Tabela 4). Os efeitos sobre a expressao de
FABP4 também podem estar associados diretamente a expressdo de
PPARy, uma vez que, estes apresentaram correlacdo positiva (Tabela 4).
Em andlise comparativa da regido promotora do gene FABP4, Shin et al.
(2009) revelaram que existem dois sitios de ligacdo reservados ao PPARy
em humanos, ratos, suinos, cdes e bovinos. Todavia os resultados da
expressdo deste gene ndo foram similares ao PPARy, o que demonstra
que ha outros mecanismos atuando na agdo dos fatores de transcrigao.

A expressao de FAS apresentou resultado semelhante a expressao
de PPARa e os dois genes apresentaram correlagdo positiva entre eles, o
que confirma que o PPARa atua na sintese de acidos graxos no musculo

(Bionaz et al., 2013). Segundo Dong et al. (2014), as expressdes da FAS
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e da ACACA nao sdo reguladas coordenadamente, o que ¢ comprovado
pelos resultados deste estudo, em que a expressdo destes genes tiveram
comportamento diferentes dependendo das racas e dietas estudadas.

A deposic¢do de lipideos nos animais resulta do equilibrio entre o
lipideo absorvido a partir da dieta (LPL e FABP4), sintese de novo
(ACACA e SCD) e o catabolismo lipidico através da B-oxidagdo (CPT2 e
ACOX) (Dong et al., 2014). Portanto, mudangas no equilibrio entre
sintese e degra¢do pode ocasionar aumento ou redugdo na gordura
intramuscular (Gondret and Hocquette, 2006). Animais Nelore
alimentados com silagem de milho apresentaram maior expressdo dos
genes ligados a sintese (ACACA e SCD) e a degradacdo (CPT2),
caracterizado em animais com maior turnover lipidico, o que
impossibilitou esses animais de apresentarem maior deposi¢do de gordura
intramuscular.

Bionaz et al. (2012) sugerem que a oxida¢ao de acidos graxos esta
relacionada a maior entrada destes no citoplasma pela agdo da FABP4 e
consequentemente nas mitocondrias pela CPT. Pode-se observar esse

efeito através da correlacdo positiva (Tabela 4) entre FABP4 ¢ CPT2.
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Os animais Angus alimentados com a dieta com grao de milho
inteiro apresentaram maior quantidade de RNAm do gene ACOX. Uma
explicagdo possivel seria a ativagao deste gene pelo o PPARy, ja que estes
apresentaram correlag@o positiva (Tabela 4) e descreve uma possivel agdo
deste gene em mecanismos de oxidagdo de acidos graxos no musculo. O
aumento da expressdo génica do ACOX indica maior nivel de oxidacdo
celular presente no tecido. Portanto, fica evidente que o PPAR y atua tanto

em processo de adipogénese, como no catabolismo de dcidos graxos.

5 CONCLUSAO

Animais da raca Angus apresentam maior deposi¢do de gordura
intramuscular. Todavia, a dieta com grdo de milho inteiro ndo foi capaz
de aumentar a gordura de marmoreio devido a redugdo na expressdo da

SREBP-Ic.
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Tabela 1Composicdo percentual, quimica e proporcdo (%) dos principais dcidos graxos das dietas experimentais

ﬂredientes Composicio (%MS)
Silagem de milho + concentrado Grao de milho inteiro

Milho Grao Inteiro - 85,0
Premix Proteico! - 15,0
Silagem de Milho 30,0 -
Milho moido 58,0 -
Farelo de Soja 10,0 -
Nicleo Mineral® 2,00 -
Nutrientes
Matéria Seca’ 57,3 87,8
Proteina Bruta®* 12,7 14,6
FDN* 32,3 23,3
CNF* 48,3 54,6
Amido* 39,2 49,6
Extrato Etéreo* 2,10 2,60
EM* (Mcal/Kg MS) 2,54 2,88
Acidos graxos
Miristico (C14:0) 0,54 0,17
Palmitico (C16:0) 17,3 15,8
Estearico (C18:0) 6,13 3,35
Oleico (C18:1 cis 9) 27,3 29,4
Linoleico (C18:2) 422 48,3
Linolenico(C18:3) 3,30 2,98
AGS 22,6 16,8
AGI 74,9 83,1
AGMI 28,8 30,9
AGPI 46,2 52,3

PB: 32,0%; NDT: 50,0%; Ca: 45 g/kg; Mg: 7,5 g/kg; P: 11 g/kg; Cu 104 mg/kg; Zn: 344 mg/kg; Se: 0,83 mg/kg; Virginiamicina: 140 mg/kg;
Monensina: 120 mg/kg.

*Niveis de garantia por quilograma do produto: Ca: 170 g; P 31 g; Na: 155 g; Zn: 2 mg; Cu: 396 mg; Mn: 515 mg: Co: 15 mg; I: 29 mg; Se: 5,4 mg;
Vit. A: 111.000 UL; Vit. D3: 22.000 UI; Vit. E: 265 Ul ° - base da matéria natural, - base da matéria seca.
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Tabela 2 Sequéncia (5° para 3°) e eficiéncia dos primers que foram usados na PCR quantitativa em tempo real

Simbolo Nome Forward (F) e Reverse (R) Numero de acesso Amplicon (pb) R’ Eficiéncia
PPARo.  Receptor ativado por proliferador ~ F CAATGGAGATGGTGGACACA NM 001034036.1 95 0,992 99,2
deperoxissomas a R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
PPAR y  Receptor ativado por proliferador ~ F CGACCAACTGAACCCAGAGT NM_181024.2 83 0,986 99,9
deperoxissomasgamma R TCAGCGGGAAGGACTTTATG
SREBP-
Ic Elementos reguladores de esterol ~ F GAGCCACCCTTCAACGAA NM _001113302.1 88 0,985 94,6
ligados a proteina R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA
SCD1 EstearoilCoAdessaturase F TTATTCCGTTATGCCCTTGG NM_173959.4 83 0,981 95,8
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC
ACC Acetil coA carboxilase F TGAAGAAGCAATGGATGAACC NM 174224.2 88 0,994 96,6
R TTCAGACACGGAGCCAATAA
LPL Lipoproteina lipase F CTCAGGACTCCCGAAGACAC  NM_001075120.1 98 0,990 96,7
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA
FABP4  Proteina de ligagdo ao dcido graxo 4F GGATGATAAGATGGTGCTGGA  NM 174314.2 73 0,994 92,6
R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT
FAS Acido graxo sintase F ATCAACTCTGAGGGGCTGAA U34794.1 83 0,974 99,5
R CAACAAAACTGGTGCTCACG
ACOX  Acil-coenzima A oxidase 1 F GCTGTCCTAAGGCGTTTGTG BC102761.2 83 0,994 99,0
R ATGATGCTCCCCTGAAGAAA
CPT2 Carnitinapalmitoiltransferase2 F CATGACTGTCTCTGCCATCC BC105423.1 91 0,914 99,9
R ATCACTTTTGGCAGGGTTCA
p-actin  f-actina F GTCCACCTTCCAGCAGATGT BC142413.1 90 0,996 100,0
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
GAPDH Gliceraldeido 3-fosfato F CGACTTCAACAGCGACACTC NM_001034034.1 96 0,998 101,4

Desidrogenase

R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC
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Tabela 3Composicdo centesimal (%) da carne de tourinhos Nelore e Angus alimentados com silagem de milho mais
concentrado (SMC) e grio de milho inteiro (GMI)

Nelore Angus P
Variaveis SMC! GMI? smc! GMI? EPM Raca Dieta R*D
Umidade (%) 73,7 74,4 73,9 73,5 1,08 0,77 0,88 0,56
Cinzas (%) 1,21 1,23 1,22 1,26 0,15 0,81 0,61 0,87
Proteina (%) 17,1 16,7 17,0 17,2 0,20 0,82 0,88 0,67
Extrato etéreo (%) 4,51 4,11 4,79 5,10 0,39 0,05 0,89 0,27

" Dieta contendo 30% de forragem e 70% de concentrado (SMC); * dieta com 85% com gréos de milho inteiro e 15%
pellete comercial (GI); * média dos dias 0, 7, 14 ¢ 21 de maturagio
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Tabela 4 Coeficiente de correlagio de Pearson entre a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico no
musculo longissimus dorsi em tourinhos Nelore e Angus alimentados com silagem de milho mais concentrado (SMC) e

grao de milho inteiro (GMI)

Genes PPARo.

SREBP-Ic

PPARy LPL FABP4 ACACA FAS SCD CPT
PPARy -0,33*

SREBP-Ic -0,62% 0,10

LPL 0,08 -0,04 0,47%

FABP4 0,32 0,54* 0,61* 0,70%*

ACACA -0,13 -0,10 0,67%* 0,73%* 0,64*

FAS 0,80%* -0,47% -0,46* 0,20 -0,27 0,08

SCDI -0,11 0,22 0,62* 0,77%* 0,80%* 0,70%* -0,01

CPT2 0,14 0,14 0,51*% 0,72%% 0,71%* 0,76%* 0,22 0,78%%*

ACOX 0,29 0,80 -0,02 -0,29 0,25 0,25 -0,59* -0,06 0,11

P<0,001** e P<0,01* Correlagdo de Pearson de todos os tratamentos. Nimero de observagdes= 28
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Tabela 5 Menor pH, pH médio, maior pH e porcentagem do tempo em relagéo a 24 horas que o pH ruminal permaneceu
abaixo de 5,5 e 6,0 em tourinhos Nelores e Angus alimentados com silagem de milho mais concentrado (SMC) e grdo de
milho inteiro (GMI)

Nelore Angus P

pH smc! GMI smc! GMI SEM Raca Dieta B*D
Menor 5,66 533 5,29 5,47 0.68 0,39 0,02 0,09
Médio 6,52 5,73 5,92 5,77 0.24 0,19 0,04 0,15
Maior 7,18 6,14 6,53 6,36 022 0,58 0,70 0,20
Tempo

<55 1,29 38,19 24,65 28,84

<6,0 20,83 67,01 57,18 60,76

" Dieta contendo 30% de forragem e 70% de concentrado; > Dieta com 85% milho grio e 15% pellet comercial

Tabela 6Coeficiente de correlagdo de Pearson entre a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico e o extrato
etéreo (EE%) no musculo longissimus dorsi em tourinhos Nelore e Angus

ACC  ACOX  CPT  FABPP{4 FAS LPL PPARa PPARy SCD SREBP
EE (%) 0,17 0.2 0,12 0,28 -0,31 0,12 0,21 0,33* -0,004 0,19

L
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Valores de P
P<0,01
P=0,04
P=022

Valores de P
P<0,01
P=0,09
P<0,01

Valores de P
P=0,03
P<0,01
P=0,10

Figura 1Expressdo relativa dos genes PPARa, PPARy ¢ SREBP-1¢ no musculo
longissimus dorsi de tourinhos da raca Angus (A) e Nelore (N), alimentados
com silagem de milho mais concentrado (SMC) e grao de milho inteiro (GMI)
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Valores de P
P=0,04
P<0,01
P<0,01

Valores de P
P=0,34
P<0,01
P<0,01

Figura 2 Expressdo relativa dos genes LPL ¢ FABP4 no musculo longissimus
dorsi de tourinhos da raca Angus (A) e Nelore (N), alimentados com silagem de

milho mais concentrado (SMC) e grao de milho inteiro (GMI)
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Valores de P
P=1,0
P<0,01
P<0,01

Valores de P
P<0,01
P=0,01
P=0,16

Valores de P
P=0,91
P<0,01
P=0,02

Figura 3 Expressdo relativa dos genes ACACA, FAS e SCDI no musculo
longissimus dorsi de tourinhos da raca Angus (A) e Nelore (N), alimentados
com silagem de milho mais concentrado (SMC) e grao de milho inteiro (GMI)
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Valores de P
P=0,91
P<0,01
P<0,01

Valores de P
P<0,01
P=0,52
P=0,04

Figura 4 Expressdo relativa dos genes CPT] e ACOX no musculo longissimus
dorsi de tourinhos da raca Angus (A) e Nelore (N), alimentados com silagem de

milho mais concentrado (SMC) e grdo de milho inteiro (GMI)

(VERSAO PRELIMINAR)



