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RESUMO GERAL

O glicerol é um importante componente do metabolismo animal que pode ser destinado a sintese
de triacilglicerois, glicose ou ser oxidado para producéo de energia. A glicerina bruta apresenta
elevada concentracao de glicerol (70 a 95%) e alto valor energético (cerca de 4.320 kcal de
energia bruta/kg) e, assim, vem sendo estudada como fonte energética na alimentacdo de
animais de produgdo, como 0s suinos. A ractopamina, por sua vez, tem sido utilizada como
suplemento dietético para suinos, a fim de se obter carcacas com menores teores de gordura e
maior quantidade de massa magra, potencializando o processo de producgéo e tornando a carne
desses animais mais competitiva no mercado. Neste sentido, a otimizagdo do uso de glicerina
bruta mista (GBM) e cloridrato de ractopamina (RAC) em dietas para suinos em terminagédo
requer uma melhor compreensdo do metabolismo do glicerol. Portanto, este estudo foi
conduzido para avaliar o desempenho, parametros sanguineos, teores de metabdlitos no
musculo e a atividade de enzimas no figado, tecido adiposo e rim de suinos alimentados com
dietas contendo GBM e/ou RAC. De acordo com o peso inicial, 64 suinos machos castrados
foram distribuidos em esquema fatorial 4 x 2, correspondendo a quatro concentracdes de GBM
(0, 100, 150 e 200 g/kg ou 0, 10, 15 e 20%) em dietas contendo 0 ou 10 mg/kg de RAC. Cada
dieta foi avaliada em oito repeti¢bes. O desempenho durante o periodo experimental de 28 dias
foi avaliado. Ao final do experimento, amostras de sangue, musculo Longissimus lumborum,
figado, gordura subcutanea e rim foram coletadas. N&o houve interacdo GBM x RAC para todos
0s parametros avaliados. Além disso, ndo houve efeito isolado da GBM ou RAC da dieta sobre
0 ganho de peso e as concentracdes sanguineas de glicose, insulina, triacilglicerdis, colesterol
total, proteina total, albumina, creatinina, cortisol e lactato. Entretanto, independente da
suplementacdo de RAC nadieta, 0 aumento da concentracdo de GBM na dieta afetou o consumo
de racgdo diario e o consumo diario de GBM, elevando o nivel de glicerol no sangue e no
musculo e aumentando a atividade da glicerol quinase (GK) no figado e da enzima malica no
tecido adiposo. Por outro lado, independente da concentracdo dietética de GBM, a incluséo de
RAC na dieta melhorou a conversédo alimentar, reduziu a concentracao de glicerol no musculo,
diminuiu a atividade da GK e glicerol-3-fosfato desidrogenase no figado e da glicose-6-fosfato
desidrogenase no tecido adiposo, aléem de aumentar a atividade da glutamato desidrogenase
hepética. Conclui-se que ha maior taxa de fosforilacdo do glicerol no figado, estimulo da
lipogénese no tecido adiposo e provavel aumento do aproveitamento do glicerol pelas fibras
musculares em resposta ao aumento da concentragéo de glicerol circulante proveniente da dieta.
Por outro lado, quando a dieta contém até 200 g/kg de GBM e 10 mg/kg de RAC ha indicativos
de menor aproveitamento do glicerol para a sintese de triacilglicer6is no tecido muscular, figado
e no tecido adiposo, além de aumento da oxidagdo de aminoacidos no figado acompanhado de
melhoria na conversao alimentar dos suinos.

Palavras-chave: Adaptagdo metabolica. Enzima. Lipogénese. Metabolismo Animal.
Parametro Sanguineo.



ABSTRACT

Glycerol is an important component of animal metabolism that can be directed for
triacylglycerols or glucose synthesis or be oxidized for energy production. Crude glycerin has
a high concentration of glycerol (70 to 95%) and high energy (approximately 4.320 kcal gross
energy / kg) and, therefore, has been studied as an energy source in the diet of farm animals,
such as pigs. Ractopamine, in turn, has been used as a dietary supplement for pigs, in order to
obtain carcasses with lower fat content and higher lean mass, improving the production process
and making the meat of these animals more competitive in market. Thereby, the optimization
of the use of mixed crude glycerin (MCG) and the ractopamine hydrochloride (RH) in diets for
finishing pigs requires a better understanding of glycerol metabolism. Therefore, this study
evaluated the performance of blood parameters, metabolite levels in the Longissimus lumborum
muscle and the activity of enzymes in the liver, subcutaneous adipose tissue and kidney of pigs
fed diets containing MCG and/or RH. According to the initial weight, 64 barrows were
distributed in a 4 x 2 factorial design, corresponding to four concentration of MCG (0, 100, 150,
and 200 g/kg) in diets containing 0 or 10 mg/kg RH. Each animal was considered an
experimental unit, being used eight repetitions per treatment. The performance during the
experimental period of 28 days was evaluated. At the end of the experiment, samples of blood,
muscle Longissimus lumborum, liver, subcutaneous fat, and kidney were collected. There was
no interaction between MCG x RH for all the evaluated parameters. Moreover, there was no
isolated effect of dietary MCG or RH on the weight gain and the blood concentrations of
glucose, insulin, triacylglycerols, total cholesterol, total protein, albumin, creatinine, cortisol,
and lactate. However, regardless the supplementation of RH in the diet, the increase of MCG
concentration in the diet affected the daily feed intake and the daily intake of MCG, increasing
the level of glycerol kinase (GK) in the liver and the malic enzyme at the adipose tissue. On the
other hand, regardless the dietetic concentration of MCG, the inclusion of RH in the diet
improved food conversion rate, reduced the glycerol concentration in the muscle, decreased the
GK activity and glycerol-3-phosphate dehydrogenase in the liver and glucose-6-phosphate
dehydrogenase in adipose tissue, also increasing the activity of hepatic glutamate
dehydrogenase. There was a higher rate of phosphorylation of glycerol in the liver, stimulation
of lipogenesis in adipose tissue and a likely increase in the utilization of glycerol by muscle
fibers in response to an increased concentration of circulating glycerol from the diet. On the
other hand, when the diet contained up to 200 g/kg MCG and 10 mg/kg RH, there were
indications of lower utilization of glycerol for the synthesis of triacylglycerols in muscle, liver
and adipose tissue, besides increased oxidation of amino acids in the liver followed by improved
feed conversion of pigs.

Keywords: Metabolic adaptation. Enzyme. Lipogenesis. Animal metabolism. Blood
parameter.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A glicerina bruta é um co-produto oriundo da producdo do biodiesel. Como a producéo
deste biocombustivel tem sido crescente nos ultimos anos, a oferta de glicerina bruta no
mercado também tem sido cada vez maior (Agéncia Nacional do Petroleo — ANP, 2016). Neste
sentido, a oferta de glicerina tem excedido sua demanda pelas industrias quimica, farmacéutica
e alimenticia, havendo, portanto, a necessidade de se estabelecer novas alternativas para o seu
adequado aproveitamento (MENTEN; ZAVARIZE; SILVA, 2010). E importante considerar
também que existe a expectativa de que 0 aumento da taxa de inclusao obrigatdria de biodiesel
ao diesel de petroleo aumentard ainda mais a oferta de glicerina no mercado, o0 que
provavelmente ird estimular a reducdo do seu preco tornando este produto cada vez mais
atrativo economicamente (POPP et al., 2016).

O glicerol é um importante componente do metabolismo animal, que pode ser destinado
a producdo de triacilglicerois, de glicose ou ser completamente oxidado para a producdo de
energia (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014; XUE; CHENG,;
JIANG, 2017). A glicerina bruta apresenta elevada concentracdo de glicerol (80 a 95%,
frequentemente) e alto valor energético (cerca de 4.320 kcal de energia bruta/kg) e, por
conseguinte, vem sendo estudada como fonte energética na alimentacdo de animais de
producdo, como os suinos (BERENCHTEIN et al., 2010; CARVALHO et al., 2013; GOMIDE
etal., 2012; MOUROT et al., 1994). Gongalves et al. (2014), Gomide et al. (2012) e Hansen et
al. (2009) incluiram até 16% de glicerina na dieta de suinos em terminacéo e, em todas essas
pesquisas, os resultados de desempenho, caracteristicas de carcaca ou qualidade da carne nao
apresentaram prejuizos. Todavia, no que se refere ao aproveitamento metabdélico do glicerol, o
nivel maximo de inclusdo da glicerina bruta na racdo de suinos machos castrados em fase de
terminacdo ainda néo esta bem estabelecido.

A ractopamina, por sua vez, tem sido utilizada como suplemento na dieta de suinos a
fim de se obter carcagas com menores teores de gordura e maior quantidade de massa magra,
otimizando o processo de producgédo e tornando a carne desses animais mais competitiva no
mercado. A ractopamina se liga a receptores B-adrenérgicos (B-AR) na membrana celular,
desencadeando cascatas de sinalizagéo intracelular que levam, aparentemente, ao aumento da
sintese proteica e/ou diminuigdo de sua degradagdo (GUNAWAN et al., 2007; SALEM et al.,
2006), bem como reducdo da lipogénese e/ou aumento da lipolise (KIM et al., 2010; LIU et al.,
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2012). Entretanto, embora a ractopamina seja reconhecidamente um aditivo modificador do
metabolismo animal, ainda é controverso se o seu principal mecanismo de acéo sobre a reducéo
da gordura corporal em suinos é por meio da inibic¢éo da lipogénese ou por estimulo da lipélise
(ARAUJO et al., 2014). Segundo Ferreira et al. (2013), o entendimento dos eventos de lipélise
e/ou lipogénese decorrentes da suplementacdo de ractopamina na ragdo pode colaborar para a
formulacdo de dietas com melhor balanceamento dos nutrientes promovendo melhores
resultados zootécnicos dos suinos, justificando assim a necessidade de novos estudos que
objetivem compreender melhor os efeitos metabdlicos da ractopamina suplementada na dieta.
Portanto, tendo em vista o potencial da glicerina bruta para ser utilizada como ingrediente
energético na ragdo animal e os relatos cientificos sobre as melhorias provenientes da inclusdo
da dieta de suinos com ractopamina, tem-se como objetivo geral desta pesquisa compreender o
metabolismo do glicerol em suinos machos castrados em fase de terminacdo alimentados com

dietas contendo niveis crescentes de glicerina bruta, na auséncia e presenca de ractopamina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Utilizacéo da glicerina na alimentacéo de suinos em terminacgao

Na suinocultura, a alimentagdo é um dos fatores de maior custo no sistema produtivo,
representando cerca de 70% do total, devido a grande utilizacdo de milho como fonte energética
na composicao das ragdes (BERTECHINI, 2012). Assim, ha um constante interesse por parte
de nutricionistas acerca da obtencao de alimentos energéticos alternativos, que substituam os
ingredientes tradicionais de forma eficaz e segura sem, contudo, afetar o desempenho, as
caracteristicas da carcaca e a qualidade da carne dos animais (GOMIDE et al., 2012). A
glicerina tem se mostrado um ingrediente energético promissor na alimentacdo de suinos em
terminacdo, com valores médios de energia metabolizavel (EM) estimados, na matéria natural,
de aproximadamente 3.200 a 3.500 kcal de EM/kg de glicerina bruta (KOVACS et al., 2011;
MELO, 2012). Neste sentido, a glicerina vem sendo avaliada como forte candidata a atender a
necessidade da industria (BERENCHTEIN et al., 2010; CARVALHO et al., 2013; GOMIDE
etal., 2012; MOUROT et al., 1994).

Internacionalmente, a glicerina é classificada como “GRAS” (Generally Regraded as
Safe), ou seja, € reconhecida como um alimento seguro (MENTEN; ZAVARIZE; SILVA,
2010). Ademais, a utilizagdo da glicerina em alimentos destinados a humanos foi autorizada no
Brasil pela resolucdo da ANVISA n° 386, de 5 de agosto de 1999 (ANVISA, 1999). Por sua
vez, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio da Instrucdo Normativa
de N° 42, de 16 de dezembro de 2010 (MAPA, 2010), regularizou o uso da glicerina na
alimentacdo animal e padronizou sua composi¢do, visando a prevencdo de intoxicacdes nos
animais. Assim, recomenda-se que a glicerina usada como ingrediente na racdo de
monogastricos tenha no minimo 80% de glicerol e, no maximo, 13% de umidade e 150 mg/kg
(15%) de metanol (LOPES et al., 2012). Em excesso, 0 metanol pode ser convertido a
formaldeido, que causa lesdes na retina, entre outras complica¢des (DASARI, 2007).

Estudos avaliaram a incluséo de diferentes niveis de glicerina bruta na ragdo de suinos e
ndo encontram efeitos significativos sobre o desempenho, as caracteristicas de carcaca e a
qualidade da carne desses animais (BERENCHTEIN et al., 2010; CARVALHO et al., 2013;
DUTTLINGER et al., 2012; GOMIDE et al., 2012; MADRID et al., 2013; MOUROT et al.,
1994; SCHIECK et al., 2010; VILLELA et al., 2017). Duttlinger et al. (2012) demonstraram
que a inclusdo de até 5% de glicerina bruta na dieta de suinos em terminac&o ndo influenciou o

desempenho (ganho de peso diario, consumo de racdo, peso vivo final e eficiéncia alimentar)
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ou as caracteristicas de carcaca (peso da carcaca quente, rendimento de carcaca, espessura de
toucinho e profundidade de lombo). Os autores também observaram um pequeno aumento de
gordura saturada no toucinho e barriga, assim como o que foi relatado por Mourot et al. (1994)
e Schieck et al. (2010), o que é desejado, uma vez que tais cortes de carne sdo destinados a
obtengdo de bacon. Madrid et al. (2013) estudaram a inclusdo de glicerina bruta (87% de
glicerol e 0,05% de metanol) na dieta de suinos em fases de crescimento e terminag&o e também
demonstraram que sua adicdo em até 5% ndo afetou o desempenho, metabdlitos sanguineos
(glicose, frutosamina e fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 — IGF-1),
digestibilidade de nutrientes e equilibrio de nitrogénio. Similarmente, a incluséo de até 9% de
glicerina (80% de glicerol e 0,3% de &lcalis combinados) na dieta de suinos em crescimento e
terminacdo ndo alterou o desempenho, as caracteristicas de carcaca e a qualidade da carne, a
qual foi baseada em parametros de pH, cor e perda de 4gua por gotejamento do masculo
longissimo (BERENCHTEIN et al., 2010).

Teores de glicerina bruta um pouco superiores a esses também mostraram-se seguros para
utilizacdo na alimentacgdo de suinos. Carvalho et al. (2013) verificaram que dietas contendo até
12% de glicerina bruta oriunda de 6leo de soja (56% de glicerol e 11% de metanol) ou de
glicerina mista oriunda de gordura animal e 6leo de soja (55% de glicerol e 5% de metanol) ndo
prejudicaram os resultados de desempenho e caracteristicas de carcaca de suinos em
terminacdo. Niveis de inclusdo de até 16% de glicerina bruta na dieta de suinos em terminacgéo
também ndo alteraram tais resultados ou a qualidade da carne, como relatado por Gomide et al.
(2012), (glicerina com 85% de glicerol e 0,16% de metanol), Gongalves et al. (2014), (glicerina
de 6leo de soja com 75% de glicerol e 10% de metanol ou glicerina mista de 6leo de soja e sebo
com 68% de glicerol e 6% de metanol) e Hansen et al. (2009) (glicerina mista de 6leo vegetal
e sebo 76% de glicerol e 1,8% de metanol).

Em sua pesquisa com 16% de glicerina bruta incluida na alimentacdo de suinos em
terminacdo, Gomide et al. (2012) relataram um aumento na capacidade de retencdo de agua e
na maciez da carne, caracteristicas desejaveis pela industria de alimentos e pelo mercado
consumidor. A menor perda de &gua na carne suina devido a suplementacdo da dieta desses
animais com glicerol tem sido relatada desde a década de 90 (MOUROT et al., 1994) e
relacionada a hipétese de que parte do glicerol ingerido possa ser destinado ao tecido muscular
e la promova retengdo hidrica devido a alta pressdo osmotica que exerce sobre a célula.
Entretanto, tanto Mourot et al. (1994) quanto Gomide et al. (2012) ndo dosaram o teor de
glicerol no tecido muscular dos suinos, o que poderia comprovar ou ndo a hipotese estabelecida

para justificar os dados observados.
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Contudo, quando 30% de glicerina bruta foi adicionada a racéo de suinos em crescimento
e terminacdo, houve piora da conversdo alimentar, com menor ganho de peso pelos animais,
sem qualquer alteracdo do consumo alimentar (KIJORA et al., 1995). Além disso, a inclusdo
de 30% de glicerina purificada na alimentacdo de suinos surtiu um outro efeito negativo,
observado por Mendoza et al. (2010). Os autores relataram que a oxidagdo completa da urina
dos animais que receberam esses altos niveis de glicerina resultou em 540% mais energia bruta
do que a urina dos animais controle (dieta sem glicerina), representando elevada perda
energética. Tais dados indicam que o aproveitamento de altos niveis de glicerina dietética pode
ser limitado metabolicamente, porém a compreensdo do metabolismo do glicerol em suinos

permanece ainda incipiente.

2.2 Metabolismo do glicerol

2.2.1 A origem do glicerol e do glicerol 3-fosfato

O glicerol, um componente do metabolismo animal, é encontrado na circulagdo e no
interior das células, tendo sua origem a partir de (1) gordura dietética, (2) lipolise no tecido
adiposo e (3) hidrolise dos triacilgliceréis (TAGSs) das lipoproteinas do sangue (GONCALVES
etal., 2014).

No estado alimentado, ap0s a ingestdo de gorduras dietéticas (~ 90% TAG), mais de
30% dos TAG sdo totalmente hidrolisados em &cidos graxos livres (AGL) e glicerol. O glicerol
entra rapidamente nos enterdcitos do intestino delgado e, posteriormente, alcanca a circulacao
por meio da veia porta, sendo metabolizado, principalmente pelo figado (LIN, 1977).

Os efeitos do fornecimento de niveis crescentes de glicerina dietética (0 a 16%) foram
estudados em suinos em fase de crescimento e terminagdo. Os autores observaram que as
concentracOes plasmaticas de glicerol aumentaram linearmente com os teores de glicerina na
racdo; enquanto que os niveis plasmaticos de glicose e &cidos graxos livres ndao foram
influenciados (HANSEN et al., 2009).

Em frangos de corte, Bernardino et al. (2014) encontraram respostas semelhantes, com
aumentos no teor de glicerol plasmatico com o fornecimento de ragdes contendo de 0 a 7% de
glicerina. Estes resultados demonstram a absorcéo intestinal do glicerol presente na glicerina e
seu transporte até o figado de monogastricos (TAO et al., 1983). Além disso, indicam que a
quantidade de glicerol absorvida pelo animal é dependente da concentragdo deste composto na

dieta.
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Durante estados de maior demanda energética, como jejum e exercicio, a lipolise no
tecido adiposo é aumentada pela ativacdo da lipase de TAG do adipdcito e da lipase hormonio
sensivel (HSL), que inicia a quebra de TAG em AGL e monoacilglicerol (MAG). A ultima
reacdo converte MAG em AGL e glicerol, sendo catalisada pela MAG lipase. No tecido
adiposo, a atividade da glicerol quinase (GK), que catalisa a fosforilacdo inicial do glicerol a
glicerol 3-fosfato (G3P), € desprezivel e, por conseguinte, o glicerol resultante da degradacéao
de TAG néo é normalmente utilizado no tecido adiposo. Por isso, AGL e glicerol gerados sao
exportados para 0 sangue para servir como combustiveis para outros tecidos (LEBECK, 2014;
NELSON; COX, 2014).

Uma proteina transmembrana, a aquaporina 7 (AQP7), promove a liberacao do glicerol
a partir do tecido adiposo (LI et al., 2008; MAEDA et al., 2004), sendo sua deficiéncia associada
ao acumulo de TAGs no tecido adiposo e a obesidade em camundongos (HARA-CHIKUMA
et al., 2005; HIBUSE et al., 2005). Além disso, foi verificado que a abundancia de AQP7, tanto
em nivel transcricional quanto proteico, ocorre em paralelo aos niveis plasmaticos de glicerol,
com aumento da expressao durante o jejum e diminuicdo com a alimentacao (KISHIDA et al.,
2000; KISHIDA et al., 2001b).

Também tem sido relatada a expressdo da AQP7 no rim de suinos (LI et al., 2008),
camundongos (KISHIDA et al., 2001a, b) e humanos (HIBUSE et al., 2006), mesmo que baixa,
quando comparada ao tecido adiposo. Sohara et al. (2005) detectaram, por imunohistoquimica,
a AQP7 nos tubulos proximais do rim de camundongos e observaram elevado teor de glicerol
na urina (gliceroliria) de animais knockout para AQP7, concluindo, consequentemente, que a
AQP7 tem importante papel na reabsorcao renal do glicerol. Além disso, segundo Lin (1977),
0 rim é responsavel por, aproximadamente, 1/5 da capacidade total do organismo em
metabolizar o glicerol; enquanto que o figado responde por cerca de 3/4 desta capacidade.

Assim, a maior parte do glicerol, resultante seja da absorcao intestinal, da liberacao pelo
tecido adiposo ou da reabsorcéo renal, alcanca o figado, sendo captado pela aquaporina 9
(AQP9) (LEBECK, 2014; MAEDA, 2012). Da mesma forma que para a AQP7, o nivel de
MRNA para AQP9 também aumenta com o jejum e diminui com a alimentacdo (CALAMITA
et al., 2012; CARBREY et al., 2003; KURIYAMA et al., 2002). Os efeitos da deficiéncia de
AQP9 sobre 0 metabolismo foram estudados por Rojek et al. (2007), os quais observaram que
camundongos AQP9” exibiram hiperglicerolemia em comparacio aos camundongos AQP9*".
Uma vez dentro do hepatdcito, o glicerol pode ser utilizado, conforme a necessidade da célula
no momento considerado, para a lipogénese, gliconeogénese e/ou como substrato para a via
glicolitica (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; LEBECK, 2014; NELSON; COX, 2014).
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O primeiro passo para utilizacdo do glicerol ¢é a sua fosforilagcdo a G3P, no figado ou
rim, pela enzima GK, uma enzima chave no metabolismo do glicerol. Na auséncia da
fosforilacdo, o glicerol € excretado pelo organismo, o que representa dupla perda nutricional,
uma vez que, o glicerol ndo produzira a energia que poderia e havera gasto energético para sua
excrecdo (XUE; CHENG,; JIANG, 2017).

Existem outras duas formas de obtencdo do G3P: (1) a partir da glicose, usando as
primeiras reacdes da rota glicolitica até a producdo de diidroxiacetona-fosfato (DHAP), seguida
da reducdo da DHAP a G3P, pela enzima glicerol 3-fosfato desidrogenase (GPDH) (LEBECK,
2014; NELSON; COX, 2014) e (2) por meio da gliceroneogénese, uma via que converte
alanina, lactato e/ou piruvato em G3P. A gliceroneogénese envolve a carboxila¢éo do piruvato
a oxaloacetato e a descarboxilacdo do oxaloacetato a fosfoenolpiruvato (PEP), tendo como
enzima chave a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK-C) (FIGURA 1) (LEBECK, 2014;
MORENO, 2012; CHAVES et al., 2006).

Figura 1: Vias de obtencdo do glicerol 3-fosfato.
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Legenda: GyK, glicerol quinase; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinase.
Fonte: Adaptado de Chaves et al., 2006.
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Como dito anteriormente, os adipdcitos possuem baixa atividade da GK e, portanto,
obtém o G3P a partir da glicolise ou da gliceroneogénese (LEBECK, 2014; MORENO, 2012).

O G3P pode ser destinado a sintese de lipideos (lipogénese) ou convertido a
diidroxiacetona-fosfato (DHAP), pela acdo da enzima GPDH. A DHAP, por sua vez, pode ser
convertida a gliceraldeido-3-fosfato pela triose fosfato isomerase e, dependendo do estado
energeético do animal, este intermediario pode ser utilizado metabolicamente para a sintese de
glicose (gliconeogénese) ou ser completamente oxidado para a producdo de energia, via

glicolise e ciclo de Krebs (FIGURA 2) (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON;
COX, 2014; XUE; CHENG,; JIANG, 2017).

Figura 2: Reacdes importantes do metabolismo intermediario.
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2.2.2 O glicerol como substrato para a via glicolitica
Como relatado no item 2.2.1, o gliceraldeido-3-fosfato € um intermediario que pode ser
completamente oxidado na via glicolitica e no ciclo de Krebs, para gerar energia. Este composto

entra na fase de pagamento da glicolise, especificamente na reagdo de nimero 6 (FIGURA 3).

Figura 3: Glicdlise - fase de pagamento.
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Fonte: Do autor (2018).

Reacdo 6: Oxidacao do gliceraldeido-3-fosfato

Neste passo, o gliceraldeido-3-fosfato € oxidado (desidrogenado) pelo NAD+, que se
reduz a NADH, e fosforilado por um fosfato inorgénico, dando origem ao 1,3-bifosfoglicerato
(1,3 BPG). Esta reagdo é catalisada pela enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase,
reversivelmente.

Reacdo 7: Sintese do 3-fosfoglicerato com producéo de ATP

Na reacdo 7, o0 1,3 BPG transfere um grupo fosfato para uma molécula de adenosina
difosfato (ADP), dando origem a uma molécula de adenosina trifosfato (ATP)e ao 3-

fosfoglicerato. Esta é a primeira etapa da glicolise que sintetiza ATP diretamente na via e é
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catalisada pela enzima fosfoglicerato-quinase, que, ao contrario da maior parte das quinases, é
fisiologicamente reversivel.

Reacdo 8: Troca do grupo fosfato do carbono 3 para o carbono 2

Na 82 reacdo, a enzima fosfoglicerato-mutase promove a mudanca do grupo fosfato do
carbono 3 para o carbono 2 do fosfoglicerato, dando origem ao 2-fosfoglicerato, preparando o
substrato para a proxima reagdo. Trata-se de uma reagdo livremente reversivel.

Reacdo 9: Desidratacdo do 2-fosfoglicerato

A reacdo 9 é uma reacdo de desidratacdo catalisada pela enzima enolase. O 2-
fosfoglicerato é desidratado formando uma molécula de 4gua e o PEP, que contém um enol
fosfato de alta energia. A reacdo é reversivel, apesar do produto ser um composto altamente
energético.

Reacdo 10: Formacéo do piruvato com producdo de ATP

Na 10 reacdo, a Ultima desta via metabolica, ha transferéncia do grupo fosfato do PEP
para uma molécula de ADP, formando, assim, uma molécula de ATP e piruvato. Esta reacdo é
catalisada pela enzima piruvato-quinase, sendo a terceira reacdo irreversivel da glicdlise
(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).

Para cada molécula de gliceraldeido-3-P obtida do glicerol, sdo produzidos na via
glicolitica 2 ATPs de forma direta, por fosforilacdo ao nivel do substrato e 2,5 ATPs de forma
indireta, pois 0 NADH produzido gera energia para sintese de ATP por fosforilacdo oxidativa
na cadeia respiratoria.

O destino do piruvato depende da célula e das circunstancias metabdlicas, sendo duas
rotas possiveis em mamiferos, que produzem: (1) acetil-CoA e (2) &cido latico.

Em organismos aerdébios ou em tecidos sob condicGes aerdbias, o piruvato pode ser
descarboxilado oxidativamente, de forma irreversivel, pela piruvato-desidrogenase, produzindo
acetil-CoA, o principal combustivel para o ciclo do acido citrico ou de Krebs (FIGURA 4) e
bloco constitutivo para a sintese de acidos graxos. O piruvato também pode ser carboxilado a
oxalacetato (um intermediario do ciclo do acido citrico) pela piruvato-carboxilase, dependente
de biotina (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).
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Figura 4: Ciclo de Krebs.
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Fonte: Adaptado de http://www.npr.org/sections/health-shots/2015/04/21/401254790/would-
doctors-be-better-if-they-didnt-have-to-memorize. Acesso em: 15 de julho de 2016.

Na glicolise anaerdbia, a lactato-desidrogenase converte o piruvato em acido latico,
sendo o NADH reoxidado a NAD+. Isso ocorre em células que apresentam pouca ou henhuma
mitocondria, como os eritrdcitos, e em tecidos onde a producdo de NADH excede a capacidade
oxidativa da cadeia respiratéria, tais como o musculo em exercicio (CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).

2.2.3 O glicerol na gliconeogénese

Em oposicéo a via glicolitica, o gliceraldeido-3-fosfato, obtido do glicerol, também
pode ser utilizado para a sintese de glicose, pela via gliconeogénica.

Neste caso, a primeira reacdo necessaria é a conversdo do gliceraldeido-3-fosfato em
frutose-1,6-bifosfato, pela simples reversdo da via glicolitica. J& a reacdo seguinte, por ser

irreversivel na via glicolitica, precisa ser contornada. Assim, a hidrolise da frutose-1,6-


http://www.npr.org/sections/health-shots/2015/04/21/401254790/would-doctors-be-better-if-they-didnt-have-to-memorize
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bisfosfato pela frutose-1,6-bisfosfatase contorna a reagdo irreversivel da fosfofrutoquinase-1 e
fornece uma via energeticamente favoravel para a formacéo de frutose-6-fosfato. A proxima
etapa € facilmente reversivel, ocorrendo a conversdao de frutose-6-fosfato para glicose-6-
fosfato. Por fim, a hidrélise da glicose-6-fosfato pela glicose-6-fosfatase contorna a reagédo
irreversivel da hexoquinase e fornece uma via energeticamente favoravel para a formacao de
glicose livre (FIGURA 5) (NELSON; COX, 2014; XUE; CHENG; JIANG, 2017).

Figura 5: Glicdlise e Gliconeogénese.
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Estudos indicam que o papel da AQP7 e da AQP9 reside, principalmente, no suprimento
do glicerol para a gliconeogénese (JELEN et al. 2011; KURIYAMA et al., 2002; MAEDA et
al., 2004, 2008 e 2009). Tal concluséao foi baseada em uma série de observacdes, como niveis
plasmaticos reduzidos de glicose e ndo alterados de insulina em camundongos knockout para
AQP7 (MAEDA et al., 2004), maior expressdo de AQP7 e AQP9 durante estados de baixos
niveis de insulina (KISHIDA et al., 2001a, b; MAEDA et al., 2008 e 2009) e, na falta de AQP9,
o figado ndo aumenta sua producéo de glicose em resposta a perfusdao com glicerol (JELEN et
al. 2011; KURIYAMA et al., 2002).

Mensuragdes da quantidade de glicerol utilizado para a gliconeogénese no estado de
jejum foram, essencialmente, realizadas em seres humanos e demonstram grande variabilidade.
Foram relatados valores de 38% em homens magros ap6s um curto jejum até,
aproximadamente, 100% em mulheres obesas ap6s inanicao prolongada (BABA et al., 1995;
BORTZ et al., 1972; LANDAU et al., 1996; NURJHAN et al., 1986). Em geral, a proporgéo
de glicerol utilizado para a gliconeogénese aumenta com o prolongamento do periodo de jejum.
Mesmo tendo uma contribuicdo menor na geracéo hepatica de glicose durante o jejum noturno,
o glicerol torna-se cada vez mais importante como precursor para a sintese de novo de glicose
com o jejum prolongado (LEBECK, 2014). Assim, a quantidade de glicose sintetizada de novo
atribuida ao glicerol foi de 4,5 e 21,6% em homens saudaveis mantidos em jejum durante 14 e
62-86 horas, respectivamente (BABA et al., 1995).

2.2.4 O glicerol na lipogénese

No figado, intestino, rim, glandula mamaéria ativa, tecido adiposo e musculo estriado
esquelético o glicerol pode ser destinado a sintese de acilglicerois. Mono-, di- e triacilglicerois
consistem em uma, duas ou trés moléculas de &cidos graxos esterificando uma molécula de
glicerol (XUE; CHENG; JIANG, 2017).

O G3P é o aceptor inicial dos acidos graxos durante a sintese de acilglicerdis. Os acidos
graxos precisam ser ativados a acil-CoA graxo (por meio da unido com a coenzima A), antes
de participarem da sintese de acilglicerois. Tal ativagdo € catalisada por uma familia de acil-
CoA-sintetases (tiocinases) (XUE; CHENG; JIANG, 2017).

Na primeira reacdo de biossintese dos TAGs, ocorre a acilacdo dos dois grupos hidroxila
livres do G3P por duas moléculas de acil-CoA graxo, pela acdo da glicerol 3-fosfato-
aciltransferase, a fim de formar diacilglicerol 3-fosfato (fosfatidato ou acido fosfatidico).

Embora o diacilglicerol 3-fosfato ocorra apenas em quantidades muito pequenas nas células,
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ele é um imtermediario central na biossintese dos lipideos e pode ser convertido tanto em TAGs
quanto em glicerofosfolipideos (NELSON; COX, 2014).

Na via que leva aos TAG, o diacilglicerol 3-fosfato € convertido a 1,2-diacilglicerol,
pela enzima fosfatidato-fosfatase. Na Ultima etapa, a enzima diacilglicerol-aciltransferase
promove a acilagdo da posicdo sn-3 do 1,2-diacilglicerol, convertendo-o em triacilglicerol
(TAG) (FIGURA 6) (AMEER et al., 2014; CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009).

Figura 6: Sintese de triacilglicerol.
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Fonte: Do autor (2018).

Relatos mostram que a proporcao de glicerol utilizado para a sintese de TAG varia desde
apenas 6% em mulheres apds 16 horas de jejum (KAHN; FLIER, 2000) até mais de 60% em
homens jovens submetidos ao jejum por 14 horas (BABA et al., 1995). Em tilapia do Nilo,
niveis de incluséo de 10 e 15% de glicerol na racdo levaram aos maiores niveis plasmaticos de
TAGs, maior atividade hepatica das enzimas glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e GK,

indicando que, para tais niveis de inclusdo, o glicerol € um importante precursor lipogénico
(COSTA et al., 2015).
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2.3 Lipogénese em suinos

2.3.1 Mecanismos bioquimicos da lipogénese

O termo lipogénese pode se referir a todos 0s processos que levam a sintese de lipideos,
tanto a partir de compostos lipidicos (acidos graxos pré-formados da dieta), quanto a partir de
componentes ndo lipidicos em excesso na alimentacao. Ja de forma mais especifica, a expressao
“lipogénese de novo” ¢ usada para a sintese enddgena de acidos graxos a partir de precursores
ndo lipidicos, especialmente carboidratos. O termo também pode ser utilizado em um sentido
mais restrito e referir-se a sintese enddgena de palmitato, incluindo ou ndo as transformacdes
bioquimicas que este composto pode sofrer (dessaturacdo e elongacdo) e sua subsequente
esterificacdo (sintese de TAGS). A lipogénese ndo deve ser confundida com a adipogénese, que
se refere a diferenciacdo dos pré-adipécitos em células adiposas maduras (KERSTEN, 2001;
BERTECHINI, 2012; AMEER et al., 2014).

A lipogénese € um processo citosolico, que ocorre no figado e no tecido adiposo,
também na glandula mamaria em lactacdo e em menor extensdo nos rins, por incorporacao de
carbonos a molécula acetil-CoA, a fim de formar uma cadeia de &cido graxo, utilizando ATP e
NADPH (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).

A acetil-CoA, fonte para a sintese de &cidos graxos, é produzida dentro da mitocondria
pela oxidacdo do piruvato, corpos cetdnicos e aminoacidos. Assim, a primeira etapa da sintese
de acidos graxos € a translocacdo da acetil-CoA mitocondrial para o citosol (FIGURA 7).
Entretanto, a coenzima A (CoA), componente da acetil-CoA, ndo é capaz atravessar a
membrana mitocondrial interna, por isso, a transferéncia ocorre na forma de citrato, que é
produzido pela unido do oxaloacetato (OAA) com a acetil-CoA. Tal processo de transferéncia
acontece quando a concentracdo mitocondrial de citrato € alta, o que, por sua vez, é causada
pela inibicdo da enzima isocitrato desidrogenase devido a grande quantidade de ATP. Desta
forma, o citrato citosolico pode ser reconhecido como um indicador de alta energia e ambos,
citrato e ATP elevados, favorecem essa via metabdlica (CHAMPE; HARVEY; FERRIER,
2009).
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Figura 7: O transporte de acetil-CoA para o citossol.
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Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/9537294/. Acesso em: 17 de fevereiro de 2018.

Uma vez no citosol, o citrato € clivado pela ATP-citrato-liase, resultando em acetil-CoA
e OAA. A acetil-CoA é, entdo, convertida a malonil-CoA pela acdo da acetil CoA carboxilase
(ACoAC), com consumo de ATP e CO, carreado por uma coenzima, a biotina. Tal processo
de carboxilacdo e posterior descarboxilacdo ira gerar a energia necessaria para as condensacoes
carbono-carbono na sintese de acidos graxos. A ACoAC inativa apresenta-se como um dimero
e a regulacéo de sua atividade pode se dar a curto e a longo prazo. A curto prazo e de forma
alosteérica, essa enzima é ativada pelo citrato, o0 que provoca sua polimerizagéo e inativada pelos
produtos, malonil-CoA e palmitoil-CoA, levando a sua despolimerizagdo. Também a curto
prazo, um segundo mecanismo de controle é a fosforilagdo reversivel, em que, na presenca de
adrenalina e glucagon, a enzima é fosforilada e, consequentemente, inativada; na presenca de

insulina, a enzima é desfosforilada e, portanto, ativada. A regulacdo de longa duracgdo ocorre
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pela dieta. Assim, dietas hipercaldricas, principalmente aquelas com alto conteido de
carboidratos, aumentam a sintese de acidos graxos, pois estimulam a sintese de ACoAC. Em
contrapartida, o jejum, dietas hipocaldricas ou com altos teores de gordura provocam reducao
na sintese de ACoAC, diminuindo a lipogénese. A enzima acido graxo sintase (FAS), que sera
abordada a seguir, também é regulada por esse mesmo tipo de manipulagéo dietética (AMEER
et al. 2014; NELSON; COX, 2014).

Na ultima fase da sintese de acidos graxos, as reacdes sao catalisadas por uma enzima
dimérica multifuncional, a FAS (FIGURA 8). Cada monémero da FAS possui sete atividades
enzimaéticas diferentes e um dominio que se liga a fosfopanteteina, denominado ACP (proteina
carreadora de acila). Cada sitio tem um papel fundamental nessa fase final da sintese de acido
graxo. A primeira etapa tem inicio com a transferéncia de uma unidade de acetato da acetil-
CoA para o grupo tiol (-SH) da ACP, no dominio acetil-CoA-ACP-acetiltransacilase (1). A
seguir, tal molécula (com dois carbonos) é transferida, temporariamente, para o grupo -SH de
uma cisteina da enzima, deixando a ACP livre (2). A ACP recebe, entdo, uma molécula de
malonato (com trés carbonos) da malonil-CoA, no dominio: malonil-CoA-ACP-transacilase
(3). O grupo acetila, ligado ao residuo de cisteina, se une ao grupo malonila, ligado ao dominio
ACP, liberando CO», originalmente adicionado pela acetil-CoA-carboxilase. A perda da energia
livre gerada por tal descarboxilagéo favorece a reacao, resultando em um fragmento com quatro
carbonos unidos ao dominio ACP. Dominio: 3-cetoacil-ACP-sintase (4). No dominio: 3-
cetoacil-ACP-redutase, o grupo cetona é reduzido a um alcool, utilizando NADPH (5). Em
seguida, ocorre hidrdlise e formacdo de uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 (carbonos o
e B), no dominio: 3-hidroxiacil-ACP-desidratase (6). Finalmente, no dominio: enoil-ACP-
redutase, a ligacdo dupla é reduzida, também pelo consumo de NADPH (7) (CHAMPE;
HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).

O resultado dessas sete etapas é a producdo de um composto com quatro carbonos
(butiril), cujos trés carbonos terminais estdo totalmente saturados e que permanece unido a
ACP. As sete etapas sdo repetidas, comecando com a transferéncia da cadeia butiril da ACP
para o residuo de cisteina (passo 2 acima) e seguindo as etapas subsequentes (passos 3 a 7).
Esse ciclo de reacGes € repetido seis vezes, incorporando, a cada vez, dois carbonos (derivados
da malonil-CoA) na extremidade carboxila da cadeia do acido graxo em crescimento. Ao atingir
0 comprimento de 16 carbonos, o processo de sintese do &cido graxo termina, gerando o
palmitoil-S-ACP. A enzima palmitoil-tioesterase cliva a ligacdo tioéster, produzindo o
palmitato (16:0), completamente saturado (NELSON; COX, 2014).



Figura 8: Sintese do palmitato (16:0) pelo complexo da &cido graxo sintase.
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O NADPH necessario para a sintese de acidos graxos é oriundo de dois processos

metabolicos distintos (FIGURA 9). A via das pentoses-fosfato gera dois NADPHSs para cada

molécula de glicose que segue essa rota. Tal via é regulada basicamente na reacéo catalisada
pela enzima G6PDH (FIGURA 9A). A outra fonte de NADPH ¢ a converséo citosolica de

malato a piruvato, em que o malato é oxidado e descarboxilado pela enzima maélica (ME)

citosélica (malato-desidrogenase dependente de NADP), e também produz CO; (FIGURA 9B)

(AMEER et al., 2014).
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Figura 9: Sintese de NADPH que sera utilizado na sintese de acidos graxos.
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Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/10182374/. Acesso em: 17 de fevereiro de 2018.

Como dito anteriormente, o palmitato (16:0), totalmente saturado, é o produto final,
resultante da atividade da FAS. Entretanto, este composto pode sofrer modificagdes
subsequentes para gerar acidos graxos de cadeias mais longas e/ou insaturados. A elongacéo
ocorre no reticulo endoplasmatico liso (REL) e requer um sistema de enzimas independentes.
Neste processo, carbonos doados pela malonil-CoA serdo acrescentados a cadeia do &cido
graxo, sendo os elétrons fornecidos pelo NADPH. As reacGes de dessaturacdo requerem
dessaturases presentes no REL, NADH, citocromo b5 e sua redutase ligada ao FAD. A primeira
ligacdo dupla é tipicamente inserida entre os carbonos 9 e 10, produzindo principalmente
18:1(9) e pequena quantidade de 16:1(9). Os mamiferos possuem dessaturases para os carbonos
4,5, 6 e 9, ndo havendo, portanto, a possibilidade de introducéo de duplas ligacGes a partir do
carbono 10 até o carbono terminal () da cadeia. Essa € a razao pela qual os acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) linoleico e linolénico sdo nutricionalmente essenciais. Ndo obstante, uma
variedade de PUFAs pode ser produzida, por meio de dessaturacdo adicional combinada com
elongacdo (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014).

Os TAGs sintetizados no tecido adiposo sdo armazenados no citosol das células, de
forma quase anidra, contribuindo diretamente para a deposicdo de gordura local e para o
armazenamento de energia em longo prazo. No figado, os TAGs formados sao, principalmente,

exportados, ligados a ésteres de colesterol, fosfolipideos e proteinas, a fim de formar as
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lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs). A VLDL recém-formada é secretada no
sangue, onde amadurece e entrega lipideos enddgenos para os tecidos periféricos (GONDRET;
FERRE; DUGAIL, 2001).

2.3.2 Particularidades da lipogénese em suinos — sitio, precursores e destino dos

triacilglicerois

O tecido adiposo foi identificado como o principal contribuinte para a sintese de acidos
graxos em suinos (DING et al., 2000; HUANG; KUMMEROW, 1976; MERSMANN et al.,
1973, 1976; MILDNER; CLARKE, 1991; O'HEA; LEVEILLE, 1969). In vitro, a atividade da
ACO0AC, FAS, citrato liase, malato-desidrogenase, G6PDH e 6-fosfogliconato-desidrogenase
foi, consideravelmente, mais elevada no tecido adiposo suino do que em outros tecidos testados
(intestino delgado, figado, coracdo e tecido adrtico), em paralelo com a sua elevada capacidade
lipogénica (HUANG; KUMMEROW, 1976). Outra investigagdo in vitro demonstrou que a
atividade das enzimas desidrogenases da via das pentoses e da ME séo elevadas no tecido
adiposo subcutaneo e abdominal de suinos e que o tecido adiposo subcutaneo parece ter uma
capacidade lipogénica superior aquela obtida na gordura mesentérica (O'HEA; LEVEILLE,
1968).

Todavia, o tecido adiposo subcutdneo de suinos é heterogéneo, com algumas areas
exibindo taxas lipogénicas baixas e alta deposicao lipidica por meio da importacdo de TAGs de
outras areas com alta lipogénese. Assim, as atividades das enzimas ACoAC, ME e G6PDH
foram mensuradas em sete sitios anatémicos diferentes (5 subcutaneos, 1 visceral e 1
intermuscular) de suinos Large White (LW) em crescimento (20-120 kg de peso). As trés
atividades enzimaticas aumentaram até que os animais atingissem 40-60 kg de peso e, em
seguida, diminuiram; com a ME se tornando o principal produtor de NADPH,
independentemente do sitio adiposo. As atividades de todas as enzimas foram menores no
pescoco e na garganta, mais altas no toucinho, pernil e gordura mesentérica, e intermediarias
na barriga e no tecido adiposo intermuscular do pernil. O tecido adiposo subcutaneo da area do
pescoco foi muito mais espesso e exibiu atividades enzimaticas lipogénicas muito mais baixas
do que o toucinho (MOUROT; KOUBA; PEINIAU, 1995).

Tambeém j& esta estabelecido que a capacidade lipogénica do tecido adiposo de suinos
aumenta apds o desmame. Uma investigacdo avaliou os efeitos do desmame de suinos com 2
ou 5 semanas de idade sobre o desempenho p6s-desmame e 0 metabolismo da gordura. A

capacidade lipogénica foi avaliada pela incorporacdo de acetato na fracdo lipidica total em
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cortes de figado e tecido adiposo ou pelo monitoramento da atividade da ATP-citrato-liase no
figado. Os autores relataram que a lipogénese foi maior no figado do que no tecido adiposo em
suinos com 2 a 5 semanas de idade, mas, na 5% semana de idade do grupo desmamado
precocemente e na 72 semana do grupo desmamado mais tarde, a atividade lipogénica do tecido
adiposo aumentou drasticamente (FENTON et al., 1985). Mersmann et al. (1973) examinaram
a sintese de lipideos, in vitro, em preparagdes de tecido adiposo e figado de leitbes com 2 a 60
dias de idade. No tecido adiposo, a incorporacao de glicose ou acetato no lipideo foi baixa até
0 desmame e marcadamente aumentada ap06s. Além disso, as atividades das ME e ATP-citrato-
liase foram baixas ao nascimento e aumentaram notavelmente apds o desmame.

Em suinos, muitas investigacdes estabeleceram que a glicose é a principal fonte de
carbono para a sintese de acidos graxos no tecido adiposo (MARTIN; HERBEIN, 1976;
MERSMANN et al., 1973; O'HEA; LEVEILLE, 1968). De acordo com Etherton, Donkin e
Bauman (1995), 80% da lipogénese de novo, em suinos, utiliza a glicose como substrato e
apenas 20% da gordura sintetizada tem sua origem a partir de &cidos graxos presentes na dieta.
Dunshea et al. (1992) demonstraram que mais de 40% do turnover da glicose é usado no tecido
adiposo suino para a lipogénese.

Em suinos, a sintese e a deposicdo da gordura ocorrem nos adipdcitos (BERTECHINI,
2012). Assim, para a producdo especifica de VLDL hepatica nesses animais, 0s acidos graxos
sdo liberados a partir de reservas do tecido adiposo, pela lipdlise. Portanto, a sintese de novo de
lipideos e a sintese de lipoproteinas sdo, funcionalmente e anatomicamente, separadas em
suinos (DODSON et al., 2010).

2.3.3 Regulacéo da lipogénese

Mecanismos genéticos, nutricionais e hormonais estdo envolvidos na regulacdo do
metabolismo lipidico (DING et al., 2000; GONDRET; FERRE; DUGAIL 2001; GONTIER et
al., 2013; RESNYK et al., 2015). Em uma visao geral, a lipogénese ¢ estimulada por uma dieta
rica em carboidratos, ao passo que € inibida por PUFAS, por catecolaminas e pelo jejum. Estes
efeitos sdo, em parte, mediados por horménios, que inibem (horménio do crescimento, leptina)
ou estimulam (insulina) a lipogénese. Em funcdo tanto da dieta quanto dos hormonios, as
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico séo reguladas em nivel transcricional, como por
exemplo ACoAC, FAS, ME e G6PDH. Diversos fatores de transcrigéo estéo envolvidos em tal
regulacgdo, tais como as proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBPs), fator

de determinacéo e diferenciacdo dependente do adipocito (ADD1) e os receptores ativados por



35

proliferadores de peroxissoma (PPARs) (DING et al., 2000; GONDRET; FERRE; DUGAIL,
2001; KERSTEN, 2001).

2.3.3.1 Efeito do gendtipo e/ou fendtipo sobre a lipogénese

Atividades das enzimas ACoAC, EM e G6PDH foram mensuradas em seis sitios
anatdmicos de suinos Meishan (20-100 kg de peso) e comparadas com dados previamente
obtidos pela mesma equipe para suinos Large White (MOUROT; KOUBA; PEINIAU, 1995;
MOUROT; KOUBA; BONNEAU, 1996). As atividades das enzimas G6PDH e EM foram
maiores nos suinos Meishan do que nos Large White (LW). Em suinos Meishan, as atividades
enzimaticas geralmente diminuiram com o peso, em contraste com o padréo de aumento-pico-
diminuicdo, descrito para os animais LW. A G6PDH foi a principal produtora de NADPH, em
suinos Meishan, enquanto que nos LW foi a EM. A atividade da ACoAC foi maior em animais
mais leves Meishan (< 40 kg) do que nos LW, ao passo que o inverso foi observado nos suinos
mais pesados. Como a taxa de lipogénese no tecido adiposo esta estreitamente correlacionada
com a atividade da ACoAC, este ultimo resultado indica que o desenvolvimento do tecido
adiposo ocorre muito mais cedo em animais Meishan do que nos LW (MOUROT; KOUBA;
BONNEAU, 1996).

Mufoz et al. (2013) investigaram (1) se a selecdo genética para a diminuicdo da
espessura de toucinho com gordura intramuscular constante afeta a expressdo de enzimas
lipogénicas no figado de suinos e (2) se a expressdo hepética das enzimas lipogénicas esta
relacionada com o perfil de acidos graxos na gordura subcutanea e intramuscular. As enzimas
investigadas foram a FAS, estearoil-CoA-dessaturase e A6-dessaturase (A6d). Os experimentos
foram realizados em 30 machos castrados (15 controles e 15 selecionados). Os suinos
selecionados apresentaram menor espessura de toucinho, que foi acompanhada por uma
expressdo reduzida de FAS e A6d hepaticas, quando comparados ao grupo controle. Houve
tendéncia a uma relagdo positiva entre a expressao da proteina FAS e A6d e o conteudo de
acidos graxos saturados (SFA) e PUFAS, respectivamente, na gordura subcutanea, mas nao no
musculo. Concluiu-se que a selecdo contra a espessura de toucinho esta associada a alteracoes
na expressao das proteinas FAS e A6d hepaticas. As alteracdes na expressao proteica nao
influenciaram significativamente a composicao de &cidos graxos teciduais, sob estas condigdes.

Corominas et al. (2013) utilizaram a técnica de sequenciamento de alto rendimento de
RNA para gerar um transcriptoma de caracterizagdo do tecido adiposo (toucinho) de seis suinos

mesticos Ibéricos x Landrace, com fendtipos divergentes para composic¢do de acidos graxos
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intramusculares (trés por grupo). A andlise da expressdo diferencial identificou 396 genes
candidatos entre os animais divergentes para composi¢do de acidos graxos intramusculares.
Sessenta e dois por cento destes genes (247/396) apresentaram maior expressdo no grupo de
suinos com maior teor de SFAs intramusculares e acidos graxos monoinsaturados (MUFAS),
enquanto que os 149 remanescentes mostraram expressdo mais elevada no grupo com maior
teor de PUFA. A andlise de vias relacionou esses genes a funcdes bioldgicas e vias canbnicas
que controlam o metabolismo lipidico e de &cidos graxos. Em concordancia com a classificagdo
fenotipica dos animais, a principal via metabolica diferencialmente modulada entre os grupos
foi a lipogénese de novo, sendo o grupo com mais PUFA 0 que apresentou menor expressao de
genes lipogénicos.

Tomados em conjunto, os dados indicam que o gendtipo e a especificidade tecidual
influenciam os mecanismos de deposi¢cdo de gordura em suinos, e estdo associados com a

regulacdo da expressdo dos genes lipogénicos chave.

2.3.3.2 Regulacao nutricional da lipogénese

2.3.3.2.1 Efeito do teor e tipo de carboidratos sobre a lipogénese

Dietas ricas em carboidratos estimulam a lipogénese, tanto no figado quanto no tecido
adiposo, conduzindo a elevados niveis plasmaticos de TAGs pos-prandiais (BRAUGE;
CORRAZE; MEDALE, 1995; CATACUTAN; COLOSO, 1997). Os niveis plasmaticos de
glicose estimulam a lipogénese, por meio de varios mecanismos. Em primeiro lugar, a propria
glicose é um substrato para a lipogénese, ao ser convertida em acetil-CoA pela via glicolitica.
Em segundo lugar, a glicose induz a expressao de genes lipogénicos. Finalmente, a glicose
estimula a liberacdo de insulina e inibe a de glucagon pelo pancreas, favorecendo ainda mais a
deposicéo de gordura (KERSTEN, 2001).

Além do teor, os diferentes tipos de carboidratos tambem podem influenciar o
metabolismo lipidico. Dezesseis leitdes desmamados foram alimentados com dietas contendo
amido de mandioca (80% de amilopectina e 20% de amilose) ou amido de milho (70% de
amilopectina e 30% de amilose). Os resultados deste estudo mostraram que o amido de
mandioca aumentou o teor de lipideos no tecido hepéatico e as concentracfes séricas de
colesterol e insulina. Essas respostas metabdlicas foram associadas a maiores concentragdes de
enzimas lipogénicas no figado, tais como a FAS e a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase.

Assim, este estudo sugere que a ingestdo de amidos com alto teor de amilopectina pode produzir
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uma resposta insulinémica mais forte e aumentar a regulacdo da lipogénese hepatica (HE et al.,
2011). Outra investigacao recente, conduzida por Yang et al. (2015), avaliou o efeito da relacdo
amilose/amilopectina na alimentacdo de suinos em terminacdo. Os autores encontraram
respostas semelhantes ao estudo anterior, com reducdo no teor de lipideos hepaticos e nas
concentragfes plasmaticas de TAG e colesterol para a dieta com alta proporcdo
amilose/amilopectina. Além disso, a ingestdo dessa dieta resultou em regulagdo negativa do
gene da FAS no figado e no masculo longissimo. Estes resultados sugerem que uma dieta com
maior teor de amilose em detrimento de amilopectina é util para reduzir a lipogénese, tanto no

figado, quanto nos masculos.

2.3.3.2.2 Efeito do teor de gordura e perfil de acidos graxos sobre a lipogénese

Em contrapartida aos carboidratos, 0 aumento da gordura dietética, sem alteracdo na
concentracdo da energia digestivel, diminui a sintese de novo de acidos graxos, no tecido
adiposo e no figado, e a atividade das enzimas relacionadas (BEE; GEBERT,;
MESSIKOMMER, 2002; BENMANSOUR et al., 1991; BRAUGE; CORRAZE; MEDALE,
1995; CATACUTAN; COLOSO, 1997, GONDRET et al.,, 2014; O’HEA; LEVEILLE;
SUGAHARA, 1970). A lipogénese in vitro foi estudada em amostras de tecido adiposo obtidos
de suinos alimentados com diferentes niveis de gordura ou proteina na dieta. Os resultados
mostraram que o aumento do nivel de gordura dietética de 2,4 para 13,4% foi associado a uma
reducdo média na sintese de acidos graxos em 66%. Além disso, a relagdo inversa entre o teor
de proteina na dieta e a lipogénese também foi observada. Tais alteragdes foram decorrentes da
reducdo das atividades da enzima G6PDH e ME, nos animais que receberam dietas com alto
conteudo de proteina ou gordura (O’HEA; LEVEILLE; SUGAHARA, 1970).

Gondret et al. (2014) compararam uma dieta com baixo teor de gordura e baixa fibra
(LF) e uma dieta com elevado teor de gordura e rica em fibras (HF), fornecidas a suinos LW.
Os resultados mostraram que as atividades das enzimas lipogénicas (FAS, ME e G6PDH) no
toucinho, gordura perirenal e masculo longissimo foram muito menores nos suinos alimentados
com a dieta HF do que naqueles alimentados com a dieta LF. Estes dados corroboram a
observacdo de que a gordura dietética inibe a lipogénese em adipocitos isolados de suinos
(BENMANSOUR et al., 1991). No figado, a atividade da FAS foi reduzida em 32% nos suinos
alimentados com HF em comparagdo com suinos que receberam a dieta LF, mas as atividades
hepéticas de ME e G6PDH néo diferiram entre as dietas (GONDRET et al., 2014). Estes dados

coincidem com a descoberta de que a reducéo da espessura de toucinho esta associada a reducéo
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na expressdo hepética de FAS (MUNOZ et al., 2013), de modo que o figado pode ter um
contributo para o metabolismo lipidico e composigao corporal.

Diferentes pesquisas avaliaram as respostas do metabolismo lipidico a diferentes fontes
e tipos de acidos graxos dietéticos. De maneira geral, dietas ricas em PUFAs da série dmega-3
podem diminuir a sintese lipidica, no figado e tecido adiposo, ao suprimir a expressao de genes
lipogénicos, tais como FAS, ACOAC e estearoil-CoA-dessaturase (SCD), melhorando a
composicdo lipidica da carcaca (BENITEZ et al., 2015; KERSTEN, 2001; NIELSEN et al.,
2005). Segundo estes autores, a supressao da transcricdo dos genes que codificam enzimas da
via de sintese de acidos graxos é consistente com a menor necessidade de sintese de gordura
pela via de novo em animais que ja apresentam altas taxas de sintese de gordura a partir de
4cidos graxos pré-formados (LANNA; HAYASHI; JOSE, 2001).

Estudos também avaliaram a inclusdo do &cido linoleico conjugado (CLA) na dieta
sobre a composi¢do corporal e o metabolismo lipidico de suinos. Em um deles, o CLA reduziu
0 acréscimo de gordura corporal, independentemente do teor de gordura da dieta e sem
influenciar no ganho de peso diario. Em paralelo, a expressdo génica de acetil CoA carboxilase
alfa (ACACA) e da lipase lipoproteica (LPL), no tecido adiposo, também foi significativamente
reduzida pelo tratamento com CLA, indicando que a inibi¢do da captacdo e da sintese de &cidos
graxos pelo tecido adiposo, e ndo 0 aumento da oxidacdo de acidos graxos no figado ou no
musculo foi responsavel pela reducdo da deposicéo de gordura corporal (CORL et al., 2008). A
adicdo de CLA na dieta de fémeas suinas em lactacdo aumentou o consumo alimentar e o ganho
de peso dos leitdes no periodo pos-desmama. Além disso, 0 autor demonstrou um aumento na
atividade da enzima G6PDH e ME no tecido adiposo, mas ndo na atividade da FAS, quando os
leitdes receberam uma dieta inicial com adigéo de CLA (BEE, 2000).

2.3.3.2.3 Efeito do teor de proteina e perfil de aminoacidos sobre a lipogénese

A producéo de carne suina com grandes quantidades de gordura intramuscular (GIM),
a chamada gordura de marmoreio, sem um aumento da gordura subcutanea € altamente
desejavel para a industria e para os consumidores. A proporcao de energia da proteina na dieta
de suinos em fase de terminacgéo pode ter impacto sobre o conteudo de GIM, com consequéncias
sobre a qualidade da carne. Assim, os estudos da ultima década tém focado sua atencdo nos
impactos do teor de proteina e tipos de aminoacidos sobre a lipogénese (HAMILL et al., 2013;
KATSUMATA et al., 2011; LOPES et al., 2014; MADEIRA et al., 2013; MADEIRA et al.,
2014).
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Estudos demonstraram que dietas reduzidas em proteina promovem aumento do teor de
GIM e que tal aumento é acompanhado por elevacdo dos niveis de mMRNA para a FAS, SCD e
PPARy (MADEIRA et al., 2013 e 2014).

O metabolismo lipidico no tecido adiposo e no musculo esqueléticos de suinos é afetado
pelo perfil de amino&cidos dietéticos de diferentes maneiras e intensidades. Assim, faz-se
necessario a descri¢cdo individual para os principais aminoacidos que influenciam tais
parametros.

Os efeitos dos niveis de lisina (Lys) em suinos foram revisados por Katsumata et al.
(2011). Os dados compilados mostram que dietas com baixas concentragdes de Lys aumentam
a expressdo de mRNA para o transportador de glicose-4 (GLUT-4) e a proporg¢éo de fibras
oxidativas nos musculos longissimo e romboide. Devido ao fato de que a maior capacidade
oxidativa estd associada a um maior teor de GIM, os autores hipotetizaram que a dieta baixa
em Lys promoveria 0 acimulo de GIM. Tal hipdtese foi apoiada pela maior abundancia
muscular de mMRNA para 0 PPAR-y, um regulador chave da adipogénese e lipogénese, induzida
pela dieta baixa em Lys.

Um aumento da taxa de deposicao lipidica tem sido relatado em suinos em crescimento,
alimentados com uma dieta deficiente em metionina (MR) (ZHOU et al., 2016). Por exemplo,
uma composicao lipidica superior e um menor ganho de peso corporal foram observados em
suinos alimentados com dieta MR comparados aqueles que receberam dieta basal (CONDE-
AGUILERA et al., 2010). Além disso, suinos alimentados com dieta MR apresentaram
aumento do teor de TAGs no tecido adiposo subcutaneo, mas nao no plasma (CASTELLANO
et al., 2015). Estas alteragdes ocorreram em paralelo ao aumento da expressao de genes e
proteinas envolvidos na lipogénese (ME, FAS, G6PDH, GLUT-4) mas também na lipdlise
(LPL, lipase de triacilglicerol do adipécito — ATGL), sugerindo aumento do turnover lipidico
nesses animais. Diferente das modificacdes no tecido adiposo, parece ndo haver nenhuma
alteracdo no metabolismo lipidico do figado de suinos em resposta a dieta MR. N&o foram
observadas alteracGes hepaticas no conteudo de lipideos, FAS e atividades de enzimas
oxidativas, como a citrato-sintase ¢ a B-hidroxiacil-CoA desidrogenase, em suinos alimentados
com a dieta MR (CASTELLANO et al., 2015; CONDE-AGUILERA et al., 2010). Uma
possivel razédo para isto é a de que a contribuicdo hepatica para a lipogénese, em suinos, € muito
menor do que a do tecido adiposo (ZHOU et al., 2016).

No tecido adiposo de suinos, a arginina regulou negativamente a expressao de genes
lipogénicos, tais como LPL e ACACA, e aumentou a expressao de genes lipoliticos, incluindo

a HSL. Ja no musculo, a atividade da LPL e a relagdo de mRNA para FAS e HSL foram mais
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altas, conduzindo a um aumento no teor de GIM. Além disso, a diminui¢do da expressao do
GLUT-4 no tecido adiposo sugere que os substratos energéticos sdo preferencialmente
direcionados para o musculo esquelético, em vez do tecido adiposo branco (TAN et al., 2011).
No figado, a arginina aumentou a expressdo da carnitina-palmitoil-transferase 1 (CPT-1),
coativador do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma -1a (PGC-1a) € malonil-CoA
descarboxilase (MCD) e deprimiu a expressdo da FAS e SCD1 (JOBGEN, 2007 citado por
TAN et al., 2012). Esses resultados indicam que a arginina regula diferencialmente a expressdo
de genes envolvidos no metabolismo lipidico no musculo esquelético, no tecido adiposo branco
e no figado, favorecendo a lipogénese no musculo, mas a lipélise no tecido adiposo, enquanto
que no figado, inibe a sintese de &cidos graxos a partir da glicose.

A betaina (trimetilglicina ou glicina betaina) é um analogo da glicina, amplamente
distribuido na natureza. Quimicamente, a betaina é um composto de amoénio quaternario,
caracterizada como uma metilamina, devido aos seus trés grupos metil quimicamente reativos.
A betaina pode funcionar como um osmoprotetor organico ou como um doador de grupos metil,
por meio da transmetilacdo. Desta forma, tal composto pode reduzir parcialmente os requisitos
de outros doadores metil (por exemplo, metionina, colina) e participar do metabolismo proteico
e lipidico (HUANG et al., 2006). Estudos indicam que a betaina pode diminuir a deposicao de
gordura na carcaca de suinos (CASARIN; FORAT; ZABARAS-KRICK, 1997; HUANG et al.,
2006; HUANG et al., 2008) e aumentar a massa magra (CASARIN; FORAT; ZABARAS-
KRICK, 1997; CROMWELL et al., 1999; HUANG et al., 2006). No tecido adiposo subcutaneo
de suinos em terminacao, as atividades das ME, G6PDH, ACoAC e FAS, além do contetdo de
MRNA para FAS, reduziram com a suplementacéo de betaina, enquanto que a atividade da HSL
aumentou significativamente (HUANG et al., 2006; HUANG et al., 2008). No figado de leitdes,
a lipogénese também foi atenuada pela suplementacdo de betaina, como demonstrado pelas
menores expressdes hepaticas dos genes para ACoAC, FAS, SCD e SREBP-1c (CAl et al.,
2016).

2.3.3.3 Regulagdo hormonal da lipogénese

2.3.3.3.1 Requlacdo pela insulina

A estimulagéo da sintese de novo de acidos graxos pela insulina no tecido adiposo suino,
in vitro e in vivo, ja foi documentada por muitos autores (BUDD et al., 1994; MILLS, 1999;
O’HEA; LEVEILLE, 1970; SOMER et al., 1976; SOMER; SCHWARTZ, 1976; WALTON;
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EHTERTON, 1986). A insulina estimula a lipogénese aumentando a captacédo de glicose pelo
adipdcito, via recrutamento de transportadores de glicose para a membrana plasmatica, e
ativando enzimas glicoliticas e lipogénicas, por meio de modificacdes covalentes. Tais efeitos
sdo alcancados por meio da ligagdo da insulina ao receptor de insulina na superficie celular,
ativando, assim, a atividade da tirosina-quinase e, consequentemente, a cascata de sinalizagédo
por meio da fosforilacdo da tirosina (KERSTEN, 2001). A insulina também apresenta efeitos a
longo prazo na expressdo de genes lipogénicos, tais como GLUT-4, FAS e ACO0AC,
provavelmente por meio da SREBP-1 (ASSIMACOPOULOS-JEANNET et al., 1995;
FORETZ et al., 1999).

2.3.3.3.2 Requlacdo pelo horménio do crescimento ou somatotropina

O hormonio do crescimento (GH) ou somatotropina (ST) é outro importante hormonio
relacionado ao metabolismo lipidico. O GH reduz drasticamente a lipogénese no tecido adiposo,
resultando em perda significativa de gordura, com ganho de massa muscular concomitante. Tais
efeitos sdo decorrentes de uma série de eventos biologicos que modulam a parti¢do de nutrientes
entre o tecido adiposo e o musculo esquelético (ETHERTON, 2001). Estes eventos incluem
diminuicdo da sensibilidade do tecido adiposo a insulina, inibicdo da lipogénese, e, talvez,
estimulo a lipdlise. Embora a ST aumente a lip6lise em suinos em crescimento, seu maior efeito
¢ a diminuicdo da lipogénese (DUNSHEA, 1993). Os resultados relatados por Donkin et al.
(1996) sugerem que a pST age diminuindo a atividade da proteina GLUT4 e/ou sua distribuicédo
entre a membrana plasmatica e o pool intracelular, com pouca alteragdo na expressao génica ou
proteica de GLUT4.

Apoiando esta informacao, Lee et al. (2000) encontraram reducéo de 70 a 86% na taxa
de oxidacdo de glicose e lactato e suas incorporacdes em lipideos do tecido adiposo, 44% de
reducdo na esterificacdo do palmitato e nenhuma alteracédo em sua oxidagdo, nos suinos tratados
com somatrotopina suina (pST). Além disso, os autores relataram que a eficiéncia alimentar
melhorou 27% e a espessura de toucinho diminuiu 43%. Um resultado semelhante foi obtido
por Dunshea et al. (1992), em que a incorporacdo de glicose basal em lipideos, particularmente
em &cidos graxos, foi marcadamente reduzida (mais de 90%) durante o tratamento com a pST.

Em sua pesquisa, Lee et al. (2000) relataram que a maioria das alteragcdes metabolicas
em resposta a pST ocorre dentro de uma semana de tratamento e regressa aos valores pré-
tratamento ap0s 7 dias de retirada do tratamento. Este prazo pode estar relacionado ao tempo

requerido para a ST alterar a atividade de enzimas-chave da via lipogénica.
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Estudos demonstraram reducéo na expressdo de mRNA ou da atividade enzimética da
FAS com o tratamento com ST (DONKIN et al., 1996; KRAMER et al., 1993; LEE et al., 2000;
LOUVEAU; GONDRET, 2004). Resultados obtidos por Donkin et al. (1996) mostram niveis
reduzidos de mMRNA para FAS em até 85% pela pST. Além disso, a ME teve sua atividade
reduzida em suinos submetidos ao tratamento com pST. Por fim, a pST diminuiu a percentagem
de lipideos e aumentou a de proteinas e &gua nos depdsitos de tecido adiposo intermuscular,
subcutéaneo e intrafascicular e alterou ligeiramente o perfil de acidos graxos do tecido adiposo
subcutaneo e intrafascicular do muasculo longissimo (KRAMER et al., 1993).

O mecanismo pelo qual o0 GH antagoniza a estimulag&o insulinica da lipogénese ainda
precisa ser esclarecido, uma vez que ndo é mediado pela proteina quinase A, proteina quinase
C ou Janus quinase-2 em nivel de sinalizacdo, ou em nivel da SREBP-1 (LOUVEAU,;
GONDRET, 2004).

2.3.3.3.3 Requlacéo pelas catecolaminas e seus andlogos sintéticos

Os hormdnios adrenalina (epinefrina) e glucagon secretados em resposta a baixos teores
de glicemia ativam a adenilato-ciclase na membrana plasmatica dos adipocitos. A adenilato-
ciclase transforma ATP em adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que, por sua vez, ativa a
proteina quinase A. Um conjunto de enzimas pode ser ativado ou desativado pela fosforilacdo
realizada pela proteina quinase A. Dentre as enzimas do metabolismo lipidico reguladas pela
adrenalina, destacam-se a ACOAC e a HSL, sendo uma inativada e outra ativada,
respectivamente (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009; NELSON; COX, 2014). Assim, foi
demonstrado, no toucinho de suinos, in vitro, que a epinefrina aumentou a taxa lipolitica,
avaliada pela liberacdo de glicerol e diminuiu a lipogénese na presenca de teofilina, avaliada
pelo fluxo de glicose (LIU; BOYER; MILLS, 1989; MERSMANN, 1989).

A mensuracao da liberacdo do glicerol tecidual é considerada um importante marcador
de lipolise, sendo utilizada rotineiramente para tal finalidade (CHEN; OSAKI,;
SHIMOTOYODOME, 2015; HAUSMAN et al., 1989; JOCKEN et al., 2008; LIU; BOYER;
MILLS, 1989; MERSMANN, 1989). Estudos demonstraram a liberagéo do glicerol a partir do
tecido adiposo (CHEN; OSAKI; SHIMOTOYODOME, 2015; LIU; BOYER; MILLS, 1989;
MERSMANN, 1989) e mdasculo esquelético (JOCKEN et al., 2008), estimulada pela
norepinefrina ou um agonista p-adrenérgico ndo-seletivo, a isoprenalina, respectivamente.

Além disso, Maeda et al. (2004) demonstraram que a estimulacdo com adrenalina gera um
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aumento paralelo da liberagdo de glicerol e dos niveis da AQP7 em adipdcitos, um importante
canal de glicerol no tecido adiposo.

2.4 Ractopamina

Compostos sintéticos analogos as catecolaminas, 0s agonistas p-adrenérgicos (B-AA),
reduzem a deposicdo de gordura e favorecem a sintese de proteinas (CARR et al. 2009;
COSTA-LIMA et al., 2015; DUNSHEA et al., 1993; GUNAWAN et al., 2007).
Aparentemente, o efeito sobre o tecido adiposo ocorre por meio da reducédo da lipogénese e/ou
aumento da lipdlise (HAUSMAN et al., 1989; KIM et al., 2010; LIU; BOYER; MILLS, 1989;
LIUetal., 2012; MILLS; LIU, 1990; PETERLA; SCANES, 1990). Concomitantemente, ocorre
um aumento da massa muscular em decorréncia do aumento da sintese proteica e/ou diminuicao
de sua degradacdo (ADEOLA; BALL; YOUNG, 1992; ANDERSON et al., 1990; BERGEN et
al., 1989; GUNAWAN et al., 2007; SALEM et al., 2006).

Dentre estes compostos, a ractopamina (RAC) é um farmaco com ampla utilizacdo e
comprovada eficiéncia como modificador do metabolismo animal (ANDRETTA et al., 2012;
CARR et al., 2009; FERREIRA et al., 2011; SCHINCKEL et al., 2003; SEE; ARMSTRONG;
WELDON, 2004).

2.4.1 Mecanismo de acdo da ractopamina

A RAC se liga a receptores B-adrenérgicos (B-AR) na membrana celular, os quais sao
receptores acoplados a proteina G estimulatéria (Gs). Na forma desativada, a subunidade a da
Gs encontra-se ligada ao dimero formado pelas subunidades By e acoplada a guanosina difosfato
(GDP). A RAC interage com a proteina G e desloca 0 GDP, dando lugar a ligacdo de guanosina
trifosfato (GTP), o que configura o estado ativo dessa proteina. Assim, a subunidade o dissocia-
se do dimero By e o complexo a-GTP inicia cascatas de sinalizacdo intracelular, estimulando a
acdo catalitica da adenilato ciclase. A adenilato-ciclase transforma ATP em AMPc, que, por
sua vez, ativa a proteina quinase A (FIGURA 10). Um conjunto de enzimas pode ser ativado
ou desativado por meio da fosforilacéo realizada pela proteina quinase A (MERSMANN, 1998;
NELSON; COX, 2007). Dentre as enzimas do metabolismo lipidico reguladas por B-AA,
destacam-se a ACoAC e a HSL, sendo uma inativada e outra ativada, respectivamente
(MERSMANN, 1998). Assim, como demonstra a Figura 11, a RAC desencadeia a cascata de

sinalizacdo de rotas metabdlicas que reduzem a deposicao de gordura e favorecem a sintese de
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proteinas (CARR et al. 2009; COSTA-LIMA etal., 2015; DUNSHEA et al., 1993; GUNAWAN
et al., 2007).

Figura 10: Mecanismo de acdo da ractopamina.

Ractopamina Clembuterol

q & Climaterol

ICI-118,551 Zilpaterol B-AR GPRs

Resposta Muscular
' Sintese proteica l

‘ Degradagéo proteica '
Resposta do Tecido Adiposo
| Lipogénese |

Ativacao de HSL e ATGL ' Lipolise l

Legenda: AC, adenilato ciclase; ATGL, lipase de triacilglicerol do adip6cito; ATP, adenosina trifosfato;
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Figura 11: Efeitos metabdlicos da ractopamina no tecido adiposo e muscular.
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A intensidade dos efeitos da RAC pode variar ao longo do periodo de sua utilizagdo na
dieta de suinos em terminacéo, iniciando-se rapidamente, seguida de estabilizagdo e decréscimo
posterior (ARMSTRONG et al., 2005). A exposicao a longo prazo (crénica) a doses elevadas
de B-AA leva a internalizacdo ou perda dos receptores da superficie celular e diminuicdo da
concentracdo de MRNA para 0s B-AR, processo conhecido como down-regulation
(GUNAWAN et al., 2007; SPURLOCK et al., 1994). Essas mudangas parecem ser
irreversiveis, pelo menos, a curto prazo (JOHNSON; SMITH; CHUNG, 2014).

2.4.2 Efeito da ractopamina sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade

da carne de suinos em terminacao

O desempenho e as caracteristicas de carcaca de suinos suplementados com RAC tém
sido extensivamente investigados ao longo de anos. Estudos comprovam o efeito positivo de
tal aditivo sobre o ganho de peso, a eficiéncia alimentar e o rendimento de carcaca
(FELDPAUSCH et al., 2016; GARBOSSA et al., 2013; GRAHAM et al., 2014; MENDOZA
etal., 2017; PAULK et al., 2015a; PAULK et al., 2015b; PETERSON et al., 2015; PILCHER;
ARENTSON; PATIENCE, 2015; POMPEU et al., 2017; PULS et al., 2014; PULS et al., 2015).
Adicionalmente, 0 aumento na porcentagem de carne magra, na profundidade e area de olho de
lombo em detrimento da deposicdo de gordura e da espessura de toucinho também sdo
constantemente relatados (CANTARELLI et al., 2009; FELDPAUSCH et al.,, 2016;
FERREIRA et al., 2011; MENDOZA et al., 2017; NEEDHAM; HOFFMAN, 2015a; PAULK
et al., 2015a; PAULK et al., 2015b; POMPEU et al., 2017; PULS et al., 2015).

Caracteristicas que afetam a qualidade da carne, como pH, cor, for¢a de cisalhamento e
marmoreio também foram avaliadas em carcacas de suinos suplementados com RAC
(GARBOSSA et al.,, 2013; NEEDHAM; HOFFMAN, 2015b; PATIENCE et al., 2009;
POMPEU et al., 2017; PULS et al., 2015). De forma geral, todos esses autores relatam que
alteracdes em tais parametros, quando presentes, sdo minimas e, na maioria das vezes, ndo
notadas pelos consumidores.

Dentre os estudos sobre desempenho, caracteristicas da carcaca e qualidade da carne de
suinos em terminacao suplementados com RAC, vale ressaltar uma recente meta-analise de 57
pesquisas publicadas de 2004 a 2016 (POMPEU et al., 2017). As variaveis dependentes
analisadas incluiram peso vivo final, ganho de peso diério, consumo de racdo diario, conversao
alimentar, peso da carcaga quente, rendimento de carcaga, comprimento da carcaca, rendimento

de massa magra, espessura de toucinho, area de olho de lombo, profundidade do lombo, pH
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post mortem, brilho da carne e intensidade da cor vermelha e amarela. Os autores concluiram
que a RAC melhorou a conversao alimentar, aumentou o peso final, o ganho de peso diério, o
peso da carcaca quente, o rendimento de massa magra, a profundidade e a area de olho de lombo
e gue esses efeitos foram lineares, mesmo em concentracGes mais altas de RAC (20 mg/kg).
Adicionalmente, foi constatado que a suplementacdo com RAC foi mais efetiva nos animais
com maior peso inicial, embora tenham sido observadas diferentes respostas de acordo com o
sexo, sendo mais eficientes em machos do que fémeas. Por fim, os autores ressaltam que o

efeito sobre a qualidade da carne suina foi relativamente limitado.

2.4.3 Efeito da ractopamina sobre o metabolismo do tecido adiposo

In vitro, foi demonstrado que a RAC foi capaz tanto de inibir a lipogénese quanto de
estimular a lipdlise (LIU; BOYER; MILLS, 1989; MILLS; LIU, 1990; PETERLA; SCANES,
1990). Entretanto, mesmo reconhecendo seu valor cientifico para a demonstragdo de um evento
bioldgico, tais resultados ndo devem ser extrapolados para um ser vivo de forma direta, pois as
interacdes que ocorrem entre as diversas vias metabdlicas sao, de fato, complexas (FERREIRA
etal., 2013).

Dados de estudos in vivo compilados em uma revisdo sisteméatica mostram que a agdo da
RAC sobre a reducdo da deposicéo lipidica na carcaca de suinos é devida, principalmente, a
maior inibicdo da lipogénese do que a uma maior estimulacdo da lipdlise (FERREIRA et al.,
2013). Por exemplo, Mills et al. (1990) relataram reducéo na atividade da ME e na sensibilidade
a insulina em adipdcitos de suinos alimentados com RAC, mostrando, assim, que a RAC é
capaz de inibir a lipogénese.

A expressdo de genes associados ao metabolismo lipidico anabdlico (FAS, GLUT-4,
SCD, SREBP-1, leptina) e ao metabolismo lipidico catabolico (carnitina palmitoil-transferase-
1B e acil-CoA desidrogenase) no tecido adiposo, musculo esquelético e figado foi estudada em
dois gendtipos divergentes de suinos alimentados com RAC. No tecido adiposo dos animais
que receberam RAC, os autores encontraram reducdo na concentracdo de mRNA relacionado
as vias lipogénicas (FAS, SCD e SREBP-1), assim como para 0 GLUT-4. Como o GLUT-4 ¢
0 responsavel pelo transporte de glicose para o interior dos adipocitos, a reducao da expressao
génica deste transportador implica na menor captacdo da glicose circulante pela célula,
contribuindo para a reducdo da deposi¢cdo de gordura no tecido adiposo. No mdusculo
esquelético, também foi observado uma diminuicdo nos teores de GLUT-4, enquanto que as

expressoes de carnitina palmitoil-transferase-1B e acil-CoA desidrogenase aumentaram com a
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RAC. A expressdo de acil-CoA desidrogenase hepatica também foi maior com a RAC,
entretanto, neste tecido, foi observada uma interagdo com o gen6tipo, sendo dificil atribuir um
efeito direto da RAC (REITER et al., 2007).

Halsey et al. (2011) também avaliaram a expressdo de SREBP-1, PPARa, PPARYy2, FAS,
GLUT4 e SCD (genes lipogénicos) no tecido adiposo de suinos suplementados com RAC (20
e 60 mg/kg). A expressdao de SREBP-1 ¢ PPARy2 diminuiu com a RAC aos 28 ¢ 42 dias,
enquanto que a expressao de PPARa aumentou nos dias 14, 28 e 42. Depois de 14 dias, a
expressao de FAS e GLUT4 reduziu com 60 mg/kg de RAC, enguanto que ambas as
concentracdes de RAC atenuaram a expressao de FAS nos dias 28 e 42. No geral, a expressao
de SCD no tecido adiposo nédo foi afetada pela RAC, embora tenha sido observada uma
tendéncia a diminuicdo aos 28 dias com 60 mg/kg de RAC. Os autores concluiram gque mesmo
apos 42 dias, a RAC ainda diminui a expressao de genes lipogénicos no tecido adiposo.

Por outro lado, Liu et al. (1994) ndo observaram efeitos sobre as atividades das enzimas
ACO0AC e ME e ndo encontraram alterac6es nas concentragdes de mRNA para ACoAC, GLUT-
1 e GLUT-4, no tecido adiposo de leitdes mesticos alimentados com RAC. Em sua revisdo
sistematica, Ferreira et al. (2013) sugerem que este resultado pode estar relacionado,
especificamente, a quantificacdo das enzimas, ja que outros autores também avaliaram enzimas-

chave no processo da lipogénese que foram negativamente afetadas pela RAC.

2.4.4 Efeito da ractopamina sobre o metabolismo do tecido muscular

De acordo com alguns autores, a RAC pode causar hipertrofia das fibras musculares em
decorréncia do aumento da sintese proteica e/ou diminuigdo de sua degradagdo (ADEOLA,
BALL; YOUNG, 1992; ANDERSON et al., 1990; BERGEN et al., 1989; GUNAWAN et al.,
2007; SALEM et al., 2006). Foi demonstrado que tanto o clembuterol quanto a ractopamina
aumentaram significativamente os transcritos de mRNA dos genes que codificam a cadeia
pesada de miosina de contragdo rapida e a proteina citoesquelética, B-actina em truta arco-iris,
sugerindo um papel anabdlico dos B-AA nas proteinas miofibrilar e citoesquelética (SALEM et
al., 2006). Em cultura de células musculares de ratos, a ractopamina aumentou a incorporagao
de metionina, aumentou a taxa aparente de sintese proteica das proteinas de 43 kDa e da cadeia
pesada de miosina (ANDERSON et al., 1990). A taxa de sintese proteica também foi maior em
suinos alimentados com ractopamina (6,1%/dia), comparados ao controle (4,4%l/dia),
explicando a hipertrofia muscular observada (BERGEN et al., 1989). Quando uma dieta

contendo 170 g de proteina/kg foi suplementada com RAC, 0s suinos apresentaram maiores
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teores proteicos e taxas fracionais de sintese de proteinas miofibrilares nos masculos longissimo
e biceps femoral (ADEOLA; BALL; YOUNG, 1992). Ainda em suinos, Gunawan et al. (2007)
mostraram que os genes que codificam as isoformas de cadeia pesada de miosina séo regulados
diferencialmente pela RAC e sugerem que o efeito de reparticdo induzido pelo B-AA é, em
parte, mediado pela alteracdo da expressao génica do tipo de fibra muscular, talvez através do
receptor adrenérgico B2 (B2-AR).

Ha& ainda a hipotese de que a RAC possa aumentar a atividade da calpastatina, enzima
que inibe a atividade das calpainas, as quais sdo responsaveis pela degradacédo de miofibrilas, o
que culminaria em maiores massas musculares (JOHNSON; SMITH; CHUNG, 2014). De fato,
Wheeler e Koohmaraie (1992) demonstraram um aumento da atividade da calpastatina em
decorréncia do uso de RAC dietética. Entretanto, em outras investigacGes, apesar dos autores
terem observado um aumento na concentracao de mRNA (SALEM et al., 2006) ou na atividade
(STRYDOM et al., 2009) da calpastatina em resposta a RAC, a atividade enzimética da calpaina
ndo foi alterada. Esses resultados indicam que, embora a via calpastatina/calpaina responda a
administracdo de um B-AA, pode nédo ser a principal mediadora dos efeitos desses compostos
no musculo.

Existem poucos estudos acerca da influéncia da RAC sobre o perfil de expresséo do tecido
muscular de suinos, especialmente das enzimas envolvidas no metabolismo energético. Assim,
Costa-Lima et al. (2015) examinaram o proteoma sarcoplasmatico do musculo Longissimus
thoracis de suinos alimentados com RAC. Nove proteinas foram diferencialmente expressas
entre 0s grupos RAC e controle. A gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase e fosfoglicomutase-1
foram mais abundantes nos animais do grupo controle, enquanto que a albumina sérica, anidrase
carbdnica 3, L-lactato desidrogenase A, frutose-bifosfato-aldolase A e a cadeia leve da miosina
foram mais expressas nos animais alimentados com RAC. Estes resultados sugerem que a RAC

também influencia a abundancia de enzimas envolvidas no metabolismo glicolitico.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A glicerina € um importante ingrediente alternativo na dieta de suinos devido ao seu alto
valor energético e viabilidade econémica, contudo pesquisas indicam que o0 aproveitamento de
altos niveis de glicerina dietética pode ser limitado metabolicamente. O desempenho, as
caracteristicas de carcaga e a qualidade da carne de suinos suplementados com RAC tém sido
extensivamente investigados ao longo de anos, com resultados positivos comprovados em tais
parametros. Entretanto, pouco se conhece sobre o metabolismo do glicerol em suinos
alimentados com dietas contendo glicerina bruta mista e cloridrato de ractopamina. Tal
compreensdo contribuird para a formulagdo de dietas mais balanceadas e adequadas

nutricionalmente.
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Summary text for the Table of Contents
The glycerin is an important alternative energy ingredient in the diet of pigs and the ractopamine
is a feed additive which has been associated with improvements in animal performance and
meat quality. The present study contributes to the advancement of the animal science, because
it provides information about a subject still little explored that is the glycerol metabolism in
pigs fed diets containing glycerin and ractopamine. Such understanding is necessary to

contribute with the formulation of diets nutritionally more adequate.

Abstract. The optimized use of mixed crude glycerin (MCG) and ractopamine hydrochloride
(RH) in diets for finishing pigs requires a better understanding of glycerol metabolism.
Therefore, this study evaluated the performance, blood parameters, metabolite levels in the
Longissimus lumborum muscle and the activity of enzymes in the liver, subcutaneous adipose
tissue and kidney of pigs fed diets containing MCG and/or RH. According to the initial weight,
64 barrows were distributed in a 4 x 2 factorial design, corresponding to four concentrations of
MCG (0, 100, 150, and 200 g/kg) in diets containing 0 or 10 mg/kg RH. There was no MCG x
RH interaction for all the evaluated parameters. Moreover, there was no isolated effect of
dietary MCG or RH on the weight gain and the blood concentrations of glucose, insulin,
triacylglycerols, total cholesterol, total protein, albumin, creatinine, cortisol, and lactate. There
was a higher rate of phosphorylation of glycerol in the liver, stimulation of lipogenesis in
adipose tissue and a likely increase in the utilization of glycerol by muscle fibers in response to
an increased concentration of circulating glycerol from the diet. On the other hand, when the
diet contained up to 200 g/kg MCG and 10 mg/kg RH, there were indications of lower
utilization of glycerol for the synthesis of triacylglycerols in muscle, liver and adipose tissue,
besides increased oxidation of amino acids in the liver followed by improved feed conversion

of pigs.
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Additional keywords: animal metabolism, glucose-6-phosphate dehydrogenase, glutamate

dehydrogenase, glycerol kinase, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, malic enzyme.

Introduction

Glycerin is a byproduct from biodiesel production which has attracted the attention of
researchers and other professionals related to pig production due to its high energy value
(Gomide et al. 2012; Carvalho et al. 2013) and growing market supply (USDA-FAS 2017).
Although the purified glycerin usually has a higher energy value, it is more expensive when
compared to crude glycerin (Bernardino et al. 2014). However, the concentration of crude
glycerin included in the diet needs to be considered because it may influence the performance
of pigs and the quality of meat (Orengo et al. 2014; Faria et al. 2015). In turn, the ractopamine
hydrochloride (RH) is a beta-adrenergic agonist able to improve performance, carcass
characteristics and meat quality in pigs (Puls et al. 2015; Mendoza et al. 2017). Nevertheless,
although one of the RH effects is to reduce fat content in the pig carcass, it is still controversial
whether its main action mechanism is based on inhibition of lipogenesis or stimulation of
lipolysis (Aradjo et al. 2014).

Although the metabolism of glycerol is complex, the advancement of this field of
knowledge is necessary, because to maximize the dietary glycerin utilization it is important that
the concentration of crude glycerin added in the diet does not exceed the capacity of the pigs to
metabolize the glycerol. In addition, it is important know if the effects of the RH on metabolism
in pigs are altered when the diet contains crude glycerin. Up to the present moment, no study
has been found on the RH effects in the metabolism of finishing pigs fed diets containing
increasing concentrations of mixed crude glycerin (MCG). Therefore, the present study was

performed to evaluate the performance, blood parameters, metabolite levels in the muscle, and
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the activity of enzymes in the liver, adipose tissue and kidney of pigs fed diets containing MCG

and/or RH.

Materials and methods
All animal procedures used in the present study were approved by the Ethics Committee on

Animal Use of the Federal University of Lavras (Protocol Number 040/15).

Experimental design and diets

The experimental design was in randomized blocks (initial weight of pigs), arranged ina 4 x 2
factorial design with four MCG concentrations (0, 100, 150, and 200 g/kg) in diets containing
0 or 10 mg/kg of RH (Ractosuin®, Ouro-Fino Salde Animal, Cravinhos, SP, Brazil). The
criterion used for the formation of blocks was the animal’s initial weight. Each experimental
diet was evaluated in eight replicates of one pig (experimental unit).

The MCG was derived from biodiesel production using soybean oil and animal fat (60%
and 40%, respectively) as inputs. The chemical composition of MCG (Table 1) was considered
during the formulation of the experimental diets (Table 2). Isonutritive and isocaloric diets were
formulated to meet the nutritional requirements of pigs, according to the recommendations of
Rostagno et al. (2011). The MCG was included in the diets as a substitute for maize, considering

the metabolizable energy value of 14.55 MJ/kg (Melo et al. 2014).

Animals and experimental procedures
The experiment was performed with 64 barrows from the interbreeding of Agroceres PIC 337
boars and Camborough 25 sows, with initial average weight of 77.2 + 6.0 kg. The pigs were

housed individually in pens of concrete floor measuring 2.3 x 1.5 m. Each pen was equipped
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with a semiautomatic feeder and a nipple drinker. The minimum temperature of the barn was
20.6 £ 1.1 °C and the maximum temperature was 27.7 £ 1.4 °C.

The experimental period lasted 28 days. The animals received water ad libitum.
However, once glycerin can affect feed intake (Orengo et al. 2014), there was a daily supply of
3 kg of feed for each pig for the first 18 days of the experiment and 4 kg for the next 10 days.
These values correspond to the average basal feed intake observed over the years by our
research group for pigs under similar genetic, weight, age, and sex conditions. Such control in
the feed supply was performed to ensure the MCG ingestion at increasing levels by the pigs.
Feeding was performed twice a day. The occasional leftovers were weighed and considered in
all the performed feeding. The daily feed intake (DFI) was measured throughout the
experimental period. The daily MCG intake was estimated according to the amount of
consumed feed and to the MCG concentration in the feed. The pigs were weighed at the
beginning and at the end of the experimental period. The feed conversion was evaluated

considering the ratio between DFI and daily weight gain.

Collection of blood samples and analyses
On the 27" experimental day, after 8-h fasting, blood was collected through jugular vein
catheterization. A total of 18 mL blood was collected from each pig, being 9 mL collected in
tube containing sodium fluoride and EDTA (BD Vacutainer, Juiz de Fora, MG, Brazil) and 9
mL collected in tube without anticoagulant (BD Vacutainer, Juiz de Fora, MG, Brazil). Blood
samples were centrifuged at 2,000 x g for 15 min to collect the plasma or serum fraction. All
the evaluated blood parameters were measured using the PowerWave™ XS Microplate Scaring
Spectrophotometer (Bio-Tek Instruments, Potton, United Kingdom).

Plasma was used for the determination of glucose levels (catalog number 1770130,

Laborlab, S&o Paulo, SP, Brazil), creatinine (catalog number 1770100, Laborlab, S&o Paulo,
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SP, Brazil), lactate (catalog number 138, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil), and free glycerol
(catalog number MAK117, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Serum was used for the
determination of levels of insulin (catalog number RAB0327, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), triacylglycerols (catalog number 1770290, Laborlab, S&o Paulo, SP, Brazil),
total cholesterol (catalog number 743051, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil), total protein (catalog
number 99, Labtest, Lagoa Santa Maria, MG, Brazil), aloumin (catalog number 1770010,
Laborlab, Sdo Paulo, SP, Brazil), and cortisol (catalog number SE120037, Sigma-Aldrich, St.

Louis, Missouri, USA).

Collection of organs and tissues and analyses

At the end of the experimental period (28" day), after 8-h fasting, the pigs were stunned by
electronarcosis and slaughtered by bleeding. Throughout the evisceration procedure, samples
of muscle tissue (Longissimus lumborum), liver, adipose tissue (subcutaneous fat), and kidney
were collected. Immediately after collection, the samples were frozen in liquid nitrogen and
stored at -80 °C until the analyses were performed.

The concentrations of glycerol and carnitine were measured in muscle tissue. In the
liver, the activities of glycerol kinase (GK, EC 2.7.1.30), glycerol-3-phosphate dehydrogenase
(GPDH, EC 1.1.1.8), glutamate dehydrogenase (GDH, EC 1.4.1.2), malic enzyme (ME, EC
1.1.1.40), and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) were determined. In
the adipose tissue, the activities of ME and G6PDH were determined. The GK activity was also
determined in the kidney. For all the evaluated enzymes, the quantities of proteins in the enzyme
extracts were determined according to Bradford (1976) using bovine serum albumin as a
standard protein.

The concentrations of glycerol and carnitine in the muscle extract were determined

using the protocols described in kits MAK117 and MAKO063 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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Missouri, USA), respectively. The extraction of GK was performed with the methodology
adapted from Bernardino et al. (2014). Thus, 100 mg liver or Kidney tissue were macerated in
porcelain grains maintained in an ice bath, in the presence of 1 mL of 25 mM Hepes-KOH
buffer and pH 7.2. After complete homogenization, the extracts were centrifuged at 15,000 x ¢
for 10 min at 4°C. The kinetic assay of GK activity in the supernatant was performed according
to Kihara et al. (2009). The GK activity was expressed as moles of glycerol-3-phosphate
formed/min.g protein (U/g protein). Liver extraction and the determination of GPDH activity
were performed according to the protocol described in MAK208 kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA). The GPDH activity was expressed in nmol of NADH formed/min.ug protein
(U/ug protein). Liver extraction and the determination of GDH activity were performed
according to the protocol described in MAKO099 kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
The GDH activity was expressed in nmol of NADH formed/min.g protein (U/g protein).

For the ME, the liver extract was obtained according to Ribeiro et al. (2013). For ME in
the subcutaneous adipose tissue, the enzyme extract was prepared according to the methodology
described by Huang et al. (2008). For both types of extracts, the ME activity was determined
according to Spina Junior et al. (1970) and expressed in umol of NADPH formed/min.mg
protein (U/mg protein). The preparation of the extract and determination of G6PDH activity in
the liver were performed according to the protocol described in MAKO15 kit (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA). For the G6PDH in adipose tissue, the enzyme extract was prepared
according to Huang et al. (2008) and the activity was determined using the MAKO015 kit. For
both types of extracts, the G6PDH activity was expressed in nmol of NADPH formed/min.ug

protein (U/ug protein).
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Statistical analyses
The results of all the parameters were initially evaluated for normality by the Shapiro-Wilk test
and the results that did not show normal distribution were transformed by the RANK procedure
of SAS (version 9.2, 2009, Cary, NC, USA). The PROC RANK statement with the NORMAL
option was used to produce the normalized transformed variables. All data were analyzed using
the MIXED procedure of SAS appropriately for a randomized block design (initial weight) by
applying a model with MCG (four levels) and RH (two levels) as an interaction. Once no
interaction was verified, this effect was discarded from the model. Polynomial regression
models (P < 0.05) were used to evaluate the effect of MCG concentration in the diet. The

significance of the RH effect on the diet was evaluated by the F test at 5% probability.

Results

Performance

There was no MCG x RH interaction for all the evaluated performance parameters (P > 0.05).
The increase in the dietary MCG concentration affected the DFI (Qua, P = 0.032; Table 3) and
the daily MCG intake by the pigs (Lin, P < 0.0001). On the other hand, the addition of RH in
the diet did not alter the DFI and the daily MCG intake (P > 0.05). There was no effect of MCG
or RH on the final weight of pigs (P > 0.05). The addition of up to 200 g MCG/kg of feed did
not affect the feed conversion (P > 0.05). Regardless of the dietary MCG concentration, the

addition of RH (10 mg/kg) improved feed conversion by approximately 5% (P = 0.039).

Blood parameters
There was no MCG x RH interaction for all the evaluated blood parameters (P > 0.05). There
was also no isolated effect of the dietary MCG or RH on the blood concentrations of glucose,

insulin, triacylglycerols, total cholesterol, total protein, aloumin, creatinine, cortisol, and lactate
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(P > 0.05; Table 4). The plasma glycerol level was not altered by the addition of RH in the diet
(P > 0.05). On the other hand, the increased concentration of MCG in the diet affected (Qua, P

< 0.0001) the level of circulating glycerol.

Metabolites and enzymatic activity in organs and tissues

There was no MCG x RH interaction for the concentration of glycerol and carnitine in the loin
and the activity of evaluated enzymes (P > 0.05). The concentration of glycerol determined in
the muscle extract was affected (Qua, P < 0.0001) by the concentration of MCG or addition of
RH in the diet (P < 0.0001) (Table 5). There was no effect of dietary MCG or RH on the
concentration of carnitine in the muscle extract (P > 0.05). The GK activity in the liver extract
increased (Lin, P = 0.0002) according to the increase in dietary MCG concentration and
reduced due to the addition of RH in the diet (P < 0.05). The GPDH activity in the liver extract
was also reduced by the addition of RH in the diet (P < 0.0001), but it was not affected by the
dietary MCG concentration (P > 0.05). The activity of liver GDH increased with the addition
of RH in the diet (P < 0.05) without effect of the dietary MCG concentration (P > 0.05). The
presence of MCG in the diet tended to increase liver ME activity (P = 0.068) without
influencing G6PDH activity (P > 0.05). The addition of RH in the diet did not alter the activity
of ME or G6PDH in the liver (P > 0.05). In the adipose tissue, the increased concentration of
MCG in the diet increased (Lin, P < 0.0001) the ME activity without affecting G6PDH activity
(P > 0.05). The addition of RH in the diet did not alter the ME activity in the adipose tissue (P
> 0.05), however, the G6PDH activity was decreased (P < 0.0001). The GK activity in the
kidneys was affected (Qua, P < 0.0001) by dietary MCG concentration; however, it was not

influenced by RH (P > 0.05).
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Discussion
Although daily feed supply was done in a controlled manner (3 kg for each pig for the first 18
days of the experiment and 4 kg for the next 10 days), the MCG concentration in the diet
affected the DFI. There was an increase in DFI when the diet contained MCG at the
concentration of up to approximately 100 g/kg, similar to that observed by Orengo et al. (2014).
The DFI tended to be similar for dietary MCG concentrations from 100 to 150 g/kg, with
reduction in DFI when 200 g MCG/kg were used. Despite the quadratic effect of dietary MCG
concentration on DFI, there was a linear increase in glycerin intake by pigs due to the increased
MCG concentration in the diet. The addition of up to 200 g MCG/kg of diet did not reduce pig
weight gain and did not worsen feed conversion. Therefore, the MCG can be used as a partial
substitute for maize as a strategy to reduce the cost of feed, especially in places with high supply
of glycerin and in high cost periods of maize. The RH improved the feed conversion regardless
of the dietary MCG concentration, representing an important result, because although the RH
is recognized as a performance improver of finishing pigs (Puls et al. 2015, Mendoza et al.
2017), the occurrence of such beneficial effect in the presence of MCG in the diet was unknown.
With the exception of free glycerol, the concentration of all other compounds measured
in blood was not altered by the concentration of MCG or addition of RH in the diet. The mean
plasma glucose level (107.23 mg/dL) is in agreement with the reference value for pigs (85 to
150 mg/dL; Kaneko et al. 2008). The mean serum insulin concentration (2.94 plU/mL) was
lower than the determined by Shelton et al. (2004), possibly due to differences in pig genetics,
diet composition and fasting time prior to blood collection. However, insulin concentration was
similar among all the pigs used in the present study. Orengo et al. (2014) also observed no
effect of dietary glycerin on circulating insulin concentration. Furthermore, the serum levels of
triacylglycerols, total cholesterol, total protein and aloumin were also similar among all pigs,

indicating maintenance of homeostasis, and were in agreement with the reference values for the
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species (Klem et al. 2010; Perri et al. 2017). High plasma creatinine concentrations indicate
kidney failure (Braun and Lefebvre, 2008). Therefore, the results indicate that the use of MCG
and RH in the diets at the evaluated concentrations throughout the 28-day period did not alter
the renal function of pigs, since the average value of creatinine determined in this study (1.41
mg/dL) is in the common range of variation for the species (1 to 2.7 mg/dL; Kaneko et al.
2008). In turn, cortisol is a steroid hormone released abundantly in the bloodstream in situations
of physical or psychological stress (Athayde et al. 2013). The mean cortisol content determined
in this study (103.93 ng/mL) was higher than the value reported by Athayde et al. (2013) for
pigs fed with a diet containing RH (73.4 ng/mL) and lower than the levels reported by Shaw et
al. (1995) for stressed pigs that developed PSE meat (166.3 ng/mL). In any case, regardless of
the determined numerical value, it is important to emphasize that MCG and RH did not show a
significant stressor effect for pigs, since blood cortisol concentrations were statistically similar
among the evaluated treatments, including diets without MCG or RH. Lactate is also considered
as an indicator of physical stress when there is anaerobic metabolic pathway in muscle cells
(Athayde et al. 2013). The mean lactate content determined in the present study (39.66 mg/dL)
was lower than the reported for pigs under physical stress (118.44 to 362.97 mg/dL) (Pérez et
al. 2002; Athayde et al. 2013), indicating that whether there was any physical stress during
blood collection in this study, it was minimal and similar among all pigs. Although RH did not
affect the glycerol content in the blood, the increased MCG concentration in the diet raised the
level of plasma glycerol, corroborating that there is intestinal absorption of glycerol and
correlation between the glycerin concentration in the diet and the amount of circulating glycerol
in monogastric animals (Hansen et al. 2009; Bernardino et al. 2014).

Taking into account the three diets containing MCG, the increase in MCG concentration
raised the glycerol concentration in Longissimus lumborum, demonstrating a direct correlation

between glycerol concentration in blood and in skeletal muscle of pigs. After intravenous
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administration of glycerol in humans, Samra et al. (1996) and Rosdahl et al. (1998) concluded
that glycerol is transported from the plasma to the interstitial fluid of skeletal muscle as a
function of the existing concentration gradient. In addition, Inoue et al. (2009) proposed that
the uptake of plasma glycerol by the muscle fiber occurs through the aquaglyceroporin 9, after
demonstrating its expression in muscle tissue. The phosphorylation from glycerol to glycerol-
3-phosphate by GK allows its utilization for lipid synthesis or energy generation according to
the animal’s energetic state at the given moment (Montell et al. 2002). In general, the sites of
greatest expression and activity of GK are the liver and kidneys, being the GK activity
considered low in skeletal muscle (Seltzer et al. 1989). However, Newsholme and Taylor
(1969) determined the GK activity in the skeletal muscle of several invertebrates and
vertebrates and observed that there is an increase in GK activity as a function of the greater
availability of glycerol. Watford (2000) also stated that skeletal muscle of mammals may show
considerable GK activity, and Montell et al. (2002) demonstrated this activity in cultured
human muscle cells. Another way of using glycerol is through the direct acylation of glycerol
by the action of the enzyme glycerol:acyl-CoA acyltransferase during the synthesis of
triacylglycerols in skeletal muscle of pigs (Lee et al. 2001). In addition, the same authors
reported that the direct acylation pathway was intensified when glycerol-3-phosphate formation
was decreased or when the intracellular concentration of glycerol was increased. Therefore,
increased muscle fiber uptake of glycerol from dietary MCG suggests that such cell may
metabolize glycerol, although there is a need for further studies with pigs in order to elucidate
such mechanisms (via GK activity and/or via direct acylation by glycerol:acyl-CoA
acyltransferase). On the other hand, regardless of the MCG concentration in the diet, the use of
RH reduced the concentration of muscle glycerol by 21.84%. Similarly, in a recent metabolomic
study, the addition of the B-adrenergic agonist clenbuterol in the pig diet also reduced the

glycerol concentration in muscle tissue (Li et al. 2016). Isoprenaline, a non-selective [-
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adrenergic agonist, also stimulated the release of glycerol by skeletal muscle (Jocken et al.
2008). Moreover, the mRNA for aquaglycereroporin 7 was determined in skeletal muscles
(Kishida et al. 2000; Wakayama et al. 2004; Skowronski et al. 2007), signaling to be an entry
and/or exit pathway of glycerol (Skowronski et al. 2007). Therefore, the results of the present
study demonstrate that when the diet is supplemented with RH there is a decrease at the glycerol
concentration in the skeletal muscle, signaling a lesser use of glycerol by muscle fibers for the
synthesis of triacylglycerols. On the other hand, it should also be considered that p-adrenergic
agonists can make muscle protein turnover more positive (Adeola et al. 1992; Gunawan et al.
2007; Carr et al. 2009; Costa-Lima et al. 2015) by hypertrophy of muscle fibers and/or
decreased of the myofibrillar proteins degradation (Adeola et al. 1992; Gunawan et al. 2007).
According to Costa-Lima et al. (2015), the use of RH in the diet of pigs increased the expression
of enzymes involved in energy metabolism (fructose-bisphosphate aldolase and lactate
dehydrogenase). Thus, since protein synthesis is a highly anabolic process, RH may have
provided greater oxidation of glycerol generating energy for the muscle fiber. Therefore, the
concentration of glycerol determined in muscle was lower when the diet contained RH. As
future prospects, further studies are necessary in order to verify how much the inhibition of
lipogenesis and the protein synthesis contribute to the reduction of glycerol concentration in
muscle tissue of finishing pigs fed diets containing MCG and RH. For the concentration of L-
carnitine in the Longissimus muscle, there was no effect of the concentration of MCG or the
addition of RH in the diet, demonstrating that there was no change in the transport rate of long-
chain fatty acids from the cytosol to the mitochondrial matrix, suggesting that there was no
increase in the oxidation rate of long-chain fatty acids.

The GK activity in the liver extract increased linearly as a function of the increase of
MCG in the diet. These results demonstrate a metabolic adjustment of the liver in response to

increased plasma glycerol concentration and still indicate that there was no saturation of liver
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GK activity even when the dietary MCG concentration was 200 g/kg. Similarly, studies with
broiler chickens (Bernardino et al. 2014), fish (Costa et al. 2015) and young bulls (Ladeira et
al. 2016) also showed a positive regulation of liver GK activity as a function of the increase of
glycerin in the diet in order to allow a better utilization of the glycerol consumed by the animals.
In piglets, the addition of up to 150 g crude glycerin per kg of diet increased liver transcription
of the GK gene (Papadomichelakis et al. 2012). Already the addition of RH in the diet reduced
the GK activity in the liver of pigs. It is important to consider that, regardless of the dietary
concentration of MCG, circulating glycerol was mostly derived from the diet and blood glucose
level was maintained within the reference values for the species (Kaneko et al. 2008), with no
difference among the evaluated treatments. Thus, under such conditions, liver stimulation was
not expected to increase the rate of glycerol oxidation to produce energy or intensify its use by
the gluconeogenic route. Therefore, since glycerol-3-phosphate produced by GK is required for
the synthesis of triacylglycerols (Montell et al. 2002) and RH can decrease lipogenesis (Ferreira
et al. 2013), the reduction of liver GK activity by RH can explain, at least partially, one of the
mechanisms by which RH inhibits lipogenesis in pigs.

The GPDH is an important enzyme for the metabolism of carbohydrates and lipids, since
it catalyzes the reversible conversion between dihydroxyacetone phosphate and glycerol-3-
phosphate. The reduction of GPDH activity has been related to the lower synthesis of
triacylglycerols (Sato et al. 2014). Therefore, the results of the present study indicate that RH
can decrease lipogenesis in the liver of pigs because it also reduces the GPDH activity, resulting
in the lower supply of glycerol-3-phosphate from glucose to the synthesis of triacylglycerols.
On the other hand, the use of MCG in the diet increased the GK activity without altering the
GPDH activity, thus suggesting that the glycerol-3-phosphate used for the synthesis of

triacylglycerols was predominantly produced by GK from dietary glycerol.
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The GDH is a liver-abundant enzyme catalyzing the reversible oxidative deamination
from L-glutamate to a-ketoglutarate using NAD* and/or NADP™ as a coenzyme. L-leucine is
one of the major activators of GDH (Li et al. 2012; Wang et al. 2018) and GDH activity needs
to be increased when excess amino acids need to be oxidized. Thus, the leucine action as a GDH
activator has been justified because leucine is an essential amino acid abundant in dietary
proteins and therefore a good indicator of protein consumption (Li et al. 2012). In a recent
study, it was shown that the addition of clenbuterol in the diet induced an increase of leucine in
skeletal muscle and adipose tissue of pigs (Li et al. 2016). Therefore, in the present study, it is
hypothesized that RH may have increased leucine concentration in extrahepatic tissues of pigs,
reflecting the activation of GDH in the liver.

Although there was only a tendency to increase the ME activity in the liver when the diets
contained MCG, the ME activity increased linearly in the adipose tissue as a response to the
increase of the dietary MCG concentration. Therefore, in as much as blood glycerol
concentration increased, the adipocytes increased the synthesis of NADPH from the catalytic
action of ME, indicating that the increase of MCG in the diet stimulated the synthesis of
triacylglycerol in adipose tissue. A justification for explaining the difference in ME regulation
in liver and adipose tissue is because the main site of lipid synthesis in pigs is adipose tissue
(Corominas et al. 2013). On the other hand, dietary glycerol was not able to influence the
G6PDH activity in liver and adipose tissue. In general, the ME activity in adipose tissue was
approximately 40 times greater than the ME activity in the liver. Similarly, the G6PDH activity
in adipose tissue was almost three times greater than the GGPDH activity in the liver, supporting
that lipogenesis in pigs is predominant in adipose tissue (Corominas et al. 2013). The addition
of RH in the diet did not alter the production of NADPH by ME in liver and adipose tissues and
by G6PDH in the liver. Liu et al. (1994) also observed no effect of RH on Acetyl-CoA

carboxylase and ME activities in adipose tissue of piglets. However, RH reduced the G6PDH
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activity in adipose tissue, indicating that the inhibition of lipogenesis by the addition of RH in
the diet (Ferreira et al. 2013) may be related to the effect of RH in reducing G6PDH activity in
the adipocyte.

Circulating glycerol is mainly metabolized by the liver and kidneys (Xue et al. 2017).
In this context, the understanding on the metabolism of dietary glycerol includes the
determination of GK activity in the kidneys, since after reabsorption of glycerol by the renal
aquaglyceroporin 7, GK performs its phosphorylation to glycerol 3-phosphate, reducing its loss
by urine (Sohara et al. 2009). In comparison to the diet without MCG, the addition of 100 g
MCG per kg of diet increased the GK activity in kidneys by approximately 24.2%, indicating
that there was a metabolic regulation to minimize the loss of glycerol by urine. However, when
the addition of MCG in the diet ranged from 100 to 200 g/kg, the GK activity in the kidneys
showed little variation (9.35 to 9.42 U/g protein, respectively). In a study with pigs, Oliveira et
al. (2014) reported that the addition of crude glycerin in the diets at concentrations of 90 and
180 g/kg increased the glycerol excretion by urine. Therefore, in the present study, the addition
of MCG in the diet at concentrations above 100 g/kg probably resulted in greater loss of glycerol

by urine due to saturation of the catalytic capacity of GK in the kidneys.

Conclusions

This study reported that there is a higher rate of phosphorylation of glycerol in the liver,
stimulation of lipogenesis in adipose tissue and a likely increase in the utilization of glycerol
by muscle fibers in response to an increased concentration of circulating glycerol from the diet.
However, when the diet contains up to 200 g/kg MCG and 10 mg/kg RH, there are indications
of lower utilization of glycerol for the synthesis of triacylglycerols in muscle, liver and adipose
tissue, besides increased oxidation of amino acids in the liver followed by improved feed

conversion of pigs.
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APENDICES

APENDICE A - Tabelas

Table 1. Chemical composition of mixed crude glycerin?® (as-fed basis)
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Chemical composition

Analyzed composition?

Nutritional characteristics (g/kg)
Moisture and volatiles
Glycerol
Crude protein
Ashes
Sodium
Potassium

Methanol (g/kg)

pH

132.9

803.0

0.35

52.4

19.7

0.5

12.0

7.0

!Mixed crude glycerin (MCG) from soybean oil and animal fat.

2Chemical analyses performed by the CBO Analysis Laboratory (Campinas, SP, Brazil).
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Table 2. Ingredients and chemical composition of experimental diets (as-fed basis)

MCG, mixed crude glycerin; RH, ractopamine hydrochloride

MCG (0 g/kg) MCG (100 g/kg) MCG (150 g/kg) MCG (200 g/kg)

Without RH  With RH Without RH  With RH Without RH  With RH Without RH  With RH

Ingredients (g/kg)

Maize 763.0 763.0 654.5 654.5 599.0 599.0 541.5 541.5
Glycerin 0.0 0.0 100.0 100.0 150.0 150.0 200.0 200.0
Soybean meal 1915 191.5 210.6 210.6 220.4 220.4 230.7 230.7
Soybean oil 14.0 14.0 9.1 9.1 7.0 7.0 5.6 5.6
Dicalcium phosphate 8.5 8.5 8.5 8.5 8.6 8.6 8.7 8.7
Limestone 5.8 5.8 5.7 5.7 5.7 5.7 5.6 5.6
Sodium chloride 9.8 9.8 4.9 4.9 25 25 0.0 0.0
Mineral-vitamin supplement* 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
L-lysine HCI 25 25 2.2 2.2 2.0 2.0 1.8 1.8
DL-methionine 0.3 0.3 0.4 0.4 0.5 0.5 0.5 0.5
L-threonine 0.5 05 0.5 05 0.5 0.5 0.5 0.5

Ractopamine hydrochloride 2%? 0.0 0.5 0.0 0.5 0.0 0.5 0.0 0.5



Kaolin (inert ingredient) 2.1

Calculated nutritional composition (g/kg)

Glycerin 0.0
Glycerol® 0.0
Ractopamine (mg/kg) 0

Crude Protein (N x 6.25) 150
Metabolizable energy (MJ/kg) 13.8
Calcium 5.0
Available phosphorus 2.4
Sodium 4.1
Methionine + cystine 4.8
Lysine 8.3
Threonine 5.6

1.6

0.0

0.0

10

150

13.8

5.0

2.4

4.1

4.8

8.3

5.6

1.6

100.0

80.3

150

13.8

5.0

2.4

4.1

4.8

8.3

5.6

11

100.0

80.3

10

150

13.8

5.0

2.4

4.1

4.8

8.3

5.6

1.8

150.0

120.5

150

13.8

5.0

2.4

4.1

4.8

8.3

5.6

1.3

150.0

120.5

10

150

13.8

5.0

2.4

4.1

4.8

8.3

5.6

3.0

200.0

160.6

150

13.8

5.0

24

4.1

4.8

8.3

5.6

2.5

200.0

160.6

10

150

13.8

5.0

24

41

4.8

8.3

5.6
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1Qualitec S. Acabamento® (Trouw Nutrition, Sdo Paulo, Brazil). The supplement contained (per kg): 2500000 IU vitamin A; 250 mg vitamin B1; 5,000 mcg vitamin B12; 1200

mg vitamin B2; 400 mg vitamin B6; 300,000 U vitamin D3; 4,000 I1U vitamin E; 500 mg vitamin K3; 5 mg biotin; 32.5 g choline; 7,500 mg niacin; 3600 mg pantothenic acid;

100 mg cobalt; 22.5 g copper; 40 g iron; 100 mg iodine; 21 g manganese; 75 mg selenium; 40 g zinc; 113.1 g lysine; Bacillus subtillis 75 x 10° CFU.
2Ractopamine hydrochloride (Ourofino Satide Animal, Cravinhos, SP, Brazil).

3Estimated according to the glycerin level in the diet and the glycerol content determined in glycerin (803 g/kg; Table 1).



Table 3. Effects of dietary mixed crude glycerin (MCG) and ractopamine hydrochloride (RH) concentration on performance
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MCG (g/kg) RH P-value?
Description 0 100 150 200 Without RH With RH? SEM MCG RH
Daily feed intake (kg) 2868 2979 2981  2.893 2.928 2.933 0.04 0.0323 0.732
Daily consumption of MCG (kg) 0.000 0.298 0.447 0.575 0.328 0.333 0.004 <0.0001* 0.122
Initial weight (kg) 77.0 76.9 76.9 76.9 77.2 76.7 2.79 0.999 0.299
Final weight (kg) 1040 1049 1038  102.8 103.2 104.5 2.59 0.439 0.155
Feed conversion 2.90 2.90 3.04 3.05 3.042 2.90° 0.09 0.239 0.039

Averages followed by different superscript letters on the row differ among themselves (P < 0.05).

'RH was added in the feed at the concentration of 10 mg/kg.

2p_value was > 0.05 for the MCG x RH interaction.

3Quadratic effect of dietary MCG addition level on daily feed intake: y = -0.000011x? + 0.002273x + 2.866518 (R2 = 0.98).

4Linear effect of MCG addition level in the diet on daily intake of MCG: y = 0.002896x + 0.004200 (R2 = 0.99).



Table 4. Effects of dietary mixed crude glycerin (MCG) and ractopamine hydrochloride (RH) concentration on blood parameters
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MCG (g/kg) RAC P-valug?

Description 0 100 150 200 Without RH  With RH? SEM MCG RH

Glucose (mg/dL plasma) 106.76 ~ 107.55 10742 107.19 107.21 107.25 0.76 0.893 0.966
Insulin (WIU/mL serum) 2.83 2.88 3.00 3.06 2.97 291 0.09 0.262 0.504
Triacylglycerols (mg/dL serum) 191.96 194.9 195.67  200.38 195.85 195.61 2.28 0.078 0.917
Total cholesterol (mg/dL serum) 12142  122.83 132.73  128.76 127.23 125.63 6.61 0.573 0.648
Total protein (g/dL serum) 4.89 4.87 4.83 4.87 4.85 4.88 0.16 0.994 0.895
Albumin (g/dL serum) 3.44 3.45 3.42 3.40 3.44 3.42 0.02 0.234 0.250
Creatinine (mg/dL plasma) 1.55 1.54 1.20 1.34 1.33 1.48 0.15 0.399 0.418
Cortisol (ng/mL serum) 100.56 104.28 106.25 104.62 103.35 104.50 10.36 0.962 0.988
Lactate (mg/dL plasma) 39.67 39.48 39.81 39.68 39.92 39.40 0.41 0.842 0.218
Glycerol (mg/dL plasma) 0.15 0.19 0.68 2.74 1.13 0.75 0.14 <0.0001%® 0.991

'RH was added in the feed at the concentration of 10 mg/kg.

2p_value was > 0.05 for the MCG x RH interaction.

3Quadratic effect of dietary MCG addition level on plasma glycerol concentration: y = 0.0001x? - 0.0163x + 0.1843 (R2 = 0.97).
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Table 5. Effects of dietary mixed crude glycerin (MCG) and ractopamine hydrochloride (RH) concentration on compounds dosed in

Longissimus lumborum and the enzymatic activity in liver, subcutaneous fat and kidney

GK, glycerol kinase; GPDH, glycerol-3-phosphate dehydrogenase; ME, malic enzyme; G6PDH, glucose-6-phosphate dehydrogenase; GDH,

glutamate dehydrogenase

MCG (g/kg) RAC P-value?

Description 0 100 150 200 Without RH With RH! SEM MCG RH
Muscle extract

Glycerol (mg/dL) 2.60 1.51 2.53 4.61 3.16% 2.47° 0.15 <0.00013 <0.0001

Carnitine (ng/uL) 13.92 13.36 13.07 12.75 13.76 12.79 0.66 0.609 0.129
Liver extract

GK (U/g protein) 5.38 5.82 6.03 6.26 6.07? 5.68° 0.086 0.0002* 0.015

GPDH (U/ug protein) 0.031 0.026 0.027  0.027 0.0312 0.025° 0.031 0.219 <0.0001

GDH (U/g protein) 58.31 59.04 59.35 60.15 53.60° 64.82% 0.045 0.941 0.015

ME (U/mg protein) 0.021  0.025 0.024 0.024 0.024 0.023 0.0009 0.068 0.402

G6PDH (U/ug protein) 0.013  0.013  0.013  0.013 0.013 0.013 0.013 0.945 0.757
Adipose tissue extract

ME (U/mg protein) 0.847 0984 1066  1.127 0.988 1.024 0.03 <0.0001° 0.277



G6PDH (U/pg protein) 0.035 0.036 0.034 0.035 0.038% 0.033° 0.027 0.734

Kidney extract

GK (U/g protein) 7.53 9.35 9.37 9.42 8.94 8.89 0.11 <0.0001°

<0.0001

0.914
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Averages followed by different superscript letters on the row differ among themselves (P < 0.05).

'RH was added in the feed at the concentration of 10 mg/kg.

2p_value was > 0.05 for the MCG x RH interaction.

3Quadratic effect of the MCG addition level on the glycerol concentration in the muscle extract: y = 0.0002x 2 - 0.0319x + 2.6005 (R2 = 1.00).
4Linear effect of the dietary MCG addition level on GK activity in the liver: y = 0.0044x + 5.3779 (R2 = 0.99).

SLinear effect of dietary MCG addition level on ME activity in adipose tissue: y = 0.0014x + 0.8463 (R2 = 0.99).

5Quadratic effect of the dietary MCG addition level on the GK activity in the kidney: y = -0.00008x 2 + 0.02494x + 7.5415 (R2 = 0.99).



