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RESUMO GERAL

Objetivou-se neste estudo analisar a expressaeks genvolvidos no
metabolismo lipidico no musculongissimus dorsi (LD) de bovinos, em duas
condicbes experimentais, primeiro: alimentados a@mdio de soja (GS) ou
gordura protegida (GP), suplementados ou nao conensina (M) e, segundo:
alimentados com dietas contendo grdo de soja (G8amco de algodao (CA),
suplementados ou ndao com vitamina E (E). Foranzadibs 28 tourinhos Red
Norte, com idade média de 20 meses em cada expeoirdistribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, em um arfatdrial 2 x 2. As dietas
apresentaram em média 6,5% de extrato etéreo lagersi de milho utilizada
como volumoso. A suplementacdo didria de monendiia de 230
mg/cabeca/dia, enquanto que a de vitamina E fd&.8@0 Ul/cabeca/dia. 24h
post mortem foram coletadas amostras do muasculo LD. Foramizalad os
genes: receptor ativador por peroxissomdPPAR«), fator de transcricdo de
proteinas ligantes aos esteroides (SREBP-1c), redte@oA dessaturase
(SCD1), acetil CoA carboxilase (ACC), lipoproteiizase (LPL), proteina de
ligacdo ao acido graxo (FABPe glutationa peroxidase (GPX1). A expressao
génica foi analisada, utilizando a técnica de RCIRPO teste de Shapiro-Wilk
foi utilizado para analisar a normalidade dos dathwsteriormente, os dados
foram analisados no PROC GLM e no PROC CORR do $2SNo primeiro
experimento, o gene PPARfoi mais expresso no musculo LD dos animais
alimentados com GSM, sendo o acido estearico eipahresponsavel. O gene
SCD1 foi mais expresso no tratamento onde os asifoeam alimentados com
GS e suplementados com M. As expressbes da LPLBPfforam maiores
(P<0,05) no musculo LD dos animais alimentados comlietas contendo GS e,
além disto, ambos apresentaram correlacdo positiva o 4cido estearico. O
acido araquiddnico e a-linolénico foram os principais acidos graxos poli-
insaturados (AGPI) que apresentaram correlacdesosogenes avaliados. No
segundo experimento houve interacBaQ,05) entre a oleaginosa e a vitamina
E para os genes PPARe SREBP-1c, no entanto, fontes de AGPI apresentara
respostas inversas sobre a expressdo destes @gengsne SCD1 foi mais
expresso no tratamento com CA sem vitamina E, co@apento inverso ao
apresentado pelo gene GPX1. Os genes RABPPL foram mais expressos
(P<0,05) nas dietas com incluséo de grao de sojap®ssivel observar que os
acidos graxos linoleico e oleico apresentaram am@es antagbnicas para trés
genes: PPARy, ACC e FABR. A expressdo génica de genes envolvidos no
metabolismo lipidico foi afetada pela fonte lipalie pela suplementagéo.



Palavras-chave:Bos taurus. Nutrigendmica. mRNA. Oleaginosa. tecido
muscular.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the eggion of genes
involved in lipid metabolism in thingissimus dorsi (LD) muscle of beef cattle
in two experimental conditions, first: fed soybegain (SB) or rumen protected
lipid (RPL), with or without supplementation withomensin (M); and second:
fed diets containing soybean grain (SB) or cottedg€S), supplemented or not
with vitamin E (E). Twenty eight Red Norte bullsithvan average age of 20
months were used in each experiment, allotted icompletely randomized
design using a 2 x 2 factorial arrangement. Thésdientained an average of
6.5% ether extract and corn silage was used asgdordMonensin
supplementation was of 230 mg/head/day, while itansupplementation was
of 2500 IU/head/day. 24host mortem, samples were collected from the LD
muscle. The evaluated genes were: peroxisome gnatifr activator recepter
(PPAR+), sterol regulatory element binding protein (SRER, stearoyl CoA
desaturase (SCD1), acetyl CoA carboxylase (AC@ppliotein lipase (LPL),
adipocyte-type fatty acid binding protein (FABRand glutathione peroxidase
(GPX1). Gene expression was analyzed using the RIRgtechnique. The
Shapiro-Wilk test was used in order to verify datamality. Posteriorly, the
data were analyzed in the SAS 9.2 PROC GLM and PRORR. In the first
experiment, the PPAR-gene was more expressive in the LD muscle of dsima
fed SBM, with stearic acid being the main respdesfactor. The SCD1 gene
was more expressive in the treatment in which alsimaeere fed SB
supplemented with M. The expressions from LPL aA8F, genes were higher
(P<0.05) in the LD muscle of animals fed diets camitag SB grain, moreover,
both were positively correlated with stearic adidachidonic anda-linolenic
acids were the main polyunsaturated fatty acids F@®Uwhich presented
correlations with the evaluated genes. In the sftoexperiment, there was
interaction P<0.05) between oilseed and vitamin E for the PRARnd
SREBP-1c genes. However, the PUFA sources showelsim relationship of
the expression of these genes. The SCD1 gene was expressive in the
treatment with CS without vitamin E, the reverseberue to the GPX1 gene.
FABP, and LPL genes were more expressifRx(.05) in diets containing
soybean. We observed that the linoleic and oldty fcids showed antagonistic
correlations toward three genes: PPARACC and FABR The gene
expression of genes involved in lipid metabolismsvadfected by the lipid
source and by the supplementation.

Key words:Bostaurus. Nutrigenomics. mRNA. Muscle tissue. Oilseed.
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CAPITULO 1 Introduc&o Geral

1 INTRODUCAO

Em animais néo ruminantes os acidos graxos da shetabsorvidos no
intestino delgado e, posteriormente, incorporadsstacidos (NUERNBERG et
al.,, 2005), o que é restrito em ruminantes em dégoia da biohidrogenacao
microbiana que ocorre no rimen. Assim, a composilEfidcidos graxos nos
tecidos em bovinos é menos dependente da dietapeparacdo com os néo-
ruminantes, pois ha maior absorcao de acidos gsatasados (AGS), 0 que ndo
€ vantajoso, visto que alguns destes acidos gfasco, miristico e palmitico)
elevam o teor de lipoproteinas de baixa densidaB&)(no sangue (SALTER;
TARLING, 2007). Varias pesquisas tém sido realizadam o objetivo de
aumentar a concentracdo dos acidos graxos benéficoarne bovina por meio
da manipulacdo da biohidrogenacdo ruminal dos &acgltaxos insaturados
(AGI) (LADEIRA; OLIVEIRA, 2007). Associado a estdatores, ha trabalhos
na literatura (HILLER; HERDMANN; NUERNBERG, 2011; MTERS et al.,
2009) que sugerem que a composicdo de acidos gdeasarne pode ser
controlada por fatores ainda mais especificos,daiso os genes relacionados
com o metabolismo lipidico.

Diante disso, faz-se necessario ampliar os conleston sobre o efeito
das fontes lipidicas na expressdo de genes impestgpara o metabolismo
lipidico. Dentre estas fontes, € comum o0 uso d@ gié soja ou caro¢o de
algodéao, oleaginosas estas cultivadas em varicegaé que, em razao do
elevado teor de &cido oleico e linoleico podem w@h o perfil lipidico da
carne bovina de animais submetidos a estas folireengares (OLIVEIRA et
al., 2011; SHINGFIELD; BONNET; SCOLLAN, 2013) alémie gorduras
protegidas ou sabfes de calcio. Estes Ultimossyparvez, caracterizam-se por
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apresentar menor disponibilidade de &cidos graxas ja biohidrogenacao
(BAUMAN et al., 2003), o que aumentaria a dispdidaide de &cidos graxos
poli-insaturados (AGPI) para absorcdo intestinatliclnalmente as fontes
lipidicas, os aditivos que modificam a populacdo crabiana e,
consequentemente, 0os mecanismos envolvendo a tmghithcdo no riamen
(FELLNER; SAUER; KRAMER, 1997), também, podem sé&liaados com o
objetivo de aumentar a disponibilidade de AGI rtestino delgado. Entretanto,
0 aumento no teor de AGPI, também, pode influerigida de prateleira e os
atributos sensoriais da carne (LEE et al., 20@f)ds a inclusao de vitamina E
na dieta uma alternativa que pode reduzir a oxmaig® AGPI (LEE et al.,
2007; SCOLLAN et al., 2006). Isto indica que a samntacdo com
antioxidantes regula enzimas metabolizadoras déxiskrs, como a glutationa
peroxidade (GPX1).

As interacBes entre os nutrientes que compdem ta dieo nivel de
expressao dos genes envolvidos no metabolismoicipiggodem ilustrar
inlmeras possibilidades no que diz respeito a dgimsle acidos graxos no
tecido adiposo que, ainda, ndo foram analisadss.dspossivel, em virtude da
atividade bioldgica apresentada por certos lipiceodieta, com estimulacdo ou
inibicdo de genes que codificam enzimas lipogérespecificas (JUMP, 2002).
Fontes ricas em AGPI tém a capacidade de modulanacricdo do gene que
codifica a enzima estearoil CoA dessaturase (SCBrjma importante na
conversao do acido vaccénico em acido linoleicojugmto (CLA), e que
apresenta menor expressao génica a medida quea dage@GPIl aumenta no
tecido muscular (HERDMANN et al., 2010; WATERS kf 2009). Além disto,
destacam-se as proteinas ligantes aos elementotadeg por esteroides
(SREBP-1c) (XU et al., 2001) e o receptor ativadogawoxissoma (PPAR«),
gue atuam na sintese de acidos graxos e na Bi@xidacdo dos acidos graxos
no musculo (BIONAZ; HERING; LOOR, 2012), respectivente.
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Dessa forma, objetivou-se neste estudo investigagfeitos de dietas
ricas em &acidos graxos poli-insaturados sobre sessfo génica do PPAR-
SREBP-1c, GPX1 e de genes envolvidos no metaboligihtico no misculo de
bovinos. Além disso, objetivou-se estudar as cagfids entre as diferentes
expressoes analisadas e o perfil de acidos graxoarne dos animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Receptor ativado por peroxissoma (PPAR)

O PPAR é uma familia de receptores nucleares enfluenciados por
acidos graxos desempenham fun¢des importanteggnkagéo do metabolismo
de nutrientes e homeostase energética (LEMAY; HWARGO06). Os seus
mecanismos ndo foram completamente elucidados @uantsua acgédo e
especificidade em alguns tecidos, principalmemteriaminantes.

Basicamente, existem trés isoformas de PRARgado),y (adipdcitos)

e o/p (onipresente), que se diferenciam pelo tecido ,alpopriedades
fisiolégicas e estagios de desenvolvimento do te(@ESVERGNE; WAHLI,
1999). Os PPARs, assim como varios receptores h@imaucleares, séo
regulados por fosforilacdo. O PPARfoi demonstrado como sendo uma
fosfoproteina em culturas primarias de adipécitesratos (SHALEV et al.,
1996).

No entanto, a identificagdo dos AGI como ligantes BPARs fornece
evidéncia sélida de que pelo menos parte da atigidieles é dependente de
interagdo com moléculas de acidos graxos (DESVERGMEHLI, 1999). Os
acidos graxos ligam nos trés PPARs e o0 PRA#presenta maior afinidade. Em
contraste, os acidos graxos de cadeia longa (cois d®& 20 atomos de
carbono), que séo ligantes fracos, parecem ser saltivos para PPAR-do
gue para PPAR-e PPARy (KLIEWER et al., 1997). Comparado com os AGlI,
0os AGS séo ligantes fracos do PPAR, enquanto absi@raxos de cadeia
ramificada se ligam de forma eficiente no PPARELLINGHAUS et al.,
1999).

Enquanto que os AGPI e seus metabdlitos regularidagfio de acidos

graxos e termogénese via PPAR, em especial, asrnsa$a, eles, também,
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podem regular alguns genes envolvidos na lipogém@seutros mecanismos
gue ndo sdo via PPAR. A descoberta de que algudssagraxos podem agir
como hormobnios, que controlam a atividade dosrdatode transcricao,
demonstra que essas moléculas ndo sdo meramemés @ energia, mas
também reguladores metabdlicos. Estudos futurosemdevnvestigar a
distribuicdo de isoformas de PPAR no tecido, eracé® ao teor qualitativo e
quantitativo de acidos graxos presentes no tecido.

Estudosin vivo (KERSTEN et al., 1999; RAKHSHANDEHROO et al.,
2010) foram fundamentais para pesquisadores, pomustraram que PPAR-
no figado e PPAR- no tecido adiposo de ruminantes estdo ativos e,
provavelmente, desempenham funcdes semelhante®, eommonogastricos:
regulacdo dap-oxidacdo para PPAR- e regulagdo da adipogénese e
sensibilidade & insulina para PPAR-

Caracterizacdo e funcdes biolégicas do PPAR saodmerhecidas em
monogastricos, mas ndo muito em ruminantes (BIONAERING; LOOR,
2012). Como em monogastricos, PPAR em ruminanéessasvados por acidos
graxos de cadeia longa, por conseguinte, entratoset que afetam a expressao
do gene PPAR, o mais interessante do ponto de migiggendmico sdo os
acidos graxos de cadeia longa e o nivel de endaidieta, pois podem ser
facilmente manipulados.

O PPARe induziu a expressédo do gene SCD1 em ratos e erasspor
meio da resposta do peroxissoma presente na regi@ootora do gene
(CHEON et al., 2005). No entanto, Sampath e Ntaf@bD6) relataram, em
estudos com ratos, que uma reducdo na atividadgede SCD1 pode ser
parcialmente dependente do fator de transcricdo BBREmas muito
provavelmente independente do PPAREmM trabalho envolvendo bovinos de

corte, Waters et al. (2009) ndo encontraram relegie a expressdo do PPAR-
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a € acidos graxos avaliados. Em adicéo, o estuddwiargue ndo existe relacéo
entre a expressao da SCD e PPAR-

Ja Brown et al. (2003) demonstraram que o isbmercCdA C18:2
trans-10, cis-12 impede o preenchimentos dos adipécitos, dimduia
expressdao do gene PPARem preadipdcitos de roedores. No entanto, a
diferenciacao dos preadipécitos de bovinos podesténulada fortemente pela
adicdo de agonistas da PPAR como insulina e degsora (SMITH et al.,
20009).

Lee et al. (2011) concluiram que a PPARpresentou maior atividade
na gordura perirenal de bovinos da raca Wagyu esaptou menor expressao
gue os genes SCD1 e SREBP-1c. Os animais holangigssentaram niveis de
expressao semelhantes e altos na gordura perilasalrés isoformas, ja nos
animais mesticos o PPA&Rfoi maior em ambos os depésitos de gordura. Ainda,
de acordo com os autores, o padrao de mRNA dos PRARtecidos adiposos
foram semelhantes para todas as isoformas, indepwndente da raca, sendo
0s niveis de expressao mais elevados apresentadesitio perirenal em todas
as ragas.

2.2 Fatores de transcricdo de proteinas ligantes aosteides (SREBPS)

Na composicéo dos fosfolipidios, o balanco entrprapor¢des de AGI
e de AGS sdo importantes para definir as propresi&dpara manutengédo da
integridade das membranas celulares. Esta compogpgéce ser controlada
pelo fator de transcricAio SREBP no reticulo saephtico e nicleo celular
(XU et al., 2001).

Existem trés membros da familia de SREBPs: la, 2c/ SREBP-1
parece estar mais relacionada com a regulacdo dossgenvolvidos na

lipogénese, enquanto a SREBP-2 tem maior influénma regulacdo da
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expressao dos genes colesterogénicos. De modo @&IBREBPs sao fatores de
transcricdo que desempenham um papel central nsedstase energética,

promovendo a lipogénese e adipogénese (EBERLE.,e2@4). Portanto, as

diferencas no nivel de expressdo do gene SREBPpm@r a diferencas na

composicdo de acidos graxos no tecido adiposorinss.

As sequéncias SREBP-1a e SREBP-2 séo relativameait@es que a
sequéncia SREBP-1c, sendo essa um ativador mags dree os outros (PAI et
al., 1998). As SREBPs contém uma tirosina no lwgmmuma arginina que é
conservada em quase todos os outros membros d@afdmproteinas de dupla
hélice de leucina. Esta substituicdo permite queSBEBPs reconhecam
segmentos de DNA chamados de elementos regulatiiesterol (SRES) (KIM
et al., 1995). Assim, as SREBPs mostram uma foefe@ncia para a sequéncia
de SRE que foi originalmente definida em genes apdificam o receptor da
LDL (MAGANA et al., 2000). O SREBP-1c constitui 90%a SREBP-1
encontrados em ensaimsvivo e sdo determinantes sobre fatores de transcricdo
ligados a genes lipogénicos (BIONAZ; HERING; LOORK)12; CLARKE,
2001).

Os mecanismos de acdo das SREBPs, na ativaca@mssio de rotas
metabdlicas de colesterogénese e lipogénese sé&itaesa Figura 1. Os AGPI
estdo envolvidos em uma reducdo da concentracZ@®R&EBP-1c. De acordo
com Botolin et al. (2006), estes acidos graxos &mwsrinibem a transcricdo de
genes envolvidos na lipogénese no figado, por aapétite reduzir os fatores
transcricionaisligados a SREBP, consequentemente, reduzem a &ivég
gene que codifica a enzima acetil CoA carboxildge(). O CLA parece ter um
efeito mais pronunciado em relacédo a outros AGRIseeducao da concentracédo
de mRNA da SREBP-1 (WATERS et al., 2009).
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Figural Mecanismo proposto para efeito dos acgltaxos, por meio das
SREBPs na regulacdo de enzimas chave da lipogéetss cheias
indicam maior efeito, enquanto setas pontilhadaicam menor
efeito)

Fonte: Tsuboyama-Kasaoka et al. (2000)

Estudos tém relatado que a expressdoAfadessaturase, também,
conhecida com SCD1 é regulada por fatores assacialoSREBP-1c
(RENAVILLE et al., 2006; SAMPATH; NTAMBI, 2006). Aegido promotora
da SCDL1 foi isolada e caracterizada em bovinos (RE& et al.,, 2005) e,
aparentemente, contém uma regido de resposta a, AGRIndo uma ligacdo
local para o fator de transcricdo SREBP-1c. De fedtudos com ratos (TABOR
et al., 1999) e células intestinais humanas (RENA¥I et al., 2006) sugerem
gue AGPI sao regulados pela atividade genéticaCialSinterferido pela maior
ou menor resposta do fator de transcricdo SREBR,wan que este é capaz de
se ligar a promotores de varias outras enzimagéipoas e induzir a sua
expressdo (ANGELA; STOECKMAN; HOWARD, 2002). Assioomo para
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outras enzimas lipogénicas, ha poucas informagd@igcpdas sobre o efeito dos
AGPI sobre a expresséo génica da SREBP-1c.

Dentre os poucos trabalhos, Waters et al. (200%crdeeram a
importancia do equilibrio entke-6 e -3 na dieta como importante regulador da
SCD1 por meio da SREBP-1c no musculo de bovinasode. No entanto, esta
explicacdo poderia ser aplicada apenas a acidasgtmoleico (C18:2»-6) e
linolénico (C18:2»-3), mas ndo para os acidos graxos de cadeia amgja.|De
forma semelhante, Renaville et al. (2006) encomtnareducdo nos niveis de
MRNA da SREBP-1c associados com diminuicdo da ss@ceda SCD1 em
culturas de células intestinais humanas. Mudangaeril de 4cidos graxos de
cadeia mais longa pode estar relacionada aos eftdtalieta sobre a expresséo
de dessaturases e ndo da SREBP, no entanto, esiailjgiade ainda ndo esta

bem clara na literatura.

2.3 Lipoproteina lipase (LPL) e proteina de ligacédo aacido graxo (FABR,)

Os &cidos graxos € uma pequena quantidade deldii@miois que
escapam do rimen e chegam ao intestino, sofrem degdipases e proteinas
carreadoras especificas até a sua deposicéo do.teci

As agbes metabdlicas principais do tecido adip@ divididas em
armazenamento ou sintese (lipogénese) e mobilizfigidise). Ambas sdo
reguladas pela integracdo dos mecanismos endéerimeural, que cooperam
para manter a massa adiposa relativamente constarte as condi¢bes
habituais (WILLIAMS; FRUHBECK, 2009).

Na lipogénese em ruminantes, os triacilgliceroismamenados nos
adipocitos sdo derivados da captacdo na correnguisea de 4cidos graxos
livres (AGL) ou acidos graxos volateis (AGV) oriwsd do processo de

fermentacado do riimen, principalmente acetato at@¢GILBERT et al., 2003).
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Os AGL podem estar ligados e serem transportadasafizimina ou podem ser
liberados pela hidrélise de triacilglicergsesente nas superficies endoteliais
dos capilares. Isto da ao tecido adiposo um pagpecal na remocdo e
armazenamento dos triacilglicerois em circulacadipdproteina lipase (LPL) é
sintetizada nos adipdcitos e depois exportada gareapilares onde se liga a
parede luminal das células endoteliais por umardagfio com a superficie
celular (WILLIAMS; FRUHBECK, 2009). As lipoproteisasdo muito grandes
para penetrar o endotélio, logo, a LPL atua libdoa\GL, que cruza o
endotélio chegando ao adipdcito.

A LPL, basicamente, hidrolisa triglicerideos em waxilglicerol e é de
particular interesse em tecidos de animais paraugém de carne, porque
controla a divisdo dos acidos graxos entre o te@d@poso e muscular
(HOCQUETTE; GRAULET; OLIVECRONA, 1998). De acordorn Waylan et
al. (2004), os promotores responsaveis pela trig@scrda LPL estdo,
positivamente, correlacionados com a atividade daime& no tecido de
ruminantes. Portanto, a atividade da LPL pode afetpalidade das carcacas de
bovinos, regulando os substratos disponiveis paralqger muisculo ou
desenvolvimento do marmoreio.

Ainda, segundo estes autores, apesar dos mMRNA da elsRarem
presentes no tecido adiposo e no musculo esquelégétis niveis sdo maiores
no tecido adiposo. E descrito em trabalhos um atonde até 15 vezes de
mRNA no tecido adiposo comparado ao musculo esig®léGOLDBERG;
MERKEL, 2001).

Por fim, a entrada dos AGL no adipécito exige pssos especificos ou
transportadores, que facilitam a entrada destagaml@ls, como a proteina de
ligacdo ao &cido graxo (FABP) (JURIE et al., 2007).

As FABPs ja foram isoladas do citosol de diferentesidos de

vertebrados e invertebrados como proteinas de1B3kda de peso molecular.
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Nove FABPs foram nomeadas, de acordo com o tecidartr do qual elas
foram isoladas (DAMCOTT et al., 2004). Essas aprese distribuicdo celular
e tecidual caracteristica e sdo consideradas wspwetadores de nutrientes de
maior importancia no controle da reparticdo degaesendo expressa em todos
os tecidos e 6rgdos envolvidos no metabolismo daduge (VEERKAMP;
MOERKERK; ZIMMERMAN, 2000). As FABPs se ligam a cpostos
hidrofébicos como o0s 4acidos graxos, mas possueraredifes estruturas,
distribuicdo tecidual e especificidade de ligacéo.

O papel da FABP-A ou FABP(uma das nove formas da FABP) no
transporte de acidos graxos foi identificado noidtecadiposo de animais
domésticos, atuando no efluxo e influxo de acid@xas no adipdcito, em
resposta as condi¢cdes anabdlicas e catabdlicggctemmente (HERTZEL et
al., 2006; SHEN et al., 1999; VURAL et al., 2008).FABP, também esta
associada ao metabolismo energético do musculiremahar os acidos graxos
de cadeia longa para a oxidagdo ou esterificac®o mitgocbndrias e nos
peroxissomos, contribuindo, desta forma, para caaemamento de gordura
entre as fibras musculares (BRANDSTETTER et alQ22GERBENS, 2004).
Como também sao transportadoras intracelularestrqusportam os acidos
graxos para os sitios de depdsito de gordura ca geursitios de producado de
energia, essas proteinas estdo, consequentenmelatéonadas a deposicdo de
gordura de marmoreio em determinados musculos deosue bovinos
(GERBENS, 2004).

A gordura de marmoreio é resultado do equilibridreersintese e
degradacao de triacilglicerois, consequentementitasvias metabolicas dos
adip6citos podem contribuir para a variacdo do teomarmoreio, incluindo a
capacidade do musculo de utilizar triacilgliceraisculantes e o transporte
intracelular de acidos graxos pela FABPHOCQUETTE; GRAULET;
OLIVECRONA, 1998).
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A expressdo do gene FABB extremamente baixa em pré-adipécitos,
mas é altamente induzido em adipécitos durantefexediciacdo em ratos e
suinos (CHMURZYNSKA, 2006; DEIULIIS et al.,, 2008;;LSHIN; LEE,
2009). Além disso, 0 gene FABRE expresso na maioria das espécies de
mamiferos, destacando-se camundungos, humanospsseinbovinos (LI;
ZERBY; LEE, 2007; STEJSKAL; KARPISEK, 2006), sendspecifico do
tecido adiposo. Por estas razdes, este gene tenarsiplamente utilizado como
marcador no tecido adiposo e de adipécitos em estadbre a obesidade e
desenvolvimento dos adipdcitos em humanos, camgodune animais
destinados a producéo (CHAVEY et al., 2006; LI; SHLEE, 2009).

Em estudo avaliando a expressao génica de préeidipderivados de
bovinos Wagyu e Holandés, Ohsaki et al. (2007) rvbsam aumento
significativo do nivel de mRNA da FABPdurante a diferenciacdo (pré-
adipocitos colhidos 1, 2, 4, 6, 8 e 12 dias apéwlacdo de diferenciacdo) em
ambas as racas bovinas, sendo a expressao génaaemapré-adipdocitos de
animas da raca Wagyu em todas as fases do proadsatiferenciacdo. Este
resultado sugere que os pré-adipocitos desses ianpondem ter um maior
potencial para acumulo de lipideos.

Shin et al. (2009), analisando FABEmM tecido adiposo, musculo,
coracdo, baco, figado, pulmdo e rim, verificarane @u sua expressao era
predominante no tecido adiposo de camundungos,nb®ve suinos. Estes
resultados levaram o0s autores a realizar uma senabmparativa dos
promotores da FABP para identificar os elementos reguladores da sua
expressao nestas espécies. No entanto, a condhis@gasiva, pois a regido
promotora conservada possuia elementos de difeg@mi associados a

hormonios e ao préprio tecido adiposo.



30

2.4 Acéo da acetil CoA carboxilase (ACC) e acido graxsintase (FAS)

A sintese de gordura em ruminantes pode ocorrer do@s vias
bioguimicas diferentes, a partir da sintese deilglecerois realizada pela re-
esterificacdo do glicerol e de mono ou digliceddioom &cidos graxos
provenientes da dieta ou via a sintese de noveidesagraxos (ROLLIN et al.,
2003).

As enzimas lipogénicas ACC e acido graxo sintasASjFestdo
associadas a sintese de novo de lipidios que, Brosse ruminantes, ocorre no
préprio tecido adiposo, em aves e na espécie humenrae no figado e, em
roedores ocorre em ambos os locais (SMITH; WITKOWSHKOSHI, 2003).
Portanto, estas enzimas sédo consideradas regatpois mudancas nas suas
atividades refletem em alteracfes nas taxas dessidbs acidos graxos.

A ACC catalisa a carboxilagéo da acetil-CoA em migdlGoA, este por
sua vez, é o sinal metabdlico chave para o conttalsintese e oxidagdo de
acidos graxos em respostas a mudancgas na dietaBISBY et al., 2006). Na
verdade, é um substrato para a sintese de aciakssgie cadeia longa. Assim,
a ACC tem funcdo importante na regulacdo da horasesenergética em
animais e desempenha um papel importante na déposie lipideos em
diferentes compartimentos do corpo, por meio dopeduto (ROLLIN et al.,
2003).

Nos mamiferos, a ACC é altamente regulada pela,dreirménios e
outros fatores fisioldgicos (KIM, 1997). A ingestde alimentos, especialmente
0s constituidos por baixo teor de lipideos, induzsiatese de ACC e,
consequentemente, aumento na sua atividade (ABUEERA et al., 2001). Em
peixes, a ACC tem sido estudada principalmentespormapel na biossintese de
acidos graxos no tecido adiposo, sendo realizadagdes no figado e em
culturas primarias de hepatécitos (ALVAREZ et 2000).



31

Em animais de producdo e na espécie humana, exiktamisoformas
da ACC, a ACC1 e ACC2, que sao codificadas por gdigtintos e apresentam
diferentes distribuicdes quanto ao tecido alvo. BCA é mais comum, sendo
altamente expressa nos tecidos associados a lpegéfo figado e tecido
adiposo), enquanto ACC2 é predominantemente express tecidos que
utilizam acidos graxos como fonte de energia (mdseaquelético e cardiaco)
e, em menor grau, no figado (ABU-ELHEIGA et al.91

Apés a acdo da ACC, a FAS comeca a desempenhar fursgfio, ao
ativar a sintese de acidos graxos saturados déacadga a partir do acetil-
CoA, malonil-CoA e NADPH. A biossintese dos acidosxos requer uma série
coordenada de reacBes enzimaticas, que sédo dededperpela FAS, um dos
principais complexos enzimaticos multifuncionaism Emamiferos, estas
multiplas fun¢des foram consolidadas em uma Unictefma que é o produto de
um anico gene (KIM, 1997).

A FAS é um homodimero de duas subunidades que mostie
diferentes sitios cataliticos que sfi@etoacil sintase, malonil/acetil transferase,
B hidroxiacil desidrase, enoil redutagecetoacil redutase, proteina carreadora
de acil e tioesterase (SEMENKOVICH, 1997). O damida tioesterase no
complexo da FAS é responsavel pela terminacdomdassi de acido graxo e
liberacdo do Acido graxo sintetizado.

O principal produto dessas reacdes € o palmitai®:(}. No entanto,
estearico (C18:0), miristico (C14:0) e, ainda, asigraxos menores podem ser
produzidos. Até os dias de hoje, ndo se sabe cemgidos graxos sintetizados
pela FAS ou obtidos de outras fontes sao partidios@entro da célula (WARD
et al., 2010). A questao é saber se os produtésiA&aconstituem um conjunto
discreto, que pode se distinguir exogenamente dosgid derivados de acidos
graxos. Se assim for, este conjunto poderia ter quadro regulamentar

especifico de funcao, capaz de sinalizar o estagmergia da célula.
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Alguns &cidos graxos atuam como inibidores alasiérda atividade da
ACC (curto prazo) e da FAS (longo prazo), em ratoscrescimento, recebendo
dietas ricas em AGPI (ETHERTON, 2000). A supresdaoabundancia de
mRNA da FAS em tecido hepéatico causada pela iaged¢ AGPI, pode ser
resultado de uma inibicdo da transcricdo génicacas$a a aceleracdo nas taxas
de degradacdo de mRNA (BHUIYAN et al., 2009). Selguestes autores, a
supressao da transcricdo dos genes que codificzimasnda sintese de novo é
consistente com a menor necessidade de sinteserdieragem animais que ja
apresentam altas taxas de deposicdo de lipideastin ¢e Acidos graxos pré-
formados.

No entanto, a atividade dessas enzimas pode estaciada a outros
fatores, como observado por Ward et al. (2010),damonstrarem que a
composicdo da gordura de marmoreio em bovinos gab&jtivamente,
relacionada com a expressdo de enzimas respong@leisintese de AGS.
Estes resultados sugerem que a taxa de biosstigeA&S pode ser um fator
importante na determinacdo do perfil lipidico dadgoa de marmoreio em
ruminantes.

Um possivel envolvimento da atividade da ACC namfmrdo do
marmoreio em bovinos, também, foi verificado pordefmvood et al. (2007),
gue relataram que bovinos com maior quantidade atduga de marmoreio
tiveram menor taxa de inativacdo do gene ACC. Entraste, 0s animais com
baixo marmoreio tiveram maior taxa de inativacAcA@«LC, o que resultou em
menor atividade da enzima.

De acordo com Gilbert et al. (2003), o tecido asipmtramuscular usa
alta proporcgéo de glicose para a sintese de agido®s, diferente do tecido
adiposo subcutaneo que utiliza acetato para a @épode lipidios. Como a

glicose é um dos principais precursoras da ace#i;(rincipal substrato da
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ACC, aumento do marmoreio correlaciona-se, positerte, com a atividade
desta enzima.

Segundo Chung et al. (2007), com o declinio nayg@d de acetato, a
glicose assume papel muito importante como fontedia de carbono para a
sintese de novos acidos graxos. Esse efeito é swisivel no tecido
intramuscular, pois no tecido subcutdneo a taxinderporacdo de acetato e
glicose na sintese de acido graxo é bem semelh&wem, no tecido
intramuscular, a taxa de incorporacéo de glicoseanidos graxos chega a ser
duas vezes mais alta que a taxa de incorporacacedato.

Em relacdo a FAS, resultados de Ward et al. (2@86§o em acordo
com os dados de Bonnet et al. (2007), que avaliaatividade da FAS em
varios musculos de Limousin, Angus e seus mesti&ashservaram maior
atividades da FAS em musculos com maior nivel denoigio ¢ectus femoris)
quando comparado com semitendinosus. Além disso, Zhang et al. (2008)
relataram encontrar polimorfismos no DNA do geneSFém bovinos, dessa
forma, sugeriu a importancia desse gene para daggude acidos graxos na
composicao da carne bovina.

2.5 Estearoil CoA Dessaturase (SCD)

A partir do momento que o &cido graxo livre se etreodentro do
adipdcito, véarios outros processos metabdlicos camea desencadear uma
série de reacdes. Com grande destaque estia a eBgiMaresponsavel pela
conversdo de AGS em acidos graxos monoinsaturad@svil), que séo
associados a maciez e sabor da carne (MATSUISHEINFORI; OKITANI,
2001).

Mais de uma isoforma dessa enzima existe em mamsifeflY AZAKI
et al, 2003; MIYAZAKI, NTAMBI, 2003; THIEDE; OZOLS
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STRITTMATTER, 1986). Também tem sido demonstrade gssas isoformas
sdo especificas, sendo a isoforma SCD1 predominamtéigado e tecido
adiposo (KIM; MIYAZAKI; NTAMBI, 2002), enquanto SCP, SCD3 e SCD4
foram encontrados no cérebro, pele e coracdo, aismmente (MIYAZAKI et
al., 2003; ZHENG et al., 2001), e SCD5, que foiasiada em niveis elevados
no cérebro de suinos (LENGI; CORL, 2008).

No entanto, apenas a isoforma SCD1 tem sido relatacho de extrema
importancia em animais de producéo, por ser erat@tna glandula mamaria e,
principalmente, no tecido adiposo. Trés proteinascipais a compdem:
NADH-citocromo b5 redutase, b5 citocromo, e algumassaturases terminais
(BESWICK; KENNELLY, 2000). Uma transferéncia de tebdéis permite a
introducdo de uma dupla ligagdo entre os carbonesl® do &cido estearico
(C18:0) e palmitico (C16:0), convertendo-os em @atkico (C18:1) e acido
palmitoleico (C16:1), respectivamente. De formaafea atividade da SCD1
pode ser regulada por acidos graxos, embora aestaspvariem conforme a
espécie (CANOVAS et al., 2009).

No caso dos ruminantes, o0s Aacidos graxos na akg@ént sdo
guimicamente reduzidos pelos microrganismos no mimebsorvidos como
AGS. Diante disso, a composicdo de acidos graxmazenados em depdsitos
de gordura reflete a acdo anterior da SCD1 solgensl substratos (KIM;
NTAMBI, 1999). Embora a nutricdo possa clarameptgribuir para o perfil de
acidos graxos da gordura subcutanea e intramus@ddatores genéticos aos
quais estdo associados, ainda, estdo sendo dsfindlado o seu papel
determinante na formacdo de certos acidos graxdSCRAl é candidata a
variacdo genética na deposi¢do e composicao dioteciposo (TANIGUCHI
et al., 2004). Estudos recentes ja revelaram gugressao do gene SCD1 esti
relacionado com o percentual de AGPI (DUCKETT; PRAPAVAN, 2009) e

alteracdes da expressdo génica ja refletiram didaeno teor de AGMI e na
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relacio AGMI:AGS do tecido adiposo subcutineo (MRHASHI et al.,
2011), ambos os trabalhos realizados com bovinasde.

A enzima SCD1, além de responsavel pela conversad\@S em
AGMI, também esta associada a conversao do acwi®rao (C18:1rans 11)

a CLA(C18:2cis9,trans 11) (SMITH et al., 2006). Estudos sobre o assanto

ruminantes centram, principalmente, sobre os eafeito CLA referentes a
atividade da enzima SCD1 e quantidade de mRNA, eessltados variam.

Baumgard et al. (2002) e Choi et al. (2000) moatraque o CLA reduziu,

assim como a atividade da enzima e os niveis deAnRMN entanto, Park et al.
(2000) observaram que a reducao do CLA foi diretdeeroporcional a baixa
atividade da enzima, mas a expressao génica réfowaltAlém disso, nenhuma
alteracéo foi encontrada por Wynn et al. (2006)nigsis de mMRNA de ovelhas
alimentadas com gordura inerte.

A expressdo de SCD1 pode ser fortemente moduladavidos
nutrientes (AGPI e frutose), drogas (acido estao)jl horménios (insulina e
leptina) (NTAMBI et al.,, 2002) e colesterol (KIM; IMAZAKI; NTAMBI,
2002). De acordo com Gillis, Duckett e Sackmann0{20a suplementagéo
lipidica pode diminuir a atividade da SCD1, reddmira conversdo de acido
vaccénico a CLA. A suplementacdo dietética com AlBRIe a expressdo do
gene que codifica a enzima necesséaria para renowveaturacdo do acido
vaccénico no tecido de bovinos de corte (WATER&I.et2009). Além disso,
segundo esses autores, 0 grau de inibicdo da figis@Esta relacionado aos
niveis dietéticos de AGPI na dieta.

Segundo Smith et al. (2009), o isébmero do CLA C1Bfis-10, cis-12,
também, diminuiu a expressdo génica da SCD1 enassduz a sintese de
AGMI. Ntambi et al. (2002) demonstraram que camumgds que nao
expressaram o0 gene SCD1 em seus figados ndo deamonstfenétipo de

obesidade. Assim, a reducéo na expressao do gdne I&patico, causado pelo
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CLA C18:2trans-10, cis-12 pode ser responsavel por seu efeito "antioadsid
No entanto, reduzir a atividade da SCD1 pode camanulo de triacilglicerois
hepaticos (MIYAZAKI; KIM; NTAMBI, 2001), levando @acumulo de gordura
no figado. Do ponto de vista de producdo, qualguenento na formacéo e
absorcéo de C1812ans-10, cis-12 vai diminuir a adipogénese e fard com que 0s
lipideos do tecido adiposo se tornem mais saturd@dsMQUIST et al., 2005).

Lee et al. (2011) reportaram uma maior expressaSQal no tecido
adiposo subcutaneo em relacdo ao tecido intramarsddé forma semelhante,
Archibeque et al. (2005) j& demonstraram que ateadiposo subcutaneo tem,
aproximadamente, o dobro da quantidade de mRNAGI2a1Sem relagdo ao
tecido adiposo intramuscular, o que pode parcidenexplicar niveis mais
elevados de AGI no tecido subcutaneo em relacé@at@mnuscular.

O nivel de expressdo da SCD1 foi, significativamemeduzido no
tecido adiposo subcuténeo de bovinos suplementaainsdietas com alto teor
de AGPl®-3 e a baixa atividade da enzima, também, foi #da@ diminuicéo
de CLA e acido oleico (C18:tis 9) (HERDMANN et al., 2010). Isto é
consistente com os dados da literatura sobre dgs<feibitérios de AGPI sobre
a expressao da SCD1 em outras espécies (FLOWERASMBIT 2008). No
entanto, diferentes respostas da SCD1 mediadasnpoipulacBes dietéticas
sugerem a existéncia de mecanismos especificogaibote, possivelmente,
expressao tecido-especifica dos fatores de trgéscrelacionados a regulagéo
deste gene em ruminantes.

Alias, é preciso relatar que respostas especifi@e€®CD1 tém sido mais
bem relatadas em suinos. Doran et al. (2006) dstavem que a reducdo de
proteina na dieta aumenta a expressédo da SCD1lrdargantramuscular, ndo
tendo efeito sobre a gordura subcut@nea. As ral#sesas alteracfes especificas
sobre a expressao das enzimas nesses tecidosonélarsd, no entanto, podem

estar relacionadas, pelo menos em parte, as vasiadd nivel dos fatores de



37

transcricdo que regula a expressdo deste geneficdese que a gordura
intramuscular € um tecido com amadurecimento naatid quando comparado
com gordura subcutanea (GARDAN; GONDRET; LOUVEAWO0R), e ha
significativas diferencas morfolégicas e metabdlieatre estes dois depdsitos
(GARDAN; GONDRET; LOUVEAU, 2006; GONDRET et al., @8) que,

consequentemente, definem o tipo de resposta do gen

2.6 Glutationa peroxidade (GPX)

Peroxidacéo lipidica € um dos principais mecanistieodeterioracao da
qualidade dos alimentos armazenados. As mudancagpialmlade podem ser
manifestadas por deterioragdo no sabor, na textosm, valor nutritivo e
producdo de compostos téxicos (MOHAMED et al., 20880OLLAN et al.,
2006).

Entre as enzimas antioxidantes, a GPX é um comperessencial do
sistema celular. Vérias formas de GPX sdo encamdrach vertebrados: a GPX
celular e citosolica (GPX1), o GPX plasma extrdeel(GPX2), a GPX
citosolica gastrintestinal (GPX3), a GPX hidropédoxde fosfolipideo (GPX4)
e a GPX especifica do epididimo (GPX5), no entapéma os cinco genes da
GPX identificados em mamiferos até o momento, aemmhatura internacional
mais adotada é a GPX1 (VERNET et al., 1999).

No inicio dos anos 70, o papel biolégico especifiata 0 Selénio se
tornou evidente com a descoberta da primeira sgteteina, a glutationa
peroxidase(GPX1) (ROTRUCK et al., 1973). A eliminacdo de pédés de
hidrogénio e lipideos é catalisada por isoforma&8x. Como consequéncia,
sua forma reduzida é oxidada, que é, entdo, reglumdamente com gasto de
NADPH, formando, assim, um ciclo redox (ARTEEL; SIE2001). Além da
eliminacdo enzimatica de hidroperdxidos, hidroxldipidios peroxidados, a
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forma oxidada, também, pode reagir ndo enzimatinteneom OH, NO; e
ONOO (WINK; MITCHELL, 1998). Portanto, a medicao do tete glutationa
nos tecidos poderia ser um indicador do estadocrdd@arne.

Diversas pesquisas com suplementacdo de Seléréovalbem aumento
do conteudo e atividade da GPX1, sugerindo quenswrno deste mineral pode
constituir-se em estratégia importante para agédidos danos pelo excesso de
radicais livres. Todavia, Yamasaki et al. (2006ndstraram que a expresséo do
gene GPX1 é independente da presenca de Selémioufo lado, a producao
de proteina aumentou em decorréncia da administidgdelénio no processo
de diferenciacdo dos adipdcitos.

E fundamental ressaltar que estratégias que assaxiatividade da
GPX1 a outros antioxidantes importantes sdo essassd literatura,
principalmente, quando se avaliam animais termiga@gon sistemas de
confinamento, onde a producédo de radicais livremddos em nivel celular
associados a dieta sdo ainda maiores (DESCALZO, 08a7).

Dentre os poucos trabalhos realizados, Insani.2@08) observaram
que a atividade da enzima GPX1 foi maior em animtaisninados em
confinamento do que animais terminados a pasta. dstervacdo, também, foi
relatada por Gatellier, Mercier e Renerre (2004), emtanto, esses autores
concluiram que a atividade da enzima na carne,nthira armazenamento
diminuiu. A GPX1 é uma enzima seleno-dependente,usa a glutationa como
cofactor e a diminuigdo na sua atividade podettiar @ssociada ao esgotamento
de seus co-fatores ou a oxidacdo de proteinas tducamrmazenamento do
produto.

Descalzo et al. (2007) observaram que a carneideinalimentados a
pasto ou alimentados a pasto e suplementados damina E apresentaram

maior contetido de GPX1, quando comparados a anatiaientados com dieta
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a base de grdos. Valores significativamente maévadbs de glutationa,
reduzida ou oxidada, também, foram observadosmasteas da pastagem.

A expressdo do gene da GPX1 foi analisada em disetlecidos de
bovino por RT-gPCR (YAMASAKI et al., 2006). A exmsfio do gene GPX1 na
gordura subcutanea e intramuscular foi muito bagmesentando resultados
satisfatérios apenas na regido intraperitonealnal.réA expressdo génica da
GPX1 foi fraca no intestino, figado e bac¢o, naadsedetectada nos musculos
avaliados, cérebro ou figado. Estes dados revelmmadsPX1 tem distribuicdo
especifica em alguns tecidos, porém, ainda desciolase

Urs et al. (2004) relataram aumento da expressaiwagy@a GPX1 em
adip6citos humanos, ja Yamasaki et al. (2006) ebsam que a expressao da
GPX1 é aumentada de forma semelhante durante rerdifacdo de adipdcitos
em bovinos. Esses autores, também, demonstraragsgaegene é expresso em
varios depdsitos de tecido adiposo. No entant@&lado entre a produgéo de
GPX1 de diferentes tecidos adiposos, associadeagapel de antioxidade,
ainda, ndo é conhecido, principalmente, quandodgsmais especificas sao
empregadas, como a RT-qPCR.

2.7 Biohidrogenacao ruminal

Os lipideos dietéticos fornecidos aos ruminantefesp grandes
modificacdes no ambiente ruminal, caracterizadassichmente pela
biohidrogenacao e, em condig¢fes tipicas, poucatigade de AGI escapa do
ambiente ruminal.

No entanto, antes da biohidrogenacéo, as ligacfies éxistentes entre
acidos graxos e o glicerol sdo hidrolisadas de iran&pida e extensiva pelas
enzimas microbianas lipoliticas no rimen, tendo@eonsequéncia a formacéo

de acidos graxos livres e glicerol (JENKINS, 2008)glicerol oriundo desta
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hidrélise pode, entdo, ser metabolizado pelos miganismos ruminais para
produzir &cidos graxos volateis (NAGARAJA et aR97T).

Os AGI livres liberados como consequéncia da hiskdicrobiana,
podem exercer efeitos antimicrobianos no ambieuntsimal (PALMQUIST,;
JENKINS, 1980). Para reduzir os efeitos téxicostadesos microorganismos
ruminais utilizam a biohidrogenacédo, sendo formadicido estearico (C18:0)
ao término das reacdes (Figura 2) (JENKINS, 2008).

No entanto, caso haja a biohidrogenac¢éo incompletare a producdo
de CLA (C18:2cis9, trans-11). O CLA tem sido alvo de muitos estudos e
efeitos benéficos do seu uso tém sido relataddse Estes, podemos destacar a
prevencdo de céancer, reducdo de aterosclerosepniaelita resposta imune,
além de modificacbes do metabolismo proteico egétieo (BELURY, 2002;
PALMQUIST et al., 2005; PARIZA, 2004).
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(A) cis-9, cis-12, cis-15 —18:3

l

cis-9, trans-11, cis-15 — 18:3

l

trans-11, cis-15 — 18:2

P

cis-15 e trans-15 18:2 trans-11 18:1

\ 18:0/

(B) o . ©)
cis-9, cis-12 18 cis-9 — 18:+—» trans- 18:1

' "

cis-9, trans-11 1¢

l 18:0

trans-11 18:1
Figura 2 Vias de biohidrogenacéo dos &ciddimolénico (A), linoleico (B) e
oleico (C)
Fonte: Adaptado de Harfoot e Hazlewood (1988)

O C18:2cis9 trans-11 esta presente em maiores concentracées nos
produtos oriundos de ruminantes e em produtos dogide ndo-ruminantes sua
concentracao é irriséria. Este fendmeno ocorre @mearjuéncia do fato de que
para a sua sintese, ha necessidade de acdo dasabattminais sobre o acido
linoleico (C18:2cis9, cis-12), onde o CLA é considerado o principal isbmero
(PARIZA, 2004), além disso, 0 acido graxo Cl84dns 11 (acido vaccénico),



42

gue também € um intermediario da biohidrogenac¢& atidos linoleico e
linolénico, é substrato para a formacdo de CLA ewdb adiposo do animal,
pela acdo da SCD1 (GRIINARI et al., 2000). Destanfy estratégias que
possibilitem o aumento no fluxo de acido vaccémiara o intestino delgado e
sua posterior absorcdo colaboram de forma positigea 0 aumento da
concentracdo de CLA na carne bovina.

Dessa forma, a suplementagéo da dieta de bovinsAP| (6leosin
natura ou sementes oleaginosas) pode aumentar a passiEges para O
intestino delgado, o que possibilita maior absoredalteracdo do perfil de
acidos graxos da carne de animais ruminantes. Embonutricdo possa,
claramente, contribuir para o perfil de acidos gsada gordura subcutanea e
intramuscular (HERDMANN et al.,, 2010; PAVAN; DUCKHT 2007;
OLIVEIRA et al., 2011), os fatores genéticos queedrinam o perfil de acidos
graxos, ainda, estdo sendo definidos (MANNEN, 2011)

E indubitavel lembrar, também, que o acido olei€l§:1 cis-9)
presente na carne de ruminantes, oriundo da bajedacdo ruminal, bem
como da dessaturacdo enddgena do acido esteark&OJCndo reduz as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), além deratoatra o surgimento de
doencas coronarianas (MOLKETIN, 2000). Além dissanelhoria da relacao
»-6/0-3 é altamente desejavel (HOWE et al., 2006).

No entanto, os AGS produtos da biohidrogenacao epo rimen,
em geral, elevam as LDL. Considera-se, nesta $ityaco efeito
hipercolesterolémico dos acidos graxos laurico,istto e palmitico, por
diminuirem a atividade dos receptores hepaticod.@a (GIVENS, 2005),

aumentando sua concentracdo no plasma, causarerpas a satde humana.
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2.8 Controle da expresséo génica no tecido muscular

Atualmente, o maior esforco da genética molecularigentificacdo de
sequéncias codificadoras ou unidades de transatg@NA que sdo associadas
a uma caracteristica expressa em um 6rgao ou tesdecifico (EGGEN;
HOCQUETTE, 2004). O verdadeiro desafio ndo é o eoinento do genoma
fisico propriamente dito, mas a compreensdo desqueies sao transcritos e
traduzidos em produtos proteicos e como esses JaoEesdo regulados.
Portanto, essas sequéncias codificadoras sédo sgsm@i®m por uma funcdo
particular ou um fenétipo especifico. Algumas degsateinas sdo expressas no
tecido muscular ou no tecido adiposo, possuindo pcovado efeito nas
caracteristicas de interesse para o consumo hufd@1dDEBINE, 2002).

A expressédo dos genes é controlada pela ligacéetdeminados fatores
de transcricdo em sequéncias especificas do DN&xphessao destes fatores e,
consequentemente, a sua atuacdo, é dependenteuaghaifisioldégica e do
estagio de desenvolvimento do organismo. Assimynalggenes sao expressos
apenas nos momentos apropriados.

A transcricdo €, na maioria dos casos, guiada poa sequéncia
promotora situada na regido de codificacdo, reandhepela RNA polimerase
do tipo Il (Figura 3) (PROUDFOOT; FURGER; DYE, 200Embora consigam
sintetizar acido ribonucleico (RNA) a partir de lmatideos livres, a RNA
polimerase sempre precisa de proteinas acesséhagadas de fatores de
transcricdo, que auxiliem o inicio da transcricB#o estes fatores que
identificam ao longo de um gene as sequéncias idfispsano DNA e o local de
inicio da transcricdo, ou seja, a partir de quaklmgene deve ser traduzido em
RNA. O primeiro par de bases do segmento do DNAsgué transcrito recebe o
valor +1. Sequéncias anteriores ao sitio de irséim chamadaspstream e as
bases progridem negativamente (-1, -2, -3...) dirpdo +1 para tras, as
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localizadas apds o sitio de inicio sdo chamadiasstream e progridem,
positivamente (+2,+3, +4...) (PROUDFOOT; FURGER;E)2002).

( | Fatores de Transcri(;ﬁﬂi\)
P— .
Enhancer Promotor Gene

| N .RNA polimerase

- =

Figura 3 Esquema ilustrativo da atuacao dos fattedsanscricao

As sequéncias reguladoras da transcricdo podenivégidas em duas:
promotores enhancers (KORNBERG, 2007). Essas nada mais sdo do que um
padrdo de bases encontrado em todos 0s genesfuogio é designada de
acordo com algumas proteinas e enzimas que oshexEm e se ligam a ele.

As regibes reguladoras dos genes nos eucariot@ésrpestar localizadas
préximas aos genes, nas suas extremidades 5’ en@'isterior do gene, em
regibes intrbnicas ou, ainda, em regides muitadiss do gene ha milhares de
pares de bases, longe do inicio da transcrigéo.

A molécula de RNA mensageiro (MRNA) recém sintetézao nucleo

precisa sofrer varias alteracGes bioquimicas. @tiobj é transformar-se no que
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é chamado de mRNA maduro ou mRNA processado, pareergdo, ser
transportado ao citoplasma e ser traduzido. Essmsinsores de mRNA sao
chamados de RNA nuclear heterogéneo (hnRN#gterogeneous nuclear
RNA) (PROUDFOOT; FURGER; DYE, 2002).

Em células eucaridticas os genes que codificam ragipas estao
organizados na forma de exons (sequéncias cod#gar introns (sequéncias
nao codificantes) que se alternam ao longo dos wesfw transcrito primario,
em sua extremidade 5’, é adicionado uma maetilgsina - trifosfato (ou cap)
e, em sua extremidade 3', uma cauda pol@A. transcritos primarios sao
processados pelo mecanismo dgilgsplicing que, simultaneamente, remove
sequéncias de introns e liga as sequéncias edens adjacentes
(KORNBERG, 2007).

Portanto, dada uma molécula de mRNA, um problemarale da
biologia molecular é determinar se a mesma conegides codificadoras e, a
partir dai, descobrir qual proteina sera codificdlAKAGAWA et al., 2008).
O controle do inicio da traducdo é um dos mais maptes processos na
regulacdo da expressédo genética.

A traducdo, normalmente, inicia-se no primeiro A@& molécula de
mRNA (KOZAK, 1984), mas pode iniciar em um cdOdonfedknte
(HATZIGEORGIOU, 2002).SegundoKozak (1999), a escolha pelo cédon
inicial da sequéncia codante depende da posicdangém, do contexto da
sequénciaSendo assim, a correta determinacdo da traduc@saé&mportante
etapa na analise gendmica para determinar a paaesnltante desse processo.

A transcricdo e a traducdo sdo o0s meios pelos gasisélulas
interpretam e expressam suas informacdes genétBasente parte das
sequéncias transcritas carrega informacdes parificeodproteinas, ou seja,
mesmo o mMRNA podendo ser traduzido em sua totaidagenas um trecho
desse é traduzido (KOZAK, 1999).



46

No entanto, existem outras duas classes abundd@atBNA presentes
na célula: o RNA transportador (tRNA) e o RNA risosal (rRNA). Estes sao
frequentemente referidos como RNA estaveis, posyiopsm uma meia-vida
bem mais extensa do que a do mRNA. Porém, o rRMAtitoi sozinho mais de
80% do RNA total da célula (JONES; QIU; RICKWOOM®9#). Os mRNAs
eucarioticos representam apenas uma pequena ftag@NA celular total (~5%
da massa) e sédo bastante heterogéneos, com ratas@&a tamanho, refletindo a

diversidade de produtos dos genes que codificard/(Dg 2001).

2.9 Analise da expresséao génica por RT-gPCR

A genética esta dividida em duas areas: a carzat@i® da natureza
fisica do genoma total (gendmica estrutural) e racterizacdo dos modelos
gerais da expressdo génica do mRNA e de proteff@siica funcional).
Assim, entende-se por expressdo génica os procpskisquais a informacéo
contida na estrutura do DNA é transmitida para N#\&Re produtos proteicos
(EGGEN; HOCQUETTE, 2004).

Com a descoberta da PCR (reacdo em cadeia da pde)enumerosas
aplicacbes vém sendo descritas para avaliagdo peess@io de mRNA. A
introducdo dessa nova metodologia baseada na ceinéle fluorescéncia
possibilita a quantificacdo do produto da PCR dtaivo em tempo real,
processo que combina em um s6 procedimento, aogy#io e deteccéo
(CIKOS; BUKOVSKA; KOPPEL, 2007).

Segundo Bustin (2010), a transcrigdo reversa, dagoéla reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), é dasatécnicas mais
utilizadas para analise da expressdo génica emmaléios de biotecnologia.
Esta técnica consiste na sintese de um DNA complamé&DNA) a partir de

um RNA-molde, por meio da enzima Transcriptase RaveO cDNA
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sintetizado é, entdo, amplificado exponencialmemiéa PCR e pode ser
facilmente detectado.

A facilidade de uso da RT-gPCR tem revolucionadi#acia molecular.
A sua eficacia na amplificacdo e quantificacdo déxds niveis de acidos
nucleicos tem impulsionado o surgimento de inUmeglicacdes (BUSTIN,
2010). Além disso, esta nova técnica dispensa os procetimepds PCR,
eliminando a necessidade do uso de géis de agapmssibilitando a
visualizacdo direta dos produtos amplificados dinmido o tempo de andlises
dos resultados. Além do mais, a amplificacdo e a@lisn do produto séo
realizadas no mesmo tubo da reacdo, o que melhgpadeonizacdo dos
resultados pela quantificacdo dos genes e evitamamacao.

Apesar de ser uma técnica que vem sendo utilizada crescente
frequéncia em estudos de expresséo génica quevertuainanos (AERTS et al.,
2001) e animais de importancia zootécnica, comanbsTANIGUCHI et al.,
2004; WANG et al., 2009; YANG et al., 2003), ovin(BANIEL; SALTER;
BUTTERY, 2004) e suinos (CARRODEGUAS et al., 2008JGAN et al.,
2002; RAMSAY; RICHARDS, 2005), a PCR possui seusg@eos. Para que os
resultados obtidos tenham validade biolégica, é&anmmportante atentar para
alguns detalhes durante a sua execucéo. DifereridNé\, que € uma molécula
bastante resistente, 0 RNA é extremamente fragildgo é removido do seu
ambiente celular. Portanto, sua obtencédo € muiie ammplicada do que a do
DNA, sendo um molde adequado para ser incluido em ®CR atender
algumas premissas, como ser de alta qualidade @aea os resultados
guantitativos sejam relevantes e livres de DNA g@n6.

A deteccdo do aumento do produto de PCR ao longcada ciclo é
possivel em virtude do DNA amplificado ser marcamon algum tipo de
molécula fluorescente. A emisséo crescente de kinahoso caracterizara as

curvas de amplificacdo tipicas da PCR quantitatirdre os sistemas utilizados
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para a deteccdo da fluorescéncia destaca-se onais®&BR Green. Neste
sistema o corante se liga ao DNA dupla fita emdifidorescéncia. Este método
de deteccado tem sido bastante utilizado em endai®¥T-qPCR, pois apresenta
a vantagem de apresentar um custo mais baixo eaarela construcdo de
sondas marcadas. Um fator importante que deveegadd em consideracdo na
utilizagdo deste sistema é que os iniciadoreszatitis na reagdo devem ser
desenhados cuidadosamente para evitar a amplifickgarodutos inespecificos
e formacgédo de dimeros, uma vez que esse coralig@ sequalquer DNA dupla
fita (GIULIETTI et al., 2001).

Na RT-gPCR as curvas de amplificacdo sdo mostigrddisamente em
tempo real por software, para auxiliar na detergéinado ciclo no qual a
fluorescéncia alcanca o “nivel limiar” ou ciclthreshold (C;). Durante a
amplificacdo, quanto mais rapido o sinal fluoreseeslcanca o £na fase
exponencial da reacdo, maior € a quantidade daéseigualvo na amostra
original, permitindo, deste modo, a quantificagdovalor do G é inversamente
proporcional a quantidade de sequéncias especifieasacidos nucleicos
contidos na amostra inicial. Tanto a quantificagéativa quanto a absoluta da
expressdo génica utilizam o valor do CT para qfieati o cDNA e,
consequentemente, para determinar a expressa@génic

O aumento na emissao de fluorescéncia é uma agirsgq direta da
amplificacdo da sequéncia de DNA/cDNA de interedde. forma geral, o
método de PCR quantitativo em tempo real tem seratmsuma ferramenta de
extrema importancia na quantificacdo de RNAs mezisagy tornando a
guantificacdo mais rapida e acurada (HOCQUETTE €2@07).

Dessa forma, os fatores associados as mudancasmecricdo do
MRNA e da sua estabilidade sdo essenciais parareengdio do metabolismo

dos acidos graxos depositados no tecido animal &HER et al., 1999) que,
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em geral, regulam a expressdo de diversas enzimedviglas na sintese de
acidos graxos (JUMP, 2002).
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CAPITULO 2 Expressao de genes envolvidos no metdtsmo lipidico no
musculo de bovinos de corte alimentados com grao deja e

gordura protegida, suplementados ou ndo com ionéfor
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo analisar a expressaeiks genvolvidos no
metabolismo lipidico no musculdongissimus dors (LD) de bovinos
alimentados com dietas, contendo gréo de soja ¢@gprdura protegida (GP),
suplementados ou ndo com monensina (M). Foranzaditis 28 tourinhos Red
Norte, com idade média de 20 meses e peso vivialimeédio de 359 kg,
distribuidos em um delineamento inteiramente camadd, em um arranjo
fatorial 2 x 2. As dietas apresentaram 6,6% deatxtetéreo e a silagem de
milho utilizada como volumoso. Metade dos animéiimentados com GS ou
GP foram suplementados com 230 mg/cabec¢a/dia demsipra. Os animais
foram abatidos com peso médio de 497 Rg((05). Na desossa, as 2@dbst
mortem foram coletadas amostras do musculo LD e estocad88°C. Foram
avaliados os genes: receptor ativador por peraxiase. (PPARe), fator de
transcricdo de proteinas ligantes aos esteroidBERB-1c), estearoil CoA
dessaturase (SCD1), acetil CoA carboxilase (ACiPqploteina lipase (LPL),
proteina de ligacdo ao 4cido graxo (FAB® glutationa peroxidase (GPX1). A
expressdo génica foi analisada utilizando a técdieaRT-gPCR sendo a
quantificacéo relativa calculada pela formutd2. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para analisar a normalidade dos dadassadp estes ndo apresentaram
esta distribuicao, realizou-se a transformacaaatitio o PROC RANK do SAS
9.2. Posteriormente, os dados foram analisadosROCPGLM e no PROC
CORR do SAS 9.2. O PPAR{oi mais expresso no musculo LD dos animais
alimentados com GSM, sendo o acido estearico @ipahresponsavel. Houve
interacdo entre a fonte lipidica e monensia(05) para o gene SCD1, sendo
mais expresso no tratamento onde os animais foliamerdados com grao de
soja e suplementados com monensina, comportamemelsante ao gene
GPX1. As expressbtes da LPL e FABBram maiores®<0,05) no musculo LD
dos animais alimentados com as dietas, contendo dgdsoja, além disto,
ambos apresentaram correlacdo positiva com o d@stiarico. O gene SCD1
correlacionou-se com PPAR-FABP, LPL e GPX1l. JA o0 gene PPAR-
correlacionou-se com os genes FABEPL, que se correlacionaram entre si. O
acido araquidbnico e @-linolénico foram os Unicos &acidos graxos poli-
insaturados que apresentaram correlagdes negatbrasos genes PPAR-
SCD1, LPL e FABR. O uso de grédos de soja ou gordura protegida,crosem
suplementacdo de monensina, alteraram a expreésétagio PPARy LPL,
FABP, e do SCD1, sendo os efeitos principais associad@kido araquidénico
e a- linolénico.

Palavras-chave: lonéforo. Nutrigendmica. OleaginBsaninante. Tecido
muscular.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the esgion of genes
involved in lipid metabolism in thingissimus dorsi (LD) muscle of beef cattle
fed diets containing soybean grain (SB) or rumeyigated lipid (RPL), with or
without supplementation with monensin (M). Twenight Red Norte bulls,
with an average age of 20 months and initial bodyigint of 359 kg were
allotted in a completely randomized design usi®y»a2 factorial arrangement.
The diets contained 6.6% ether extract and coageilvas used as forage. Half
of the animals fed SB or RPL was supplemented ®BB mg/head/day of
monensin. The animals were slaughtered with anageemeight of 497 kg
(P>0.05). During boning, 24post mortem, samples were collected from the LD
muscle and stored at -80°C. The evaluated genes weroxisome proliferator
activator receptoro (PPARwe), sterol regulatory element binding protein
(SREBP-1c), stearoyl CoA desaturase (SCD1), acayl carboxylase (ACC),
lipoprotein lipase (LPL), adipocyte-type fatty adioshding protein (FABE) and
glutathione peroxidase (GPX1). Gene expression avadyzed using the RT-
gPCR technique, calculating the relative quantificausing the formula 2.
The Shapiro-Wilk test was used in order to veriéifadnormality and, when the
data did not show a normal distribution, they wiemsformed using the SAS
9.2 PROC RANK. Posteriorly, the data were analymsthg SAS 9.2 PROC
GLM and PROC CORR. The PPARgene was more expressive in the LD
muscle of animals fed SBM, with stearic acid betimg main responsible factor.
There was interaction between the lipid source raodensin P<0.05) for the
SCD1 gene, which was more expressive in the treatinevhich animals were
fed soybean supplemented with monensin, the saing breie with the GPX1
gene. The expressions from LPL and FABBnes were higheP€0.05) in the
LD muscle of animals fed diets containing soybegsaing moreover, both were
positively correlated with the stearic acid. TheDBQgene was correlated with
PPAR+«, FABP,, LPL and GPX1. The PPAR-gene was correlated with genes
FABP, and LPL, which were correlated with each otherachidonic andux-
linolenic acids were the only polyunsaturated fadiyids which showed a
negative correlation with PPAR- SCD1, LPL and FABPgenes. The use of
soybean grain or rumen protected lipid, with orheitt supplementation with
monensin, altered the expression of PPAR-PL, FABP, and SCD1 genes,
with the main effects being associated with aramhid anda-linolenic acids.

Key words: lonophore. Muscle tissue. Nutrigenom@iseed. Ruminant.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os consumidores estdo cada vez maiesstdos em um
produto com qualidade nutricional desejavel e deada as exigéncias diarias
para uma vida saudavel e estad estabelecido natlitarque a carne bovina é
excelente fonte de proteina, vitaminas e microentes (BIESALSKI, 2005;
WILLIAMSON; FOSTER; STANNER, 2005). Entretanto, fgum tempo os
atributos positivos da carne ficaram em segundoopteor determinados setores
ligados a saude humana, que se preocuparam, @fimeipte, com os teores de
acidos graxos saturados (AGS). Todavia, ao anafisthor a fracéo lipidica da
carne de ruminantes, verifica-se que ela é fontdaidos graxos benéficos a
salude, como o acido oleico e o isdbmero do aciduelico conjugado (CLA)
C18:2cis9, trans-11 (FRENCH; STANTON; LAWLESS, 2000).

Com isso, estratégias nutricionais que visam mathor perfil destes
acidos graxos presentes na composi¢do da gorduaairscular na carne tém
utilizado fontes alimentares ricas em lipideos (HER; HERDMANN;
NUERNBERG, 2011; NUERNBERG et al., 2005; OLIVEIRA al., 2011;
WANG et al., 2012). No entanto, respostas maisafpes associadas a estes
fatores de sintese lipidica podem ser obtidos avakar a expressédo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico.

As interacBes entre os nutrientes que compdem ta dieo nivel de
expressao génica, além de fatores de transcric@oeptores nucleares ligados
ao metabolismo lipidico podem influenciar a depiisigle acidos graxos na
carne bovina e, até o momento, o nimero de trabatjue avaliaram esta
guestdo em ruminantes ainda é reduzido (BIONAZ.e2813; COSTA et al.,
2013; DERVISHI et al., 2010; HERDMANN et al., 2010EE et al., 2011),
principalmente, com a analise na mesma pesquisairitess genes. Dentre os
fatores de transcricdo e o0s receptores nuclearedviElos no metabolismo
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lipidico, destacam-se as proteinas ligantes aomeal®s regulados por
esteroidegSREBP-1c) (XU et al., 2001) e o receptor ativadog@yoxissoma
(PPARw). O primeiro atua, principalmente, sobre sinteseadidos graxos,
enquanto que o PPAR-tem como funcdo induzir a proliferacdo de
peroxissomas na célula, regulando assifiraxidacdo dos acidos graxos no
musculo (BIONAZ et al., 2013).

O efeito de determinados nutrientes, como os aajgazos, sobre a
expressao de alguns genes, ocorre em virtude\ddaaté bioldgica apresentada
por certos lipideos na dieta, que podem estimulanibir genes que codificam
enzimas especificas (JUMP, 2002). Neste sentidsquigas realizadas por
Herdmann et al. (2010), Hocquette et al. (2007)agaR e Duckett (2007)
verificaram que dietas ricas em acidos graxos ipséturados (AGPI) séo
potentes inibidores do gene que codifica a enzigteaeil CoA dessaturase
(SCD1).

Portanto, faz-se necessario ampliar os conhecimeatore o efeito das
fontes lipidicas na expressdo de outros genes temies para o metabolismo
lipidico. Dentre estas fontes, na alimentacédo deimantes € comum o uso do
grdo de soja e de fontes de gorduras protegidasabdes de calcio. Estes
ultimos, por usa vez, caracterizam-se por apresemtaor disponibilidade de
acidos graxos para a biohidrogenacdo (BAUMAN et 2003), o que
aumentaria a disponibilidade de AGPI para absoimg#&stinal. Adicionalmente
as fontes lipidicas, os aditivos que modificam agutacdo microbiana e,
consequentemente, 0os mecanismos envolvendo a tmghithcdo no riamen
(FELLNER; SAUER; KRAMER, 1997), também, podem séliaados com o
objetivo de aumentar a disponibilidade de acidesapg insaturados (AGI) no
intestino delgado. Dentre eles os ion6foros satadas em decorréncia de sua
grande utilizacdo na pecuéria mundial (ELLIS et2012). Dessa forma, 0 uso

de iond6foros pode alterar o tipo de acido graxgaiiével para os tecidos
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(LADEIRA et al., 2013), o que poderia influenciaexpressao de determinados
genes.

Dessa forma, este trabalho foi realizado com otiobjele analisar a
expressao génica do PPARSREBP-1c e de genes envolvidos no metabolismo
lipidico no masculo de bovinos alimentados comadietontendo grdo de soja
ou gordura protegida, suplementados ou ndo com msore Além disso,
objetivou-se estudar as correlacdes entre as diésreexpressdes analisadas e o

perfil de acidos graxos na carne desses animais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental, animais e dietas

A pesquisa foi conduzida no setor de Bovinocultdea Corte e no
Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas, amblocalizados na
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Minaai§eBrasil.

Foram utilizados 28 tourinhos Red Norte, com idad=al média de 20
meses e peso vivo inicial médio de 359 kg, em ulimelamento inteiramente
casualizado e arranjo fatorial 2 x 2, com 4 tratatio®e e 7 repeticbes por
tratamento. As dietas apresentavam a silagem ¢® mdmo volumoso e quatro
diferentes tipos de concentrados foram utilizadostendo grédo de soja moido
ou gordura protegida oriunda de soja (Megalac® s Geral do Nordeste
SA, Nova Ponte, Brasil), como fontes de lipideosa inclusdo ou ndo do
iono6foro monensina sédica (Rumenpac®, MCassab, Bauolo, Brasil).
Portanto, cada tipo de dieta representou um deataduitratamento (Tabela 1).
As dietas foram formuladas para atender as exigérmig ganho de peso diario
de 1,4 kg/dia, segundo o National Research CourdiRC (1996) e, quando

utilizado, a dose diaria de ionéforo foi de 230 amighal.
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Tabelal Composicao percentual de ingredientespdimdogica e composicdo
dos principais acidos graxos das dietas experinsergedo de soja
sem monensina (GS), grdo de soja + monensina (G§bMilura
protegida sem monensina (GP) e gordura protegidaofiensina

(GPM)
Dietas

Ingredientes (%MS) GS GSM GP GPM
Silagem de Milho 40,0 40,0 40,0 40,0
Milho Integral 38,2 38,2 40,2 40,2
Farelo de Soja - - 13,8 13,8
Grao de soja moido 20,0 20,0 - -
Megalac-E® - - 4.2 4.2
Monensina (mg/dia) - 230 - 230
Premix Mineral 1,8 1,8 1,8 1,8
Nutrientes (%MS)
Matéria Seca 66,0 66,0 64,9 64,9
Proteina Bruta 12,9 12,9 12,5 12,5
Fibra em Detergente 27.0 27.0 28.0 28.0
Neutro
Carboidrato ndo fibroso 46,0 46,0 48,5 48,5
Extrato Etéreo 6,5 6,5 6,7 6,7
Acido Graxo (%MS)
Acido miristico 0,6 0,6 0,9 0,9
Acido palmitico 17,3 17,3 20,3 20,3
Acido esteérico 6,8 6,8 7,7 7.7
Acido oleico 26,71 26,7 28,9 28,9
Acido linoleico 44,5 44,5 38,7 38,7
Acido linolénico 4,0 4,0 3,1 3,1

*Contetido de garantia por quilograma de produtsegainte: Ca, 235 g; P, 45 g; S, 23
g; Na, 80,18 g; Zn, 2,38 mg; Cu, 625 mg; Fe, 1,18 kin, 312 mg; Co, 32 mg; |, 41,6
mg; Se, 11,25 mg; vitamina A, 70,000 IU; vitaming B,000 IU; vitamina E, 15 IU; e
niacina, 3,33 mg

A duracdo do experimento foi de 84 dias, precedalam periodo de 14
dias para adaptacdo dos animais as dietas e gisalaOs animais foram

confinados em baias coletivas, com 30de area por animal e as dietas foram
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fornecidas duas vezes ao dia, as 7h e 14h, na fdemracdo total e ajustadas
para manter as sobras em 5% do oferecido.

Os animais foram abatidos com peso vivo médio delgPP>0,05),
utilizando a técnica de concussao cerebral e sadgd®ia jugular, seguido de
remocdo do couro e evisceracdo. As carcacas fodamtificadas, lavadas,
divididas em duas metades, sendo estas pesada&luadinente e levadas a
camara fria, por aproximadamente 24 horas, a tahperde 1°C. Apds esse
periodo, duas amostras foram extraidas do musmdcssimus dorsi (LD) entre
a 122 e 132 costelas de cada animal. Para a abdstatecidos, todos os
instrumentos utilizados foram esterilizados e asstras de musculo colhidas
foram lavadas com solucao fisiolégica de Na®@,9%. A primeira amostra foi
armazenada a uma temperatura de -20°C para posgtiacdo dos lipideos e
andlise dos &cidos graxos, enquanto a segundanibruthada em papel
aluminio, congelada e transportada em nitrogéniguiddb, sendo,

posteriormente, armazenadas @itna-freezer (-80°C).

2.2 Analises de acidos graxos

A extracdo dos lipideos do mdasculo foi realizada aderdo com
procedimentos estabelecidos por Folch, Less e &tafl957) e metiladas
segundo Hara e Radim (1978). As amostras transmasilforam analisadas em
cromatdgrafo a gas modelo Focus CG-Finnigan, comect® de ionizacao de
chama, coluna capilar CP-Sil 88 (Varian), com 108ercomprimento por 0,25
mm de didmetro interno e com espessura de|R2(Supelco, Bellefonte, PA).
Foi utilizado o hidrogénio como gas de arraste, awazdo de 1,8 mL/min. O
programa de temperatura inicial do forno foi déCJOmantida por 4 min,
elevacdo de P&/min até 17%C e mantida por 27 min, elevacdo d€/Mnin até
215°C e mantida por 9 min e, em seguida, aumentafi@dmin até 230°C,
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permanecendo por 5 min. A temperatura do injetodéo250°C e a do detector
300°C.

A identificacdo dos acidos graxos foi feita pelaparacdo dos tempos
de retencdo com padrdes de acidos graxos de merdgeigpercentagem dos
acidos graxos foi obtida por meio dmftware Chromquest 4.1 (Thermo
Electron, Italy).

As atividades das enzimad® dessaturases e elongases foram
determinadas, conforme descrito por Malau-Aduliakt(1997), por meio de

indices matematicos. Os célculos foram realizadoseduinte maneira:

C14 index: 100 [(C141ds9)/(C14:Xis9 + C14:0)]

C16 index: 100 [(C161is9)/(C16:Xis9 + C16:0)]

C18 index 18: 100 [(C18cls9)/(C18:kis9 + C18:0)]

Total dessaturase index: 100 [(C14:1 + C16:1 + DI&14:1 + C16:1
+ C18:1 + C14:0 + C16:0 + C18:0]

Elongase: 100 [(C18:0 + C1&i%9)/(C16:0 + C16:dis9 + C18:0 +
C18:1cis9)]

2.3 Andlises de expresséo génica

O desenho dos primers alvos e de referéncia fdizaga pelas
sequéncias cadastradas e publicadas no banco de gdélblico doGenbank,
plataforma do NCBI National Center for Biotechnology Information). Para a
caracterizacdo dos genes as ORGgpeff Reading Frames) das sequéncias
selecionadas foram obtidas pela ferram@Riinder do NCBI e as sequéncias
de proteinas codificadas obtidas a partir da fezrdatrandate, encontrada no
banco de proteinas ExXPASY (BIOINFORMATICS RESOUREPBRTAL,
2013).
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A sequéncia dos primers foi desenhada, utilizandmftware Oligo
Perfect" Designer, considerando as sequéncias obtid&@entmank. Os primers
para o tempo real (RT-gPCR) foram comercialmeméetizados (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), com suas sequéncias sendoempaelas na Tabela 2.

Para a extracdo do RNA total, as amostras forameradas em
nitrogénio liquido, com o auxilio de cadinho e stDo material macerado,
200 mg de tecido foram coletados, adicionados 1.2dm QlAzol (QlAgen,
Valencia, CA, EUA) e misturados vigorosamente emexo As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutosgoseposteriormente,
adicionados 200 pL de cloroférmio, agitadas e lagad centrifuga por 15
minutos a 14.000 rpm a temperatura de 4°C. O sabtegnte foi transferido para
novos tubos e adicionados mais 200 pL de clorofdrgdara uma segunda
lavagem. Novamente o sobrenadante foi transferidoa movos tubos e
adicionado 600 pL de isopropanol. As amostras faramntidas por um periodo
de 1 hora a temperatura de -20°C, em seguida, foemtrifugadas por 20
minutos a 14.000 rpm a temperatura de 4°C. O sabeerie foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol a 75%gugio de nova
centrifugacdo por 8 minutos a 10.000 rpm a 4°C.sApéentrifugacao, o etanol
a 75% foi descartado, mellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido
em 20 pL de agua ultra pura. Apés estes procedimeas amostras de RNA

foram armazenadas a -80°C.



Tabela 2 Sequéncia dos primers (5’ para 3’) quanfiansados na PCR quantitativa em tempo real

Simbolo Nome Forward (F) e Reverse (R) NUmero de Asso
PPAR«  Receptor ativado por F CAATGGAGATGGTGGACACA NM_001034036.1
peroxissomas R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
SREBP- Fator de transcricdo de proteinas F GAGCCACCCTTCAACGAA NM_001113302.1
1c ligantes aos esteroides R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA
SCD1 Estearoil CoA dessaturase FTTATTCCGTTATGCCGGT NM_173959.4
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC
ACC Acetil CoA carboxilase F TGAAGAAGCAATGGATGAACC NM_174224.2
R TTCAGACACGGAGCCAATAA
LPL Lipoproteina lipase F CTCAGGACTCCCGAAGACAC NM_001075120.1
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA
FABP, Proteina de ligacdo ao acido graxo F GGATGATAAGAATGCTGGA NM_174314.2
R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT
GPX1 Glutationa peroxidase F GGAGATCCTGAATTGCCTGA NM_174076.3
R CCATTCACCTCGCACTTTTC
B-actin B-actina F GTCCACCTTCCAGCAGATGT BC142413.1
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
GAPDH  Gliceraldeido 3-fosfato F CGACTTCAACAGCGACACTC NM_001034034.1

desidrogenase R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC

9.



77

Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNasa fdee
(Ambion, Austin, TX, EUA), em uma reacédo contendd Golume do tampéo
DNase turbo 10X, 0,BL da enzima DNase turbo e agua livre de DNase/RNase
para completar o volume de 2h. Essa reacéo foi incubada a 37°C por 30
minutos. Posteriormente foram adicionadosi2,%lo reagente de inativacao da
DNase e as amostras foram incubadas por 2 minutem@eratura ambiente.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas panih&tos a 10.000 rpm e o
sobrenadante transferido para novos tubos. Pastenie, as amostras foram
armazenadas a -80°C.

Para a avaliacdo da integridade das amostras dadrad RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0%) @ofado comGelRed
Nucleic Acid Gel Sain e visualizado em fotodocumentador UVITEC FireReade
XS D-77Ls-20M para analise das bandas 28S e 18%RNMA ribossomal
(rRNA). As amostras foram quantificadas em espectrofatdn{®anodrop®
Espectrophotometer ND-1000) a 260 nm com o objetieo determinar a
quantidade (ngL) e qualidade (260/280 e 260/230) do RNA.

A sintese de cDNA foi feita corit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Primenente, o
RNA foi preparado a uma concentracéo deglem um volume final de LL.
Apés essa etapa, foi preparado umx, contendo 2uL do tampdo 10X da
enzima, 2uL do primer RTRandom Primers 10X, 0,8 uL do mix dNTP (100
mM), 1 puL MultiScribeny Reverse Transcriptase e agua para um volume final
de 10uL/amostra. Para cada solucéo preparada de & RNA a lug, foram
acrescentados 1L desse mix. Os tubos foram submetidos ao ternamincl
MultiGene™ Gradient (Labnet), programado com trés etapasmiiutos a
25°C para o anelamento dos primers, 2 horas a Baf&€ acdo da enzima e 5
minutos a 85°C para inativa-la. Apds o processo, aasostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.
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Para a analise da expressdo génica quantitativaRpegqPCR foi
utilizado o modelo ABI PRISM 750&eal Time PCR (Applied Biosystems),
utilizando o sistema de detecC&BR Green (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) e o cDNA obtido a partir de RNA extraido tecido muscular de
bovinos. As condicdes térmicas de reacao foramn2itiws a 50°C, 10 minutos a
95°C seguidos por 40 ciclos de 15 minutos a 95°C minuto a 60°C e,
finalizando com 15 segundos a 95°C. Os dados fodetados e armazenados
no programa 750Bast Software (Versdo 2.1). Para cada reagéo foi utilizado 1,0
uL de cDNA, 0,3uL de cada primer (forward e reverse) e jd,0de Master Mix
SYBR Green para um volume final de 10)0./amostra em uma placa de reacéo
com 96 pocgos MicroAmp Optical (Applied Biosysterisster City, CA, USA).
Os controles negativos e curvasniidting foram incluidos em todas as analises.
Todo o experimento de RT-qPCR, para cada gene tmogdoi conduzido a
partir de cDNAs diferentes, obtidos a partir dee gepeticbes bioldgicas, com
trés réplicas técnicas para cada uma, sendo oladesinormalizados usando
Cys (Ciclo Threshold) obtidos pela expressédo dos genes de referfratéina e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

O CT foi determinado pelo niumero de ciclos utildasse o método £
comparativo. Como um dos requisitos necessarioa pamutilizacdo deste
método, foi realizado um ensaio de validac@o parstrar que as eficiéncias de
amplificacdo dos genes alvo e de referéncias g@tmximmadamente, iguais
(Tabela 3). Para isto foram realizadas curvas padp@ra os genes em estudo
nas seguintes diluicdes: 1.5, 1:25, 1:125, 1:6263425. Este procedimento
permite a definicdo da concentracdo de cDNA utlizam cada reacédo, a qual
foi de 10 ngiL. A concentracdo de cada primer foi de i\



Tabela 3 Amplicon e eficiéncia dos primers utiliaasca PCR quantitativa em tempo real

Simbolo Forward (F) e Reverse (R) Amplicon (pb) R Eficiéncia

PPAR« F CAATGGAGATGGTGGACACA 95 0,992 99,17
R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG

SREBP-1c F GAGCCACCCTTCAACGAA 88 0,985 94,61
R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA

SCD1 F TTATTCCGTTATGCCCTTGG 83 0,981 95,79
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC

ACC F TGAAGAAGCAATGGATGAACC 88 0,994 96,63
R TTCAGACACGGAGCCAATAA

LPL F CTCAGGACTCCCGAAGACAC 98 0,990 96,67
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA

FABP, F GATGATAAGATGGTGCTGGA 73 0,994 92,60
R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT

GPX1 F GGAGATCCTGAATTGCCTGA 87 0,991 91,72
R CCATTCACCTCGCACTTTTC

B-actin F GTCCACCTTCCAGCAGATGT 90 0,996 100,00
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT

GAPDH F CGACTTCAACAGCGACACTC 96 0,998 101,42

R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC

6.
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A normalizagdo dos genes foi realizada utilizanel@®quacaaCr=Cr
(gene alvo) - € (gene referéncia). Para isso, a calibragdo fardehada pela
formulaAAC;= AC; (amostra) AC; (calibrador), em que o calibrador utilizado
foi o da dieta que o gene apresentou a menor esgwe§ do gene na dieta
onde foi menos expresso. A avaliagdo da quantdizaelativa foi realizada pela

formula 2*4¢;

2.4 Andlises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisanormalidade dos
dados e quando estes ndo apresentaram esta djsiijbuealizou-se a
transformacdo utilizando o PROC RANK do SAS 9.2 ASBISTICAL
ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2012).d3teriormente,
os dados foram submetidos a analise de varian®i@®A) e o teste de Tukey
foi utilizado para determinar a diferenca estatdstentre as médias dos
tratamentos, por meio do PROC GLM do SAS 9.2. @figentes da correlacdo
de Pearson foram calculados usando o PROC CORR AS 8.2
Consideraram-se, como significativos, valores$d6,05. As correlagdes feitas
neste trabalho foram realizadas com o perfil ded&cigraxos publicado por
Ladeira et al. (2013).



81

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo do gene SREBP-1c ndo foi afetada,fis@ivamente,
pelas dietas utilizadas, ja o PPAR®I mais expresso, no muisculo LD dos
animais alimentados com grao de soja e monensimapeparacao ao musculo
dos animais que receberam as demais dietas (Flgura maior expressado do
PPARw« no tratamento com grdo de soja € monensina pdede associada as
alteracbes na biohidrogenacdo ruminal dos AGI goaadmonensina foi
utilizada em conjunto com o grédo de soja, ja ques® de oleaginosas moidas
faz com que ocorra maior disponibilidade dos acglesos (LADEIRA et al.,
2013; OLIVEIRA et al.,, 2011), em comparacdo aosdsabde célcio. Dessa
forma, o uso desta dieta pode ter alterado as ntac¢ées de acidos graxos
disponiveis para absorcdo no intestino delgadegynslo Bionaz et al. (2013),
diferentes acidos graxos podem ativar mais ou mesddiferentes isotipos de
PPAR. Dentre os acidos graxos que apresentam dfete agonista sobre o
PPAR destacam-se os acidos palmitico e estearl@NBZ et al., 2013) e este
altimo estava em maior concentracdo no musculo ld3 dnimais que

receberam o grao de soja ha composi¢cao da dieavd52,7%;P<0,05).



82

6 a
5 -|V
S 4
g 3 b Valores de P
o b Lipideo (L) P<0,01
2 I ¢ Monensina (M) P>0,99
1 + LxM P<0,01
0 - ; .
GS GSM GP GPM
1,6
1,4
ALl
< 1,0
i 0,8 J_ Valores de P
& o
% 0,6 Lipideo (L) P=0,93
0,4 Monensina (M) P=0,58
0.2 LxM P=0,71
0,0

GS GSM GP GPM

Figural Expressdo relativa dos genes PRAR-SREBP-1c no musculo
longissimus dorsi de bovinos alimentados com grao de soja (GS) ou
gordura protegida (GP), suplementados ou ndao conensina (M)

Nota: Letras diferentes no mesmo grafico diferetatisticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey

O mecanismo de acdo dos acidos graxos sobre rezgpiacleares esta
associado ao fato de que estes agem diretamemigctem, ligando e regulando
a sua atividade (JUMP, 2008), desempenhando papkEha inducdo de genes
gue atuam na captacao de &cidos graxos (NTAMBI; BEXNIO1). Varios genes
gue respondem de forma positiva ou negativa a otraggio de alguns acidos
graxos sdo, também, responsivos ao PRAPRsis apresentam uma regido para

ligacdo destes em sua regido promotora (DUPLUS; RIAN; FOREST,
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2000). Assim, tem sido assumido que alguns acidazog regulam o gene
SCD1 via PPARx, no entanto, Bionaz et al. (2013) sugerem quéeesagfio da
transcricdo génica gerada por acidos graxos edatiga, frequentemente, é
desconexa, ou seja, alguns genes ndo respondemprpessuindo regido para
sua ligacdo em seu promotor.

Para o gene SCD1 foi observado interacéo entrereemsma e a fonte
lipidica, em que a quantidade de mRNA do gene SfoDfnaior no musculo
LD dos animais alimentados com grao de soja e nsime® menor no musculo
dos animais alimentados com gordura protegida eensina, ja a expresséo do
gene que codifica a enzima acetil CoA carboxil#geQ), também, apresentou
interacdo entre a monensina e a fonte lipidicaufgi@®), o que sugere que os
primeiros passos da sintede novo foram afetados pelas dietas. No caso das
dietas com grdo de soja, a maior expressao, quaadatilizou o aditivo
ionoforo, pode ser explicada, em virtude da maipresséo génica de PPAR-
nestas dietas, ja que segundo Bionaz, Hering e (2@1t2), este receptor
nuclear aumenta a expressao do gene SCD1.

Ao realizar um estudo de correlacdo entre os difesegenes estudados,
verificou-se, também, a correlagdo entre o PRARa SCD1 (Tabela 4). Ja em
relacdo as dietas com gordura protegida, o ion&domentou a deposicdo de
acido araquidénico (0,08s 0,05%; P<0,05) e, segundo Flowers e Ntambi
(2008), Jacobs et al. (2011) e Waters et al. (2G390GPI reduzem a expressao
do gene SCD1 em diferentes espécies e tecidos ianiklam disto, entre os
trabalhos que avaliaram o efeito de AGPI sobre premsdo da SCD1, a
biohidrogenacao é o principal obstaculo associadesposta deste gene, no
entanto, os ionéforos tendem a reduzir os passassfidesta etapa (NEVEL;
DEMEYER, 1995). Os AGPI, presentes na composi¢cde ditas, séo
extensivamente biohidrogenados (JENKINS et al.,319®uanto menor a

biohidrogenacdo maior o teor de AGPI que cheganteamo, o que pode
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reduzir a expressédo do gene SCD1 em ruminantes INERIN et al., 2010;
PAVAN; DUCKETT, 2007).

14
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Figura2 Expresséo relativa dos genes SCD1 e AC@szulolongissmus
dors de bovinos alimentados com grdo de soja (GS) oduga
protegida (GP), suplementados ou hdo com mone(idina

Nota: Letras diferentes no mesmo gréfico diferetatisticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.

A gordura protegida tem a funcdo de aumentar o teorAGPI
disponivel no intestino delgado e a monensina tepotencial de reduzir a
lipdlise e alterar a biohidrogenac¢do ruminal (FEEBR SAUER; KRAMER,
1997; NEVEL; DEMEYER, 1995) é de se esperar quea hajaior

disponibilidade de AGPI no musculo dos animais atitados com gordura
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protegida e monensina, o que levou a reducdo dassgo da SCD1 em razéo
do efeito associativo dos dois ingredientes. Segluadieira et al. (2013), o uso
da gordura protegida elevou os teores de acidééhimm e da monensina os
teores de acido araquiddnico no musculo destesa)icomprovando, assim, o
efeito negativo dos AGPI sobre a SCD1.

Nas dietas com inclusdo de gréo de soja, houvergome teor de CLA
no LD (0,72vs 0,61%;P<0,05), em relacdo as dietas com gordura protegida,
independente do uso ou ndo do ionéforo, o que pedeocorrido, em
consequéncia da maior acdo da enzima SCD1 solséroeros de C18:ttans-

11 (4cido vaccénico), um dos intermediérios da itiiolgenacéo e que pode
acumular com a adicdo da monensina na dieta, ipastifo, também, a maior
expressao do gene SCD1 no tratamento com gradgale saonensina. Mais de
80% do total de CLA no tecido resulta da dessafralp 4cido vaccénico por
acdo da enzima SCD1 no tecido bovino (PAVAN; DUCHET007). A
regulacdo do gene SCD1 e as reducdes nas conGedrde CLA ndo séo
resultantes apenas da baixa atividade da dessgtumas em vez disto, estdo
associados a menor disponibilidade do substraidda@accénico) presente no
tecido (DUCKETT; PRATT; PAVAN, 2009). Portanto, mieta com grédo de
soja sem monensina haveria maior producao de Clt#ien e menor absorcao
de acido vaccénico pelo intestino delgado, o qdeziea a necessidade de agéo
da SCD1 no tecido muscular. Doran et al. (2006hdai concluem que
diferentes respostas da SCD1, mediadas por magimdalietéticas, sugerem a
existéncia de mecanismos especificos do tecidoossiyelmente, expressdo
tecido-especifica dos fatores de transcricdo (SREBPpromotores (PPAR)
relacionados a regulacdo do produto do gene SCDAuerimantes, ainda n&do
conhecidos.

A alta correlagéo positiva entre as expressdegeioss SCD1 e PPAR-

a, também, foi observada por Hebbachi et al. (2088)estudo com ratos. No
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entanto, resultados diferentes foram relatados ewinds (WATERS et al.,
2009). Cabe lembrar que estudos avaliando esseoctamEnto em bovinos sdo
recentes e escassos na literatura, 0 mesmo podissetido se for levado em
consideracdo o gene SREBP-1c. Em células humarfas ganfirmado que a
SCD1 pode estar sob o controle da SREBP-1c e RPHENAVILLE et al.,
2006). J4 em bovinos, Waters et al. (2009) obsanmvgue a reducdo na resposta
da SCD1 est4 diretamente associada ao nivel dessguw da SREBP-1c, algo

nao verificado neste trabalho.

Tabela 4 Coeficientes da correlagdo de Pearsoe engxpressdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico no miscldogissimus dorsi em

bovinos
Genes ACC GPX1 FABP LPL SCD1 SREBP-1c
PPAR« -0,06 0,67** 0,64*  0,60** 0,77 0,07
SREBP-1¢ 0,46~ -0,03 0,19 -0,02 0,04
SCD1 -0,17  0,70** 0,59** 0,40
LPL 0,21 0,45 0,77
FABP, 0,15 0,3%
GPX1 -0,06

P<0,001**, P<0,01** e P<0,05*

A acéo da enzima ACC define a velocidade de simtesécidos graxos
e pode ser controlada alostericamente, além demdep a estimulos hormonais
e metabdlicos em todas as espécies (MUNDAY efl@f91). Segundo Oliveira
et al. (2011), as quantidades de gordura no mugsealmalmente, resultam de
um equilibrio entre a energia da dieta e as natadss metabdlicas do animal.
Além disso, a disponibilidade de substratos paeassotese, como a glicose,
também, influenciam a deposicdo de gordura intremas (GILBERT et al.,
2003). Como a utilizacdo de monensina aumenta @upém de propionato e,
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consequentemente, a gliconeogénese, poderia ocoaier disponibilidade de
glicose para a sinteste novo de 4cidos graxos com a utilizagdo do iondforo,
fato este observado neste trabalho ja que a adiedmonensina as fontes
lipidicas aumentou a expressao do gene ACC.

As expressdes génicas da LPL e FA®Pam maiores nos musculos LD
dos animais alimentados com as dietas, contendodgr&oja, em relacdo ao LD
dos animais alimentados com gordura protegida (&i@). Além do mais, a
utilizacdo da monensina afetou a expressao desses.gApesar dos teores de
acidos graxos nas dietas terem sido similares,vptia de 6,6% de EE, a
composi¢cdo de acidos graxos absorvidos no inteddigado e disponiveis para
captacdo pelo tecido muscular foi diferente, ja guéste diferenca na
composi¢do de acidos graxos entre os alimentoslazkis (LADEIRA et al.,
2013), bem como na intensidade de ocorréncia dadsagenacdo. Portanto, a
maior quantidade de acidos graxos com 18 carbonagao de soja e a maior
concentracdo de acido estearico no musculo dosaaalimentados com esta
oleaginosa podem ter sido responsaveis pela mapessao destes genes, ja
que, conforme pode ser visto na Tabela 5, verifmeorrelacdo positiva entre
a LPL e o &cido estearico. Além disso, 0 muscukatomais alimentados com
grdo de soja continha maiores teores de C17:0 elCdide, também,

apresentaram correlacdo com o gene LPL e RABP
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Figura 3 Expressdo relativa dos genes LPL, FABPGPX1 no mdusculo
longissimus dorsi de bovinos alimentados com grao de soja (GS) ou
gordura protegida (GP), suplementados ou ndo conensina (M)

Nota: Letras diferentes no mesmo gréfico diferetatisticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.

Segundo Jurie et al. (2007), a maior quantidadetrideilglicerois
circulantes no sangue resulta em maior atividaderdama LPL, o que pode
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ativar o carreador de membrana FABBue é responsavel pelo transporte de
acidos graxos para o interior da célula. Portant,genes LPL e FABP
apresentam funcdes que se complementam, o quepFam@do nos dados deste
trabalho e nos estudos de correlacdo (Tabela 4).

A SCD1, também, apresentou correlacdo positiva @dRL e FABR,
demonstrando que a expressdo desta no tecido rausesfa diretamente
associada a mecanismos anteriores que ocorrencitn,teomo a quebra do
triacilglicerol pela LPL e, consequentemente, oregamnento da molécula de
acido graxo para o adipdcito via o transportadandembrana FABP

Os efeitos sobre a expressao da FABMbém, podem estar associados
diretamente ao PPAR- uma vez que, estes apresentaram correlacdovpositi
(Tabela 4). Em trabalhos realizados por Hausmaal.ef2008) e Shin et al.
(2009), a andlise comparativa da regido promotavagdne FABR em
mamiferos revelou que existem dois sitios de ligaedervados ao PPARRem
humanos, ratos, suinos, cées e bovinos. Com iesatdo com Wolfrum et al.
(2001), a quantidade de mRNA da FAB#sta correlacionada com a ativacao
dos receptores via PPARRem resposta a acidos graxos de cadeia longa, como
acido linoleico, acido linolénico e acido araquiidn bem como outros ligantes
guimicos.

Para o gene GPX1 foi observado efeito da interagéi® fonte lipidica
e monensina, sendo mais expresso no musculo LRrdosis alimentados com
grdo de soja e monensina. A monensina tem a caukcide aumentar a
propor¢do de acidos graxos insaturados que escdpaimen e que chegam ao
intestino para absorcdo e deposi¢cdo no tecido HaursgifANG et al., 2005) e
guanto maior o niumero de insaturacdes, mais propengxidacao lipidica sdo
os &cidos graxos. As dietas com grdo de soja aesoitem maior deposi¢cao de
AGPI no musculo, em relacdo as dietas com gordwotegida (12,95 9,9%;

P<0,05), o que refletiu em maior oxidacdo aos 2% die maturacdo da carne
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(LADEIRA et al., 2013). Outra explicagdo possivelia a ativacdo deste gene
pelo o PPARg, ja que estes apresentaram correlacdo positivzeld@d). Além
disso, a maior expressdo da SCD1 nestas dietasntariaea insaturacdo dos
acidos graxos.

Os teores dos acidos araquiddnico adinolénico apresentaram
correlagBes negativas tanto para a SCD1 quantoop®RARe (Tabela 5), o
gue ajuda a explicar os resultados encontradoEigasas 1 e 2 e confirma que
estes genes apresentam mecanismos de regulagionadios.

Ndo houve correlacéo entre o perfil de 4cidos graxm gene ACC
(P>0,05), assim como entre todos os genes avaliados &cidos graxos
considerados hipercolesterolémicos (C12:0, C1€£Q0&0) (Tabela 5). Todavia,
foram observadas correlagées semelhantes entreidus &raxos e 0s genes da
LPL e FABR, demonstrando a complementaridade do mecanismoiads ao
produto desses genes (Figura 3). Entre 0s acidogrgue apresentaram o
maior nimero de correlagées com os genes estudigkiacam-se 0s acides
linolénico (C18:3) e araquidbnico (C20:4), sendonaioria das correlacdes
negativas, ou seja, estes acidos graxos diminudraxpressdo da maioria dos
genes, com excecdo do SREBP-1c. No caso da GPXhaspo acidax-
linolénico apresentou correlacdo significativa sifa. O teor de acidos graxos
®-3 apresentou 0 maior niumero de correlacdes compeessao dos genes

avaliados, o que é reflexo das correlacdes apaaEnpelo acida-linolénico.



Tabela5 Coeficientes da Correlacdo de Pearsoa enperfil de acidos graxos e a expressao de ganesvidos no
metabolismo lipidico no misculongissimus dorsi em bovinos

Lo Genes
Acido Graxo
PPARa SREBP-1c SCD1 ACC LPL FABP, GPX1

Céprico C10:0 -0,12 -0,13 -0,03 -0,22 -0,27 220, -0,14
Laurico C12:0 -0,27 -0,15 -0,22 -0,33 -0,32 330, -0,25
Miristico C14:0 0,13 0,10 0,22 0,04 -0,10 0,04 0,07
Miristoleico Cl4:1¢c9 -0,30 -0,05 0,21 -0,35 -0,55* -0,38 -0,30
Pentadecanoico C15:0 -0,32 -0,31 021 93 -0,16 -0,23 -0,16
Palmitico C16:0 0,11 0,12 0,22 001 -0,10 0,01 0,22
Palmitoleico C16:1¢c9 0,03 -0,05 013 18 -0,19 -0,18 0,23
Margarico C17:0 0,24 0,23 0,21 001 0,38 0,41 0,29
Heptadecenoico Cl7:1 0,15 -0,19 0,06 413 0,63* 0,39 0,25
Est C18:0 0,27 0,32 0,17 013 0,51+ 0,56 0,11
eal '
Oleico C18:1¢c9 -0,03 0,26 -0,07 007 -0,31 -0,19 -0,21
CLA C18:2 co-t11 0,04 -0,19 -0,04 0,10 0,30 120, 0,08
Linoleico C18:2 c9-c12 -0,07 -0,15 -0,12 017 0,23 0,11 0,05
a-Linolénico Cc18:3 -0,45* -0,06 -0,38 0.05 -0,65+* -0,67* 0,38

T6



“Tabela 5, conclusao”

. Genes
Acido Graxo
PPARe SREBP-1c SCD1 ACC LPL FABP, GPX1

Araquidbnico C20:4 -0,42* 0,37 -0,38 0,02 -0,40¢ -0,60* -0,04
> Saturados 0,22 0,26 0,27 -0,09 0,19 0,32 0,26
> Monoinsatura -0,03 0,21 -0,04 0,04 -0,32 -0,22 -0,16
dos
> Poli- -0,02 -0,19 -0,07 0,10 0,28 0,09 0,07
insaturada
yOmega-3 -0,45 -0,06 -0,38 -0,05 -0,65* -0,67* 0,38
yOmega-6 0,03 -0,19 -0,04 0,10 0,30 0,12 0,08

P<0,01** e P<0,05*

Z6
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De acordo com Hiller, Herdmann e Nuernberg (20ddBnores valores
de correlagBes significativas sdo encontradas recuhd, comparativamente a
gordura subcutanea, provavelmente em razdo da Hipoégénese na gordura
subcutanea, o principal local de armazenamentogétien e acumulo de
lipidios em ruminantes.

Nota-se que existe grande variacdo em relacdo @ das diferentes
tipos de AGPl»-3 ew-6 sobre o receptor nuclear PPAR e o fator de ¢ragio
SREBP-1c, o que contribui para os diferentes efe@rercidos por acidos
graxos destas duas familias (JUMP, 2008). Todaegundo os resultados deste
trabalho, apenas os &cidos graxeknolénico @-3) e o araquiddnicow(6)
agiram inibindo a expresséo do gene PRAR-

Todas as isoformas do gene PPAR, avaliadas em um@mantes,
principalmente suinos, sdo sensiveis a acidos gretnrados de cadeia longa,
entretanto, respostas ja foram observadas para EB3PNAZ et al., 2013). Em
geral, € seguro concluir que, na maioria das espéde ndo ruminantes
estudadas até o momento, 0 PPARpresenta maior afinidade a acidos graxos
insaturados comparativamente a saturados. Bionak €2013) relataram que
descobertas inesperadas em células de ruminantesmdser mais bem
estudadas, pois, pode ocorrer limitacdo na utdieade dados de animais néo-
ruminantes para animais ruminantes e especificidadesposta entre diferentes
tecidos, fato este que ilustra bem os resultadassaptados neste trabalho para
0 gene PPARx pois 0 mesmo hdo apresentou correlacdo com nedlt
Outra causa de discrepancia podem ser as diferenetamloldgicas entre os
estudos, tais como os métodos utilizados paralaaedo RT-gPCR, em que a
técnica baseia-se na identificacdo e utilizacdaelees referéncia adequados
(KADEGOWDA et al., 2009).

Em algumas células do figado, foi observada umaomimlucédo de

genes alvo a medida que o grau de insaturacdo tavagBIONAZ; HERING;
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LOOR, 2012), além disso, observou-se que palmiatstearico induziram uma
forte ativacdo da transcricdo dos receptores PRABRIONAZ; HERING;
LOOR, 2012; KADEGOWDA et al., 2009), o que demaoastrresposta tecido-
especifica deste gene. Esses dados sugerem untacddapvolutiva do PPAR
em ruminantes para responder aos acidos graxaadasude cadeia longa, que
sdo 0s mais abundantes no sangue desses animaRASHD et al., 2009;
ZACHUT et al.,, 2010), quando comparado com animaisruminantes (MA et
al., 1995; PELTIER et al., 2008), em funcdo do psso de hidrogenacéo
ruminal.

Adicionalmente, neste trabalho sugere-se que aess@io dos genes
ativados por acidos graxos de cadeia longa é ri@itasd por meio da proteina
PPAR, mas também por outros fatores de transcrigdong o SREBP-1c, ja que
em contraste aos resultados encontrados para ese@prde PPAR; o 4acido
araquidénico apresentou correlacdo positiva compaessao do gene SREBP-
1c. De acordo com Waters et al. (2009), a expredsdgene SREBP-1c é o
principal responsavel pela variagdo na expressafQal, no entanto, como
observado na Tabela 4, esses genes ndo apresectarafacdo entre si neste
estudo.

O gene SCD1 é um dos que mais chama atencdo daniciamie
cientifica, em razao de seu mecanismo associagiorefdo de CLA C18:@8s
9, trans-11 nos tecidos a partir do acido vaccénico. Ptotaas correlacdes
negativas entre os acidaslinolénico e araquidénico sobre a SCD1 sao
indicativos que 0 uso de fontes ricas nestes agjasos podem reduzir a
sintese de CLA no musculo e afetar negativamei® cancentragoes.

Estes resultados contribuem com o relato de Bellieg al. (2004), em
gue foi verificado que a alimentacdo com uma méstle AGPIw-3, entre eles o
acido linolénico, o acido eicosapentaendico (EPA)&cido docosahexaendico

(DHA) resultou em supressao de 50% do mRNA da S@blatos. Da mesma
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forma, Renaville et al. (2006) mostraram que a wiifigéio na taxa de converséo
de &cido vaccénico a CLA em uma linhagem celulgestimal humana apés
adicdo de EPA foi atribuido a um efeito negativetedAGPI sobre a expressao
da SCD1. Esses resultados mostram a similaridade diferentes estudos, no
entanto, apresenta para a comunidade cientificanowa hip6tese, a de que
nem todos os AGPI sao inibidores da SCD1.

Verificou-se auséncia de correlacdo entre o CLA geoe SCD1,
resultados semelhantes aos de Barton et al. (201%ard et al. (2010).
Portanto, apesar da importancia da converséo @@&nv@o em CLA nos tecidos,
varios outros fatores podem influenciar a conceatvadeste 4cido graxo no
musculo de ruminantes, dentre eles: os niveispildelbs das dietas, os graus de
insaturacbes das fontes utilizadas e a eficiénc@s rprocessos de
biohidrogenacao.

A correlagdo entre a expressao do gene SCD1 e moac&o de AGPI
na gordura subcutanea tem sido relatada em diveemshos (CHUNG et al.,
2007; DUCKETT; PRATT; PAVAN, 2009), enquanto quangsmo resultado
nao foi descrito no muasculo (BARTON et al., 2011ANICE; MATTHEWS;
DORAN, 2009; WARD et al., 2010), o que aponta pana mecanismo de
regulacdo especifico associado a expressdo destengs diferentes tecidos.
Apesar das mudancas na expressao génica do geng SCDbasearem nas
propor¢cdes do teor AGMI, a analise de correlacém e@nseguiu estabelecer
uma associacdo significativa entre ambos nestaltrab Archibeque et al.
(2005) j& demonstraram que o0 tecido adiposo subeata tem,
aproximadamente, o dobro da quantidade da SCDZXlkagho ao tecido adiposo
intramuscular, o que pode explicar a falta de tagé® entre o teor de AGMI no
tecido adiposo intramuscular deste trabalho.

O gene LPL ndo apresentou correlagdo com o teA=dél, semelhante

aos dados publicados por Costa et al. (2013) onidd ando mostrou nenhuma



96

correlagdo com o0s principais acidos graxos, nonémtas autores observaram
correlagdo entre a expressdo do gene LPL e o &dcidio oleico e CLA na
gordura subcutanea de bovinos de corte, estesta#ssl destacam a
importancia do gene no controle da absorcdo deilgliaerol e,
consequentemente, sobre o perfil de acidos graderslo em conta que a
LPL é expressa no final da adipogénese, o aumen&xpkessao do gene
seria consistente com adipdcitos mais ativos ndugarsubcutanea.

Ndo houve correlacdo entre a elongase e 0s genesvidns no
metabolismo lipidico no musculo LD, enquanto o ¢edC18 dessaturase se
correlacionou de forma negativa apenas com os ddvle® FABR e o indice
C14 dessaturase com estes genes mais RPATD1 e GPX1 (Tabela 6).
Alguns autores determinam a atividade enzimatica dissaturases no tecido
muscular por indices que s&o calculados a partidadios da composicao de
acidos graxos, de modo a explicar a variabiliddsewrada na sua composi¢do
(COSTA et al., 2013; MALAU-ADULI et al., 1997). Dacordo com os dados
deste trabalho, o fato de extrapolar a atividadedessaturases por indices
matematicos pode ndo ser uma boa alternativa, ewédudas correlacdes
negativas observadas. Além disso, Archibeque ef28D5) ja argumentaram
gue os indices de dessaturacdo nao refletem goesta a atividade enzimatica

em bovinos.
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Tabela 6 Coeficientes da correlacdo de Pearsoindaes de dessaturacdo e
da elongase com a expressdo de genes envolvidasetabolismo
lipidico no masculo

PPAR« SREBP- SCD1 ACC LPL FABP, GPX1
1c

C14 dessaturase index0,45* -0,0 -0,39* 0,03 -0,38* -0,43* -0,38*
C16 dessaturase index0,09 -0,17 -0,01 -0,81 -0,31 -0,33 0,09
C18 dessaturase index0,24 -0,13 -0,18 -0,05 -0,57** -0,55** -0,19

Total dessaturase -0,21 -0,06 -0,24 0,09 -0,40* -0,41* -0,24
index
Elongase -0,01 0,13 -0,15 0,20 0,16 0,13 -0,21

P<0,01** e P<0,05*

C14 index: 100 [(C141ds9)/(C14:Xis9 + C14:0)]

C16 index: 100 [(C161is9)/(C16:Xis9 + C16:0)]

C18 index 18: 100 [(C18cls9)/(C18:kis9 + C18:0)]

Total dessaturase index: 100 [(C14:1 + C16:1 + DI&14:1 + C16:1
+ C18:1 + C14:0 + C16:0 + C18:0]

Elongase: 100 [(C18:0 + C1&i%9)/(C16:0 + C16:dis9 + C18:0 +
C18:1cis9)]

Barton et al. (2011) observaram na gordura pelfirengubcutanea
correlagBes positivas e nao encontraram correlagaoisculo entre a SCD1 e o
indice C14, diferente do observado neste trabglam gordura intramuscular.
Ainda, de acordo com o autor, as regides onde is@nm os depdsitos de
gordura no animal (gordura perirenal e subcutaapa@sentam tendéncia de
sempre se correlacionarem de forma positiva efgigtiva, ou seja, em termos
cronolégicos a agdo de dessaturases nessas régid@s acentuada e se inicia

antes.
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4 CONCLUSAO

O uso de graos de soja ou gordura protegida, cosemumonensina,
mudou a expressdo génica do PPAR- de genes que codificam enzimas
lipogénicas, sendo os principais a LPL, a FABR SCDL1.

O &cido araquiddnico e-linolénico apresentaram o maior niumero de
correlagbes com os genes estudados e, em suaanasteés acidos graxos se
correlacionam negativamente com os genes.
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CAPITULO 3 Expressdo de genes envolvidos no metalmho lipidico no
musculo de bovinos de corte alimentados com gréo deja e

caroco de algodao, suplementados ou ndo com vitaraik
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo analisar a expressaeks genvolvidos no
metabolismo lipidico no masculdongissmus dorss (LD) de bovinos
alimentados com dietas, contendo gréo de soja §G8aroco de algodao (CA),
suplementados ou ndo com vitamina E (E). Foranzadibs 28 tourinhos Red
Norte, com idade média de 20 meses e peso vivalimeédio de 339 kg,
distribuidos em um delineamento inteiramente c&add e em um arranjo
fatorial 2 x 2. As dietas continham 20% de GS o2t CA, 6,5% de extrato
etéreo e a silagem de milho foi utilizada como mwgo. A suplementagdo
diaria de vitamina E para a metade dos animaissalados com GS ou CA foi
de 2.500Ul/cabeca/dia. Os animais foram abatidos peso médio de 455 kg
(P>0,05). 24hpost mortem, amostras do musculo LD foram coletadas entréta 12
e 132 costelas e estocados a -80°C. Avaliaram-sex@essdes dos genes:
receptor ativador por peroxissomas (PPAR«), fator de transcricdo de
proteinas ligantes aos esteroides (SREBP-1c), redte@oA dessaturase
(SCD1), acetil CoA carboxilase (ACC), lipoproteilimase (LPL), proteina de
ligacdo ao acido graxo (FABPe glutationa peroxidase (GPX1). A expressao
génica foi analisada utilizando a técnica de RTRP®ndo a quantificagdo
relativa calculada pela formuld®". O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado, para
analisar a normalidade dos dados e quando estesap@sentaram esta
distribuicdo, realizou-se a transformacao utilizandROC RANK do SAS 9.2.
Posteriormente, os dados foram analisados no PRIV é&sno PROC CORR
do SAS 9.2. Houve interagdB<0,05) entre a oleaginosa e a vitamina E para os
genes PPAR:e SREBP-1c, no entanto, fontes de &cidos graXofpaturados
apresentaram respostas inversas sobre a expresgtés denes, sendo 0s 4cidos
graxos o-3 potentes inibidores do segundo gene. Houve agder entre a
oleaginosa e a vitamina PP<0,05) para o gene SCD1, entretanto, o gene foi
mais expresso no tratamento com inclusdo de cate@godao e auséncia da
vitamina E. Houve interacad®<0,05) para o gene FABR ndo houve para o
gene LPL, entretanto, nas dietas com inclusdo de de soja, ambos foram
mais expressosP&0,05). O gene SCD1 correlacionou-se de forma ipasit
apenas com os genes GPX1 e SREBP-1c. O acido lgnalaco correlacionou-
se de forma negativa com o gene PRAR-de forma positiva ao gene SREBP-
1c. Foi possivel observar, também, que os acidazogrlinoleico e oleico
apresentaram correlacdes antagbnicas para trés: g&aRe«, ACC e FABR.

Em concluséo, a expressao génica de genes enwividmetabolismo lipidico
foi afetada pela oleaginosa e pela suplementagéovitamina E.

Palavras-chaveBos taurus. Gordura intramuscular. Nutrigenémica. mRNA.
Oleaginosa.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the esgion of genes
involved in lipid metabolism in thiongissimus dorsi (LD) muscle of beef cattle
fed diets containing soybean grain (SB) or grounttonseed (CS), with or
without supplementation with vitamin E (E). Twertight Red Norte bulls, with
an average age of 20 months and initial body weafi3839 kg were allotted in a
completely randomized design using a 2 x 2 fadt@isangement. The diets
contained 20% of SB or 24% of CS, 6.5% ether ektamcl corn silage was
utilized as forage. Half of the animals fed with 8BCS was supplemented with
2,500 IU/head/day of vitamin E. The animals wesughtered with an average
BW of 455 kg (P>0.05). At 24host-mortem, samples of théongissimus dorsi
muscle were collected between the 12 and 13thmib stored at -80°C. The
evaluated genes were: peroxisome proliferator aictivreceptorn: (PPAR«),
sterol regulatory element binding protein (SREBR-$tearoyl CoA desaturase
(SCD1), acetyl CoA carboxylase (ACC), lipoproteipake (LPL), adipocyte-
type fatty acid binding protein (FABPand glutathione peroxidase (GPX1).
Gene expression was analyzed using the RT-qPCRiiteeh calculating the
relative quantification using the formuld“®;. The Shapiro-Wilk test was used
in order to verify data normality and, when theaddid not show a normal
distribution, they were transformed using the SAZPROC RANK. Posteriorly,
data were analyzed using SAS 9.2 PROC GLM and PRORR. There was
interaction P<0.05) between oilseed and vitamin E for genes PRAd&hd
SREBP-1c. However, the sources of polyunsaturattg &cids showed inverse
relationship of the expression of these genes,gbei8 fatty acids potent
inhibitors of the latter. There was interactionviben oilseed and vitamin E
(P<0.05) for the SCD1 gene, however, the gene was reagpressive in the
treatment including cottonseed and no vitamin Eer€twas interactiorP&0.05)
for the FABR gene but not for the LPL gene, however, in digth imclusion of
soybean grain, both were more expressig0(05). The SCD1 gene was
positively correlated only with GPX1 and SREBP-Xlnes. The linoleic fatty
acid was negatively correlated with the PPARene and positively correlated
with the SREBP-1c gene. We also observed thairbeic and oleic fatty acids
showed antagonistic correlations toward three gdPieAR«, ACC and FABR.

In conclusion, the gene expression of genes indoluelipid metabolism was
affected by oilseed and by supplementation withmih E.

Key words:Bostaurus. Intramuscular fat. mMRNA. Nutrigenomics. Oilseed.
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1 INTRODUCAO

Ao analisar a fracao lipidica dos produtos de onigmimal, observa-se
gue a composicdo da gordura da carne de rumingntegportante fonte de
acidos graxos benéficos a salde humana, como desaoleico e linoleico
conjugado (C18:Zis9, trans-11; CLA) (FRENCH; STANTON; LAWLESS,
2000). Dessa forma, esta caracteristica pode selaysela industria da carne
bovina para a promocdo deste produto, pois certossuenidores estao
conscientes das relagdes entre alimentacdo e salgige pode impactar na
demanda por alimentos que contenham componentesiofiais e que
desempenham papel importante na melhoria da sadevencdo de doencas
(SCOLLAN et al., 2006). Acerca disso, a manipulagho perfil de acidos
graxos na carne, com o intuito de aumentar a coregEo, tanto de acidos
graxos poli-insaturados (AGPI), como de acidos @saxnonoinsaturados
(AGMI), que podem diminuir as concentra¢fes cinstda de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (SALTER; TARLING, 2007), oinda apresentarem
outros beneficios metabdlicos aos seres humanas, dos objetivos atuais das
pesquisas com nutricdo de bovinos de corte.

Concentracdes elevadas de AGPI estdo presentdgotdia e na soja,
oleaginosas estas cultivadas em varios paises, @nurazéo do elevado teor de
acido oleico e linoleico podem melhorar o perfilidico da carne bovina de
animais submetidos a sua alimentagdo (MACHADO NEZ@,1; OLIVEIRA
et al.,, 2011; SHINGFIELD; BONNET; SCOLLAN, 2013).odavia, ha
relativamente pouca informacéo sobre o efeito dgéadde soja (WATERS et
al., 2009) ou caroco de algoddo (ARQUIBEQUE et2005) na expressao de
genes envolvidos no metabolismo de acidos graxogusmmantes. Ademais, 0s
efeitos da suplementacdo com vitamina E, um awcl@mte que pode manter as
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caracteristicas qualitativas da carne (CHEN et 2410), em conjunto com
oleaginosas sobre a expressao desses genes,rdiadai relatado na literatura.
A interacdo dos nutrientes da dieta com os niveisxgresséo dos genes
envolvidos no metabolismo lipidico no masculo seggue a composicdo de
acidos graxos da carne pode ser controlada porefagspecificos. Segundo
Clarke (2001) e Jump (2008), os efeitos sao, ainthkis acentuados com a
suplementacéo de fontes lipidicas, principalmeatees ricas em AGPI, que
tém a capacidade de modular a transcricdo de gepesificos. Nesse sentido,
destaca-se o gemgue codifica a enzima estearoil CoA dessaturaséd{$C
enzima importante na conversdo do acido vaccémt&EA, e que apresenta
menor expressdo génica a medida que o teor de AGRENnta no tecido
muscular (HERDMANN et al., 2010; WATERS et al., 2D0Ainda, Juarez et
al. (2010) mostraram que a vitamina E aumenta ndedAGPI que escapa do
ramen, o que pode influenciar a expressdo de gamadvidos no metabolismo
lipidico no musculo bovino, sendo os efeitos aidesconhecidos. Além disso, o
aumento no teor de AGPI, também, pode influencigida de prateleira e os
atributos sensoriais da carne (LEE et al., 200&)imclusdo de vitamina E na
dieta é alternativa que pode reduzir a oxidacdoAlBRI (LEE et al., 2007;
SCOLLAN et al., 2006), ja que, de acordo com J&iny e Dandapat (2012),
a expressdo da glutationa peroxidade (GPX1) foivagle em ratos
suplementados com vitamina E. Isto indica que alemgntacdo com
antioxidantes regula enzimas metabolizadoras dijolers, como a GPX1.
Outros estudos demonstraram (JUMP, 2008; PATON; MBA 2009)
gue os AGPlw-3 séo capazes de coordenar a sintese e compakiceido
adiposo, por meio de fatores de transcricdo e teeEp nucleares e, até o
momento, o nimero de trabalhos que avaliaram esat@ip em ruminantes,
ainda, é reduzido (BIONAZ et al., 2013; COSTA et 2013). Segundo dados

da literatura, os AGPI podem suprimir a lipogénésbindo o fator de
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transcricdo de proteinas ligantes aos esteroid®&EREB-1c) (SCHMITZ;
ECKER, 2008; XU et al., 2002), e promoverem a ogéaade acidos graxos por
ligacdo e ativacdo do receptor ativado por perorissoa (PPAR¢) (BIONAZ

et al., 2013).

Portanto, este trabalho foi realizado com o oljetile analisar a
expressdo génica do PPAR-SREBP-1c, GPX1 e de genes envolvidos no
metabolismo lipidico no musculo de bovinos alimdatacom dietas contendo
gréo de soja ou caro¢o de algodao, suplementadedmoom vitamina E. Além
disso, objetivou-se estudar as correlagbes entredifgsentes expressdes

analisadas e o perfil de acidos graxos na carrsegesimais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental, animais e dietas

A pesquisa foi conduzida no setor de Bovinocultdea Corte e no
Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas, asblocalizados na
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, Minaai§eBrasil.

Foram utilizados 28 tourinhos Red Norte, com idad=al média de 20
meses e peso vivo inicial médio de 339 kg, em ulimelamento inteiramente
casualizado e arranjo fatorial 2 x 2, com 4 tratatio®e e 7 repeticbes por
tratamento. As dietas apresentavam a silagem ¢® mimo volumoso e quatro
diferentes tipos de concentrados foram utilizadmsitendo grédo de soja ou
caroco de algodao moidos, como fontes de lipideadnclusdo ou ndo de 2.500
Ul de vitamina E (DL-alfa-tocoferol acetatblCassab, Sdo Paulo, Brasil) por
dia. Portanto, cada tipo de dieta representou usrrdaado tratamento (Tabela
1). As dietas foram formuladas para atender aséagigs de ganho de peso
diario de 1,4 kg/dia, segundo o National Resea@mmg€il - NRC (1996).
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Tabelal Composicdo percentual de ingredientespdimdogica e composicéo
dos principais acidos graxos das dietas experinsergedo de soja
sem vitamina E (GS), grdo de soja + vitamina E (G$Broco de
algoddo sem vitamina E (CA) e caroco de algodadtamina E

(CAE)
Ingredientes (%MS) GS GSE CA CAE
Silagem de Milho 40,0 40,0 40,0 40,0
Milho Integral 38,2 38,2 31,2 31,2
Farelo de Soja - - 3,0 3,0
Grao de Soja 20,0 20,0 - -
Caroco de Algodéao 24,0 24,0
Premix Mineral 1,8 1,8 1,8 1,8
Vitamina E (UI) - 2.500 - 2.500

Nutrientes (%MS)

Matéria Seca 66,1 66,1 66,2 66,2
Proteina Bruta 12,9 12,9 12,7 12,7
Fibra em Detergente27,0 27,0 36,0 36,0
Neutro

Carboidrato ndo Fibroso 46,0 46,0 40,0 40,0
Extrato Etéreo 6,48 6,48 6,56 6,56

Acido Graxo (%MS)

Acido miristico 0,6 0,6 1,1 1,1
Acido palmitico 17,3 17,3 23,3 23,3
Acido esteérico 6,8 6,8 6,9 6,9
Acido oleico 26,71 26,7 22,5 23,5
Acido linoleico 44,5 44,5 42,3 42,3
Acido linolénico 4.0 4.0 2,5 2,5

"Contetdo de garantia por quilograma de produtcségainte: Ca, 170 g; Co, 15 mg;
Cu, 396 mg; P, 31 g; I, 29 mg; Mg, 15 g; Mn, 515;18g, 5.4 mg; Na, 155 g; Zn, 2,000
mg

A duracdo do experimento foi de 84 dias, precedalam periodo de 28
dias para adaptacdo dos animais as dietas e g@salaOs animais foram

confinados em baias coletivas, com 3bde area por animal e as dietas foram
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fornecidas duas vezes ao dia, as 7h e 14h, na fdenmracdo total e ajustadas
para manter as sobras em 5% do oferecido.

Os animais foram abatidos com peso vivo médio de kgp(P>0,05),
utilizando a técnica de concussao cerebral e sadgd®ia jugular, seguido de
remocdo do couro e evisceracdo. As carcacas fodamtificadas, lavadas,
divididas em duas metades, sendo estas pesada&luadinente e levadas a
camara fria, por aproximadamente 24 horas, a teahperde 1°C. Apds esse
periodo, duas amostras foram extraidas do musmdcssimus dorsi (LD) entre
a 122 e 132 costelas de cada animal. Para a abbstatecidos, todos os
instrumentos utilizados foram esterilizados e asstras de musculo colhidas
foram lavadas com solucao fisioldgica de NaCl &0,8 primeira amostra foi
armazenada em sacos plasticos a uma temperaturd0Ofe para posterior
extracdo dos lipideos e andlise dos acidos graxaoguanto a segunda foi
embrulhada em papel aluminio, congelada e trarsmt®em nitrogénio liquido,

sendo posteriormente armazenadasikra-freezer (-80°C).

2.2 Analises de acidos graxos

A extracdo dos lipideos do musculo foi realizada, atordo com
procedimentos estabelecidos por Folch, Less e &tafil957) e metilada
segundo Hara e Radim (1978). As amostras transmasiiforam analisadas em
cromatdgrafo a gas modelo Focus CG-Finnigan, comct® de ionizacao de
chama, coluna capilar CP-Sil 88 (Varian), com 108ercomprimento por 0,25
mm de didmetro interno e com espessura de|2(Supelco, Bellefonte, PA).
Foi utilizado o hidrogénio como gas de arraste, awazdo de 1,8 mL/min. O
programa de temperatura inicial do forno foi deC7Ofhantida por 4 min,
elevacgdo de 13°C /min até 175°C e mantida por &7 etévacao de 4°C /min até
215°C e mantida por 9 min e, em seguida, aumenta?@ao/min até 230°C,
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permanecendo por 5 min. A temperatura do injetodéo250°C e a do detector
300°C.

A identificacdo dos acidos graxos foi feita pelaparacdo dos tempos
de retencdo com padrdes de acidos graxos de mergeigpercentagem dos
acidos graxos foi obtida por meio dmftware Chromquest 4.1 (Thermo
Electron, Italy).

As atividades das enzimad® dessaturases e elongases foram
determinadas, conforme descrito por Malau-Aduliakt(1997), por meio de
indices matematicos. Os célculos foram realizadaseduinte maneira:

C14 index: 100 [(C141is9)/(C14:Xis9 + C14:0)]

C16 index: 100 [(C161ds9)/(C16:Xis9 + C16:0)]

C18 index 18: 100 [(C18cls9)/(C18:kis9 + C18:0)]

Total dessaturase index : 100 [(C14:1 + C16:1 +:D1&14:1 + C16:1
+ C18:1 + C14:0 + C16:0 + C18:0]

Elongase: 100 [(C18:0 + C1&i%9)/(C16:0 + C16:dis9 + C18:0 +
C18:1cis9)]

2.3 Analises de expressado génica

O desenho dos primers alvos e de referéncia ftizae@, por meio de
sequéncias cadastradas e publicadas no banco de gdélblico doGenbank,
plataforma do NCBI National Center for Biotechnology Information). Para a
caracterizacdo dos genes as ORGgpeff Reading Frames) das sequéncias
selecionadas foram obtidas pela ferram@mR&inder do NCBI e as sequéncias
de proteinas codificadas obtidas a partir da fezrdatrandate, encontrada no
banco de proteinas ExPASY (BIOINFORMATICS RESOUREDBRTAL,
2013).
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A sequéncia dos primers foi desenhada, utilizandmftwvare Oligo
Perfect" Designer, considerando a sequéncia acessaBanank. Os primers
para o tempo real (RT-gPCR) foram comercialmeméetizados (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), com suas sequéncias sendoempaeias na Tabela 2.

Para a extracdo do RNA total as amostras foram nadae em
nitrogénio liquido, com o auxilio de cadinho e fostDo material macerado,
200 mg de tecido foram coletados, adicionados 1.2dm QlAzol (QlAgen,
Valencia, CA, EUA) e misturados vigorosamente emeyo As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 5 minutosgoseposteriormente,
adicionados 200 pL de cloroférmio, agitadas e lagad centrifuga por 15
minutos a 14.000 rpm a temperatura de 4°C. O sabtegnte foi transferido para
novos tubos e adicionados mais 200 pL de clorofdrgdara uma segunda
lavagem. Novamente o sobrenadante foi transferidoa movos tubos e
adicionados 600 pL de isopropanol. As amostrasnforaantidas por um
periodo de 1 hora a temperatura de -20°C, em sedoidm centrifugadas por
20 minutos a 14.000 rpm a temperatura de 4°C. @sabante foi descartado e
o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol a 758éguido de nova
centrifugacdo por 8 minutos a 10.000 rpm a 4°C.sApéentrifugacao, o etanol
a 75% foi descartado, mellet foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido
em 20 pL de agua ultra pura. Apés estes procedimeas amostras de RNA

foram armazenadas a -80°C.



Tabela 2 Sequéncia dos primers (5’ para 3’) quanfiansados na PCR quantitativa em tempo real

Simbolo Nome Forward (F) e Reverse (R) NUmero de Asso
PPARwu Receptor ativado por peroxissonsas F CAATGGAGATGGTGGACACA NM_001034036.1
R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
SREBP-1c Fatores de transcricdo de proteinas F GAGCCACCCTTCAACGAA NM_001113302.1
ligantes aos esteroides R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA
SCD1 Estearoil CoA dessaturase F TTATTCCGTTATGCCGGT NM_173959.4
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC
ACC Acetil CoA carboxilase F TGAAGAAGCAATGGATGAACC NM_174224.2
R TTCAGACACGGAGCCAATAA
LPL Lipoproteina lipase F CTCAGGACTCCCGAAGACAC NM_001075120.1
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA
FABP, Proteina de ligagdo ao acido graxo F GGATGATAAGAT&ECTGGA NM_174314.2
R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT
GPX1 Glutationa peroxidase F GGAGATCCTGAATTGCCTGA NM_174076.3
R CCATTCACCTCGCACTTTTC
B-actin B-actina F GTCCACCTTCCAGCAGATGT BC142413.1
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
GAPDH Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase F CGACAACAGCGACACTC NM_001034034.1

R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC

LTT
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Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNasa fdee
(Ambion, Austin, TX, EUA), em uma reacédo contendd Golume do tampéo
DNase turbo 10X, 0,BL da enzima DNase turbo e agua livre de DNase/RNase
para completar o volume de 2h. Essa reacéo foi incubada a 37°C por 30
minutos. Posteriormente foram adicionadosi2,%lo reagente de inativacao da
DNase e as amostras foram incubadas por 2 minutem@eratura ambiente.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas panih&tos a 10.000 rpm e o
sobrenadante transferido para novos tubos. Pastenie, as amostras foram
armazenadas a -80°C.

Para a avaliacdo da integridade das amostras dadrad RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0%) @ofado comGelRed
Nucleic Acid Gel Sain e visualizado em fotodocumentador UVITEC Fire
Reader XS D-77Ls-20M para analise das bandas 28% elo RNA ribossomal
(rRNA). As amostras foram quantificadas em espectrofatdon{®lanodrop®
Espectrophotometer ND-1000) a A260 nm com o olgetie determinar a
quantidade (ngL) e qualidade (260/280 e 260/230) do RNA.

A sintese de cDNA foi feita corKit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Primenente, o
RNA foi preparado a uma concentracdo deglem um volume final de LL.
Apés essa etapa, foi preparado wmix contendo 2uL do tampdo 10X da
enzima, 2uL do primer RTRandom Primers 10X, 0,8 uL do mix dNTP (100
mM), 1 pL MultiScribery Reverse Transcriptase e 4gua para um volume final
de 10uL/amostra. Para cada solucéo preparada de & RNA a lug, foram
acrescentados 1L desse mix. Os tubos foram submetidos ao ternamincl
MultiGend™ Gradient (Labnet), programado com trés etapas:ih0tos a 25°C
para o anelamento dos primers, 2 horas a 37°Cagdiada enzima e 5 minutos
a 85°C para inativa-la. Apds o processo, as anso$tram armazenadas em

freezer a -20°C.
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Para a analise da expressdo génica quantitativaRpegqPCR foi
utilizado o modelo ABI PRISM 750&eal Time PCR (Applied Biosystems),
utilizando o sistema de detecC&BR Green (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) e o cDNA obtido a partir de RNA extraido tecido muscular de
bovinos. As condicdes térmicas de reacao foramn2itiws a 50°C, 10 minutos a
95°C seguidos por 40 ciclos de 15 minutos a 95°C minuto a 60°C e,
finalizando com 15 segundos a 95°C. Os dados fodetados e armazenados
no programa 750Bast Software (Versao 2.1). Para cada reagéo foi utilizado 1,0
uL de cDNA, 0,3uL de cada primer (forward e reverse) e jd,0de Master Mix
SYBR Green para um volume final de 10)0./amostra em uma placa de reacéo
com 96 pocgos MicroAmp Optical (Applied Biosysterisster City, CA, USA).
Os controles negativos e curvasniidting foram incluidos em todas as analises.
Todo o experimento de RT-qPCR, para cada gene trdoggoi conduzido, a
partir de cDNAs diferentes, obtidos a partir dee gepeticbes bioldgicas, com
trés réplicas técnicas para cada uma, sendo oladesinormalizados usando
Cys (Ciclo Threshold) obtidos pela expressédo dos genes de referfratéina e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

O CT foi determinado pelo numero de ciclos utildasse o método £
comparativo. Como um dos requisitos necessarios pautilizacdo deste
método, foi realizado um ensaio de validac@o parstrar que as eficiéncias de
amplificacdo dos genes alvo e de referéncias s@ioxiappdamente iguais
(Tabela 3). Para isto foram realizadas curvas padp@ra os genes em estudo
nas seguintes diluicdes: 1.5, 1:25, 1:125, 1:6263425. Este procedimento
permite a definicdo da concentracdo de cDNA utlizam cada reacédo, a qual
foi de 10 ngiL. A concentracdo de cada primer foi de i\



Tabela 3 Amplicon e eficiéncia dos primers utili@gatha PCR quantitativa em tempo real

Simbolo Forward (F) e Reverse (R) Amplicon (pb) R Eficiéncia

PPAR« F CAATGGAGATGGTGGACACA 95 0,992 99,17
R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG

SREBP-1c F GAGCCACCCTTCAACGAA 88 0,985 94,61
R TGTCTTCTATGTCGGTCAGCA

SCD1 F TTATTCCGTTATGCCCTTGG 83 0,981 95,79
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC

ACC F TGAAGAAGCAATGGATGAACC 88 0,994 96,63
R TTCAGACACGGAGCCAATAA

LPL F CTCAGGACTCCCGAAGACAC 98 0,990 96,67
R GTTTTGCTGCTGTGGTTGAA

FABP, F GATGATAAGATGGTGCTGGA 73 0,994 92,60
R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT

GPX1 F GGAGATCCTGAATTGCCTGA 87 0,991 91,72
R CCATTCACCTCGCACTTTTC

B-actin F GTCCACCTTCCAGCAGATGT 90 0,996 100,00
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT

GAPDH F CGACTTCAACAGCGACACTC 96 0,998 101,42

R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC

0oct



121

A normalizagdo dos genes foi realizada utilizanel@®quacaaCr=Cr
(gene alvo) - € (gene referéncia). Para isso, a calibragdo fardehada pela
formulaAAC;= AC; (amostra) AC; (calibrador), em que o calibrador utilizado
foi o da dieta que o gene apresentou a menor esgwe§ do gene na dieta
onde foi menos expresso. A avaliagdo da quantdizaelativa foi realizada pela

formula 2*4¢;

2.4 Andlises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisanormalidade dos
dados e, quando estes ndo apresentaram esta uiliivib realizou-se a
transformacdo utilizando o PROC RANK do SAS 9.2 ASISTICA
ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2012).d3teriormente,
os dados foram submetidos a analise de varian®i@®A) e o teste de Tukey
foi utilizado para determinar a diferenca estatdstentre as médias dos
tratamentos, por meio do PROC GLM do SAS 9.2. @figentes da correlacdo
de Pearson foram calculados, usando o PROC CORRSAS 9.2.
Consideraram-se como significativos valoresPd®,05. As correlacdes feitas
neste trabalho foram realizadas com o perfil ded&cigraxos publicado por
Machado Neto (2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo génica do PPARfoi maior no musculo LD dos animais
alimentados com grdo de soja (Figura 1). Por olaido, o gene SREBP-1c
apresentou maior expressdo no musculo dos anifimasnéados com carogo de
algodao. Além disso, a suplementacdo com vitamirsufBentou a expressao
génica do PPAR:-apenas quando se utilizou a dieta com caroco deléby Em
relacdo ao gene SREBP-1c, a vitamina E reduzilegpgessao com esta dieta,
mas teve efeito contrario quando a dieta utilizadl® grdo de soja. Em alguns
estudos tém-se demonstrado que a adicdo de facassem AGPI promove a
oxidacdo de Acidos graxos por sua ligacdo e atvas8ociada ao PPAMR-
(PAWAR; JUMP 2003; SCHMITZ; ECKER, 2008). Por outemlo, os AGPI
reduzem a lipogénese inibindo o SREBP-1¢c (SCHMEZKER, 2008; XU et
al., 2002), o que também explica os resultadosrgramos neste estudo. O acido
oleico, também, pode aumentar a expressado do geAR-& (FANG; KANG;
WONG, 2010), o que pode estar associado a sua o@icentracdo no gréo de
soja comparativamente ao caroco de algoddo (26y8l 22,46%;

respectivamente).
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Figural Expressdo relativa dos genes PRAR-SREBP-1c no musculo
longissimus dorsi de bovinos alimentados com gréo de soja (GS) ou
caroco de algodao (CA), suplementados ou ndo ctamiia E (E)

Nota: Letras diferentes no mesmo gréfico diferetatesticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.

Todavia, a maior expressdo do gene SREBP-1c na cli@d caroco de
algodao pode estar associada a maior concentragamidos graxos-6 no
musculo dos animais alimentados com esta oleagieosaomparagdo com o
grédo de soja (16,9s 13,0%, respectivamentB=0,05), ja que, de acordo com
Schmitz e Ecker (2008), os AGRI-6 sdo os inibidores menos potentes da
SREBP-1c, comparativamente aos AGB3. Além disso, observou-se
correlacdo positiva do gene SREBP-1c com os agido®sm-6, com destaque

para o &cido linoleico (Tabela 5). Somado a issoamimais alimentados com
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caroco de algoddo apresentaram o menor teor do &cako linolénico no
musculo LD (-3) (0,56 vs 0,29%; P<0,05), o que pode ter estimulado a
expressao deste gene neste tratamento.

De acordo com Juarez et al. (2010), a vitaminadoze lipdlise e a
biohidrogenacdo o que pode aumentar as concerdragdeacidos graxos
insaturados (AGI) que chegam ao intestino, o getdé diretamente a resposta
dos genes no musculo LD dos animais e explicariafeisos positivos dessa
vitamina sobre a expressdo génica do PRARMS animais alimentados com
caroco de algodao.

O gene SCD1 apresentou expressdo semelhante aoPSRizBendo
mais expresso no misculo LD dos animais alimentadoscaroco de algodéo
sem vitamina E (Figura 2). De acordo com Waterd.€R009), o gene SREBP-
1c é o principal responséavel pela variacdo na szgredo gene SCD1, o que
também pode ser observado na Tabela 4, em que aptasentaram correlacdo
positiva. Como o fator de transcricdo SREBP-1cleegugene SCD1, sugere-se
gue o efeito da dieta com alto teor de AGPI sobegpaessao do gene SCD1 é
controlada pela menor expressao do SREBP-1c. Aléso,dexiste evidéncia a
partir do estudo corrente que &cidos graxos dee s¢#6 (linoleico) sdo
ativadores do gene SCD1 (Tabela 5).

O grdo de soja rico em AGPI inibiu a expressdao doegSCD1,
possivelmente fatores associados a biohidrogenacampleta que ocorre no
ramen foram intensificados com a participacdo deltaginosa na composicéo
da dieta, somado a isto, a forma triturada destgedientes fornecidos na dieta
pode ter influenciado ainda mais a biohidrogenagdque foi observado por
Oliveira et al. (2011). O aumento destes AGPI ridte pode inibir a acéo da
SCD1 de acordo com relatos anteriores (HERDMANNilgt2010; PAVAN;
DUCKETT, 2007).
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Figura2 Expresséo relativa dos genes SCD1 e AC@szulolongissmus
dorsi de bovinos alimentados com gréo de soja (GS) ococoade
algodao (CA), suplementados ou ndo com vitaming)E (

Nota: Letras diferentes no mesmo gréfico diferetatesticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.

A maior expressdo da SCD1 nas dietas com carocalgbeldo sem
vitamina E poderia ir a contra-mdo de trabalhosrées, que verificaram
menor atividade da enzima SCD1 em func¢édo da prasimécido esterculico no
caroco de algodao (YANG; LARSEN; SMITH, 1999). Teda Gomez et al.
(2003) e Kadegowda et al. (2013) mostraram que idoagesterculico inibe
diretamente a atividade da enzima SCD1 sem afetekpaessdo do gene
responsavel por sua codificagcdo, o que foi comgloyeelo menor teor de CLA

no musculo LD dos animais que receberam o carogigdeldo na composi¢do
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de sua dieta, em relacdo ao grdo de soja (M840,43%, P<0,05;
respectivamente). Portanto, a maior sintese de RN&ma a producdo de SCD1
na dieta com caroco de algoddo nao foi suficiemi® gompensar os efeitos
negativos do acido estercllico presente nestaiolesa

E importante ressaltar que, diferente de trabalapteriores que
avaliaram o caroco de algoddo (ARQUIBEQUE et abp3) ou a soja
(WATERS et al., 2009), neste estudo foi realizadanalise destas dietas nas
mesmas condi¢cdes experimentais. Esses fatores lavaonclusdo de que o
maior teor de AGPI no gréo de soja, em comparag&oa caroco de algodao
(57,3 vs 46,6%, respectivamente) pode ter sido o principaponsavel pela
inibicdo da expresséo génica da SCDL1.

Em relagé@o a vitamina E, verifica-se que apenadigta com caroco de
algodéao este aditivo influenciou, negativamentexpressao da SCD1, o que
pode ser explicado pelo efeito inibidor da vitami@obre a biohidrogenacao
dos acidos graxos insaturados no rimen (JUAREL,&010; POTTIER et al.,
2006), que favoreceria a maior absorcdo de AGRémAHisso, Chen et al.
(2010) mostraram que a suplementacdo com o6leojdesovitamina E podem
diminuir as concentracdes de acido graxo esteg@d®:0), um dos principais
substratos ativadores da SCD1.
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Tabela 4 Coeficientes da correlacdo de Pearsoe engxpressdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico no mascldogissimus dorsi em
bovinos

Genes ACC GPX1 FABP LPL SCD1 SREB
P-1c

PPAR« 0,64** 0,48*  0,38* 0,57* -0,30 -0,41*
SREBP-1c .o 18 -0,29 -0,63*** -0,19 0,67%**

SCD1 -0,38*  0,55** -0,42*  -0,53*
LPL 0,63** 0,54** 0,09

FABP, 0,43* 0,32

GPX1 0,46*

P<0,01**, P<0,01** e P<0,05*

A quantidade de mRNA da acetil CoA carboxilase (A®LT menor no
musculo dos animais alimentados com as dietasgwdatcaroco de algodao
(Figura 2), em comparagédo ao musculo dos anim@&gepeberam gréo de soja
na composicdo de suas dietas, 0 que pode ser aplipelas maiores
concentracdes de acido miristico (0s6l,1%) e acido palmitico (17y8 23,3%)
na dieta total onde os animais foram alimentadas caroco de algod&o. Dessa
forma, a sintesele novo estaria sendo inibida pela maior presenca de seus
produtos finais no tecido. A menor utilizacdo datedede novo para producdo
de acido palmitico pode gerar economia de enegl@gnimal, caracterizando-
se em vantagem fisiolégica.

O uso de vitamina E fez com que o gene ACC fossis Bxpresso,
independente da fonte de lipideo utilizada. Emalladbrealizado por Chen et al.
(2008), a suplementacdo de vitamina E reduziu asertracdes de acidos
graxos de cadeia curta e média depositados nateuidcular de ruminantes, o

gue poderia, portanto, potencializar a expressggede ACC.
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A expressao génica da lipoproteina lipase (LPL)nfaior no musculo
LD dos animais alimentados com grédo de soja, eacdel aos animais que
receberam o caroco de algodao, independente dows@o de vitamina E.
Além disso, o uso de vitamina E fez com que o gémelLPL fosse mais
expresso, independente da fonte de lipideo utdi&igura 3), semelhante ao
que ocorreu com o gene ACC.

A maior quantidade de acidos graxos com 18 carboaagdo de soja,
comparativamente ao caroco de algodao, pode terrsgponsavel pela maior
expressao da LPL no muasculo LD dos animais alingeistazom grdo de soja,
além disso, Wang, Kuksis e Manganaro (1982) supomata afirmacdo ao
avaliar o grau de especificidade em éacidos grawos 8 carbonos. Além do
mais, de acordo com Juarez et al. (2010), a vitafipode influenciar as rotas
da biohidrogenagdo ruminal de AGPI, aumentandooasentracdes de acidos
graxos com 18 carbonos da séni, o que resultaria em maior expressao do

gene LPL quando se utilizou este aditivo.
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Figura 3 Expressdo relativa dos genes LPL, FABPGPX1 no mdusculo
longissimus dors de bovinos alimentados com gréo de soja (GS) ou
caroco de algodao (CA), suplementados ou ndo ctamiia E (E)

Nota: Letras diferentes no mesmo gréfico diferetatesticamenteR<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.
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A expressdo do FABPfoi maior no muasculo LD dos animais
alimentados com grdo de soja sem vitamina E. O ¢&kigP, parece nao
responder ao aumento de acido grax® ocorrido no musculo LD dos animais
alimentados com as dietas, contendo caroco de&igedn comparacdo aos que
receberam a soja grdo na composi¢do de sua dig@vl 13,0 %,P=0,05;
respectivamente) onde o gene foi menos expressmadélo oleico parece ser
um potente ativador deste gene jA que apresentocewacdo elevada no
musculo LD dos animais alimentados com grdo de spjacomparacdo ao
caroco de algodéo (33,45 28,05;P<0,05, respectivamente), além disso, a sua
correlacdo foi positiva com o gene FARFabela 5).

Ademais, os efeitos sobre a expressdo da LPL e AB&em estar
associados diretamente ao PPARFabela 4), o que justifica a maior expressao
no musculo LD dos animais que receberam o grécm@erna composicao da
dieta. Tal fato foi observado por Wang et al. (2048 perceber que o gene LPL
esta envolvido na via de sinalizacdo do PRAREM trabalhos realizados por
Shin et al. (2009) e Zhao et al. (2009), a an&lwaparativa dos promotores da
FABP, em mamiferos revelou que existem dois sitios ghcéio reservados ao
PPAR« em humanos, ratos, suinos, cdes e bovinos e das s80 seus
ativadores de transcricao.

A expresséo génica da GPX1 foi maior no misculodd3 animais
alimentados com as dietas, contendo grdo de sojareéacdo aos animais
alimentados com caroco de algodao. Essa menorss@repode estar associada
ao teor de AGPI presente no caroco de algoddo, a@inamente a
composicdo no grao de soja (48$657,3%, respectivamente). O aumento da
expressao génica da GPX1 indica maior nivel deag@d celular presente no
tecido, sendo o principal determinante a sua coit@o®m AGPI. Era esperado
que a inclusdo de vitamina E potencializasse doeégitioxidante da GPX1, o

gue aumentaria a eliminacao dos radicais livresfecmdo maior efeito protetor
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sobre a célula. Essa hip6tese é confirmada por &tnal. (2012), que

observaram que a atividade da GPX1 foi elevadaatas isuplementados com
vitamina E. Isto indica que a suplementacdo conoxidantes regula enzimas
metabolizadoras de perdxidos, como a glutationexuase.

Outro fato interessante associado a este trabathoogrelacéo positiva
entre 0s genes GPX1 e PPAR{Tabela 4), pois, alguns estudos tém
demonstrado que a adi¢@o de fontes ricas em AQRémta a oxidacdo destes
por meio de sua ligacdo e ativagdo associada a® BEPARe (SCHMITZ;
ECKER, 2008). Essas interacdes sdo potencializadasjpalmente, quando o
ligante é o acido linoleico (KERSTEN et al., 198XAELS et al., 1998)Em
geral, a ativacdo do PPAdRIeva a inducdo de varios genes que codificam
proteinas envolvidas na oxidagcdo e no transportépiteeos (HUANG et al.,
2013).

O acido graxo linoleico correlacionou-se de forregativa com o gene
PPARw« e de forma positiva ao gene SREBP-1c (Tabela BmAlisso, outras
correlagBes entre este acido graxo e os genes SA&CQ,e FABR também
foram verificadas no muasculo LD de bovinos, demamsto que, junto com o
acido oleico, estes acidos graxos apresentaramr nmdioéncia neste estudo
sobre os genes envolvidos no metabolismo lipidiEopossivel observar,
também, que estes dois acidos graxos apresentaragtacdes antagdnicas para
trés genes: PPAR-ACC e FABR.

Podia-se esperar que o gene SCD1 se correlaciocasseo acido
oleico, que compde a maior parte dos AGMI presamesarne, ou com o CLA,
ja que boa parte deste acido graxo nos tecidostidaoh partir do acido
vaccénico (C18:1ltrans-11) pela acdo da enzima SCD1. No entanto, a
suplementacéo lipidica pode reduzir esta reacas, glguns AGPI, incluindo o
CLA, sao considerados inibidores da SCD1, em wrtgdd mecanismo de

regulacéo sobre a expressdo do gene responsdaedyzetodificacdo (YANG;
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LARSEN; SMITH, 1999). Trabalhos com outras espéa@straram que a-
linolénico e o acido eicosapentaendico (EPA) ewsréBELLINGER; LILLEY;
LANGLEY-EVANS, 2004) e humanos (RENAVILLE et al.,086) sdo os
principais inibidores da atividade da SCD1. Entretaneste estudo nao foi
encontrada correlacdo entre o acido linolénicoCB1, mas, sim, correlacdo
positiva entre o &cido linoleico e este gene. Rtotaesses resultados
apresentam a hipétese de que nem todos os AGRhib&dores da SCD1. De
acordo com Dervishi et al. (2010), o efeito reguiat de AGPI, pode ser em
razdo da possivel existéncia de um mecanismo kmulpds-transcricional
sobre o gene SCD1.

A composicao de acidos graxos no musculo LD é digren da acdo da
enzima SCD1 sobre o acido estearico e palmiticee wpfletira sobre as
concentracbes de seus respectivos produtos, o aieioo e o A&cido
palmitoleico. No entanto, a analise de correlagdBehrson entre os produtos da
enzima e a expressdo do gene responsavel por sliicagiio ndo foram

significativa.



Tabela 5 Coeficientes da correlacdo de Pearsona erperfil de acidos graxos e a expressdo de ganedvidos no
metabolismo lipidico no misculongissimus dorsi em bovinos

Perfil lipidico Genes

PPARa«  SREBP-1c SCD1 ACC LPL FABP GPX1
Laurico C12:0 -0,04 0,01 0,26 -0,03 -0,27 0,26 0,15
Miristico C14:0 -0,02 -0,18 -0,38* 0,23 0,04 0,22 0,18
Miristoleico C14:1¢c9 0,17 0,01 -0,18 0,22 0,11 20,2 0,23
Pentadecanoico C15:.0 -0,22 -0,04 -0,10 -0,02 -0,13 -0,02 0,03
Palmitico C16:0 -0,05 0,21 0,01 0,05 0,04 0,05 0,24
Palmitoleico C16:1 c9 0,31 -0,16 -0,21 0,41* 0,20 0,32 0,45*
Margarico C17:0 -0,20 -0,17 -0,03 -0,16 -0,20 -0,16  -0,19
Esteéric C18:0 -0,27 0,02 0,15 -0,39* -0,25 -0,14 -0,33
Oleico C18:1c9 0,46* -0,30 -0,28 0,45* 0,17 0,50** 0,29
CLA C18:2 c9- 0,32 -0,03 0,01 0,33 0,10 0,27 0,29
Linoleico C18:2 c9- -0,38* 0,38* 0,39* -0,38* -0,05 -0,51** -0,21
a-Linolénico C18:3w3 0,55** -0,30 -0,22 0,34 0,52** 0,21 0,33
Araquiddnico C20:406 -0,07 0,21 0,26 -0,22 0,07 -0,47* -0,06
> Saturados -0,30 0,19 -0,04 -0,19 -0,27 0,09 -0,21

€eT



“Tabela 5, cocnlusao”

Perfil lipidico Genes

PPARa«  SREBP-1c SCD1 ACC LPL FABP GPX1
>Monoinsaturados 0,44* -0,27 -0,28 0,47* 0,16 0,50** 0,38*
> Poli-insaturados -0,20 0,23 0,39* -0,30 0,01 -0,49** -0,15
Y Omega-3 0,30 -0,05 0,08 0,10 0,30 -0,14 0,16
Y Omega-6 -0,24 0,38* 0,40* -0,38* -0,02 -0,51** -0,18

P<0,01** e P<0,05*

VET
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A sintese de mRNA do gene que codifica a FABPresentou
correlagdo positiva com os 4cidos graxos monoirsats e 0 acido oleico, mas
se correlacionou negativamente com os AGPI da sefe De acordo com
Costa et al. (2013), maior resposta da FAB&ia esperado no tecido adiposo
da gordura subcutanea pela maior adipogénese afaéaeneste tecido, o que
justificam as correlacdes negativas apresentadse pstudo. O teor de acidos
graxosm-6, também, apresentou correlagdo, mas positiva,asogenes SCD1 e
SREBP-1c, em decorréncia de efeito significatiymsitivo do acido linoleico.

Quanto & afinidade e a poténcia da acédo de ditsdipbs de AGRbH-3
e w-6 sobre os receptores nucleares e fatores dectigts observa-se que
existe grande variacdo, o que contribui para aralites efeitos exercidos por
acidos graxos destes dois grupos. Em geral, tasittbsh graxosm-3 e v-6
ativam as trés isoformas de PPAR, mas a afinidadaliferentes acidos graxos
com cada receptor apresenta variacdo (JUMP, 2@0Rjetanto, o que pode
levar a correlagBes ndo significativas, como oladov para o 4cido
araquidonico, e até mesmo correlagdes negativas emcontrado para o acido
linoleico.

Todas as isoformas do gene PPAR avaliadas em néioantes,
principalmente suinos, ativam acidos graxos sabgrde cadeia longa, todavia,
respostas positivas ja foram observadas para osl AG#eico, linolénico e
araquidonico (BIONAZ et al., 2013). Em geral, é wegconcluir que, nas
espécies de nao-ruminantes estudadas até o monerm®ARe apresenta
maior afinidade a acidos graxos insaturados cortipan@ente aos saturados.
No entanto, neste estudo com bovinos de cortenabse que os acidos graxos
saturados de cadeia longa ndo apresentaram neifpwmet correlagdo com o
PPAR« (Tabela 5).

Dietas ricas em AGPI tendem a inibir a sintds@ovo em ruminantes
(HILLER; HERDMANN; NUERNBERG, 2011; SMITH et al.,, 0®9;
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UNDERWOOD et al., 2007), em consequéncia de redugaeacdo da enzima
ACC, o que estd em acordo com a correlacdo negatiiva o 4cido linoleico e
gue reflete na falta de correlacdo com o acido ialmn principal produto deste
processo metabolico. Encontrou-se, também, coéelaegativa entre o acido
estearico e 0 gene ACC, o que demonstra que, atémudhero de duplas
ligacBes, o tamanho da cadeia dos acidos graxodéta, pode ter influéncia
sobre a expressao deste gene.

De acordo com os dados apresentados na Tabelanmetabolismo
energético dos animais deste estudo pode ter s&lmmno que poderia ter
refletido em menor teor de gordura intramusculan dlbs fatores associados a
este mecanismo pode ser a correlacdo negativa de §ABR com a
concentracdo de AGPI. Além do mais, o comportaméota@ene FABP no
tecido muscular pode estar associado a falta gmsts destes mesmos acidos
graxos com a expressdo génica da LPL, onde a nwiaentidade de
triglicerideos circulantes resulta em maior atidielala LPL (HOCQUETTE et
al.,, 2001) e, consequentemente, correlacionariatiygoaente com o0 gene
FABP,, 0 que nédo foi observado neste estudo. A Uniaglegéo observada para
0 mMRNA da LPL foi com o &cido linolénico. Estesuleedos, segundo Wang,
Kuksis e Manganaro (1982), estdo associados a ifisjgacle posicional da
LPL na liberacdo de acidos graxos em humanos (1813> 18:2> 14:0> 16:0>
18:00).

A correlagéo entre a expressdo do gene SCD1 e moacgéo de AGPI
foi positiva, diferente de relatos onde o aumerdAGPI presente no tecido
inibe a expressao deste gene (HERDMANN et al., 2BR/AN; DUCKETT,
2007). Entretanto, esta correlacdo positiva se @@enas a concentragdo do
acido linoleico, o que aponta para um mecanismaedgilacdo especifico
associado a este acido graxo. Além disto, mudangagxpressao do gene

SCD1, muitas vezes, estdo associadas ao teor enttagéio de AGMI no tecido
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muscular, no entanto, a andlise de correlacdo néseguiu estabelecer uma
associacao significativa entre ambos neste trabalho

Alguns autores determinam a atividade enzimaticadéssaturases no
tecido muscular por indices que séo calculadosta da dados da composicao
de acidos graxos, de modo a explicar a variabiéidatbservada na sua
composi¢cdo (MALAU-ADULI et al.,, 1997). Todavia, ndwmuve correlacdo
(P>0,05) do indice C14 com os genes envolvidos naladismo lipidico no
musculo LD, enquanto o indice C16 se correlaciotmm os genes PPAR-
ACC, FABR, e GPX1 e o indice C18 com os genes PRARECC e GPX1, ja a
elongase ndo se correlacionou com nenhum geneadstuTabela 6). A
correlacdo positiva entre o indice de dessaturagabe a expressédo dos genes
PPAR«, ACC, FABR, GPX1 esta associado a correlacdo positiva apesien
entre estes na Tabela 5, ja que o célculo do ineeeem consideracao o valor

especifico de AGMI de 16 ou 18 carbonos.

Tabela 6 Coeficientes da correlagdo de Pearsorndaes de dessaturacdo e
da elongase com a expressdo de genes envolvidasetabolismo
lipidico no masculo

PPARea SREBP-1c SCD1 ACC LPL FABR GPX1

C14 dessaturase index 0,17 0,05 -0,03 0,13 0,09 0,13 0,15
C16 dessaturase index0,39* -0,19 -0,32 0,42 0,28 0,27 0,40*
C18 dessaturase index0,45* -0,25 -0,33 0,51* 0,26 0,41* 0,47*
Total dessaturase 0,37* -0,32 -0,25 0,38* 0,14 0,45* 0,45*
index

Elongase 0,33 -0,27 0,01 0,07 0,0 0,38 0,01

P<0,01** e P<0,05*

C14 index: 100 [(C141ds9)/(C14:Xis9 + C14:0)]
C16 index: 100 [(C161s9)/(C16:Xis9 + C16:0)]
C18 index 18: 100 [(C18cis9)/(C18:kis9 + C18:0)]
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Total dessaturase index : 100 [(C14:1 + C16:1 +:D1&14:1 + C16:1
+ C18:1 + C14:0 + C16:0 + C18:0]

Elongase: 100 [(C18:0 + C1&i%9)/(C16:0 + C16:dis9 + C18:0 +
C18:1cis9)]

As correlacdes negativas ndo foram significatimasentanto, respostas
semelhantes observadas para os genes SREBP-1c & &&fprovam a
existéncia de mecanismos associativos entre esties gossivel parametro a ser
utilizado na avaliagé@o de indices de dessaturagéos. O mesmo ndo ocorreu

para o gene PPAR-
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4 CONCLUSAO

O caroco de algoddo aumentou a expressdo do geneaglifica a
enzima SCD1. J4 os genes ACC, LPL e FABStam mais expressos no
musculo LD dos animais que receberam o grdo densof@mmposicao da dieta,
em virtude do maior teor de AGPI deste ingrediediém disto, os AGPI
podem suprimir a lipogénese inibindo o SREBP-lauantp que promovem a
oxidacdo de acidos graxos por meio de ligacdowagito do PPAR: Ja a
suplementacdo de vitamina E, associada as fontesledginosas, alterou a
expressao dos genes PPARSREBP-1c, SCD1 e FABP

O 4&cido graxo linoleico e oleico apresentaram oomailmero de
correlagbes com o0s genes estudados e o &cido odgicesentou apenas

correlacdes positivas.
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