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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da administragédo de uma dose de vitamina
A (300.000 UI) ao nascimento sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca, qualidade da
carne e expressdo génica de bovinos de corte. Para isso, foram utilizados 34 bezerros (14 fémeas
e 20 machos) Montana x Nelore, em um delineamento inteiramente casualizado, desde o
nascimento até a terminacdo. Foram realizadas bidpsias do longissimus thoracis (LT) aos 40
dias de vida e no desmame, além de outra coleta ao abate. Os animais foram desmamados aos
270 dias e confinados por 180 dias. Os dados de desempenho ndo foram afetados pela vitamina
A. Os machos apresentaram maiores ganho médio diario, peso final e peso de carcaca quente.
A vitamina A aumentou os teores de gordura do LT. A administracdo de vitamina A aumentou
a expressao dos genes angiogénicos, PDFGRA e VEGF4, nos 40 dias p6s-nascimento e ao
desmame. Ja para os genes adipogénicos, a vitamina A aumentou a expressdo do ZNF423 no
desmame e ao abate em todos 0s animais, e apenas nas fémeas aos 40 dias pds-nascimento.
Além disso, as fémeas apresentaram maior expressdo do PPARG nos 40 dias pds-nascimento e
no desmame. A expressao do gene miogénico WNT foi maior nos 40 dias pds-nascimento e ao
desmame nos animais que receberam vitamina A. No abate, a expressao do WNT foi maior nos
machos do que nas fémeas, ambos do tratamento controle. A vitamina A também aumentou a
expressao dos genes lipogénicos: FABP4 nos 40 dias p6s-nascimento, SREBF1 nos 40 dias pos-
nascimento e ao desmame, mas por outro lado, reduziu a expressédo do FABP4 no desmame. Na
desmama os machos que receberam vitamina A tiveram maior expressdo do FABP4 do que as
fémeas doo tratamento controle. Aos 40 dias p6s-nascimento, as fémeas apresentaram maior
expressdo do PPARA do que os machos. A expressdo do SCD1 foi maior aos 40 dias pos
nascimento nos machos que receberam vitamina A, enquanto que no abate a expressao foi maior
nas fémeas controle. Diante disso, a administracdo vitamina A em bovinos ao nascimento se
configurou como uma alternativa para aumentar o marmoreio da carcaca, sem afetar o
desempenho dos animais.

Palavras-chave: Acido retindico, Expressao génica, Marmoreio, Programac&o neonatal



ABSTRACT

The objective of the currently study was to evaluate the effects of one dose administration of
vitamin A (300,000 1U) at birth on performance, carcass traits, meat quality and gene expression
in beef cattle. So 34 calves Montana x Nellore were utilized (14 females and 20 males) in a
completely randomized design, since birth until finishing. Were performed biopsies in
longissimus thoracis (LT) muscle on day 40 after birth and at weaning, and a sampling at
slaughter. Animals were weaning at 270 days and feedlot period lasted 180 days. Performance
were not affected by vitamin A. Males presented higher average daily gain, final weight and
hot carcass weight. Vitamin A improved fat content of LT. Vitamin A administration increased
the expression of angiogenic genes PDFGRA e VEGF4 at day 40 after birth and at weaning.
For adipogenic genes, the vitamin A administration increased ZNF423 expression at weaning
and slaughter in all animals. In addition, females presented greater expression of PPARG at day
40 after birth and at weaning. The expression of myogenic gene WNT were higher at day 40
after birth and at weaning in animals that received vitamin A. At slaughter, WNT expression
were higher in males than females, both from control treatment. Vitamin A administration also
increased expression of lipogenic genes FABP4 at day 40 after birth, SREBF1 at day 40 after
birth and at weaning, on the other hand, decreased expression of FABP4 at weaning. Also, at
weaning males that received vitamin A presented greater expression of FABP4 than females
from control treatment. At day 40 after birth, females presented greater expression of PPARA
than males. Furthermore, expression of SCD1 were greater at day 40 after birth in males that
received vitamin A, whereas at slaughter were greater in females from control treatment. Thus,
vitamin A administration in cattle at birth proved to be effective as an alternative to improve
marbling content without affect animal performance.

Keywords: Gene expression, Marbling, Neonatal programming, Retinoic Acid



RESUMO GRAFICO

VITAMINA A AO NASCIMENTO
E GORDURA INTRAMUSCULAR

Dissertacio apresentada por Felipe Maciel, em 09 de Outubro de 2020.

A gordura entremeada na carne, conhecida como
MARMOREIO, é um dos atributos que mais influencia a
qualidade da carne. Este tipo especifico de gordura é
responsavel por alterar parimetros como: suculéncia,
maciez e sabor, o que leva a uma experiéncia de
consumo mais prazerosae positiva.

Trabalhos indicam que a manipulacdo da formacgao
desse tecido entre o nascimento e a desmama de
bovinos é uma alternativa para se obter maiores
quantidades do mesmo.

A vitamina A tem potencial de alterar a expressao
de genes relacionados ao processo de formacdo do
marmoreio e estimular o desenvolvimento de adipdcitos
intramusculares.

- Tit. 7

- Ao nascimento, bezerros machos e #\ 1t A
fémeas receberam, ou nao, uma
dose de 300.000 Ul de Vitamina A

Foram realizadas bidpsias do contra-filé (longissimus thoracis)
aos 40 diasde vida e ao desmame, além de uma coleta ao abate

Foram analisadas caracteristicas de desempenho,
qualidade de carne e expressao de genes
relacionados a formagao e aumento do tecido

adiposo intramuscular m -
)1

A administracao de vitamina A ao
Vit amina A nascimento se apresenta como uma
estratégia produtiva viavel para
aumento do marmoreio das carcacas.

O incremento nessa variavel pode
resultar em maior remuneragao para
os produtores, além de atender a
demanda de um mercado consumidor
mais exigente.

> Aumento de 12% no teor
de gordura intramuscular

> Mesmo desempenho
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1. Introducéo

A pecuaria de corte brasileira esta tradicionalmente ligada a producdo de carne com
baixo teor de gordura intramuscular, que contribui de forma significativa para que a carne in
natura brasileira tenha baixo valor agregado frente ao mercado internacional. Esse quesito esta
intimamente relacionado a predominancia do uso de racas zebuinas no rebanho nacional, as
quais tem baixa predisposicdo a formacao de tecido adiposo intramuscular, quando comparado
as racas taurinas (PEREIRA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017). A baixa quantidade de
gordura intramuscular, ou marmoreio, esta relacionado com uma experiéncia ndo tao positiva
no consumo da carne, uma vez que a gordura intramuscular € importante caracteristica para o
desenvolvimento do sabor, suculéncia e maciez da carne (DODSON et al., 2010).

O grau de marmoreio da carne é dependente dos processos de hiperplasia e hipertrofia
dos adipdcitos intramusculares (CIANZIO et al., 1985). A hiperplasia, ou seja, 0 aumento do
numero de células através do recrutamento destas para a linhagem adipogénica, € mais
pronunciado no tecido adiposo intramuscular do final da gestacéo até os 250 dias de idade (DU
et al., 2017). Portanto, do nascimento ao desmame existe uma janela para maior proliferacao
de adipdcitos intramusculares. Dessa forma, o uso de ferramentas que possam impulsionar a
producéo de adipdcitos nesse periodo se demonstra como alternativa viavel para se aumentar o
conteddo de gordura intramuscular nos animais.

O processo angiogénico, que diz respeito a formacdo de vasos sanguineos, esta
diretamente ligado ao processo adipogénico, uma vez que é através destes vasos que nutrientes
e células indiferenciadas sdo transportadas até o tecido adiposo. Ainda, ha indicios de que
células situadas na parede desses vasos colaboram com a hiperplasia do tecido adiposo
(GUPTA et al., 2012). Em outras palavras, estimulando a angiogénese € possivel aumentar o
teor de gordura intramuscular.

Neste sentido, a vitamina A é capaz de provocar alteracGes no recrutamento de células
indiferenciadas durante os estagios iniciais da vida de um bovino através de seu metabdlito, o
acido retindico, fazendo com que haja maior direcionamento destas células para a linhagem
adipogénica, especialmente para os adipdcitos intramusculares (HARRIS et al., 2018).

Um estudo prévio (HARRIS et al., 2018) avaliou a administracao neonatal de vitamina
A para bezerros com a aplicagéo de duas doses desta vitamina, sendo a primeira ao nascimento
e a segunda aos 30 dias de vida, em animais Angus, no qual os autores identificaram o efeito
positivo da vitamina A sobre a formacéo e deposi¢do de tecido adiposo intramuscular. A fim

de se otimizar 0 manejo na fase de cria, a proposta do presente estudo & condensar a
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administracdo da vitamina A em uma Unica dose ao nascimento, em um manejo realizado junto
com 0s demais cuidados a serem tomados com um neonato. Além de avaliar este efeito em
animais cruzados com elevado grau de sangue zebuino.

Assim, hipotetizou-se que a administragdo de vitamina A injetavel logo apds o
nascimento ird aumentar a deposicao de gordura intramuscular em animais cruzados terminados
em confinamento, em fungdo do aumento da expressdo de genes angiogénicos, adipogénicos e
lipogénicos.

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho, a composi¢do quimica, a
qualidade da carne e a expressao de genes envolvidos na angiogénese, adipogénese e lipogénese
no masculo de bovinos que receberam ou ndo a aplicacdo de vitamina A logo apo6s o

nascimento.

2. Revisao bibliografica

2.1. Adipogénese

O processo de formacdo de adipdcitos € denominado de adipogénese, o qual consiste na
transformacao de células tronco mesenquimais (CTM) indiferenciadas em adipdcitos maduros,
em uma sequéncia de eventos que envolve as etapas de determinacdo, proliferacdo e
diferenciacdo (HAUSMAN et al., 2009). Os diversos tecidos adiposos de bovinos de corte se
desenvolvem de forma semelhante, porém de forma assincrona, sendo que o tecido adiposo
visceral é o primeiro a se desenvolver, seguido pelo intermuscular, o subcutaneo e, por fim, o
intramuscular (HAUSMAN et al., 2009). Tal processo se inicia por volta do meio do periodo
gestacional de uma vaca e perdura, aproximadamente, até os 250 dias de vida da progénie.
Durante esse intervalo de tempo, o periodo compreendido entre o nascimento e 0 desmame €
chamado de janela de marmoreio, onde a manipulacdo da adipogénese da gordura intramuscular
se torna mais efetiva, gracas ao maior recrutamento das células progenitoras para a linhagem
de adipdcitos intramusculares (DU et al., 2017).

Uma vez que as CTMs sdo células pluripotentes, estas podem ser recrutadas para as
linhagens miogénica, fibrogénica, adipogénica ou osteogénica (GHABEN et al., 2019). O
potencial de desenvolvimento das CTMs para determinada linhagem celular varia ao longo do
periodo gestacional e da vida do animal. O inicio do periodo em que ha a possibilidade do

recrutamento adipogénico se sobrepde a miogénese secundaria durante o desenvolvimento fetal
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(DU et al., 2017), fazendo com que haja, em determinado intervalo de tempo, uma competi¢ao
entre os processos de miogénese e fibro-adipogénese por CTM.

A sinalizacdo do Wnt (Wingless and Int) é um passo importante na determinagédo das
CTM. A familia Wnt é constituida de proteinas sinalizadoras que desempenham papel relevante
no recrutamento adiposo, desenvolvimento embrionério e diferenciagdo celular (LIU et al.,
2013; NAKAMURA et al., 2013). O Wnt é responsavel por modular positivamente a expressao
do fator miogénico 5 (myf5) (KUHN et al., 2012), direcionando as CTM para a linhagem
osteogénica ou miogénica. Quando inibida a via do Wnt, ndo ha expressdo do myf5 e as CTM
sdo entdo deslocadas para a linhagem fibro-adipogénica, originando as chamadas células
progenitoras fibro-adipogénicas (FAPS), ou pré-adipdcitos (DU;YIN; et al., 2010).

Como o potencial miogénico diminui drasticamente no terco final da gestacdo, o

processo de hipertrofia das fibras musculares se torna predominante, fazendo com que haja a
possibilidade de inibir a via de sinalizacdo do Wnt, a fim de se aumentar a determinacgédo de
myf5(-) para a linhagem fibro/adipogénica (DU; TONG,; et al., 2010).
A Zfp423 (Zinc finger protein 423) faz parte da familia das proteinas dedos de zinco, a maior
familia de fatores de transcricdo em mamiferos, que regulam diversos processos de
desenvolvimento e crescimento (LEON et al., 2000). E um marcador precoce da adipogénese,
no qual recruta células progenitoras a pre-adipdcitos, durante a chamada fase de determinacao
(GHABEN et al., 2019).

Apbs o recrutamento das CTM em pré-adipocitos, estes precisam reentrar no ciclo
celular e se proliferar. Estimulos iniciais para a proliferacdo fazem com que haja a expressdo
dos genes C/EBPB e C/EBPD, da familia das proteinas de ligacdo ao intensificador CCAAT
(C/EBP), as quais por sua vez, induzem a expressao do PPARG (gene que codifica o receptor
ativado por proliferador de peroxissomas gama) (HISHIDA et al., 2009). A atuacéo conjunta
do PPARG e da C/EBPA no processo de proliferacdo dos pré-adipécitos é resultado de uma
cascata de autorregulardo destes dois marcadores adipogénicos. Com o estimulo da Zfp423
sobre 0 PPARG, este estimula a C/EBPA que tem seus niveis aumentados dentro dos pré-
adipdcitos, causando estimulo maior no PPARG, levando a maior proliferacdo dos adipécitos
(DUARTE et al., 2013). Quando PPARG e C/EBPA se expressam subsequentemente, ha a
transativacdo de genes de parada do ciclo celular do adipdcito e, como consequéncia, a
proliferacdo celular é interrompida (LADEIRA et al., 2016). Por fim, a diferenciacdo terminal
de um adipdcito para ativar a sintese lipidica e outros programas especificos dos adipocitos
necessita de uma acgéo sincronizada de PPARG e C/EBPs (DU;YIN; et al., 2010).
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Uma vez determinados, os pré-adipdcitos precisam se diferenciar em adipdcitos
maduros. Porém, o Wnt juntamente com o fator de transcrigdo fB-catenina, quando ativos,
inibem a diferenciacdo. Assim, para que se tenha uma adipogénese mais abundante, se faz
necessario inibir a atuagdo da via sinalizadora do Wnt/B-catenina. A inibicdo da diferenciacéo
se da por meio da atuacdo desses fatores de transcri¢do sobre 0 PPARG e a C/EBPA, fatores de
transcricao responsaveis por regular a diferenciacdo adipogénica (MOSETI et al., 2016).

As proteinas morfogénicas 0sseas (BMPs) também tem papel pro-adipogénico, sendo
relevantes no recrutamento das CTM para a linhagem adipogénica (TANG et al., 2012), através
da dissociagdo de um complexo das proteinas Wnt, fazendo com que estas ndo inibam a
expressao do PPARG (GUPTA et al., 2010). O BMP4 faz parte do fator de crescimento
transformante  (TGFP), que tem papel relevante na diferenciagdo das CTM para a linhagem
adipdcita. De forma geral, o fator de transcricdo Zfp423 estimula a transcricdo do PPARG,
através do estimulo da BMP4 (HAUSMAN et al., 2014).

Apbs a expressdo do C/EBPA e PPARG, ha acdo do elemento regulador de esterol ligado
a proteina 1c (SREBP-1c), codificado pelo gene SREBPF1. Esse fator de transcri¢do atua nos
eventos terminais da diferenciacdo adiposa, uma vez que, no nucleo, ativa a transcricao de genes
que codificam as enzimas lipogénicas (TANG et al., 2012), como FABP4 (Proteina de ligacao
ao acido graxo 4), adiponectina e leptina (LADEIRA et al., 2016). E também nessa fase que 0s
adipdcitos passam a adquirir sensibilidade a insulina, fato esse relacionado ao aumento no
numero de receptores de insulina e transportadores de glicose (GLUT4) (LADEIRA et al.,
2016).

A expressdao do gene FABP4 ocorre principalmente nos adipdcitos maduros e este
codifica proteina relacionadas a absorcao e transporte de acidos graxos (AG), estando envolvido
na deposicdo de gordura (DEL PINO et al., 2017). Assim, o acimulo de FABP pode ser um

indicativo do nimero de adip6citos no tecido muscular.

2.2. Arelacdo angiogénese x adipogénese X vitamina A

A angiogénese é o processo de formacédo de novos vasos sanguineos, o qual é crucial
para o crescimento, expansao e reparo dos tecidos do corpo, incluindo o tecido adiposo que é,
provavelmente, o mais vascularizado entre todos os tecidos, uma vez que cada adipocito €
circulado por capilares (CAO, 2010). Diante disso, esse processo é espacial e temporalmente
associado com o desenvolvimento do tecido adiposo (WANG;FU;LIANG;DEAVILA; et al.,

2017). A alta vascularizacdo do tecido adiposo é responsavel pelo suprimento de nutrientes e
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oxigénio necessarios para a sua expansao, além do transporte de células tronco oriundas da
medula 6ssea e do fornecimento de células tronco, derivadas dos préprios vasos angiogénicos
para o recrutamento de adipocitos (TANG et al., 2016). A circulacdo e entrega de produtos
metabolicos necessarios para expansdo e remodelagem do tecido adiposo, como fatores de
crescimento e  citocinas, também sdo realizados através  desses  vasos
(WANG;FU;LIANG;DEAVILA,; et al., 2017).

Estudos tem demonstrado que pericitos localizados no compartimento celular da parede
dos vasos sanguineos tem caracteristicas de células troncos e a capacidade de se diferenciar em
pré-adipdcitos e adipdcitos (CAO, 2013; GUPTA et al., 2012; TANG et al., 2008).

O fator de crescimento endotelial vascular (Vegfa) é critico para a angiogénese, uma
vez que SUNG et al. (2013) mostram que a delecdo de Vegfa reduz a densidade vascular e leva
a hipoxia, apoptose, inflamag&o e defeitos metabdlicos no tecido adiposo. De modo contrério,
a alta expressdo de Vegfa aumenta a vascularizacdo do tecido adiposo e a sensibilidade a
insulina (ELIAS et al., 2012).

Adicionalmente, alguns estudos mostram que fatores de transcricdo adipogénicos
possuem atividade angiogénica. A marcacdo da Zfp423, que € um fator de transcricdo
necessario e suficiente para que um precursor se desenvolva em adipécito, mostrou a origem
perivascular dos pré-adipdcitos (GUPTA et al., 2012). Além deste, o fator de crescimento
transformador beta 2 (TGF-B2) também pode atuar sobre as células endoteliais vasculares,
causando a diferenciagdo destas em adipocitos (MEDICI et al., 2010).

A vitamina A desempenha papel relevante na regulagdo de diversos processos do
desenvolvimento e metabolismo de mamiferos, incluindo reprodugdo, embriogénese, visao,
crescimento, diferenciacao e proliferacdo celular, manutencdo da integridade celular epitelial e
funcéo imune, alem do controle da biologia do tecido adiposo (ARREGUIN et al., 2018; BAR-
EL DADON et al., 2017).

A absorcdo da vitamina A ¢é realizada pelos enterdcitos, sendo esta posteriormente
incorporada nos quilomicrons para ser transportada. Cerca de 66 a 75% dos retindides oriundos
da dieta sdo captados pelos hepatocitos para serem armazenados na forma de ésteres de retinil
ou hidrolisados para retinol (D'AMBROSIO et al., 2011).

Uma vez na circulacdo sanguinea, o retinol se liga as proteinas ligadoras do retinol
(RBPs), as quais interagem com o receptor RBP, que atua na absorcao celular do retinol. No
interior da célula, o retinol é convertido em retinaldeido, através da atuacdo reversivel da
enzima alcool desidrogenases (ADHs). Porém, o retinaldeido pode ser convertido,

irreversivelmente, a acido retindico em uma reacao catalisada por retinaldeido desidrogenases
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(RADHs) (KUMAR et al., 2012; THEODOSIOU et al.,, 2010). Os éacidos retindicos
sintetizados no citoplasma podem entdo se unir a duas proteinas celulares ligadoras do &cido
retindico (CRABPs): CRABPI e CRABPII. Quando ligado a CRABPI, o &cido retindico tem
como destino a sua degradacg&o. Entretanto, ao se ligar 8 CRABPII ou a FABP5, é direcionado
para o nucleo celular, onde interage com o0s receptores do acido retindico (RARS) ou com
PPARs, respectivamente (CONSERVA et al., 2019). Essa parti¢cdo do acido retindico é o que
define seus efeitos bioldgicos (WANG et al., 2016). Segundo NOY (2013), uma alta relacédo de
CRABP-II/FABP5 é caracteristica de células progenitoras adipogénicas. Ja a diferenciacdo é
regulada positivamente por uma maior expressdo da FABP5, ativando a sinalizagéo de
PPARP/S em adipécitos maduros (BERRY et al., 2010). Esses dados mostram que o acido
retindico afeta de maneira distinta as células progenitoras e adipdcitos maduros, devido a
expressdo especifica dos genes de transcricdo em cada estagio de desenvolvimento (WANG et
al., 2016).

A epigenética envolve o estudo das mudancas na expressdo génica sem que haja
alteracdes fundamentais na sequéncia do DNA (WU et al., 2019) e pode atuar como um
mecanismo chave que permite a plasticidade fenotipica mantendo um genoétipo fixo
(FUNSTON et al., 2013). As alteragdes epigenéticas incluem metilagdo do DNA, modificacBes
das histonas (metilacdo e acetilacdo) e RNAs ndo codificados (OSORIO et al., 2019).

A metilacdo do DNA € o processo pelo qual grupos metil sdo adicionados as moléculas
do DNA, sem alterar sua sequéncia, mas modulando a estrutura da cromatina (WU et al., 2019).
Esse processo é dependente da via do metabolismo de um carbono, o qual, por sua vez, depende
de diversas enzimas na presenca de micronutrientes como cofatores, incluindo a disponibilidade
de folato, colina e betaina através da dieta (ANDERSON et al., 2012). No metabolismo de um
carbono, a metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM), que é considerada o doador
metil celular universal (SELHUB, 1999). As DNA metiltransferases (DNMTSs) entdo unem os
grupos metil da SAM ao carbono 5 do anel de citosina localizado préximo a um nucleotideo
CpG, gerando 5-metilcitosina, metilando assim o DNA (ANDERSON et al., 2012; BAR-EL
DADON et al., 2017).

Na regido promotora dos genes, a metilacdo do DNA esta relacionada ao silenciamento
génico, ou seja, impede a ligagédo de fatores de transcricdo ou afeta o estado de condensacéo e
a estrutura da cromatina. Em células normais, as ilhas CpG nas regiGes promotoras de genes
expressos sdo normalmente ndo-metiladas, enquanto que em outras partes do genoma séo
normalmente metiladas (TEODORIDIS et al., 2004).
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O ciclo de um carbono portanto, é uma via importante para que as mudancas
epigenéticas possam ser realizadas no DNA de um mamifero, ja que é a partir desta via que sao
gerados grupos metil para a metilacdo do DNA. A citosina, ao ser metilada, da origem a 5-
metilcitosina, que confere a cromatina uma conformacdo mais condensada, o que resulta em
expressao diminuida ou inibida de determinados genes. O acido retindico é capaz de estimular
uma proteina da familia ten-eleven translocation, a TET2, uma desoxigenase cuja funcdo é
converter 5-metilcitosina em 5-hidroximetilcitosina. Essa reagéo é caracterizada como sendo o
passo inicial para a desmetilacdo do DNA (HORE, 2017). De maneira geral, uma cromatina
hidroximetilada ou desmetilada apresenta uma arquitetura que permite maior acesso dos fatores
de transcricdo, resultando em maior expressdo génica.

Diante disso, com a finalidade de regular a expressao de determinados genes, o &cido
retindico se liga aos receptores do acido retindico (RARs) ou aos receptores X dos retindides
(RXRs). Os acidos trans-retinoicos (ATR), que predominam no interior das células, tem maior
afinidade de ligacdo aos RAR (CORONEL et al., 2019). Ou seja, na presenca dos ATR, 0s
RARs dimerizam com os RXRs, formando heterodimeros que atuam como fatores de
transcricdo, ativando as regides dos elementos de resposta ao acido retindico no promotor dos
genes alvo (BASTIEN et al., 2004), como por exemplo, 0 gene Zfp423, aumentando sua
expressdo (WANG et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram que o PDGFRa é um marcador de precursores
adipogénicos (BERRY et al., 2013; UEZUM I et al., 2010), onde células com expressao desses
receptores respondem ao estimulo B-adrenérgico e/ou dietas de alta gordura para se
diferenciarem em adipdcitos (LEE et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, as formas bioativas da vitamina A, em especial o
acido retindico, tem a capacidade de afetar a metilacdo do DNA (BAR-EL DADON et al.,
2017), entretanto pouco se sabe sobre o seu papel na biologia do tecido adiposo, metabolismo
e nutricdo. De acordo com Arreguin et al. (2018), o periodo lactente, em ratos, é critico para a
formacdo do tecido adiposo. A suplementacdo com vitamina A, na forma de ésteres de retinol,
favoreceu a hiperplasia e o ganho de gordura corporal quando aliada a uma dieta rica em
gordura. Fatos estes que foram resultado de uma diminuicdo na expressdo do PPARG e a
manutencdo da capacidade proliferativa aumentada em células adiposas ao desmame, que
permitiu 0 maior recrutamento de adipécitos posteriormente (GRANADOS et al., 2013).

Em trabalho conduzido por Arreguin et al. (2018), a suplementacdo pos-natal de
vitamina A em doses médias com ésteres de retinil ou f-caroteno, independente da forma de

fornecimento diminuiu a metilacdo no promotor do Zfp423, que resultou em maior expressao
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do gene Zfp423 no tecido adiposo inguinal ao desmame. Essas descobertas indicam que o0s
efeitos dos retindides sobre a Zfp423 possa ser dependente do estagio de desenvolvimento do
animal.

A expressdo da Zfp423 nos adipdcitos € dependente do &cido retindico, assim como
demonstraram (REICHERT et al., 2011). Trabalhando com ratos sem a expressao da enzima
aldeido desidrogenase-1al, que é a responsavel pela producdo de acido retindico a partir de
retinaldeido, os autores encontraram uma reducdo de 70% na expressédo de Zfp423, PPARG e
FABPA4.

Coronel et al. (2019) desenvolveram um experimento com ratos, onde recém-nascidos
foram suplementados com vitamina A na forma de ésteres de retinil, com trés vezes a
quantidade desse composto no leite durante todo o periodo de amamentacéo, uma vez que este
é critico para o desenvolvimento do tecido adiposo. Como resultado encontraram que ratos
tratados com vitamina A apresentaram maior proliferagdo de adipdcitos, definida por um
numero aumentado de pequenos adipocitos.

No trabalho conduzido por Wang et al. (2017), a suplementacdo materna com vitamina
A promoveu uma angiogénese ampliada através da regulagdo positiva da expressdo de Vegfa,
um dos principais fatores de crescimento que modulam a angiogénese (ABHINAND et al.,
2016) e Vegfr2, um receptor para os Vegf, resultando em um pool mais abundante de células
progenitoras adiposas PDGFRo+ no tecido adiposo. Assim, a suplementagdo materna com
vitamina A ou &cido retindico aumenta o pool progenitor na progénie, reduzindo o tamanho
médio e aumentando a hiperplasia dos adipécitos. Além disso, 0s genes pré-adiposos Prefl,
Sox9 e KIf2 tiveram sua expressdo induzida nos animais filhos de mées suplementadas
(WANG;FU;LIANG;WANG; et al., 2017).

De forma contraria, em adipocitos maduros, a vitamina A tem efeito inibitorio sobre o
acumulo lipidico, isso porque o acido retingico ativa os genes PPARA e o PPARB/D nessas
células, induzindo a oxidag&o dos &cidos graxos e o catabolismo lipidico (BERRY et al., 2010;
NOY, 2013). Além disso, o0 acido retindico é capaz de afetar a atividade transcricional do
PPARG melhorando a parceria RAR-RXR e deprimindo os dimeros RAR-PPARG necessario
para o estagio tardio da adipogénese (DAWSON et al., 2012; ZIOUZENKOVA et al., 2008).

2.3. Lipogénese

O processo de sintese enddgena de acidos graxos é denominado como lipogénese. A

deposicéo de gordura ocorre de forma heterogénea ao longo do corpo animal e, assim como a
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adipogénese, inicia-se no tecido adiposo visceral, seguido pelo intermuscular, subcutaneo e
intramuscular (PETHICK et al., 2004).

A sintese de gordura é dependente da incorporacdo dos triglicerideos aos adipocitos,
sejam eles oriundos da absorcao de &cidos graxos da dieta ou da sintese de novo (ROLLIN et
al., 2007). A deposicdo de gordura ocorre quando o consumo de energia liquida € superior as
exigéncias, principalmente apds a maturidade, quando a taxa de crescimento muscular diminui
e a do tecido adiposo aumenta (OWENS et al., 1995).

Os triglicerideos da dieta que atingem o intestino delgado de ruminantes principalmente
na forma de acidos graxos nado-esterificados (AGNE), sdo absorvidos e, nos enterdcitos, sao
reesterificados para triglicerideos ou fosfolipidios. Devido a sua natureza lipofilica, os
triglicerideos precisam se associar a proteinas transportadoras, para serem transportados na
corrente sanguinea até os tecidos-alvo. Ao atingirem o tecido-alvo, os triglicerideos sao
hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL), produzindo acidos graxos livre (KERSTEN, 2014),
e transportados para dentro do adipdcito através da proteina de ligacao ao acido graxo (FABP4),
uma vez que os acidos graxos sao hidrofobicos e ndo se difundem rapidamente pela membrana
(LADEIRA et al., 2018).

A sintese de novo dos AG ¢ dependente da presenca de acetil-CoA e NADPH no interior
da célula. A acetil-CoA pode ser oriunda de acetato, que € o principal precursor da gordura
subcutanea, ou da glicose, que assume o papel de precursor de acetil-CoA no tecido adiposo
intramuscular (SMITH et al., 1984). Entretanto, estudos recentes sugerem que em dietas de alto
concentrado, a glicose contribui apenas como uma pequena propor¢do de unidades acetil para
a biossintese dos AG, quando comparado a contribui¢do do acetato, independentemente do tipo
do tecido adiposo (SMITH et al., 2018). Além de fornecer acetil-CoA para a sintese de novo de
AG, a glicose, oriunda da gliconeogénese a partir de propionato/lactato ou absorvida no
intestino delgado, € responsavel por originar o glicerol utilizado na formacéo dos triglicerideos
(NAFIKOV et al., 2007).

Para producéo de acetil-CoA a partir da glicose duas enzimas sédo fundamentais: ATP-
citrato liase e NADP malato desidrogenase. A primeira, tem atividade sabidamente reduzida
em ruminantes. Entretanto, no tecido adiposo intramuscular, sua atividade € maior quando
comparada com o tecido adiposo subcuténeo, sendo que em dietas de alta energia, ambas sdo
induzidas no tecido adiposo (PARK et al., 2018). Além disso, os adipdcitos intramusculares
tem maior expressédo de GLUT4, permitindo uma maior utilizacdo de glicose como precursora
da sintese de novo de gordura (HOCQUETTE et al., 2010).
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Independente do substrato (acetato e/ou glicose), a lipogénese inicia-se pela acdo da
acetil-CoA carboxilase (que é codificada pelo gene ACACA) (PETHICK et al., 2004), que
catalisa a carboxilacdo da acetil-CoA em malonil-CoA. Posteriormente, a molécula de malonil-
CoA sintetizada, ird se unir a outras moléculas de acetil-CoA em uma série de reacfes em
cadeia, catalisadas pelo complexo enzimético acido graxo sintetase, codificado pelo gene
FASN, tendo como produto final um &cido graxo saturado de cadeia longa (LADEIRA et al.,
2016).

Uma vez que o &cido graxo é produzido ou absorvido pelos adipdcitos, este pode sofrer
aacdo da enzima estearoil-CoA dessaturase, codificada pelo gene SCD1, responsavel por inserir

duplas ligagcGes na cadeia do acido graxo, tornando-o insaturado (LADEIRA et al., 2018).

3. Material e métodos

Todas as atividades realizadas na conducdo do experimento foram aprovadas pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita” - Unesp sob o nimero de protocolo 0107/2018.

O experimento foi realizado nas Fazendas Experimentais Edgardia e Lageado e no
laboratorio de qualidade de carne da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita” —
Unesp, Campus de Botucatu, e laboratério de biologia molecular da Universidade Federal de

Lavras.

3.1. Delineamento experimental, tratamentos e animais

Trinta e quatro bezerros F1 Montana x Nelore foram utilizados desde o nascimento até
a fase de terminacdo em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2
(com ou sem aplicacdo de vitamina A e machos ou fémeas). Dez bezerros machos e 7 fémeas
receberam a aplicacdo de vitamina A, enquanto outros 17 (10 machos e 7 fémeas) nédo
receberam.

No dia do nascimento, os bezerros do tratamento com vitamina A receberam uma dose
de 300.000 Ul de Vitamina A (Monovin A, Bravet, Rio de Janeiro), via injecao intramuscular.
Durante a fase de cria, os animais de ambos tratamentos foram mantidos com suas respectivas
mé&es no mesmo piquete e, a partir dos 40 dias de idade, aproximadamente, estes receberam

suplemento de creep feeding até o desmame.
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Aos 40 dias e no momento do desmame, foram realizadas bidpsias musculares nos
animais de ambos tratamentos para futuras analises de expressao génica. Para a realizacdo da
biopsia foi feita a tricotomizacdo na regido lombar e administrado um anestésico local
(cloridrato de lidocaina HCI, 20 mg/mL, 6mL volume total) via subcutanea. As bidpsias foram
realizadas na altura da 132 costela de lados alternados em cada tempo. O local da biopsia foi
limpo com um desinfetante para a pele (lodophor / Betadine). Apos a higienizacao, uma incisao
de 1 cm foi feita com um bisturi, e uma agulha esterilizada de biopsia Bergstrom foi usada para
obter 1 g de tecido do musculo longissimus thoracis, que foi imediatamente armazenado em
nitrogénio liquido para posterior analise de expressdo génica. Apo6s o procedimento, a incisao
foi lavada com solucdo salina estéril, &gua e fechada com cola de tecido veterinario. Um spray
antibiotico foi aplicado no local da incisdo. Todos os bezerros foram monitorados durante um
periodo de 48 horas pds-bidpsia.

Além disso, todos os animais foram imunocastrados, recebendo 3 doses do agente
imunocastrador, sendo a primeira aos 270 dias, a segunda aos 300 dias e a Ultima aos 390 dias

de vida.

3.2.  Terminagdo em Confinamento

Aos 270 dias, os animais foram desmamados e levados ao confinamento, onde foram
alojados em baias individuais cobertas, com piso de concreto, dotadas de comedouros e
bebedouros individuais. Os dois grupos de animais receberam a mesma dieta, sendo esta
formulada segundo o NASEM 2016 (Tabela 1), fornecida ad libitum, duas vezes ao dia, as
07h30 e 15h30, além de disporem de acesso livre a 4gua.

A cada 15 dias foram coletadas amostras dos ingredientes da dieta. Destas amostras,
originou-se uma amostra composta que, apos sofrer pré-secagem em estufa de ventilacédo
forcada a 55°C por 72 horas, foram moidas em moinhos com peneira de malha de 1 mm. A
analise quimica das dietas foi realizada de acordo com a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1990) para Proteina bruta (método 920.87), Cinzas (método 924.05), Extrato
etéreo (método 920.85) e Umidade (método 934.01). O contetido de amido foi analisado de
acordo com HALL (2009) e a fibra em detergente neutro foi analisada de acordo com (VAN
SOEST et al., 1991) usando amilase (ISO, 16472, 2006). O contetdo de carboidratos ndo
fibrosos foram calculados de acordo com SNIFFEN et al. (1992).

Para determinacdo do ganho de peso médio diario, os animais foram pesados no inicio

e final do periodo experimental, apds jejum de 16 horas.
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370 Tabela 1. Quantidade dos ingredientes e composi¢do quimica da

371 dieta experimental durante o confinamento.

Composicgéo

Dieta, g/kg MS

Milho Moido 660,8
Farelo de Soja 154,6
Bagaco de Cana 152,0
Suplemento mineralt 32,6

Composic¢do quimica, g/kg MS

Matéria seca, %MN 840,8

Proteina bruta 126,9

FDNcp 230,1

Carboidratos néo fibrosos 560,7

Amido 485,0

Cinzas 52,5

Extrato etéreo 29,8
372 1 Sodio: 0,2076%; Potassio: 0,87%; Magnésio: 0,3585%; Enxofre:
373 0,6%; Ferro: 75,458 ppm; Cobre: 14,5 ppm; Manganés 38,3 ppm;
374 Zinco: 59,4 ppm; Chalto: 0,93 ppm; lodo: 0,59 ppm; Selénio: 0,22 ppm;
375 Fluor: 15,3542 ppm; Vitamina A: 1231.10 Ul/kg; Vitamina Da3:
376 576,2042 Ul/kg; Vitamina E: 46,5 Ul/kg; Tiamina (B1): 2,9703 ppm;
377 Niacina (B3): 22,0183 ppm; Biotina: 0,9379 ppm; Pirodoxina (B6):
378 6,3750 ppm; Vitamina B12: 0,0767 ppm; Acido Félico: 1,0875 ppm.
379
380 3.3. Abate, coleta de amostras e andlise de qualidade de carne
381
382 Apbs 180 dias de confinamento os animais foram abatidos em frigorifico comercial,

383 utilizando a técnica de concussao cerebral e seccdo da veia jugular, seguido de remocdo do
384  couro e evisceragdo. Apos a esfola foram retiradas amostras do musculo longissimus thoracis
385 (LT) da meia-carcaca esquerda na altura da 132 costela e transportadas em nitrogénio liquido
386  para analise de expressdo génica.

387 Posteriormente, as carcacas foram divididas longitudinalmente em duas metades para
388  obtencédo do peso de carcaca quente (PCQ) e rendimento de carcaca quente (RC). Apos as 24
389 horas de refrigeracédo a 2°C, a espessura de gordura subcutanea (EGS) foi medida entre a 122 e
390 132 costelas da meia carcaca esquerda, com auxilio de um paquimetro graduado a % do

391 comprimento do olho lombar a partir da porcéo cranial. A area de olho de lombo, também
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medida entre a 122 e 132 costelas, foi delineada em papel de transparéncia e determinada ap6s
a leitura pelo medidor de area LI1-3100 (LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA).

Foi retirado um bife de 2,54 cm de espessura do musculo longissimus thoracis da meia-
carcaca esquerda a partir da 132 costela, em direcdo cranial, para andlise de gordura
intramuscular. Apos o procedimento no frigorifico, a amostra foi transportada e armazenada a
-20°C para posterior analise.

A analise de composicédo centesimal foi realizada a partir de um bife moido, por meio
do equipamento Foodscan™ (FOSS, Hillerod, Dinamarca) usando o infravermelho proximo de

acordo com o método 2007-04 da AOAC.

3.4. Expressdo Génica

O desenho dos primers (Tabela 2) foi realizado de acordo com as sequéncias cadastradas
e publicadas no banco de dados publico do Genbank, uma plataforma do NCBI (National
Center for Biotechnology Information), através do software Oligo Perfect™ Designer (Primer
Quest Tool) e analisados no Oligo Analizer 3.1 e Premier Bosoft (Tabela 2). A partir das
sequéncias, os primers foram sintetizados comercialmente (Inivitrogen, Carlsbad, CA, USA).

A extracdo do RNA total foi feita a partir de tecido muscular congelado com o uso do
reagente QIAzol (QIAGEN, Valencia, CA), seguida de tratamento com o DNAse DNA free
(Invitrogen), de acordo com as instrucdes da fabricante.

A fim de se avaliar a integridade e qualidade das amostras extraidas, 0 RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) corado com GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) o qual foi entdo visualizado em fotodocumentador E-
Gel® Imager Camera Hood (Life Technologies, Neve Yamin, Israel). A quantidade (ng/uL) e
qualidade (260/280 e 260/230) do RNA foi avaliada através do nanoespectrofotbmetro
(DeNovix DS-11, Wilmington, DE, USA).

O cDNA foi sintetizado com Kit High-Capacity cDNA Reveres Transcription (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo as recomendacBes do fabricante, e, ap6s o
processo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.

Para RT-gPCR foi utilizado o termociclador Eppendorf Realplex (Eppendorf, Hamburg,
Germany), utilizando o sistema de deteccdo SYBR Green (Applied Biosystems, USA) de
acordo com as recomendacgdes descritas por
OLIVEIRA et al. (2014). Para cada gene em estudo, todo o experimento de RT-qPCR fez uso

de diferentes cDNAs obtidos de 34 repeti¢des bioldgicas, com duas réplicas técnicas cada uma.
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Os resultados foram normalizados usando o Ciclo Threshold (Ct) obtidos pela expressdo do
gene de referéncia ACTB. O gene ACTB foi escolhido com base no trabalho de COELHO
(2018).

Os niveis de expressdo relativa foram calculadas de acordo com PFAFFL (2001), que
se baseia nos valores de Ct que s&o corrigidos para a eficiéncia de amplificagcdo para cada par

de primers.

3.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o procedimento Mixed do SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC, USA) em um delineamento inteiramente casualizado. Os animais foram considerados a
unidade experimental, com a administracdo de vitamina A, sexo e a interacdo entre a
administragdo de vitamina A e sexo considerados efeitos fixos, além disso o dia do nascimento
dos animais foi usado como covariavel. As médias dos minimos quadrados foram usados para

calcular as médias ajustadas para tratamento.

Para a analise da expressdo génica, os dados foram analisados através do procedimento
Mixed do SAS, considerando os animais como unidade experimental e os efeitos fixos da
administracdo de vitamina A, do sexo e da interacdo entre a administracdo de vitamina A e 0
sexo dos animais. Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para anélise de
normalidade, sendo que quando ndo apresentaram distribuicdo normal, foram transformados
utilizando o procedimento RANK do SAS. Além disso, o teste de Tukey foi utilizado para
determinar as diferencas entre as médias dos tratamentos quando a interagdo sexo X vitamina

foi significativa.

Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos e tendéncias foram aceitas

comP>0,05aP<0,10.
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451 Tabela 2. Sequéncias e eficiéncias dos primers usados na analise de RT-qPCR.
Simbolo Nome Sequéncia Numero de acesso ~ Amplicon (pb) R? Eficiéncia
PPARA  Receptor ativado por proliferador de F: CAATGGAGATGGTGGACACA NM_001034036.1 95 0.992 99.2
peroxissomas alfa R: TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
PPARG  Receptor ativado por proliferador de F: GCAATCAAAGTGGAGCCTGT NM_181024.2 83 0.989 99
peroxissomas gama R: CCATGAGGGAGTTGGAAGG
SREBF1 Elementos reguladores de esterol ~ F: GACTACATCCGCTTCCTTCAG XM_024980343.1 100 0.985 94.6
ligados a proteina R: CCAGGTCCTTCAGCGATTT
SCD1 Estearoil-CoA dessaturase F: ACCATCACAGCACCTCCTTC NM_173959.4 95 0.999 98
R: ATTTCAGGGCGGATGTCTTC
FABP4  Proteina de ligagdo ao acido graxo 4 F: GGATGGAAAATCAACCACCA NM_174314.2 84 0.995 97
R: GTGGCAGTGACACCATTCAT
VEGF4 Fator de crescimento endotelial- F: ACTTGAGTTGGGAGGAGAATG NM_001316992.1 98 0.999 99.2
vascular alfa R: GCTGCCGTAAGAGGGATAAA
PDGFRA  Receptor de fator de crescimento  F: CGAGATGGGAGTTTCCAAGAG XM _024993021.1 107 0.999 99

derivado de plaquetas alfa

R: GACAGGTTGAGACCGACTTAAT
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CASC3
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CCAAT alfa
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B-actina

Candidato de suscetibilidade para

cancer 3

F: ACTTGAGTTGGGAGGAGAATG

R: GCTGCCGTAAGAGGGATAA

F: AGACAGGAACAGCGTGACAA

R: CTGACAGTGATCGCAGGTGT

F: GGCAACGACTTTGACTACCC

R: TCGTTGCTGTTCTTGTCCAC

F: TGAAGAAGCAATGGATGAACC

R: TTCAGACACGGAGCCAATAA

F: GTCCACCTTCCAGCAGATGT

R: CAGTCCGCCTAGAAGCATTT

F: GGACCTCCACCTCAGTTC

R: GTCTTTGCCGTTGTGATGAA
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4. Resultados

4.1. Desempenho, caracteristicas de carcaca e de qualidade de carne

N&o houve efeito significativo da aplicacdo de vitamina A ou sexo para as variaveis
peso ao nascimento, peso ao desmame e ganho médio diario durante a fase de cria (P > 0,28)
(Tabela 3). Da mesma forma, na fase de terminacdo, ndo houve efeito sobre as caracteristicas
de desempenho quando os animais receberam vitamina A (P > 0,46). Em relacdo ao sexo, 0s
machos apresentaram maior peso vivo inicial (P =0,03), GMD (P =0,05) e, consequentemente,
maior peso ao abate (P =0,01) do que o observado para as fémeas. Porém, o consumo de matéria
seca e a eficiéncia alimentar ndo foram afetados pelo sexo dos animais (P > 0,13). As
caracteristicas de carcaca ndo foram afetadas pelo sexo ou aplicacéo de vitamina A (P > 0,08).
(Tabela 3), exceto o peso de carcaca quente, o qual foi maior para os machos (P = 0,04).

O musculo LT dos animais que receberam vitamina A apresentou maior teor de gordura

(P = 0,05) do que o musculo dos animais que nao foram tratados (Tabela 5).



468 Tabela 3. Desempenho e caracteristicas de carcaca de animais que receberam ou ndo vitamina A ao nascimento.

Varidveis Macho Fémea _— Valor de P
Controle Vitamina A Controle  Vitamina A Vitamina A (V) Sexo (S) V*S
Fase de Cria
Peso ao nascimento (kg) 29,6 29,4 30,3 27,8 1,41 0,28 0,72 0,42
Peso ao desmame (kg) 247 240 240 236 10,6 0,58 0,56 0,85
Ganho medio diario (kg) 0,802 0,777 0,774 0,768 0,35 0,69 0,76 0,62
Fase de Terminacao
Peso vivo inicial (kg) 307 300 286 280 10,7 0,46 0,03 0,97
Peso vivo final (kg) 401 406 366 375 16,5 0,61 0,01 0,89
Ganho medio diario (kg) 1,026 0,967 0,852 0,868 0,071 0,60 0,05 0,79
Consumo de matéria seca (kg/dia) 9,05 9,10 8,16 8,97 0,505 0,59 0,13 0,65
Eficiéncia Alimentar (kg/kg) 0,116 0,116 0,108 0,100 0,008 0,97 0,19 0,34
Caracteristicas de Carcaca
Peso de carcaca quente (kg) 223 226 208 210 9,31 0,74 0,04 0,98
Rendimento de carcaca (%) 55,9 55,5 55,6 56,1 0,481 0,94 0,75 0,37
Area de olho de lombo (cm?) 55,1 55,1 54,5 55,4 3,22 0,87 0,95 0,87
Espessura de gordura subcutanea (mm) 12,4 10,3 11,2 12,0 0,939 0,45 0,81 0,12
Gordura intramuscular (%) 2,83 3,55 3,50 3,55 0,192 0,05 0,23 0,23

469 ! Erro padrao das médias. O valor apresentado na tabela é o maior valor de EPM encontrado entre as médias dos tratamentos.
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Expressao génica
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Os genes angiogénicos analisados tiveram sua expressao alterada pelos tratamentos

(Figura 1), onde o musculo de fémeas controle apresentou maior expressdo relativa do

PDFGRA, quando comparado aos demais tratamentos, 40 dias apds o nascimento (P = 0,01).

Ja no periodo de desmama, houve tendéncia da vitamina A aumentar a expressdo deste gene (P

= 0,08). Em relacdo ao gene VEGF4, o uso de vitamina A fez com gue sua expressdo fosse

elevada 40 dias apds o nascimento (P = 0,01) e ao desmame (P < 0,01).
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Figura 1. Expressao relativa 40 dias pés-nascimento (A) e ao desmame (B) dos genes PDGFRA
e VEGF4 e ao desmame no masculo longissimus thoracis de bovinos que receberam ou nao
vitamina A ao nascimento, Erro padrdo das médias (EPM) = 0,248 (PDGFRA — 40 dias pds-
natal), 0,126 (VEGFA — 40 dias p6s-natal), 0,190 (PDGFRA — desmame), 0,144 (VEGFA —
desmame).

Em relacédo aos genes adipogénicos, o uso de vitamina A elevou a expressao de ZNF423

ao desmame (P = 0,02) e ap6s o abate (P =0,03) (Tabela 4). Além disso, as fémeas apresentaram

maior expressdo do ZNF423 aos 40 dias apds o nascimento (P = 0,01). Adicionalmente, as

fémeas apresentaram maior expressao de PPARG aos 40 dias apds o nascimento (P = 0,01) e

ao desmame (P = 0,03).
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Tabela 4. Expresséo relativa dos genes de animais que receberam ou ndo vitamina A ao
nascimento.
Macho Fémea Valor de P
Genes Controle Vitamina A Controle Vitamina A EPM?E - Vitamina - Sexo V*S
V) (S)
Periodo neonatal
WNT 1,00 1,50 0,94 1,21 0,128 0,01 0,19 0,39
PPARG 1,00 0,96 1,25 1,31 0,093 0,89 0,01 0,61
ZNF423 1,00 1,16 1,48 1,42 0,125 0,69 0,01 0,39
CEBPA 1,00 0,58 0,29 0,22 0,217 0,27 0,24 044
SREBF1 1,00 1,23 0,98 1,34 0,146 0,05 0,77 0,65
PPARA 1,00 1,24 1,26 1,30 0,085 0,11 0,07 0,28
ACACA 1,00 1,14 1,16 1,13 0,058 0,34 0,24 0,16
FABP4 1,00c 13,88a 3,53b 4,39b 0,532 <0,01 <0,01 <0,01
SCD1 1,00c 1,59 1,33ab 1,23bc 0,105 0,03 0,90 <0,01
Desmama
WNT 1,00 1,49 1,00 1,53 0,171 0,01 091 0,90
PPARG 1,00 0,92 1,22 1,35 0,142 0,97 0,03 0,46
ZNF423 1,00 1,39 0,97 1,26 0,131 0,02 0,56 0,70
CEBPA 1,00 0,78 0,72 0,55 0,157 0,23 0,12 0,89
SREBF1 1,00 1,09 0,62 1,09 0,121 0,04 0,14 0,14
PPARA 1,00 1,19 1,17 1,06 0,136 0,79 0,90 0,28
ACACA 1,00 0,78 0,56 0,77 0,109 0,96 0,06 0,06
FABP4 1,00b 3,69a 3,26a 1,51b 0,599 0,44 0,95 <0,01
SCD1 1,00 1,00 0,95 1,39 0,161 0,19 0,32 0,20
Abate

WNT 1,00a 0,80ab 0,71b 0,92ab 0,101 0,97 0,42 0,05
PPARG 1,00 1,07 1,15 0,78 0,120 0,22 0,57 0,08
ZNF423 1,00 1,30 1,21 1,37 0,104 0,03 0,19 0,50
CEBPA 1,00 1,18 1,49 1,25 0,183 0,87 0,14 0,26
SREBF1 1,00 1,35 1,42 1,39 0,176 0,37 0,21 0,30
PPARA 1,00 1,10 1,18 1,05 0,082 0,85 0,44 0,19
FABP4 1,00 0,96 1,35 0,73 0,169 0,06 0,73 0,10
ACACA 1,00 1,31 1,31 1,14 0,138 0,62 0,62 0,09
SCD1 1,00b 1,29b 1,92a 1,13b 0,209 0,24 0,08 0,01

1 Erro padrdo das médias. O valor apresentado na tabela é o maior valor de EPM encontrado entre as

médias dos tratamentos.

Quando analisadas as expressdes dos genes lipogénicos (Tabela 4), os animais que

receberam vitamina A apresentaram maior expressdo do SREBF1 40 dias apds o nascimento (P

= 0,05) e ao desmame (P = 0,04). Além disso, 0 FABP4 foi mais expresso aos 40 dias apds o

nascimento com o uso de vitamina A (P < 0,01), porém, apds o abate esses animais tenderam a

apresentar menor expressdo desse gene (P = 0,06). Em relagdo ao sexo, o musculo das fémeas
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tendeu a apresentar maior expressao do PPARA comparado ao musculo dos machos no inicio
da vida dos animais (P = 0,07).

Foi detectada também uma interagéo vitamina A x sexo sobre a expressdo do gene SCD1
aos 40 dias ap6s 0 nascimento e apds o abate (Tabela 4). Apo6s 0 nascimento, os machos que
receberam vitamina A apresentaram maior expressdo da SCD1 em comparagdo aos demais
tratamentos (P < 0,01). Em contrapartida, apds o abate, as fémeas do grupo controle que
apresentaram maior expressdo desse gene (P = 0,01). Ja na desmama, houve interacédo entre a
administracdo de vitamina A e 0 sexo dos animais sobre a expressdo do gene FABP4, cuja
expressao foi maior nos machos com vitamina A e nas fémeas do grupo controle (P < 0,01).

Por fim, a expressdo do gene WNT, gene importante na miogénese, foi maior para 0s
animais que receberam vitamina A aos 40 dias p6s-nascimento e ao desmame (P = 0,01) (Tabela
4). Aléem disso, houve interacdo vitamina A x sexo ap6s o0 abate, que resultou em maior
expressdo do WNT nos machos controle, em comparagdo com as fémeas controle, ndo havendo

diferencas entre os demais tratamentos (P = 0,05).
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5. Discussao

A administracdo de vitamina A injetavel ao nascimento ndo impactou o desempenho
dos animais em nenhuma das fases experimentais, 0 que j& se esperava, uma vez que O
tratamento foi feito no inicio da vida dos bezerros e a dieta fornecida era idéntica entre os
diferentes grupos tratados. Diferentemente, Harris et al. (2018) reportaram maior ganho diario
entre 0 nascimento e a desmama de animais que receberam duas doses de vitamina A, uma ao
nascimento e outra com 30 dias de vida e que foram criados sob as mesmas condicdes
ambientais e nutricionais. Por sua vez, as diferengas encontradas na terminacéo entre 0s sexos
estdo em consonancia com a literatura, devido as diferencas entre as curvas de crescimento,
deposicdo tissular e acabamento de machos e fémeas (MCINTYRE et al., 2009). Além disso,
como a imunocastracdo dos animais foi feita apenas apos o desmame, 0s machos sofreram acao
dos hormonios anabdlicos que influenciam a deposicao do tecido muscular durante determinado
periodo de tempo, mesmo apo6s a aplicacdo do material imunocastrador, o que pode ter
corroborado para melhor desempenho dos machos em relacdo as fémeas (ADAMS, 2005).

O Vegfa é um fator de transcricao que esta correlacionado com o processo angiogénico
e estudos indicam que tecidos que apresentam alta expressao desse fator sdo tecidos altamente
vascularizados. No tecido adiposo hd uma relagdo intima entre a alta vascularizacdo e a
hiperplasia deste. Gangaraju et al., 2008 relatarma que o processo de diferenciagdo e maturagédo
dos adipdcitos € precedido pelo crescimento de vasos sanguineos. Tal crescimento é
influenciado pelo Vegfa, como mostraram Han et al. (2011) em trabalho em que a inibicdo do
VEGF4 resultou em menor angiogénese o0 que, consequentemente, prejudicou a adipogénese.
Ainda, os mesmos autores indicaram que o contato de células progenitoras adiposas com 0s
vasos sanguineos é uma etapa essencial durante a adipogénese, reforcando a ideia de que a
vascularizagdo, representada pela alta expressdo de VEGF4 favorece a adipogénse, além de
melhorar a sensitividade dos adip6citos a insulina.

Estas células progenitoras induzidas pela vascularizacdo e consequentemente pelo
VEGF4 sdo conhecidas por expressarem PDGFRA (LI et al., 2020). Estudos indicam que a
vitamina A, através do &cido retinoico, estimula tanto a expressdo de VEGF4 quanto a de
PDGFRA (WANG;FU;LIANG;WANG,; et al., 2017). Assim, os resultados aqui encontrados de
maior expressdo de VEGF4, 40 dias p6s-nascimento e ao desmame nos animais tratados com
vitamina A, e a tendéncia de maior expressédo de PDGFRA resultaram em maior angiogénese,

0 que favoreceu a deposicdo de gordura intramuscular.



544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575

31

Os genes ZNF423, PPARG e CEBPA sdo marcadores do processo hiperplasico do tecido
adiposo. A administracdo de vitamina A no periodo neonatal € conhecida por estimular a
expressao do ZFP423 (HARRIS et al., 2018). Em consequéncia dessa maior expressao, é sabido
que h& estimulo do ZFP423 sobre a expressdo do PPARG, o qual por sua vez estimula a
expressdo do CEBPA em uma cascata de autorregulacao, que é interrompida quando se inicia
o0 processo de diferenciacdo dos pré-adipocitos (WEI et al., 2013). No presente trabalho, a
vitamina A foi capaz de modular a expressdo do ZNF423, mas ndo alterou a expressdo de
PPARG e CEBPA. A falta de efeito na expressdo de PPARG e CEBPA pode ser atribuida a alta
expressao do WNT em células de pré-adipécitos, que assim bloqueia a adipogénese, mantendo
os precursores de adipdcitos no estagio de pré-adipdcitos. Todavia, este efeito ndo foi o
suficiente para inibir o recrutamento de células precursoras para a sintese de tecido adiposo
intramuscular em bezerros machos. Mas pode ser a explicacdo para a auséncia de efeitos do uso
da vitamina A em fémeas.

Com o decorrer do processo de maturacdo dos adipdcitos, diversos genes
reconhecidamente expressos nesse tipo celular comecam a ser expressos. Tais genes codificam
proteinas que tem funcdes especificas na lipogénese, sejam elas de transporte, absor¢do ou
sintese de &cidos graxos. Nesse contexto, SREBF1 tem importancia nesse processo, uma vez
que tem o potencial de aumentar a expressao de genes presentes nos adipdcitos, tais como
FABP4, ACACA e SCD1 (LADEIRA et al., 2018). A administracdo de vitamina A ao
nascimento afetou positivamente a expressdao de SREBF1 no periodo neonatal e esse efeito
perdurou até a desmama. Com o SREBF1 altamente expresso, houve estimulo para a expressao
de FABP4 e SCD1 40 dias pds-nascimento, indicando que a adipogénese foi maior nestes
animais. Além disso, a maior expressao de FABP4 no tecido adiposo de bezerros pode ser
considerado um indicador do numero de adipécitos intramusculares destes animais (DEL PINO
et al., 2017), mesmo esse gene codificando um transportador lipidico que tem baixa expressao
nos estagios iniciais da adipogénese e tem sua expressdao aumentada ao longo do processo de
diferenciacdo (HAUSMAN et al., 2014). Associado a isso, a expressdo mais acentuada da
FABP4 durante os estagios iniciais da vida dos animais do presente estudo, combinada com
uma reducdo da expressao desse mesmo gene ao abate nas fémeas e a manutencdo da alta
expressdo nos machos, indica uma deposi¢cdo de gordura mais precoce nas fémeas que

receberam vitamina A.
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6. Conclusao

A administracdo de vitamina A em uma unica dose ao nascimento foi capaz de aumentar
a deposicdo de gordura intramuscular no musculo longissimus thoracis de novilhos, o qual
apresentou expressdo aumentada de genes relacionados aos processos angiogénicos,
adipogénico, principalmente ZNF423, e lipogénico. Com isso, a estratégia de administracao
neonatal de vitamina A em bezerros de corte se configura como alternativa para a melhoria da
carne desses animais ao abate, principalmente devido aos ganhos na deposi¢do de gordura

intramuscular das carcagas.
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