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RESUMO

FONTES, Marta Maria dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Colageno intramuscular de vacas e novilhas alimentadas com dieta de alta densidade
energética. Orientador: Marcio de Souza Duarte. Coorientador: Mario Luiz Chizzotti.

O presente trabalho consiste em avaliar os efeitos do fornecimento de dieta de alta densidade
energética sobre a solubilidade e furnover do coldgeno em vacas de descarte em relacdo a
novilhas. O tecido muscular esquelético é constituido por fibras musculares, tecido adiposo e
tecido conjuntivo, sendo o coldgeno o principal componente do tecido conjuntivo. O coldgeno
€ uma proteina estrutural, responsdvel por manter a integridade do misculo esquelético. Além
disso, ele € considerado uma proteina de meia-vida longa, logo o seu turnover € essencial para
o crescimento animal, uma vez que uma de suas fungdes € a de sustentacdo. Tanto o coldgeno
quanto os outros componentes da matriz extracelular sdo degradados por metaloproteinases de
matriz (MMPs), cuja inibicdo € realizada pelos inibidores das MMPs (TIMPs). As
caracteristicas do coldgeno sdo ditas como uma das principais varidveis responsdveis pela
maciez da carne. Estratégias dietéticas podem influenciar o turnover protéico do tecido
conjuntivo intramuscular, reduzindo o cross-linking entre as moléculas do coldgeno e
consequentemente aumentando a solubilidade do mesmo. Apesar do conhecimento atual sobre
os efeitos da dieta nas propriedades do coldgeno, poucos trabalhos buscam estratégias para
minimizar seu efeito com o avangar da idade do animal. Sendo assim, nds avaliamos os efeitos
do fornecimento de dieta de alta densidade energética sobre a solubilidade e furnover do
coldgeno em vacas de descarte. Dez vacas de descarte, (idade de 84+2,1 meses e peso 550+£30,5
kg) e dez novilhas (idade de 24+1,8 meses e peso de 300£15,6 kg) foram alimentadas com dieta
de alta densidade energética, durante 150 dias. O ganho médio didrio (P = 0,51), o teor total de
colageno (P = 0,65), a abundancia de mRNA de COLIAI (P = 0,96), atividade enzimdtica da
lisil oxidase (P = 0,80), a expressao de mRNA da MMP9 (P = 0,41) e TIMP2 (P = 0,19) ndo
diferiram entre as idades. A solubilidade de coldgeno (P < 0,01) e a forca de cisalhamento (P <
0,01) foram maiores nas novilhas em relacdo as vacas de descarte. As vacas de descarte
apresentaram maior abundancia de mRNA de COL3A1 (P =0,04), TIMP 1 (P <0,01) e TIMP3
(P <0,01). O teor de gordura intramuscular (P = 0,06) bem como a abundancia de mRNA da
MMP2 (P = 0,10) tenderam a ser maior nas vacas de descarte em relagdo as novilhas. Os
resultados sugerem alteracio no remodelamento e aumento na renovacdo do coldgeno

intramuscular em vacas de descarte em relacdo & novilhas sob dieta de alta densidade



energética. Contudo, tais alteragdes ndao foram suficientes para causar equivaléncia da

solubilidade do coldgeno intramuscular entre vacas de descarte e novilhas.

Palavras-chave: Carne. Coldgeno soldvel. Dieta altamente energética. Maciez. Novilha. Vaca

de descarte.



ABSTRACT

FONTES, Marta Maria dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Intramuscular collagen of cows and heifers fed a high energy density diet. Adviser: Méarcio
de Souza Duarte. Co-adviser: Mario Luiz Chizzotti.

The present study aims to evaluate the effects of supplying a high energy density diet on
collagen solubility and turnover in cull cows in relation to heifers. Skeletal muscle tissue is
made up of muscle fibers, adipose tissue and connective tissue, in which the collagen is the
main component of connective tissue. Collagen is a structural protein, responsible for
maintaining the integrity of skeletal muscle. In addition, collagen is considered a protein with
a long half-life, so its turnover is essential for animal growth since one of its functions is to
provide support for the skeletal muscle. Both collagen and other components of the extracellular
matrix are degraded by matrix metalloproteinases (MMPs), which are inhibited by MMP
inhibitors (TIMPs). The characteristics of collagen are the main factors responsible for meat
tenderness. Dietary strategies can influence the protein turnover of the intramuscular connective
tissue, reducing the cross-linking between the collagen molecules and consequently increasing
its solubility. Despite current knowledge about the effects of diet on the properties of collagen,
few studies seek out strategies to minimize its effect with advancing age of the animal.
Therefore, we evaluated the effects of providing a high energy density diet on solubility and
turnover of collagen in cull cows. Ten cull cows, (age 84 + 2.1 months and weight 550 + 30.5
kg) and ten heifers (age 24 + 1.8 months and weight 300 + 15.6 kg) were fed a high energy
density diet for 150 days. The average daily gain (P = 0.51), the total collagen content (P =
0.65), the mRNA abundance of COL1A1 (P = 0.96), enzymatic activity of lysyl oxidase (P =
0.80) ), mRNA expression of MMP9 (P = 0.41) and TIMP2 (P = 0.19) did not differ between
ages. Collagen solubility (P <0.01) and shear force (P <0.01) were higher in heifers compared
to cull cows. Cull cows showed higher mRNA abundance of COL3A1 (P =0.04), higher mRNA
expression of TIMP 1 (P <0.01) and TIMP3 (P <0.01). Intramuscular fat (P = 0.06) as well as
mRNA expression of MMP2 (P = 0.10) tended to be higher in cull cows compared to heifers.
The data obtained suggest changes in remodeling and increasing in renewal of intramuscular
collagen in cull cows compared to heifers under a high energy density diet. However, such
changes were not sufficient to cause equivalence of the intramuscular collagen solubility
between cull cows and heifers.

Keywords: Cull cow. Heifer. Highly energetic diet. Meat. Soluble collagen. Tenderness
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1 INTRODUCAO

Vacas de descarte tem contribuicdo expressiva na producdo de carne bovina em todo o
mundo ao longo dos anos (COUVREUR et al., 2019; EDWARDS-CALLAWAY; WALKER;
TUCKER, 2019; GRAHAM; PRICE, 1982; WOOTEN et al., 1979; WYTHES et al., 1990).
Contudo, em paises em que a producdo de bovinos se da prioritariamente a pasto, a idade de
vacas ao descarte € elevada, o que contribui negativamente com atributos qualitativos da carne,
a exemplo da maciez (DUARTE et al., 2011).

A maturidade animal estd associada a estabilidade da matriz extracelular (BAILEY;
LIGHT, 1989), cujo principal componente € o coldgeno (PURSLOW, 2005). O coldgeno € uma
proteina estrutural (DU; MCCORMICK, 2009), cuja sintese € realizada por fibroblastos
(MCCORMICK, 1994). Primeiramente ocorre a sintese do pre-procoldgeno, contendo alguns
peptideos sinais que a direcionam para a correta biossintese (MCCORMICK, 1994). Apés a
perda do primeiro peptideo sinal forma-se o procoldgeno, molécula mais longa formada por
colageno solivel (MCCORMICK, 1994). Posteriormente o segundo peptideo sinal é perdido
dando origem ao tropocoldgeno, esta pela acao da lisil oxidase se polimeriza, formando cross-
linking entre as moléculas para formar as fibras de coldgeno (MCCORMICK, 1994).

Sabe-se que a qualidade do tecido conectivo intramuscular € afetada principalmente pela
abundancia e cross-linking entre as moléculas de colageno (MCCORMICK, 1994), tendo efeito
direto na qualidade da carne (MIAO et al., 2016). O turnover do tecido conectivo intramuscular
¢ oriundo de dois processos: a sintese, com a formacao de novas moléculas de coldgeno, I e 111
principalmente, e a degradacio onde moléculas de coldgeno danificadas e/ou velhas sdo
degradadas (KARSDAL et al., 2016). Tanto o coldgeno quanto os outros componentes da
matriz extracelular sdo degradados pelas enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs)
(VISSE; NAGASE, 2003). A atividade das MMPs € regulada em trés niveis (MANNELLO;
MEDDA, 2012): a nivel de transcri¢dao, onde fatores de crescimento e citocinas acionam uma
via de sinalizacdo, ativando fatores de transcricdo; ativacdo proteolitica, pela interacdo da
molécula com proteinases, ja que sua sintese € em forma proenzimas inativas (CLARK et al.,
2008) e por ultimo pela inibicdo pelas TIMPs (inibidores das MMPs) (VISSE; NAGASE,
2003), onde as TIMPs interagem com as MMPs ainda inativas, impedindo a ativagdo
(TROEBERG; NAGASE, 2007). No entanto as TIMPs exercem vdrias outras fungdes
bioldgicas além da inibicdo das MMPs ativas, como crescimento celular, repressdo da

angiogénese e inducdo ou reducio da apoptose (FASSINA et al., 2000).
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Estratégias dietéticas podem influenciar o furnover protéico do tecido conjuntivo
intramuscular, reduzindo o cross-linking entre as moléculas do coldgeno e consequentemente
aumentando a solubilidade do mesmo (ARCHILE-CONTRERAS; MANDELL; PURSLOW,
2010). Apesar do conhecimento atual sobre os efeitos da dieta nas propriedades do coldgeno
(ARCHILE-CONTRERAS; MANDELL; PURSLOW, 2010; MODZELEWSKA-KAPITULA;
NOGALSKI, 2016), poucos trabalhos buscam estratégias para minimizar seu efeito com o
avancar da idade do animal.

A hipdtese do presente estudo € que vacas de descarte submetidas a dieta de alta
densidade energética apresentam maior solubilidade de coldgeno intramuscular em relacdo a
novilhas devido ao remodelamento do coldgeno. Teve-se por objetivo com este trabalho
comparar a deposi¢do de coldgeno intramuscular bem como a expressdo de marcadores de
remodelamento deste tecido, entre novilhas e vacas de descarte submetidas a dietas de alta

densidade energética durante a terminagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fibrogénese

O tecido muscular esquelético € constituido por fibras musculares, adipdcitos e
fibroblastos (DU et al., 2013). Estas linhagens celulares sdo derivadas do mesmo pool de células
mesenquimais multipotentes (DU et al., 2011). Sendo dependentes portanto, do estimulo
externo para determinar a diferenciacdo em uma linhagem celular especifica em detrimento de
outra. A fibrogé€nese, processo responsdvel pela sintese do tecido conjuntivo , é mediada
principalmente pela via de sinalizac@o dos fatores de crescimento 7GFs (SALVADORI et al.,
2005), que promove a ativacdo da via de sinalizacdo da SMAD (DECOLOGNE et al., 2007)
resultando na transcricdo de genes alvos da fibrogénese, como coldgeno e fibronectina
(KENNEDY et al., 2008).

O coldgeno é o componente mais abundante da matriz extracelular do tecido muscular
esquelético, apesar da existéncia de outros como proteoglicanos e glicoproteinas, com grande
participagdo estrutural (DU; MCCORMICK, 2009). Sua fun¢do é manter a integridade
estrutural do musculo esquelético, desempenhando fung¢do vital no desenvolvimento e
crescimento muscular. O coldgeno pertence a uma superfamilia de proteinas com uma grande
diversidade de isoformas. Contudo, no tecido muscular esquelético de mamiferos as mais
abundantes isoformas de coldgeno sdo o tipo I e o tipo III, que se diferenciam no tamanho e
espessura das fibras musculares, constituindo o endomisio, perimisio e o epimisio (PURSLOW,
2005). O endomisio € o tecido conjuntivo que separa individualmente as fibras musculares, o
perimisio por sua vez faz a particdo de um conjunto de fibras musculares, com grande efeito na
maciez da carne (PURSLOW, 2005) e por ultimo o epimisio € responsadvel pelo delineamento
entre os diferentes miisculos (PURSLOW, 2005).

O colageno sofre modificacoes a medida que o animal cresce, aumentando sua
tenacidade devido ao aumento na estabilidade de interligacdes entre suas moléculas,
proporcionando apoio ao musculo esquelético (MCCORMICK, 1994). Exerce grande
participacdo na maciez da carne post-mortem, além influenciar a maciez da carne entre os
musculos (EGGEN; HOCQUETTE, 2004; PURSLOW, 2005). Geralmente maiores fracdes de
colageno tipo III e coldgeno solivel sdo indicativos de animais mais jovens, cujas fibras
musculares sao menores (LIGHT et al., 1985). Com a maturidade do animal, o coldgeno tipo

III € substituido pelo coldgeno tipo I e causa aumento na estabilidade das interligacdes entre as
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moléculas (KOVANEN; SUOMINEN, 1989), acarretando assim em carne mais dura
(PURSLOW, 2005). No entanto, estudos com o intuito de correlacionar a propor¢do destes tipos
de coldgeno com a idade do animal se mostraram contraditérios (LEPETIT, 2008; LIGHT et
al., 1985).

Além da idade do animal, outros fatores podem determinar as caracteristicas do
coldgeno, como por exemplo a taxa de crescimento. Assim, trabalhos demonstram a influéncia
de dietas altamente energéticas nas propriedades do coldgeno, porém com resultados
contraditérios. Alguns trabalhos ndo encontraram diferencas na solubilidade do coldgeno em
animais de diferentes planos nutricionais (FRENCH et al., 2001; MANDELL; BUCHANAN-
SMITH; CAMPBELL, 1998), outros por sua vez relatam que dietas de alta energia podem
aumentar a taxa de crescimento, desencadeando aumento do coldgeno solivel devido ao maior
turnover do colageno (ABERLE et al., 1981; FISHELL et al., 1985; MILLER et al., 1987).

Sabe-se até entdo que a qualidade do coldgeno envolve varidveis tais como; isoforma
predominante, abundancia de ligacdes cruzadas entre as moléculas, o tamanho das fibras e os
danos sofridos pelo mesmo durante o condicionamento e cozimento (BAILEY; LIGHT, 1989).
Estas caracteristicas estdo intimamente relacionadas a maciez da carne (PURSLOW, 2005).
Portanto a manipulagdo da taxa de remodelacdo da matriz extracelular pode ser considerado um

meio para melhorar a maciez da carne (PURSLOW; ARCHILE-CONTRERAS; CHA, 2012).

2.2 Biossintese do colageno

No tecido muscular esquelético, o coldgeno € produzido principalmente por fibroblastos
e midcitos (DU; MCCORMICK, 2009). Sua sintese ocorre no limen do reticulo
endoplasmatico rugoso (Fig. 1) e apds a transcricdo do mRNA, ocorre a traducido desse mRNA
no citoplasma (DU; MCCORMICK, 2009). O mRNA do coldgeno € traduzido em molécula de
preprocoldgeno (DU; MCCORMICK, 2009), contendo alguns peptideos sinais, cuja fungado €
alinhar as cadeias peptidicas e direcionar a molécula. Em seguida a molécula de coldgeno se
reorganiza em hélice tripla e perde seu primeiro peptideo sinal formando o procélageno, sendo
esta, a molécula mais longa formada por coldgeno soluvel (DU; MCCORMICK, 2009). Neste
ponto as modificacdes pds-traducionais ocorrem, comecando com a hidroxilagdo de prolinas
especificas pela prolil-4-hidroxilase, formando as hidroxiprolinas (DU; MCCORMICK, 2009).
Residuos especificos de lisina sdo posteriormente hidroxilados pela lisil-hidroxilase, formando

as hidroxilisinas (DU; MCCORMICK, 2009). O procdlageno € entdo transportado para matriz
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extracelular, onde posteriormente ele perde seu segundo peptideo sinal, formando a molécula
de tropocdlageno, sendo agora capaz de se polimerizar para formar fibras de coldgeno (DU;
MCCORMICK, 2009). Os residuos de hidroxiprolina formam pontes de hidrogénio entre as
cadeias, contribuindo para estabilizar a hélice tripla de tropocoligeno (DU; MCCORMICK,
2009). A estrutura fibrilar é refor¢ada pela formacgdo de ligacdes covalentes entre as moléculas
de tropocoldgeno, processo que € catalisado pela enzima lisil oxidase (DU; MCCORMICK,
2009).

Figura 1- Biossintese do coldgeno no reticulo endoplasmético rugoso de fibroblastos

2) Tradugao do pré- 3) Hidroxilacao no

CITOPLASMA

— [ ]
- " = SPS¥

4) Formacao da tripla hélice
1) Transcricio no nicleo pré- colageno no RER RER do pro-colageno no RER

4

\

LA 1A

7 Polimerizaciao das 6) Clivagem dos pro-
moléculas de tropocolageno peptideos para formacio da
para formacao da fibra molécula de tropocolageno

colagena

Fonte: Adaptado DU; MCORMICK (2009)

2.3 Turnover do colageno

O colageno € considerado uma proteina de meia-vida longa (DU; MCCORMICK,
2009), assim seu turnover € essencial para o crescimento animal, uma vez que uma de suas
fungdes € a sustentacdo. Tanto o coldgeno quanto os outros componentes da matriz extracelular
sdo degradados por metaloproteinases de matriz (MMPs; VISSE; NAGASE, 2003), resultando
em peptideos e aminoacidos livres (KARSDAL et al., 2016). As MMPs pertencem a uma
superfamilia de metalo-endopeptidases (VANDENBROUCKE; LIBERT, 2014). Além de
atuarem como proteases, as MMPs desempenham funcao regulatéria de proteinas relacionadas
a matriz extracelular de individuos saudéveis, afetando a expressao génica e consequentemente
a sintese protéica (MANNELLO; MEDDA, 2012). A atividade das MMPs € regulada pelos
inibidores das MMPs (TIMPs) (VISSE; NAGASE, 2003). Estudos no qual foi mensurada a

- K, o+ IS¢

t * tt 5) Secreciio do pré-colageno
para matriz extracelular
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atividade tanto dessas proteinases quanto de seus inibidores no misculo esquelético bovino
revelaram a presenca de uma colagenase (MMP-1), duas gelatinases (MMP-2, MMP-9)
juntamente com as TIMP 1, TIMP-2 e TIMP-3 (BALCERZAK et al., 2001). Estas se
diferenciam entre si pela especificidade do substrato, estrutura primdria e localizacdo celular
(CLARK et al., 2008).

No tecido muscular esquelético pds-natal, tanto as células musculares como os
fibroblastos secretam MMPs e TIMPs (PURSLOW, 2002), mas a atividade dessas enzimas €
influenciada por vérios fatores como raca, idade, sexo, tipo de alimentacdo, exercicio e tipo de
fibra muscular (CHRISTENSEN; PURSLOW, 2016) (Fig. 2). Assim o equilibrio entre a sintese
e degradacdo dos componentes da matriz extracelular é muito diferente entre animais de
diferentes idades. Por exemplo, espera-se que animais mais jovens, que ainda estdo em fase de
crescimento bem como animais em confinamento por consumirem dieta mais energética,
tenham turnover da matriz extracelular mais acentuado, ja que o crescimento rapido requer
rapida degradacdo e regeneracdo das camadas de tecido conjuntivo que separam as fibras
musculares em crescimento. Esta rdpida regeneracao do tecido conjuntivo pode diminuir a
formacdo de reticulacdo madura estdvel e insolivel em comparagdo com a reticulacdo do
musculo de animais de crescimento mais lento e/ou mais velhos que geralmente produzem

carne menos macia.

Figura 2- Turnover de coldgeno em fibroblastos
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Fonte: Adaptado CHRISTENSEN; PURSLOW (2016)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais, dieta e area experimental

Todos os procedimentos de cuidado e manuseio de animais foram aprovados pelo
Comité de Cuidado e Uso de Animais do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Foram utilizadas vinte fémeas da raca Angus oriundas de rebanho comercial, sendo 10
fémeas adultas (idade de 84+2,1 meses e peso 550+£30,5 kg) e 10 fémeas jovens (idade de
24+1,8 meses e peso de 300+15,6 kg). Inicialmente todos os animais foram pesados e em
seguida alocados ao confinamento, em baias coletivas, sendo uma baia para as vacas e outra
para as novilhas. As baias eram providas de comedouros e bebedouros coletivos e os animais
tiveram livre acesso a dgua e a dieta. Os animais foram confinados por 150 dias, onde receberam
dieta com alta densidade energética, composta de silagem de milho, milho moido, polpa citrica

e farelo de amendoim (Tabela 1).

Tabela 1- Ingredientes e composi¢ao quimica da dieta experimental

Ingredientes MS (g/kg)
Silagem de milho 163

Milho fuba 469

Farelo de amendoim 75.1

Polpa citrica 251

Ureia 10.7
Nicleo mineral’ 29,3
Composic¢ao nutricional g/kg
Matéria seca’ 670
Proteina bruta® 135
Extrato etéreo’ 32,1

Fibra em detergente neutro’ 233
Carboidratos nao fibrosos 570
Matéria organica 946

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

!Composi¢io por Kg: 210g de célcio, 18g de fésforo, 22¢g de enxofre, 17g de magnésio, 56g de sédio, 333mg de
ferro, 500mg de cobre, 1500mg de manganés, 2000mg de zinco, 25mg de iodo, 10mg de cobalto, 6,70mg de
selénio, 835mg de monensina, 83,39 KUI de Vit A, 13,30 KUI de Vit. D e 150 UI DE Vit. E.

Teor de matéria seca/kg ragio.

3Teor de nutrientes/kg de matéria seca.
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3.2 Abate e coleta de amostras de tecido muscular esquelético e carne

Ao término de 150 dias de confinamento os animais foram pesados e abatidos
utilizando-se de insensibilizacdo por contusdo cerebral seguida de sangria total pela veia
jugular. Imediatamente apds a sangria, foi retirada uma amostra do musculo Longissimus
thoracis (LT) a altura da 12° costela, imediatamente armazenada em nitrogénio liquido para
posterior andlise de expressdo génica e atividade enzimadtica. As carcacas foram refrigeradas
por 48 horas e posteriormente desossadas.

Apbs a desossa, foram retiradas 3 amostras de 2,5 cm de espessura do musculo
Longissimus thoracis de cada carcaga, entre a 12° - 16° costelas, os quais foram identificadas,
embaladas a viacuo em sacos pldsticos e armazenadas a -20°C. Das amostras coletadas durante
a desossa, uma foi destinada a andlise de forca de cisalhamento e outra foi liofilizada e

posteriormente moida no moinho tipo bola para posterior andlise de matéria seca, extrato etéreo

e quantificacdo do teor de coldgeno.

3.3 Analise de forca de cisalhamento

Amostras de carne de 2,5 cm de espessura foram cozidas em banho-maria a temperatura
de 70°C durante 40 minutos, em seguida foram resfriadas em banho de gelo durante 30 minutos,
a fim de cessar o cozimento (BRUCE; STARK; BEILKEN, 2004). Posteriormente foram
armazenadas 4 4°C por 24 horas. Apds esse periodo foi determinada a for¢a de cisalhamento
utilizando a metodologia descrita por Bruce et al. (2004). Resumidamente, de cada amostra
foram retiradas oito amostras cilindricas de 1,02 cm de didmetro paralelamente a orientagao das
fibras musculares mediante amostrador especifico de aco inox devidamente afiado. As amostras
foram cisalhadas perpendicularmente a orientacdo das fibras musculares medindo-se a forga,
em Kgf, necesséria para cisalhar as mesmas. Foi utilizado 1amina de corte em V, com angulacao
de 60°, espessura de 1,016 mm e velocidade fixa de 20 cm/min, acoplada a texturOmetro

Warner-Bratzler®/.

3.4 Analise do teor de colageno

Para a determinac@o do teor de coldgeno utilizou-se 1,5g de amostras de carne liofilizada

utilizando o método proposto por Woessner (1961) com modificagdes Latorre, Lifschitz, &
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Purslow (2016). As amostras foram colocadas, em duplicatas, em tubos de centrifuga de 50 mL
onde foram adicionados 12 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (NaCl 137 mM, KCl1
2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH>PO4 1,8 mM, pH 5,6). Os tubos foram colocados em banho-
maria a 80°C por 60 minutos. Posteriormente as amostras foram submetidas ao banho de gelo
por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas 2 vezes (6000 x g, a 2°C por 10 minutos) para
separar o sobrenadante dos residuos, os quais foram condicionados em recipientes distintos.
Em seguida a fracdo solubilizada (sobrenadante) e niao solubilizada (pellet) de cada uma das
amostras foi submetida a hidrélise dcida em HC1 6N a 110°C por 16 h. Posteriormente, o pH
das amostras hidrolisadas foi ajustado entre 6,5-7,0 com NaOH 2N. Para determinar o teor de
hidroxiprolina, 1 mL do hidrolisado foi colocado em tubo de ensaio juntamente com 2 mL de
isopropanol (solugdo 2-Propanol, Sigma Aldrich) e 1 mL de solu¢do oxidante (1,41 g de
cloramina T dissolvida em 100 ml de solu¢do tampao, 30 g de mono-hidrato de 4cido citrico,
15 g de NaOH, 90g de acetato de sddio tri-hidratado, dissolvidos em 500 ml de dgua destilada).
Os tubos permaneceram em repouso durante 4 minutos e em seguida foi adicionado 2 mL de
reagente de Ehrlich (2 g de P-dimetilbenzaldeido, 2,5 ml de dcido perclérico). Os tubos foram
colocados em banho-maria a 60°C por 25 minutos. Em seguida foram transferidos para banho
de gelo por 4,5 minutos e, finalmente, as amostras foram colocadas em cubetas e lidas por
espectrofotometria a 558 nm. O teor de coldgeno foi determinado, em miligrama por grama de
tecido liofilizado, multiplicando a quantidade de hidroxiprolina por 7,52 do sobrenadante e 7,25

do residuo (CROSS; CARPENTER; SMITH, 1973).

3.5 Determinacio do teor de gordura intramuscular

As amostras da carne liofilizadas foram analisadas segundo os procedimentos analiticos
padrdo do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Zootecnia (INCT-CA; (DETMANN
et al., 2012) para matéria seca (MS; método INCT-CA G-003/1) e extrato etéreo (EE; método
INCT-CA G-004/1).

3.6 Avaliacao da expressiao génica por qPCR

O RNA total foi extraido de 0,1 g de tecido das amostras utilizando-se Trizol®
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific®, Oregon, USA), seguindo as recomendacdes do

fabricante. A concentracdo do RNA total e sua integridade foram obtidas através do kit Agilent
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RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies, California, USA), utilizando o equipamento
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, California, USA). Posteriormente o cDNA
foi sintetizado utilizando-se o Sistema de Transcricdo Reversa GoScript (Promega, Madison,
WI). Os genes de interesse avaliados foram: COLIAI, COL3AI, MMP2, MMP9, TIMPI,
TIMP2 e TIMP3 (Thermo Fisher Scientific®, Oregon, USA) (Tabela 2). As reacdes em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas em duplicatas utilizando o
termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems - Foster City,
CA, EUA), a partir do método de Quantificacdo Relativa, utilizando como detec¢do o sistema
Sonda fluorescente de hidrélise (Kit Tagman, Thermo Fisher Scientific® ®, Oregon, USA),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Os resultados obtidos foram normalizados utilizando

o gene enddgeno, RPS18, de acordo com o método AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2- Nomes dos genes, abreviacao e identificacdao do ensaio

Genes Abreviacao Codigo de acesso no NCBI
Metalopeptidase de matriz 2 MMP2 NM_174745.2
Metalopeptidase de matriz 9 MMP9 NM_174744.2

Colageno tipo 1 COL1A1 NM_001034039.2
Colageno tipo 3 COL3A1 NM_001076831.1

Inibidor de metalopeptidase 1 TIMP1 NM_174471.3

Inibidor de metalopeptidase 2 TIMP2 NM_174472.4

Inibidor de metalopeptidase 3 TIMP3 NM_174473.4

Proteina ribossomal RPS18 NM_001033614.2

Fonte: Elaborado pela autora, com dados extraidos do NCBI, 2020.

3.7 Atividade da lisil oxidase

A atividade da enzima lisil oxidase foi analisada através do kit Lysyl Oxidase Activity
Assay (Fluorometric; Abcam, Canada), conforme protocolo descrito pelo fabricante.
Inicialmente as proteinas foram extraidas de 2 mg de tecido, utilizando tampao de extragdo (6M
ureia, 10Mm Tris pH 7,4), onde a amostra juntamente com o tampao foram homogeinizadas
por 90 segundos. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C- 13000

X g e o sobrenadante armazenado. A concentracao total de proteinas foi estimada pelo método
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de Bradford protein assay, (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Por fim, as amostras foram
acondicionadas em duplicatas em placa escura, juntamente com mix preparado com oS
reagentes presentes no kit Lysyl Oxidase Activity Assay (Fluorometric), seguida de incubacao
a 37°C durante 40 minutos, sendo mensurado apds esse periodo o aumento da fluorescéncia,
em UF por miligrama de tecido fresco, pelo equipamento SpectraMax M5 (Molecular Devices,
USA) na faixa 540/590nm. O aumento na intensidade da fluorescéncia esta relacionado ao
aumento da atividade da enzima. Com a quantificacdo da proteina feita anteriormente foi
possivel determinar a atividade da lisil oxidase em relacdo a quantidade total de proteina

presente na amostra.

3.8 Analise estatistica

O ntimero de repeti¢cdes por tratamento foi determinado segundo Ryan (2013). Os dados

obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) segundo o modelo descrito abaixo:

Yij= ptTite;

em que:

Yij= observa¢do tomada na unidade experimental j submetida ao tratamento i;

u= constante geral;

Ti= efeito do tratamento (idade)i;

gij= erro aleatdrio

Todas andlises estatisticas foram realizadas utilizando o SAS 9.2 (Statistical Analysis

System Institute, Inc, Cary, NC, USA). Os resultados foram considerados significativos quando

P <0,05 e tendéncia quando 0,05 <P <0,10.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros de desempenho animal

O ganho médio didrio ndo diferiu entre os tratamentos (P = 0,51). Porém o ganho de
peso total foi maior nas novilhas em comparacdo com as vacas de descarte (P < 0,02),
diferentemente do peso corporal final (P < 0,01) e do peso da carcaga (P < 0,01), o qual foram

maiores nas vacas de descarte em comparagdo com as novilhas (Tabela 3).

Tabela 3- Média e erro padrao da média (EPM) do peso corporal inicial (PCI), peso corporal
final (PCF), ganho de peso total (GPT), ganho médio didrio (GMD) e peso de carcaca (PC) de
vacas de descarte e novilhas alimentadas com dieta de alta densidade energética por 150 dias

Item Tratamento EPM P-valor

Novilhas Vacas de descarte

PCI, kg 300.0 550.0 30.4 <0.01
PCF, kg 509.0 723.0 26.0 <0.01
GPT, kg 206.0 166.0 9.2 0.02
GMD, kg/d 1.25 1.3 0.1 0.51
PC, kg 280.0 395.0 14.0 <0.01

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

4.2 Qualidade da carne

O coldgeno total (P = 0,65), bem como a atividade da lisil oxidase (P = 0,80) ndo
diferiram entre os tratamentos (Fig. 3A; 3C). Todavia, observou-se diferenca entre os
tratamentos quanto a forca de cisalhamento (P = 0,01) e a solubilidade do coldageno
(P <0,01), sendo maior em novilhas em comparacao a vacas de descarte (Fig. 3C; 3D).

A gordura intramuscular tendeu a diferir entre os tratamentos (P = 0,06), sendo maior

em vacas de descarte em relagdo as novilhas (Fig. 3E).
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4.3 Analises de expressao génica

Nao foi observado diferenca significativa na abundancia de mRNA do marcador
fibrogénico COLI (P =0,96). Entretanto, a abundancia de mRNA do COL3 foi maior em tecido
muscular de vacas descarte em relacdo a novilhas (P = 0,04; Fig. 4A; 4B).

A abundancia de mRNA da metaloproteinase MMP2 tendeu a aumentar no tratamento
vaca descarte (P = 0,10; Fig. 4C). Porém a abundancia de mRNA da MMP9 nao diferiu entre
os tratamentos (P = 0,41; Fig. 4D).

Diferencas na abundincia de mRNA dos marcadores inibidores das metaloproteinases,
TIMPI (P =0,01) e TIMP3 (P = 0,01) foram detectadas sendo observada maior expressao em
vacas descarte em relac@o a novilhas (Fig. 5A; 5B). Contudo a abundancia de mRNA da TIMP2

ndo divergiu entre os tratamentos (P = 0,19; Fig. 5C).

Figura 3: Teor total de coldgeno intramuscular na carne fresca (A), atividade da lisil oxidase
(B), for¢a de cisalhamento (B), coldgeno solivel (B), gordura intramuscular (C) no Longissimus
thoracis de vacas de descarte e novilhas alimentadas com dieta de alta densidade energética por
150 dias. A barra de erro representa EPM (erro padrao da media).
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Figura 4: Expressdao dos genes COLIAI (A), COL3AI (B), MMP2 (C) e MMP9 (D) no
Longissimus thoracis de vacas descarte e novilhas alimentadas com dieta de alta densidade
energética por 150 dias. A barra de erro representa EPM (erro padrao da media).
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Figura 5: Expressao dos genes TIMP1 (A), TIMP3 (B) e TIMP2 (C) no Longissimus thoracis
de vacas descarte e novilhas alimentadas com dieta de alta densidade energética por 150 dias.

A barra de erro representa EPM (erro padrdao da media).
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5 DISCUSSAO

O crescimento muscular durante a fase pds-natal em animais jovens € oriundo da
hipertrofia de nimero fixo de fibras musculares (ZHAO et al., 2015). Como consequéncia tem-
se menor deposicdo de gordura intramuscular (HOCQUETTE, 2010), uma vez que o tecido
muscular esquelético apresenta alta demanda por substrato para producdo de energia.
Contrariamente, em animais apds atingirem a maturidade, hd menor taxa de crescimento das
fibras musculares, e consequentemente menor demanda energética pelo tecido muscular
propriamente dito. Consequentemente, hd maior taxa de deposicdo do tecido adiposo
intramuscular (Du et al., 2013; Hocquette, 2010) em animais de idade avancada, o que pdde
ser observado no presente trabalho em que detectou-se tendéncia de aumento na deposicao de
tecido adiposo intramuscular em vacas de descarte comparado as novilhas.

A formacdo do tecido conjuntivo por sua vez € necessdria para gerar estruturas de
revestimento ao tecido muscular, como o epimisio e perimisio, a fim de ndo restringir o
crescimento (Du et al., 2010). O tecido conjuntivo é constituido principalmente por coldgeno
(DU; MCCORMICK, 2009), sendo este sintetizado na forma de procoldgeno, onde ha ligagoes
fracas entre as moléculas e consequentemente maior solubilidade (DU; MCCORMICK, 2009).
Com a maturidade ocorre a formagao das moléculas de tropocoldgeno, constituidas por ligagdes
covalentes, formando o cross-linking entre as moléculas e tornando-as mais estaveis (DU;
MCCORMICK, 2009). De modo geral, maiores concentragdes de coldgeno solivel refletem na
renovacao da matriz extracelular (KARSDAL et al., 2016).

Sabe-se que o turnover dos tecidos € oriundo tanto da sintese, em que ha geracdo de
novos tecidos pelo estimulo da expressdo de genes e posteriormente pela sintese de novas
proteinas, quanto pela degradacdo onde proteinas velhas e danificadas sd@o continuamente
degradadas (KARSDAL et al., 2016). Tal processo € essencial para o adequado crescimento do
animal (PURSLOW, 2005), devido a remodelacao basal da matriz extracelular (KARSDAL et
al., 2016). Todavia, esse remodelamento pode ser alterado tanto pela idade do animal em que
com o avancgar da idade o turnover € reduzido (KARSDAL et al., 2016), quanto por estratégicas
dietéticas no qual o aumento do valor energético da dieta afeta o turnover da matriz extracelular
(ARCHILE-CONTRERAS; MANDELL; PURSLOW, 2010), para possibilitar 0 aumento no
crescimento. Contudo, no presente trabalho observamos menor solubilidade de coldgeno
intramuscular em vacas de descarte comparados as novilhas quando submetidos a dieta de alta
densidade energética, sugerindo que a renovagao do tecido conectivo intramuscular de vacas

descarte foi menor em comparag¢io com novilhas.
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Geralmente maiores fragcdes de coldgeno tipo I1I sdo indicativos de animais jovens, cujas
fibras musculares sdao menores (LIGHT et al., 1985). Estudos prévios mostraram niveis
elevados de fragmentos de pro-coldgeno tipo 3 na circulagdo sanguinea de ratos e humanos até
atingirem a puberdade, ocorrendo posteriormente a estabiliza¢do da sintese (DANNE et al.,
1989; KARSDAL et al., 2016). O fato de termos observado maior abundancia de mRNA de
COL3A1I no tratamento vaca de descarte € indicativo de que houve aumento no turnover do
tecido conectivo intramuscular em relacdo 4s novilhas.

Concomitantemente ndo foi observada diferenca na atividade da enzima lisil oxidase
entre os tratamentos. A lisil oxidase é responsavel por realizar o cross-linking entre moléculas
de tropocoldgeno, tais ligacdes sdo responsaveis pela estabilizacdo da fibra de coldgeno (DU;
MCCORMICK, 2009), resultando em menor teor de coldgeno solivel. De acordo com Duarte
et al. (2011), a solubilidade do coldgeno diminui notavelmente em bovino de corte apds a
maturidade. Essa solubilidade é negativamente relacionada ao cross-linking entre as moléculas
de coldgeno (ARCHILE-CONTRERAS; MANDELL; PURSLOW, 2010), sugerindo, portanto,
maior atividade da lisil oxidase com o avancar da idade. O fato de ndo termos encontrado
diferenca na atividade da lisil oxidase entre as idades indica o aumento da solubilidade do
coldgeno nas vacas descarte em relacdo as novilhas, consequentemente maior renovacdo da
matriz extracelular propiciado pelo aumento do valor energético da dieta. No entanto, o possivel
remodelamento do coldgeno nas vacas de descarte, indicado pela alteragao na expressao dos
marcadores avaliados ndo foi suficiente para se igualar a solubilidade do coldgeno das novilhas.

A degradacdo do coldgeno no tecido conectivo intramuscular € realizada pelas
metaloproteinases de matriz, as MMPs. As MMPs sdo sintetizadas na forma de proenzimas
inativas (CLARK et al., 2008) e sdo inibidas pelas TIMPs (inibidores das MMPs) (VISSE;
NAGASE, 2003), onde as TIMPs interagem com as MMPs ainda inativas, impedindo a ativagao
(TROEBERG; NAGASE, 2007). Embora se acredite que a maioria dos efeitos bioldgicos
celulares das TIMPs seja mediada indiretamente pela inibicdo das MMPs, ji se conhece seus
efeitos diretos na promog¢do do crescimento celular (FASSINA et al., 2000; MURPHY;
UNSWORTH; STETLER-STEVENSON, 1993). A TIMPI1 estimula quinases de vias de
sobrevivéncia e proliferacdo celular (LI; FRIDMAN; KIM, 1999) enquanto a TIMP3 aumenta
a apoptose em células musculares (BAKER et al., 1998).

Embora o presente trabalho nio tenha avaliado a interacdo proteina-proteina,
observamos maior expressdao de mRNA das TIMPI e TIMP3 no tratamento vaca de descarte. A
expressdo de mRNA das TIMPI e TIMP3 sao estimuladas por fatores de crescimento,

diferentemente da TIMP2, no qual fatores de crescimento inibem sua expressao (FASSINA et
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al., 2000). Portanto, vacas de descarte podem ter apresentado maior abundancia de fatores de
crescimento na circulagio sanguinea, uma vez que ndo observamos diferengas na expressao de
mRNA da TIMP2 e observamos aumento na abundancia de mRNA das TIMPI e TIMP3,
sugerindo que fatores de crescimento atuaram nesta via de sinalizagdo. Consequentemente o
aumento de fatores de crescimento na circulacdo de vacas descarte desencadeou a ativacao de
fatores de transcricao, aumentando a expressao de mRNA das TIMPs paralelamente a expressao
de mRNA das MMPs, uma vez que a expressdao de mRNA das MMPs e das TIMPs podem ser
estimuladas por fatores de crescimento, como as VEGF, bFGF, TGFs (FASSINA et al., 2000;
SALVADORI et al., 2005; VESSILLIER; ADAMS; CHERNAJOVSKY, 2004). Hayakawa et
al, (1992) demonstraram o efeito da TIMP1 na proliferacdo celular no tecido pulmonar, o que
nos leva a crer que no presente estudo a TIMP1 acionou a via de sinalizacdo de proliferacao
celular no tecido conjuntivo, desencadeando maior sintese de fibroblastos e consequentemente
maior sintese de COL3A1, que compde a matriz extracelular. Além disso, a maior expressao
de TIMP3 pode levar a maior abundancia de proteinas que acionaram vias de apoptose para
maior renovagao do tecido conjuntivo (FASSINA et al., 2000).

Paralelamente, observamos tendéncia de aumento na expressao de mRNA da MM P2 no
tratamento vaca de descarte e equivaléncia na expressao de mRNA da MMP9 entre as idades.
Sabe-se que as MM Ps sao expressas em nivel baixo em tecido adulto (MANNELLO; MEDDA,
2012). Portanto esses resultados indicam aumento na degradacdo da matriz extracelular no
tratamento vaca de descarte em relacao 4 novilhas, aumentando o turnover (VISSE; NAGASE,
2003). Todavia a maior atividade enzimatica das MMPs acionam sua inibi¢do pelas TIMPs
(TROEBERG; NAGASE, 2007). Assim, a inibicdo das MMPs pelas TIMPs pode ter
ocasionado feedback negativo, aumentando a expressdo de mRNA das MMPs como forma de
compensar a inibi¢cdo, além do estimulo direto a sintese de mRNA por fatores de crescimento
(FASSINA et al., 2000; VESSILLIER; ADAMS; CHERNAJOVSKY, 2004).

Em resumo, a maior expressao de mRNA das TIMPs e COL3A1 aliada a tendéncia do
aumento na expressdo de mRNA da MMP2 no tratamento vaca de descarte em relagdo a
novilhas e niveis iguais tanto na expressao de mRNA da MMP9 como na atividade da lisil
oxidase entre as idades, leva a crer que houve alteracdo no furnover e na solubilidade do
colageno no tecido conectivo intramuscular das vacas de descarte. A alteracdo foi propiciada a
nivel de sintese do tecido conectivo intramuscular, com a formagdo de novas moléculas de
colageno, bem como pela remodelagem, propiciado pela menor atividade da lisil oxidase, maior

abundancia de mRNA das TIMPs, além da tendéncia de aumento na expressdo de mRNA da
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MMP?2 e niveis de expressao de mRNA da MMP9 que aumentaram a ponto de se igualarem ao
tratamento controle.

A maciez da carne € influenciada tanto pelo cross-linking do tecido conectivo
intramuscular quanto pelo marmoreio (MIAO et al., 2016). Portanto a melhora do turnover da
matriz extracelular juntamente com maior deposicdo de gordura intramuscular pode ser

responsavel pela maior maciez da carne observada no tratamento vaca de descarte.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos sugerem alteracdo no remodelamento e aumento na renovagdao do
coldgeno intramuscular em vacas de descarte em comparacdo a novilhas sob dieta de alta
densidade energética. Contudo, tais alteracdes nao foram suficientes para causar equivaléncia

da solubilidade do coldgeno intramuscular entre vacas de descarte e novilhas.
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