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RESUMO

SANTOS, Gabryele Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Efeito do genétipo e do ambiente térmico na expressao dos genes do estresse oxidativo e
do choque térmico em suinos em crescimento. Orientador: Paulo Henrique Reis Furtado
Campos. Coorientadora: Renata Veroneze.

Além dos efeitos negativos nas respostas de desempenho, a exposicdo dos animais de
producdo as altas temperaturas ambientais resulta em aumento do estresse oxidativo,
desnaturacdo e perda da fun¢do das proteinas, apoptose e dano celular. Nesse contexto, com o
objetivo de identificar se a variacdo na termotolerancia em diferentes gendtipos estd associada
a mecanismos e processos de protecdo celular, avaliou-se efeito da alta temperatura ambiente
na expressdo dos genes do estresse oxidativo e do choque térmico em suinos de linhagem
comercial; suinos puros da raca naturalizada brasileira Piau; e suinos cruzados comercial x
Piau. Foram utilizadas amostras de Longissimus dorsi e do tecido hepatico de coletadas em
dois experimentos para realiza¢do das andlises de expressdo génica. No primeiro experimento,
suinos da raga Piau foram submetidos a condi¢des ambientais de termoneutralidade (22°C) e
alta temperatura ambiental (30°C). No segundo experimento, foram utilizadas as mesmas
condi¢des ambientais (termoneutralidade e alta temperatura), contudo foram avaliados
animais de linhagem comercial e cruzados comercial X Piau. As médias ajustadas foram
comparadas pelo teste de Bonferroni e os efeitos considerados significativos se P<0,05. Em
suinos Piau, a temperatura influenciou (P<0,05) na expressio de mRNA dos genes CAT,
GPX, HSP90, SOD-1 e SOD-2. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa
(P>0,05) para expressdao do gene HSP70 no tecido hepético. Para essa raca, no miusculo
Longissimus dorsi, a temperatura nao influenciou (P>0,05) a expressdo dos genes CAT, GPX,
HSP70, HSP90, SOD-1. No entando, a expressdo de mRN/A do gene SOD-2 aumentou
(P<0,05) quando suinos Piau foram submetidos a alta temperatura ambiental. Em termos dos
efeitos da temperatura ambiente na expressao hepdtica em suinos de linhagem comercial e
cruzados, ndo foi observada interacdo entre os fatores gendtipo e temperatura para expressao
de mRNA dos genes CAT, GPX, HSP70, HSP90 e SOD-1 (P>0,05). No entanto, houve
interacao (P<0,05) entre os fatores gendtipo e temperatura para expressao de mRNA da SOD-
2, animais cruzados apresentaram maiores niveis de expressao de mRNA do gene SOD-2 em
comparacdo a linhagem comercial quando expostos a termoneutralidade. Adicionalmente,

suinos cruzados apresentaram aumento na expressdo de mRNA do gene CAT quando



comparados aos animais comerciais. Independente do gendtipo, quando expostos a 30°C
ocorreu maior expressao (P<0,05) de mRNA do gene SOD-1 quando comparados com suinos
a 22°C. A exposi¢do a alta temperatura resultou em aumento da expressdo dos genes CAT,
GPX, HSP90, SOD-1 e SOD-2 no tecido hepdtico da raca nativa Piau, quando comparado aos
animais expostos a temperatura termoneutra, o que evidencia a importancia desses genes na
adaptacdo de suinos a altas temperaturas ambientais. O gendtipo comercial apresentou
maiores niveis de expressdo dos genes antioxidantes, CAT e GPX no longissimus dorsi
quando comparado aos animais cruzados, o que sugere maior necessidade de atividade de
enzimas antioxidantes em virtude do maior desempenho produtivo e consequente maior

producdo de calor metabdlico.

Palavras-chave: Estresse por calor. Genética. Piau. Termotolerancia.



ABSTRACT

SANTOS, Gabryele Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022. Effect
of genotype and thermal environment on the expression of oxidative stress and heat
shock genes in growing pigs. Adviser: Paulo Henrique Reis Furtado Campos. Co-advisor:
Renata Veroneze.

In addition to the negative effects on performance responses, the exposure of production
animals to high ambient temperatures results in increased oxidative stress, denaturation and
loss of protein function, apoptosis and cellular damage. Therefore, in order to identify
whether variation in thermotolerance in different genotypes is associated with cellular
protection mechanisms and processes, we evaluated the effect of high ambient temperature on
the expression of oxidative stress and heat shock genes in commercial pigs; purebred
Brazilian naturalized Piau pigs; and commercial x Piau crossbred pigs. Longissimus dorsi and
liver tissue samples from two experiments were used to perform gene expression analyses. In
the first experiment, Piau pigs were subjected to thermoneutral (22°C) and high ambient
temperature (30°C) conditions. In the second experiment, the same environmental conditions
were used (thermoneutrality and high ambient temperature), however, animals of commercial
and commercial x Piau crossbreeds were evaluated. The adjusted means were compared by
Bonferroni test and the effects were considered significant if P<0.05. In Piau pigs,
temperature influenced (P<0.05) mRNA expression of CAT, GPX, HSP90, SOD-1 and SOD-
2 genes. However, no significant effect (P>0.05) was observed for HSP70 gene expression in
liver tissue. In the Longissimus dorsi muscle, temperature did not influence (P>0.05) the
expression of genes CAT, GPX, HSP70, HSP90, SOD-1. However, mRNA expression of
SOD-2 gene increased (P<0.05) when Piau pigs were subjected to high ambient temperature.
In regard to the effects of ambient temperature on liver expression in commercial and
crossbred pigs, no interaction was observed between genotype and ambient temperature for
mRNA expression of CAT, GPX, HSP70, HSP90 and SOD-1 genes (P>0.05). However, there
was an interaction (P<0.05) between the genotype and ambient temperature for SOD-2
mRNA expression. Crossbred animals had greater levels of SOD-2 gene mRNA expression
compared to commercial pigs exposed to thermoneutrality. In addition, crossbred pigs had
greater mRNA expression of CAT gene when compared to commercial pigs. Regardless of
the genotype, when exposed to 30°C a greater expression (P<0.05) of mRNA of SOD-1 gene

was observed when compared to 22°C.



Exposure to high temperature resulted in increased expression of CAT, GPX, HSP90, SOD-
1 and SOD-2 genes in the liver tissue of the native breed Piau when compared to animals
exposed to thermoneutral temperature, which highlights the importance of these genes for the
adaptation of pigs to high environmental temperatures. The commercial genotype showed
higher expression levels of the antioxidant genes, CAT and GPX in the Longissimus dorsi
when compared to crossbred animals, which suggests a greater need for antioxidant enzyme
activity due to the higher productive performance and consequent higher metabolic heat

production.

Keywords: Heat stress. Genetics. Piau. Thermotolerance.
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1. INTRODUCAO

Uma das carnes mais consumidas mundialmente € a carne suina e, a fim de
atender a crescente populacdo mundial, a producdo de suinos deve aumentar nos
proximos anos (Robinson et al., 2011; Fao, 2018). No entanto, condicdes climdticas
desfavordveis s@o uma das maiores restricoes da maximizagdo dos sistemas de produgao,
uma vez que, o estresse por calor afeta negativamente o bem-estar animal e a eficiéncia
de producdo (Baumgard & Rhoads, 2013). Quando suinos sdo expostos a altas
temperaturas ambientais, mudangas no comportamento, na fisiologia e no metabolismo
sdo ativadas para atenuar os distirbios associados ao estresse por calor (Renaudeu 2011
et al., Campos et al., 2014; Collier et al., 2019). Com a ativa¢do desses mecanismos, a
eficiéncia de produgdo € comprometida, pois ocorre a reorganizagdo da utilizacdo de
nutrientes, sendo desviada para manutencdo da homeotermia e consequentemente, a

produtividade é minimizada (Mayorga et al., 2019).

Além disso, hé evidéncias crescentes de que o melhoramento genético reduziu a
capacidade dos suinos de lidar com altas temperaturas ambientais, uma vez que resultou
no aumento da producdo metabdlica de calor com a melhoria das caracteristicas
reprodutivas e com maior taxa de deposicao de proteina (Merks et al., 2012; Gourdine et

al., 2021).

2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1. Alta temperatura x producao animal

A implementacdo e expansdo de sistemas de producdo intensiva e de alto
desempenho em paises em desenvolvimento, localizados em regides de clima tropical e
subtropical, aumentou nas ultimas décadas, a fim de atender a demanda global por
proteina animal (Gollin et al., 2009). Entretanto, as altas temperaturas ambientais sdo
fatores limitantes para eficiéncia da producdo animal nessas regides (Renaudeu et al.,
2012).

Os ajustes fisiologicos e metabdlicos resultantes das repostas termoregulatorias para
atenuar o estresse por calor, possuem impacto significativo na produtividade do animal
(Collier et al.,2019). O aumento da temperatura resulta na diminui¢do do consumo médio

diario de racdo a fim de reduzir producdo de calor metabdlico. Em estudo de meta-anélise,
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Renaudeu et al. (2011), reportaram quem suinos em fase de termina¢cdo com peso médio de
90 kg, reduziram 80 g/dia no consumo alimentar para cada grau Celsius de aumento na
temperatura ambiente entre 24 a 30°C. A baixa ingestdo de energia e nutrientes advindos da
racdo, explicam a reducdo na deposi¢cdo proteica e diminui¢do na taxa de crescimento de
suinos em crescimento e terminacdo submetidos a condicdes de estresse por calor (Campos
et al., 2017). Oliveira et al. (2019), reportaram reducdo de 58 g/ dia no consumo didrio de
racdo, de suinos em crescimento submetidos a alta temperatura (29°C a 35°C), em
comparacao ao grupo submetido a temperatura termoneutra (18°C a 25°C).
Adicionalmente, a exposi¢do a altas temperaturas ambientais foi relatada como
prejudicial a producdo de suinos e a qualidade da carne desses animais, pois afeta o
anabolismo e o catabolismo de proteinas, bem como, a proliferacdo de células-satélite,
as quais desempenham papéis importantes na determinacdo do crescimento e

desenvolvimento muscular (Kamanga-Sollo et al., 2011).

2.2 Mecanismos da termorregulacao

Suinos sdo pertencentes a classe de animais homeotérmicos, esses sdo capazes
de manter a sua temperatura interna dentro de uma estreita faixa de temperatura sob
condi¢des ambientais varidveis (Collier et al., 2019). A temperatura interna dos suinos é
mantida por meio de ajustes comportamentais, metabdlicos e fisiologicos, regulados
pelos centros termorreguladores do hipotdlamo, que interagem com 0s vasos sanguineos,
o cortex cerebral, os termoreceptores da medula espinhal e da superficie da pele, e dos
6rgdos abdominais (Moyorga et al., 2019). Conforme a figura 1, através dos receptores
de frio e calordistribuidos por todo o corpo, as informacdes térmicas sdo enviadas e
ultrapassam as entradas térmicas, presentes na medula espinhal e no sistema nervoso
central (Collier et al., 2012). As informagdes sdo assimiladas pelo hipotdlamo anterior, ao
passo que o hipotdlamo posterior € responsdavel pelo estabelecimento das respostas
geradas, em prol da manutencdo da homeotermia por meio do aumento ou diminuic¢ao da

dissipacdo e producdo de calor (Braz 2005, Mayorga et al.,2020).
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Figura 1 - Esquema da atuagdo do hipotdlamo como centro do sistema
termorregulador(Adaptado de Collier et al., 2012).

A termorregulacdo € o equilibrio entre a producdo e a perda de calor, a fim de
manter a temperatura corporal constante. O equilibrio entre producdo de calor, a troca
sensivel, a perda latente de calor, e posterior aclimatacdo, de acordo com as alteracdes na
temperatura ambiente, € representado pelo grafico de Mount (1974), exposto na figura 2.
Os pontos A e E do grafico, representam a temperatura ambiente critica, SA0 0S pontos
extremos para manutencdo da homeotermia. S3o nesses pontos, que a energia dos
processos produtivos é desviada para manutencdo da homeotermia, ao passo que, a
hipertermia ou hipotermia podem ser letais (Collier et al., 2012; Renaudeau et al., 2012).

O ponto C no gréfico, representa a Zona de termoneutralidade, a qual é
caracterizada como uma faixa intermedidria de temperatura, dentro desta faixa a
mobilizacdo de recursos nutricionais e fisiolégicos € minimo, uma vez que OS
mecanismos de ajustes para manter o equilibrio entre a producdo e perda de calor sdao
realizados por processos fisicos, € ndo evaporativos, ocasionando baixo impacto no
metabolismo do animal (Renaudeu et al., 2012). A temperatura critica inferior é
caracterizada pelo ponto B’, na qual o animal aumenta a sua termogénese através do
aumento da producdo de calor metabdlico com intuito de se termorregular. Porém,
quando os animais sd@o expostos a condi¢des ambientais que excedem sua zona de
termoneutralidade (25°C para suinos em crescimento), as vias sensiveis sdo ativadas
(ponto A’), a fim de reduzir a carga térmica desses animais através do aumento da
dissipacdo decalor, seja por condugio, radiagdo ou convecgao.

A medida que a temperatura ambiente se aproxima da temperatura cutinea do
animal, tais ajustes ndo sdo suficientes para manter o equilibrio entre a termodlise e a

termogénese. Em situagdes criticas de alta temperatura (ponto C’), os animais utilizam as
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vias latentes de perda de calor (ofegacdao) como alternativa para a manutencdo de sua

homeotermia, uma vez que, esta ndo depende do gradiente de temperatura entre animal e

ambiente, mas sim da pressdo de vapor ambiental. Assim, as altas umidades relativas do

ar diminuem as perdas evaporativas, uma vez que aumenta a pressdo de vapor de dgua do

ambiente e reduz a sua capacidade de receber mais particulas de dgua (Collier et al.,

2012). Os suinos tém baixa capacidade de perder calor por evaporacgdo cutinea (Ingram,

1965), e a aclimatacdo (ponto D) desses animais submetidos ao estresse por calor

cronico, ou seja, expostos a alta temperatura ambiente por um longo periodo, ocorre

principalmente pela reducdo na produgdo do calor metabdlico (Nienaber & Hahn, 1982).

A aclimatacdo, € caracterizada por um perfil bifdsico baseado no tempo de

exposicdo a alta temperatura ambiente. Ocorre uma reducdo gradual das respostas

termoregulatorias, em virtude da diminui¢do do calor metabdlico, em parte associada a

diminuicdo do consumo voluntdrio, ocasionando uma redu¢do na demanda de

resfriamento, estes processos ainda incluem a menor acdo dos hormonios da tireoide,

Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4), e do cortisol (Campos et al., 2014, Teixeira et al.,

2021). Com a diminui¢do da temperatura corporal e da magnitude da ativacdo dos

mecanismos de dissipag@o de calor, € estabelecido um platd, em que os animais atingem

niveis relativamente constantes de desempenho (Renaudeau et al., 2010; Campos et al.,

2014; Campos et al., 2017).
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Estratégias para atenuar os efeitos da alta temperatura ambiente

O desempenho dos suinos submetidos a altas temperaturas ambientais, varia de
acordo com a idade, raca e nivel produtivo (Renaudeu et al., 2007; Renaudeu et al.,
2012). Alteracdes artificiais do ambiente, mudancas na nutricdo e manejo alimentar, e
ainda selecdo de gendtipos com maior resiliéncia ao estresse por calor, sdo recursos
utilizados para atenuar os efeitos negativos das altas temperaturas sobre o desempenho de
suinos (Ross et al., 2015).

Estudos demonstram maior tolerdncia ao calor em gendtipos de baixa
performance produtiva (Henken et al., 1991; Nienaber, et al., 1997). Em teoria, animais
de linhagens de baixa produtividade, apresentam menor producdo de calor como
consequéncia do menor desempenho produtivo e da baixa exigéncia de mantenga (Baker
et al.,1994). Suinos de baixa producdo podem apresentar a ativacdo das respostas
termoregulatérias de forma mais tardia e com menor aumento da temperatura corporal
quando comparados a outras linhagens ndo adaptadas(Renaudeu et al., 2007).

Alguns autores (Collier et al., 2008; Gourdine et al., 2019; Galal et al.,2019),
reportaram que suinos de racas locais ou naturalizadas, apresentam diferencas nos
mecanismos moleculares quando expostos a altas temperaturas. Esses mecanismos visam
preservar a fungdo celular, uma vez que, a exposi¢do a altas temperaturas induz uma série
de ajustes e danos celulares que incluem inibi¢do da sintese de proteinas, disfuncdo das
proteinas, alteracdes no metabolismo e diminui¢do daproliferacio celular.

Genétipos modernos, provenientes de racas europeias ou americanas, Sao
predominantes no sistema de criacdo intensivo no Brasil. Entretanto, essas linhagens ndo
sdo adaptadas ao clima tropical e subtropical, devido maior potencial produtivo e de
deposicdo de proteina (Renaudeu et al.,2012). Apds a introducdo dos suinos no Brasil
pelos colonizadores portugueses no século XVI, diferentes racas foram cruzadas e
selecionadas nas condi¢des Brasileiras dando origem a uma série de ragas locais, como
Piau, Canastra, Moura, Caruncho, Pereira e Nilo. A histdria dessas ragas contribuiu para
o desenvolvimento de caracteristicas fenotipicas e fisiol6gicas tunicas (Gomes &
D’aulisio,1980), o que torna importante o melhor conhecimento de suas particularidades
€ sua conservacao.

A raca Piau € caracterizada por sua rusticidade, resisténcia a enfermidades,
baixa exigéncia de manejo, adaptabilidade, e alto teor de gordura subcutinea e

intramuscular (Veroneze et al., 2014; Silva et al.,, 2019). Teixeira et al. (2021),
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reportou diminuicdo magnitude da ativacdo dos mecanismos de dissipacdo de calor em
suinos daracga Piau com peso médio inicial de64 kg, submetidos a 30°C.

Estratégias voltadas para a criagdo de animais com melhor tolerancia térmica e
resiliéncia climdtica sdo intensamente buscadas atualmente para mitigar os impactos do
estresse térmico, especialmente em sistemas de producdo pecudria de alto insumo

(Gourdine et al., 2019; Usala et al.,2021, Teixeira et al., 2021 Moreira et al., 2021).

2.3 Expressao das Heat shock proteins em estresse por calor

A sintese das proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP), foi
inicialmente verificada apds exposicdo de células de Drosophila busckii a estresses
térmico e quimico (Lunz et al., 2005). Sabe-se que a sintese dessas proteinas ocorre
praticamente em todos os seres vivos em resposta a exposi¢do a estresses ambientais ou
enddgenos. (Khazaei & Aghaz, 2017).

As HSPs pertencem ao grupo das chaperonas moleculares e apresentam
importante papel nos processos bioldgicos essenciais para a manutencdo da homeostase
da proteina (Wolf et al.,2014). Chaperonas moleculares sdo definidas como proteinas que
se ligam e estabilizam outras proteinas instdveis, facilitando sua montagem correta,
entretanto ndo sao componentes da estrutura funcional final (Dubrez et al., 2019). Tais
proteinas, proporcionam as células tolerancia a altas temperaturas ambientais, e a outras
situacdes de estresse exercendo um papel de protecdo e manutencdo ao organismo (Wan
et al., 2020).

As HSPs sdo classificadas em grupos gerais com base em seu peso molecular.
(Wan et al.,, 2020) A familia de proteinas HSP 70, encontrada em compartimentos
subcelulares de células nucleadas, auxilia nas respostas celulares ao estresse. A HSP 90,
encontrada tanto no citoplasma quanto no nucleo, é uma das proteinas mais abundantes
nas células de mamiferos. A HSP90 ndo apenas interage e contribui para a montagem do
RNA polimerase, mas desenvolve importantes papéis no processo de dobramento de
proteinas (Kamanga |& Sollo et al., 2011).

Os eventos ocorridos na regulagdo e indugdo das HSPs, sdo ilustrados na figura
3. A expressdo de HSP induzida por estresse € conduzida por meio da ativacdo do fator
de transcri¢dao 1 responsivo ao choque térmico (HSF1). Em condi¢des basais, o HSF1
existe como mondmero e em um estado reprimido para a ligacdo do elemento de choque
térmico (HSE) e atividade transcricional. Em contraste, sob condi¢des de estresse,

incluindo variacdes bruscas na temperatura ambiental ou estresse fisiolégico (por
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exemplo, estresse mecanico, choque de osmolaridade, desequilibrio energético), ocorre
acimulo de proteinas anormais, algumas dessas proteinas irdo interagir de forma estivel
com as diferentes HSPs, estas sdo liberadas dos complexos inativos (HSF-HSPs) e
alteram o equilibrio entre os complexos, o que torna as HSF disponiveis em forma livre.
Por sua vez, a HSF1 forma um trimero, ligando- se a HSE, ocorrendo a segunda
fosforilagdo, pela enzima HSF quinase, promovendo a transcricdo de genes alvo,
especialmente HSP (Shamovsky & Nudler et al., 2008; Tamura et al., 2019).

Nesse contexto, existem evidéncias de que HSPs quando sintetizadas em
maiores

niveis, seja em resposta ao estresse térmico ou outro tipo de estresse celular,
desempenham papel crucial na regulacdo da taxa e eficiéncia do crescimento muscular e
qualidade da carne (Zhang et al., 2014). Esse efeito € atribuido, principalmente ao seu
papel em facilitar o dobramento correto de proteinas recentemente sintetizadas, e de
prevenir a agregacdo irreversivel de proteinas parcialmente dobradas e desnaturadas
evitando assim, a perda de sua funcao (Wan et al., 2020) As HSPs também auxiliam na
translocacdo de proteinas para o seu devido compartimento celular e regulam a apoptose
das células induzida por estresse por meio das vias de transdug¢do de sinal celular

(Lomiwes et al., 2014. Tamura et al., 2019).
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Figura 3 - Mecanismo de indu¢do das HSP por estresse adaptado de Wan et al.
(2020). HSF: Fator de choque térmico; HSE: Elemento de choque térmico; HSP:

Proteinas do choque térmico.
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Além disso, estudos demonstram que as HSPs podem apresentar efeitos
sinalizadores nas células musculares, uma vez que em situacoes de estresse térmico
transitério, hd uma correlagdo positiva entre a expressao de HSP 70, aumento na sensibilidade
da insulina e ativacdo da via Akt/mTORC1 no misculo esquelético, além de aumentar a
proliferacdo decélulas satélites (Gao et al., 2015; Fernandez et al., 2015).

No entanto, a resposta ao estresse por calor, e a expressio de HSPs podem
variar consideravelmente entre diferentes grupos genéticos (Carband et al., 2019). Galal
et al. (2019)ao investigarem a expressdo de mRNA de HSPs relataram que os frangos que
tinham o gene do pesco¢co pelado, apresentaram maiores niveis da HSP70 quando
comparados a racas que habitam climas moderados. Resultado consistente com o de
Cedraz et al. (2017), que observaram que a expressdo de mRNA dos genes HSP70 e
HSP90 foram altamente expressos nas racas nativas Peloco e Caneluda em estresse

térmico, quando comparada a linhagem comercial Cobb.

2.4 Estresse por calor, geracao de ROS e estresse oxidativo

O estresse oxidativo € caracterizado pela producdo excessiva de EROs e a
inacapacidade antioxidante disponivel nas células (Linguori, et al., 2018). Ja € de
conhecimento que a exposicdo a altas temperaturas ambientais podem gerar maior
formacdao de EROS e induzir o estresse oxidativo (Goel et al., 2021). Sob condi¢des
fisiolégicas normais, a maior parte das EROS se originam das mitocondrias, como
produtos secunddrios da respiragdo aerdbica (Hassan et al., 2020). Paradoxalmente,
quando os animais sdo submetidos a altas temperaturas ambientais hd a sobrecarga do
metabolismo de energia celular mitocondrial e aumento do consumo de oxigénio, os
quais estdo associados a geracdo de EROS (figura 4), (Russo et al., 2021).

Os radicais livres sdo quaisquer espécies independentes, que possuam um ou
mais elétrons desemparelhados em sua camada externa (Slimen et al., 2014). Eles sao
geralmente instdveis e de curta duragdo, mas, geralmente reativos quimicamente,
podendo reagir com qualquer molécula oxidando-a ou causando qualquer outro tipo de
modifica¢do quimica (Linguori, et al., 2018; Nandi et al., 2019). A sintese das EROS, em
quantidades moderadas, sdo cruciais para manutencdo da homeostase, uma vez que as
EROS participam de uma ampla variedade de funcdes e manutengdo do sistema
imunoldgico (Hassan et al., 2020). Entretanto, quando o nivel de EROS excede os

mecanismos de defesa, diz-se que uma célula estd em um estado de "estresse
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oxidativo"(Sharma, et al., 2012).

O aumento descontrolado de EROS pode desencadear reagGes negativas,
levando a disfuncdes metabdlicas, modificacdo estrutural das proteinas celulares e
alteracdo de suas funcgdes (Chen et al.,2018). As EROS ainda causam quebra da
membrana lipidica e/ou aumento da fluidez e permeabilidade da membrana, causando o
bloqueio das agdes de diversas enzimas, destrui¢cao do dcido desoxirribonucléico (DNA)
por meio da oxidacdo da desoxirribose, quebra da fita de DNA, remocao de nucleotideos,
modificac¢do de bases e reticulacido da proteina do DNA, e ainda bloqueiam a geracdo de

energia (Chen et al., 2018).

Metabolismo
Celular

Concer?trha(;.ao i il'emperatura &
de Oxigénio
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Celular

Figura 4 - Fatores que induzem a geracdo de espécies reativas de oxigé€nio

adaptado de Khazaei et al. (2017).

A fim de evitar danos oxidativos as células, os animais sdo equipados com um
sistema antioxidante natural, o qualé constituido por componentes endégenos e exdgenos,
quesdo capazes de atenuar os efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROS) (Nandi et
al., 2019). As principais enzimas antioxidantes endégenas que participam do processo de
reducdo do estresse oxidativo sdo: superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT). A SOD constitui um grupo de metaloenzimas, as quais fazem
parte da linha de frente na defesa contra as EROS, a funcdo da SOD ¢€ catalisar a
dismutac@o dos radicais livres de anion superoxido (O2 °) altamente reativo, em peroxido
de hidrogénio (H202) de baixa reatividade (Nandi et al., 2019; Goel et al., 2021;

Liguori, et al., 2018), A SOD ¢é classificada em trés isoformas distintas: superéxido
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dismutase de cobre-zinco (, SODI1), Superéxido dismutase de manganés (SOD2) e
superoxido dismutase extracelular ( SOD 3). A principal diferenca entre essas isoformas
sdo as caracteristicas de suas estruturas proteicas, as localizagcdes cromossdmicas, 0S
requisitos de cofator de metal, a distribuicdo de genes e a compartimentacdo celular
(Nojima et al., 2015)

A catalase funciona na neutralizacdo da producdo excessiva de EROS,
facilitando a quebra do peréxido de hidrogénio produzido pela SOD em dgua (H2 O) e
oxigénio molecular, juntamente com a GSH (Galasso et al., 2021). A GSH é um
tripeptideo formado por glicina, cisteina e glutamato, € encontrada especialmente no
figado, atua como um agente redutor e como um dos principais antioxidantes celular,
mantendo um controle rigido do status redox (Lu 2013; Young et al., 2019). A funcdo
antioxidante do GSH ¢ evitar a formacdo do radical hidroxila, o qual é altamente reativo

z

e prejudicial as células, essa reacdo € mediada pela acdo da GHS peroxidase (GPx),
através da reducdo do perdxido de hidrogénio em d4gua, como ilustrado na figura 5
(Smitch et al., 2020).

Nesse contexto, estudos anteriores demonstraram que a exposi¢do a altas
temperaturas ambientais causa um aumento compensatorio na atividade de SOD, GSH-
Px e CAT no soro, figado e misculo de frangos de corte (Mak et al., 2010; Xie et al.,
2014). Ademais, estudos também sugerem que as diferencas na tolerancia ao estresse por

calor podem ser parcialmente devido as maiores atividades de enzimas antioxidantes em

genotipos tolerantes (Zhao et al., 2014; Hao et al., 2021).
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ARTIGO: EFEITO DO GENOTIPO E DO AMBIENTE TERMICO NA EXPRESSAO
DOSGENES DO ESTRESSE OXIDATIVO E DO CHOQUE TERMICO EM SUINOS
EM CRESCIMENTO

4. INTRODUCAO

O aumento da temperatura global em uma taxa sem precedentes e a ocorréncia
das ondas de calor em todo o mundo (Noaa, 2018), tem se tornado uma das maiores
preocupagdes para a produgdao animal. Estudos prévios reportam redug¢do do consumo
voluntario (Renaudeau et al., 2011; Oliveira et al., 2019; Teixeira et al., 2021) e menor
atividade dos hormonios tireoidianos (Campos et al., 2014; Teixeira et al., 2021) em
suinos submetidos a alta temperatura ambiente como estratégia para diminuir a
termogénese. Ademais, estudos sugerem que a exposi¢do a alta temperatura resulta em
estresse oxidativo (Lu et al., 2017, Janni et al., 2020), estado de desequilibrio entre os
radicais oxidantes (livres) e a degradacdo insuficiente desses radicais por sistemas
antioxidantes. Adicionalmente, o estresse por calor causa desnaturacdo, danos no
dobramento e perda de funcio de proteinas, além de induzir apoptose e perda de fungdo
celular (Hassan et al., 2020; Tamura et al., 2019).

Dentre os gendtipos naturalizados de suinos, a raca Piau € considerada a mais
importante (Sollero et al.,2006; Bulos et al., 2016). Esses animais passaram por um
processo de adaptacdo as condi¢Oes ambientais tropicais, e adiquiriram caracteristicas
unicas como rusticidade, resisténcia a doencas e grande deposi¢cdo de toucinho
(Veroneze et al., 2014; Silva et al., 2019). As racas naturalizadas, em compara¢do com
as linhagens comerciais podem ter uma maior resisténcia a altas temperaturas ambientes,
parcialmente por apresentarem menor producdo de calor em consequéncia do menor
desempenho produtivo eda baixa exigéncia de mantenca (Renaudeu et al., 2007; Teixeira
et al.,2021).

Em estudo realizado por Teixeira et al. (2021), no qual foi avaliado o
desempenho e respostas termorregulatérias de suinos da raca local brasileira Piau, suinos
submetidos ao estresse por calor apresentaram redu¢ao no consumo voluntdrio de racdo e
no ganho de peso didrio. Moreira et al. (2021), ao avaliarem o efeito da temperatura
ambiente em caracteristicas de carcaca de suinos comercial e cruzados (comercial x
Piau), reportaram que a alta temperatura resultou em reducdo na deposi¢do de tecido

magro em animais comerciais, enquanto ndo houve efeito da temperatura nesta
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caracteristica de animais cruzados (comercialx Piau), sugerindo maior termotolerancia
para esse grupo.

VariagGes genéticas entre ragas em resposta ao estresse por calor tem sido
relatada em vdrias espécies, entretanto, pouco foi publicado sobre as diferencas na
tolerancia ao calor entre racas de suinos tropicais e subtropicais associadas a mecanismos
de protecdo celular (Gourdine et al., 2021). Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito
da alta temperatura ambiente na expressdo dos genes do estresse oxidativo e do choque
térmico em suinos de linhagem comercial, da raca nativa brasileira Piau e em animais

cruzad os (comercial x Piau).

5. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais envolvendo a manipula¢do dos animais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Producdo (CEUAP) da
Universidade Federal de Vigosa (protocolo n° 27/2018).

5.1 Animais e delineamento experimental

Para realizacdo das andlises de expressdo génica, foram utilizadas amostras de
tecido hepético e Longissimus dorsi de suinos em crescimento de da raga pura Piau,
gendtipo comercial, e gendtipo cruzado (comercial x Piau) submetidos a condi¢des de
termoneutralidade (22°C) e alta temperatura ambiente (30°C). As amostras dos animais
daraca pura Piau foram provenientes do estudo de Teixeira et al. (2021). Por sua vez, as
amostras dos animais de genétipo comercial e cruzados (comercial x Piau), foram
provenientes doestudode Moreira et al. (2021).

Embora as amostras utilizadas pertencam a dois experimentos distintos, os
animais foram submetidos as mesmas condicdes de alojamento, manejo e nutri¢cao, € 0s
experimentos realizados pela mesma equipe de trabalho. Os estudos foram realizados na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Melhoramento de Suinos da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). Para cada gendtipo (comercial, Piau, e cruzado comercial X
Piau) foram formados dois grupos de animais submetidos a uma das condi¢des
ambientais: termoneutralidade (22°C) ou alta temperatura ambiente (30°C). De acordo
com a condi¢do ambiental, os animais foram alojados em salas climatizadas em gaiolas
individuais suspensas (0,80 x 1,60 metros), com piso de plastico, divisdrias de aco,
dotadas de comedouro semiautomdtico e bebedouro tipo chupeta. O controle da

temperatura ambiente, em cada sala climatizada, foi realizado por sistema automatizado
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de climatizacdo composto por aquecedores elétricos, lampadas de infravermelho e
sistema de resfriamento tipo chiller. A temperatura ambiente e a umidade relativa das
salas foram monitoradas e registradas por meio de datalogger (Klima Logger, Thermo-
Hygro-Station).

Os animais permaneceram nas salas climatizadas durante 21 dias divididos em
periodo de adaptacdo de sete dias e subsequente periodo experimental de 14 dias. O
periodo de adaptagcdo (dias -7 a -1) permitiu aos animais se adaptarem as condicdes
experimentais. Durante o periodo de adaptacdo a temperatura das salas foi mantida a
24°C. Posteriormente, a temperatura de cada sala foi ajustada para 22°C ou 30°C.
Durante todo o periodo experimental os animais receberam 4gua e racao ad libitum.

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum
alimentar de 12 horas e, em seguida, insensibilizados, abatidos e amostras de tecido
hepético e musculo foram coletadas, congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido a -
80°C para posterior extracio de RNA. Todos os instrumentos utilizados para coleta de
amostras foram esterilizados e limpos com RNAse Exteminator (Protech Technology

Enterprise Co., Ltd.).

5.2 Amostras, extracio de RNA e sintese do cDNA

Para analise, foram utilizadas amostras de 8 suinos comerciais submetidos a
22°C e 6 suinos comerciais submetidos a 30°C; 9 suinos Piau submetidos a 22°C e 9
suinos Piau submetidos a 30°C; 9 suinos cruzados (comercial x Piau) submetidos a 22°C
e 6 suinos cruzados (comercial x Piau) submetidos a 30°C. A extracdo do RNA foi
realizada a partir de 60 mg de amostras de figado e Longissimus dorsi (previamente
pulverizadas em nitrogénio), de cada animal, por meio do Trizol® (InvitrogenTM) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O precipitado final foi reidratado com 20-30 pL
de 4gua UltraPure® DNase/RNase-Free. A concentragdo do RNA foi estimada por
espectrofotometria (NanoVue Plus TM, GE Healthcare, Munique, Alemanha), nas razdes
A260/A280 entre 1.8 e 2.0 como controle de pureza. A integridade do RNA extraido foi
verificada com o gel de agarose 1%. Na sequéncia, as amostras foram reversamente
transcritas em DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher), segundo recomendac¢do do fabricante. As
amostras de cDNA foram armazenadas a - 20 °C até o uso nareagdo de PCR quantitativo

em tempo real.
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5.3 Primers e avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real
(RT-gPCR)

Os primers (Tabela 1) para amplificagdo dos fragmentos dos genes alvo (heat
shock protein 70 (HSP 70), heat shock protein 90 (HSP 90), superéxido dismutase (SOD-
1), superéxido dismutase (SOD-2), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e dos
endégenos (B2M e GAPDH) foram desenhados por meio do programa PrimerQuest
(Integrated DNA Technologies Inc, Coralville, IA) a partir das sequéncias de
nucleotideos obtidasdo banco de dadosdo GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Como controle endégeno, a fim de minimizar as possiveis variacdes quanto a
quantidade de mRNA inicial e a eficiéncia de transcri¢do reversa, foram utilizados os
genes beta-2-microglobulina (B2M) e gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH). A
escolha dogene enddgeno foi baseada na eficiéncia de amplificacdo dos genes candidatos
a partir do cdlculo da eficiéncia para cada par de primer (nas concentragdes de 100, 200 e
400 mM) por meio da féormula E= 10(-1/inclinacdo da reta) -1, em que E € a eficiéncia da
reacdo (Pfaffl et al., 2004) que, para os enddgenos testados, variou de 0,94 a 1,22. Além
disso, também foi usado como parametro o perfil das curvas de amplificacdo e de
dissociacdo e a estabilidade deamplificacdo destes genes entre os tratamentos. Os genes
enddgenos ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, sendo, entao os
genes GAPDH e B2M escolhidos para as andlises demiusculo e figadorespectivamente.

As reacdes em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas
em duplicata utilizando o termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems
(Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), a partir do método de quantificacio
relativa, utilizando como deteccdo o sistema SYBR® Green (Applied Biosystems -
Foster City, CA, EUA) e o kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega corporation,
Madison, EUA). As reacdes de PCR foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o
programa: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Os valores de “thereshold cycle” (Ct) obtidos foram posteriormente normalizados a partir
do método de delta-ct (ACt) com base nos valoresde Ct obtidos para os genes de controle
endégeno (GAPDH e B2M) O célculo dos niveis relativos de expressdo génica foi

desenvolvido de acordo com o método 2-AACt, descrito por Livak e Schmittgen (2001).
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Tabela 1 — Sequenéncia de primers utilizados para andlise daexpressdo génica

Genes Sequéncia

HSP70 F:GCCCTGAATCCGCAGAATA
R:TCCCCACGGTAGGAAACG

HSP90 F:GCCCTGAGAGACAACTCGAC
R:AAGCCAGAAGACAGCAGAGC

SOD-1 F:ATCAAGAGAGGCACGTTGGA
R:TCTGCCCAAGTCATCTGGTT

SOD-2 F-GATGCCTTTCTAGTCCTATTC
R-TCAGTTCACCTGCTACATT

CAT F:GCTTTAGTGCTCCCGAACAG
R:AGATGACCCGCAATGTTCTC

GHSPX F:CAAGAATGGGGAGATCCTGA
R:GATAAACTTGGGGTCGGTCA

GAPDH F: CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA
R: AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT

B2M F: CCACCCAAGATCTCCATCAC

R: CGTCCAGTCGTCGTTGAA

1HSP70: Proteina do choque térmico 70; HSP90: Proteina do choque térmico 90; SOD-1:
Superéxido dismutase 1; SOD-2: Superdxido dismutase 2; CAT: Catalase; GHS PX:
Glutationa peroxidase; GAPDH: Gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase; B2M: beta-2-
microglobulina.

5.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o procedimento GLM do SAS. A
estatistica foi realizada separadamente para cada um dos experimentos conduzidos, ou
seja, uma andlise foi conduzida utilizando somente informagdes da raca Piau e uma
segunda andlise foi realizada utilizando dados da linhagem comercial e cruzados. Para os
animais da raca Piau, a temperatura ambiente (22 e 30°C) foi considerada o efeito fixo.
Para os animais comerciais e cruzados, foram considerados efeitos fixos do genétipo
(comercial, e cruzado comercial x Piau), temperatura ambiente (22 e 30°C) e a interacao
entre gendtipo e temperatura ambiente. As médias ajustadas foram comparadas pelo teste

de Bonferroni e os efeitos considerados significativos se P<0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Efeito da temperatura ambiente na expressao de genes no tecido hepatico e

nomusculo Longissimus dorsi em suinos da raca Piau
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Na tabela 2 sdo apresentados os resultados da andlise de varidncia para a
expressdo de genes no tecido hepdtico para a raca Piau. A temperatura influenciou
(P<0,05) na expressio de mRNA dos genes CAT, GPX, HSP90, SOD-1 e SOD-2. No
entanto, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) para expressio do gene

HSP70.

Tabela 2 - Expressdao hepdtica dos genes do estresse oxidativo e do choque térmico em
suinos daraca Piau.

Piau P-Valor!
Genes? 22°C 30°C RMSE Temp
CAT 0,32 0,76 0,31 0,011
GPX 0,20 0,48 0,19 0,010
HSP70 0,60 0,61 0,41 0,449
HSP90 0,24 0,46 0,20 0,038
SOD-1 0,31 0,83 0,46 0,035
SOD-2 0,25 0,53 0,24 0,031

IDados analisados utilizando o procedimento GLM do SAS considerando o efeito da
p

temperatura ambiente. As médias ajustadas foram comparadas pelo teste de Bonferroni e

os efeitos consideradossignificativos se P<0,05.

2CAT: Catalase; GPX: Glutationa peroxidase; HSP70: Proteina do choque térmico 70;
HSP90: Proteina do choque térmico 90; SOD-1: Superéxido dismutase 1 e SOD-2:
Superdxido dismutase 2.

Na tabela 3 s@o apresentados os resultados da andlise de variancia para a
expressdo de genes no no musculo Longissimus dorsi da raga Piau. A temperatura nao
influenciou (P>0,05) a expressdao dos genes, CAT,GPX, HSP70, HSP90, SOD-1. No
entando, a expressdode mRNA do gene SOD-2 foi elevada (P<0,05), quando os animais

Piau foram submetidos a alta temperatura.
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Tabela 3 - Expressdo dos genes do estresse oxidativo e do choque térmico em suinos da
raca Piau no misculo Longissimus dorsi.

Piau P-Valor!
Genes2 22°C 30°C RMSE “Temp
CAT 1,04 1,03 0,54 0,966
GPX 0,79 1,15 0,45 0,120
HSP70 0,85 0,96 0,58 0,725
HSP90 1,19 1,38 0,54 0,500
SOD-1 1,16 1,39 0,58 0,428
SOD-2 2,66 3,00 1,75 0,031

IDados analisados utilizando o procedimento GLM do SAS considerando o efeito da
P

temperatura ambiente. As médias ajustadas foram comparadas pelo teste de Bonferroni e

os efeitos consideradossignificativos se P<0,05.

2CAT: Catalase; GPX: Glutationa peroxidase; HSP70: Proteina do choque térmico 70;
HSP90: Proteina do choque térmico 90; SOD-1: Superdxido dismutase 1 e SOD-2:
Superdxido dismutase 2.

5.2 Efeito da temperatura ambiente na expressao de genes no tecido
hepatico eno musculo Longissimus dorsi em suinos de linhagem comercial e
cruzados.
Na avaliagdo de amostras de tecido hepéatico de animais comercial e cruzado (Tabela
4), podemos observar que ndo houve interacio entre os fatores gendtipo e temperatura para
expressdo dos genes CAT, GPX, HSP70, HSP90, SOD-1 (P>0,05). No entanto, houve
interacao (P<0,05) entre os fatores gendtipo e temperatura para expressao de mRNA da SOD-
2, animais comercais apresentaram maiores niveis de expressdo de mRNA da SOD-2 quando
comparados a animais comerciais em temperatura termoneutra (22°C). Além disso animais
cruzados apresentaram aumento na expressdo de mRNA da enzima CAT (0,71 vs 0,92
P<0,05) quando comparados aos animais comerciais. Suinos expostos a 30°C apresentaram

maior expressdao (P<0,05) demRNA dogene SOD-1 quando comparados com suinos a 22°C.
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Tabela 4 - Efeito da temperatura ambiente na expressdao dos genes do estresse oxidativo e
do choque térmico no tecido hepatico de suinos de linhagem comercial e cruzados
(comercial x

Piau).
Comercial Cruzados! P-Valor2

g}enes 22°C 30°C  22°C 30°C EMS Gen Temp GXT
CAT 0,73 0,69 0,89 0,95 0,25 0,050 0,860 0,600
GPX 0,71 0,83 0,70 0,54 0,34 0,385 0,786 0,290
gSP7 0,6 0.57 0,82 0,38 0,45 0,806 0,170 0,265
gSP9 0,75 0.92 0,58 0,79 0,34 0,264 0,170 0,872
fOD_ 0,77 1,08 0,72 0,91 0,28 0,378 0,037 0,612
gOD_ 1,05b %’lla 2.842  206ab 0,92 ;0’00 0,908 0,019

IProgénie demachos puros daraga Piau x matrizes degenétipo comercial.

2Dados analisados utilizando o procedimento GLM do SAS considerando os efeitos fixos
do gendtipo, temperatura ambiente e a interacdo gendtipo e temperatura ambiente. As
médias ajustadas foram comparadas pelo teste de Bonferroni e os efeitos considerados
significativos se P<0,05.

3CAT: Catalase; GPX: Glutationa peroxidase; HSP70: Proteina do choque térmico
70;

HSP90: Proteina do choque térmico 90; SOD-1: Superéxido dismutase 1 e SOD-2:
Superoxido dismutase 2.

Nao houve interacdo entre os fatores gendtipo e temperatura para expressao de
mRNA dos genes CAT, GPX, HSP70, HSP90, SOD-1 e SOD-2 (P>0,05) no musculo
Longissimus dorsi de suinos. Suinos de genétipo comercial apresentaram maior
expressdo de mRNA do gene CAT (0,64, vs. 0,34; P <0,05) e GPX (0,68 vs. 0,54
P<0,05) quando
comparados a suinos de gendtipo cruzado. Suinos expostos a 30°C apresentaram maior

expressdo (P<0,05) de mRNA do gene SOD-1 quando comparados com suinos a 22°C.
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Tabela 5 - Efeito da temperatura ambiente na expressiao dos genes do estresse oxidativo e
do choque térmico no musculo Longissimus dorsi de suinos de linhagem comercial e
cruzados (comercial X Piau).

Comercial Cruzados P-Valor2
1
Genes3  22°C 30°C 22°C 30°C RMSE Gen Temp GXT
CAT 0,51 0,78 0,33 0,36 0,21 0,002 0,120 0,161
GPX 0,66 0,71 0,41 0,27 0,35 0,025 0,700 0,526
HSP70 0,65 0,71 0,31 0,49 0,42 0,120 0,720 0,501
HSP90 0,26 0,37 0,26 0,21 0,16 0,268 0,744 0,264
SOD-1 0,65 0,86 0,37 0,70 0,36 0,160 0,072 0,707
SOD-2 0,74 0,80 0,55 0,43 0,50 0,162 0,650 0,870

1Progénie demachos puros daraca Piau x matrizes degendtipo comercial.

2Dados analisados utilizando o procedimento GLM do SAS considerando os efeitos fixos
do gendtipo, temperatura ambiente e a interacdo gendtipo e temperatura ambiente. As
médias ajustadas foram comparadas pelo teste de Bonferroni e os efeitos considerados
significativos se P<0,05.

3CAT: Catalase; GPX: Glutationa peroxidase; HSP70: Proteina do choque térmico 70;
HSP90: Proteina do choque térmico 90; SOD-1: Superdxido dismutase 1 e SOD-2:
Superdxido dismutase 2.

7. DISCUSSAO

7.1 Efeito da temperatura ambiente na expressao dos genes do estresse

oxidativo e proteinas do choque térmico em animais da raca Piau

Com a vinda dos portugueses ao Brasil, diversas racas suinas se desenvolveram
a partir de cruzamentos com ragas trazidas pelos colonizadores (Lima et al., 2018). Ao
logo dos ultimos séculos essas ragcas evoluiram em ambiente tropical, o que pode resultar
em caracteristicas especificas de adaptacdo (Aradjo et al., 2020). Dentre as racas
denominadas “‘crioula, local, nativa ou naturalizada” a raca Piau ¢ uma das mais bem
caracterizadas (Veroneze et al., 2014; Aragjo et al., 2020).

A raca Piau € resultado do cruzamento entre racas chinesas e europeias,
introduzidas pelos colonizadores portugueses no século XVI. Os suinos Piau tem como
principais caracteristicas morfoldgicas a pelagem branca-creme com manchas pretas-
amarronzadas, orelhas intermediarias entre ibéricas e asidticas e perfil nasal retilineo ou
subconcavo (Sarcinelli et al., 2007). Possuem alta rusticidade e aptiddo para deposi¢ao

de gordura, além de apresentarem menor potencial produtivo quando comparados a
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racas comerciais, o que pode explicar parcialmente a adaptacdo ao estresse por calor
desses animais (Veroneze et al., 2014; Silva et al., 2019). Até o presente momento, pouco
se sabe sobre o0s mecanismos moleculares que atuam como defesa contra altas
temperaturas em racas nativas. Um desses mecanismos de defesa € a ativacdo de genes
que codificam para as proteinas do choque térmico (Carbond et al., 2019). As HSPs sdo
componentes primdrio da resposta ao estresse celular, e o aumento da expressao de genes
que codificam essas proteinas t€ém sido observados em resposta ao estresse térmico (Hu

et al., 2016, Cedraz et al., 2017; Carbono et al., 2019).

As HSPs sao classificadas em vdrias familias de acordo com seus pesos
moleculares,

entre estas a HSP70 € a familia mais abundante e extensamente estudada, uma vez que €
caracterizada como um indicador bioquimico crucial para condi¢des de estresse por calor
(Yang et al., 2013; Liu et al.,2018). Os membros pertencentes a familia de proteinas HSP
90 sdo encontradas tanto no citoplasma quanto no nicleo e sdo uma das proteinas mais
abundantes nas células de mamiferos. A HSP90 promove o dobramento de proteinas
sintetizadas denovo ou incorretamente dobradas(Hoteret al., 2018).

No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa na expressdao de
mRNA da HSPs 70 no figado. Entretanto, os niveis de mRNA do gene HSP90 foi
elevado, este resultado € consistente com os relatos de Parkunan et al. (2015) que
reportaram aumento da expressdo de mRNA da HSP90 em suinos nativos Ghungroo
quando expostos a alta temperatura ambiente. Reforcando nossos achados, Cedraz et al.
(2017) investigaram a expressdo de HSPs em frangos de racas nativas, Caneluda e Peloco
submetidas a estresse por calor (39,5°C), e reportaram aumento de mRNA na expressao
do gene HSP90 nos frangos da raca Caneluda. Esses resultados podem ser explicados
pela presenca de mecanismos de defesa, caracterizado por uma indu¢do controlada
transcricionalmente da sintese de proteinas do choque térmico apds exposi¢do prolongada
das células a altas temperaturas (Gonzdlez & Manso et al., 2004; Galal et al., 2019).
Além disso, sendo o figado um 6rgdo essencial, ha maior necessidade de regeneracdo e
protecdo desse tecido (Xie et al., 2014). A acdo das HSPs permite que as células lidem
com o aumento da carga de proteinas mal dobradas, além de estimular os mecanismos
imunes inatos, promovendo a expressio do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina — 6 (IL-6), dentre outros componentes biologicamente importantes da
regeneragao hepatica (Silver & Noble, 2012; Wolf et al.,2014).

No musculo, a expressao de mRNA dos genes das HPSs 70 e 90 ndo foi
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influenciada pela temperatura, o que pode estar associado a menores processos de
protecdo celular nesse tecido (Xie et al., 2014). Estes resultados sdo semelhantes com
achados de estudos anteriores, os quais reportaram que o musculo é menos responsivo
aos desafios de calor em relacdo ativacdo da expressdao génica das HSPs (Yu et al., 2008;
Wang et al., 2013).

Suinos Piau expostos a 30°C apresentaram maior expressdo de mRNA no figado
dos genes CAT, GPX, SOD-1 e SOD-2 e do gene SOD-2 no Longissimus dorsi quando
comparados aos animais expostos a 22°C. Resultado corroborado por Pardo et al, (2021)
que reportaram aumento da SOD no Longissimos dorsi de suinos da raca nativa Ibérica
expostos a alta temperatura. A SOD atua como uma primeira linha de defesa catalisando
a conversao de superéxido em perdxido de hidrogénio e funciona em conjunto com CAT
e GPX para converté-lo em 4gua e oxigénio molecular (Hao et al., 2021), mitigando os
efeitos do estresse oxidativo, uma vez que as células quando expostas a desafios
ambientais, produzem ROS como resultado do metabolismo acelerado associado a
condi¢cdes de estresse (Goel et al., 2021). Teixeira et al. (2021) observaram aumento
significativo na frequéncia respiratoria, € na temperatura retal em suinos Piau expostos a
temperatura de 30° C, com a ativacdo das repostas termoregulatorias ha o maior
consumo de energia e maior sobrecarga das mitocondrias, € como resultado, maior
producdo de ROS (Russo et al., 2021). A ativagdo da resposta termoregulatoria pode ter
elevado a necessidade da maior expressio de mRNA desses genes de enzimas
antioxidantes (Goel et al., 2021). Resultados semelhantes foram obtidos por Yang et al.,
(2010) ao exporem frangos de corte a 35°C, observaram aumento do gasto energético 2
vezes acima dosniveis normais.

Além disso, o aumento na expressao desses genes no tecido hepatico pode ser
explicado pelo fato de que os lipideos sdo mais sensiveis a oxida¢do do que as proteinas,
assim, naturalmente, hdo maior presenca de enzimas antioxidantes no figado a fim de
proteger danos nas membras, vazamento de eletrdlitos e morte celular (Yasuda et al.,
1998; Wander & Du 2000). Estudos anteriores mostraram maior ativacdo de mecanismos
de protecdo no figado, coracdo e rim, quando comparado ao musculo Longissimus dorsi
(Sun et al.,, 2007; Yu et a., 2009; Xie et al.,, 2014; Montesinos-Cruz et al.,2019),

refor¢ando nossos achados.
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7.2 Efeito da temperatura ambiente na expressao dos genes do estresse
oxidativo e proteinas do choque térmico em animais de linhagem comercial e

cruzado

O ponto de partida dos estudos genéticos para selecdo de animais mais
termotolerantes a altas temperaturas ambientais € definir fendtipos associados a
resisténcia ou suscetibilidade ao estresse por calor (Gourdine et al., 2021). Nesse
contexto, estudos como o de Moreira et al. (2021) foi realizado sob a hipétese de que o
cruzamento de racas suinas locais ndo melhoradas geneticamente, com genotipos
comerciais melhoraria a termotolerancia da progénie suina. No entanto, seria de grande
interesse caracterizar as respostas moleculares, como por exemplo, a expressdao dos genes
das HSPs e enzimas antioxidante, em estresse por calor em potenciais genotipos
tolerantes a altas temperaturas a fim de avaliar a relevancia desses genes para a tolerancia
ao calor (Cabarand et al., 2019).

Nesse contexto, no nosso estudo observarmos que, a temperatura ambiente nio
afetou a expressio de mRNA das HSPs 70 e 90 em nenhum dos tecidos avaliados
(hepatico e Longissimus dorsi) nos animais comerciais e cruzados. Esse resultado pode
estar associado a prolongada exposi¢dao dos animais a 30°C e consequente adaptacdo dos
animais as altas temperaturas (Sidiiqui et al., 2020). A adaptacdo € marcada pela reducdo
gradual das respostas termorregulatorias, em virtude da diminuicdo do calor metabdlico,
parcialmente associada a diminui¢do do consumo voluntario, menor acdo dos hormoénios
da tireoide (triiodotironina, T3; tiroxina, T4) e cortisol (Campos et al., 2014, Teixeira et
al., 2021).

Animais comerciais apresentaram maior expressdo de mRNA dos genes CAT e
GPX no Longissimus dorsi quando comparados aos animais cruzados, o que pode estar
associado a maior necessidade de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e atividade
de enzimas antioxidante (Liu et al., 2018). O aumento na temperatura retal em suinos de
linhagem comerciais expostos a alta temperatura ambiente foi relatado constantemente
em estudos anteriores (Renaudeu et al., 2007; Campos et al., 2014; Moreira et al., 2021)
evidenciando a suscetibilidade desses animais a condi¢des de estresse por calor.
Renaudeau et al. (2007), em experimento que comparava suinos em crescimentos das

racas Crioula e Large White, observaram que, quando expostos a condicdo de estresse

por calor (31°C), suinos nativos da raga Crioula apresentavam ativa¢do das respostas

termorregulatérias mais tardias com menor aumento da temperatura corporal quando
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comparados a suinos puros da raca Large White. Esse resultado pode ser em virtude do
maior desempenho produtivo e consequente maior produgcdo de calor metabdlico de
animais comerciais quando comparados com nativos que possuem menor taxa metabdlica
e desempenho produtivo (Moreira et al., 2021).

Adicionalmente quando submetidos ao estresse por calor, a expressdao de mRNA
do gene SOD-1 aumentou independente do gendtipo, 0 que sugere que O estresse por
calor causou aumento no estresse oxidativo devido ao gasto energético, e sobrecarga
mitocondrial como jd citado, o que foi contrabalancado por um aumento
compensatério da superdxido dismutase (Hao et al., 2021). Reforcando nossos achados,
Cui et al. (2017), reportaram aumento nos niveis de mRNA da SOD-1 em suinos
submetidos a estresse por calor cronico, uma vez que a SOD atua como primeira linha de
defesa contra o estresse oxidativo, convertendo o superéxido em peréxido de hidrogénio
(H 2 O2), considerado menos téxico para células (Hao et al., 2021).

Animais cruzados apresentaram maiores niveis de mRNA de SOD-2 no figado a
22 °C, quando comparados aos animais comerciais, demonstrando talvez um maior
mecanismo de prote¢do antioxidante. No entanto, esses resultados ainda ndo estdo muito

claros.

8. CONCLUSAO

A exposi¢do a alta temperatura resultou em aumento da expressdo dos genes
CAT, GPX, HSP90, SOD-1 e SOD-2 no tecido hepatico da raga nativa Piau, quando
comparado aos animais expostos a temperatura termoneutra, o que evidencia a
importancia desses genes para adaptacdo de suinos a altas temperaturas ambientais. No
Longissimus dorsi do genotipo comercial, a expressao de mRNA dos genes CAT e GPX
foram maiores em compara¢do aos animais cruzados (Piau x Comercial), o que sugere
maior necessidade de atividade de enzimas antioxidante, que pode ser em virtude do
maior desempenho produtivo e consequente maior producdo de calor metabdlico. Ja o
genétipo cruzado apresentou maiores niveis de SOD-2 expostos a temperatura
termoneutra, quando comparados a animais comerciais, o que talvez evidencie uma

maior prote¢do antioxidante nesses animais.
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