JULIANA CHAVES DA SILVA

COLAGENO INTRAMUSCULAR EM BOVINOS NELORE CASTRADOS E NAO
CASTRADOS EM DIFERENTES IDADES

VICOSA

MINAS GERALIS —

2019

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Medicina Veterindria, para
obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

BRASIL



Ficha catalogrifica preparada pela Bibfictaca Central da Universidada
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Silva, Juliana Chaves, 1977-
ol 4 Coldgena inframuscidar em hovings Nelore casirados ¢ ndo
2014 castrados e dilerentes dades / Julisng Chaves Silva., — Vigosa,

MG, 20019,
xi, 34 £ - il (algumas color) ; 29 cm,

Crientador: Simone Eliza Facions Guoinardes,
Disgertacio (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inchui hibliografa,

1. Melore {Baving, 2, Menloproteinases, 3. Came de boi -
Crealidade. 4. Corantes e coloragho (Microseopia).
L Universidacde Federal de Vigosn, Departamento de Medicing
Veterindria. Programa de Pos-Chimduaciio em Medicina
Veterinaria. 1. Titulo.

CDE3 22, ed, 63620882822




JULIANA CHAVES DA SILVA

COLAGENO INTRAMUSCULAR EM BOVINOS NELORE CASTRADOS E NAO
CASTRADOS KM DIFERENTES IDADES

Dissertacdo spresentada a Lniversidade Tederal de
Vigosa, ecamao pare das exigéncins do Programa de
Pés-Graduagiio em Medicina  Veterinaria, para
abtenyiiv do titule de Mgrisier Sedeniiae,

APROVADA: 26 de levereiro de 2019,

vl

[uiz Hénfique Pereira Silva

4

n
/
L

,,/-‘71,,1“,.\,3/4-{ Arnkndidg
ail

Simone ClisaTugioni Guimardes

{Oricﬁ;{‘soru)



DEDICATORIA

A Waldir Chaves (in memorian) e

Eny Gongalves Chaves (in memorian)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ser meu refigio e ter me concedido for¢a e perseveranca para chegar
até esse momento. Ao meu avo (in memorian) e minha querida mae (in memorian) que sempre
me incentivaram, apesar do breve periodo em que estivemos juntos. Ao meu pai (in memorian)
que contribuiu, enquanto teve condi¢des, para minha formagdo. Agradeco aos meus filhos
Yasmin e Arthur, voc€s foram toda a inspiragdo para a realizacio desse trabalho, sem vocés
nada teria sentido! Um agradecimento especial para meu coorientador Mario Luiz Chizzotti
pelos ensinamentos, incentivo, apoio e suporte durante grande parte da minha vida académica.
Muito obrigada, professor Mario! Ndo tenho palavras que possam expressar toda minha
gratidao ao senhor!

A Universidade Federal de Vigosa, ao Departamento de Medicina Veterindria - DVT, e
ao Departamento de Zootecnia - DZO, por proporcionarem toda a estrutura necessdria para o
meu aprendizado e formagdo profissional.

A todos os professores do Departamento de Zootecnia - DZO e do Departamento de
Medicina Veterindria - DVT que contribuiram com minha formacdo. Em especial aos
professores Fabiano Fonseca, Marcio Duarte, Karina Busato, Mario Paulino, Abelardo Silva Jr,
Emily Carlo Reis, Fabricio Valente, Marcia Rogéria, José Domingos e José Dantas.

A professora Maria Verdnica por contribuido com a realizacio de minha pesquisa. A
minha orientadora professora Simone, pelo apoio, compreensdo, ensinamentos € orientagao

durante o mestrado.

A Polyana pela amizade, apoio e ensinamentos, sem vocé seria muito mais dificil. Ao
Luiz (Janatiba) por todos os ensinamentos, amizade, compreensao, parceria e toda a ajuda que

foram fundamentais para essa conquista, sem vocé esse trabalho néo seria realizado.

Aos funciondrios do DVT, em especial o Adao, Rosi e Claudio por todo o apoio durante
arealizacdo do experimento. Aos funcionarios do DZO, em especial a Fernanda Vieira, Rosana,
Alda, Edson, Monteiro, Mario Julido, Mario Sérgio, Raimundo, Venancio, Mariana, Plinio e

Mario Macarrio.

Agradeco aos colegas do Laboratério de Ciéncia da Carne (LCC), a Debora Evelyn,
Gutierrez e Mauricio (Mexicano). Muito obrigada a ajuda de vocés foi fundamental para este
trabalho.



Agradeco aos colegas do Laboratério de biotecnologia animal (LABTEC), em especial

ao Walmir e Danielle pela essencial ajuda nas andlises de expressdo génica.

Agradeco ao CNPQ, Capes, Fapemig e INCT de Ciéncia Animal pelo financiamento

dessa pesquisa.

A todos que contribuiram de alguma forma para realiza¢do deste trabalho, 0 meu muito

OBRIGADA!



BIOGRAFIA

Juliana Chaves da Silva, filha de Olegéirio Mariano da Silva e Eny Gongalves Chaves,
nasceu em Belo Horizonte, Minas Gerais, em 10 de abril de 1977.

Durante a graduacio foi monitora de Fisiologia Animal, Patologia Veterindria e bolsista
de iniciacdo cientifica do CNPq (PIBIC/CNPq) sob orientacao da professora Alessandra Pereira
Simonini Gomes. Em 10 de maio de 2014, graduou-se em Medicina Veterindria pela
Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais.

Em mar¢o de 2017, iniciou-se o Mestrado em Medicina Veterindria na Universidade
Federal de Vicosa, onde desenvolveu estudos na drea de Fisiologia do Crescimento Animal e

Qualidade de Carne, submetendo-se a defesa da dissertacao em 26 de fevereiro de 2019.



“Qual o valor de viver, se ndo for para lutar por
causas nobres e tornar esse mundo um lugar
melhor para que aqueles que viverdo nele depois
de termos partido? De que outra forma podemos
nos colocar em relagdo harmoniosa com as grandes
verdades e consolagdes do infinito e do eterno? E
eu confesso minha fé de que estamos caminhando
em direcdo a dias melhores. A humanidade nao
serd abatida! Estamos prosseguindo, oscilando
bravamente para frente, ao longo da grande
estrada, e ja atrds das montanhas distantes estd a
promessa do sol.”

Winston Churchill

Vi



SUMARIO

RESUMO ..........oooiioiieeeeeeeeeee oo eeeeees e s s viii
ABSTRACT ... X
INTRODUCAO GERAL ........oooouiiiiiiieeeeeeeee e 1
| N (5 (=) 1 1o T2 U OU SRR 4

Avaliacao dos colagenos presentes na matriz extracelular de bovinos Nelore inteiros e

castrados com diferentes idades. ...............c..coooiiiiiiiiiii 8
RESUMO ...ttt et e b e et e b e et e b e e st e e bt e et e bt e eabeenbeeeane 9
L. INEFOAUGAO ..ttt ettt ettt e st e e st e e sabe e s et e e sabeesabeesnaeesabneesnnee 11
2. Material € MELOAOS ....cc.veiuiiriiiiieriieeiee ettt ettt ettt st e st e e 12
B RESUIEAAOS ..ttt ettt sttt et st 17
A= DISCUSSAO. ¢ uteeuiieeiteeiteet ettt et eet et eat et eea et e bt e s bt e e bt e s et e e bt e eab e e bt e sab e e bt e e bt e nbeesabeenbeeeaneennees 19
S CONCIUSOES ...ttt ettt ettt et e st e et e e eabe e e eabeeseabee s bt e e sneeenanee 23
YN 214 (16111115 111 P ST PO PO ROPPRTOTPPRROPPO 24
RETEIEIICIAS ..ttt ettt ettt et e e it e st esbt e e sbeeesanee 24

vii



RESUMO

SILVA, Juliana Chaves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019. Colageno
Intramuscular em bovinos Nelore castrados e nao castrados em diferentes idades.
Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimaraes. Coorientadores: Mario Luiz Chizzotti. Polyana
Coelho Galvao e Laercio dos Anjos Benjamim.

O objetivo neste estudo foi quantificar e verificar o percentual de solubilidade do coldgeno
intramuscular (IMC), que possa modificar a qualidade da carne de bovinos Nelore castrados e
ndo castrados abatidos aos 9, 13 e 16 meses. Além de investigar se possiveis diferencas na
expressdo dos genes fibrogénicos e dos marcadores da remodelacdo do coldgeno estariam
associadas a diferencgas no conteudo, na solubilidade e nos tipos de IMC. Foram utilizados trinta
e seis bezerros Nelore (Bos taurus indicus), sendo a metade aleatoriamente selecionada para a
castragdo cirdrgica uma semana antes do desmame. Os bovinos foram confinados e submetidos
as mesmas condi¢Oes experimentais, e seis animais de cada classe sexual foram distribuidos
aleatoriamente para serem abatidos quando a média da idade atingisse 9,3 + 0,09, 12,6 + 0,05
e 15,7 £ 0,07 meses. Este estudo foi realizado seguindo delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial com 2 condi¢des sexuais (castrado vs. ndo castrado) e 3 idades de abate
(9, 13 e 16 meses). O conteudo de coldgeno total ndo diferiu entre os tratamentos e também nao
foram encontradas interagdes (P > 0,201). Os bovinos ndo castrados apresentaram maior
porcentagem de coldgeno solivel (P = 0,034) que os castrados, porém nao foram encontradas
diferencas entre as idades (P = 0,187), e também nao foram encontradas interagdes (P = 0,640).
O percentual de area do colageno tipo 1 (COL 1) néo diferiu entre os tratamentos e também nao
foram encontradas interagcdes (P > 0,239). Foram encontradas interagdes (P = 0,023) entre idade
e sexo, onde novilhos abatidos aos 16 meses apresentaram menor percentual de drea de
coldgeno tipo 3 (COL 3) e ndo foram encontrados efeitos nas classes sexuais (P = 0,400) e nas
idades (P = 0,107). Foram encontradas interagdes (P = 0,049) entre idade e sexo, onde novilhos
abatidos aos 16 meses apresentaram menor propor¢ao de area de COL 3 e ndo foram
encontrados efeitos nas classes sexuais (P = 0,400) e nas idades (P = 0,180). Nao foram
encontradas diferencas entre os genes fibrogénicos e dos genes marcadores da remodelacao do
coldgeno, e também nao foram encontradas interacdes (P > 0,220). Os resultados indicam que
a expressdo foi constante ndo interferindo as classes sexuais de animais castrados e nao

castrados nas idades avaliadas. Conclui-se que como os animais ndo castrados apresentaram
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maior percentual de coldgeno solivel, possivelmente devido ao maior remodelamento da matriz
extracelular estimulado pela hipertrofia das fibras musculares, implicando na continuidade do
crescimento muscular nessa condi¢ao sexual. A redu¢do do percentual e da propor¢do de drea
do COL 3 pode estar associada ao menor turnover do perimisio em novilhos castrados Nelore

aos 15 meses indicando estabilizacdo do crescimento muscular.



ABSTRACT

SILVA, Juliana Chaves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Intramuscular Collagen in castrated and uncastrated Nelore cattle at different ages.
Adpviser: Simone Eliza Facioni Guimaraes. Co-advisers: Mario Luiz Chizzotti, Polyana Coelho
Galvao and Laercio dos Anjos Benjamim.

The objective of this study was to quantify and verify the percentage of solubility of
intramuscular collagen (IMC), which could modify the quality of the meat of castrated and
uncastrated Nelore cattle slaughtered at 9, 13 and 16 months. In addition to investigating
whether possible differences in the expression of fibrogenic genes and of collagen markers
remodeling would be associated with differences in content, solubility and IMC types. Thirty-
six Nelore calves (Bos taurus indicus) were used, half of which were randomly selected for
surgical castration one week before weaning. Animals were confined and submitted to the same
experimental conditions, and six animals of each sex class were randomly assigned to slaughter
when the mean age reached 9.3 + 0.09, 12.6 = 0.05 and 15.7 + 0.07 months. This study was
carried out in a completely randomized design in a factorial scheme with 2 sexual conditions
(castrated vs. uncastrated) and 3 slaughter ages (9, 13 and 16 months). Total collagen content
did not differ across treatments and no interactions were found (P> 0.201). However, no
differences were found among the ages (P = 0.187) and no interactions were found (P = 0.640).
The percentage of collagen type 1 (COL 1) did not differ between treatments and no interactions
were found (P> 0.239). There were interactions (P = 0.023) between age and sex, where steers
slaughtered at 16 months presented lower percentage of collagen type 3 (COL 3) and no effects
were found for sex (P = 0.400) and ages (P = 0.107). There were interactions (P = 0.049)
between age and sex, where steers slaughtered at 16 months presented a lower proportion of
COL 3 area and no effects were found for sex classes (P = 0.400) and ages (P = 0.180). No
differences were found among fibrogenic genes and marker genes for collagen remodeling, and
no interactions were found (P> 0.220). The results indicate that expression was constant
independent of sexual classes of castrated and uncastrated in the evaluated ages. It can be
concluded that as the uncastrated presented a higher percentage of soluble collagen, possibly
due to the greater remodeling of the extracellular matrix stimulated by the hypertrophy of the
muscular fibers, it implies with the continuity of the muscular growth in this sexual condition.

The reduction of the percentage and proportion of the area of COL 3 may be associated to the

X



lower turnover of perimysium in Nellore steers at 15 months indicating stabilization of muscle

growth.
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INTRODUCAO GERAL

O tecido conjuntivo intramuscular (IMCT) € composto por macromoléculas da matriz
extracelular (ECM), como proteoglicanos (PGs), glicoproteinas e coldgenos (Nishimura, 2015).
A principal proteina que constitui este tecido € o coldgeno, e a sua biossintese € dividida em
eventos intra e extracelulares. Os eventos intracelulares iniciam, principalmente com a
expressdo de genes fibrogénicos, seguido de sintese de RNAm especifico para as diferentes
cadeias alfas de procoldgeno, traducdo e subsequente hidroxilagdo enzimdtica de residuos de
prolina e lisina, com simultinea glicosila¢do de residuos de hidroxilisina especificos. As etapas
de sintese resultam em uma molécula tripla helicoidal flanqueada por uma curta regiao nao-
helicoidal, com uma sequéncia repetitiva de GLY-X-Y, onde X ou Y é frequentemente prolina
ou hidroxiprolina. No espaco extracelular, as moléculas de coldgeno se alinham em
microfibrilas, inicia-se a reticulacdo e formam-se fibrilas de diametro maior, pela adi¢dao de

microfibrilas ou por associacdo a outras fibrilas (McCormick, 1994).

O IMCT encontra-se em trés niveis hierdrquicos: o epimisio que envolve todo o musculo, o
perimisio envolve os feixes de fibras musculares e contém depdsitos lipidicos (marmoreio), € 0
endomisio que envolve individualmente a fibra muscular (Nishimura, 2015). As trés estruturas
do IMCT sao diferentes em composi¢do e estrutura, porém todos contém fibroblastos que sao
responsaveis por sua sintese e reparo. Este tecido consiste de redes fibrosas de coldgeno, e
quando os musculos sdo consumidos como carne, o epimisio é frequentemente removido
durante a preparacdo, de forma que o perimisio e o endomisio sdo os principais contribuintes
do IMCT para a textura da carne cozida (Purslow, 2014). Os coldgenos representam de 1 a 10%
da massa seca do musculo, e as variagdes na quantidade do perimisio sdo muito maiores do que
as variacdes no endomisio entre varios musculos, portanto a for¢a necessaria para cisalhar a
carne cozida € determinada pela rede perimisial, pois essa rede € considerada o fator dominante

na resisténcia e na rigidez dos tecidos musculares (Purslow, 2014).

O alinhamento das moléculas de colageno permite a formacao das fibrilas, e sua estabilizagdo
ocorre devido formagdo de ligagdes cruzadas covalentes que conferem resisténcia a tracdo a
rede perimisial. As ligagdes cruzadas sdo estruturas resultantes da condensacio de residuos de
lisina ou hidroxilisina e seus aldeidos, que ligam duas ou trés moléculas ou fibrilas de coldgeno
(McCormick, 1994). As ligacOes cruzadas covalentes intermoleculares do coldgeno sdo as
principais responsdveis para a resisténcia mecénica e a rigidez das fibras presentes no IMCT

(Bailey et al. 1998), estando diretamente relacionada a resisténcia a for¢a de cisalhamento dos
1



feixes de fibras musculares. A condensacdo das ligacdes cruzadas divalentes imaturas em
ligacOes cruzadas trivalentes maduras é um processo catalisado pela enzima Lisil Oxidase
(LOX), e estd diretamente associada a reducdo da solubilidade térmica do coldgeno (Bailey &
Light 1989). Em animais jovens, o coldgeno recém sintetizado contém particularmente ligacdes
cruzadas do tipo divalentes, que sdo soldveis ao calor, tais ligagdes tornam-se trivalentes e
estdveis ao calor com o aumento da idade, enquanto que a maciez da carne diminui com a
reducido da solubilidade do coldgeno intramuscular (Hill, 1966). Portanto a influéncia do IMCT
pode ser determinada pela quantidade e solubilidade do coldgeno, que se torna termoestdvel

devido a presenca de ligagdes cruzadas maduras (Latorre, lezzi, Christensen, & Purslow, 2017).

O perimisio é formado por uma rede de coldgenos tipos 1, 3,4, 5, 6, 12 e 14 (Listrat et al., 1999,
Listrat et al., 2000, Nishimura et al., 1997) variando em didmetro e composi¢do, € sao
constituidos predominantemente por dois fenotipos, coldgeno tipo 1 (COL 1) e coldgeno tipo 3
(COL 3) que se alinham em um arranjo tridimensional para formar fibrilas nos tecidos (Bailey
& Light, 1989), cujas propor¢des variam com a idade do animal, tipo de misculo, sexo e,
provavelmente, taxa de sintese (McCormick, 1994). O COL 1 € caracterizado por filamentos
espessos e apresenta-se em maior quantidade em relagdo ao COL 3 que é constituido de
filamentos mais delgados. O COL 3 é geralmente considerado a forma embriondria ou
precursora de coldgenos fibrilares e com o aumento da idade hd uma mudanca geral e
progressiva no fenoétipo, elevando as concentracdes de COL 1 (McCormick, 1994). Assim
resisténcia a tracdo da rede perimisial pode estar relacionada ao tipo do coldgeno, portanto a
maior propor¢cdo de COL 3 pode ser indicativo de nova sintese de coldgeno e fragilidade do

IMCT presentes no perimisio.

Com o avanco da idade a fibrogenicidade em todos os tecidos aumenta e, eventualmente, algum
grau de fibrose também se manifesta no muasculo (Sun et al., 2015). A fibrose € um acimulo de
coldgenos fibrilares, especialmente do COL 1 (Hosper et al., 2013), e € uma caracteristica
frequente no envelhecimento que ocorre mediante liberacdo do fator de crescimento
transformante beta (TGF-f) estimulando a deposi¢do de colageno pelos fibroblastos. O TGF-f
estimula a fibrose parcialmente via expressao reduzida de metaloproteinases da matriz (MMPs),
familia de enzimas funcionalmente relacionadas que clivam os componentes da ECM e elevam
a expressao do inibidor tecidual das metaloproteinases (TIMPs), aumentando a deposicao do
coldgeno (Huang et al., 2012). A fibrogé€nese possui papel fundamental na regulagdo da ECM,

de forma a interferir no crescimento muscular.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300152#bb0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300152#bb0205
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300152#bb0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174015300152#bb0025

No misculo esquelético, existe um equilibrio entre as enzimas responsaveis pela sintese da
ECM e seus inibidores, e o turnover da ECM € necessdrio para a migragcdo celular, formagao
de miotubos e reorganiza¢do da matriz durante o crescimento muscular (Gillies & Lieber, 2011).
Como o IMCT forma uma rede continua em todo o musculo, ele deve ser continuamente
remodelado durante o crescimento animal para permitir o crescimento muscular através da
hipertrofia das fibras musculares. As estruturas do IMCT devem ser degradadas
proteoliticamente e seguidas de sintese de novos componentes, assim, o IMCT € uma estrutura
dinamicamente remodelada (Purslow, 2014). As alterag¢des nas caracteristicas do IMCT estao
ligadas direta ou indiretamente a perturbacdes na sintese e na maturagdo progressiva do
coldgeno, e nas taxas de furnover que acompanham o crescimento e a hipertrofia muscular

(McCormick, 1994).

O musculo cresce pela hipertrofia das fibras musculares, ocorrendo o aumento da édrea de
superficie e, portanto, a rede endomisial que circunda as fibras também expande, afetando
consequentemente o perimisio que deve ser continuamente remodelado para permitir a
hipertrofia, assim pode-se supor que a solubilidade térmica do coldgeno serd maior nos
musculos em crescimento mais rdpido (Purslow, 2018). E notavelmente aparente que as
concentracdes maduras de ligacdes cruzadas de coldgeno aumentam com a idade, e o aumento
constante na reticulacao de coldgeno maduro é devido a reacdes de reticulacdo progressivas e
continuas que ocorrem dentro do coldgeno fibrilar com consequente retardo das taxas de sintese
a medida que os animais atingem a maturidade. Portanto, o coldgeno parece ser um componente
muito flexivel presente na ECM e o potencial para praticas de manejo visando alterar as

caracteristicas do coldgeno, existem.

Diante do exposto é possivel modificar as praticas de produg¢do visando aumentar a
solubilidade do coldgeno e reduzir a contribuicao do tecido conjuntivo de forma a melhorar a
qualidade do produto comercial. Estratégias como reducdo da idade ao abate, elevacdo da taxa
de crescimento, entre outras intervencdes, podem contribuir para minimizar a dureza da carne,
encurtando o periodo que as ligacdes cruzadas trivalentes sdao formadas (Roy, Sedgewick,
Aalhus, Basarab, & Bruce, 2015). Considerando duas situacdes distintas, primeiro, as
flutuacdes relativamente lentas ou moderadas no crescimento muscular e, segundo, o
crescimento muscular rdpido tipico em machos ndo castrados, as relagdes entre crescimento e
a variabilidade do coldgeno intramuscular podem se tornar aparentes. E conhecido que o animal

nao castrado normalmente produz carcacas mais pesadas e magras do que animais castrados, e
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os novilhos atingem massa proteica corporal madxima em peso menor que os hdo castrados
(Silva, 2018). No entanto, a magnitude da diferenca entre animais castrados e ndo castrados
pode variar com a idade em que foi realizada a castracdo e com o estdgio de desenvolvimento
ao abate (Marti et al., 2013). Tem sido relatado que a castracdo reduz o peso na maturidade
(Valadares Filho et al., 2016), explicando a deposi¢do precoce de marmoreio em bovinos
castrados comparados com bovinos ndo castrados. Hedrick et al. (1969) sugeriram que uma
interacdo entre condi¢do sexual e maturidade pode afetar a qualidade da carne. Quanto as
possiveis relacdes entre o aumento da sintese de coldgeno, a deposicdo de coldgeno imaturo e
a textura da carne, € significativo que a fragdo de IMCT que € soldvel seja geralmente igual ou
maior em animais ndo castrados comparados aos castrados (Crouse et al., 1985; McCormick,
1994; Miller et al. al., 1989). Assim, devido as diferencas na fisiologia do crescimento entre as
duas condicdes sexuais, espera-se variacOes nas caracteristicas da carcaga e da carne com o

aumento da idade, incluindo a quantidade e composic¢ao do tecido conjuntivo adjacente.

Diante do exposto, o presente trabalho testa a hipdtese que podem ocorrer variagdes no
conteudo total, na solubilidade e no percentual dos coldgenos tipos 1 e 3, além de possiveis
diferencas na expressdo génica de marcadores fibrogénicos e de remodelacdo do coldgeno
presentes no musculo esquelético de bovinos Nelore castrados e ndo castrados nas trés idades

selecionadas.
Sendo assim, objetivou-se:

1°) Quantificar e verificar o percentual de solubilidade do IMC, que possam modificar a
composi¢do da carcaca e a qualidade da carne de bovinos Nelore castrados e nio castrados

abatidos em diferentes idades.

2°) Investigar se possiveis diferencas na expressdo de genes fibrogénicos e de marcadores da
remodela¢do do coldgeno presentes no tecido muscular esquelético de bovinos Nelore castrados
e nao castrados nas idades avaliadas, estariam associadas a diferencas no conteudo, na

solubilidade e nos tipos de IMCT.
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RESUMO

O objetivo neste estudo foi quantificar e verificar o percentual de solubilidade do coldgeno
intramuscular, que possa modificar a qualidade da carne de bovinos Nelore castrados e nao
castrados abatidos aos 9, 13 e 16 meses. Além de investigar se possiveis diferencas na expressao
dos genes fibrogénicos e dos marcadores da remodelacdo do coldgeno estariam associadas a
diferencas no contetdo, na solubilidade e nos tipos de coldgeno intramuscular. Foram utilizados
trinta e seis bezerros Nelore (Bos taurus indicus), sendo a metade aleatoriamente selecionada
para a castracdo cirdrgica uma semana antes do desmame. Os bovinos foram confinados e
submetidos as mesmas condi¢des experimentais, e seis animais de cada classe sexual foram
distribuidos aleatoriamente para serem abatidos quando a média da idade atingisse 9,3 + 0,09,
12,6 = 0,05 e 15,7 = 0,07 meses. Portanto, este estudo foi realizado seguindo delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial com 2 condi¢Oes sexuais (castrado vs. ndo
castrado) e 3 idades de abate (9, 13 e 16 meses). O contetido total de coldgeno total ndo diferiu
entre os tratamentos e também nado foram encontradas interagdes (P > 0,201). Os novilhos nao
castrados apresentaram maior porcentagem de coldgeno soluvel (P = 0,034) que os castrados,
porém ndo foram encontradas diferencas entre as idades (P = 0,187), e também ndo foram
encontradas interacdes (P = 0,640). O percentual de drea do coldgeno tipo 1 (COL 1) ndo diferiu
entre os tratamentos e também ndo foram encontradas interacoes (P > 0,239). Foram
encontradas interacdes (P = 0,023) entre idade e sexo, onde novilhos castrados abatidos aos 16
meses apresentaram menor percentual de colageno tipo 3 (COL 3) e ndo foram encontrados
efeitos nas classes sexuais (P = 0,400) e nas idades (P = 0,107). Foram encontradas interacdes
(P = 0,049) entre idade e sexo, onde novilhos castrados abatidos aos 16 meses apresentaram
menor propor¢do de area de COL 3 e ndo foram encontrados efeitos nas classes sexuais (P =
0,400) e nas idades (P = 0,180). Nao foram encontradas diferencas entre os genes fibrogénicos
e dos genes marcadores da remodelacdo do coldgeno, e também ndo foram encontradas
interacdes (P > 0,220). Os resultados indicam que a expressao foi constante nio interferindo
nas classes sexuais de novilhos ndo castrados e castrados nas idades avaliadas. Pode concluir
que os novilhos ndo castrados apresentaram maior percentual de coldgeno soluvel,
possivelmente devido ao maior remodelamento da matriz extracelular estimulado pela
hipertrofia das fibras musculares, acompanhando a continuidade do crescimento muscular nessa

condi¢do sexual. A reducdo do percentual e propor¢do de area do COL 3 pode estar associada



ao menor turnover do perimisio em novilhos Nelore aos 16 meses indicando estabilizagdo do

crescimento muscular.
Palavras chave: Fator de crescimento transformante beta, Lisil Oxidase, mataloproteinases,

Zebuinos, Picrosirus Red.
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1. Introducio

O tecido conjuntivo intramuscular (IMCT) € composto por macromoléculas da matriz
extracelular (ECM), como proteoglicanos (PGs), glicoproteinas e os coldgenos (Nishimura,
2015). O IMCT encontra-se em trés niveis hierdrquicos: o epimisio que envolve todo o
musculo, o perimisio envolve os feixes de fibras musculares e o endomisio que envolve
individualmente a fibra muscular. Os coldgenos representam de 1 a 10% da massa seca do
musculo, e as variagdes na quantidade do perimisio sdo muito maiores do que as variacdes no
endomisio entre varios musculos, portanto a for¢a necessdria para cisalhar a carne cozida é
determinada pela rede perimisial, pois essa rede € considerada o fator dominante na resisténcia
e na rigidez dos tecidos musculares (Purslow, 2014). As ligagdes cruzadas covalentes
intermoleculares do coldgeno sdo as principais responsdveis para a resisténcia mecanica e
rigidez das fibras presentes coldgenas no perimisio (Bailey et al. 1998), estando diretamente
relacionada a resisténcia a forca de cisalhamento dos feixes de fibras musculares. A
condensacdo das ligagdes cruzadas divalentes imaturas em ligacOes cruzadas trivalentes
maduras € um processo catalisado pela enzima Lisil Oxidase (LOX), e estd diretamente
associada a redugdo da solubilidade térmica do colageno (Bailey & Light 1989, McCormick
2009), tais ligagdes tornam-se trivalentes e estdveis ao calor com o aumento da idade. O
perimisio € formado por uma rede de coldgenos variando em didmetro e composicdo, e sao
constituidos predominantemente por dois fenétipos, colageno tipo 1 (COL 1) e colageno tipo 3
(COL 3), cujas propor¢cdes variam com a idade do animal, tipo de musculo, sexo e,
provavelmente, taxa de sintese (McCormick, 1994). O COL 1 € caracterizado por filamentos
espessos € apresenta-se em maior quantidade em relagdo ao COL 3 que é constituido de
filamentos mais delgados e é considerado a forma embriondria ou precursora de coldgenos
fibrilares e com o aumento da idade hd uma mudanca geral e progressiva no fenétipo, elevando
as concentragdes de COL 1 (McCormick, 1994). Com o avanco da idade a fibrogenicidade em
todos os tecidos aumenta e, eventualmente, algum grau de fibrose também se manifesta no
musculo (Sun et al., 2015). A fibrose € uma caracteristica frequente no envelhecimento que
ocorre mediante liberacdo do fator de crescimento transformante beta (TGF-f) estimulando a
deposi¢do de coldgeno pelos fibroblastos. O TGF-f estimula a fibrose parcialmente via
expressdo reduzida de metaloproteinases da matriz (MMPs), familia de enzimas
funcionalmente relacionadas que clivam os componentes da matriz exta celular (ECM) e

elevam a expressdo do inibidor tecidual das metaloproteinases (TIMPs), aumentando a
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deposicdo do coldgeno (Huang et al., 2012). A fibrogénese possui papel fundamental na
regulacdo da ECM, de forma a interferir no crescimento muscular, visto que o IMCT forma
uma rede continua em todo o musculo e portanto deve ser continuamente remodelado durante
o crescimento animal para permitir o crescimento muscular (Purslow, 2014). As alteracdes nas
caracteristicas do coldgeno intramuscular estio ligadas direta ou indiretamente a perturbacdes
na sintese e na maturacio progressiva do coldgeno, e nas taxas de turnover que acompanham o
crescimento e a hipertrofia muscular (McCormick, 1994).

Diante do exposto € possivel modificar as praticas de producao visando aumentar a solubilidade
do coldgeno e reduzir a contribui¢do do IMCT de forma a melhorar a qualidade do produto
comercial. Estratégias como reducao da idade ao abate, elevacao da taxa de crescimento, entre
outras intervengdes, podem contribuir para minimizar a dureza da carne, encurtando o periodo
que as ligacdes cruzadas trivalentes sdo formadas (Roy, Sedgewick, Aalhus, Basarab, & Bruce,
2015). E conhecido que o animal no castrado normalmente produz carcacas mais pesadas e
magras do que animais castrados, e os novilhos castrados atingem massa proteica corporal
maxima em peso menor que os ndo castrados (Silva, 2018). Portanto o objetivo deste estudo
foi quantificar e avaliar os tipos, a solubilidade e a expressdo génica dos mediadores
responsaveis pela deposicdo e composi¢ao do coldgeno intramuscular, que possam modificar a
composi¢do da carcaca e a qualidade da carne de bovinos Nelore castrados ou ndo, e abatidos

em diferentes idades.

2. Material e métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producio da
Universidade Federal de Vigosa — CEUAP-UFV (028/2017) de acordo com as diretrizes da
ARRIVE (Kilkenny, Browne, Cuthill, Emerson, & Altman, 2013).

2.1. Localizagdo e dieta

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio Animal do Departamento de

Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, na cidade de Vigosa (MG). Foram utilizados
trinta e seis bezerros Nelore, machos contemporaneos, com idade média de oito meses e peso
corporal médio inicial de aproximadamente 250 kg, sendo todos oriundos de sistema com
suplementacdo durante a fase de cria (creep-feeding), e metade dos animais foram

aleatoriamente selecionados para a castragdo cirdrgica uma semana antes do desmame. Os
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animais foram confinados logo apds a desmama, vermifugados e alocados nas baias para o
inicio da fase de adaptacdo que teve duracdo de quatorze dias. Ao inicio da fase de adaptacao
os animais foram aleatoriamente divididos em grupos, um grupo de seis bovinos de cada classe
sexual (castrado e nao castrado) foram aleatoriamente selecionados para serem abatidos quando
a média da idade atingisse 9,3 + 0,09, 12,6 £ 0,05 e 15,7 = 0,07 meses. Os bovinos foram
submetidos as mesmas condi¢des experimentais. As exigéncias nutricionais foram estimadas
utilizando o peso médio e o ganho médio didrio de 1,4 kg/dia para as duas classes sexuais,
segundo (Valadares Filho et al., 2010). A dieta (Tabela 1) foi composta de silagem de milho,

fub4, farelo de soja, ureia e sal mineral e fornecida ad libitum.

2.2. Abates e coleta das amostras

No decorrer do experimento foram realizados trés abates. Os abates foram conduzidos de
maneira humanitdria, os animais foram insensibilizados através de injuria cerebral promovida
por marreta pneumdtica com dardo cativo penetrativo, logo em seguida os animais foram
sangrados via veia jugular, conforme Instru¢do Normativa N° 3 de 13/01/2000 (Regulamento
Técnico de Métodos de Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de Animais de Acougue).
Logo apés a sangria, foram retiradas amostras do musculo Longissimus thoracis (LT) na altura
da 13° costela, da meia carcaca esquerda, uma fragcdo foi designada para anélise histolégica os
fragmentos foram fixados por 48 horas em formol tamponado a 10% e, posteriormente,
armazenada em dlcool 70%, e outra fracdo foi identificada, congelada em nitrogénio liquido a
-196°C e armazenada a -80°C para posteriores andlises de expressdo génica. Apds 24 horas de
resfriamento das carcagas, foram obtidas amostras do LT na regido entre a 6° e 9* costela da
meia carcaga direita, que foram liofilizados para determinacdo do teor de coldgeno total e

percentual de solubilidade.

2.3. Determinagdo do coldgeno total e percentual de solubilidade

A quantificacdo do coldgeno foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Cross et
al. (1973), com modificagdes com base nos artigos de Hadlich, Morales, Silveira, Oliveira, &
Chardulo (2008) e Latorre, lezzi, Christensen, & Purslow (2017), como descrita a seguir: Foram
adicionadas 1,5 g de amostra liofilizada em duplicata em tubo de 50 ml de centrifuga em 12 ml
de solucdo salina tamponada (3,5998¢g NaCl, 0,1790g KCl, 1,4303g Acetato de Sédio, 146,7ulL
Acido Acético diluidos em 2L de ddH20 pH=5,6). As amostras foram agitadas e colocadas em
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banho-maria a 80°C por 60 minutos. Apds resfriamento do tubo em banho de gelo (4°C por 15
minutos), este foi centrifugado a 6000 g por 10 minutos e a uma temperatura de 2°C, usando
centrifuga Beckman Coulter, Fullerton, CA, com rotor JA-20. O sobrenadante foi coletado em
frascos confeccionados em vidro neutro, com tampa de rosca com dispositivo anti-gotas (anel
de vedacgdo) em polipropileno e o sedimento foi ressuspendido em 12 ml de solu¢do salina. Uma
segunda centrifugacao foi realizada conforme mencionado anteriormente. Todo o sobrenadante
foi retirado dos tubos e acondicionados nos frascos totalizando 16 ml de sobrenadante, foi
acrescentado 30 ml de HC1 6N. O sedimento (pellet) foi ressuspendido em 8 ml de ddH20 e
acondicionado em frascos de vidros e receberam 20 ml de HCI 6N. As amostras foram mantidas
em estufa a 110°C por 16 horas. Apds resfriar a temperatura ambiente foi acrescentado 200mg
e 900mg de carvao ativado no frasco de digestao do sobrenadante e sedimento respectivamente.
Em seguida foram filtradas e acrescidas de 7 gotas de vermelho de metila, apds tiveram o pH
ajustado para 6,5, mediante utilizacdo de NaOH 2N. As amostras de sobrenadante foram
alocadas em baldo de 200 ml e o sedimento em baldo de 250 ml em ddH2O. Em tubos de tampa
rosca de 35 ml foram colocados 1 ml do filtrado neutralizado mais 2 ml de Isopropanol agitado
em vortex acrescido e 1 ml de solu¢do oxidante (1 volume de solucdo estoque cloramina T
(4,35¢ em 50 ml ddH20) em 4 volumes de solucdo tampdo; 5,5 g de é&cido citrico
monohidratado, 34,4 g de acetato de sddio anidro, 37,5 g de citrato trissddico dissolvidos em
500 ml ddH20) e agitada em vortex, apds repouso de 4 minutos, foi adicionado 2 ml de Solucao
de Erlich (2 g de 4-dimetilbenzaldeido e 2,5 ml de 4cido percldrico a 70%). O tubo foi agitado
em vortex e colocado banho-maria a 60°C por 25 minutos. Em seguida foram arrefecidos e
lidas em espectrofotometro a 558 nm. Para constru¢ao da curva padrdo foi preparada solucao
stock de hidroxiprolina purificada (0,1 g de 4-hidroxiprolina (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO)/1000 mL de solu¢do de ddH20 acrescida de 0,25 ml de HCI 4N). A reagdo de cor € a
leitura foram realizadas da mesma forma aquela realizada com as amostras. Foram utilizadas
quatro concentracdes conhecidas de hidroxiprolina para estabelecimento da curva padrio: 2,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10 ug de hidroxiprolina/ml. Para determinar a quantidade efetiva de coldgeno, a
quantidade de hidroxiprolina foi multiplicada por 7,52 para o sobrenadante e por 7,25 para o
residuo (Cross etal., 1973). O sobrenadante determinou a fragdo do colageno soluvel e o residuo
a fracdo de coldgeno insolivel, em mg/g. O coldgeno total (mg de coldgeno/g de carne), foi
definido pela soma dos dois. A porcentagem de solubilidade foi calculada a partir da razdo do

coldgeno presente na fragdo sobrenadante e o coldgeno total.
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2.4. Avaliacdo histologica dos coldgenos tipos 1 e 3 utilizando a coloragdo Picrosirius Red

O processamento das amostras para microscopia seguiu os métodos rotineiros do Laboratério
de Histopatologia do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Vigosa.
As amostras de musculo previamente obtidas e que se encontravam em alcool a 70% foram
colocadas no histotécnico (processador automatico de tecidos-Leica TP1020, Aotec
Instrumentos Cientificos Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil), na sequéncia foram incluidas em parafina.
Cada bloco, representando uma amostra foi levado ao do micrétomo para obtengdo de cortes
com 5 um de espessura. Posteriormente, os cortes foram desparafinados, reidratados e corados
com Picrosirius Red. Em seguida os cortes foram desidratados e cobertos com laminula,

utilizando meio de montagem rapida.

A andlise histolégica foi conduzida em microscépio de luz (Olympus CX31, Olympus Optical
do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplado a camera fotografica (Olympus U-CMAD?3
SC20, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e em microscépio de luz
polarizada (Olympus BX 50, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) também
acoplado a camera fotografica (Olympus Q-Color 3, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sao Paulo,
SP, Brasil). Com a coloragdo Picrosirius Red foi possivel fazer a diferenciacdo entre COL 1 e
COL 3, que é capaz de detectar o padrdao de birrefrigéncia das fibras coldgenas quando
submetidas a microscopia de luz polarizada. As fibras do tipo I, sdo intensamente birrefrigentes
e demonstram colora¢do com tonalidade variando do vermelho ao amarelado, enquanto as
fibras do tipo III, menos birrefrigentes, emitem coloracdo esverdeada (Charan Gowda, Kokila,
Gopinathan, & Praveen, 2017). Os campos histologicos foram selecionados e avaliados
conforme descrito por Bedoya et al. (2019), sendo da seguinte maneira: da “esquerda para a
direita e de cima para baixo e, para cada campo fotomicrografado”. O total de 10 imagens foram

obtidas, e analisadas no Software Image J, com o plug-in Threshold Colour.
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2.5. Expressdo génica dos genes fibrogénicos (COLIAI, COL3Al, TGFBI), e marcadores da
remodelacdo do coldgeno (LOX, MMP-2, TIMP-1) por reacdo da cadeia da polimerase em
tempo real (RT-qPCR)

As andlises de RT-qPCR foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa. Cinquenta miligramas de
musculo LT em p6 foram utilizados para extracdo de RNA total com reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Para remover a contaminacdo por DNA, as amostras de RNA total foram entao
tratadas com DNase I, Grade de Amplificacio (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare, Freiburg, Alemanha) foi utilizado para
estimar a concentracao de RNA a 260 nm, e a pureza do RNA foi verificada por meio da razio
de 260/280 nm. Finalmente, a integridade do RNA foi verificada através da presenca de bandas
de 18s e 28s em eletroforese em gel de agarose a 1%. A sintese de cDNA foi realizada usando
o kit Transcriptase Reversa GoScript (Promega, Madison, WI, EUA). As amostras foram
armazenadas a -20 até a andlise. Os primers foram projetados pela ferramenta Web Primer-
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) usando as sequéncias de referéncia Bos
taurus do banco de dados GenBank. As sequéncias dos primers dos 6 genes-alvo e do 18S rRNA
controle endégeno sdo mostrados na Tabela 2. A PCR quantitativa em tempo real foi realizada
utilizando uma unidade de PCR Real-Times 7300 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA)
e SYBR Green RT-PCR Master Mix GoTaq (Promega, Madison, WI, EUA) seguindo os
parametros do ciclo: 95 ° C por 3 min e 40 ciclos a 95 ° C por 10 se 60 ° C por 30 s. Os valores

do limiar do ciclo (Ct) foram registrados para genes alvo e enddgeno.

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados em delineamento inteiramente casualizado seguindo um arranjo
fatorial 2 (castrado e ndo castrado) x 3 (9, 13 e 16 meses). A andlise de varidncia (ANOVA) foi
realizada, utilizando o procedimento GLM do SAS. Uma vez detectado efeito significativo (P
<0,05), as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey.

Para anélise estatistica dos dados de contetido total, solubilidade e tipos de coldgeno a ANOVA

foi realizada usando o seguinte modelo estatistico:

Y isi =+ 1+ S+ (IS) + €isl, onde:
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Y iji € o valor observado, em animal 1, classe sexual i e idade j, em que i = 1 ou 2 (classe sexual
ndo castrado e castrado, respectivamente) e j = 1, 2 ou 3 (9, 13 ou 16i, respectivamente), |1 € a
constante geral,

S (ij) I € o efeito aleatdrio de animais na classe sexual i e idade j,

S3)1~N(©0,62A),

¢ 1jl € o erro aleatorio, ie, € ijl ~ N (0, 6 2 e).

Para andlise estatistica dos dados de RT-qPCR a ANOVA foi feita usando o seguinte modelo

estatistico:

Yk =p+ A1)+ D ijk + (RIG) ijk + &ijkl, onde:

Y jjui € o nivel de expressdo do gene k, em animal 1, classe sexual i e idade j, em quei=1 ou 2
(classe sexual ndo castrado e castrado, respectivamente) ¢ j = 1, 2 ou 3 (9, 13 ou 16,
respectivamente), i € a constante geral,

A (1)) 1 € o efeito aleatdrio de animais na classe sexual i e idade j,

A@)I~N (0,62 A),

D ijk ¢ o efeito aleatdrio especifico da amostra, D ijk~N (0, 6 2 D),

(RIG) 1jk € o efeito de interagdo entre classe sexual e a idade.

Os dados da expressao génica foram gerados como valores de Ct (threshold cycle). Os dados

foram transformados para expressao relativa (2-2“Y (Livak e Schmittgen, 2001).

3. Resultados

Animais castrados e ndo castrados foram abatidos com pesos médios de 276,4, 389,3 e 488,6
kg de peso corporal nas trés idades selecionadas. Foram encontradas diferencas no percentual
de solubilidade entre as 2 classes sexuais (Tabela 3, Figura 2). A condicdo sexual por idade no
efeito de interacdo foi encontrada para o percentual de area de COL 3 (Tabela 3, Figura 3) e

para a propor¢do de COL 3 (Tabela 3, Figura 4).

3.1. Teor de coldgeno total e percentual de solubilidade.

O contetdo total de coldgeno ndo diferiu entre as idades (P = 0,726) e entre as classes sexuais

(P = 0,231), e também nao foram encontradas interagdes (P = 0,201). A solubilidade do
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coldgeno diferiu (P = 0,0343) entre as classes sexuais, evidenciando maior solubilidade em
animais nao castrados, porém nao foram encontradas diferencas entre as idades avaliadas (P =
0,187) e ndo foram encontradas interacdes (P = 0,640). O teor de coldgeno intramuscular total

e solivel no musculo LT estdo demonstrados (Tabela 3, Figura 2).

3.2. Quantificagdo histologica de fibras de coldgeno tipo 1 (COL 1) e tipo 3 (COL 3).

O percentual de drea do coldgeno tipo 1 (COL 1) ndo diferiu entre as classes sexuais e as idades
e também ndo foram encontradas interagdes (P > 0,239). Foram encontradas interacdes (P =
0,023) entre idade e sexo, onde novilhos castrados abatidos aos 15 meses apresentaram menor
percentual de drea de coldgeno tipo 3 (COL 3) e ndo foram encontrados efeitos nas classes
sexuais (P = 0,400) e nas idades (P = 0,107), evidenciando menor conteiido de COL 3 em
bovinos castrados abatidos aos 15 meses (Figura 3).

Foram encontradas interacdes (P = 0,049) entre idade e sexo, onde bovinos castrados abatidos
aos 15 meses apresentaram menor propor¢ao de COL 3 e ndo foram encontrados efeitos nas
classes sexuais (P = 0,400) e nas idades (P = 0,180), evidenciando menor contetido de COL 3
em novilhos castrados abatidos aos 15 meses (Figura 4). O percentual de drea e propor¢ao do

COL 1 e COL 3 no musculo LT estdo demonstrados (Tabela 3).

3.3 Niveis de expressdo dos marcadores fibrogénicos (TGFBI, COLIAI e COL3AI) e dos
mediadores da remodelacdo do coldgeno (MMP II, TIMP Il e LOX)

Para investigar o efeito da castracdo e da idade na expressdo dos genes que codificam os
componentes da ECM, avaliamos os niveis de expressdao dos marcadores fibrogénicos (TGF
1, COL1A1 e COL3A1) e dos mediadores da remodelacdo da ECM (MMP II, TIMP II e LOX)
no LT. Nao evidenciamos diferencas entre os genes nas duas classes sexuais (P > 0,303) e nas
trés idades avaliadas (P > 0,399), e também nao foram encontradas interagdes (P > 0,099). Os
resultados indicam que a expressao foi constante ndo interferindo a idade de touros e novilhos.
A comparacdo da expressdao dos genes, em fold-change entre os diferentes tratamentos, que

codificam os componentes da ECM no musculo LT estdao demonstrados (Tabela 3).
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4- Discussao

No estudo conduzido por Silva (2018), utilizando os animais deste trabalho, foram observadas
que as carcagas dos animais nao castrados apresentaram maior peso corporal (P = 0,02) sendo
6% mais pesadas que os castrados. Esses resultados sugerem que, quando castrados ao
desmame e depois alimentados intensivamente, os novilhos Nelore apresentam menor efeito no
crescimento muscular. Porém ndo foram encontradas diferencas na For¢ca de Cisalhamento
Warner-Bratzler (WBSF), demonstrando que a castragdo e as idades avaliadas ndo interferiram

na maciez da carne oriunda destes animais.

4.1. Teor de coldgeno total e percentual de solubilidade

O crescimento muscular ocorre devido a hipertrofia das fibras musculares, promovendo o
aumento da 4rea de superficie e, portanto, a rede endomisial que circunda as fibras também
expande, afetando consequentemente o perimisio que deve ser continuamente remodelado para
permitir a expansdo resultante desse crescimento, assim supde-se que a solubilidade térmica do
coldgeno seja maior nos musculos em crescimento mais rapido (Purslow, 2018). Neste trabalho
os resultados demostram que existem diferencas no percentual de solubilidade do IMCT entre
as duas classes sexuais evidenciando maior solubilidade em animais ndo castrados, porém um
conteudo semelhante de coldgeno total foi observado.

De acordo com Purslow (2018) as ligacOes cruzadas trivalentes maduras do coldgeno sao
formadas pela condensagao das ligacdes cruzadas divalentes devido principalmente ao aumento
da idade, e uma abordagem possivel para reduzir a contribuicdo da ECM muscular, seria
estimular o turnover do IMCT, promovendo a degradacdo proteolitica do coldgeno seguida pela
sintese de colageno. Rompala e Jones (1984) sugerem que a solubilidade térmica do IMCT esta
relacionada com o tfurnover da ECM, e ou com o crescimento muscular. Neste estudo, a taxa
de crescimento elevada nos novilhos nao castrados pode ter culminado com uma resposta
semelhante a sugerida por estes autores, associando o maior remodelamento da ECM a
hipertrofia muscular. Em estudos anteriores Cross et al. (1984) demonstraram que tanto o teor
de coldageno total quanto o percentual de solubilidade do coldgeno foram mais elevados em
animais nao castrados. supde-se que a sintese de coldgeno solivel acompanha a curva de
crescimento muscular declinando a medida que o animal se aproxima da maturidade (Blanco et

al., 2013), e esse efeito estaria relacionado a testosterona interferindo na solubilidade do IMCT
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principalmente devido ao efeito anabdlico deste hormdnio promovendo a expansdo da rede
perimisial.

A reducdo na maciez da carne em animais mais velhos € amplamente relatada, e é resultante do
aumento da estabilidade térmica e mecanica do IMCT (Purslow, 2018). E descrito que a idade
dos animais influencia na formacdo da ECM, e Girard et al. (2011) demonstraram que o
conteuddo total de coldgeno aumenta e a solubilidade do coldgeno reduz com o aumento da idade
ao abate, evidenciando menor solubilidade do IMCT.

O aumento na solubilidade do coldgeno neste estudo, é possivelmente decorrente do aumento
na sintese de coldgeno relacionado as alteragcdes durante o crescimento muscular em touros
jovens, indicando a continuidade do crescimento nesta classe sexual. Alteracdes nas
caracteristicas do coldgeno intramuscular estdo ligadas direta ou indiretamente a perturbacoes
na sintese de coldgeno e nas taxas de furnover. Porém a inexisténcia de diferencas entre as
idades avaliadas pode estar relacionada a precocidade dos animais que foram abatidos em idade
reduzida. Neste estudo, os resultados, no entanto, nao foram relacionados a diferenca na WBSF
(Silva, 2018), demonstrando que alteracdes na solubilidade do IMCT pode ndo estar relacionada

a algumas caracteristicas sensoriais da carne.

4.2. Quantificagdo histolégica de fibras de coldgeno tipo 1 (COL 1) e tipo 3 (COL 3).

As variagOes na propor¢ao dos coldgenos tipos 1 € 3 nos musculos e sua relagdo com a textura
da carne tém sido investigadas, embora os resultados ndo sejam conclusivos e muitas vezes
contraditorios. As quantidades e a distribuicao do IMCT podem variar com o desenvolvimento
muscular, crescimento e funcdo (Purslow 2005). E relatado que o percentual de drea de
coldgeno tipo 1 e 3 pode ser alterada dependendo dos tipos de musculos e da idade dos animais
(Listrat et al., 1999), e na musculatura bovina adulta, o COL 1 € mais abundante no perimisio,
mas os niveis de COL 3 sdo mais elevados no endomisio (Mayne & Sanderson, 1985). Kovanen
& Suominen (1989) relatam que os tecidos fetais ou neonatais sdo ricos em COL 3 e na
musculatura esquelética ha um deslocamento no envelhecimento aumentando as proporcoes de
COL 1.

Blanco & Alonso (2010), demonstraram diferencas nas relacdes de COL 1 e COL 3 no LT de
bovinos da raga Criolla (Bos taurus taurus) em diferentes idades, porém essas diferencas foram
significativas em animais com 24 meses, evidenciando maior conteido para os dois tipos de

coldgenos avaliados, esses resultados sugerem que a idade pode interferir na composi¢ao da
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ECM demonstrando o aumento na propor¢do para ambos os tipos de coldgeno com o avangar
da idade. Burson et al. (1986) em um estudo com touros Simmentais e novilhos castrados,
utilizando dieta altamente concentrada 259 d antes do abate aos 17 meses de idade, demonstrou
que porcentagem de COL 3 ndo difere do IMCT, porém foram utilizados animais heterogéneos
em que as carcacas de touros e novilhos castrados tiveram graus médios de rendimento USDA
de 1,9 e 2,5, respectivamente, e graus de qualidade médios USDA de high Good e low Choice,
respectivamente.

Neste estudo, encontramos efeito de interacdo entre a idade e classe sexual na andlise
histolégica evidenciando que novilhos castrados aos 16 meses apresentam menor conteido de
COL 3, indicando possivel interferéncia na composi¢cdo da ECM nestes animais, porém nao
encontramos diferencas para o percentual e a propor¢do dos tipos de coldgenos no IMCT, que
foi consistente com a auséncia de diferencas na expressdao dos genes fibrogénicos no musculo
esquelético dos animais avaliados. Contudo, o efeito de interacdo pode sugerir que este tipo de
coldgeno esteja parcialmente relacionado a solubilidade, visto que o coldgeno tipo 3 é menor
em diametro do que as fibrilas de coldgeno tipo 1, sendo possivelmente mais susceptivel a
solubilizacdo, possibilitando assim inferir que o percentual e a proporcao de COL 3 estio
relacionados com a taxa de crescimento muscular neste estudo indicando que os animais nao

castrados ainda estdo em crescimento.

4.3 Niveis de expressdo dos marcadores fibrogénicos (TGF p1, COLIAI e COL3Al) e dos
mediadores da remodelacdo do coldgeno (MMP II, TIMP Il e LOX)

O fator de crescimento transformador B1 (TGFB1) é um regulador chave da fibrogénese, e é
abundantemente expresso em fibroblastos (Park et al., 2018). Para avaliar a influéncia da
fibrogénese no musculo LT, determinamos os niveis de expressdo dos genes que codificam o
TGFB1, COL1A1 e COL3A1. Nossos resultados demonstram que tanto a castragdo quanto a
idade ndo afetaram a expressdao do TGFp1, COL1A1 e COL3Al, portanto, é possivel inferir
que a castracdo e a idade ndo influenciam a fibrogénese ao nivel de mRNA neste estudo. Martins
et al. (2015) também ndo observaram diferencas para a expressao de mRNA dos marcadores
fibrogénicos TGFB1, COL1A1 e COL3A1 no musculo esquelético de Angus comparados com
bovinos Nelore, demonstrando que a auséncia de diferencas na expressao destes marcadores

podem ndo influenciar a fibrogénese a nivel de mRNA.
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Resultados conflitantes foram descritos por Zhang et al. (2011) e Park et al. (2018), que
encontraram niveis mais baixos de expressdao de COL1A1 e COL3A1 em animais castrados em
compara¢do com animais ndo castrados, em um estudo com gado Qinchuan e gado Coreano,
respectivamente. Porém Park utilizou animais com escores de marmoreio (1,1 vs. 7,2 nos touros
e novilhos, respectivamente), o que difere deste estudo que utilizou Zebuinos precoces que nao
atingem elevados escores de marmoreio. Diferentemente, o trabalho conduzido por Duarte et
al. (2013), observou maior expressdo de genes fibrogénicos em Wagyu comparado ao gado
Angus. Silva (2018) demostrou que os novilhos Nelore em idade de abate, utilizados neste
estudo, apresentam maior deposi¢do de gordura intramuscular do que os animais nao castrados,
confirmando que perto da puberdade, a composi¢ao do ganho entre estas classes sexuais sao
marcadamente diferentes, e neste estudo encontramos menor propor¢ao e porcentagem de drea
referente a0 COL 3 no perimisio de novilhos castrados aos 16 meses podendo sugerir que o
menor turnover da ECM nestes animais pode estar associado a maior deposi¢ao de gordura e
menor hipertofia muscular.

Duarte et al. (2013), relatou que a adipogénese intramuscular e a fibrogénese podem ocorrer
concomitantemente levando ao aumento de gordura intramuscular e deposi¢do de coldgeno no
musculo esquelético, porém apesar de nossos novilhos castrados com 16 meses apresentarem
maior conteido de gordura intramuscular ndo encontramos diferencas na expressao dos genes
dos marcadores fibrogénicos analisados neste estudo, possivelmente devido ao menor grau de
marmorizacdo quando comparado ao gado Wagyu.

Diversos trabalhos demonstram que a formacdo de ligacOes cruzadas intermoleculares do
coldgeno € mais relevante do que o contetido de coldgeno para determinar a maciez da carne
bovina (Du et al., 2013; McCormick, 1999; Miao et al., 2016). A reticulacdo da molécula de
colageno € catalisada pela LOX e a reducdo das ligacOes cruzadas intermoleculares estdo
associadas a melhora da maciez da carne, principalmente devido a maior solubilidade térmica
do IMC. Para avaliar o efeito da idade e da castracdo na expressdo de genes associados a
reticulacdo de coldgeno, avaliamos os niveis de mRNA do gene que codifica a LOX. Porém,
apesar de diferencas observadas na solubilidade, os niveis de mRNA para expressdao da LOX
ndo diferiram entre os tratamentos. Martins et al. (2015) tambem ndo observaram diferencas
para a expressdo de mRNA de enzimas chave do remodelamento do coldgeno LOX, MMP2

e TIMP1, coincidindo com nosso estudo que indica que a castracdo de bovinos Nelore precoces
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pode ndo afetar significativamente a ligacdo cruzada de colageno intermediada pela LOX no
LT ao nivel de mRNA.

Christensen & Purslow (2016) relatam que as MMPs atuam como enzimas que degradam os
componentes estruturais da ECM, mas novas evidéncias mostram que também estao envolvidas
em uma ampla gama de vias de sinalizacdo extra e intracelulares. As MMPs desempenham
papel central como reguladoras do microambiente tecidual sob condi¢des fisiolégicas durante
o desenvolvimento e remodelacdo ou condi¢des que contribuem para a destrui¢do tecidual
(Christensen & Purslow, 2016; Shiomi, Lamaitre, Darmiento, & Okada, 2010). As gelatinases
(MMP-2 e MMP-9) clivam eficientemente os coldgenos desnaturados (Shiomi, Lamaitre,
Darmiento, & Okada, 2010). Avaliamos os niveis de mRNA dos genes que codificam a MMP-
2 e TIMP-2 e mudancgas na expressdo de mRNA dos marcadores de remodelagdo do colageno,
que também seriam responsdveis por diferencas na solubilidade do mesmo, ndo foram
observadas. Porém sdao necessdrios mais estudos para avaliar o efeito das MMPs nos
tratamentos abordados neste trabalho. Nossos resultados sugerem que a castracdo e a idade
precoce dos animais ndo regulam diretamente a expressao dos genes das enzimas responsaveis

pelo remodelamento do colageno.

5. Conclusoes

A castragdo reduz a solubilidade do coldgeno intramuscular, possivelmente devido ao menor
turnover do IMCT em novilhos Nelore. Os animais ndo castrados apresentam maior percentual
de coldgeno intramuscular solivel, possivelmente devido ao maior remodelamento da ECM
associado a maior taxa e a continuidade do crescimento em novilhos ndo castrados. A redugdo
do conteudo de colageno tipo 3 pode estar associada ao menor furnover do perimisio em
novilhos castrados aos 15 meses. Contudo devido a auséncia de diferencas nos marcadores
responsaveis pela fibrogénese e pelo remodelamento do coldgeno, € possivel inferir que a
castracdo e a idade ndo sdo influenciadas ao nivel de mRNA. De acordo com estes resultados,
os tipos de fibras de coldgeno no LT ndo sdo fatores determinantes para o aumento da
solubilidade do coldgeno, porém mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos

envolvidos no remodelamento da matriz extracelular em bovinos Nelore precoces.
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Tabela 1. Composi¢do da dieta experimental.

Ingredientes %0 MS
Silagem de Milho 41,51
Milho Fub4 45,29
Farelo de Soja 10,17
Uréia 1,01
Nicleo Mineral' 2,02

IComposigdo por kg: 150g de Ca, 17g de P, 23g de S, 45g de K, 14g de Mg, 57g de Na, 360mg de Cu, 21,6mg
Co, 415mg de Fe, 21mg de I, 715mg de Mn, 6mg de Se, 397g PB (NNP) e 714mg de Monensina Sédica.

Tabela 2. Sequéncia dos primers referentes aos genes estudados

Gene Abrev. Sequéncia

F: AGCCAGGGGGGATGTGCCA
Transforming growth TGFp 1

R: TAGCACGCGGGTGACCTCT
factor, beta 1

F: TGCCCCACAGATGCGCACAC
Lysyl oxidase LOX

R: CCCCGGACGTCGAGTAGCCA

F: CGTCGCCCATCATCAAA
Metaloproteinase 2 MMP 2

R: CAGCCGTAGAAGGTGTTTAG
Inibidor da TIMP 2 F: CCCGGACGAGTGCCTCTGGA
Metaloproteinase 2 R: CGCAGGAGCCGTCGCTTC

R: CCACCCCCAGCCGCAAAGAGT
Coléageno Tipo 1 Alfa 1 COL1Al

F: ACGCAGGTGACTGGTGGGATGTC

F: GGCCCCTGGAAAGGACGGA
Colageno Tipo 3 Alfal COL3Al1

R: CCCCGCCAGCACCACAACAT

F: CCTGCGGCTTAATTTGACTC
18 S Ribossomal 18 S

R: AACTAAGAACGGCCATGCAC
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Tabela 3. Teor de coldgeno total (Col tot) e percentual de coldgeno solivel (Col sol); Percentual
de Colagenos tipos 1 (Col 1) e 3 (Col 3); Propor¢do de coldgeno tipo 3 (PCol 3) expressao
relativa de marcadores fibrogénicos (TGFp1, COL1A1 e COL3Al) e de marcadores do
remodelamento do coldgeno (LOX, MMP 2, TIMP 2) no musculo LT (Longissimus thoracis)
de bovinos Nelore.

Idade (I) Classe sexual (S) P-Value

9m 13 m 16 m zg(s)tra do Castrado SEM I S I*S
Col tot! 3,209 3,167 3,247 3,263 3,1526 0,073 0,726 0,231 0,201
Col sol? 15,923 15,075 14,629 15,879 14,5384 0,538 0,187 0,034 0,640
Col 13 9,180 9,771 9,281 9,542 9,2788 0,507 0,372 0,470 0,239
Col 3° 1,648 1,683 1,506 1,644 1,5809 0,104 0,106 0,400 0,023
PCol 3¢ 15,804 15,236 14,402 15,410 14,8842 0,868 0,180 0,400 0,049
TGFp1° 1,046 1,356 1 1,046 1,2184 2,5E-5 0,399 0,443 0,099
LOXS5 1,085 1,036 1,121 1 1,1610 1,9E-6 0,974 0,594 0,971
MMP25 1 1,189 1,047 1,148 1,0118 3,6E-5 0,651 0,435 0,220
TIMP25 1 1,223 1,213 1,138 1,1489 5,0E-5 0,639 0,976 0,286
COL1AT1® 1 1,076 1,310 1,025 1,1207 1,3E-7 0,957 0,809 0,472
COL3A1° 1 1,823 1,371 1,704 1,0920 1,4E-6 0,523 0,303 0,980

ITeor de coldgeno intramuscular com énfase no contetdo de hidroxiprolina em mg/g; *Porcentagem de coldgeno
solivel; *Porcentagem de 4rea referente ao coldgeno do tipo 1 e tipo 3; “Propor¢io de 4rea referente ao coldgeno
tipo 3; "Nivel de expressio relativa (fold-change) para os seis genes (COL1A1, COL3A1, TGF-B, MMP 11, TIMP
II e LOX) em comparagdes pareadas de idades (9, 13 e 16 meses) e classe sexual (Ndo Castrado e Castrado).
As médias de ®LS com letra sobrescrita incomum diferem significativamente Em todos os casos, nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05.
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Fig 1. (1) Fotomicrografia mostrando fibras de coldgeno no perimisio 200x. (2) Fotomicrografia mostrando fibras de coldgeno
no perimisio em microscopia de polarizacdo em 200x. (3) Fotomicrografia mostrando fibras de coldgeno no perimisio de
bovinos Nelore castrados (16 meses) com birrefringéncia laranja avermelhada sob microscopia de polarizagdo em 400x. (4)
Fotomicrografia mostrando fibras de coldgeno no perimisio de bovinos Nelore ndo castrados (16 meses) com birrefringéncia
verde-amarelo sob microscopia de polarizagdo em 400x.
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Fig. 2. Porcentdgem de coldgeno solivel no LT de touros e novilhos. *® As médias de LS com letra sobrescrita
incomum diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Barras denotam erro padrdo
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Fig. 3. Porcentdgem de 4rea de coldgeno tipo 3 (COL 3) no LT de touros e novilhos nas trés Idades avaliadas. *°

As médias de ®LS com letra sobrescrita incomum diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Barras
denotam erro padréo
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Fig. 4. Proporgdo de drea de coldgeno tipo 3 (COL 3) no LT de touros e novilhos nas trés Idades avaliadas. *® As
médias de *°LS com letra sobrescrita incomum diferem significativamente (P <0,05) pelo teste de Tukey. Barras
denotam erro padréo
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