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RESUMO

SILVA, Alessandra Alves da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Estudo miogénico de progénies provenientes de matrizes suinas: efeito do cloridrato de
Ractopamina e do grupo genético Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimaraes.
CoorientadoresAlysson Saraiva e Marcio de Souza Duarte.

Objetivou-se com este estudo estudar desenvolvimento muscular fetal e a qualidade da
carne da progénie de grupos genéticos distintos (Piau e linhagem Comercial) com
inclusao de cloridrato de ractopamina (RAC) fornecido na dieta das matrizes suinas, no
periodo de 30-60 dias de gestacdo. Foram utilizadas 10 matrizes suinas de 12 e 22 ordem
de partos, (quatro matrizes da raca local Piau e seis matrizes da linhagem comercial)
(Large White x Pietrain). As matrizes foram identificadas por meio de brincos e
receberam manejos alimentares, reprodutivos e sanitarios semelhantes. Aos 60 dias de
gestacao foram abatidas 4 matrizes (duas comerciais e duas Piau) e coletados 6 fetos (3
machos e 3 fémeas) por matriz (n=24 fetos). Foram retiradas amostras do musculo
Longissimus dorsi (LD) para analise histologica e perfil de expressao génica. As demais
matrizes foram acompanhadas até o momento do parto, sendo suas progénies monitoradas
até atingirem 140 dias de idade, e entdo abatidos 12 animais Piau, (seis machos e seis
fémeas) e 24 animais de linhagem comercial (12 machos e 12 fémeas) foram retiradas
amostras do musculo LD para andlise histologica e perfil de expressao génica . Apos 24
horas de resfriamento das carcacas, foram coletadas amostras de carne da regido das trés
Ultimas costelas para avaliacdo de parametros qualitativos da carne. Verificou-se para
contagem de numeros de fibras musculares secundarias que fetos fémeas da raca Piau
apresentaram acréscimo (P < 0,001) em média de 40% no numero de fibras musculares
secundarias em relacdo aos machos. Para os resultados de expressdo génica para o0 gene
beta 2 Adrenergic Receptor (ADRB2) verificou-se diferengca (P = 0,008) entre grupo
genético, sendo que fetos da raca Piau expressaram 4,35 vezes a mais 0 gene em relacao
a fetos da linhagem comercial. No entanto, para o gene (MYHC IIA), observou-se que
animais da linhagem comercial expressaram 1,83 vezes mais (P = 0,04) o gene em relagéo
animais da raca Piau. Nao se verificou diferencas nos parametros qualitativos de carne
(extrato etéreo e forca de cisalhamento). A inclusdo de RAC na dieta de fémeas suinas

gestantes durante o periodo de 30-60 dias de gestacdo promoveu respostas fenotipicas
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diferentes entre animais ndo melhorados (Piau) e animais melhorados (Comercial)

guando contrastados a literatura.



ABSTRACT

SILVA, Alessandra Alves da, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July of 2015.
Myogenic study of progeny from sows: effect of Ractopamehydrochloride and
genetic group.Adviser: Simone Eliza Facioni Guimara€a-Advisers: Alysson Saraiva

and Marcio de Souza Duarte.

We aimed this study is fetal muscle development and progeny meat quality distinct
genetic groups (Piau and Commercial line) with inclusion of ractopamine hydrochloride
(RAC) supplied in the diet of sows in the period of 30-60 days gestation. 10 sows were
used first and second order births (four arrays of local breed Piau-six arrays of commercial
line) (Large White x Pietrain). The arrays were marked with earrings and received food,
reproductive health and similar managements. After 60 days of gestation were
slaughtered 4 matrices (two and two commercial Piau) and collected six fetuses (3 males
and 3 females) per array (n = 24 fetuses). Samples were taken from the Longissimus dorsi
(LD) for histological analysis and gene expression profile. The other mothers were
followed up until the moment of birth, and their progeny monitored until they reach 140
days of age, and then slaughtered 12 Piau animals (six males and six females) and 24
animals of commercial line (12 males and 12 females) were LD muscle samples taken for
histology and gene expression profile. After 24 hours of cooling carcasses, meat samples
were collected from the region of the last three ribs for qualitative parameters of the meat.
It was found for counting muscle fibers secondary numbers of female fetuses Piau race
showed an increase (P <0.001) average of 40% in the number of secondary muscle fibers
compared to males. For the results of gene expression for gene beta 2 Adrenergic
Receptor (ADRB2) there was difference (P = 0.008) between genetic group, and race
fetuses Piau expressed 4.35 times more the gene regarding the lineage of fetuses
commercial. However, for the gene (MyHC I1A), it was found that animals of commercial
strain expressed 1.83 times more (P = 0.04) compared the gene Piau breed animals. There
were no differences in meat quality parameters (lipids and shear force). The inclusion of
RAC in the diet of pregnant sows during the 30-60 days of gestation promoted different
phenotypic responses between unimproved animals (Piau) and improved animal

(Commercial) when contrasted literature.



INTRODUCAO

Racas de suinos melhoradas geneticamente (linhagem Caljnerchao
melhoradas (Piau) tém diferenca genética significativa na taxa de crescimento muscular
e de gordura. Animais de linhagem comercial de forma geral, sdo caracterizados pela alta
porcentagem de carne magra, crescimento rapido e elevado peso corporal (Newcom et
al., 2004; Li et al., 2003). Em contraste, a raca Piau é caracterizada pelo crescimento
muscular lento, baixo peso corporal e altos indices de gordura subcutanea (Guimaraes e
Lopes, 2001). As diferencas nos termos de crescimento muscular entre animais de
linhagem Comercial e Piau caracterizam um bom modelo para estudar o mecanismo
subjacente desenvolvimento muscular e diferengas fenotipicas.

Em tecido muscular esquelético de suinos as fibras primarias sdo formadas a
partir de 35 dias de gestacao e sua quantidade pode aumentar até os 60 dias de gestacao.
Por outro lado, a formacé&o das fibras secundarias ocorre a partir de do 54 dias de gestacao
finalizando o processo de hiperplasia proximo aos 90 dias de gestacdo (Wigmore &
Stichland, 1983).

No periodo compreendido entre 50 e 80 dias de gestacdo as células do tecido
muscular esquelético fetal podem ser influenciadas pelo status nutricional materno, o que
pode alterar o numero de fibras ao nascimento. Tal susceptibilidade se d& principalmente
em virtude da menor prioridade de desenvolvimento do tecido muscular esquelético
durante a fase de organogénese fetal, 0 que faz com que altera¢des no status nutricional
da matriz durante a gestacéo afete de forma contundente o desenvolvimento muscular
esquelético (Zhu et al., 2008). Dessa forma, intervengdes nutricionais durante a gestacéo
possibilitam a manipulacao intrauterina da formacao do tecido muscular esquelético e
consequentemente alteracfes das condi¢cdes de crescimento e desenvolvimento durante a
fase pos-natal do animal.

Diversos estudos tém sido realizados em animais de producdo com intuito de
alterar a trajetéria de desenvolvimento muscular fetal por meio de manipulacdo da dieta
de matrizes durante a gestagéo (Tong et al., 2009; Duarte et al., 2014; Reed et al., 2014).
Neste contexto, o uso do cloridrato de ractopamina (RAC) em dietas de matrizes gestantes
tem sido sugerido como forma de manipulacdo de crescimento/desenvolvimento
muscular fetal (Garbossa et al., 2015). O cloridrato de ractopamina tem por funcéo geral,

quando fornecido em animais de terminacao, inibir a ligagdo da insulina no receptor
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adrenérgico dos adipocitos, e assim, antagonizar a a¢ao da insulina diminuindo a sintese
e deposicao de gordura nos suinos e aumento da sinteseafAgertini et al., 2011).
Assim, é possivel que o fornecimento de RAC em dieta de fémeas gestantes altere
positivamente a trajetéria de desenvolvimento muscular durante a fase fetal por meio do
aumento do numero de fibras musculares nos fetos durante a gestacao.
Consequentemente, a progénie apresentaria alto potencial de crescimento muscular
durante a fase poOs-natal. A pesquisa do complexo mecanismo de desenvolvimento
muscular subjacente é benéfico para o melhoramento genético para porcentagem de carne
magra e qualidade da carne.

Assim, objetivou-se estudar o desenvolvimento muscular fetal e a qualidade da
carne da progénie de grupos genéticos distintos (Piau e linhagem Comercial) com
inclusédo de cloridrato de ractopamina (RAC) fornecido na dieta das matrizes suinas, no

periodo de 30-60 dias de gestacao.



REVISAO DE LITERATURA

Raca Piau

As racas naturalizadas brasileiras tiveram sua origem nas racas introduzidas
pelos colonizadores portugueses no século XVI, entre elas destacam-se o Bjau, Tat
Canastra, Nilo, Caruncho, Pereira e Pirapitinga (Egito et al., 2002).

O Piau foi a primeira raga nativa a ser registrada, em 1989, com origem nos
Estados de Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo. Sua pelagem € oveira (branca-creme com
manchas pretas) com orelhas intermediarias entre Ibéricas e Asiaticas, € considerada a
mais importante raga nacional (Sarcinelli et al., 2007).

O suino Piau é caracterizado por baixo desempenho, pequeno tamanho de
leitegada, rusticidade, adaptabilidade a condi¢cdes pobres de manejo e alimentacao e

destaca-se pelo grande acumulo de gordura subcutanea (Guimaraes e Lopes, 2001).

Efeitos da placentacdo em suinos

A ocupacdo do espaco uterino disponivel € importante para a manutencdo da
gestacdo. Por volta do 13° dia de gestacdo, o alongamento estd quase terminado e o
concepto se posiciona de forma que favoreca a associagdo com as pregas do endométrio.
Entre os dias 15 a 16 de gestacado, este processo se concretiza pela interdigitacdo das
microvilosidades do endométrio e do concepto (Dantzer & Winther, 2001). Este evento é
essencial para demarcar o espaco uterino disponivel para cada concepto competir pelos
nutrientes fundamentais para sua sobrevivéncia (Geisert & Yelich, 1997).

Em leitegadas numerosas o espaco uterino pode ser um fator limitante, pois a
reducdo da area da superficie endometrial por feto reduz o crescimento placentario,
comprometendo o peso ao nascer (Geisert & Yelich, 1997) por exemplo em leitegadas de
11 leitdes apresentaram média de 15909 de peso ao nascimento, ao aumentar 5 leitdes por
leitegada verificaram que a média de peso ao nascimento caiu para 1260g (Quiniou et al.,
2002).

De acordo com os autores Dantzer & Winther, (2001); Thompson, (2006), a
vascularizacdo da placenta é fundamental para o desenvolvimento das células e sua

principal fungdo é a manutencao de trocas gasosas, residuos e nutrientes entre a matriz e



0 concepto, como glicose, aminoacidos, vitaminas hidrossoluveis (Complexo B
vitamina K) e esteroides, sendo essencial para a capacidade uterina.

A restricdo do crescimento intra-uterino (RCIU), refere-se ao crescimento
prejudicado do embrido/feto ou seus 6rgaos durante a gestacao e é considerado grave em
suinos em funcéo da insuficiéncia placentaria, afetando o peso ao nascer, de modo que
15-20% dos leitdes apresentam um peso ao nascimento inferior a 1100g, podendo causar
um efeito de nanismo permanente, além de reduzir a sobrevivéncia neonatal, também
compromete o desenvolvimento muscular e dos érgdos (Wu et al., 2006).

Wang et al. (2008), verificaram que a RCIU afeta a composicdo do musculo e a
distribuicdo do tipo de fibra muscular, verificando alteragbes em 12 proteinas,
consequéncia de reducdo da sintese de polipeptideo o que induz ao estresse oxidativo e
prejudica a saude dos leitbes recém nascidos. Os autores mencionam ainda que estes
podem ser os principais fatores responsaveis pela absorcdo anormal, bem como o

crescimento reduzido do intestino delgado, figado e do musculo em leitdes com RCIU.

Miogénese

O desenvolvimento muscular é um processo complexo. Os mioblastos células
progenitoras miogénicas que se originam a partir de células percussoras mesenquimais e
desenvolvem-se em fibras musculares multinucleadas, em um processo denominado
miogénese (Parker et al., 2003; Te Pas et al., 2005; Tang et al., 2007; Zhao et)al., 2011
Esse processo ocorre em duas fases, sendo elas a determimagiferenciacdo. A
determinacdo € a fase em que as células mesenquimais que estdo se multiplicando se
diferenciam em mioblastos, seguida da proliferacdo dos mioblastos e varios mioblastos
se fundem para formar os miotubos alongados (Buckingham et al., 2003). Moyses &
Schulte (2010) detalham os eventos de células satélites crescidas em cultura, no
primeiro dia quando as células satélites entram no programa miogénico, induzidas pelo
horménio IGF-1l, os mioblastos comecam a expressar um conjunto de proteinas que
atuam como ativadores transcricionais, esses fatores incluem proteinas da familia fatores
de regulagdo miogénica fatores de regulagdo miogénica MFRs, que estimulam a
expressdo de genes que codificam proteinas musculares especificas, como miosina ll,
alfa-actina e troponinas. Os mioblastos individuais s&o estimulados por hormonios a se

fundirem para formar os miotubos multinucleados.



A diferenciacéo acontece quando os genes dos miotubos iniciam sua expressao
musculo-especifica, dessa forma os mioblastos param de se multiplicar, entéo as fibras
musculares passam a crescer principalmente em volume (Buckingham et al., 2003; Zhao
et al., 2011), processo conhecido como hipertrofia e caracteriza o crescimento muscular
pos natal.

Durante o processo de miogénese, ocorrem duas grandes ondas de geracdo de
fibras, que originam as fibras priméarias que se formam nos primeiros estagios da fusdo
dos mioblastos durante a primeira onda e as fibras secundarias que séo formadas durante
a segunda onda de diferenciacdo dos mioblastos fetais (Beermann et al., 1978; Te Pas,
2005). Ainda pode ocorrer uma terceira populacao de mioblastos (Te Pas et al., 2005) que
ndo formam fibras musculares, mas ficam localizadas préximas as fibras, denominadas
de células satélites, responsaveis pela manutencdo do tecido (Junqueira & Carneiro,
2013).

O conhecimento dos mecanismos de regulacdo envolvidos no processo de
miogénese tem apresentado boa evolugdo nos dltimos anos, destacando-se avancos no
conhecimento de fatores de regulacéo miogénica fatores de regulacao miogénica (MRFs),
responsaveis pelo controle da expressdo coordenada de genes responsaveis pela
diferenciacdo de mioblastos em miocitos maduros (Sabourin & Rudnicki, 2000).
Conforme Bergstrom & Tapscott (2001). Os fatores de regulacédo miogénica (MRFs) sédo
€ compostos por quatro genes, sendo eles diferenciacdo miogénica 1 (MyoD), fator
miogénico 5 (Myf-5), Miogenina (MYOG) e fator miogénico 6 (Myf-6) ou (MRF4
Enquanto que (MyoD¢ (Myf-5) apresentam participacdo na determinagéao da linhagem
dos mioblastos a (MYOG) e o (MRF-4) sdo importantes para a diferenciacdo e
manutencdo do estado terminal diferenciado (Perry & Rudnick, 2000; Sal8ourin
Rudnicki, 2000 Kollias e McDermott, 2008

Muréni et al. (2007) em estudos de transcriptoma do musculo esquelético na
fase pré-natal nas ragas Pietrain e Duroc identificaram novos genes (GATA3, HMGA2,
NRAP, SMC6L1, SPP1, RABZ6IP2 e TJP1) ndo previamente associadas com miogénese
Outros estudos tem encontrado uma variedade de genes e fatores de transcricao
envolvidos na diferenciagdo miogénig@4X3, PAX7, f-catenina, SOX15 e SOXL17)
(Messina & Cossu, 2009; Hutcheson et al., 2009; Savage et al., 2009). Zhao et al. (2011),
identificaram 595 genes diferencialmente expressos de importancia para a miogénese,

mostrando o quéao complexo seu sistema de regulagéo pode ser.



De acordo com Wigmore & Stichland (1983), em suinos as fibras primarias estéo
presentes a partir dos 35 dias de gestacdo e sua quantidade pode aumentar até os 60 dias
de gestacdo, j4 a formacéo das fibras secundéarias ocorre por volta do 54 a 90 dias de
gestacao, finalizando o processo de hiperplasia proximo aos 90 dias.

A formacdo das fibras secundarias sobrepde parcialmente a formacao de
adipdcitos intramusculares e fibroblastos. Juntos, esses tipos de midcitos, adipdcitos e
fibroblastos produzem 3 tipos celulares que constituem a estrutura basica do musculo
esquelético (Du et al., 2010; Yan et al., 2013), e a inducédo de formacédo de uma dessas
linhagens celulares pode ser feita durante a fase de gestacao via nutricdo (Duarte et al.
2014).

De acordo com sua estrutura e sua composi¢cdo molecular, as fibras musculares
podem ser classificadas em tipoti@o Il. As fibras do tipo | sdo originadas pela fibra
primaria, ja as fibras tipo Il sdo originadas pelas fibras secundarias (Junqueira & Carneiro,
2013).

As fibras do tipo | apresentam grande quantidade de sarcoplasma contendo
mioglobina de coloracdo vermelho escura, elas sdo adaptadas para contracdes
continuadas, sua energia € provinda em maior parte dos acidos graxos e expressam tipos
especificos de proteinas: isoformas de proteinas do filamento grosso (miosina, cadeias
leves da miosina), filamentos finos (troponina e tropomiosinae maquinaria de transporte
de ions). As fibras do tipo Il sdo adaptadas para contracdes rapidas e descontinuas, contém
pouca mioglobina, por isso apresentam coloracdo vermelho claro. Sdo subdividas em
tipos IIA, 1IB e IIC (Junqueira & Carneiro, 2013).

Crescimento poés natal

Numa condi¢éo pré-natal, classicamente se conhece que o numero de fibras pode
ser afetado pelas condi¢Bes as quais o ambiente uterino esta sendo submetido, em geral
condicdes nutricionais, maternas e de inervacgao, entretanto, tais condicbes podem ter um
efeito extensivo no periodo pés natal, comprometendo o indice de crescimento (Silva,
1999).

O potencial de crescimento pos-natal de animais de producéo de carne é limitado
pela hipertrofia de suas fibras musculares, processo caracterizado pelo aumento em

volume individual de cada célula. A hipertrofia € atingida quando as fibras musculares



alcancam em maximo tamanho que pode ser limitado a genética do animal (Handel &
Stickland, 1988).

Animais que possuem fibras musculares grandes representam animais de
crescimento muscular rapidBorosky et al. (2010) verificaram que para contagem total
de fibras musculares, hibridos comerciais e suinos cruzados Large White x Landrace
apresentaram maior niumero de fibras no midstangissimus dorsi que animais do
grupo isento de selecéo.

A extensao da hipertrofia da fibra muscular e, consequentemente, a capacidade
do musculo esquelético em crescer, depende também do nimero de fibras musculares que
€ determinado na fase pré-natal. Isso tem mostrado que o tamanho da fibra muscular é
inversamente proporcional ao numero de fibras, o que implica em dizer que o potencial
de crescimento de cada fibra muscular € menor quando ha um alto numero de fibras, e
gue o potencial de cada fibra muscular podera ser maior quando o numero de fibras &
menor (Rehfeldt et al., 2000).

Assim, o crescimento potencial do tecido magro depende primeiramente do
namero de fibras musculares formadas no periodo pré-natal, seguida do processo

hipertréfico na fase pds-natal (Rehfeldt et al., 2000).

Cloridrato de Ractopamina

O cloridrato de ractopamina (RA€um agonista - adrenérgico que tem sido
utilizado nas dietas de suinos por proporcionar melhorias significativas no desempenho e
nas caracteristicas de carcaca, proporcionando reducdo na gordura da camsaca e e
consequéncia o aumento da carne magra (Smith, 1998; Agostini et al., 2011).

O modo de acéao de beta adrenérgicos no tecido adiposo estdo bem documentados
(Mills et al., 1990 Mersmann, 2002; Agostini et al., 2011). Em contraste, pouco se sabe
sobre a acdo desses repartidores nas vias de sinalizacdo intracelular no musculo
esquelético.

Quando fornecido em animais de terminacdo, esse agonista atua como agente de
reparticdo, redirecionando os nutrientes da sintese lipidica para a deposi¢do de tecido
muscular (Watkins et al., 1990; Agostini et al., 2011). De maneira geral esta substancia
se liga aos receptores -adrenérgicos presentes nos tecidos adiposo e muscular (Moody
et al., 2000).



Os receptorep-adrenérgicos encontrados na membrana plasmatica das células
de diversos tecidos sdo agrupados em 3 tigpado eles B1, B2 ¢ B3. Porém, 0s aditivos
desenvolvidos para uso em animais sao especifara os receptores 1 ¢ f2. Em sua
estrutura primaria os receptores podem possuir mais de 400 aminoacidos, e presenca de
sete dominios transmembrana de natureza hidrofébica, que por sua vez ancoram 0s
receptores a membrana (Smith et al., 1990; Moody, 2000).

Com a ligacdo do agonista sap-receptores, estes se fixam a proteina Gs
formando um complexo. A proteina Gs faz parte de uma familia de proteinas homologas
e tfiméricas, composta por 3 subunidades, a, B, e y (Moura & Vidal, 2011). A subunidade
a da proteina Gs por sua vez ¢é responsavel por ativar a Adenilato Ciclase, transfomando
o ATP em Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc), esta por sua vez se liga a subunidade
regulatoria da proteina quinase A (PKA), ativando-a (Hauache, 2001; Moura & Vidal,
2011). Essa enzima € composta por duas subunidades: uma reguladora (R), com alta
afinidade pelo AMPc, e uma catalitica (C). Na auséncia de AMPc, a subunidade C torna-
se inativa pela formacdo de um complexo tetramérico R2C2. A ligacdo do AMPc a
subunidade R induz mudancas conformacionais que resultam na dissociacdo da
haloenzima inibida e consequente ativacdo da PKA, que em seguida pode fosforilar
diversas estruturas intracelulares, obtendo uma resposta especifica ao estimulo agonista
(Silva et al., 2009Moura & Vidal, 2011).

Em decorréncia da estimulacdo continua das células com agonista beta-
adrenérgico, alteracdes podem ocorrer, e sdo denominadas dessensibilizacdo e promovem
reducdo na responsividade celular, podendo ser divido em dessensibilizacdo homéloga e
heter6loga (Pinto et al., 2005). A dessensibilizacédo refere-se a reducdo temporéaria na
densidade dos beta-receptores presentes na superficie celular onde ha o desacoplamento
da proteina G e a ligacdo da beta-arrestina (proteina citoplasmatica), com alta afinidade
as moléculas de clatrina, iniciando a internalizacdo (endocitose) em vesiculas recobertas
por essas moléculas e posteriormente para compartimentos endossémicos (Mills, 2002).
A ressensibilizagéo destes receptores pode ser feita com a retirada do agonista. Assim 0s
beta-AR sao desfosforilados por fosfatases, dissociados da beta-arrestina e reciclados
para membranas plasmaticas para reiniciar sua atividade, enquanto que o processo de
down-regulation implica na diminuicdo do numero total destes receptores por meio da
internalizacdo, com posterior degradacdo dos beta-AR nos lisossomas (Alberts et al.,
2004).



No ultimo estagio dessa cascata ha a fosforilacado da proteina perilipina A como
a enzima lipase sensivel a horménio (HSL), estimulando a mobilizagéo dos triglicerideos
estocados nos adipdécitos culminando na lipdlise (Mersmann, 2002), e na inativacao de
enzimas lipogénicas, envolvidas na sintese de novo de acidos graxos e triglicerideos,
como a Acetil-CoA carboxilase. A atividade anti-lipogénica da PKA também é resultado
da inativagdo de transportadores de glicose e da reducdo na expressao de genes
lipogénicos (Mersmann, 1998), acarretando na reducao da sintese e deposicao de gordura
subcutanea (Cantarelli et al., 2009) quando fornecidos em animais em terntitzdgayp
et al., (2011)edudando a relacdo da RAC com o tecido adiposo em suinos pré-abate,
com administracao de 0, 20 e 60ppm, com periodos de alimentacdo em 14, 28 e 42 dias,
verificaram sua influéncia na expressdo de genes lipogénicos envolvidos na via
Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc), verificaram a reducédo na expresseasino
periodo de fornecimento de 14 dias com 60ppm de ractopamina e no periodo de 28 e de
42 dias para as doses de 20 e 60ppm e GLUT-4, no periodo de 14 dias com dose de 60ppm
e no periodo de 28 dias nas doses de 20 e 60ppm, também foi constatado a reducao na
abundancia para SREBPePPPARy2 nos periodos de 28 e 42 dias.

Héa ainda acao nas células protéicas musculares, onde ocorre aumento da sintese
de proteina a partir dos nutrientes que seriam destinados a lipogénese (Mills et al., 1990;
Gunawan et al., 2007; Sanches et al., 2010), entretanto esse mecanismo de a¢édo néo &
totalmente documentado na literatura embora alguns autores tém demonstrado que a
administracdo de RAC resulta no estimulo da sintese protéica principalmente de actina e
miosina (Bergen et al., 1989; Shappel et al., 2000).

Esse mecanismo de ac¢édo é menos compreendido ainda quando o fornecimento é
feito em porcas gestantes com objetivo de verificar seu efeito na progénie. A estimulacéo
“in vitro” do musculo esquelético por agonista beta-adrenérgico, por meio da modulac¢do
na concentracdo de AMPc, esta envolvido na regulacéo da diferenciacéo deste &ecido. H
indicios que a administracdo de um agonista beta-adrenérgico durante a gestacdo possa
afetar, por meio da concentracdo de AMPc, o desenvolvimento pré-natal do musculo
esquelético (Kim et al., 1994).

Alguns trabalhos tém sido propostos com o objetivo de verificar os efeitos da
RAC em progénies de fémeas tratadas com o aditivo durante a gestacéo. Entre eles, Hoshi
et al., (2005a), que avaliaram a administracdo de 20ppm de RAC em 4 periodos da
gestacédo (12 25-50 dias; 22 50-80; 32 25-80 e 42 sem RAC) em fémeas suinas, verificaram

aumento de 6.85% de fibras no musculo Semitendinoso, o estudo demonstrou que 0s
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leitbes nascidos de matrizes tratadas com RAC durante o periodo de 25-50 dias de
gestacdo apresentaram taxas de crescimento mais elevada do que leitdes do grupo
controle. Garbossa et al. (2015) ao compmamgdieta 1: controle; dieta 2: arginina; dieta

3: 20ppm de RAC durante 25-53 dias de gestacao; dieta 4:arginina+RAC ) verificaram
reducao de 4,58% no numero de fibras e para diametro um aumento de 16,34% em relacao
ao grupo controle ao fornecer 20ppm de RAC durante o periodo de 25-53 dias de gestagéo
no M. Semitendinosus, entretanto, a combinacdo de arginina+RAC né&o influenciou o

didmetro ou o numero de fibras musculares.
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MATERIAL E METODOS

Todos os métodos envolvendo o manejo dos animais e o0s procedimentos
experimentais, neste estudo, foram feitos de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais de Producao (CEUAP-UFV), processo 16/2014 (Anexo A).

Animais, desenho experimental, dieta e coleta de material biol6gico

Os animais foram provenientes da Granja de Melhoramento de Suinos (GMS) e
as analises conduzidas no Laborat6rio de Biotecnologia Animal (Labtec), Laboratério de
Andlises de Carne ambos do Departamento de Zootecnia da UFV e no Laboratério de
Histologia do Departamento de Biologia Geral da UFV.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em arranjo
fatorial 2 x 2 (dois grupos genéticos, Piau e Comercial; dois sexos, machos castrados e
fémeas), desbalanceado.

Foram utilizadas 10 matrizes suinas de 12 e 22 ordem de partos, (quatro matrizes
da raga local Piau e seis matrizes da linhagem comercial) (Large White x Piétsain).
matrizes foram identificadas por meio de brincos e receberam manejos alimentares,
reprodutivos e sanitarios semelhantes. As fémeas foram inseminadas, seguindo protocolo
de 12-24 horas ap6s identificacdo do estro. As doses inseminantes dos machos (Pietrain)
utilizados foram distribuidos de forma a ser preservado o uso de diferentes machos sendo,
portanto, isolado o efeito do macho.

Foram utilizados dois tratamentos constituidos de uma rac¢do basal (Controle
_CoN) e racao (Ractopamina, RAC), com adi¢cdo de 20ppm de RAC em substituicdo ao
milho. As rac¢des (Tabela 1), foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de
fémeas suinas gestantes de acordo com as recomendac¢fes de Rostagno et Als (2011
racOes experimentais foram fornecidas durante o periodo de 30 a 60 dias de gestacéo, na
quantidade de 2kg divididos em dois arragoamentos diérios e agua fornecida a vontade
durante todo o periodo de gestacdo. A partir dos 60 dias de gestacdo o fornecimento de

dietas contendo RAC foi cessado e todas as matrizes passaram a receber a dieta CON.
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Tabela 1 Composigéo centesimal e valores nutricionais das ra¢des fornecidas as matrizes
gestantes que receberam cloridrato de ractopamina dos 30 aos 60 dias de

gestacao.
Ingrediente (%) Controle Com Ractopamina
Milho 58,356 58,256
Farelo de soja 13,00 13,00
Farelo de trigo 25,00 25,00
Fosfato bicalcico 1,630 1,630
Calcario 1,271 1,271
Cloreto de colina 0,100 0,100
Sal 0,443 0,443
Mistura vitaminica 0,100 0,100
Mistura minera 0,100 0,100
Ractopamin 0,000 0,100
Total 100,00 100,00
Composigao nutricional calculata
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2953 2956
Proteina bruta (%) 14,37 14,37
Lisina digestivel (%) 0,550 0,550
Treonina digestivel (%) 0,445 0,445
Met + cis digestivel (%) 0,435 0,435
Saodio (%) 0,195 0,195
Calcio (%) 0,962 0,962
Fosforo disponivel (%) 0,448 0,448

!Contetido/kg do produto: vitamina A: 10000000Ul; Vitamina D3: 140000Vitamina E: 30000mg;
Vitamina K3:2800mg; Vitamina B1: 1800mg; Vitamina B2: 5600mg; Vitamina B®®0mg; Vitamina
B12: 18000mg; calcio: 20g; Niacina: 30g; Acido Folico: 1000mg; Biotina: 240mg)i8ef0mg; B.H.T.:
5000mg.

2Conteldo/kg do produto: Ferro (min.): 80g; Cobre (Min.): X2ghalto (min.): 1000mg; Manganés
(min.): 40g; Zinco (min.): 100g;

3Contelido/kg do produto: 20g de cloridrato de ractopamin

“Composicéo nutricional calculada com base nas Tabelas Brasileiras para Aves eRaisiagsd et al.,
2005).

Durante toda a gestacéo as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais (2,20
x 0,6 x 1m) com comedouro e bebedouro do tipo canaleta. Aos 60 dias de gestacao duas
fémeas Piau e duas fémeas comerciais foram abatidas de acordo com as regras para abate
humanitario (WSPA, 2010), para se ter acesso ao musculo de fetos suinos de 60 dias.
Foram coletados 6 fetos de cada matriz, totalizando 12 fetos comerciais (seis machos e
seis fémeas) e 12 fetos Piau (seis machos e seis }émeas

As demais matrizes, duas fémeas Piau e quatro comerciais, aos 109 dias de
gestacao foram transferidas para a maternidade e alojadas em gaiolas individuais (2,20 x
0,6 x 1m) contendo comedouros manuais, bebedouros automaticos tipo concha e
escamoteadores aquecidos para os leitdes e no dia do parto ndo receberam alimento. Os

partos foram monitoradasos leitdes identificados individualmente por meio de brincos
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e pesados. O numero de mumificados e natimortos foi registrado. O manejo na
maternidade foi realizado seguindo protocolo de rotina da Granja, os leitdes machos
foram castrados no 102 dia de vida, desmamados aos 21 dias de idade e foi registrado o
peso a desmama.

Aos 140 dasde idade, 12 animais Piau (seis machos e seis fémeas) e 24 animais
comerciais (12 machos e 12 fémefmsam submetidos a jejum alimentar de 12 horas,
com agua a disposi¢cdo e pesados novamente. Foram abatidos seguindo os mesmos
procedimentos adotado para o abate das matrizes aos 60 dias de gestacao.

De cada feto e de cada animal abatido aos 140 dias de idade foram coletadas
duas amostras do musculo Longissimus dorsi (LD), do lado direito e do lado esquerdo da
carcaca. Uma das amostras foi fixada em solugdo tamponada de paraformaldeido (4%
viv, pH = 7,4), armazenada por pelo menos 24 horas, e posteriormente, conservada em
alcool 70% para posterior andlise histologica A segunda amostra foi fragmentada em
dimensoes iguais de 0,5cm x 2,0cm e imediatamente imersos em tubos contendo 5 ml de
RNAHolder ® (BioAgency, Sao Paulo, Brasiuma relagdo peso:volume de 1:5,
conforme recomendado pelo fabricante, identificadas e armazenadas a -20°C para
subsequente extracdo de RNA. Para os animais aos 140 dias de idade, ap0s 24 horas de
resfriamento das carcacas, foram retiradas amostras de carne da regido compreendida
entre as trés Ultimas costelas para avaliacdo de parametros qualitativos da carne. A
gordura subcutédnea aparente presente nas amostras foi removida logo apds estas serem
tiradas da carcaca. Em seguida, as amostras foram embaladas a vacuo em sacos plasticos
especificos para este fim. As amostras foram entdo congeladas a -20°C até a realizacao

das andlises.

Andlise histologica

Na porcdo meédia de cada amostra de LD previamente armazenadas em &lcool
70%, foram feitos cortes transversais a orientacéo das fibras musculares. Posteriormente,
estas amostras foram submetidas a desidratagdo em solugBes de concentracdo crescente
de alcool e incluidas em resina plastica, com corteude de espessura em microtomo
de resina, seguida da montagem da lamina histologica. Os cortes de LD dos fetos
coletados aos 60 dias de gestacdo foram corados pelo método de Hematoxilina e Eosina
(HE) e os cortes de LD dos suinos aos 140 dias de idade foram corados em azul de

toluidinae as laminulas montadas utilizando-se resina sintética Entellan® (Merck).
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Para estimar o numero de fibras musculares e mensurar o didmetro das fibras
musculares foram fotografadas em foto-microscépio EVRISAMG, WA, USA) o
minimo de 10 imagens por animal. As imagens foram analisadas utilizando-se o software
ImageJ® (NIH, USA) para ambas as avaliagcdes. Para contagem do numero de fibras
musculares foi utilizado o comando Cell Counter do ImajeJ® (NIH, USA). Para analise
de diametro foram medidas 120 fibras por animal utilizando a ferramenta Polygon
selections do ImajeJ®(NIH, USA). Todas as imagens foram analisadas em ampliagéo de
400X.

Analise de gPCR

A extracdo de RNA total (1 ug) foi realizada a partir de 0,5 g de amostras de
tecido muscular usando Trizol® (Invitrod&h). A concentracdo do RNA foi estimada
em espectrofotdbmetro NanoVue PIU¥ (GE Healthcare, Munique, Alemanha),
observando-se as razbes A260/A230 e A260/A280 entre 1.8 e 2.1 como controle de
pureza. A qualidade e integridade do RNA extraido foram verificadas usando-se gel de
agarose 1%. Na sequéncia tratada com DNase e reversamente transcrddlA&m c
utilizando o Kit GoScript Reverse Transcription (RT) (Promega, Madison, WI) seguindo
recomendacéo do fabricante.

Os conjuntos de primers utilizados sdo descritos na Tabela 2. As rea¢cfes de PCR
foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems
(Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA), utilizando o kit Gotag® qPCR Master
Mix (Promega) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Antes da analise de
expressdo, para cada gene a eficiencia de amplificacdo foi calculada (Livak &
Schmittgen, 2001) através da utilizacdo de diferentes concentracdes dos primers (100,
200 e 400 nM) e cDNA (1, 10, 20 e 40 ng). A eficiéncia de amplificacao foi de 0,85-0,99.

Em cada reacéo foi utilizado 12,5uL de Power SYBR®GREEN , 0,5uL de cada
primer (forward and reverse), 5uL de cDNA e agua MilliQ (ultrapura) para completar o
volume de 25pL. As reaglOes foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o
programa: para desnaturacdo &98or 10 minutos, 40 ciclos de’@5por 15 segundos
e 60C por 1 minuto. Os resultados de expressdo génica foram registrados como valores
de Ct (threshold cycle).

O valor obtido em Ct fohormalizado (ACt) utilizando um gene de referéncia.

Para este estudo utilizou-se como gene de referéncia o betgsad@néN, uma vez que
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nao foi detectada nenhuma diferencgBeRCTIN entre os tratamentos estudados, além

de apresentar melhores valores no teste de eficiéncia.

Tabela 2 - Primers para os genes analisados por g°PCR

Genes Sequéncias Cddigo de Acesso -NCBI

ADRp2 F: CTCTTCCATCGTGTCCTTCTAC NM_001128436.1

R: CCTCAGACTTGTCGATCTTCTG
MYOD1 F: CCGACGGCATGATGGATTATAG NM_001002824.1

R: CGACACCGCAGCATTCTT
MYHC IIA F: AACACCCTGACCAAAGCTAAA AB025256

R: TCCTCTTGGCTCTCTCTAAGTC
MYHC IIB F: ATGAAGAGGAACCACATTA AB025261

R: TTATTGCCTCAGTAGCTTG (Wimmers et al., 2008)
MYHC | F: AAGGGCTTGAACGAGGAGTAGA  AB053226

R: TTATTCTGCTTCCTCCAAAGGG (Wimmers et al., 2008)
MYHC IIX F: AGAAGATCAACTGAGTGAACT AB025262

R: AGAGCTGAGAAACTAACGTG (Wimmers et al., 2008)

Genes Referéncia:

P-ACTIN F: CTCTTCCATCGTGTCCTTCTAC u07786.1
R: CCTCAGACTTGTCGATCTTCTG

GAPDH F: CAAGTGGACATTGTCGCCATCA NM_001206359
R: GCTTCCCATTCTCAGCCTGACT

HPRT1 F: GCTGACCTGCTGGATTACAT NM_001032376.2
R: CCCGTTGACTGGTCATTACA

Avaliacdo de parametros qualitativos da carne

As amostras de LD foram coletadas 24 horas apés o abate e congeladas apés
serem embaladas a vacuo. As amostras ainda congeladas foram subamostradas em bifes
com 2,54 cm de espessura com auxilio de serra frigorifica para maior exatiddo quanto a
espessura dos bifes obtidos. Foram subamostrados o total de 2 bifes, 1 destinado a analise
de forca de cisalhamento e o outro para analise de extrato etéreo. Os bifes foram

embalados a vacuo e descongelados a medida em que as analises foram realizadas.
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Forca de Cisalhamento

Para determinacdo da forca de cisalhamento foi utilizado o procedimento
proposto por AMSA (1995). Os bifes de 2,54 cm de espessura (um de cada anammal) for
descongelados sob refrigeracéo (4°C) durante 16 horas. Logo ap0s o descongelamento,
os bifes foram assados em forno elétrico preaquecido a 150°C. No procedimento de
cozimento foi introduzido no centro geométrico de cada bife um termoacoplador ligado
em termOmetro tipo K, para monitoramento da temperatura interna até que essa atinja
71°C. Os bifes foram entdo colocados em resfriamento (4°C) durante 16 horas. Decorrido
esse tempo, foram retiradas oito amostras cilindricas com 1,27 cm de diametro cada,
paralelamente a orientacdo das fibras musculares, utilizando-se um amostrador de aco
inox devidamente afiado. As amostras cilindricas foram cisalhadas perpendicularmente a
orientacdo das fibras musculares, utilizando-se lamina de corte em V, com angulagéo de
60°, 1,016 mm de espessura e velocidade fixa de 20 cm/min, acoplada ao texturébmetro
Warner-Bratzle? (G-R Electrical Manufacturing Company, ManhattakS, USA).

Quantificacdo do teor de gordura intramuscular

A quantificacdo do teor de gordura intramuscular foi realizada por meio da
andlise de extrato etéreo em extrator de gordura (Ankom® modelo XT10) (Ankom, 2009)
de acordo com método Am 5-04 (AOCS, 2005).

Analise Estatistica

Para andlise de expressdo génica os dados de Ct foram analisados usando o
QPCR-mixed macro no SAS, baseado em modelos mistos de acordo com Steibel et al.,
(2009). O modelo adotado foi:

Y gij= bt Rk Tgit Ggj + TXGgij + @ik,

onde Ygix corresponde ao valor de Ct obtido para o gene g (referéncia ou alvo) para cada
animal submetido no tratamento i (tratamento materno com e sem RAC) no grupo
genético j (Piau e comercial) e k-ésima plagareffere-se ao efeito do i-ésimo tratamento
materno na expressao do g-ésimo gereefere-se ao efeito fixo de k- ésima placg; G
refere-se ao efeito do j-ésimo grupo genético na expresséo do g-ésimo gejeAdxG

efeito da interacdo na expressdo do gene g no tratamento i no genotipg. jefeite
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aleatdrio do erro associado a cada repeticdo. Nao se verificou efeito de sexo, assim este

foi removido do modelo.

As diferencas e interacdes entre as classes de expressdo dos genes foram
calculadagpor meio de (AACT) normalizado para o gene enddgeng’-ACTIN pelo teste t.
Os valores de Fold Change (FC) foram estimados seguindo a formula®€€(12vak
& Schmittgen, 2001).

Para analise estatistica das variaveis numero e didmetro de fibras musculares
peso ao nascimento, peso aos 140 dias e parametros qualitativos de carne, o modelo
matematico adotado foi:

Yik =l + L(P)+ S + Gi + (GSj; + i,
onde:Y ik refere-se a variavel respogta média geral; L(R)efeito associado a I-ésimo
namero de leitdes nascidos por leitegada L aninhado ao efeito aleatério de porca P; S
efeito do i-ésimo sexo;jGefeito do j-ésimo grupo genético (Piau e Comercial); (GS)
interacao j-ésimo grupo genético com i-ésimo s&y@; Erro aleatério associado a cada
repeticao.

A anadlise de variancia e a cpmmagido de médias (Tukey, o = 0,05) foram
realizadas utilizando o procedimento PROC MIXED do programa estatistico

computacional SAS (Statistical Analysis System, 2009).
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RESULTADOS

Resultados para fase Pré natal

Para contagem do numero de fibbrausculares primarias de fetos aos 60 dias
houve interacdo dupla (P = 0,001) entre grupo genético (Piau e Comercial) e sexo. Ao
comparar o sexo dentro de grupo genético, ndo se verificou diferencas (P = 0,08) entre
fetos machos e fémeas para a raca Piau. Para animais da linhagem comercial, fetos
machos apresentaram acréscimo (P < 0,001) de em média 24,53% no namero de fibras
musculares primarias em relacéo as fémeas (Figura 1 A).

Para contagem do numero de fibras musculares secundarias em fetos aos 60 dias
houve interacdo dupla (P = 0,002) entre grupo genético (Piau e Comercial) e sexo. Ao
comparar o sexo dentro de grupo genético verificou-se que fetos fémeas da raca Piau
apresentaram acréscimo (P < 0,001) em média de 40% no numero de fibras musculares
secundérias em relacdo aos machos. Para fetos da linhagem comercial ndo se verificou
diferencas (P = 0,83) entre sexo para fibras musculares secundarias (Figura 1 B).

Para o gene Myogenic Differentiation 1 (MYOD1) em tecido muscular dos fetos
nao foi verificado efeito de interacdo (P = 0,47) entre grupo genético e sexo. Ao analisar
os fatores independentemente, ndo foram observadas diferencas (P = 0,14) de expressao
entre fetos da raca Piau e fetos da linhagem Comercial. De forma similar, também néo
foram observadas diferencas (P = 0,93) no perfil de expressdo de (MYOD1) entre 0s sexos
(Figura 4A).

Para os resultados de expressao génica para o gene beta 2 Adrenergic Receptor
(ADRB2) nao houve efeito de interacdo (P = 0,06) entre grupo genético e sexo. Ao
analisar os fatores independentemente, verificou-se diferenca (P = 0,008) entre grupo
genético, sendo que fetos da raca Piau expressaram 4,35 vezes a mais 0 gene em relacao
a fetos da linhagem comercial. No entanto, ndo foram observadas diferencas (P = 0,40)
no perfil de expressao de (ADRB2) entre os sexos (Figura 4A).
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Resultados para fase Po6s natal

Para contagem do nimero de fibras musculares aos 140 dias de idade nao houve
efeito de interacdo (P = 0,68) entre grupo genético e sexo. Ao considerar sanante g
genético (Piau e Comercial), animais da raca Piau apresentaram acréscimo (P = 0,006)
em meédia de 25,53% no numero de fibras musculares em relagdo a animais da linhagem
Comercial. Ao considerar somente o sexo, machos apresentaram acréscimo (P = 0,01)
em média de 5,41% no numero de fibras musculares em relacdo as fémeas (Figura 2A).

Para a variavel tamanho de fibra muscular houve interacdo dupla (P < 0,001)
entre grupo genético (Piau e Comercial) e sexo. Ao comparar sexo dentro de grupo
genético verificolseque machos Piau apresentaram acréscimo (P = 0,005) em média de
8,16% no tamanho das fibras musculares em relacdo as fémeas Piau. Enquanto que para
a linhagem Comercial verificou-se que as fémeas apresentaram acréscimo (P = 0,01) em
média de 4,4% no tamanho das fibras musculares em relacdo aos machos (Figura 2B).

Para a variavel peso ao nascimento houve efeito de interagdo (P = 0,001). Ao
comparar o sexo dentro de grupo genético, verificou-se que fémeas Piau foram em média
21,61% (P = 0,001) mais pesadas ao nascimento em relacdo aos machos Piau. Para
animais da linhagem comercial os machos foram em média 7,55% (P = 0,006) mais
pesados ao nascimento em relagao as fémeas (Figura 3A).

Para a variavel peso aos 140 dias houve efeito de interacdo (P <A®01)
comparar sexo dentro de grupo genético ndo se verificou diferencas (P = 0,92) entre
machos e fémeas da raca Piau. Enquanto que para animais da linhagem comercial, os
machos foram média 5,70% (P = 0,001) mais pesados aos 140 dias em relacéo as fémeas
(Figura 3B).

Para a variavel forca de cisalhamento (Kgf) ndo houve efeito de interagdo (P
0,06) entre grupo genético e sexo. Ao considerar os fatores independentemente, para
grupo genético ndo se verificou diferencas (P = 0,85) entre Piau e comercial. De forma
similar, ao considerar somente sexo ndo foram observadas diferencas (P = 0,89) para
forca de cisalhamento (Tabela 4, Anexo C

Para porcentagem de extrato etéreo nao foi verificado efeito de interagéo (P
0,36). Ao considerar os fatores independentemente, para grupo genético nao se verificou
diferencas (P = 0,31) entre Piau e Comercial. De forma similar, ao considerar somente
sexo nao foram observadas diferencas (P = 0,28) nas porcentagens de extrato etéreo
(Tabela 5, Anexo T
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Para os genes das isoformas da cadeia pesada da miosina (MyHC), ndo se
verificou efeito de interagdo entre grupo genético e sexo para os genes (MYHZHIA) (
0,19), (MYHC 1IB) (P = 0,41) e (MYHC 1) (P = 0,94). Ao analisar os efeitos
independentemente, nao se verificou diferencas na expressao dos genes (MYHC IIB) para
grupo genético (Piau e Comercial) (P = 0,95) e sexo (P = 0,15), (MYHC= 0,83) e
(P = 0,67), respectivamente. No entanto, para o gene (MYHC IIA), observou-se que
animais da linhagem comercial expressaram 1,83 vezes mais (P = 0,04) o gene em relagéo
animais da raca Piau e para sexo nédo se verificou diferencas (P = 0,60)esad@xde
(MYHC IIA). Para o gene (MYHC lIx) houve efeito de interacéo (P = 0,008) entre grupo
genético (Piau e comercial) e sexo. Ao comparar 0 sexo dentro de grupo genético, ndo
foram observadas diferencas (P = 0,26) entre sexo para animais da raca Piau. De forma
similar também néo foram observadas diferencas (P = 0,90) entre sexos para animais de

linhagem comercial (Figura 4
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*Médias seguidas de letras mailsculas diferentes diferem estatisticamente enreds, prébabilidade pelo teste de Tukey-kramer.
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DISCUSSAO

Neste estudo, ndo se verificou diferencas no numero de fibras musculares
primarias entre os grupos genéticos (Figura 1). Sabe-se que as fibras musculares primarias
sofrem pouca influéncia do ambiente e que mesmo que ocorra alguma influéncia seu
impacto sera pequeno em comparacao a manipulacéo das fibras musculares secundérias
(Wigmore & Stickland, 1983). Verificose maior nimero de fibras musculares
secundarias para fémeas Piau (Figura 1), sugerindo que essa diferenca tenha impactado o
peso ao nascimento, pois fémeas Piau foram em média 20% mais pesadas ao nascimento
gue os machos (Figura 3). Diversos estudos tém demonstrado relacdo entre peso ao
nascimento, numero de fibras musculares, taxa de crescimento e massa muscular (Maltin
et al., 2008).

Em contra partida, fémeas Piau apresentaram menor medidas de diametro de fibras
musculares aos 140 dias de idade (Figura 2) e foram mais leves nesta idade que os machos
(Figura 3), sugerindo que o tamanho do didmetro tenha contribuido para o maior peso aos
140 dias.

Encontram-se na literatura relatos contraditérios de administracdo de RAC a
matrizes gestantes e seus efeitos na progénie. Hoshi et al.,)(2@dBiaaram aumento
nao significativo de 6,85% de fibras no musculo Semitendinoso, de leitbes desmamados
(Large White x Landrace), o estudo demonstrou que os leitdes nascidos de matrizes
tratadas com RAC durante o periodo de 25-50 dias de gestacdo apresentaram taxas de
crescimento mais elevada do que leitdes do grupo controle. Em trabalho mais recente,
Garbossa et al. (2015) verificaram reducgéo de 4,58% no numero de fibras musculares
aumento de 16,34% para diametro no M. Semitendinosus de leitdes coletados no
nascimento, cujas matrizes receberam 20ppm de RAC durante o periodo de 25-53 dias de
gestacdo. Entretanto, ndo hé relatos na literatura sobre os efeitos da RAC nas comparacdes
entre suinos ndo melhorados e melhorados geneticamente.

Entre os subtipos de $-AR, o B1-AR & 0 mais predominante expresso em suinos
no entanto alguns estudos comprovam que a agao dadfAfediada pelo subtipo P2-

AR (Gunawan et al., 2007; Mills, 2002; Mills et al., 2003). H& evidéncias de que o
fornecimento continuo de agonistas beta - adrenérgicos durante a fase de terminagao
ocasionam redug¢ao no perfil de expressdo génica dos receptores f2-AR (ADRB2) (Sato et

al., 2010). Neste estudo houve diferencaderepressao de receptores 2 (ADRB2) entre
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0S grupos genéticos (Figura 4A), sugerindo que a acdo da RAC quando fornecida durante

o periodo de gestacdo possa ser mais evidente em animais da raga Piau por apresentarem
maior abundéancia relativa de mRNA em tecido muscular de fetos. Ndo ha relatos na
literatura sobre a acéo transplacentaria da RAC ao ser fornecida durante a gestacéo. Hoshi
et al. (2005b) ao estudan o mecanismo de acdo da RAC em matrizes suinas gestantes
por meio de medidas de pardmetros sanguineos nao verificaram aumentos de glicose
sanguinea naquelas tratadas com RAC, mas verificaram que niveis de colesterol total e
triglicérides foram aumentados, provavelmente por causa do efeito lipolitico do farmaco,

0 que resultou no aumento dos niveis de HDL.

O desenvolvimento do musculo esquelético fetal é suscetivel a flutuacdo de
nutrientes (Rehfldat et al., 2004; Zhu et al., 2008). O aumento no aporte de glicose pelos
fetos pode promover a liberacao de IGF fetal (Isulina como fator de crescimento) que tem
efeito direto sobre os mioblastos (Hoshi et al., 2005b), sugerindo que o mecanismo de
acdo da RAC se inicia nas matrizes gestantes.

Com o possivel aumento nos niveis de glicose, provavelmente aumentou a
diferenciacéo de células mesenquimais em midcitos. Yan et al., (2013) sugeriram que
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais para a linhagem miogénica, linhagens
adipogénicas ou fibrogénicas pode ser considerada um processo competitivo, e €
controlado por numerosos reguladores indutivos. Assim, ao aumentar o nimero de células
para a linhagem miogénica provavelmente poderia reduzir a densidade de células para as
linhagens adipogénicas ou fibrogénicas (Tong et al., 2009). Ha evidéncias de que a
nutricdo materna pode influenciar no comprometimento das células mesenquimais para
alguma linhagem especifica em ruminantes (Yan et al. 2013; Duarte et al. 2014). No
entanto, ndo ha relatos na literatura que evidencie esse processo quando ha adi¢do de
aditivos beta-adrenérgicos a nutricdo materna de fémeas suinas.

Neste sentido, poderia ocasionar alteracdo na expressdo dos fatores de
transcricdo miogénicos (MFRs) como resposta positiva a miogénese nos fetos. Para este
estudo nédo se verificou diferencas de expressao para o gene (Myodl) entre 0s grupos
genéticos (Figura 2A). Zhao et al. (2011) em estudos de transcriptoma de racas suinas
verificaram que a expressao de (MyoD1) atingiu um pico maior em fetos Landrace de 35
dias, em seguida, uma reducdo com pico de expressdo em fetos de 63 dias Lantang
(obesa), sugerindo que o perfil de expressao de (MYOD1) é diferente em racas obesas e

magras. Assim, estes resultados nos permitem sugerir que a auséncia de significancia

26



entre 0s grupos geneéticos para expressao de (MYOD1) em tecido muscular de fetos possa
ser um efeito da inclusdo da RAC na dieta das matrizes durante a gestagéo.

Alguns estudos tém revelado que MRFs podem né&o ser alterados durante o
desenvolvimento muscular de suinos e que a miogénese pode depender do saldo de fatores
de diferenciacéo e fatores de inibicado de diferenciacdo (Murani et al., 2007; Te Pas et al.,
2005). A ativagao da wide sinalizacdo Wnt/p-catenina aumenta a estabilidadefde
catenina, que entra nos nucleos formando um complexo com o fator de células T/linfoide
(TCF/LEF) da familia de fatores de transcricdo, podendo aumentar a expressao dos
fatores (Myf5)e (Myod1), auxiliando na miogénese (Cossu & Mavilio, 2000). Zhao et al.
(2011) em estudos de sequenciamento de transcriptoma do musculo de suinos obesos
(Lantang) e magros (Landrace) identificaram 595 genes diferencialmente expressos com
importancia para a miogénese, sugerindo que outros genes devem ser relacionados com
os efeitos da RAC quando fornecida durante a gestacéo.

Neste estudo houve diferenca de expressao entre 0s grupos genéticos para os
genes das isoformas da cadeia pesada da miosina (MyHC) aos 140 dias de idade, apenas
para o gene (MyHC IlIA), com maior expressao para animais de linhagem Comercial
(Figura 4). Na literatura, proporc¢des do tipo reduzido I, do tipo lla e maiores proporcoes
do tipo lIx, sdo observados em animais obesos o0 que pode indicar uma reducao global na
capacidade oxidativa (Maltin et al., 2008; Oberbach, et al., 2006; Tanner et al,, 2002)
sugerindo que a auséncia de significAncia entre 0s grupos genéticos para os demais genes
possa ser um efeito da inclusdo de RAC na dieta durante a fase de gestacéo.

Embora o processo nédo seja completamente compreendido, a RAC quando
fornecida em animais na fase de terminacgéo altera a propor¢ao da composic¢éo do tipo de
fibra muscular. Entre os estudos descritos na literatura, Gunawan et al. §2007)
forneceem RAC (28 dias) para suinos em fase de terminacdo constataram reducao
significativa no perfil de expressao para (MyHC IIx) e aumento significativo no perfil de
expressédo no tipo (MyHC IIB). Contrariamente, Paulk et al. (2014) verificaram aumento
no percentual de (MyHC IlIx) ao fornecer RAC para suinos. Almeida et al. (2015)
verificaram reducao no perfil de expresséo de (MyHC I) de suinos alimentados €bm RA
(28 dias), sugerindo que, embora os resultados poss¢cam apresentar efeitos diferentes, os
genes da cadeia pesada da miosina (MyHC) podem ser regulados pela RAC
provavelmente porque o efeito da RAC quando fornecida na fase de terminacéo seja
mediado pela alteracdo da expressdo de genes especificos do tipo de fibra muscular por

meio do recefor B2-AR.
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N&o houve diferencas entre grupo genético para os parametros qualitativos de
carne, extrato etéreo e forca de cisalhamento de progénies aos 140 dias de idade, quando
fornecida durante a gestacao (Figura 5), embora esperasse que a carne de amigaais da
Piau fosse mais macia que animais de linhagem comercial, porque animais de linhagem
comercial sdo selecionados para alto crescimento, musculosidade e consequente reducao
da gordura de marmoreio, portanto apresentam diametro de fibras musculares maiores e
de acordo com Silva et al. (2013) maiores diametros aumentam a resisténcia ao corte.
Sobre os efeitos da RAC diversos estudos comprovam que ndo ha interferéncia da RAC
em parametros qualitativos de carne quando fornecida durante a fase de terminacédo em
suinos (Almeida et al., 2010; Boler et al., 2014; Amin et al., 2014), embora sugira-se que
maiores diametros possam aumentar a resisténcia ao corte (Silva et al., 2013).

Em concluséao, a inclusdo de RAC na dieta de fémeas suinas gestantes durante o
periodo de 30-60 dias de gestacdo promoveu respostas fenotipicas diferentes entre
animais ndo melhorados (Piau) e animais melhorados (Comercial) quando contrastados a
literatura. Embora seja reconhecido o papel da RAC na mobilizagcéo de nutrientes e que
este beta-adrenérgico pode afetar o desenvolvimento pré-natal dos leitdes, seu mecanismo

de acéao precisa ser melhor compreendido.
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CONCLUSAO

A inclusdo de RAC na dieta de fémeas suinas gestantes durante o periodo de 30-
60 dias de gestacdo promoveu respostas fenotipicas diferentes entre animais nao
melhorados (Piau) e animais melhorados (Comercial) quando contrastados a literatura.
Embora seja reconhecido o papel da RAC na mobilizacdo de nutrientes e que este beta-

adrenérgico pode afetar o desenvolvimento pré-natal dos leitdes, seu mecanismo de acéo
precisa ser melhor compreendido
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado da comissdo de ética no uso de animais de produca da
Universiade Federal de Vicosa CEUAP/UFV

S 4% UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
= COMISSAOQ DE ETICA NO US0Q DE ANIMAIS DE FRODUCAOD

£X

CEUARTEV
_Comepnes Einrvepsiicirie - Fipnmy, A3 - 868 70000 - Tefe fome-81) 4809 2275 - pmwoel- pepgn @ gfichir - mae: www, ceugn.nfishr
Vigosa, 17/04/2014
CERTIFICADO

A comizsio de etica no use de ammars de produgdo da unversidade federal de
vigosa certifica que o processo n® 16/2014, infitulado “Efeito da ractopamina em
dietas de fémeaz suinaz geztantes no dezenvolvimento muzcular & na gquabidade
da carne da progénie”, coordenade pele profia). Alvsson Saraiva, esta de acordo
com o5 principios eticos da experimentagdio amimal, estabelecido pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentacio Amimal - CONCEA e com a legslagio
vigente, tendo side aprovado por esta Comissio em 15/Abr/2014.

CERTIFICATE

The ethic commuzsion m nse of produchion anmmals of wmiversidade federal de
vigoza certifies that the process number 16/2014, named “Effect of ractopamine in
the diet of pregmant sows: on muozcle development and meat guality of the
progeny”, coordmated by profia). Alyzson Saraiva, 15 in agreement with the Ethecal
Pnnciples for Anmmzl Research established by the MNatiomal Council of Anmmmal
Experimentation Contrel (CONCEA) and with actnal Brazibfian lemislaton, and was
approved by this commizsion on Apr, 15th, 2014,

Mano Luiz Chizzoth
Coordenador da CEUAPTUFV
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Anexo B - Tabela 2 Resultados das analises estatisticas para cada contraste para os
genes ADRBz Myod 1.

Contrastes AACt Fold Change Erro Padréo  Pvalor
ADRB2

genotipo:1-2 2.1224 4.354176833 0.7168 0.0084
sexo:1-2 -0.6073  -1.52340549 0.7168 0.408
genotipo:1-2|sexo=1 1.8179 3.525676242 1.0137 0.0897
genotipo:1-2|sexo=2 2.4269 5.377367233 1.0137 0.0278
sexo:1-2|genotipo=1 -0.9118 -1.881391381  0.9665 0.358
sexo:1-2|genotipo=2 -0.3028 -1.233536154  1.0587 0.7781
MYOD1

genotipo:1-2 -0.9495  -1.931203238 0.6246 0.148
sexo:1-2 -0.05331 -1.037642877 0.6246 0.933
genotipo:1-2|sexo=1 -0.6229  -1.539967602 0.8834 0.4908
genotipo:1-2|sexo=2 -1.276 -2.421666168  0.8834 0.1679
sexo:1-2|genotipo=1 0.2733 1.208569132 0.7901 0.734
sexo:1-2|genotipo=2 -0.3799  -1.301251656  0.9677 0.6998

* gendtipo 1: Piau; gendtipo 2: Comercial; sexo 1: macho, 2eiémnea.
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Anexo B - Tabela 3 Resultados das analises estatisticas para cada contrastggrea
da cadeia pesada da miosina MyHC (MYHC I1A), (MYHC 1IB), (MYHC I) (MYHC 2Xx).

Comparacao AACt Fold Change Erro Padrdo Pvalor
MYHCIIA

genotipo:1-2 -0.879 -1.8391 0.4062 0.0416
sexo:1-2 -0.2158 -1.16135 0.4062 0.6006
genotipo:1-2|sexdl -1.0743 -2.1057 0.5933 0.0839
genotipo:1-2|sexo=2 -0.6837 -1.60625 0.555 0.231
sexo:1-2|genotipo=1 -0.411 -1.32961 0.555 0.4667
sexo:1-2|genotipo=2 -0.0205 -1.01431 0.5933 0.9727
MYHCIIB

genotipo:1-2 0.02283  1.01595 0.376 0.9521
sexo0:1-2 -0.549 -1.46307 0.376 0.1583
genotipo:1-2|sexo=1 -0.2724 -1.20782 0.5491 0.6248
genotipo:1-2|sexo=2 0.3181 1.246688 0.5137 0.5421
sexo:1-2|genotipo=1 -0.8442 -1.79527 0.5137 0.1145
sexo:1-2|genotipo=2 -0.2537 -1.19226 0.5491 0.6486
MYHC CI

genotipo:1-2 0.07926  1.056476 0.3848 0.8387
sexo:1-2 0.1651 1.121244 0.3848 0.6721
genotipo:1-2|sexo=1 -0.07517 -1.05349 0.562 0.8948
genotipo:1-2|sexo=2 0.2337 1.175847 0.5257 0.661
sexo:1-2|genotipo=1 0.01065  1.007409 0.5257 0.984
sexo:1-2|genotipo=2 0.3195 1.247898 0.562 0.5754
MYHC 2x

genotipo:1-2 -1.3379 -2.52783 0.3611 0.0012
sexo:1-2 -0.2473 -1.18698 0.3611 0.5007
genotipo:1-2|sexo=1 -1.6522 -3.14313 0.5275 0.0048
genotipo:1-2|sexo=2 -1.0237 -2.03313 0.4934 0.0499
sexo:1-2|genotipo=1 -0.5615 -1.4758 0.4934 0.2673
sexo:1-2|genotipo=2 0.067 1.047536 0.5275 0.9001

* gendtipo 1: Piau; gendtipo 2: Comercial; sexo 1: macho, 2efémea.
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Anexo C - Tabela 4 Médias para variavel forca de cisalhamento (kgf).

Grupo Genético

Piau Comercial Pvalor
3.2591+0.3454 3.3368+0.2449 0.85
Sexo
Macho Fémea
3.3065+0.2203 3.2893+0.2231 0.89

Anexo C - Tabela 5 Médias para variavel extrato etéreo (%MS).

Grupo Genético

Piau Comercial Pvalor
3.2956+0.5701 4.0162+4.0162 0.31
Sexo
Macho Fémea
3.9168+0.409 3.395+0.4301 0.28
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