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RESUMO

Os leitdes de baixo peso ao nascer apresentam crescimento pds-natal prejudicado em
funcdo de alteragbes no desenvolvimento das fibras musculares esqueléticas, fato este que
pode comprometer a qualidade da carne desses animais. O presente estudo investigou o
desenvolvimento muscular esquelético em fémeas de diferentes pesos ao nascimento
avaliando parametros histomorfométricos das fibras musculares, a expressdao de genes
relacionados a miogénese, adipogénese e crescimento, bem como a quantificacdo de
diferentes tipos de miofibras. Foram selecionados 30 pares de fémeas irmas de mesma
leitegada, que foram alocadas em dois grupos experimentais conforme o peso ao nascer:
alto peso (AP: 1,4-1,7 kg) e baixo peso (BP: 0,8-1,0 kg) . Apds a selegao, foram obtidos trés
sub-grupos de 10 pares de leitoas de cada grupo experimental: um sub-grupo foi
eutanasiado ao nascimento, outro aos 100 dias e terceiro aos 150 dias de idade. Observou-
se que fémeas do grupo AP apresentaram pesos corporais maiores em comparacdo as do
grupo BP em todas as idades avaliadas (P < 0,05). Além disso, as fémeas BP recém-nascidas
apresentaram maior relacdo entre peso do cérebro e peso do figado, comprovando que
esses animais sofreram restricdo de crescimento intrauterino (P < 0,05). Embora as fibras
musculares apresentassem maior diametro ao nascimento no grupo AP, essa diferenca nao
se manteve ao longo do desenvolvimento pds-natal, uma vez que aos 100 e 150 dias de
idade os diametros das miofibras foram semelhantes em ambos os grupos experimentais. A
porcentagem de miofibras apresentando miosina de cadeia pesada (MHC) tipo | foi maior
nas fémeas BP (P < 0,05) ao nascimento, porém em fémeas mais velhas (150 d), o grupo AP
apresentou maior porcentagem de fibras MHCIIx (P < 0,05). Os niveis de RNAm de genes
miogénicos, adipogénicos e relacionados ao crescimento mostraram padrdes semelhantes
de expressdo genética no musculo semitendineo nas trés idades avaliadas. Assim, as
alteragdes estruturais das miofibras observadas no presente estudo parecem ser mediadas
por alteracBes na expressdao génica durante o desenvolvimento embriondrio, podendo
predeterminar a relacdo entre o crescimento muscular, o desempenho pds-natal e a

qualidade da carne em suinos.

Palavras-chave: fibra muscular, miosina de cadeia pesada, peso ao nascimento, restricao

intra-uterina de crescimento, crescimento pds-natal, qualidade de carne e suinos.



ABSTRACT

Low birth weight piglets have compromised postnatal growth due to impaired muscle
accretion, which may affect meat quality in these animals. The present study investigated
skeletal muscle development in different birth weight female pigs by evaluating
histomorphometrical changes in muscle fibers, the expression of genes related to
myogenesis, adipogenesis and growth, as well as the quantification of different myofiber
types. Sixty pairs of littermate gilts were selected: one piglet with high (HW) and the other
with low birth weight (LW) within a litter. Three sub-sets of 20 pairs of female littermates
from each experimental group were obtained after selection: one sub-set was euthanized at
birth, one at 100 days (-d) and another at 150-d of age. HW gilts were observed to have
greater body weights than their LW counterparts at all ages evaluated (P < 0.05). In addition,
LW newborn females showed higher brain to liver weight ratio, providing evidence of
intrauterine growth restriction (P < 0.05). Even though muscle fibers were larger at birth in
the HW group, they presented similar diameters at 100-d and 150-d old. The percentage of
myosine heavy chain (MHC)-I myofibers was higher in LW females (P < 0.05) at birth,
however in older gilts (150-d), HW showed higher percentage of MHCII-x fibers (P < 0.05).
The mRNA levels of myogenic, adipogenic and growth-related genes showed similar patterns
of gene expression in the semitendinosus muscle of the three ages evaluated. Hence, the
myofibers structural changes presented herein may be mediated by gene expression
alterations during the embryonic phase, which may predetermine the reported relationship

between muscle growth, postnatal growth performance and meat quality.

Key words: muscle fiber, myosine heavy chain, birth weight, intra-uterine growth

restriction, postnatal growth, meat quality



1. INTRODUGCAO

Nas espécies de mamiferos, o crescimento adequado durante o periodo pré-natal é
fundamental para a sobrevivéncia da prole, bem como para o desenvolvimento de todos os
seus orgdos. Insultos que acometem individuos ainda dentro do Utero podem afetar seu
desenvolvimento pds-natal, fato este importante especialmente para espécies domésticas
envolvidas no agronegdcio (Ashworth, 2013; Che et al., 2017). Dentre estas, cabe ressaltar
aquelas espécies criadas para a producdao de carne, onde o ganho de peso corporal e a
deposicdo de tecido muscular até o momento do abate poderdo interferir na quantidade e

na qualidade do produto final (Rehfeldt et al., 2011; Alvarenga et al., 2013).

Varios sdo os fatores que interferem no crescimento fetal, tais como genética,
tamanho do Utero, tamanho da placenta, maturidade e nutricdo maternas, fatores
ambientais dentre outros (Gondret et al.,, 2011; Perruchot et al.,, 2015). No entanto,
capacidade uterina insuficiente (definida como alteragbes fisioldgicas e bioquimicas
impostas ao feto em funcdo de limitages na anatomia do Utero) e nutricdo materna
inadequada tém sido apontadas como os principais responsaveis por altera¢cdes no
crescimento pré-natal dos individuos (Wu et al., 2006; Foxcroft et al., 2009). Estes insultos
afetam a eficiéncia placentdria, e consequentemente a transferéncia materna de nutrientes
e gases ao feto, levando a restricdo do crescimento do individuo ainda no Utero, condicdo
essa conhecida como Intrauterine growth restriction (IUGR) (Martin-Gronert & Ozanne, 2006;

Che et al., 2017).

O desenvolvimento pré-natal inadequado origina individuos pequenos e fracos ao
nascimento, que ndo conseguem expressar o seu potencial de crescimento ao longo da vida
(Rehfeldt et al., 2011), provavelmente em fungdao de um menor numero de fibras musculares
(Bérard et al., 2010; 2011). Como a formacdo das fibras musculares ocorre durante a vida
intrauterina, insultos durante o periodo pré-natal podem ter consequéncias tanto imediatas
quanto a longo prazo sobre o desenvolvimento muscular (Rehfeldt et al., 2011). Vale
ressaltar que esta fase do desenvolvimento pré-natal do musculo esquelético é crucial para

o crescimento pds-natal do individuo (Yang et al., 2014).
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O suino é uma espécie onde o IUGR ocorre de forma natural e severa (Wu et al.,
2006). Dada a sua importancia, ndo somente para a industria mundial de carne, mas
também a sua ampla utilizaggo como modelo biomédico (Walters et al., 2011), um
detalhamento das alteracdes tempo-dependentes que acometem a fibra muscular
esquelética torna-se necessario para um melhor entendimento do impacto do IUGR sobre a
miogénese e suas consequéncias sobre o desempenho pds-natal e a qualidade da carne em

suinos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O presente trabalho teve por objetivo investigar a miogénese e o desenvolvimento
das fibras musculares esqueléticas em leitoas de diferentes pesos ao nascimento em

diferentes fases do desenvolvimento pds-natal: neonato, 100 e 150 dias de idade.

2.2 Objetivos Especificos:

Sempre comparando os animais de diferentes pesos ao nascimento nas trés fases do
desenvolvimento pds-natal (neonato, 100 e 150 dias de idade), os objetivos especificos
foram:

l. Avaliar a ocorréncia de restricdo intra uterina do crescimento (IUGR) por meio
da pesagem dos 6rgdaos nos animais recém- nascidos, bem como o crescimento pds- natal
em leitdes aos 100 e 150 dias de idade.

Il. Avaliar, por meio de estudos morfoldgicos, sob microscopia de luz, o musculo
semitendineo, pertencente ao grupo muscular da face caudal do membro pelvino;

M. Avaliar, por meio de estudos morfométricos, sob microscopia de luz,
parametros quantitativos do musculo semitendineo, tais como: nimero e didmetro das
fibras musculares, proporgao volumétrica dos componentes teciduais do musculo e nimero
de fibras e area total do musculo semitendineo do recém-nascido.

V. Quantificar, por meio de andlises de imunofluorescéncia, os marcadores dos
diferentes tipos de fibras musculares (fibras de contracao rapida- MHClla, MHCIlIb, MHClIx- e
contragao lenta - MCHI) no musculo semitendineo;

V. Quantificar a expressao relativa dos genes relacionados a miogénese,

adipogénese e crescimento por meio de PCR quantitativo (qPCR).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Intrauterine Growth Restriction (IUGR)

A programacdo do crescimento e desenvolvimento fetais é coordenada por uma associacao
entre o gendtipo do embrido/feto e a regulacdo das expressGes génicas, sendo denominada
programacdo fetal. Esta, por sua vez, é extremamente influenciada pelo ambiente intrauterino
materno no qual o feto se desenvolve. Um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento in
utero é a capacidade materna em fornecer o suprimento adequado de nutrientes e oxigénio,
permitindo que o feto atinja seu potencial de crescimento e apresente, ao nascimento, o
desenvolvimento e o tamanho apropriados para a sua sobrevivéncia na vida pds-natal (Wu et al.,

2004; Martin-Gronert e Ozanne, 2006).

A habilidade materna em fornecer nutrientes para o feto depende do seu estado
nutricional, tamanho, composicdo e metabolismo corporais. Qualquer anormalidade nestes
parametros pode resultar em uma deficiéncia no aporte nutricional para o feto, levando ao
comprometimento do crescimento e desenvolvimento deste (Chiswick, 1985; Martin-

Gronert e Ozanne, 2006, Ashworth, 2013 — Figura 1).

Idade materna

Composigdo corporal no momento da concepgdo
Nutricdo materna durante a gestacao

Tamanho da leitegada

Tamanho e eficiéncia placentaria.

Figura 1. Diagrama esquematico mostrando fatores que afetam o crescimento fetal em suinos
(modificado de Ashworth., 2013).
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Assim, a restricao do crescimento intrauterino pode ser definida como prejuizos ao
crescimento e desenvolvimento do embrido/feto de mamiferos ou de seus érgdos durante a
gestacdo, sendo o peso fetal ou o peso ao nascer relativo a idade gestacional

frequentemente usado como critério de identificagdo de IUGR (Wu et al., 2008).

Animais acometidos pela IUGR apresentam maior taxa de mortalidade durante o
periodo perinatal, além de comprometimento do crescimento pds-natal. . Este foi o
fundamento da teoria "origem fetal da doenga no adulto" estabelecida por Barker em 1995,
na qual alteragdes nutricionais, metabdlicas e enddcrinas no feto poderiam resultar em
adaptacBes que mudariam permanentemente a estrutura, fisiologia e metabolismo do
individuo, predispondo-o a doengas metabdlicas, enddcrinas e cardiovasculares na vida
adulta. Dessa forma, capacidade uterina e funcdo placentdria adequadas sdo cruciais para o
crescimento e desenvolvimento normais dos fetos em todas as espécies. Isto se deve ao fato
que, frente a uma deficiéncia nutricional, um processo de adaptacdo fetal é desencadeado,
com o objetivo de aumentar as chances de sobrevivéncia apds o nascimento. De acordo com
Barker (1998) e Martin-Gronert e Ozanne (2006), a resposta imediata a esse insulto é a
obtencdo de energia por meio de acumulo de tecido adiposo, reducdo da taxa metabdlica,
alterac¢des na producdo hormonal e na sensibilidade dos tecidos aos hormoénios produzidos.
Além destas, outra importante alteracao é a redistribuicdo do fluxo sanguineo para 6rgaos-
chave, especialmente o cérebro, caracterizando um crescimento cerebral normal a custa dos
demais érgaos internos e tecidos, tais como musculos, rins, pancreas e figado, efeito este
conhecido por “brain sparing effect” ou efeito de poupar o cérebro. Com isso, os individuos
apresentam um crescimento assimétrico de érgaos (Ashworth, 2013; Bauer et al., 1998). Em
geral, essas adaptagdes metabdlicas e fisioldgicas determinam um menor crescimento fetal,
aquém do seu potencial, o que resulta no nascimento de individuos pequenos e fracos,
caracterizando a ocorréncia de IUGR (Finchi et al., 2004; Pardo et al., 2012). Neste sentido, o
baixo peso dos animais ao nascer pode ser considerado uma caracteristica de restricao do
crescimento, entretanto nem todo o leitdo que nasce leve sofreu IUGR. O diagndstico é
realizado por meio da relacdo ente o peso do cérebro e o peso do figado, onde o quociente
menor que 1, indica animal normal (Foxcroft et al., 2009).

A IUGR esta presente em algumas espécies de mamiferos, incluindo seres humanos,

oferecendo assim oportunidades de se investigar esta enfermidade utilizando modelos



animais (Ferenc et al. 2014). Uma variedade de modelos animais tem sido utilizada para este
fim, no entanto, a maioria dos estudos envolve intervencdo cirdrgica. Ndao obstante, na
espécie suina, a IUGR ocorre naturalmente e de forma severa, sendo essa espécie
amplamente utilizada e considerada o modelo experimental adequado para o estudo em
humanos (Cooper, 1975; Ferenc et al., 2014). Adicionalmente, ha algumas semelhancas
entre o leitdo recém-nascido e o recém-nascido humano, que englobam o nivel de
maturidade ao nascimento, estruturas anatomicas, suscetibilidade a hipotermia, capacidade
de termogénese e o aumento da taxa metabdlica nos primeiros dias de vida. H3 ainda
semelhangas quanto ao desenvolvimento do trato gastrintestinal, o que refor¢a seu uso
como um modelo pré-clinico para estudos de transplante e doencas gastrintestinais (Ferenc
et al., 2014).

A placenta é o 6rgao que desempenha papel crucial neste cendrio, sendo que a
capacidade em transportar nutrientes apresenta efeito direto sobre o crescimento fetal
(Finch et al., 2004). Conforme demonstrado no estudo de Ashworth et al. (2001), placentas
gue envolvem os menores fetos no Utero sdo desproporcionalmente mais leves em
comparacdo aquelas que envolvem fetos maiores na mesma leitegada. Achados
semelhantes foram descritos por Town et al. (2004), enfatizando a importancia do tamanho
placentdrio para o crescimento do feto. Adicionalmente, alteracdes na dieta materna
durante a gestacdo provocaram mudancas permanentes na prole, incluindo alteracdes na
pressdao sanguinea, metabolismo do colesterol, secrecdo de insulina, e principalmente os
efeitos tecido-especificos, resultando em mudancas no nimero de fibras musculares (Dwyer
et al., 1995).

No trabalho de Alvarenga et al. (2013), foi investigado a ocorréncia da IUGR e seu
impacto sobre o desenvolvimento pds-natal de leitdes de diferentes pesos ao nascimento.
Neste trabalho, concluiu-se que animais de baixo peso ao nascer sofreram IUGR e
apresentaram pior crescimento pds-natal, devido a altera¢des no desenvolvimento muscular
e na morfologia da mucosa intestinal, fatores responsaveis pela diminuicdo do ganho médio
de peso didrio. Neste estudo, os piores desempenhos no crescimento, qualidade de carcaca
e maior taxa de mortalidade ocorreram em animais de baixo peso ao nascer, fato este que
leva a grandes perdas econOmicas para produtores de suinos. Segundo Pardo et al. (2012), o

pior desempenho dos animais de baixo peso ao nascer pode estar associado ao



comprometimento da hiperplasia de miofibras, especialmente das miofibras secundarias no
musculo semitendineo.

Existem evidéncias de que a IUGR, além de afetar o desenvolvimento pds-natal em
suinos, também pode afetar a qualidade da carne nesta espécie. Este fato foi demonstrado
no trabalho de Gondret et al. (2006), no qual foi observada uma estreita relagdo entre baixo
peso ao nascer e pior qualidade de carne, devido em parte ao baixo niumero de miofibras e a
uma hipertrofia acelerada de fibras. Neste trabalho foram determinadas as influéncias do
peso ao nascimento sobre o tecido adiposo, o desenvolvimento muscular e as consequéncias
sobre a qualidade alimentar quando os suinos foram criados e alimentados individualmente
durante o periodo de crescimento e abate. O acesso livre ao alimento durante o periodo de
crescimento e abate favoreceu a deposicdo de gordura em suinos que apresentaram baixo
peso ao nascimento, resultando em uma carcaga com maior taxa de gordura e aumento do
conteudo lipidico do musculo semitendineo dos animais que nasceram mais leves,
comparados relativamente aos seus irmdos de leitegada mais pesados. Além disso, este
estudo reforcou a evidéncia de que as dreas de miofibras foram menores em leitdes de baixo

peso ao nascimento comparado aos suinos mais pesados ao abate.

3.2. Efeitos da IUGR sobre o crescimento pds- natal

O fendtipo de um leitdo recém-nascido é resultante da interagcdo entre seu
desenvolvimento fetal e o ambiente intrauterino no qual foi gerado, sendo amplamente
influenciado pelo suprimento de nutrientes ao embrido/feto e de sua habilidade em utilizar
os substratos disponiveis para seu desenvolvimento (Rehfeldt & Kuhn, 2006). Além da
nutricdo materna, a competicao entre os fetos dentro do Utero pelos nutrientes também
afetaria o crescimento fetal, visto que ja foi demonstrado que o peso ao nascer seria

inversamente correlacionado ao tamanho da leitegada (Town et al., 2004). Dessa forma, a

incidéncia de leitGes pequenos ao nascimento seria maior em leitegadas grandes (acima de
10 leitdes) (Milligan et al., 2002).

LeitGes de baixo peso ao nascer apresentam perda de peso nas primeiras 24 horas de
vida, fato este que pode contribuir para a maior taxa de mortalidade durante o periodo

neonatal nestes individuos (Baxter et al., 2008). Ha evidéncias de que leitGes pequenos ao
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nascimento também necessitam de mais dias para atingirem o peso de abate e acumulam
mais gordura na carcaca que leitdes que nasceram mais pesados. Isto poderia estar
relacionado ao desenvolvimento inadequado do trato gastrintestinal, contribuindo para um
pior desempenho destes animais (Wang et al., 2005). Assim, o peso ao nascer é uma
importante caracteristica econdmica para a suinocultura, visto que leitdes pequenos ao
nascimento, além de apresentarem menores taxas de sobrevivéncia, podem também
apresentar piores taxas de crescimento pds-natal (Quiniou et al., 2002).

Estudos sobre os efeitos do peso ao nascimento sobre o desempenho futuro do suino
sao bastante antigos, datando da década de 1980 (Powell & Aberle, 1980; Campbell &
Dunkin, 1982). Em trabalhos mais recentes, diversos autores comprovaram o efeito do peso
ao nascer sobre o desempenho dos leitdes ao longo das diferentes fases do ciclo de
producdo, conhecido como efeito multiplicador dos pesos (Quiniou et al., 2002; Rehfeldt &
Kuhn, 2006; Beaulieu et al., 2010; Alvarenga et al., 2013; Almeida et al., 2017). Todos estes
trabalhos evidenciaram que o efeito multiplicador dos pesos é real e consolidado, sendo que
a principal explicacdo biolégica para tal fato seria o desenvolvimento das fibras musculares
nos fetos suinos, que ocorre de forma diferenciada entre leitdes leves e pesados ao nascer
(Rehfeldt & Kuhn, 2006; Alvarenga et al., 2013). Entretanto, alguns relatos ndo encontraram
variacdo consistente no nimero total de fibras em relagcdo ao peso de nascimento (Dwyer et
al., 1993).

No recente estudo de Alvarenga et al. (2013), foi demostrado que leitdes com alto
peso ao nascimento apresentaram maior nimero total de fibras musculares em relagdo aos
animais mais leves, caracteristica esta que estaria definida antes do nascimento (Wigmore
&Stickland, 1983). Aos 150 dias, os animais de alto peso ao nascer ainda apresentavam
maior densidade de miofibras ( nimero de fibras musculares/mm?), o que poderia justificar
a melhor taxa de crescimento neste grupo experimental.

Os suinos experimentam um periodo de crescimento compensatério durante pelo
menos as duas primeiras semanas de vida, durante o qual crescem de forma eficiente em
funcdo da hipertrofia das fibras musculares (Rehfeldt & Kuhn, 2006). Entretanto, ha
evidéncias de que leitdes pequenos ao nascimento necessitariam de mais dias para

atingirem o peso de abate que animais mais pesados (Quiniou et al., 2002; Gondret et al.,
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2006; Alvarenga et al., 2013). No trabalho de Gondret et al. (2006), também foi
demonstrado que a qualidade da carne dos animais de baixo peso ao nascer seria pior.

Neste sentido, menores taxas de crescimento pds-natal estariam relacionadas ao
menor numero de miofibras em leitdes de baixo peso ao nascer, devido aos insultos
ocorridos durante a miogénese. Assim sendo, as caracteristicas associadas ao
desenvolvimento pds-natal e qualidade de carne poderiam ser influenciadas pelo nimero e
tamanho das fibras musculares, determinadas em torno dos 90-95 dias de gestacao
(Gondret et al., 2006). Adicionalmente, o crescimento e a regeneracdo do musculo
esquelético durante o desenvolvimento pds-natal dependem, em grande parte, da ativacao
de células denominadas células satélites (CS) (Zhu et al., 2013). De particular interesse para o
agronegocio, estas células contribuem para o crescimento das fibras musculares, sendo
necessdrias para a hipertrofia muscular que ocorre durante o crescimento normal do
musculo (Moss and Leblond, 1971). Além disso, as CS contribuem para a determinacao do
tipo de fibra(contracdo rapida ou lenta), dependendo em grande parte de como estes
miotubos crescem e se fundem (Zhu et al., 2013).

Dwyer et al. (1994) demonstraram que o peso ao nascimento ndao determina,
necessariamente, o potencial de crescimento até a idade de abate, de tal forma que o
numero de fibras musculares pode ser o melhor indicador de crescimento neste periodo. A
correlagio positiva entre o peso ao nascimento e o nimero de fibras/mm? observada no
estudo de Alvarenga et al. (2013) vem reforgar os achados de Dwyer e colaboradores (1994).

No entanto, a possibilidade de que o peso ao nascer afetaria, irreversivelmente, o
desenvolvimento muscular continua controversa (Bee et al., 2007; Poore & Fowden, 2004;
Gondret et al., 2005) em funcdo da interferéncia de fatores externos, como a competicao

entre os leitGes, que afeta diretamente o consumo de racdo dos animais (Powell & Aberle,

1980). Portanto, estudos dos mecanismos envolvidos durante a miogénese poderiam

auxiliar a elucidar tais questdes.

3.3. Miogénese na espécie suina
O desenvolvimento pré-natal do tecido muscular, processo conhecido como

miogénese, pode ser dividido em trés fases: embrionaria, fetal e pds-natal. Estas fases
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correspondem a miogénese primaria, secundaria e pds-natal, respectivamente (Wigmore &
Stickland, 1983). As fibras musculares sdo originadas a partir de células precursoras
miogénicas denominadas mioblastos. No entanto, as células chamadas de progenitoras
miogénicas, ainda ndo sdo células musculares. Ambas as células precursoras miogénicas e
mioblastos proliferam para aumentar seu nimero. Como as células miogénicas sao
derivadas de células progenitoras miogénicas, o aumento da proliferacio de células
progenitoras aumenta o numero de células miogénicas que formardao mais miofibras

primdrias (Yan et al. 2013) (Figura 2).

Proliferacdo

Modulagédo

Diferenciagao

@ Determinagdo
@@ T

m
L3

Células precursoras
miogénicas Mioblastos determinados Miotubos diferenciados Fibras musculares

Figura 2. Esquema representativo dos eventos celulares basicos que ocorrem durante a miogénese
(modificado de Rehfeldt et al. 2000)

Quando existem sinais ambientais pertinentes, tais como nutricdo, os mioblastos
alinham-se uns aos outros, fundem-se, diferenciam-se em fibras musculares imaturas
conhecidas como miotubos, e finalmente, diferenciam-se em fibras musculares (Yan et al.
2013). Dessa forma, a primeira onda de formacdo de miotubos é originada de mioblastos
embrionarios, e a segunda, de mioblastos fetais, que por sua vez, dardo origem as fibras
musculares primdrias e secunddrias. Hd evidéncias de que a segunda onda miogénica
constituiria a maior parte das fibras musculares (Du & Zhu, 2009). Portanto, a fase fetal,
guando a miogénese secunddria estd em curso , é considerada critica para o
desenvolvimento do musculo esquelético. Uma vez que o nimero de fibras musculares
formado durante a fase fetal é dependente do numero de células progenitoras miogénica
disponivel e sua proliferacdo ser altamente sensivel ao aporte de nutrientes, a nutricao
materna pode afetar drasticamente o desenvolvimento muscular esquelético (Yan et al.
2013), sendo, a desnutricido materna um possivel fator de reducdo do numero de fibras

musculares no feto (Zhu et al., 2008).
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Em suinos, a natureza bifasica da formacdo das fibras musculares foi bem
estabelecida e os periodos criticos do desenvolvimento muscular no feto durante a gestacao
foram identificados (Wigmore & Stickland, 1983, Lefaucher et al.,, 1995). No inicio do
desenvolvimento embrionario, células mesenquimais se diferenciam em células miogénicas
precursoras mioblastos mononucleados. A partir destas células, uma populagdo inicial de
fibras primarias se desenvolve entre 35 e 55 dias de gestacdo, por meio de rapida fusdo dos
mioblastos para formar os miotubos primarios (células multinucleadas alongadas que nao se
dividem). Posteriormente, entre os dias 55 a 90-95 de gestacdo, uma segunda geracdo de
miotubos aparece, originando a massa muscular principal. As fibras secundarias se formam
ao redor dos miotubos primdrios, usando os mesmos como moldura, o que direciona seu
crescimento para os tenddes. No musculo semitendineo, por exemplo, em média 20 fibras
secunddrias envolvem cada fibra primaria (Bridi, 2009). Finalmente, por volta dos 85-90 dias
de gestacao, cessa a formacdo de fibras (Figura 3). Logo, considera-se que o numero total de
fibras seja determinado definitivamente aos 90-95 dias de gestacdao, porém a hipertrofia e
maturacdo musculares continuam apds o nascimento (Wigmore & Stickland, 1983; Lefaucher

et al. 1995; Murani et al., 2007; Reis et al., 2016).

Maturagao

Hipertrofia
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Numero total de fibras Nascimento
l I l estabilizadas
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Fibras de Fibras

Figura 3. Representacdo esquemadtica da formacdo das fibras musculares esqueléticas durante o
periodo gestacional em suinos (modificado de Wigmore & Sticklan, 1983).
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Na espécie suina, os miotubos primarios constituem um menor nimero de fibras
musculares. No musculo adulto, a proporcdo de miotubos primdrios para secundarios é de
cerca de 1:20. No entanto, ambas as populagdes de miotubos influenciam significativamente
o numero de fibras e o tamanho do musculo (Murani et al., 2007).

O periodo inicial da miogénese, que envolve a diferenciagao das fibras musculares
primdrias parece ser resistente a manipulacdo nutricional, ao passo que os efeitos
nutricionais e hormonais sobre a diferenciacdo e hiperplasia de fibras secunddrias tem sido
demonstrada entre os dias 25 a 90 de gestacdo (Dwyer et al., 1994; Silva et al., 2012).

A existéncia de uma terceira gerac¢do de fibras tem sido descrita em ovinos (Picard et
al., 2002), suinos (Lefaucher et al., 1995; Picard et al., 2002), humanos (Draeger et al., 1997;
Tedesco et al., 2010; Otto et al., 2009) e bovinos (Gagniére et al., 1999). Quando se formam,
estas células estdo estreitamente associadas aos miotubos secundarios assim como os
miotubos recém-formados se associam aos miotubos primarios. Em bovinos, ovinos e
humanos, elas sdao observadas quando cerca de 40% do periodo de gestagdao esta completo
(Draeger et al., 1997), e nos suinos, elas aparecem préximo ao nascimento (Picard et al.,
2002). Segundo Bridi (2009), esta terceira populacdo de mioblastos ndo forma fibras
musculares, mas ficaria localizada proximo as miofibras, sendo chamada de células satélites.

Durante o periodo de crescimento pés-natal do animal, o crescimento muscular
ocorre somente por hipertrofia (aumento do tamanho e comprimento individual da célula),
principalmente pelo acréscimo de proteinas e de nucleos originados da proliferacao e fusao
das células satélites a célula muscular. Além disso, o nimero de células satélites varia
conforme a idade, o tipo de musculo, a nutricdo e a demanda de esfor¢o do individuo (Bridi,
2009).

A hipertrofia ocorre primeiramente no sentido longitudinal da fibra pelo aumento do
numero de sarcoOmeros e, posteriormente, ocorre um aumento do diametro pela deposicao
de proteinas miofibrilares. Portanto, o aumento do tamanho da fibra muscular esta limitado
por fatores genéticos e nutricionais que irdo determinar a capacidade do musculo sintetizar
proteinas musculares (Bridi, 2009).

A extensdo da hipertrofia da fibra muscular e, consequentemente, a capacidade do
musculo em crescer, depende também do numero de miofibras dentro do musculo, que é

fixo ao nascimento. Este fato vem de encontro as evidéncias de que o tamanho da miofibra é
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inversamente proporcional ao numero de fibras, ou seja, a taxa de crescimento individual da
fibra muscular é menor quando ha um alto nimero de miofibras, sendo esta taxa alta,
quando o numero de fibras musculares for baixo (Rehfeldt et al., 2000). No entanto, alguns
guestionamentos ainda permanecem, dentre eles esclarecimentos sobre o fator mais
importante para o crescimento do tecido muscular ( hipertrofia ou nimero de miofibras).
De acordo com Rehfeldt et al. (2000), o crescimento potencial do tecido muscular
dependeria primariamente do niumero de fibras formadas no periodo pré-natal, uma vez que
a hipertrofia seria influenciada por fatores genéticos e fisiolégicos. Consequentemente,
prejuizos no crescimento pds-natal poderiam ser esperados em animais com baixo nimero
de fibras.

O desenvolvimento muscular é um processo complexo, incluindo ndo apenas
miogénese embriondria, como também a matura¢do de miofibras adultas (Qin et al. 2013).
Existem evidéncias de que peso ao nascimento ou peso muscular ao nascimento
correlaciona-se principalmente com o nimero de miofibras formado durante miogénese
pré-natal (Gondret et al., 2006). Em contraste, o crescimento muscular no periodo pés-natal
é geralmente associado a hipertrofia das fibras existentes, que por sua vez estd associada a
atividade de células satélites (Paredes et al., 2014). Neste sentido, o baixo peso ao nascer de
leitdes parece ter uma relagdo positiva com a reducdao do numero de fibras musculares,
decorrente principalmente da deficiéncia do aporte de nutrientes na unidade feto
placentdria (Gondret et al., 2006).

Dessa forma, a miogénese representa um modelo ideal para o estudo da
diferenciacdo celular. Como a regeneracdao muscular é um processo semelhante a
miogénese, seu estudo fornece conhecimentos basicos para o desenvolvimento de terapias
importantes no tratamento de doengas musculares em humanos. Por outro lado, em
animais de producdao, o interesse sobre o estudo da miogénese é impulsionado
principalmente pela percep¢ao de que o potencial de crescimento muscular esta associado
ao numero e estrutura das fibras musculares, caracteristicas estas determinadas durante o
desenvolvimento pré-natal (Muréni et al., 2007). Portanto, o controle da miogénese visando
aumentar o numero de mioblastos e de fibras musculares em espécies destinadas a

producdo de carne é uma estratégia importante, onde o ganho de peso corporal e a
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deposicdo de tecido muscular até o momento do abate poderdo interferir na qualidade do

produto final.

3.3.1. Regulagdao da miogénese na espécie suina

Todos os eventos moleculares que ocorrem durante a formacgdo das fibras
musculares sdo controlados por fatores de regulagdo miogénica (Hou et al., 2012). Assim, o
conhecimento dos processos moleculares que governam as caracteristicas fenotipicas do
desenvolvimento do musculo esquelético é fundamental para a compreensdo do processo
de crescimento pds-natal de espécies de cunho zootécnico, onde a produgdo de carne
apresenta grande importancia econémica. (Wu et al., 2013). A titulo de esclarecimento, o
termo carne tem por definicdo o tecido muscular esquelético em animais abatidos (Te Pas et
al., 2004). Assim sendo, a analise das alteracdes na expressao de genes miogénicos durante
o periodo pré-natal, quando ocorrem as duas ondas de fusdo de mioblastos, pode ser muito
importante para a compreensdo das diferencas bioquimicas na musculatura e qualidade da

carne em animais descendentes de cruzamentos de ragas diferentes (Reis et al. 2016).

3.3.1.1. Fatores genéticos

As alteragcBes na expressao génica associadas ao desenvolvimento e crescimento
musculares foram examinadas em diferentes ragas de suinos em vdrias idades gestacionais
(Te Pas et al., 2004, Murdni et al., 2007; Yang et al. 2014; Zhao et al., 2011). No trabalho de
Yang et al. (2014), utilizando as racgas de suinos Yorkshire e Chenghua para elucidar os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento muscular em animais com aptiddo para
depdsito de carne magra ou gordura, foram examinados a expressdo de genes relacionados
a miogénese, adipogénese e crescimento de musculo esquelético durante o
desenvolvimento fetal (50 e 90 dias), utilizando RT-PCR (Reverse transcription polymerase
chain reaction). Os genes analisados foram divididos em miogénicos: CKM, MYOD, MYOG,
DES, LEPR, PAX7; adipogénicos: PPARG, LPL, FABP4 e crescimento: GHR, IGF-1. Devido ao seu
papel regulador tanto miogénico quanto adipogénico, a MSTN ndo foi adicionada a estes
grupos e sim agrupada com GHR, IGF-1, relacionada ao crescimento. Houve diferencas nos
padrdes de expressdao de genes miogénicos e adipogénicos em fetos nos dias 50 e 90 de

gestacdo nas racas Chenghua e Yorkshire. Os autores concluiram que, para o musculo
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esquelético, as fases primaria e secundaria da miogénese desempenhariam papeis vitais no
desenvolvimento muscular durante os periodos fetal e pds-natal, sendo importantes para a
transformacdo do musculo em carne em suinos. Nesse estudo, também foram observadas
diferencas significativas entre as racas quanto ao desenvolvimento do musculo esquelético,
sendo este maior em ragas com maior deposi¢ao de musculo.

O conhecimento dos fatores genéticos e epigenéticos que governam a formacao de
ambas as gera¢des de miotubos é fundamental para a compreensdo do controle do
crescimento e estrutura muscular, uma vez que os genes podem regular positiva ou
negativamente a miogénese. Neste sentido, Murdni et al. (2007) realizaram um estudo do
perfil da expressao génica do desenvolvimento do musculo esquelético em suinos, utilizando
tecido embrionario e fetal do musculo longissimus dorsi em sete estagios gestacionais
principais (dias 14, 21, 35, 49, 63, 77 e 91 pds-concepc¢do) abrangendo toda a miogénese,
desde a somitogénese até a maturacdo dos miotubos em miofibras, utilizando RT-PCR. As
expressdes génicas foram determinadas em duas ragas, Pietrain e Duroc, dividindo os genes
analisados em categorias funcionais, como genes que codificam genes miofibrilares (8 genes:
MYH3, MYH1, TNNI2, MYPN, MYH2, TTN, NRAP, TPM1), genes envolvidos na adesdo celular,
sinalizagdo celular e sintese/ remodelagdo da matriz extracelular (8 genes: SDC3, LAMBI,
SSPN, IGSF1, SPARCL1, SPP1, TIMP2, TIP1), genes reguladores da expressao génica (8 genes:
BICC1, GATA3, HMGA2, HMIGN1, IMJD2A, RAB6IP2, SETBP1, SMAD?7) e metabdlicos (8 genes:
ARNIP, GLUD1,LTB4DH, LXN, ND2, ND4L, NDUFA10, RPL37). Este estudo revelou a existéncia
de varios genes e transcricdes novas (GATA3, HMGA2, NRAP, SMC6L1, SPP1, RAB6IP2, TJP1)
ndo previamente associadas a miogénese, bem como o conhecimento de fatores genéticos
que operam durante a miogénese. Genes que exibiram diferencas entre as racas
representariam genes candidatos para o crescimento e estrutura muscular. Foram
identificados genes novos que poderiam estar envolvidos nestes processos (/IGFBPL1),
durante a miogénese. Particularmente interessantes, sdo os genes que apresentam
expressao diferencial entre as duas ragas, diferindo acentuadamente na estrutura muscular.
As diferencas associadas as racas quanto a expressdao de RAB6IP2, PDGFRA e SPP1 sugerem
gue a miogénese é tardia especialmente durante a primeira onda em Pietrain,
provavelmente atrasando a formacdo de miotubos primdrios, sendo esta raca a mais

musculosa, permitindo a geracdo de um maior conjunto de células precursoras musculares.
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O numero e o tamanho dos miotubos primarios sdo fatores intrinsecos que afetam o
numero de miotubos secunddrios. Assim, a selecdo genética pode afetar a primeira onda da
miogénese, promovendo genes ativos nesta fase, considerados como candidatos primdrios a
manipulagao do musculo em crescimento.

Como o desenvolvimento do musculo esquelético é complexo, em virtude de varios
genes participarem da regulacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular durante os diferentes
periodos de crescimento, a coleta de amostras em apenas alguns destes momentos pode
ndo conseguir detectar os muitos miRNAs (micro-RNA) envolvidos no desenvolvimento
muscular (Hou et al., 2012).

No trabalho de Hou et al. (2012), para investigar miRNAs de forma abrangente,
foram necessdrias coletas do musculo esquelético em 18 estdgios de desenvolvimento
(estagios gestacional, neonatal e adulto) e assim reuniram-se todos os RNAs para identificar
os mMiRNAs envolvidos na miogénese. Os miRNAs que sdo expressos abundantemente em
células musculares esqueléticas ou miocdrdicas e sdo chamadas de myomiRs (como por
exemplo miR-1, miR-206 e miR-133). Estes, por sua vez desempenham papéis importantes
na regulacdo do desenvolvimento muscular, sendo sua expressao regulada por fatores
miogénicos, como MYOD, podendo também os miRNAs controlarem o tipo de fibra de
musculos esqueléticos (Hou et al. 2012).

O musculo esquelético enquanto 6rgdo é constituido por vérios tipos de células, tais
como fibras musculares, adipdcitos, células endoteliais, células do tecido conjuntivo e células
satélites. Desta forma, para melhor compreender os mecanismos moleculares de
desenvolvimento muscular, faz-se necessario investigar a expressdao miogénica, adipogénica
e de fatores relacionados ao crescimento muscular (Yang et al., 2014). Dentre eles, os mais
importantes relacionados ao desenvolvimento muscular sao os fatores reguladores
miogénicos (MRFs), tais como MYOD (diferenciacdo miogénica 1), MYF5 (fator miogénico 5),
MYOG (miogenina) e MYF6 (fator miogénico 6) (Qin et al., 2013), importantes para o
desenvolvimento muscular em mamiferos, pois estdo comprometidos com a formacao,
maturacdo e desenvolvimento pds-natal das fibras musculares (Liu et al., 2015). MYF5 e
MYOD s3ao primeiramente expressos para especificar a linhagem miogénica durante o
desenvolvimento embriondrio, que contribuem para a especificacdo e diferenciacdo em

mioblastos (Megeney & Rudnicki, 1995; Te Pas et al., 2004; Qin et al.,, 2013), enquanto
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MYOG e MRF4 s3o fatores de diferenciacdo miogénica que contribuem para a fusdo de
mioblastos e formacdo miotubos (Megeney &, Rudnicki 1995), induzindo a diferenciacdo
terminal das fibras musculares (Te Pas et al., 2004; Qin et al., 2013). MYOD desempenha um
papel vital na miogénese do musculo esquelético em desenvolvimento, sendo considerado
um gene importante para as caracteristicas de producao de carne (Yang et al., 2014).

Em se tratando de fatores reguladores miogénicos (MRFs), no trabalho de Reis et al.
(2016), onde se investigou a expressdo génica durante a miogénese em linhagem de suino
comercial (Duroc, Landrace e Large-White) e na raca Piau, em 21 dias pds- inseminacdo
(embrides) e 40, 70 e 90 dias pds- inseminacdo (fetos), a andlise da expressao génica nesses
periodos esclareceu possiveis diferencas na miogénese e muscularidade entre as racas
estudadas, como por exemplo maior expressdao de MYOG durante os periodos de formacdo
de fibras primarias (40 dias pds inseminac¢do) e secunddrias (70 e 90 dias pds inseminacao)
em suinos de linhagem comercial e na raca Piau. Este gene esta relacionado aos processos
biolégicos de desenvolvimento da estrutura muscular, e os resultados deste trabalho
confirmaram a importancia deste fator de transcricdo para a formacao de fibras primarias e
secunddrias durante a diferenciagdo miogénica.

A Familia 'Paired Box', ou Pax, corresponde aos genes que funcionam como fatores
de transcricao e desempenham um papel essencial durante o desenvolvimento embrionario.
PAX3 e PAX7 sdao genes homdlogos que compdem um dos quatro subgrupos. Apesar da sua
homologia estrutural, PAX3 e PAX7 tém funcdes diferentes durante o desenvolvimento
embrionario, atuando na via miogénica embriondria, particularmente na especificacdo de
células embrionarias miogénicas (Otto et. al., 2009), na inducdo da expressao de fatores
reguladores miogénicos, incluindo a diferenciacdo de MYOD e MYOG. A expressao de MRFs
é regulada por PAX3 e PAX7 (Hu et al., 2008). Pax3 estd envolvido no controle das células
precursoras da linhagem miogénica, atuando como fator regulador do MYOD. PAX7 atua na
especificacdo da linhagem celular satélite em vertebrados e age como um sinal de
sobrevivéncia dessas células, por meio da expressdo dos fatores reguladores miogénicos
MYOD e MYOG, como mostra a Figura 4 (Le grand & Rudnicki, 2007). PAX3 e PAX7
desempenham papéis importantes na manutencdo da proliferacao de células progenitoras,

prevenindo assim a diferencia¢do precoce das fibras musculares (Wang e Rudnicki, 2012).
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CELULA ATIVACAO i DIFERNCIACAO - FUSAO
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Figura 4. Representacdo esquemadtica dos principais eventos da miogénese pds-natal, bem como dos
genes reguladores em cada etapa (modificado de Le grand & Rudnicki, 2007).

Ha evidéncias de que PAX3 contribui para a linhagem de células de mioblastos
embriondrios e a linhagem endotelial, enquanto PAX7 contribui para células mioblastos
fetais, representando linhagens miogénicas distintas. Além disso, PAX7 continua a ser
expresso durante a miogénese fetal e por células satélites adultas (Hutcheson et al., 2009).

O musculo esquelético, tecido mais abundante do corpo, tem a capacidade de
regenerar novas fibras musculares depois de sofrer lesdo ou em consequéncia a doencas,
como a distrofia muscular. Em resposta a uma lesdo muscular, células satélites sao ativadas
e comecam a proliferar. Nesta fase, sdo frequentemente referidas como células precursoras
miogénicas ou mioblastos. O processo de ativacdo de células satélites na diferenciacdo
miogénica é controlado, principalmente, por MYF5 e MYOD. Durante este processo, as
células satélites seguem destinos diferentes, seja originando células que retornardo a
quiescéncia (para manter como progenitor), sendo controladas por PAX7 e MYOD, seja
originando outras células que estardo comprometidas com a diferenciacdo celular, sendo

também controladas pelos mesmos genes, como mostra a Figura 5 .
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Figura 5. Esquema modificado representando divisdo celular assimétrica durante a ativacdo de
células satélites (modificado de Tedesco et al., 2010).

Entre os fatores que regulam o desenvolvimento do musculo esquelético, a
miostatina (MSTN), a qual é detectada em todas as espécies de mamiferos, bem como em
aves, é expressa tanto no desenvolvimento muscular fetal quanto em musculos esqueléticos
adultos e, portanto envolvida na regulacdo do crescimento das massas musculares
esqueléticas nos periodos fetal e pds-natal (McPherron & Lee, 1997, 2002; McPherron et al.,
1997). A inibicdo da expressdao da MSTN aumenta drasticamente a massa muscular em
animais (McPherron e Lee, 1997; McPherron et al, 1997). Assim sendo, MSTN ndo sé inibe o
crescimento muscular, mas também afeta o crescimento de tecido adiposo
proporcionalmente, apresentando diferentes fun¢des adipogénicas em diferentes células-
tronco (Zhang et al., 2015). Em geral, promove a diferenciacdo de células mesenquimais
multipotentes em pré-adipdcitos (Artaza et al. 2005) e também inibe a diferenciacdo de pré-
adipécito (Kim et al. 2009), de tal forma que camundongos MSTN nulos tém menos acimulo
de gordura que animais do tipo selvagem (McPherron & Lee, 2002).

O gene DES codifica a expressdo da desmina, que é o filamento intermedidrio mais
importante da musculatura esquelética e cardiaca (Diokmetzidou et al., 2016). Tem a funcdo
de manter a estrutura e a integridade funcional das miofibrilas, funcionando como um

citoesqueleto protéico ligando as bandas Z a membrana plasmatica (Charrier et al., 2016).
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3.3.1.2. Fatores adipogénicos e metabdlicos

Ha evidéncias de que os processos de miogénese e adipogénese se originam do
mesmo microambiente (Du et. al. 2009). Assim genes relacionados tanto a adipogénese
como a miogénese podem ser expressos no musculo esquelético (Yang et al. 2014). Dentre
os genes relacionados a adipogénese, PPARG (“Peroxisome proliferator-activated receptor”)
é especifico do tecido adiposo, onde sua expressdo é mais elevada, agindo como
coordenador da cascata transcricional de diferenciacdo de adipdcitos. PPARG também
desempenha um papel chave no metabolismo lipidico. Sua expressao é mais elevada no
periodo pods-refeicdo e sua ativacdo leva a regulagdo positiva de genes que modulam a
captacdo de acidos graxos e seu aprisionamento nas células adiposas, com ajuda da
lipoproteina lipase, LPL (Semple et al., 2006). As lipoproteinas funcionam tanto para manter
os lipideos soluveis, a medida que os transportam no plasma, quanto para fornecer um
mecanismo eficiente de provimento lipidico aos tecidos (Champe e Harvey, 2009). A
lipoproteina lipase (LPL), codificada pelo gene LPL, é uma enzima extracelular carregada
negativamente encontrada no endotélio de capilares da maioria dos tecidos, mas é
encontrada predominantemente nos capilares do tecido adiposo e musculo cardiaco e
esquelético (Champe & Harvey, 2009). E uma enzima chave na hidrdlise de triacilglicerol a
partir de particulas de lipoproteina ricas em triacilglicerol para fornecer acidos graxos a
diferentes tecidos, estando envolvida na via de sinalizagao PPAR (Wang et al.2013), como
mostra a Figura 3. FABP4 é um membro de uma familia de genes de mamiferos FABP’s e foi
identificado como uma proteina citosdlica fortemente regulada durante a diferenciacdo de
pré-adipécitos em adipdcitos. Esta proteina é uma das mais abundantes encontradas em
adipdcitos maduros e tecido adiposo, envolvidos também na esterificacdao de acidos graxos
de cadeia longa. A expressdo de FABP4 é especificamente induzida pela insulina e / ou IGF-1,
dexametasona, acidos graxos e ocorre como um alvo de ativacdo do PPAR (Hotamisligil &
Bernlohr, 2015). Dessa forma, essas proteinas ndo parecem simplesmente reserva de
lipidios, mas sdo de fato mediadores cruciais das atividades metabdlicas e bioldgicas.

Importante para o musculo esquelético, o lactato, formado pela acdo da lactato
desidrogenase, é o produto final da glicélise anaerdbica em células eucaridticas. A formacao
de lactato é o principal destino do purivato. Ao exercitar o musculo esquelético, a producao

de NADH (pela gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e pelas trés desidrogenases ligadas ao
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NAD" do ciclo de Krebs) excede a capacidade oxidativa da cadeia respiratdria. Isto resulta em
uma relacdo elevada NADH/ NAD®, favorecendo a redugdo de piruvato para lactato. Assim,
durante a atividade intensa, o lactato se acumula no musculo, causando uma queda no pH
intracelular, potencialmente resultando em cdimbras. Posteriormente, grande parte desse
lactato se difunde para a corrente sanguinea (Champe e Harvey, 2009).

A descarboxilacdo oxidativa do piruvato pelo complexo piruvato desidrogenase é
uma rota importante em tecidos com uma elevada capacidade oxidativa, como o musculo
cardiaco. A piruvato desidrogenase converte irreversivelmente o piruvato, o produto final da
glicdlise, em acetil-COA, um importante combustivel para o ciclo de Krebs e o bloco
estrutural na sintese dos acidos graxos (Champe e Harvey, 2009), como pode ser visto

também no esquema modificado de Semple et al. (2006) (Figura 6).
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de Semple et. al. 2006)
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Encontrado no musculo, a creatina fosfato, derivado fosforilado de creatina, é um
composto de alta energia que pode doar reversivelmente um grupo fosfato ao ADP para
formar ATP. A reagdo é catalisada pela creatina quinase, e fornece uma reserva pequena,
mas rapidamente mobilizada, de fosfato de alta energia, que pode ser usada para manter o
nivel intracelular de ATP durante os primeiros minutos de contragdo muscular intensa
(Champe e Harvey, 2009).

No trabalho de Zhang et al. (2015), foram analisados o mMRNA de PPARG e MYOD em
dois tipos celulares, ADSCs (células embrionarias derivadas- adipdcitos) e MSCs (células
satélites musculares), para se entender como a MSTN poderia diferenciar a adipogénese
naquelas células , objetivando elucidar a origem de adipdcitos no tecido muscular. Assim, foi
demonstrado que PPARG e MYOD sao dois fatores de transcricao no desenvolvimento de
células de gordura e musculares, podendo ser regulados pela MSTN. ADSCs e MSCs sao
células embriondrias no musculo que exibem potencial adipogénico. Quando estas células
embrionarias estdo num ambiente lipogénico e reguladas pela MSTN, ADSCs poderdo exibir
potencial adipogénico (presenca de MSTN-induzida pela expressdao de PPARG e MyoD). No
entanto, em MSCs, a expressao de PPARG e MyoD foram inibidos por MSTN, inibindo assim a
adipogénese. A partir desses resultados, a hipotese de que os papéis reguladores
adipogénicos da MSTN em ADSCs e MSCs foi atribuida a regulacao diferencial de PPARG e
MYOD.

A Leptina é uma proteina da familia das citocinas, composta por 146 aminoacidos
com um peso molecular de 16 kDa, secretada como horménio dos adipécitos e sua produgao
depende dos depdsitos de gordura corporal. O receptor de leptina, codificado por LEPR, é
um receptor do dominio transmembrana, que inibe a via orexigénica e estimula a via
anorexigénica no hipotalamo. O receptor de leptina desempenha um papel importante no
controle da ingestao de alimentos, secre¢cdao do horménio de crescimento, homeostase
energética e mobilizacdo de gordura (Wang et al. 2013). No trabalho de Wang et al. (2013),
concluiu-se que o sexo tem efeito significativo no conteudo do FMI (gordura intramuscular)
e nos acidos graxos, sugerindo que LEPR seja uma ferramenta Util para a selecdo de carcacas

com sabor favordvel e para a melhoria da qualidade da carne em suinos.
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3.3.1.3. Fatores relacionados ao crescimento

A determinacdo das vias fisioldgicas que podem ser estimuladas para potencializar a
sintese proteica muscular, a partir de uma equilibrada relagdo entre hormoénio do
crescimento (GH) e somatomedina-C (fator de crescimento semelhante a insulina tipo | -IGF-
1) tem sido objeto de investigacdao (Castilhos & Liberali, 2008). As somatomedinas atuam
diretamente nos processos de crescimento e desenvolvimento das fibras musculares, tanto
na fase de hiperplasia como de hipertrofia, provavelmente por estarem associadas a indugao
da miogenina (Bridi 2007). O GH ¢é secretado pela hipdfise, de maneira pulsatil, sendo sua
secrecao modulada por varios fatores, tais como: hormoénio hipotalamico liberador de GH
(GHRH), hormoénio hipotaldamico inibidor da secrecdo de GH (somatostatina— SM), grelina,
glicocorticoides, acidos graxos, glicose, insulina, hormonios esteroides, estado nutricional,
composi¢ao corporal e idade. O sistema do GH é constituido pela molécula do horménio de
crescimento (GH), pelo receptor para o horménio de crescimento (GHR) e pela proteina
carreadora do hormoénio de crescimento (GHBP), correspondente a porcao extracelular do
GHR1. Atribui-se ao GHR o crescimento linear pds-natal de mamiferos e as atividades
enddcrinas em todos os orgaos e tecidos, promovendo diminui¢cdo de gordura e aumento de
massa magra (musculos, 6rgdos e o0ssos). Isto se deve a acdo direta no seu receptor
especifico ou por promover a producdo de IGF-I (insulin-like growth factor-1), que
intermedia, de maneira enddcrina, pardcrina e autdcrina algumas de suas func¢des (Povoa &
Diniz, 2011).

Dessa forma, a relacdao entre o tecido adiposo e o tecido muscular constitui a
motivagao das pesquisas contemporaneas e futuras que visam harmonizar os aspectos
quantitativos (maior deposicdo de tecido muscular) e qualitativos desejados da carne

(presenca de tecido adiposo dentro de limites adequados) (Gondret et al., 2016).

3.4. Tipificagao das Fibras Musculares

O musculo esquelético é composto por uma populacdo heterogénea de fibras
musculares que exibem um amplo espectro de caracteristicas contrateis e metabdlicas
(Brown et al., 2014). Seu componente primario é a miosina, uma proteina assimétrica,
hexamérica, formada por quatro cadeias leves (aproximadamente 20kDa cada) e duas

cadeias pesadas (aproximadamente 200kDa cada) (Pette & Staron ,1990). O tipo presente no
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musculo é de grande importancia fisioldgica, sendo a composicdo de sua isoforma o principal
determinante de seu desempenho contratil (Toniolo et al., 2004).

Baseado em estudos bioquimicos, Peter et al. (1972) propuseram a classificagao das
fibras musculares, considerando a velocidade de contracdo e o tipo de metabolismo, de tal
modo que as fibras do tipo | apresentariam contragdo lenta, metabolismo aerébico, baixa
atividade glicolitica e de moderada a alta atividade aerdbica; fibras do tipo lla seriam de
contragao rapida, metabolismo oxidativo glicolitico, moderada a alta atividade anaerdbica,
alto teor de citocromos e atividade oxidativa e as fibras do tipo llb também seriam de
contragao rapida, metabolismo glicolitico, alto teor de glicogénio, baixo teor de citocromos e
baixa atividade oxidativa. Posteriormente, foi possivel a realizacdo de analises mais precisas
das propriedades metabdlicas das fibras por meio da microdisseccdo, que apresentaram
ampla variacdo nas atividades enzimaticas dentro das diferentes populacdes de fibras
(Schiaffino & Reggiani, 2012). Uma etapa adicional na caracterizacdo dos principais tipos de
fibras presentes no musculo esquelético dos mamiferos ocorreu no final da década de 1980
e inicio da década de 1990, com a descoberta de um terceiro tipo de fibra rdpida de cadeia
pesada de miosina (MHC), diferente das fibras lla e llb, segundo Schiaffino & Reggiani
(2012). Os anticorpos anti-MHC levaram a identificagdo de fibras do tipo llx, cujas unidades
motoras (fibras IIX) teriam propriedades de contracdo (tempo de contracao e relaxamento)
semelhantes as das unidades lla e llb, e sua resisténcia a fadiga seria intermediaria a essas
respectivas unidades (Larsson et al., 1991).

Até o presente momento, o método mais adequado para se determinar os tipos de
fibras musculares se baseia em perfis especificos de miosina, em particular o complemento
da isoforma miosina de cadeia pesada (MHC- myosin heavy chain). Varios estudos
demonstraram que as cadeias pesadas determinam o nivel de atividade enzimatica da
miosina, enquanto as cadeias leves ndao apresentariam envolvimento direto no mecanismo
de acdo da proteina (Picard et al., 1994). A velocidade de encurtamento maximo de uma
fibra muscular é estabelecida pela isoforma predominante da MHC expressa, aumentando
na seguinte ordem: de MHC | para lla, desta para llx, e desta para llb (Pellegrino et al., 2003).
Assim sendo, sdo conhecidos onze genes de isoformas sarcoméricas de MHC, e dentre estes,
quatro sdao expressos no musculo esquelético adulto: uma isoforma MHC associada a

musculo de "contracdo lenta" (Tipo |) e trés de "contracdo rapida" (Tipos lla, lIx e llb) (Weiss
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& Leinwand, 1996; Tonge et al.,, 2010). O gene MyH4 codifica as isoformas de proteinas
designadas MHC lla, lIx e llb.

As caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas, bem como o tamanho final do musculo,
uma vez cessado o crescimento, dependem grandemente da proporc¢ao dos tipos de fibras.
A ocorréncia de cada tipo de fibras e sua frequéncia no musculo sdo influenciadas pela
genética, nutricdo e manejo dos animais (Bridi, 2009).

Segundo Lefaucheur et al. (1995), as isoformas embrionarias e fetais de MyHC sdo
isoformas de transicdo MHC, que no periodo de duas semanas apdés o nascimento
amadurecem para se tornar isoformas tipo Il em adultos. Desde a gestacao até as primeiras
semanas pds-natais, essas fibras sofrem um processo de maturacdo quando o padrdo
altamente organizado encontrado em suinos adultos é estabelecido. Posteriormente, a
conversao de fibras oxidativas glicoliticas em fibras glicoliticas ocorre principalmente na
periferia de fibras de contracdo lenta e traduzem a passagem de um metabolismo éxido-
glicolitico para um metabolismo glicolitico (Dierckx et al., 2004).

Estudos desenvolvidos com as espécies equina, bovina e suina descreveram
isoformas de miosina e tipos de fibras musculares em relagdo as performances na corrida de
cavalos ou a producdo de carne (bovinos e suinos) (Toniolo et al., 2004). Entre os grandes
mamiferos domésticos, o suino tem recebido atencdo crescente nos ultimos anos. Afinal, a
carne suina é uma importante fonte de proteina para os humanos e a relacdo entre a
qualidade da carne e as caracteristicas musculares foi motivo de investigacdo em varias
racas (Davoli et al., 2003). Segundo Bridi (2009), considerando os aspectos tecnoldgico e
sensorial, a qualidade da carne é oriunda de uma série de processos fisicos e quimicos
envolvidos, que irdo alterar as suas caracteristicas originais, culminando com a
transformacdo do tecido muscular em carne propriamente dita. Estes processos, por sua vez,
podem ser influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores mais
importantes nesta conversdo, citam-se: quantidade de energia (ATD - trifosfato de
adenosina, ADP — difosfato de adenosina, fosfocreatina, glicose hexafosfato e glicogénio) no
musculo no momento do abate; a velocidade da glicogendlise post mortem e o tamanho
final dos sarcomeros.

Adicionalmente, a produgdo de carne esta intimamente relacionada ao nimero, bem

como as caracteristicas morfoldgicas das fibras musculares (Lee et al.,, 2016), cuja
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composicdo esta poderd interferir diretamente sobre a qualidade final e propriedades
tecnoldgicas da carne (textura, capacidade de retencdo de agua, dentre outras) . Na espécie
suina, em particular, a qualidade da carne pode ser influenciada pelo nimero total de fibras
musculares, bem como pela drea e tipo das mesmas. Dessa forma, maior niumero total e
maiores areas das fibras musculares estariam associados a melhor qualidade de carne. Além
disso, maiores proporc¢des de fibras tipos | e lla, associadas a menor proporcdo de fibras do
tipo llb, também poderiam favorecer a melhor qualidade de carne (Lee et al., 2016). Isto se
deve ao fato de as fibras glicoliticas (tipo Ilb) possuirem menor contetudo de lipidios, mais

tecido conjuntivo, interferindo na maciez da carne (Bridi, 2007; Lee et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e local de execugao

Este experimento foi realizado em uma granja localizada na regido Centro-Oeste do
estado de Santa Catarina (Master Agropecuaria — Curitibanos — SC), entre o terceiro e quarto
trimestres de 2012. Foram selecionadas 60 leitoas ao nascimento, irmas de mesma

leitegada, da linhagem genética DB-DanBred.

4.2. Grupos experimentais

As fémeas selecionadas foram pesadas ao nascimento e alocadas aos seguintes
grupos experimentais:

A. Leitoas de baixo peso (BP) =0,8 — 1,0 kg

B. Leitoas de alto peso (AP)=1,4-1,7 kg

Para estabelecer as faixas de peso que representariam cada grupo experimental,
foram pesados imediatamente apds o nascimento aproximadamente 1000 (mil) leitdes do
plantel, originados da mesma linhagem materna. Dessa forma, foram calculados a média ()
e o desvio padrao (o) da variavel peso ao nascimento. As faixas de peso de cada grupo foram
determinadas como sendo: p+cap+20, paraogrupo AP e n-20ap- 0, para o grupo

BP.

4.3. Eutanasia das leitoas pertencentes ao experimento

Foi realizada a eutanadsia das fémeas (n=60) em trés idades:
a) Até 12 horas ap6és o nascimento (n= 20, sendo 10 AP e 10 BP);
b) Aos 100 dias de idade (n= 20, sendo 10 AP e 10 BP);

c) Aos 150 dias idade (n= 20, sendo 10 AP e 10 BP).

Todos os procedimentos de manipulagdo e eutandsia dos animais experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), processo n? 23732. O presente experimento foi
realizado em colaboracdo com o Prof. Fernando Bortolozzo da Faculdade de Veterindria da
UFRGS, sendo parte integrante do projeto intitulado “FATORES ENVOLVIDOS NO
DESENVOLVIMENTO CORPORAL E DESEMPENHO REPRODUTIVO DE REPRODUTORAS
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SUINAS”. Todas as amostras de musculo semitendineo foram coletadas na UFRGS e enviadas
para a UFMG. Como ndo foram feitas novas coletas de material bioldgico, optou-se por ndo

submeter outro protocolo para o CEUA/UFMG.

4.4. Pesagem dos orgaos para avaliagao de IUGR

O peso de diversos érgdos foi obtido dos animais recém-nascidos (n= 20), os quais
foram eutanasiados até 12 horas apds o nascimento. Uma incisdo na linha média do corpo
foi realizada, quando se procedeu a remocdo e posterior pesagem dos seguintes érgdos:
cérebro, figado, intestino delgado, intestino grosso, estébmago, rins, cora¢do, baco e
pulmdes. Para tal, foi utilizada balanca digital da marca Marte (modelo AS 2000).
Posteriormente, calcularam-se as razdes entre o peso do cérebro e dos demais érgaos, como

forma de mensuragao da ocorréncia da IUGR (Bauer et al., 1998a).

4.5. Processamento histoldégico

Imediatamente apds a eutanasia das fémeas nas trés idades (recém-nascidos, 100 e
150 dias) foram coletadas amostras do musculo semitendineo, sendo que os animais recém-
nascidos foram separados em um laboratério dentro da granja Master Curitibanos em
Curitibanos-SC, onde foram feitas as eutandsias e coleta de material. Os animais de 100 e
150 dias foram abatidos no frigorifico Sagrinco Agroindustrial Ltda., em Videira-SC.

Anatomicamente, o musculo semitendineo pertence ao grupo muscular da face
caudal do membro pelvino, tendo sido coletado no membro direito. Nos recém-nascidos foi
coletado o ter¢o médio, enquanto nos animais de 100 e 150 dias na porg¢ao proximal. A
escolha do musculo semitendineo para a realizagdo de tais avaliagdes se deve ao fato de ser
citado na literatura e considerado um bom indicador da musculatura geral do corpo, ndo
apresentando evidéncias de fibras intrafasciculares terminais, que poderiam influenciar na
contagem de fibras musculares.

Os fragmentos transversais de musculo semitendineo utilizados para as avaliagdes
morfoldgicas e morfométricas foram fixados por imersdo em solucdo de glutaraldeido a 5%
em tamp3o fosfato a 0,05M e pH 7,2, por 24 horas, a 4°C. Apds este periodo, as amostras
foram armazenadas em tamp3o fosfato a 0,05M e pH 7,2 a 4°C até o momento da inclus3o.

Os fragmentos foram desidratados em série crescente de alcodis, infiltrados e incluidos em
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resina plastica a base de glicol metacrilato (Historesin, Leica). Dos blocos, foram obtidos
cortes histoldgicos de 3um de espessura, utilizando-se navalhas de vidro (preparadas em
Knife maker da LKB, modelo 7880B), no micrétomo Reichert Jung (mod. 1140 / Autocut).
Estes os foram corados com azul de toluidina-borato de sdédio para avaliacdes
histomorfométricas (Chiarini-Garcia et al., 2011). As l|dminas foram analisadas sob
microscopia de luz (microscépio CX31) e fotografadas em microscopio BX51 (ambos
Olympus) no qual estava acoplada uma camera fotografica digital Q-Color 3 (Olympus).

Os estudos morfolégicos e morfométricos foram desenvolvidos utilizando-se o
programa de andlise de imagens Image-Pro Express (Media Cybernetics) ou Image J Software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) do Laboratério de Biologia Estrutural e

Reproducdo (Laber) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

4.5.1. Avaliagoes morfoldgicas

Para a andlise morfoldgica do musculo semitendineo, foram utilizados 10 animais (AP
=5 e BP = 5), selecionados ao acaso, para cada uma das idades estudadas (RN, 100 e 150
dias), totalizando 30 animais.

Quanto a morfologia foram consideradas algumas caracteristicas tais como: formato
e tamanho das fibras musculares, distribuicio e quantidade de nucleos entre as fibras
musculares bem como a composicdo do tecido conjuntivo. Tais caracteristicas foram
observadas e registradas em fotomicrografias digitais obtidas com sistema descrito
anteriormente, para avaliagdo e divulgacdo dos resultados. As imagens digitais foram
tratadas com o programa Adobe Photohsop e montadas em pranchas utilizando o programa

Adobe lllustrator.

4.5.2. Avaliagbes morfométricas

Para as analises morfométricas do musculo semitendineo, foram utilizados 10
animais (AP = 5 e BP = 5), selecionados ao acaso, para cada uma das idades estudadas (RN,
100 e 150 dias), totalizando 30 animais.

Foram realizadas sete diferentes determinacdes morfométricas do musculo
semitendineo, procurando avaliar, de forma comparativa entre os grupos experimentais de

alto e baixo peso ao nascimento nas diferentes idades:
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e Numero de fibras musculares por area

e Diametro das fibras musculares

e Histograma de frequéncia

e Proporgdo volumétrica de componentes do musculo semitendineo (fibras
musculares, intersticio, adipdcitos e vasos).

e Numero total de fibras musculares (somente em recém-nascidos)

e Area total do musculo semitendineo (somente em recém-nascidos)

4.5.2.1. Numero de fibras musculares por drea

Utilizando as fotomicrografias digitais descritas anteriormente, foram selecionadas
aleatoriamente para cada animal, em cada idade e tratamentos estudados, 35 areas
contendo fibras musculares em cortes transversais. As areas foram delimitadas e
mensuradas por meio do programa Image J e o numero de fibras musculares contidas nesta
area delimitada foi contado, para cada animal. A densidade foi calculada pelo niumero de
fibras musculares divididos pela area nas trés idades estudadas e posteriormente

equalizadas para um milimetro quadrado.

4.5.2.2. Didgmetro das fibras musculares

Diante da observacdo de que as fibras musculares apresentavam contornos
irregulares nas idades estudadas, o método escolhido para calcular o diametro das fibras
baseou-se na determinacdo do tamanho destas utilizando-se método proposto por Ferret
(Dubach-Powell, 2011). Ao contrdrio de outros pardmetros morfométricos, o didmetro
calculado segundo Ferret é muito confidavel contra erros experimentais, pois determina a
distancia média entre pares de retas paralelas tangentes ao contorno projetado (Dubach-
Powell, 2011).

Utilizando as fotomicrografias digitais descritas anteriormente, foram selecionadas
aleatoriamente para cada animal, em cada idade e tratamento estudados, uma média de
250 fibras musculares e calculados o didametro segundo Ferret, em micrOmetros, através do

programa Image J.
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4.5.2.3. Histograma de frequéncia

Apds obter os resultados da analise do diametro das fibras musculares, foi construido
o histograma de frequéncia para cada uma das idades (recém-nascidos, 100 e 150 dias) e
tratamentos (AP e BP) estudados, utilizando o programa GraphPad Prism 5.

Os valores correspondentes ao didametro foram agrupados em classes e assim as
frequéncias dessas classes foram estabelecidas.

Observando uma grande variabilidade de valores do diametro em cada idade e
tratamento estudados, foi construido um grafico do tipo “boxplot”, para uma melhor
visualizacdo dos dois tratamentos, comparando-se os valores da mediana dos diametros

entre eles.

4.5.2.5. Area total e nimero total de fibras musculares em recém-nascidos

Amostras do musculo semitendineo de 10 leitdes recém-nascidos (AP = 5 e BP = 5)
foram colocados sobre uma folha de papel A4 e a sua circunferéncia transversal desenhada.
Estes desenhos foram digitalizados e a area transversal total de cada musculo foi
determinada (mm?) utilizando-se o programa de anadlise Image-Pro Express. Depois de medir
a area transversal total de cada musculo, o niumero total de fibras musculares foi contado
nesta mesma darea, sendo, posteriormente, determinado o numero de fibras musculares por

mm* (densidade) no musculo semitendineo dos animais recém-nascidos.

4.5.2.6. Proporgdo volumétrica

Utilizando as fotomicrografias digitais descritas anteriormente, as proporc¢des
volumeétricas dos componentes do musculo esquelético (fibras musculares, adipdcitos, vasos
sanguineos e tecido conjuntivo/intersticio) foram estimadas a partir da contagem de
aproximadamente 2.840 pontos. Para tanto, projetou-se sobre 10 imagens digitais por
animal, utilizando o programa Image Pro Plus, um reticulo com 284 interseccbes (pontos)
onde cada um dos constituintes selecionados foi contado, quando coincidente com um dos
284 pontos do reticulo. O nimero de pontos coincidentes com os componentes citados
acima e equalizados para 100 correspondem a propor¢dao volumétrica (Vv%) de cada um

deles.
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4.6. Processamentos para avaliagdes de Imunofluorescéncia

Para determinar os diferentes tipos de fibras musculares (fibras de contracdo rapida
e lenta) no musculo semitendineo, utilizou-se analise de imunofluorescéncia em 6 animais
(AP = 3 e BP = 3), para cada uma das idades estudadas (RN, 100 e 150 dias), totalizando 18
animais.

Os fragmentos (secc¢Bes transversais) de musculo semitendineo foram fixados em
paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato 0,05M, pH 7,4, por 24 horas e posteriormente
armazenados em tampao fosfato 0,05M, pH 7,2, a 42C, até o momento de inclusdo. Para
inclusao, apds desidratacdao em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos
de forma convencional em paraplast (Histosec, Merck). Posteriormente, durante
microtomia, cortes de 5um de espessura foram aderidos as l|aminas histoldgicas

previamente silanizadas.

4.6.1. Imunomarcagao das proteinas MHC (I, lla, llb e lIx)

Os cortes foram desparafinizados com xilol e hidratados em solugdes com
concentracdo decrescente de etanol. Para melhor acesso as proteinas pelo anticorpo, foi
feita recuperacdo antigénica com tampao citrato (10 mM; pH 6) em microondas durante 5
minutos em poténcia 7, por trés vezes. O bloqueio de aldeidos foi realizado com metanol
100% durante 30 minutos. Em seguida, os cortes foram delimitados com caneta hidrofébica
PapPen® e incubados por 5 minutos em Tween 20/PBS 0,1%. Os cortes foram entdo lavados
em PBS e os sitios de ligagao inespecifica foram bloqueados com solugao de BSA 1%
(BSA:PBS) por 30 minutos.

Em continuidade, para ligacdo dos anticorpos primarios com as respectivas proteinas
MHC (Myosin Heavy Chain), os cortes foram incubados, overnight, na proporcdo 1:100

(anticorpo:PBS) em cadmara Umida a 4 ° C utilizando os anticorpos primarios anti-MHCI (IgG1,

NCL- MHCs, Novocastra, Leica Biosystems), anti-MHClla (MIgG1, SC-71, DSHB), anti-MHClIb
(MIgM, BF-F3, DSHB) e anti-MHClIx (MlgG1, BF-35, DSHB), separadamente.

No dia seguinte, as seccdes foram lavadas novamente com PBS e incubadas por 90
minutos a 4° C em cdmara Umida com anticorpo secundario na proporc¢do 1:200

(anticorpo:PBS). Para ligacdo aos anticorpos primarios anti-MHCI, anti-MHClla e anti-MHClIIx
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foram utilizados anticorpos secunddrios goat anti-mouse (Thermo Fisher, IgG, 555nm) e para
ligagdo aos anticorpos primarios anti-MHC2b, foram utilizados anticorpos secundarios goat
anti-mouse (Thermo Fisher, IgM, 633nm).

Em seguida, os cortes foram lavados com PBS e incubados com DAPI na proporcao
1:1000 (DAPI:PBS) por 3 minutos em camara Uumida em temperatura ambiente. Os cortes
foram novamente lavados com PBS e as laminas foram montadas com laminula e glicerol

50% (1:1; Glicerol:PBS).

4.6.2. Quantificacao dos diferentes tipos de fibras musculares

A imunomarcagao foi avaliada em fotomicrografias obtidas em aumento de 10 vezes
por meio de microscopio fotdnico Zeiss ApoTome® acoplado a cdmera de captura de
imagens (Axiocam, 503, mono, Zeiss) e software de analise (Zen 2.3, blue edition, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, 2011). Para quaisquer andlises foram consideradas apenas fibras cujo
corte transversal estivesse inteiramente visivel em fotomicrografia. Por meio do software
Zen foram quantificadas as fibras MHCI, MHClla, MHCIIb e MHCIIx positivas bem como o
numero total de fibras musculares presentes. Pelo software Image J foi mensurado o
diametro (segundo Ferret, 1900) das fibras MHC+ (positivas). A quantidade de fibras MHC+
para cada uma das proteinas avaliadas foi expressa em rela¢do a quantidade total de fibras
presentes no campo (fibras MHC+/total de fibras musculares que corresponde a soma de
MHC+ e MHC-). O diametro de cada um dos tipos de fibras musculares (MHCI, MHClla,

MHCIIb e MHCIIx) foi expresso em um.

4.7. Processamentos para avaliag6es moleculares

Para avaliar a expressao dos genes relacionados com a miogénese, adipogénese e
crescimento por meio de PCR quantitativo, foram utilizados 14 animais (AP =7 e BP = 7) para
recém- nascidos; 8 animais (AP = 3 e BP = 5), para 100 dias e 10 animais (AP = 5 e BP =5) para
150 dias, totalizando 32 animais.

Todo o procedimento de qPCR quantitativo foi realizado durante o “Doutorado
sanduiche”, junto a University of Alberta, Canada (com apoio da CAPES). Este trabalho foi
executado em colaboracdo com os doutores Walter Dixon, Michael Dyck e Stephen Tsoi do

laboratério de gendmica do Department of Agricultural, Food and Nutritional Science.
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As amostras de musculo semitendineo nas trés idades estudadas foram pesadas
(~0,05 g), preservadas em RNA Holder (Bio Agency) e congeladas em nitrogénio liquido.
Posteriormente foram trituradas manualmente (utilizando almofariz com pistilo) e
adicionados 500 pl de Trizol® Reagent (Life Technologies) para posterior extracdo de RNA
total. A extracdo de RNA foi realizada de acordo com protocolo Direct — zol RNA miniPrep
(Zymo Research). A concentragdo do RNA extraido foi analisada posteriormente, utilizando
os protocolos Agilent RNA Screen Tape System (Agilent Technologies) e Agilent R6K Screen
Tape System (Agilent Technologies), para avaliar a qualidade total de RNA (QC= Quality
Control).

Para conversao do RNA em cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits — For 200 and 1000 Reactions (Applied Biosystems), conforme
recomendacao do fabricante.

A analise de gPCR foi realizada usando o Fast SYBRGreen Master Mix (Applied
Biosystem) e o equipamento Real-Time PCR machine(7900, Applied Biosystems), sendo os
resultados obtidos pelo programa SDS. 2.2.2 para 7900HT (Applied Biosystems).
Posteriormente foi realizada a andlise da expressao génica, sendo que todas as mensuragoes
foram realizadas em duplicata.

Para a andlise da expressdao génica, os genes controle foram: ACTBL2 e ACTG2
(recém-nascidos e 150 dias), ACTG2 (100 dias), pois foram os genes que menos sofreram
variagdes nas trés idades estudadas. Os genes avaliados estdao descritos na Tabela 1 e a
inclinacdo média (mean slope), interceptacao (intercept), eficiéncia de PCR (PCR efficiency) e

valores de R s30 mostrados na Tabela 2.

4.7.1. Andlise de qPCR

A andlise da expressao génica relativa foi realizada para cada uma das trés idades
estudadas, utilizando genes de referéncia para normalizar o nivel de expressao de cada um
dos genes alvo.

A quantificac3o relativa da expressdo génica foi realizada utilizando o método 2744¢T

(Livak & Schimittgen, 2001), onde:

2784ET = AACE gene alvo - AACt gene referéncia



Tabela 1. Sequéncias de primers para qPCR especificos de suinos
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Tamanho da

Categoria Primer Sequéncia (5'- 3') amplificagao Numero de Acesso
(bp)
F d : CCATCTACGAGGGGTACGCCC
B-actin orwar 184 AY550069
Reverse: TGCTCGAAGTCCAGGGCGACGTA
F :TTGGTAACAGGTCCCAGAAAG
8-actin orward 90 NM_009609.2
Reverse: GAATCCAGGACGATGCCTAAG
MSTN Forward :TCTGAATGAGAACAGCGAGCAA 287 NM_214435.2
Reverse: TCGTTTCCGTCGTAGCGTGA
F : ACTCAGACGCATCCAGCCC
MyoD orward 248 U12574
Reverse: AATCCATCATGCCGTCGG
Forward :GGCTACGAGCGGACTGA
MyoG 137 NM_001012406.1
Reverse: GACACGGACTTCCTCTTACAC
Forward :CGTCTAGTTCCAGGCTCATCTA
Miogénicos MYF5 96 NM_001002824.1
Reverse: GCCTCCTTCCTCCTGTGTAATA
Forward : GGGGTTCTGAGGTCCAT
Desmin 161 AF363284.1
Reverse: AGGCAGTGAGGGTAGGG
Forward : CTGCCGACTTCTCAGTCTTATT
Pax3 98 NW_003613310.1
Reverse: CTTTGTCCATACTGCCCATACT
Pax7 Forward: CAACCACATCCGCCACAA 101 AY653213
Reverse: TCTTGGAGACACAGCCATGG
Forward: GGAGAAAGGAGGCAACAT
CKM 137 NM_001129949.1
Reverse: TAGACGGGCAGGTGAGC
LDHA Forward: TGTTGCTGGTGTCTCCCTGAAGAA 105 AJ301274.1
Reverse: TCATAAGCACTGTCCACCACCTGT
Forward: ACCGTTGCAACAACTTGGGCTATG
LPL 97 NM_214286.1
Reverse: ACTTTGTAGGGCATCTGAGCACGA
Forward: GGCCAAACCCAACCTGA
FABP4 167 NM_001002817.1
) L Reverse: GGGCGCCTCCATCTAAG
Adipogénicos
PPARG Forward: AATTAGATGACAGCGACCTGGCGA 102 NM_214379.1
Reverse: TGTCTTGAATGTCCTCGATGGGCT
Forward: CATTGTGCAGCGTGAGAAGT
LEPR 144 NM_001024587.1
Reverse: TTGAATTGACGGCCAGAACT
IGE1R Forward: GATTCAGGCCACCTCTCTCTCC 139 NM_214172
Reverse: CCCTCCTACTATCAACAGAACGGC
Forward: CTCTTCGCATCTCTTCTACTTGGC
Crescimento IGF1 150 NM_214256
Reverse: CCTGTGGGCTTGTTGAAATAAAA
GHR Forward: ACCCAAGTTCACTGGCAAAC 182 NM_214254.2

Reverse: CTCGCAGAAGTAGGCGTTGT




38

Tabela 2. Dados da curva de calibragao das analises de gPCR

Gene Slope Intercept Efficiency R?
B-actin -4,090545 31,904835 0,75576425 0,969014
6-actin -4,1181917 29,713827 0,749141824 | 0,98739094
MSTN -4,287977 27,508356 0,710843193| 0,9942048
MyoD -3,773048 26,613922 0,840931842 | 0,9835028
MyoG -4,01682 25,40086 0,773998005 | 0,9924569
MYF5 -3,784392 28,321676 0,837571019 | 0,99599004
Desmin -5,784071 24,8285 0,48897909 | 0,9901103
Pax3 -3,494443 30,74126 0,932721649 | 0,9721825
Pax7 -3,966096 30,752125 0,787051453 0,960897
CKM -3,715789 18,569706 0,858325668 | 0,9996724
LDHA -3,453781 32,77526 0,947770337 0,975987
LPL -3,7010298 23,467482 0,862923703 0,997186
FABP4 -3,088576 21,028793 1,107530187 | 0,99929726
PPARG -4,831205 30,57021 0,990929212 | 0,9954544
LEPR -3,8321075 32,93167 1,162474533 0,788446
IGF1R -3,1581216 29,221836 1,073212979 | 0,97458494
IGF1 -3,7267172 26,928589 0,854952001 0,995732
GHR -3,8550603 26,128729 0,817185717| 0,9925923

4.8. Processamento da Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, sendo cada par de irmas
completas considerado um bloco. Todas as varidveis foram previamente testadas para normalidade.
Os parametros foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa SAS
(Statistical Analysis System), sendo as médias comparadas por meio do teste T de Student. A andlise
da expressdo relativa dos genes relacionados a miogénese, adipogénese e crescimento foi realizada

por meio do programa REST 2009 (Qiagen). O nivel de significancia considerado foi de P < 0,05.



39

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Peso corporal e peso de 6rgaos ao nascimento

Os dados relativos ao peso corporal e peso de alguns 6rgaos dos leitdes recém-
nascidos de ambos os grupos experimentais estdo representados na Tabela 3. Os pesos de
alguns érgaos (intestino delgado, intestino grosso, figado, coracao, estdbmago e cérebro) dos
leitGes BP foram menores (P<0,01) em relagdo aos pesos dos 6rgdos nos leitdes do grupo AP.
Estes dados sugerem que o desenvolvimento dos diferentes drgaos dos leitdes BP durante a
gestacdo foi prejudicado, em concordancia com outros trabalhos anteriores (Wang et al.,
2008; Wang et al., 2010; Alvarenga et al., 2013).

A relagdo entre o peso do cérebro e o peso do figado tem sido a medida mais
utilizada para se mensurar a restricdo intrauterina do crescimento (Bauer et al., 1998).
Assim, os leitdes BP apresentaram valores da relacdo peso do cérebro/peso do figado
maiores que 1 (Tabela 3) ou seja, o crescimento do cérebro foi beneficiado (efeito de
“poupar” o cérebro) em detrimento do crescimento dos demais drgaos, como por exemplo,

o figado, demonstrando claramente que aqueles individuos sofreram IUGR.

Tabela 3. Peso corporal ao nascimento (kg) e peso absoluto de érgaos (g) em leitdes de alto peso
(AP) e baixo peso (BP) ao nascer

Grupos Experimentais

Variaveis Erro-Padrdo
AP (n=10) BP (n=10)
Peso ao nascer 1,5° 0,9 0,01
Intestino delgado 62,6° 36,6° 2,10
Intestino grosso 16,8° 10,6° 0,30
Figado 43,8° 23,9° 1,20
Coracdo 10, 5° 6,7 0,25
Cérebro 28,7° 25,2° 0,40
Estémago 9,0° 5,8° 0,30
Cérebro/figado 0,7° 1,1° 0,04

 Médias seguidas por letras diferentes na linha, diferem entre os tratamentos (P < 0,05).

5.2. Crescimento pds-natal
As médias de peso dos animais no momento da eutandsia para os grupos

experimentais AP e BP estdo representadas na Figura 7. Os animais que nasceram mais
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pesados (AP) apresentaram maior peso corporal nas trés idades avaliadas: ao nascer, 100 e

150 dias (P < 0,05).
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Figura 7. Peso corporal dos animais recém-nascidos (RN) e aos 100 e 150 dias de idadedos grupos
experimentais alto peso (AP) e baixo peso (BP) ao nascimento no momento da eutanasia. a,b: letras
diferentes na mesma idade apresentam diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).

De acordo com os resultados do presente trabalho, os animais de baixo peso ao
nascimento apresentaram um crescimento inferior quando comparados aos animais de alto
peso. Resultado similar foi citado no trabalho de Alvarenga et al. (2013), onde se investigou
o impacto do peso ao nascer sobre o desenvolvimento pds-natal e caracteristicas da carcaca
em suinos de diferentes pesos ao nascer. Os dados de crescimento aqui apresentados
mostram que os animais BP apresentaram desenvolvimento inferior ao longo das diferentes
fases de producgdo. Outros estudos também relataram comprometimento no desempenho
pods-natal nos estagios de pré-desmame, creche e de crescimento-terminacdo em suinos de
baixo peso ao nascer (Quiniou et al., 2002; Rehfeldt et al., 2008; Almeida et al.,2017).

O peso do leitdo ao nascimento é considerado um dos principais fatores diretamente
relacionados a sua sobrevivéncia, bem como ao seu desenvolvimento ao longo de sua vida
produtiva. Assim, o baixo peso ao nascimento pode ser uma importante causa de elevadas
taxas de mortalidade no periodo pré-desmame, como descrito no trabalho de Nuntapaitoon
& Tummaruk (2015), utilizando leitdes com média de peso ao nascimento inferior a 1,0 kg.
Estas menores taxas de sobrevivéncia nestes animais podem ser devido a menores niveis de

reservas energéticas corporais, maior sensibilidade ao frio, demoram mais tempo para
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atingir o complexo mamario e mamar efetivamente, além de terem menor habilidade em
escolher os melhores tetos, como descrito nos trabalhos de Nuntapaitoon & Tummaruk
(2015) e Lay et al. (2002). Assim sendo, todos esses fatores em conjunto levam a uma menor
ingestdo de colostro e leite, menor aquisicdo de imunidade passiva, gerando um quadro de

subnutri¢do, o que resulta em comprometimento do desenvolvimento e maior mortalidade.

5.3 Avaliagcdes morfolégicas e morfométricas

5.3.1 Avalia¢des Morfoldgicas

Em animais recém-nascidos dos grupos experimentais AP e BP, as fibras musculares
apresentaram formato esférico, organizadas em fasciculos distintos, envolvidos pelo
perimisio (Figuras 8A,C), onde os nucleos foram observados de forma evidente e localizados

na regido periférica do citoplasma das fibras(Figuras 8B,D).

Figura 8. Fotomicrografias de cortes transversais do musculo semitendineo em suinos recém-
nascidos de alto peso (A-B) e baixo peso (C-D) ao nascimento. PE, perimisio; VS, vaso sanguineo; seta,
nucleo de célula muscular; F, fibroblasto. Barras: A-C, 80 um; B-D, 13 um.
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Em animais de 100 e 150 dias de idade, as fibras musculares apresentaram
morfologia diferente do que foi observado nos individuos recém-nascidos, com formato
poligonal, sendo estas caracteristicas presentes em ambos os grupos experimentais. Além
disso, foram também observadas células adiposas (A), vasos sanguineos (VS) e perimisio (PE)

em ambas as idades (Figuras 9A, B).

Figura 9. Fotomicrografias de cortes transversais de fasciculos de musculo semitendineo e de
inimeras fibras musculares de suinos de alto peso ao nascimento, nas idades de 100 (A) e 150 (B)
dias. PE, perimisio, A, adipdcito; VS, vaso sanguineo. Barras: 60 um.
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5.3.2 Avaliagdes histomorfométricas

Na Tabela 4, estdo apresentados os valores correspondentes as analises
histomorfométricas do musculo semitendineo em leitdes recém-nascidos, 100 e 150 dias de
idade, pertencentes aos grupos experimentais AP e BP.

As andlises histomorfométricas do musculo semitendineo mostraram que os
diametros das fibras musculares foram menores nos leitdes recém-nascidos do grupo BP (P<
0,01) e semelhantes entre ambos os grupos experimentais aos 100 e 150 dias de idade (P >
0,05). Adicionalmente, em virtude do menor diametro das fibras musculares nos animais BP,
foi observado um maior nimero de fibras musculares por mm? (densidade) de drea do
musculo semitendineo nesse grupo experimental (P<0,05). Nas demais idades (100 e 150
dias), o nimero de fibras musculares por mm? de area do musculo semitendineo de area do
musculo semitendineo ndo foi afetado pelo peso ao nascimento, sendo, portanto,
semelhante em ambos os grupos experimentais (P > 0,05).

Os resultados obtidos neste trabalho estdao de acordo com os dados reportados no
estudo de Alvarenga et al. (2013), onde ndo somente o nimero, mas também o didmetro e a
percentagem de fibras musculares do musculo semitendineo foi menor em individuos
recém-nascidos de baixo peso ao nascimento. Estes resultados também estdo de acordo
com trabalhos anteriores (Handel & Stickland, 1987; Dwyer et al., 1993).

No trabalho de Pardo et al. (2013), onde os efeitos da restricdo intrauterina do
crescimento sobre o desenvolvimento de drgdaos e musculos foram avaliados, verificou-se
gue a prole apresentou caracteristicas fenotipicas indicativas de restricdo intrauterina de
crescimento tais como menor peso ao nascer, pesos reduzidos de drgdos e musculos, bem
como maior relagdo entre peso do cérebro e peso do figado (efeitos de poupar o cérebro).
Além disso, estes animais apresentaram prejuizos no crescimento (hiperplasia) das
miofibras, bem como na maturacao das mesmas. Resultados semelhantes também foram

descritos por Rehfeldt et al. (2011).
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Tabela 4. Analises histomorfométricas do musculo semitendineo em animais recém-nascidos, 100 e 150 dias de idade, pertencentes aos grupos de alto peso

(AP) e baixo peso (BP) ao nascimento

Parametros Recém-nascido 100 dias 150 dias

AP (n=5) BP (n =5) AP (n=5) BP (n =5) AP (n=5) BP (n =5)
Fibra muscular (%) 74,40 + 2,8° 76,00 + 2,8° 90,20 +1,9° 88,40 +1,9° 91,00 +1,5° 91,10 + 1,5°
Intersticio (%) 23,30+ 2,3° 23,40+ 2,3° 8,00 +1,5° 10,70 +1,5° 6,30 +0,9° 6,80 = 0,9°
Adipdcito (%) 2,10+0,8° 0,70 +0,8° 1,70 £0,6° 0,80 +0,6° 2,90 + 1,6° 4,10+ 1,6°
Vasos sanguineos (%) 0,06 +0,07° 0,14 +0,07° 0,14 +0,09° 0,15 +0,09° 0,10 £ 0,07° 0,16 +0,07°
Didmetro das fibras musculares (um) 18,30 +0,6° 15,30+0,6°  63,30+2,9° 65,30 £ 2,9° 70,90 £ 6,7° 76,90 £ 6,7°
Densidade (n°. fibras/mm?) 4470 + 417° 6120 + 417° 435 + 80° 597 + 80° 397 + 45° 274 + 45°
Area da secgdo transversal do musculo (mmz) 1200 + 151° 730 + 151° - — _ _
Numero total de fibras (x10°) 6250 + 11° 4270+ 11° _ _ _ -

2 Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre animais da mesma idade (P < 0,05)
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5.3.2.1. Histograma de frequéncia

Devido a variabilidade de valores dos diametros das fibras musculares nas idades e
tratamentos estudados, foi construido um grafico do tipo “boxplot”, para uma melhor
visualizacdo dos dois tratamentos (AP e BP), comparando-se os valores da mediana dos
diametros entre eles, dentro da mesma idade.

Assim, nas Figuras 10A-C os valores maximos e minimos dos diametros mensurados
em cada tratamento podem ser observados, onde uma variagcao nos diametros entre os
animais AP e BP nas trés idades estudadas (P < 0,05) é evidenciada. Por exemplo, nos
animais recém- nascidos, os valores da mediana foram 14,30 + 0,09 para AP e 11,60 + 0,06
para BP (P<0,05). Nos animais de 100 dias, os valores da mediana foram 42,20 + 0,36 para
AP e 37,60 + 0,35 para BP (P < 0,05). Nos animais de 150 dias, os valores da mediana foram
47,90 £ 0,55 para AP e 50,50 + 0,50 para BP (P < 0,05).
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Figura 10. Comparacdo entre os valores dos didmetros das fibras musculares nas idades em estudo:
recém-nascidos - RN (A), 100 (B) e 150 dias (C), em animais de alto (AP) e baixo (BP) peso ao

nascimento (*° P < 0,05).
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5.4. Quantificacdo dos diferentes tipos de fibras musculares
Amostras de musculo semitendineo de coelho foram utilizadas como controles

positivos e negativos (Fig. 11).

100 pm

C

Figura 11. Reacdo de imunofluorescéncia para miofibras MHC | em suinos (A), e os respectivos
controles positivo (B) e negativo (C).

Os resultados referentes a tipificacdo e quantificacdo das fibras musculares MHCI
(contracao lenta) no musculo semitendineo de animais recém-nascidos, 100 e 150 dias de

idade em ambos os grupos experimentais estdo representados na Tabela 5.
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Tabela 5. Quantificacdo de fibras musculares tipo MHCI (contracao lenta) e MHClla, MHCIIb, MHCIIx
(contracdo rdpida) no musculo semitendineo em animais RN, pertencentes aos grupos de alto peso
(AP) e baixo (BP) peso ao nascimento

RN (n=6) 100d (n=6) 150d (n=6)
Tipos de Fibras AP BP AP BP AP BP
MHCI 15,20+2,8" 29,00+2,8"|0,13+0,06°  0,08+0,06° |0,10£0,03° 0,04+0,03
MHClla B _ 0,070,07°  0,18+0,07° |0,08+0,03* 0,20+0,03
MHClb B _ 0,150,05°  0,18+0,05° |0,10+0,02* 0,18+0,02°
MHClIx B _ 0,90£0,04°  0,81#0,04° |0,90+0,03* 0,80+0,03"

b Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre animais da mesma idade (P < 0.05)

Foi observada em animais recém-nascidos a presenca de fibras musculares do tipo
MHCI (contracdo lenta) em maior quantidade nos animais de baixo peso (P<0,05). No
entanto, essa diferenca tende a desaparecer com o avancar da idade, momento em que foi
observada proporc¢ées semelhantes de fibras MHCI em ambos os grupos experimentais aos
100 e 150 dias de idade. Estes resultados estdao de acordo com o trabalho de Lefaucher et al.
(1995), que descreve o padrao de distribuicdo do tipo de fibra no musculo semitendineo em
suinos. Segundo estes autores, as isoformas embriondrias e fetais de MHC s3o isoformas de
transicao, que no periodo de duas semanas apds o nascimento, amadurecem para se tornar
isoformas tipo Il em adultos. Dessa forma, ndo era esperada a observacao de tipos de fibras
de contragao rapida nos individuos recém- nascidos. Por outro lado, a presenga de quase o
dobro do numero de fibras MHCI nos animais recém-nascidos BP sugere a ocorréncia de
miogénese tardia nestes animais.

Os resultados referentes a tipificacdo e quantificacdo das fibras musculares MHClla,
MHCIIb, MHCIIx (contra¢do rapida) no musculo semitendineo de animais recém-nascidos,
100 e 150 dias de idade em ambos os grupos experimentais estao representados na Tabela
5.

Em relagdo a quantificacdo das fibras de contragdo rapida em animais de 100 dias, foi
observado que o peso ao nascimento também ndo afetou a quantificacdo das fibras de
contragdo rapida (MHClla, MHCllb, MHCIIx). J4 nos animais de 150 dias, foram observados
valores numericamente maiores para fibras de contracdo rapida (MHClla e MHCIIb) nos

animais de baixo peso ao nascimento. Entretanto, esses valores nao atingiram o nivel de
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significancia (P=0,059 e P=0,08, respectivamente). Por outro lado, foi observado um menor
numero de fibras MHClIx nos animais BP (P < 0,05).

Curiosamente, as miofibras MHC tipo | e tipo llb nos animais BP apresentaram padrao
hipertréfico de 100 para 150 dias de idade inferior , onde o diametro nesses animais foi
cerca de 25 % e 30 %, respectivamente, do valor atingido pelo grupo AP (Figura 12A,C), o

que ndo foi observado nos demais tipos (MHC-lla e —lIx; Figura 12B,D).
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Figure 12: Hipertrofia das fibras musculares esqueléticas durante o crescimento dos animais de 100
para 150 dias de idade: (A) MHCI (contragdo lenta), (B) MHClla, (C) MHCIIb e (D) MHCIIx (B-D
contragdo rapida).

Segundo Lee et al. (2016), a qualidade da carne na espécie suina pode ser
influenciada pelo numero total de fibras musculares, bem como pela area e tipo das
mesmas. De tal forma que, maiores proporg¢des de fibras tipos | e lla, associadas a menor
proporcao de fibras do tipo Ilb poderiam favorecer a melhor qualidade de carne em termos
de textura. Assim sendo, podemos inferir que em fun¢do de uma maior proporc¢ao de fibras

do tipo llb, os animais do grupo BP podem apresentar carne com textura inferior.
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Resultados similares foram encontrados no trabalho de Dierckx et al. (2004), onde
foram analisadas fibras dos musculos esquelético Obturatori externi (Obturador externo) e
Longus colli ( longo do pescogo) de suinos em quatro grupos genéticos a saber: Landrace,
Large White, Duroc e mesticos distintos. Os resultados mostraram que o numero total de
fibras musculares ndo foi significativamente influenciado por grupo genético. Quanto as
analises de fibras, os musculos ndo diferiram entre si, quanto a porcentagem de fibras
oxidativas — glicoliticas (lla), mas sim, quanto a percentagem de fibras oxidativas (tipo I) e
fibras glicoliticas (tipo llb). Ambos os grupos apresentaram maior percentagem de fibras de
contragado rapida (llb), ndo havendo diferengas entre os grupos genéticos.

No trabalho de Katsumata et al. (2017), os resultados encontrados também estdo de
acordo com os descritos no presente estudo. Katsumata e seus colaboradores reportaram o
desenvolvimento ontogénico das fibras musculares nos estdgios pré e pds-natal e
guantificaram os tipos de fibras musculares encontrados nas respectivas fases de
desenvolvimento, com o objetivo final de relacionar a qualidade da carne com o tipo de fibra
muscular. Dessa forma, demonstraram que fibras musculares do tipo Ilb apareceram
durante o dia 1 e dia 12 do estdgio pds-natal. Ndo foi detectada evidéncia clara de existéncia
de fibras musculares tipo 2 no dia 1 da fase pds-natal . Posteriormente, quando a prole
atingiu o dia 12 da fase pds-natal, as proporgdes de fibras classificadas em lIx ou llb foram
altas (70%). Outra comprovacdo importante destes autores foi a abundancia de fibras MHC
2b a partir do dia 90 do estagio fetal até o dia 26 apds o nascimento, em que no periodo pds-
parto, como neste estudo, a prole experimentaria mudanca de ambiente intrauterino para o
ambiente externo. Assim, apds o parto, os suinos devem apoiar 0os seus corpos contra a
gravidade, a fim de manter a sua postura, devendo se locomover para obter alimentos,
incluindo colostro e leite. Essas funcdes sdo imediatamente adquiridas pelo
desenvolvimento de fibra muscular tipo Il durante o desenvolvimento pds-natal precoce.

No trabalho de Toniolo et al. (2004), foi apresentada a primeira andlise completa e
sistematica da relacdo entre as propriedades contrateis das fibras musculares e a
composicdao da isoforma da miosina em suinos além de fornecerem as propriedades
contrateis das fibras rapidas que expressam MHC Ilb em grandes mamiferos. Os resultados
encontrados mostraram que musculos de suinos sdo ricos em miosinas rapidas, incluindo

miosina llb. Os resultados também levantaram questdes bioldgicas interessantes, como por
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exemplo o motivo pelo qual os musculos dos suinos ndo expressariam apenas a isoforma de
MHC llb, isoforma esta que ndo estd presente em grandes mamiferos. Uma possivel resposta
é que as linhagens genéticas de suinos contemporaneas, incluindo "Large White"
examinados neste estudo, sdo resultados de uma pressao seletiva visando apenas aumentar
a fertilidade e o tamanho muscular, sem qualquer atencdo a atividade de locomogado. Nesse
aspecto, o suino pode ser diferente do boi e da ovelha, onde as condi¢des de reproducao
(pastagem) requerem movimento e, mais obviamente, do cavalo, uma espécie onde o
desempenho da locomocdo se tornou o parametro de referéncia para a selecao.

Os resultados das avaliagdes histomorfométricas apresentados na Tabela 4 revelam
que os resultados foram semelhantes quanto a porcentagem de fibras musculares e
adipdcitos nas trés idades avaliadas. Borosky et al. (2010), com o objetivo de analisar as
caracteristicas miofibrilares de suinos de quatro linhagens distintas e correlaciona-las com a
qualidade de carne, concluiram que genéticas com mais fibras musculares tém menor taxa
de gordura intramuscular e apresentam carne mais clara e com menor capacidade de
retencdo de d4gua. Entretanto, ndo foi observada correlacdo entre numero de fibras
musculares e frequéncia de fibras glicoliticas em seu trabalho.

As modificacGes na estrutura muscular levam a altera¢des na qualidade da carne
produzida, uma vez que a sele¢do visando animais com alto peso muscular promove o
desenvolvimento de musculos com maior niumero de fibras musculares, bem como maior
quantidade de fibras musculares de contracdo lenta (Dierckx et al., 2004). Este fato vem
reforcar, mais uma vez, a melhor qualidade de carne oriunda de animais de alto peso ao

nascimento.

5.5 Avaliagcdoes Moleculares
Os resultados referentes a expressao relativa de genes miogénicos, adipogénicos e de
crescimento em animais recém-nascidos, 100 e 150 dias de idade, em ambos os grupos

experimentais estdo representados na Figura 13.
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Figura 13. Expressdo relativa de genes adipogénicos, miogénicos e de crescimento em animais
recém-nascidos (A), 100 dias (B) e 150 dias (C) de idade, pertencentes aos grupos experimentais de
baixo peso ao nascimento, comparadas aos individuos de alto peso ao nascimento (valor de
referéncia 1 na linha pontilhada).
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N3do houve diferenca no nivel de expressdo de todos os genes testados em ambos os
grupos experimentais nas trés idades avaliadas, ndo sendo, portanto, afetados pelo peso ao
nascimento. Nesta andlise, o nivel de expressdo detectado para cada gene nos animais de
alto peso foi considerado como “expressao basal” (valor 1 no eixo Y, “expression ratio”); e os
valores de expressao detectados nos animais de baixo peso foram avaliados com relagdo a
este valor basal. Possivelmente, a variacdo observada na expressdo de cada gene entre
animais do mesmo grupo foi maior do que a variagdo observada entre animais de pesos
diferentes. De qualquer forma, ndo foi possivel detectar diferencas significativas na
expressao desses genes entre animais de diferentes pesos.

Estes resultados estdo de acordo com os dados de Paredes et al. (2013) que também
ndo encontraram diferencas na expressdao de genes PCNA, PAX7, MYF5 e MYOD em leitbes
de diferentes pesos ao nascimento as 10 semanas de idade. No presente estudo, a auséncia
de efeito sobre a expressao relativa dos genes no periodo pds-natal, associada a diferencas
tanto no peso corporal quanto morfoldgicas e morfométricas observadas nas fémeas BP,
sugere que alteragdes quanto a maior ou menor expressao génica possam ter previamente
ocorrido ainda na vida embrionaria.

Neste sentido, o estudo de Yang et al. (2014) demonstrou que, em ragas de suinos
criadas para a deposicao muscular, genes ligados a miogénese teriam alta expressao durante
o periodo pré-natal. No trabalho de Reis et al. (2016), onde foram analisados a expressado de
13 genes miogénicos, durante o desenvolvimento muscular em quatro periodos pré-natais
(21, 40, 70 e 90 dias apds a inseminacdo) e em trés racas comerciais (Duroc, Landrace e
Large-White) e na raca Piau. Estes autores demonstraram que existem diferencas na
deposicdo de massa muscular, devido ao fato de os genes CSRP3, LEF1, MRAS e MYOG
apresentarem maior expressao em pelo menos um periodo pré-natal nos suinos de racas
comerciais comparados a raga Piau. Os resultados deste estudo identificaram o gene LEF1
como um candidato principal para as diferencas na deposicdo de massa muscular entre as
racas de suinos uma vez que a ativacao deste gene pode levar a uma maior fusdo de
mioblastos em ragcas comerciais em comparac¢do com a raca Piau. Essa fusdo poderia explicar
as diferencgas nas caracteristicas de massa muscular entre as referidas racas nos periodos

pds-natal.
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6. CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados sugerem que:

Peso ao nascimento afeta as caracteristicas morfolégicas das FM no musculo
semitendineo em individuos neonatos de baixo peso. No entanto, essas alteragdes
desaparecem ao longo do crescimento dos animais.

O baixo peso ao nascimento pode estar associado as alteragdes no tipo de fibras
musculares, favorecendo o tipo de fibras de contracdo rdpida, o que poderd
prejudicar a qualidade da carne.

Expressdoes génicas semelhantes nos grupos experimentais nas idades avaliadas
sugerem que as alteragdes estruturais sejam mediadas por modificacdes génicas
durante o desenvolvimento embrionario.

Diante disso, estudos futuros sdo necessarios para melhor esclarecimento dos
mecanismos responsaveis pelas altera¢des estruturais em animais de baixo peso ao

nascimento.
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8. ANEXOS

Anexo 1- Aprovagio pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Projeto N2: 23732

Titulo: FATORES ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO CORPORAL E DESEMPENHO
REPRODUTIVO DE REPRODUTORAS SUINAS

Area do Conhecimento: Reproducdo Animal

Inicio: 01/06/2011

Previsdo de conclusdo: 08/02/2015

Situagdo: projeto em andamento

Origem: Faculdade de Veterinaria

Programa de Pés-graduagao em Ciéncias Veterinarias

Projeto da linha de pesquisa FISIOPATOLOGIA E BIOTECNICAS APLICADAS + REPRODUCAO
ANIMAL

Objetivo: a. Identificar uma classe de peso ao nascer de matrizes que esteja associada a uma
melhora na taxa de parto e tamanho da leitegada subsequente, b. Determinar o
desempenho reprodutivo ao longo da vida em animais de diferentes pesos ao nascer, c.
Aumentar a taxa de selecdao de matrizes a serem incorporadas no plantel; d. Aumentar a
taxa de retencdo dessas matrizes no rebanho de producdo, e. Comprovar que fetos que
sofrem crescimento intrauterino retardado obtém sequelas no desenvolvimento corporal
futuro, comprometendo seu desempenho. f. Avaliar o efeito do peso ao nascer da mae
sobre o peso ao nascer de sua leitegada, g. ldentificar fatores de selecdo no momento do
nascimento, estabelecendo pontos de corte para peso ao nascer das fémeas destinadas a
reproducdo futura. h. Comparar os resultados de ganho de peso, aproveitamento de selecdo
e parametros reprodutivos de leitoas (i.e.; idade primeira cobertura, peso a cobertura, taxa
de prenhez e paricdo, indices e pesos de nascimento da progénie,...) durante trés paricGes

sequenciais, de matrizes com diferentes tamanhos e pesos nas leitegadas de origem.

Palavras-Chave
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Matrizes De Reposicao
Peso Ao Nascer

Suino

Anexos

Parecer da Comissao de Pesquisa:

IDENTIFICACAO: Autor: FERNANDO PANDOLFO BORTOLOZZO Projeto: "FATORES
ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO CORPORAL E DESEMPENHO REPRODUTIVO DE
REPRODUTORAS SUINAS" RELATO Trata-se de projeto de pesquisa do Prof. Fernando
Pandolfo Bortolozzo que exerce suas atividades junto ao Departamento de Medicina Animal
da Faculdade de Veterindria. O referido professor é graduado em Medicina Veterinaria em
1987 pela Universidade Federal do Rio grande do Sul e obteve o titulo de doutor em
Reproducao Animal em 1992. Atua como docente na UFRGS desde 1994. A anadlise de seu
Curriculum Vitae mostra uma producdo, nos ultimos cinco anos, de 37 artigos publicados em
revistas nacionais ou internacionais. Sua experiéncia em pesquisa também pode ser
comprovada pela orientagao de: 43 orientagdes de mestrado concluidas e 5 em andamento;
10 orientac¢des de doutorado concluidas e 3 em andamento. MERITO O projeto apresentado
pelo solicitante intitula-se "FATORES ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO CORPORAL E
DESEMPENHO REPRODUTIVO DE REPRODUTORAS SUINAS". A relevancia do tema estd
fundamentada pela revisdao de literatura e metodologia esta adequada para os objetivos
propostos. O projeto tem duracdo prevista de 3 anos, adequado para a realizacdo do

referido trabalho.

CONCLUSOES Face ao exposto, a Comissdo de Pesquisa da Faculdade Veterindria aprova,
quanto ao mérito, o projeto de pesquisa do Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo. E
recomendado o encaminhamento para o Comité de Etica e Bem Estar Animal com o grau de

severidade leve.
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Parecer do Comité de Etica: Os pesquisadores atenderam as diligéncias: adequacio do nome
do pesquisador responsavel pelo projeto no formuldrio de encaminhamento a CEUA,
descricao da hormnioterapia e atribuicdo de seu grau de sereridade, além da descricao do
manejo dos animais que nao forem selecionados para o experimento bem como destino dos
demais animais experimentais.

Recomenda-se a sua aprovagao.

CEUA/UFRGS



