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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a expressdo dos genes GDF-8 ¢ PPARy no musculo Longissimus e
suas correlacdes com caracteristicas de carcaca e desempenho de cordeiros Pantaneiros abatidos com
diferentes categorias de peso. A expressao do gene GDF-8 néo apresentou correlacéo significativa com
as caracteristicas fenotipicas. Entretanto, os resultados sugerem que a maior expressdo do gene PPARYy
pode aumentar a deposicao de marmoreio, manter o pH da carne em faixa 6tima e melhorar a eficiéncia
alimentar e proteica em ovinos Pantaneiros. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a
futura aplicacdo do gene na selecdo de ovinos Pantaneiros.

Palavras-chave: Ovis aries, marmoreio, adipogénese, miogénese, qRT-PCR.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the expression of GDF-8 and PPARy genes in the
Longissimus muscle and their correlations with carcass characteristics and performance of slaughtered
Pantane lambs with different weight categories. The GDF-8 gene expression did not show significant
correlation with phenotypic characteristics. However, the results suggest that greater expression of the
gene PPARY may increase marbling deposition, maintain the pH of the meat in optimal range and
improve feed and protein efficiency in Pantane sheep. However, further studies are needed to evaluate
the future application of the gene in the selection of Pantane sheep.

Keywords: Ovis aries, marbling, adipogenesis, myogenesis, qRT-PCR.

1 INTRODUCAO

A maior parte da carne ovina consumida no Brasil é obtida através da importacao, tal fato deve-
se a falta de estruturacdo do mercado da carne ovina no pais, bem como a falta de padronizacédo e
também o predominio de abates informais. No entanto, é notavel o interesse do consumidor pelo
produto, portanto, é necessario maior compreensdo e exploracdo da ovinocultura de corte,
principalmente no que se refere a qualidade da carne (Moraes et al., 2020).

A qualidade da carne ovina é determinada pela combinacdo de caracteristicas quantitativas e
qualitativas (BORGES et al. 2006; SILVA et al., 2008). Entre os principais fatores envolvidos com a
qualidade da carne estdo os aspectos relativos a genética, nutricdo, manejo e sanidade.

Dentre os fatores genéticos, muitos genes influenciam na composicdo da carcaga, como por
exemplo, genes associados a musculatura esquelética (GDF-8) e a deposicdo de gordura (PPARy). O
gene da miostatina ou GDF-8 (Growth Diferentiation Factor 8) faz parte da familia das supercitocinas

dos TGF-B (Trasnforming Growth Factor [5) e estd associado ao crescimento e diferenciacdo do
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musculo esquelético durante a miogénese (KOLLIAS et al. 2008). A sua fungdo é controlar a
proliferacdo de mioblastos e a formagdo de fibras musculares. Dessa forma, a quantidade de células
musculares esta relacionada a expressao deste gene, mutagfes no gene GDF-8 sdo responsaveis por
aumentar significativamente a quantidade de massa muscular (HADJIPAVLOU et al. 2008; GUIZONI
et al. 2010).

O gene PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y) pertence a superfamilia de
receptores nucleares envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos influenciando na estocagem de acidos
graxos na carcaca (MICHALIK et al. 2006). O PPARy atua como um dos reguladores centrais do
processo de adipogénese e da diferenciacdo de adipocitos imaturos (pré-adipocitos) em adipocitos
maduros (FARMER et al. 2006).

Por meio da Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (QRT-PCR) - metodologia
utilizada para a identificacdo e isolamento de genes expressos diferencialmente- tornou-se possivel
estudos sobre a influéncia da expressdo de genes em caracteristicas de crescimento e desenvolvimento
de animais de producdo (HEID et al. 1996).

Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a expressao dos genes GDF-8 ¢ PPARYy no
musculo Longissimus e as suas correlaces com caracteristicas de carcaca e desempenho de cordeiros

Pantaneiros abatidos em diferentes categorias de peso.

2 MATERIAL E METODOS

Para tanto, o grupo experimental foi constituido de sete cordeiros Pantaneiros, machos, ndo
castrados com idades variando de 76 a 165 dias. Os cordeiros foram confinados em baias individuais
recebendo a mesma dieta, constituida de feno de aveia (volumoso) e racdo comercial (concentrado,
composto por milho moido, farelo de soja e mistura mineral). A dieta foi formulada para proporcionar
um ganho diario de 300g/dia seguindo as exigéncias nutricionais estimadas pela National Research
Council (NRC, 2007), na proporc¢éo de 80% de concentrado e de 20% de volumoso, com ajustes diarios
para permitir uma sobra de 15% do total fornecido. O fornecimento de &gua foi ad libitum. Os cordeiros
foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas de desempenho: eficiéncia alimentar e proteica,
durante o periodo de confinamento. A eficiéncia alimentar foi determinada pela relagdo entre ganho de
peso/consumo diario de matéria seca e a eficiéncia proteica determinada pela relacdo entre ganho de
peso/consumo diério de proteina bruta.

Os animais permaneceram confinados até atingirem os pesos de abate de 15, 25 e 35 kg de peso
corporal. Apds atingirem os pesos de abate, estes foram submetidos a 16 horas de jejum de sélidos,
insensibilizados por eletronarcose e posteriormente abatidos por meio da seccdo das artérias carétidas

e arterias jugulares. Os procedimentos de abate obedeceram as normas de Regulamento de Inspecéo

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.96115-96125 dec. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (BRASIL, 1952) e Regulamento Técnico de
Meétodos de Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de Animais de Agougue (BRASIL, 2000) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Tais procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Grande Dourados, com o
protocolo n° 018/2013.

Para as andlises das caracteristicas fenotipicas, apds abate as carcacas foram resfriadas em
camara frigorifica por 24 horas a 4°C. Posteriormente, foi realizada a mensuracdo do pH na paleta
(Triceps brachii), pernil (Semimembranosus), lombo (Longissimus) e Gluteobiceps utilizando pHmetro
digital portatil da marca Testo modelo 205. Parametros da textura (escala visual de 1 a 5) e marmoreio
(escala visual de 1 a 5) foram avaliados segundo a metodologia descrita por OSORIO & OSORIO
(2003) (Tabela 1).

Para as analises de expressdo génica, amostras do musculo Longissimus (localizado entre a 122
e 132 costela do animal) com aproximadamente 1 cm? foram coletadas logo ap6s abate. Estas foram
acondicionadas em microtubos criogénicos e armazenadas em nitrogénio liquido para posterior
extracdo do RNA total.

O RNA total foi obtido do musculo Longissimus, de acordo com a metodologia de
CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987) utilizando Trizol Reagent® (Sigma Aldrich) na proporcéo de 1
mL/100 mg de musculo. A integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose
desnaturante (1,5%) e a concentracdo e pureza das amostras foram quantificadas em nanofotémetro
(DS-11 DeNovix) pela relacdo de absorbancia de 260/280 nm. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer -80°C até a realizagdo da sintese de cDNA. O cDNA foi obtido utilizando
o Kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega®), seguindo o protocolo do fabricante.

A avaliacdo da expressao foi realizada para os genes GDF-8 e PPARy e como controle enddgeno
da reacdao de RT-gPCR foi utilizado o gene GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase).
As sequéncias dos primers e 0s humeros de acesso ao GenBank dos genes foram descritos na Tabela
2.

Para as reagOes de RT-gPCR foi utilizado o kit SYBR Green (KAPA SYBR FAST gPCR)
seguindo o protocolo recomendado pelas instrugfes do fabricante. Para determinagdo dos valores de
expressdo, calculou-se o ACt, de acordo como o método AACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001),
dado pela diferenca entre o Ct de cada amostra e de cada gene e o Ct do controle endogeno (GAPDH).
Todas as reagdes foram realizadas para um volume final de 25 pL e em triplicata. Além disso, para
cada gene foram realizadas curvas de diluicdo (1 a 1°) para obter o valor de eficiéncia de

amplificacdo.
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Os resultados da expressdo dos genes (GDF-8 e PPARY) e os valores fenotipicos de cada animal
foram submetidos a anélise de correlagdo ndo-paramétrica - Spermam, com intervalo de confianca de
95% e analises de regressdo linear com intervalo de 95% utilizando o software GraphPad Prism versao
5.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os niveis de expressdo dos genes
GDF-8 ¢ PPARY e as diferentes categorias de peso (Tabela 3). O gene GDF-8 ndo apresentou correlacdo
significativa com as caracteristicas fenotipicas, entretanto no trabalho realizado por BAGATOLI et al.
(2013) foi possivel verificar maior expressdo do GDF-8 na raga Santa Inés quando esta foi abatida com
3.0 mm de espessura de gordura, além disso, a raca Santa Inés foi a que apresentou menor peso e carne
com menor maciez.

Para o PPARY foi observada correlagdo positiva significativa para textura (p=0,04), marmoreio
no musculo Longissimus (p=0,04), pH nos musculos Gluteobiceps (p=0,02), Triceps brachii (p=0,03),
Semimembranosus (p=0,04) e Longissimus (p=0,002) (Figura la, 1b, 1c, 1d, 1e e 1f) e correlacdo
negativa significativa para eficiéncia alimentar (p=0,02) e eficiéncia proteica (p=0,02) (Figura 2a e 2b).

A expressao do PPARy apresentou correlagdo significativa para a deposicdo de gordura
intramuscular (Gl), também denominada de marmoreio, uma das caracteristicas responsaveis pela
suculéncia e sabor da carne (HOCQUETTE et al. 2010). Portanto, neste estudo, a maior quantidade de
marmoreio foi observada quando houve maior expressdo do gene PPARy. Em ovinos da raca Rasa
Aragonesa, DERVISHI et al. (2011) encontraram correlagéo significativa entre a expressao do PPARy
com a quantidade de gordura subcutanea. Em ovinos da raca Kazak, HUANG et al. (2006) relataram
correlagéo negativa (r = -0,835, P <0,01) entre a expressao do gene PPARYy e a quantidade de gordura
intramuscular.

Segundo MENEZES et al. (2009) a quantidade e distribuicdo de gordura podem influenciar na
qualidade da carne melhorando as caracteristicas de suculéncia, sabor e textura. Durante o resfriamento
da carcaca, a gordura atua como isolante térmico, dessa forma, em maior quantidade, a refrigeracao da
carcaga acontece lentamente e contribui para a aceleracdo da glicdlise, resultando na adequada
diminuigéo do pH da carne (SMITH etal. 1976). A maior expressao do gene PPARY foi correlacionada
com os valores de pH variando entre 5,5 e 5,8, considerados normais para a carne ovina segundo
SILVA SOBRINHO et al. (2005).

A expressdo do gene PPARy foi correlacionada negativamente com a eficiéncia alimentar e
proteica (Figura 2a e 2b), portanto, maior expressdo do gene PPARy esta relacionada com uma melhor

conversao alimentar.
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4 CONSIDERAQC)ES FINAIS

Em conclusdo, os resultados sugerem que a maior expressao do gene PPARy pode aumentar a
deposicdo de marmoreio e manter o pH da carne em faixa Otima, além de estar relacionado com o
aumento da eficiéncia alimentar e proteica em cordeiros Pantaneiros. Apesar do nimero reduzido de
animais utilizados, os resultados indicaram que a expressdo do PPARYy estd relacionado com a
deposicdo de gordura intramuscular em animais jovens, indicando a precocidade da raga Pantaneira,
tornando possivel o abate de animais jovens com alto desempenho produtivo e alta qualidade de
carcaca. No entanto, mais estudos serdo necessarios para elucidar os efeitos da expressao do PPARy
em caracteristicas qualitativas e de desempenho, bem como para a aplicacdo do gene na selecéo e

melhoramento de ovinos Pantaneiros.
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Tabela 1. Analise descritiva das caracteristicas da carne.

Categorias de peso (kg)

Caracteristicas Parametros 15 o5 35 Maximo Minimo
Marmoreio 1,33+0,29 1,50+0,50 1,67+0,29 2,00 1,00
Textura 4,00+0,87 4,00+1,0 4,67+0,58 5,00 3,00

pH Longissimus 5,57+0,12 5,67+0,14 5,67+0,04 5,82 5,44

Carcaca 1\ 'Semimembranosus 553004 5704021 5724002 592 550
pH Gluteobiceps ~ 5,57+0,06 5,73+0,19 570+003 594 550

pH Triceps brachii  5,69+0,07 585+0,21 586+0,06 609 562

Ciciencia Alimentar 0,31£0,04 024+0,05 0,24+0,03 034 0,18
Proteica 209+0,41 153+0,38 151018 239 1,12

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados, tamanho do fragmento (TF) em pares de bases (pb) e temperatura de
anelamento (TA) para os genes GDF-8, PPARy e GAPDH.

Genes Sequéncia dos primers TF TA Acesso no Referéncia
(5’ -> 3’)Forward e Reverse (pb) (°C) Genbank

O CISISICSTINS 1w ey oo

PPARY  GGTCAGCAGACTCTOGGTTC 121 60 avwos PR

GAPDH 77 CCCTOCACOATGO0AA 6 60 MM P

GDF-8: Growth Diferentiation Factor 8; PPARy: Peroxisome Proliferator Activated Receptor y; GAPDH:
Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase.

Tabela 3. Médias e desvios padrao da expressdo do mMRNA dos genes GDF-8 e PPARy para cada categoria de peso
(15, 25 e 35 kg) com base na anélise de gRT-PCR

Categorias de peso (kg)

Variaveis
15 25 35
GDF-8 0.017+0,011 0.022+0,002 0.020+0.008
PPARYy 0.011+0.006 0.016%0.004 0.016%0.005

GDF-8: Growth Diferentiation Factor 8; PPARYy: Peroxisome Proliferator Activated Receptor y
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Figura 1. Representacdo grafica da correlacdo positiva da expressdo do gene PPARy (MRNA) para as caracteristicas de
textura (a), marmoreio (b) e pH dos musculos Gluteobiceps (c) Triceps brachii (d), Semimembranosus (e) e Longissimus
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Figura 2. Representacdo grafica da correlagdo negativa da expressdao do gene PPARy (mRNA) eficiéncia alimentar (a) e

proteica e expressao do gene PPARy (b).
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