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RESUMO

A nutricdo materna proporcionada pela disponibilidade de nutrientes na dieta durante a gestacédo
pode resultar em efeitos diretos na progénie sobre caracteristicas de desempenho e qualidade
da carne, através de mecanismo epigenéticos. Com base nisto, o objetivo com este estudo
consistiu em avaliar os efeitos da suplementacdo da dieta materna com sais de célcio de 6leo de
soja na de ovelhas mesticas Dorper x Santa Inés durante a segunda metade gestacional na
expressao de genes maternos e da prole; bem como a qualidade de carne e perfil histologico da
prole. Aos 74 dias de gestacdo, 43 ovelhas multiparas (44,10 + 6,87 kg PC inicial,; 2 + 1 partos)
deslanadas (mesticas Dorper x Santa Inés) gestantes de fémeas (n = 18) e machos (n = 25),
foram alocadas em baias individuais e distribuidas aleatoriamente aos seguintes tratamentos:
(1) Controle (CON; n = 21) — fornecimento de dieta basal formulada para atender as exigéncias
nutricionais basicas de ovelhas gestantes de Unico cordeiro, ou (2) Suplementacdo com gordura
protegida (CSSO; n = 22) — dieta basal acrescida de suplementagdo com sais de célcio do 6leo
de soja (gordura protegida no rimen) recebendo diariamente 1,59 por kg do peso corporal [5%
de inclusdo com base na matéria seca (MS)]. Foram coletadas amostras dos tecidos adiposo e
muscular da progénie aos 15 dias de idade e ao abate para avaliacdo de marcadores miogénicos,
fibrogénicos, adipogénico e lipogénicos. Ao abate, amostras do musculo Longissimus
lumborum foram coletadas para anélise histoldgica e aspectos qualitativos da carne. Os dados
foram considerados em um esquema fatorial 2 x 2, referente ao tratamento nutricional materno
(CON vs. CSSO), e o sexo da progénie (machos vs. fémeas). Foi observado interacdo entre a
nutricdo materna e sexo da progénie, em que ovelhas CSSO gestantes de fémeas apresentaram
maior expressdo PPARYy (P = 0,01) no tecido adiposo e ACACA (P < 0,001) no tecido hepatico.
Houve interacdo (P < 0,05) para area, perimetro e diametro das fibras musculares da progénie,
com respostas favoraveis observadas para fémeas-CSSO em compara¢do aos demais
tratamentos. Houve interacdo NM x SP sobre a expresséo relativa do ZFP423 e MyoG aos 15
dias de idade (P < 0,05), com respostas favoraveis para fémeas CSSO. Ao abate, 0 mesmo
grupo também demonstrou maior expressdo doPPARy (P < 0,001) comparado aos demais
tratamentos. Progénies CSSO apresentaram menor expressao do MyHC | e maior do PPARy (P
= 0,01), e maior espessura de gordura subcutanea (EGS, P = 0,04), espessura maxima de
gordura sobre o Longissimus lumborum (medida GR; P = 0,05) e perdas totais (coccdo e
descongelamento; P = 0,04) que CON. Portanto, a nutricdo materna com sais de calcio do 6leo
de soja durante a segunda metade gestacional altera a trajetoria e crescimento fetal de forma
dependente do sexo, em virtude da modificacdo no potencial de desenvolvimento pés-natal do
musculo esquelético e tecido adiposo subcutaneo.

Palavras-chave: Adipogénese. Miogénese. Nutricdo materna. Sais de célcio do 6leo de soja.
Programacao fetal.



ABSTRACT

Maternal nutrition provided by the availability of nutrients in the diet during pregnancy can
directly affect the progeny on performance characteristics and meat quality, a mechanism
known as fetal programming. Based on this, the objective was to evaluate the effects of calcium
salt supplementation of soybean oil in the maternal diet of crossbred Dorper x Santa Inés ewes
during the second half of gestation on maternal and offspring gene expression; as well as the
meat quality and histological profile of the offspring. At 75 + days of gestation, 43 multiparous
ewes (44.10 £ 6.87 kg BW, 2 £ 1 parturition) hairless (Dorper x Santa Inés crossbred) pregnant
with females (n = 18) and males (n = 25 ), were allocated to individual pens and randomly
assigned to the following treatments: (1) Control (CON; n = 21) — supply of a basal diet
formulated to meet the basic nutritional requirements of pregnant ewes with a single lamb, or
(2) Supplementation ( CSSO; n = 22) — basal diet plus supplementation with Ca salts of soybean
oil (rumen-protected fat) receiving daily 1.5g/kg of body weight (5% based on DM. Adipose
and muscle tissue of the progeny at 15 days of age and at slaughter for the evaluation of
myogenic, fibrogenic, adipogenic, and gluconeogenic markers. At slaughter, samples of the
Longissimus lumborum muscle were also collected for determination from the hi profile
histological and qualitative aspects of meat. There was interaction (P < 0.05) for area, perimeter
and diameter of the progeny muscle fibers, with favorable responses observed for CSSO
females compared to the other treatments. There was a trend of sexual dimorphism on the
histological profile of subcutaneous adipose tissue, in which females showed ~24% and 12%
higher adipocyte area and perimeter (P < 0.10) than males, respectively. However, the fat cell
population tended to be ~14% lower (P = 0.08) in females. There was an interaction effect on
the relative expression of ZFP423 (P < 0.001) in female progenies from CSSO mothers at birth
and PPARy (P < 0.001) for samples at slaughter. Furthermore, the myogenesis of CSSO
progenies was affected by having higher mRNA expression for MyOG (P = 0.05). Progenies
from CSSO mothers showed lower expression of the type I fiber marker (MyHC I) and higher
PPARYy (P =0.01). CSSO progenies showed greater subcutaneous fat thickness (EGS, P = 0.04),
maximum fat thickness over Longissimus lumborum (measured GR; P = 0.05) and total losses
(cooking and thawing; P = 0.04) that CON Consistent with these responses, higher mean values
of visceral fat deposition and carcass coverage (P < 0.001) were observed in females, in addition
to higher EGS and carcass GR measure (P = 0.02). Therefore, maternal nutrition with calcium
salts from soybean oil during the second half of pregnancy alters fetal growth and trajectory in
a sex-dependent manner, due to the modification in the potential for postnatal development of
skeletal muscle and subcutaneous adipose tissue.

Keywords: Adipogenesis. Myogenesis. Maternal nutrition. Ca salts of soybean oil. Fetal
programming.
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RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO
SUPLEMENTACAO COM GORDURA PROTEGIDA DURANTE A SEGUNDA
METADE DA GESTACAO EM OVELHAS SOBRE A EXPRESSAO GENICA, PERFIL
HISTOLOGICO E QUALIDADE DE CARNE DA PROGENIE

Criado por Andrey de Sousa Miranda e orientado por Kaliandra Souza Alves

Durante a gestacdo, alteracGes na trajetoria de desenvolvimento do musculo esquelético e
adipdcitos da progénie podem levar a impactos a longo prazo por meio de mecanismos
conhecido como programacdo fetal. Em estudos, vérias pesquisas sao focadas em avaliar a
suplementacdo proteica, no entanto pouco se sabe sobre os impactos provocados pela
suplementacdo com gordura protegida ruminal e sua repercusséo na prole a longo prazo. Desse
modo, os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da suplementacdo com 6leo de soja
protegido com sais de calcio na dieta materna de ovelhas mesti¢as Dorper x Santa Inés durante
a segunda metade da gestacdo na expressao génica, perfil histolégico e qualidade de carne da
prole. Na metade da gestagéo, ovelhas receberam os seguintes tratamentos: (1) Controle (CON)
— fornecimento de dieta basal formulada para atender as exigéncias nutricionais basicas de
ovelhas gestantes de Unico cordeiro, ou (2) Suplementacdo com gordura protegida (CSSO) —
dieta basal acrescida de suplementacdo com 6leo de soja protegida com sais de célcio recebendo
diariamente 1,5g por kg do peso corporal. Avaliando os resultados, houve interagdo para area,
perimetro e diametro das fibras musculares da progénie, com respostas favoraveis observadas
para fémeas CSSO em comparagdo aos demais tratamentos. Em nivel molecular essa mesma
resposta foi observada sobre a expressao relativa de mMRNA do ZFP423 aos 15 dias de idade.
Ao abate, 0 mesmo grupo também demonstrou maior expressao do PPARy. Progénies CSSO
apresentaram menor expressdo do MyHC | e maior do PPARy, e maior espessura de gordura
subcutanea, espessura méaxima de gordura sobre o Longissimus lumborum e perdas totais
(coccdo e descongelamento) que CON. Em aplicacdes préaticas, a nutricdo materna com sais de
calcio do 6leo de soja durante a segunda metade gestacional altera a trajetdria e crescimento
fetal de forma dependente do sexo, em virtude da modifica¢do no potencial de desenvolvimento
po6s-natal do musculo esquelético e tecido adiposo subcutaneo.

Figura 1. Linha de desenvolvimento fetal e efeitos da nutrigdo materna sobre a progénie.
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PRIMEIRO CAPITULO

1 INTRODUCAO GERAL

Estimulos ambientais durante a gestacdo podem resultar em efeitos diretos na progénie,
afetando a modulagdo de genes, caracteristicas de desempenho e qualidade da carne da prole
(RESENDE et al., 2018; RAMIREZ et al., 2020; COSTA et al., 2022). Os fatores extrinsecos
capazes de alterar o desenvolvimento fetal em funcéo do ambiente uterino, € conhecido como
programacdo fetal ou desenvolvimento programado, que se refere a modificacbes no
desenvolvimento fetal ou formagdo do neonato que acontece em atribuicdo do ambiente
materno, estendendo-se ao longo da vida da progénie (DU et al., 2010).

Vérias pesquisas brasileiras focadas em ruminantes concentraram esforcos em avaliar
os efeitos da suplementacdo proteica na gestacdo sobre a progénie (GIONBELLI et al., 2018;
LOPES et al., 2020; COSTA et al. 2021). No entanto, pouco se sabe sobre os impactos
provocados a longo prazo na progénie em consequéncia da suplementacao lipidica para ovelhas
gestantes. O fornecimento de lipideos na dieta de ruminantes tem sido bastante utilizado para o
aumento da densidade energética, por apresentarem 2,25 vezes mais energia quando comparado
aos carboidratos (SILVA et al., 2007a). Contudo, altos niveis de lipideos na alimentac&o podem
ocasionar reducdo na ingestdo de matéria seca (MS) e toxidade aos microrganismos presentes
no ramen, promovendo diminuicdo na disponibilidade de energia (HUANG et al., 2009).
Devido a esses efeitos da inclusdo de lipideos sobre o consumo de matéria seca e variacdes
toxicologicas da microbiota ruminal, a utilizacdo de sais de célcio na forma de gordura
protegida apresenta-se com uma alternativa para contornar esses efeitos deletérios sobre a
microbiota ruminal (MARQUES et al., 2017).

O fornecimento de acidos graxos, principalmente poli-insaturados (PUFAS) na dieta
regulam a expressdo de genes (NICKLES et al., 2019; RAMIREZ-ZAMUDIO et al. 2022) que
podem afetar o desenvolvimento muscular (BRANDAO et al., 2020), satide (VELAZQUEZ et
al., 2021), caracteristicas e qualidade da carne da prole. Essas mudangas podem ser ainda mais
sensiveis quando a matriz é criada em condic¢Ges extensivas de pastagens, onde a estacdo de
monta ocorre principalmente em épocas de dias curtos (baixa luminosidade) e a segunda metade
gestacional em periodos de estiagem (SIMPLICIO, 2008). A baixa qualidade das forragens
limitada sazonalidade ambiental que coincide quando matrizes estdo no meio e final da
gestacdo, sdo ponto critico para o desenvolvimento muscular e adiposo fetal (DU et al., 2015).

Sendo assim, hipotese do presente estudo é que a suplementagdo materna com sais de

calcio do 6leo de soja durante 0 meio-gestacdo possa alterar a transcri¢do de genes associados
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ao transporte e metabolismo de &cidos graxos materno e modular a expressdao de genes
miogénicos, adipogénicos e lipogénicos, maior desenvolvimento das fibras do musculo
esquelético e células adipdcitas, bem como aumento de caracteristicas desejaveis relacionadas
a qualidade de carne da prole. Portanto, objetivou foi avaliar os efeitos da suplementagédo de
sais de calcio de dleo de soja na dieta materna de ovelhas mesticas Dorper x Santa Inés durante
a segunda metade gestacional na expressdo génica materna e da prole; bem como o perfil

histologico e qualidade de carne da prole.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Efeito do uso da gordura protegida sobre o desenvolvimento fetal

A utilizacdo de lipideos na forma de gordura protegida, tem como enfoque principal
proteger as estruturas de acidos graxos do processo de biohidrogenacdo (adicdo de moléculas
de hidrogénio na cadeia carbonica de compostos insaturados para promover a sua saturagéo.
Esse processo resulta na formagdo de inimeros intermediérios e tem como principal produto
final, o acido estearico (BUCCIONI et al., 2012). A estratégia do emprego de gordura protegida
como sais de Ca de acidos graxos, tem como designio aumentar o fluxo de acidos graxos
insaturados provenientes da dieta para o intestino, digestibilidade e disponibilidade para
absorcéo e deposicdo nos componentes teciduais e leite (CARNEIRO et al., 2001).

O fornecimento de lipideos na dieta de ruminantes tem sido bastante utilizado para o
aumento de energia, por apresentarem teor energético 2,25 vezes mais quando comparado aos
carboidratos (SILVA et al., 2007a). No entanto, altos niveis de lipideos na alimentacdo podem
ocasionar reducdo na ingestdio de matéria seca (MS), promovendo diminuicdo na
disponibilidade de energia (HUANG et al., 2009). Nesse sentido, a inclusdo do contetdo
lipidico recomendada é de até 7% com base na MS da dieta (NRC, 2007) com a finalidade de
ndo prejudicar o desempenho o animal. Valores superiores a este podem dificultar a degradacédo
do material fibroso, em fungdo do recobrimento das particulas do alimento que impossibilitaria
a colonizacéo pelas bacterias ruminais, especialmente as celuloliticas (EASTRIDGE, 2014).

Além do mais, certos acidos graxos especialmente os poli-insaturados (PUFAS) em
dietas para animais ruminantes possui limitag0es, por apresentarem toxidade aos
microrganismos presentes no rdmen, sendo as bactérias Gram (+), metanogénicas e
protozoarios mais susceptiveis. O potencial toxicoldgico esta diretamente relacionado com a
natureza anfifilica da molécula de acido graxo, ou seja, aquelas que possuem regides

hidrofilicas (solivel em agua) e hidrofdbicas (insolivel em agua) na mesma estrutura. Assim,
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0s &cidos que possuem maior solubilidade em agua de membranas celulares apresentam maior
toxidade, por apresentarem capacidade de romper estruturas da membrana (BERCHIELLI et
al., 2011). Devido a esses efeitos da inclusdo de lipideos sobre o consumo de matéria seca
causada pela reducdo da degradabilidade da particula fibrosa e variagdes toxicoldgicas da
microbiota ruminal, a utilizacdo de gordura protegida com sais de calcio pode ser uma
alternativa para contornar esses efeitos emblematicos (MARQUES et al., 2017).

O fornecimento de lipideos protegidos (sais de calcio de acidos graxos de cadeia longa)
na dieta de ruminantes, apresenta uma forma relativamente inerte a agdes dos microrganismos
ruminais e apresenta acao de dissociacdo em condic¢des de pH encontrado no abomaso, além do
mais exprime elevada densidade energética e ndo prejudica a utilizacdo da fibra da dieta
(NEUMANN et al., 2015). Em analogia as fontes lipidicas, a inclusdo de gordura protegida na
dieta de animais gestantes geralmente promove resultados superiores sobre o desempenho e
caracteristicas da cracaca da prole (MARQUES et al., 2017). Avaliando a suplementacdo de
ovelhas gestantes com 3% de acidos graxos poli-insaturados, Kitessa et al. (2001) observou
diminuicdo no consumo de matéria seca. Esse achado na literatura, principalmente ao que se
refere aos resultados de consumo de matéria seca, podem estar relacionados a composi¢cdo
fisico-quimica da fonte de &cidos graxos e doses elevadas utilizadas (ALLEN, 2000).

Adicionalmente, ovelhas suplementadas durante o final da gestacdo com quantidades
crescentes de sais de calcio enriquecidos com eicosapentaenoico (EPA) e docosa-hexaenoicoo
(DHA), proporcionou alteragdo na abundancia de mRNA do tecido adiposo subcutaneo de
genes associados ao metabolismo lipidico (NICKLES et al., 2019). Em mais estudos, 0
suprimento de acidos graxos na forma de gordura protegida durante a gestacdo tardia em
ovelhas modificou o crescimento, sensibilidade a insulina e peso de carcaca quente em
cordeiros (VELAZQUEZ et al., 2021). Machos provenientes de ovelhas que receberam
suplementacdo com acidos graxos em gestacdo tardia, apresentaram maior peso corporal e
aumento na concentracdo plasmatica de grelina, associado a ingestdo de matéria seca.
Denotando assim, efeitos de programag&o no crescimento e fisiologia da prole (BRANDAO et
al., 2020).

2.2  Metabolismo energético hepatico

Em animais ruminantes, a glicose é a principal fonte de energia para os tecidos
periféricos do animal. A principal via de fornecimento de glicose para os tecidos periféricos é
a gliconeogénese hepatica a partir de percursores gliconeogénicos como: acetato, propionato,

lactato, glicerol e entre outros (DANFAER et al., 1994). Sendo o propionato o principal
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percursor de glicose no figado em animais ruminantes, responsavel por cerca de 90% da glicose
total absorvida.

As principais enzimas envolvidas na gliconeogénese sdo a piruvato carboxilase (PC) e
a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK). Para gerar glicose, o piruvato formado seja pela
glicdlise ou pela rota do propionato, adentra a mitocondria dos hepatocitos onde é convertido
em oxalacetato pela enzima piruvato carboxilase. Como a membrana mitocondrial ndo possui
transportadores especificos para o oxalacetato, 0 mesmo precisa ser reduzido a malato pela
enzima malato desidrogenase mitocondrial com o consumo de NADH, para assim entdo ser
transportado para fora da mitocondria e no citosol ser reoxidado em oxalacetato, e finalmente
ser convertido em fosfoenolpiruvato. O fosfoenolpiruvato formado a partir do piruvato
desencadeia uma série de reacdes reversiveis que utilizam enzimas diferentes a rota da glicolise,
como 1,6-difosfato em frutose-6-fosfato e frutose 1,6-bifosfatase para formacgdo de glicose
(Figura 1). Além do mais, regulacdo hormonal como niveis elevados de glucagon estimula a
sintese de novo de glicose através da gliconeogénese no figado e inibe a glicélise. Por outro
lado, a insulina atua em efeito oposto ao suprimir a producdo hepatica de glicose inibindo os
genes gliconeogénicos através da fosforilagdo da AKT (proteina quinase) durante a alimentacao
(KIM et al., 2012).
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Figura 1. Metabolismo hepatico materno de ovelhas gestantes em hepatdcitos.

O crescimento fetal e placentario, promovem adaptacfes maternas ao demandarem
quantidades significativas de substratos (tais como glicose e aminoacidos), especialmente na
gestacdo tardia. Durante o final da gestacdo, ~30 a 40% de exigéncia em energia fetal é suprida

por glicose e lactato, 5 a 10% fornecida pelo acetato, enquanto que 50% proveniente do uso de
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aminodacidos (Bell et al., 2005; Lopes et al., 2020). A medida que a gestagdo avanca, a
gliconeogénese hepatica aumenta para atender as exigéncias fetais, em caso onde ha
mobilizacdo de reservas corporais da fémea gestante ocorre alteracdo do metabolismo lipidico.
A capacidade placentaria materno-fetal de transportar &cidos graxos ndo esterificados é
limitada, negando assim acesso de substratos ao feto derivados da mobilizacdo de gordura
materna (Bell, 1993). Em suma disso, os acidos graxos nao esterificados sdo utilizados
majoritariamente pelos tecidos maternos como forma de economizar glicose e aminoacidos para
o feto (Bell, 1993).

2.3 Nutricdo materna e programacao fetal

A nutricdo materna tem sido alvo de inimeras pesquisas (RODRIGUES et al., 2020;
CRUZ et al., 2019; COSTA et al., 2021; GIONBELLI et al., 2018), e vem apresentando
resultados promissores quanto a saude da matriz e desenvolvimento do cordeiro pré e pds natal,
isso porque ela produz alteragdes metabolicas e enddcrinas que causam efeitos de programacéo
fetal (FORD et al., 2007). Grande parte dessas pesquisas tém enfoque no efeito da
disponibilizacdo e/ou restricdo dos niveis energéticos e proteicos das dietas, devido ao maior
requerimento desses nutrientes durante o periodo gestacional (COSTA et al., 2022; PARADIS
etal., 2017).

O manejo adequado da nutricdo materna pode apresentar vantagens no desempenho da
progénie, visto que durante a fase fetal ha uma presenca elevada de células multipotentes
capazes de se diferenciar em células do tecido muscular e adiposo, o que influenciara no
desempenho e qualidade de carne ao longo de sua fase adulta (RESENDE et al., 2018). Em
relacdo a esse acontecimento da-se 0 nome de desenvolvimento programado ou programacao
fetal, que se refere a modificagbes no ambiente intrauterino por meio de fatores externos como
a dieta materna (DU et al., 2010). Em ovelhas, aproximadamente 70% do crescimento fetal
ocorre durante as seis Ultimas semanas da gestacdo (100 a 150 dias) (RUSSEL 1985). Portanto,
com isso torna-se importante iniciar nesta fase estratégias de manejo nutricional que sejam
capazes de possibilitar o aporte adequado de nutrientes as ovelhas. Durante a segunda metade
da gestacdo, ainda ocorre 0 processo da miogénese secundaria que tem maior potencial de
crescimento comparado a miogénese primaria que acontece no inicio da gestacdo. Ainda
durante o processo de formacéo das fibras secundarias, ocorre a hiperplasia dos adipocitos
(adipogénese) que repercute ainda no crescimento pds-natal (Figura 2). Quando a miogénese

secundaria finaliza, por meio de complexos metabdlicos e vias de sinaliza¢do, se inicia 0
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aumento em tamanho das fibras musculares progredindo durante a fase final da gestacéo e apos
o0 nascimento (DU et al. 2015; DU et al., 2017).

Segunda metade da gestagao

Tergo inicial Tergo médio Tergo final

Adipogénese

Miogénese secundéria /
crescimento fetal

Miogénese priméria

Hiperplasia fibra -

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e S S e e e e e e 1
Concepgdo 100 dias 150 dias
Nascimento

Estdgio embrionario Estdgio fetal
Fonte: Autor. Adaptado de Du et al. (2010); Du et al. (2017).

Figura 2. Linha de desenvolvimento fetal do mdsculo esquelético e tecido adiposo de cordeiros
durante o periodo de gestacdo de ovelhas.

A manipulacdo da nutricdo materna durante a gestacdo afeta o principal fator de
transcricdo para a diferenciacdo de células mesenquimais por meio da via de sinalizacdo
Wingles and Int (WNT). A ativacdo WNT aumenta o comprometimento e a proliferacdo de
células progenitoras em miogénicas no inicio e meio da gestacdo, proporcionando assim maior
hiperplasia dos mioblastos. Em contrapartida, a partir da segunda metade da gestacdo, apds a
miogénese secundaria, a sinalizacdo de WNT pode ser inibida para estimular a diferenciacéo
adipogénica de células progenitoras fibro-adipogénicas (DU et al., 2010).

Em épocas de estiagem com baixa disponibilidade e qualidade de forragens, ovelhas
alimentadas em sistemas de pastejo, constantemente, apresentam escassez de nutrientes durante
sua gestacdo, especialmente no segundo e ultimo terco (DU et al., 2017). Sendo assim, a
restricdo nutricional tem efeito negativo sobre o desenvolvimento fetal, apresentando resultados
prejudiciais de longo prazo sobre o crescimento da progénie (DU et al., 2013; KNIGHT et al.
2020). Ademais, uma nutricdo materna insuficiente reduz a concentracdo de fatores
relacionados ao crescimento como IGF-1 e IGF-2 na circulagdo sanguinea fetal, o que diminui
consequentemente a multiplicacdo de células miogénicas e formacdo fibras musculares
(GONZALEZ et al., 2013). A menor proliferacdo de células musculares no animal tambem é
uma consequéncia do fato da nutricdo materna afetar a expressdo dos MRFs (fatores de

regulagdo miogénica) (YAN et al., 2012).
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A nutrigdo materna adequada tem impactos significativos no desenvolvimento fetal, por
fornecer nutrientes necessarios a propagacdo de células miogénicas, e a formacao de fibras
musculares (ZHU et al., 2006). O maior numero de fibras musculares € desejavel, por aumentar
a porcentagem de carne magra e eficiéncia no ganho de peso dos animais. Durante o periodo
embrionario, o nimero de fibras priméarias é determinado pela genética e seu aumento em
numero (hiperplasia) se mantém fixa e realizada até 100° dia de gestacdo em ovelhas
(GREENWOOD et al., 2000).

Entretanto, Rehfeldt et al. (2004) relataram que o aumento no tamanho de fibras
musculares (hipertrofia) esta ligado a diversos fatores ap6s a concepgdo. Considerando que a
hiperplasia ndo ocorre ap6s o nascimento, o crescimento pods-natal pode ficar limitado,
considerando os niveis de restricdo materna. Desse modo, estudos demonstram que a melhor
forma de proporcionar aumento na producao de carne é a selecdo de progénies provenientes de
um desenvolvimento programado com maior nimero e moderado didmetros de fibras
musculares (LEE; JOO; RYU et al., 2010; REHFELDT et al., 2004); e maior nimero de
adipdcitos intramusculares, comumente referida como marmoreio que contribui com sabor e

maciez para caracteristicas organolépticas satisfatorias na carne (DU et al., 2017).

2.3.1 Desenvolvimento muscular esquelético

Durante a fase pré-natal, o desenvolvimento do musculo esquelético ocorre por meio da
formacao das fibras musculares, processo conhecido como miogénese. Apds a concepcao, no
inicio do estagio embrionario uma fracdo de células-tronco mesenquimais se diferenciam em
células progenitoras que podem dar origem a células musculares, sendo muito abundantes no
musculo esquelético durante os estagios fetal e neonatal, contudo diminuem conforme os
animais envelhecem (DU et al. 2010). Células progenitoras miogénicas derivadas de uma
estrutura embrionéria transitoria (dermomi6tomo) originam mioblastos mononucleados, que
por sua vez formam o miétomo primario, caracterizando assim a formac¢do do musculo inicial.
A partir desse tecido primitivo, a formagdo do tecido muscular se repercute em etapas
sucessivas, distintas, sempre sobrepostas, envolvendo diferentes tipos de mioblastos que
resultam na formacéo de mioblastos embrionarios, fetais e células satélites (BONNET et al.,
2010).

Na miogénese primaria durante o estagio inicial, os mioblastos embrionarios se fundem
dando origem aos miotubos primarios, que por sua vez, originam as miofibras priméarias. Apds
formadas as miofibras primarias, ocorre a inducdo de uma segunda e nova onda proliferativa,

dos mioblastos fetais, eventualmente relacionada a secrecao de fatores mitogenos (FGF, fator
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de crescimento de fibroblastos) (BONNET et al., 2010), utilizando as fibras priméarias como
molde para formac&o de fibras musculares secundarias (GREENWOOD et al., 2000). Com isso
originam-se as miofibras secundarias, as quais representarem maior proporcao de fibras em
animais adultos (GREENWOOD et al., 2000). Além do mais, 0 processo de diferenciacdo de
mioblastos fetais em miofibras secundarias pode estar associado aos baixos niveis de TGF-5 e
BMP (BIRESSI et al., 2007). Por fim, os mioblastos que ndo seguem a via de diferenciacao,
permanecem quiescentes, sendo inibidos a diferenciacdo por acdo de fatores de crescimento
(TGF-B, fator de crescimento transformador ¢, BMP, proteina morfogenética 6ssea) (DU et

al. 2010 a; CUSELLA-DE ANGELIS et al., 1994) (Figura 3).
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Figura 3. Principais etapas da miogénese e adipogénese. Fonte: Autor. Adaptado de Bonnet et
al. (2010); Du et al. (2010); Du et al. (2013); Ramirez-Zamudio et al. (2022).

No desenvolvimento fetal, a massa muscular € determinada pelo nimero de células
(hiperplasia) e tamanho (hipertrofia) das fibras musculares (DU et al., 2010). A hiperplasia é
estabelecida quase que exclusivamente no periodo pré-natal, onde o nimero de células é
determinado ao final da segunda onda miogénica. Ademais, a hipertrofia muscular se inicia no
periodo pré-natal e se estende até o fim da puberdade (COSTA et al., 2021). Durante o percurso
da miogénese, as células satélites adjacentes aos mioblastos encontram-se em um estado inativo

(quiescéncia), a qual permanecem indiferenciadas pela acdo do Platelet Derived Growth Factor
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(PDGF) BIRESSI; MOLINARO; COSSU, 2007). Por eventos como lesdes, estresse mecanico
ou deposicao de massa muscular, as células satélites tornam-se biologicamente ativas e migram
da regido basal para o exterior, onde progridem na proliferacdo, diferenciacdo e comprometem
parte de sua populacdo na linhagem miogénica. Apos a diferenciacdo, a fusdo de células
satélites com as fibras musculares contribui para hipertrofia da massa muscular (KUANG et
al., 2007).

O desenvolvimento do madsculo esquelético é coordenado por vias de sinalizacdo
Wingles and Int (WNT) e Sonic hedgehog (SHH), que induzem a expressao de um conjunto de
fatores reguladores miogénicos (MRFs) e fatores de transcri¢do que incluem, Pax3 e Pax7, que
desempenham um papel central na coordenacdo da regulacdo dos MRFs (MANNEKEN et al.
2022). Apos a formacdo do mesoderma, a especificacdo das células-tronco mesenquimais é
regulada pela sinalizacdo do WNT, que atua na ativacdo de genes alvos miogénicos como MyoD,
Myf5 e Mrf4 através da via Pax3 e Pax7 (DAUBAS, et al. 2013). Posteriormente a
especificacdo, células progenitoras miogénicas que ainda ndo sdo células musculares, mas estdo
compreendidas com essa linhagem, sdo reguladas por fatores de transcricdo miogénicos que
incluem MyoD e Myf5. Células progenitoras quando reguladas positivamente para Myf5 sdo
altamente especificas para 0 comprometimento de células mioblasticas esqueléticas, originando
assim os mioblastos (LADEIRA et al., 2016). No entanto, quando negativas para este MRF
podem originar outros tipos células como os pré-adipdcitos, fibroblastos e fibro-adipogénicos
(LADEIRA et al., 2016). Apds a proliferagdo, os mioblastos sofrem alteracdes necesséarias para
formar uma célula muscular madura, regulada por MRFs secundarios como a miogenina e
MRF4. Sendo a Miogenina responsavel pela diferenciacao inicial com formacao de miotubos e
MRF4 crucial para a maturacdo dos miotubos (BONNET et al., 2010).

2.3.2 Desenvolvimento do tecido adiposo e metabolismo lipidico

Assim como as celulas musculares, os adipdcitos séo derivados de células tronco
pluripotentes, contudo, derivam do mesoderma lateral (DU et al., 2015). Concomitantemente a
isso, os adipdcitos e os fibroblastos compartilham um pool comum de células progenitoras,
denominados células progenitoras fibro-adipogénicos (FAPs), devido a sua dupla capacidade
de se diferenciar (DU et al. 2015). Em ruminantes a adipogénese se inicia proximo a metade da
gestacdo, simultaneamente a miogénese secundaria (DU et al.,, 2010). Em oposicdo a

miogénese, a adipogénese se intensifica no terco final da gestagéo e seu potencial de hiperplasia
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ndo se limita ao estagio pré-natal, porém este potencial do tecido adiposo diminui ao longo do
desenvolvimento pds-natal do animal (DU et al., 2013).

Além de ser um local de armazenamento de energia, o0 tecido adiposo atua como um
6rgdo endocrino capaz de secretar adipocinas, pelo qual regulam o equilibrio energético de toda
massa corporal (MACDOUGALD e MANDRUP, 2002; AVRAM et al., 2007). Em mamiferos,
0 tecido adiposo é classificado em depositos de gordura subcuténea, intra-abdominal e
intramuscular (DENG et al., 2020), e a formacdo desses diferentes depdsitos de gordura
acontece em distintos pontos de estagios da gestacdo (DU et al., 2013). Os adipdcitos viscerais
sdo formados no terco médio da gestacdo, seguidos da adipogénese subcutanea que ocorre na
segunda metade gestacional para o final da gestacdo. Na espécie ovina, nao foi relatado até o
presente momento na literatura o periodo critico para aumento dos adipdcitos intramuscular,
conhecido como “janela de marmoreio”. No entanto, para bovinos 0S adipocitos
intramusculares formam-se no final da gestacdo, continuando seu processo de hiperplasia até
cerca de 250 dias de idade (DU et al., 2013). Vale evidenciar que o teor gordura intramuscular
¢ altamente desejavel por ser proporcional a qualidade da carne, enquanto a deposi¢édo excessiva
de gordura subcuténea afeta a producéo e a qualidade da carne (WOOD et al., 2008).

O complexo de sinalizagdo WNT dependente de B-catenina, tem efeitos regulatorios
diferenciais na miogénese e adipogénese (BAGCHI et al., 2020). A ativacdo da via WNT/B-
catenina favorece a diferenciacdo de células mesenquimais em mioblastos e reducdo em pré-
adipdcitos, em virtude a inibicdo de PPARy e C/EBP-a (Christodoulides et al., 2009). O
controle negativo de PPARy, ocorre devido a capacidade da WNT inativar o complexo
glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3B), a qual é responsavel por ativar o PPARy (DU et al.,
2009). Além do mais, a sinalizacdo SHH favorece o comprometimento de células mesenquimais
a linhagem miogénica e inibi a adipogénese por meio da inducdo de GATA2 e COUP-TFII que
se ligam aos promotores de PPARy e C/EBP-o regulando negativamente sua expressao,
respectivamente (DU et al., 2010).

O desenvolvimento do tecido adiposo fetal se inicia com a formacgdo dos capilares
sanguineos entre os espagos mesenquimais (HAUSMAN e DODSON, 2013). Com inicio de
sua formacgdo, a adipogénese pode entdo ser dividida em dois estdgios: determinacdo e
diferenciacdo (QUEIROZ et al., 2009). No primeiro estagio quando as células pluripotentes
perdem a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais, a capacidade
proliferativa em forma pré-adipdcitos é regulada pela expressao proteina dedo de zinco 423
(Zfp 423) (GUPTA et al., 2010). A expressao do gene Zfp423 atua na inducao do receptor gama

ativado por proliferadores de peroxissomas (PPARy), que comprometem a linhagem
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adipocitaria de células FAPs em pré-adipocitos, aléem da capacidade de inibir parcialmente o
transforming growth factor (TGF-f), sendo este responsavel pela fibrogénese (HUANG et al.,
2012)). Adicionalmente, no estagio de diferenciacdo o PPARy e C/IEBP-a, que sdo dois fatores
reguladores centrais do processo adipogénicos que regulam coordenadamente a ativagédo de
acles transcricionais em cascata na conversdo de pré-adipdcitos em adip6citos maduros ao
adquirirem capacidade de acumular gotas lipidicas (QUEIROZ et al., 2009; HUANG et al.,
2012). Além do mais, a maior expressdo do TGF-f1 pode afetar a adipogénese através da
inibicdo dos principais fatores de regulacdo (PPARy e C/EBP-a) (LOPES et al., 2020) (Figura
4).

Células tronco mesenquimais

v

Especificacdo Determinacéo Diferenciacdo Diferenciagédo Maturagao e
inicial terminal deposicao lipidica
L
®
— — — — b
I"‘r'[NT. ACACA, SCD1,
b-Catenina Zfp423 C/EBP- e C/EBP-6 C/EBP-a e PPARS FABE LPL

Adipocito maduro

Figura 4. Fatores de transcrigdo que regulam a adipogénese. Fonte: Autor. Adaptado de Bonnet
et al. (2010); Du et al. (2010); Du et al. (2013); Ramires-Zamudio et al. (2022).

Quando formados, os pré-adipécitos sofrem um processo de amadurecimento que
compreende a fase de diferenciacdo, caraterizado pelo enchimento lipidico e mudancas
morfoldgicas em uma forma esférica. A fase de diferenciacdo dos adipdcitos é controlada pelos
fatores de regulacédo transcricional PPARy e a familia de proteinas ligantes ao amplificador
CCAAT (CCAAT/enhancer binding proteins, C/EBPSs). Nesse estagio, os primeiros fatores de
transcricdo C/EBP-f e C/EBP-¢, ativam a expressdo C/EBP-a e PPARJ, que de modo anélogo
regulam a conversdo de adipdcitos imaturos em maduros por meio da estocagem de lipideos na
forma de triglicerideos (hipertrofia), atraveés da transcricdo de genes alvos anteriormente
inativados. Essa ativacdo inclui enzimas e proteinas relacionadas ao fenotipo do adipaocito,
envolvidas no transporte de glicose, lipogénese, lipolise, sintese e secre¢do de adipocinas
(QUEIROZ et al., 2009). A hipertrofia dos adip6citos ocorre exclusivamente no periodo pos-
natal, posterirormente a formacdo das células adipdcitas por hiperplasia (DU et al., 2017). A

medida que os pré-adipodcitos se diferenciam em adipocitos maduros, algumas proteinas
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reguladoras da lipogénese sdo expressas de forma elevada na diferenciacdo tardia da
adipogénese, como FABP4, adiponectina, leptina e entre outras.

Apbs a diferenciacdo em adipdcitos maduros, o preenchimento da gota lipidica com
triglicerideos (TG) é conhecido como lipogénese (LADEIRA et al., 2016). A taxa de
armazenamento de TG, e por conseguinte a hipertrofia dos adipocitos depende de equilibrio e
taxas relativas de lipogénese e lipdlise (BONNET et al., 2010). A sintese de novo é um
mecanismo celular pelo qual as células condensam unidades acil para producdo de &cidos
graxos (AG), que sdo desviados para armazenamento em goticulas lipidicas como
triacilglicerdis (WALLACE et al., 2020). Fatores nutricionais podem afetar a expressdo de
enzimas que participam do processo da sintese de novo, como a acetil-CoA carboxilase (ACC),
reacao mais importante na sintese de novo de acidos graxos no citosol (LADEIRA et al., 2018).
A enzima ACC codificada pelo gene ACACA, catalisa a caborxilagdo da Acetil-CoA formando
malonil-CoA, que por sua vez sofre acdo da acido graxo sintase (FAS) para iniciar uma nova
cadeia acil ao adicionar acetil-CoA a molécula de malonil-CoA (HEIL et al., 2019). O principal
acido graxo produzido desta série de reagdes multiplas é o acido palmitico (C16:0), ap6s sua
sintese ou absorcao pelas células adipdcitas os &cidos graxos podem sofrer acdo da enzima
estearoil-CoA dessaturase (SCD1), responsavel por introduzir dupla liga¢gdes no carbono 9,
necessarios para sintese de TG (LADEIRA et al., 2018).

Ademais, a captacdo de acidos graxos € outa maneira de depositar gordura no tecido
adiposo, como exemplo, a lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) que sofre hidrolise a
triglicerideos pela acdo da enzima lipoproteina lipase (LPL), localizada na parede dos capilares
sanguineos (BROWN et al., 2003). O transporte de acidos graxos para o interior da célula é
feito por trés grupos principais de transpostadores: translocase de acidos graxos (CD36),
proteina de transporte de acidos graxos (FATP) ou FABP em associa¢do com acil-CoA sintase.
Quando adentram ao interior do adipdcito por meio dos transportadores, os &cidos graxos que
estdo ligados a FABP sao transportados da membrana para o sitio de esterificacdo ou B-oxidacéo
(GERBENS et al., 2004). Quando sofrem acdo da lipolise, os acil-CoA livres no citosol s&o
transportados para dentro da mitocdndria através da enzima carnitina palmitoil transferase 1
(CPT1), onde a enzima CPT2 converte a acilcarnitina em acetil CoA de cadeia longa, entrando em
seguida na via da -oxidacdo (LADEIRA et al., 2018).

2.4 Efeitos epigenéticos na programacao fetal
Fatores capazes de afetar o fenotipo da progénie, por meio das interacGes entre genes

e ambiente é conhecido como epigenética (RECIO et al., 2015). O conceito trata-se variacbes
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hereditérias na expressdo génica sem alterar sequéncias de base do DNA (COSTA et al., 2021).
Modificagdes nas histonas (proteinas que “englobam™ o DNA na formacé&o dos cromossomos),
mudangas na cromatina por meio da metilacdo na molécula DNA e microRNAs néo
codificantes, sdo mecanismos epigenéticos mais comuns capazes de regular a expressdo de
genes, mas ndo o codigo genético, permitindo assim a heranga epigenética intergeracional
(GOLDBERG et al. 2007).

A metilacdo do DNA refere-se a inclusdo de um grupo metil no terminal 5 dos
residuos de citosina localizados nas ilhas de dinucleotideos cytosine—phosphorous—guanine
(CpG) na regido promotora do gene. A enzima DNA metiltransferase (DNMT) catalisa a
transferéncia de um grupo metil do doador S-adenosylmethionine (SAM) as ilhas CpG, essa
condicdo inibe a ligacdo dos fatores de transcricdo e consequentemente, diminuigédo ou inibicédo
da transcricdo génica (ELOLIMY et al., 2019). Além do mais, proteinas denominadas de MBPs
(Methyl Bindding Proteins) com afinidade pelo grupo metil, ligam-se as regides promotoras da
CpG e impedem a ligacdo dos fatores de transcricdo aos seus sitios especificos (ATTWOOD et
al., 2002). Explorando os mecanismos responsaveis pela expressao diferencial de Zfp423 e
TGF-p entre células com alto e baixo potencial adipogénico, Huang et al. (2012) observaram
locais ricos em CpG no promotor dos genes, indicando provavel acdo da metilacdo do DNA
sobre a regulacao da expressdo de Zfp423 e TGF-b e, portanto, 0 comprometimento precoce da
adipogénese.

As histonas séo proteinas responsaveis por enrolar o DNA genémico, formando assim
a cromatina. As histonas sdo formadas por quatro tipos principais (H2A, H2B, H3, H4),
densamente compactadas com suas caudas N-terminais ndo estruturadas, que podem sofrer
modificagdes por enzimas levando a acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo (KOUZARIDES,
2007), dentre outras. A combinacdo de diferentes modificacdes pds-traducionais em uma
determinada histona pode ser chamado de c6digo de histona. Dependendo do cédigo, a
transcricdo ou silenciamento génico sdo ativados. Em dietas obesogénicas para fémeas de
camundongos, a metilacdo repressiva da histona H3K27me3 (marcador associado ao
silenciamento génico) foi menor no promotor Zfp423 do tecido fetal que associada a diminui¢édo
da metilacdo do DNA, aumentou a expressao do gene Zfp423 relacionado a diferenciagédo
adipogénica precoce em células progenitoras fetais (YANG et al., 2013). Quando a estrutura da
cromatina é afetada, assumem um estado de hetero cromatina associado a compactagdo ou
eucromatina associado a relaxamento. Enquanto o marcador H3K27me3 resulta em uma
heterocromatina condensada e consequentemente, o silenciamento génico, os marcadores

H3K4me e H3K9me resultam em uma eucromatina descompactada, facilitando os fatores de
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transcrigdo se ligarem e ativarem a expressdo génica (COSTA et al., 2021). Dietas de baixa
proteina durante a gestacdo, promoveram enriquecimento significativo de dois marcadores
(H3K9Ac e H3K4me3) na regido promotora da miostatina, promovendo aumento de sua
expressao e consequentemente, reducdo da massa e fibra muscular (JIA et al., 2016).

Ademais, outro mecanismo epigenético refere-se aos microRNAs (miRNAS) que sdo
fita simples de RNA com 21 a 23 moléculas nao codificantes de nucleotideos, que regulam a
expressao génica em nivel pos-transcricional (JIN et al., 2010). O mecanismo inibitorio dos
miRNAs esta relacionado ao pareamento de bases com 0 mRNA alvo, que podem acionar
diferentes tipos de repressdo. Quando o pareamento é parcial, 0s miRNAs inibem a traducéo e
consequentemente, a sintese proteica, enquanto a complementacdo é completa promovem a
degradacdo do RNA alvo (COSTA et al., 2021). Em dietas obesogénicas durante a gestacdo de
ovelhas foi reportada uma diminuicdo da expressdao do miRNA let-7g no musculo fetal, que
contribuem para aumentar a expressao de marcadores adipogénicos e nimero de adipdcitos
(YAN et al., 2013). Na diferenciacdo de adipocitos, 0 miR-124-3p inibiu a diferenciacdo
adipogénica de fracdes vasculares estromais isoladas de gordura subcutanea de ovelhas através
da redugéo significativa de C/EBPa (PAN et al., 2018). Além disso, segundo Kennell et al.
(2008) a familia miR-200 promove a adipogénese por meio da inibicdo da sinalizacdo WNT,
gue se apresenta como um regulador negativo da adipogénese. Enquanto, a miR-199a-3p inibe
0 acumulo de lipideos em células 3T3-L1 (TAN et al., 2017).

O efeito da dieta materna sobre o a regulacdo epigenética, se confere sobre a interacao
entre genes e sitios de ligacdo que ocorre devido a estimulo dietético durante a fase de
desenvolvimento fetal. Os mecanismos epigenéticos podem ser influenciados pela variacdo que
0 ambiente uterino é submetido, como a deficiéncia ou supernutricdo de nutrientes na dieta
materna que causam modificacBes no epigenéma fetal, sendo a embriogénese, gestacdo e
puberdade os principais pontos chaves para essas mudangas (NEIBERGS; JOHNSON, 2012).

2.5 Efeito da nutricdo materna sobre o perfil histoldgico e qualidade de carne da
prole

A nutricdo materna durante a gestacdo pode apresentar impactos permanente no
crescimento e desenvolvimento pos-natal da prole, principalmente no desenvolvimento de
fibras musculares e deposi¢do de adipdcitos (DU e ZU, 2009). Estratégias nutricionais durante
o0 periodo gestacional tém proporcionado resultados variados, podendo ser promissor quando

avaliados o desempenho e caracteristicas da carcaca da progénie (SHAO et al., 2021). A
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desnutricdo durante a gestacdo pode afetar o nimero de fibras musculares esqueléticas,
especialmente as fibras musculares tipo 11 (SEN et al., 2016). O crescimento p6s-natal do tecido
muscular depende do nimero e didmetro das fibras musculares ao nascimento, que podem ser
influenciados pela nutricdo da mées durante a gestacdo. Ao desmame as fibras musculares
apresentam acentuado grau de hipertrofia (aumento em tamanho) em relacdo ao nascimento
(MEXIA et al., 2006). Parametros como as caracteristicas das fibras musculares devem ser
levadas em consideracdo, visto que diferencas em sua composicdo podem influenciar a
producdo e qualidade de carne (SIRIN et al., 2017).

A qualidade de carcaca é definida por diversos componentes corporais do animal.
Dentre os componentes, o tecido muscular representa a maior importancia econdmica, seguida
da gordura, que esta diretamente relacionada com aspectos qualitativos (FERNANDEZ et al.,
2008). Os principais parametros de qualidade s&o: pH, cor, capacidade de retencdo de agua na
coccdo, maciez e composicdo quimica (principalmente a quantidade dos componentes
gordurosos) (PINHEIRO et al., 2009). Avaliando o nivel de restricdo proteica durante o meio
e final da gestacdo, Maresca et al. (2019) observaram maior area do longissimus em novilhos
na terminacdo provenientes de vacas alimentadas com maior quantidade de proteina na
gestacdo. Adicionalmente, neste estudo foi observado que o didmetro das fibras musculares era
semelhante entre os tratamentos, sugerindo que o aumento da area do longissimus pode ser
devido a hiperplasia muscular. Prole de vacas alimentadas com alto plano nutricional no final
da gestagéo, apresentaram aumento na espessura de gordura subcuténea entre a 12° costela que
esta associado ao elevado nimero de adipdcitos (RAMIREZ et al. 2020). Denotando assim,
impacto da nutricdo materna na composi¢ao da carcaca e qualidade da carne.

Pesquisas conduzidas com ovelhas gestantes, observaram que nutrientes e componentes
dietéticos como a utilizacdo de acidos graxos poli-insaturados, sao capazes de afetar a atividade
de acOes enzimaticas ligadas na metilacdo e modificacGes de histonas (NICKLES et al., 2019;
COLEMAN et al., 2018), acarretando mudancas na expressdo génica e mecanismos de
diferenciacédo celular (GIONBELLI et al., 2017; PARADIS et al., 2017).
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ovelhas sobre a expressao génica, perfil histoldgico e qualidade de carne da progénie
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RESUMO

A suplementacdo materna com sais de célcio do 6leo de soja durante a gestacdo pode
reprogramar a trajetoria de desenvolvimento da progénie, mecanismo conhecido como
programacéo fetal. Com base nisto, o objetivo foi avaliar os efeitos da suplementacéo de sais
de célcio de oOleo de soja na dieta materna de ovelhas mesticas Dorper x Santa Inés durante a
segunda metade gestacional na expressdo génica materna e da prole; bem como a qualidade de
carne e perfil histoldgico da prole. Aos 75 * dias de gestacdo, 43 ovelhas multiparas (44,10 +
6,87 kg PC inicial,; 2 £ 1 partos) deslanadas (mesticas Dorper x Santa Inés) gestantes de fémeas
(n = 18) e machos (n = 25), foram alocadas em baias individuais e distribuidas aleatoriamente
aos seguintes tratamentos: (1) Controle (CON; n = 21) — fornecimento de dieta basal formulada
para atender as exigéncias nutricionais basicas de ovelhas gestantes de Unico cordeiro, ou (2)
Suplementacgdo (CSSO; n = 22) — dieta basal acrescida de suplementacdo com sais de calcio do
6leo de soja (gordura protegida no ramen) recebendo diariamente 1,59/ kg do peso corporal
(5% baseado na MS. Foram realizadas coletas de tecidos adiposo e muscular da progénie aos
15 dias de idade e ao abate para avaliagdo de marcadores miogénicos, fibrogénicos,
adipogénicos e gliconeogénicos. Ao abate, amostras do musculo Longissimus lumborum
também foram coletadas para determinacdo do perfil histologico e aspectos qualitativos da
carne. Houve interacdo (P < 0,05) para area, perimetro e didametro das fibras musculares da
progénie, com respostas favoraveis observadas para fémeas-CSSO em comparacao aos demais
tratamentos. Houve tendéncia de dimorfismo sexual sobre o perfil histolégico do tecido adiposo
subcutaneo, em que fémeas demonstraram &rea e perimetro dos adip6citos ~24% e 12%
superior (P < 0,10) que machos, respectivamente. Contudo, a populacdo de células adiposas
tendeu a ser ~14% inferior (P = 0,08) em fémeas. Houve efeito de interacdo na expressao
relativa do ZFP423 (P < 0,001) em progénies fémeas provenientes de maes CSSO ao
nascimento e PPARy (P < 0,001) para amostras ao abate. Além do mais, a miogénese de
progénies CSSO foi afetada pro apresentar maior expressdo mRNA para MyOG (P = 0,05).
Progénies de maes CSSO apresentaram menor expressdo do marcador de fibra tipo | (MyHC 1)
e maior PPARy (P = 0,01). Progénies CSSO apresentaram maior espessura de gordura
subcuténea (EGS, P = 0,04), espessura maxima de gordura sobre o Longissimus lumborum
(medida GR; P = 0,05) e perdas totais (coccdo e descongelamento; P = 0,04) que CON.
Consistente com essas respostas, maiores valores médios de deposi¢do de gordura visceral e
cobertura da carcaca (P < 0,001) foram observados em fémeas, além de maior EGS e medida
GR da carcaca (P = 0,02). Portanto, a nutricdo materna com sais de calcio do 6leo de soja
durante a segunda metade gestacional altera a trajetoria e crescimento fetal de forma dependente
do sexo, em virtude da modificacdo no potencial de desenvolvimento pés-natal do musculo
esquelético e tecido adiposo subcuténeo.

Palavras-chave: Adipogénese. Miogénese. Nutricdo materna. Programagcdo fetal.
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1 INTRODUCAO

Durante a gestacdo, alteracdes na trajetdria de desenvolvimento do muasculo esquelético e
adipdcitos da progénie podem levar a impactos a longo prazo por meio de mecanismos
conhecido como programacao fetal (BARKER, 1992; NICKLES et al., 2019). No estégio fetal,
0 inicio e meio da gestacdo sdo etapas determinantes para o desenvolvimento do tecido
muscular esquelético, por meio do aumento em namero de células musculares (hiperplasia) que
se desenvolvem exclusivamente durante a fase pré-natal. Conjuntamente com o meio da
miogénese secundaria, a adipogénese é iniciada entre o meio e final da gestacdo (DU et al.,
2010). Estudos anteriores mostraram que o perfil histolégico e expressdo de genes
diferencialmente expressos nos tecidos fetais é afetado pela suplementacdo materna durante a
gestacdo (GIONBELLI et al., 2018; COSTA et al. 2021).

Em cenarios de escassez de fonte energética, que € frequentemente observado em periodos
de prenhez durante o meio e final da gestacdo, a mobilizacdo de reservas corporais maternas
ocorre no esforgo de suprir as necessidades energética fetal (BELL e EHRHARDT, 2000). Para
contornar alteragdes durante periodos criticos da gestacao, estratégias de suplementacdo com
gordura protegida ruminal sdo frequentemente utilizadas (MARQUEZ et al., 2017). Com
escape da degradacdo ruminal e posterior absorgao no intestino, sua utilizagdo como estratégia
de tecnologia alimentar aumenta o aporte energético (BROCHINE et al., 2022)

Estudos com suplementacdo lipidica a base de -6 como os sais de célcio do 6leo de soja
na forma de gordura protegida ruminal demostraram alteragdes no maior desenvolvimento do
tecido muscular em progénies de maes que receberam suplementacéo, adicionalmente atuaram
como moduladores na expressdo de genes envolvidos na miogénese e metabolismo lipidico
durante o desenvolvimento fetal (BRANDAO et al., 2020). Nesse contexto, fonte de 4cidos
graxos na dieta podem regular a expresséo de genes envolvidos na miogénese e adipogénese
(SCHUBACH et al. 2019; SHAO et al., 2021). Esses fatores associados em conjunto, podem
levar a um melhor desempenho de crescimento, caracteristicas da carcaca e parametros
qualitativos da carne (FIORENTINI et al., 2012; MARQUES et al., 2017; (JIMENEZ et al.,
2021).

Nesse sentido, foi hipotetizado neste estudo que a suplementacdo com CSSO a partir da
segunda metade da gestacéo altera o transporte e metabolismo de acidos graxos maternos e
consequentemente, pode modular a expressao de genes miogénicos, adipogénicos e lipogénicos
gue controlam o desenvolvimento das fibras musculares esqueléticas e adipécitos, melhorando
a qualidade das carcacas e da carne da prole. Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar
os efeitos da suplementacdo com 0leo de soja protegido com sais de calcio na dieta materna de
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ovelhas mesticas Dorper x Santa Inés durante a segunda metade da gestacdo na expressédo

génica, perfil histolégico e qualidade de carne da prole.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Local e condicGes experimentais

O experimento foi realizado no Setor de Pequenos Ruminantes da Universidade
Federal Rural da Amazonia - UFRA/Campus Parauapebas, localizado sob as coordenadas Lat.
06°04' 16,4"S; Long. 049° 49' 8,3"W; Alt: 270 m. O clima é caracterizado como tropical imido,
com pequena amplitude térmica e grande variabilidade de chuva durante o ano. O tipo climético
é Aw, segundo classificacdo de Koppen-Geiger. O experimento foi autorizado pela comissao
de ética de uso de animais (CEUA/UFRA, n°® 1319290421).

2.2. Manejo e design experimental

2.2.1. Inducéo do cio e cobertura

Foram utilizadas 64 ovelhas deslanadas (mesticas Dorper x Santa Inés), com peso
corporal inicial médio equivalente a 37,43 kg = 6,34 kg, multiparas (2 = 1 partos) e ndo
gestantes. As ovelhas foram divididas em quatro grupos de 16 animais para estacdo de monta.
Apos a sincronizagdo do cio, utilizando 0,5mL via intramuscular na regido vulvar por ovelha
com prostaglandina sintética (CIOSIN®, cloprostenol), as ovelhas foram distribuidas em: um
dia para inducédo de cio e quatro dias de observacdo da estacdo de monta natural controlada,
com intervalo de um dia entre os grupos de ovelhas destinadas a serem cobertas. Em cada grupo
de ovelhas, foram utilizados dois machos da ragca Dorper na propor¢do macho:fémea de 1:8,
alternando-se os reprodutores a cada cobertura entre os turnos de manha e tarde para evitar o
descarte durante as coberturas e qualidade espermatica. Durante toda a estacdo de monta as
fémeas ndo cobertas foram demarcadas e expostas aos reprodutores duas vezes ao dia para a
identificagdo de possivel cio natural. Quando cobertas, as ovelhas foram separadas do rebanho
submetido a indugdo de cio para evitar coberturas sucessivas do reprodutor em uma unica
fémea.

A confirmacéo de prenhez das ovelhas cobertas foi realizada com auxilio de ultrassom
Pie Medical (modelo Aquila Vet) entre o dia 24 a 26 pos-cobertura, onde 49 ovelhas foram
identificadas como prenhas (taxa de prenhez; 75,5%) e a sexagem fetal entre o dia 51 a 58 de

prenhez por meio da identificagdo dos tubérculos genitais (taxa de identificagéo fetal; 95,3%)
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2.2.2. Periodo gestacional e tratamentos experimentais

A partir da estacdo de monta até a metade da gestacdo (dia 74 pds cobertura,
considerando-se tempo médio de gestacdo de 150 dias), as ovelhas gestantes foram mantidas
em um Unico lote em uma &rea de pastagem composta por Tifton 85, e manejadas sob método
de lotagdo intermitente (10 piquetes; ~3.618 m? cada). Para caracterizacdo da composicéo e
disponibilidade do pasto, foram realizadas coletas de pasto a cada 3 dias no momento de entrada
e saida do piquete, com um auxilio de quadrado 1m? Durante este periodo as matrizes
receberam ~150 g/animal/dia de milho moido, além de suplementacdo mineral ad libitum
(Tabela 1).

Aos 74 dias de gestacdo 30 ovelhas de parto simples foram transferidas da area de
pastagem para um confinamento, dotado de baias individuais (1,90 x 1,10 metros), as quais
eram providas de comedouros e bebedouros, ficando alojadas nesta estrutura até o momento do
parto. Na segunda metade da gestacdo, 0s seguintes tratamentos experimentais foram
distribuidos as ovelhas: (1) Controle (CON = 16; macho = 9 e fémea = 7) — Dieta formulada
para atender as exigéncias nutricionais de proteina e energia para ovelhas gestantes com um
unico cordeiro, de acordo com o NRC (2007); ou (2) Suplementacdo com sais de calcio do 6leo
de soja (CSSO = 14; macho = 7 e fémea = 7) - Ca salts of soybean oil. Dieta basal (similar ao
tratamento controle), acrescida de suplementacdo de sais de Ca de 6leo de soja ao nivel de 1,5
g/kg do peso vivo (Tabela 1). A gordura protegida (sais de calcio do 6leo de soja) foi fornecida
na dieta de ovelhas destinadas ao tratamento CSSO até o parto.

Durante a segunda metade da gestacdo, a dieta foi fornecida duas vezes ao dia (08:00 h
e 16:00 h) na forma de dieta total. A dieta controle atendeu 101.7% e 66.0 % das exigéncias
nutricionais e suplementacao 96.9% e 106.7% de PB e NDT, respectivamente. O fornecimento
da dieta as ovelhas gestantes foi controlado diariamente por meio do consumo na matéria

natural, com a finalidade de proporcionar no maximo 10% de sobras.

Tabela 1. Ingredientes da dieta e composic¢éo quimica (% MS) dos tratamentos experimentais
fornecidos a ovelhas prenhes durante a gestacdo e progénies durante a terminacdo em
confinamento.

Nutricdo materna Lactacdo Termir]a(_;éo
CON CSSO progenie
Proporcéo dos ingredientes, % da MS
Silagem de milho 60,0 60,0 74,0 40,0
Caroco de acai 15,0 15,0 15,0 -
Milho fuba 14,5 14,5 5,2 47,0

Farelo de soja 9,0 9,0 3,0 10,0
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Gordura protegida - 50 - -
Mistura mineral 1,0 1,0 1,0 1,6
Uréia 0,2 0,2 1,3 1,0
Calcério 0,3 0,3 0,5 0,4
Total, % da MS 100,0 105,0 100,0 100,0
Composicao quimica, % da MS

MS 54,84 53,71 51,58 64,18
PB 10,27 9,78 10,66 15,66
PNDR, % da MS 3,51 3,34 8,14 10,11
PM 6,93 6,60 6,77 -
NDT 65,67 70,45 62,04 70,67
MM 2,86 3,77 2,75 31,73
FDA 26,56 25,31 29,00 13,48
FDN 42,06 40,10 44,11 40,23
CNF 48,88 46,55 47,91 46,39
EE 2,63 6,40 2,52 2,66
Ca:P 1,45 2,60 1,99 40,23

MS = Matéria Seca; PB = Proteina Bruta; PDR = proteina degradavel no rimen; PDNR = proteina ndo degradavel
no rimen; PM = proteina metabolizavel; NDT = nutrientes digestiveis totais; MM= matéria mineral; FDA= fibra
em detergente acido; FDN= fibra em detergente neutro; CNF= carboidrato ndo fibroso; EE = extrato etéreo; Ca:P
= relacéo célcio e fosforo.

2.2.3. Periodo pos-parto

Apobs o parto, todos os cuidados com os recém-nascidos foram tomados, tal como a
garantia de ingestdo do colostro pelos cordeiros nas primeiras horas pds-parto e a desinfec¢édo
do cord@o umbilical com solucdo de iodo a 10%. Em seguida todos os animais foram pesados,
identificados e mantidos junto a mde em confinamento até os 20 dias de idade. Neste periodo,
as ovelhas foram alimentadas com uma Unica dieta composta por silagem de milho, milho
moido, farelo de soja, carogo de acai triturado e mistura mineral, sendo a dieta formulada com
0 objetivo de atender as exigéncias nutricionais para lactacdo (Tabela 1). No dia 21 o par,
matriz e progénie foram transferidos para piquetes de tifton 85 e manejados sob método de
lotag&o intermitente, onde permaneceram até o desmame da progénie.

O desmame dos cordeiros foi realizado quando os cordeiros apresentaram em média 20
+ 0,76 kg de peso corporal. Imediatamente ap6s o desmame, os cordeiros foram confinados nas
mesmas instalagdes utilizadas para as ovelhas durante a gestacdo (1,90 x 1,10 metros). Antes
do fornecimento da dieta final a ser utilizada no periodo de confinamento, os animais foram
submetidos a um protocolo de adaptacdo, constituido por 3 dietas, sendo cada uma delas
empregada por 10 dias consecutivos (Tabelal). A dieta de terminagéo final foi formulada com

estimativas de ganho de peso médio diario de 250 gramas por animal (NRC, 2007 e fornecida
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até o final do periodo experimental. Os animais foram abatidos ao atingirem peso médio de
+34,9 kg.

2.3. Amostragem de tecidos para analise histoldgica e expressdo génica

Amostras de tecido muscular e adiposo subcutéaneo da progénie foram obtidos aos 15
dias de idade por bidpsias, e por coleta direta ao abate. Aos 15 dias de idade, os mesmos
procedimentos e cuidados de realizacdo da bidpsia do tecido adiposo nas matrizes foram feitos
na progénie. No entanto, a coleta do tecido adiposo e muscular foi realizado na regido anterior
direita proximo a ponta da paleta (M. latissimus dorsi). No abate, uma sub-amostra de gordura
subcutanea e masculo da ponta da paleta (M. latissimus dorsi) foram removidas do lado direito
do animal, condicionadas em tubos criogénicos contendo 1 mL de solucdo RNA latter, onde
foram armazenados em freezer a -20°C para posterior analise de expressdo génica. Ainda
durante a linha de abate, amostras de tecido adiposo subcutaneo e tecido muscular, ambas
relacionadas ao M. longissimus lumborum foram coletadas, fracionadas em tamanhos de 1 cm?®
e condicionadas em tubos falcon contendo solucdo formalina a 10% (peso/volume) com fosfato

tampdo (pH = 7,2) para fixacao do tecido para posterior analise histoldgica.

2.4. Analises histoldgicas

Apo6s 24horas de fixacdo em formalina das amostras de musculo longissimus e tecido
adiposo, os tecidos foram lavados 3 vezes em solucdo tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2
durante 30 minutos, em seguida com agua destilada por 1 hora antes de iniciar a desidratacéo.
Nesta etapa, as amostras passaram por diferentes concentracbes de alcool etilico (70, 80, 85,
90, 95, 100 I e 100 11%) por 20 minutos, cada. Posteriormente, as amostras foram lavadas em
duas sequéncias de xilol por 15 minutos e incluidas em parafinas por uma hora. Em seguida, as
amostras foram posicionadas conforme a disponibilidade das fibras em moldes de inclusdo com
parafina, garantindo assim estabilidade durante o corte histoldgico. Por fim, a microtomia foi
efetuada com a realizagdo de cortes de 3 micrometros (um) utilizando um micrétomo rotativo.
Apds varias sucessdes de cortes, a fita de melhor ajuste durante os cortes foi condicionada em
agua aquecida com aproximadamente 45°C e logo retirada com lamina. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em estufa de 40 a 50 °C para o derretimento da parafina, ajudando
assim a fixar o corte na lamina para posterior técnica de coloracdo com Hematoxilina e Eosina
(HE) corando o tecido conjuntivo e citoplasma em diferentes aspectos de azul, vermelho e
laranja (RODRIGUES, 2018) seguindo o0 método descrito por Pluske et al. (1996).
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As imagens histoldgicas de cada corte foram obtidas utilizando um microscépio optico,
Olympus em uma lente de 20x acoplado em uma cadmera para captura de imagens com 300 DPI
de resolucdo. Aproximadamente 120 células adipdcitas e fibras musculares foram analisadas
por meio de cinco fotomicrografias (20x) por se¢do de tecido (CARANI et al., 2006). O nimero
de fibras por campo foi registrado a partir da contagem média em uma delimitagéo de 100 mil
pm2 dos cinco campos de imagens por amostra (SANTELO et al., 2010). Esses mesmos campos
foram utilizados para mensuracdo de area, perimetro e diametro, utilizando o software Image
J.

2.5. Analises de expressao génica

A extracdo de RNA do tecido adiposo foi realizada usando um kit comercial de extragédo
especifico de lipidios de acordo com o protocolo do fabricante (74804 RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) e extracdo de RNA dos tecidos muscular e hepatico foram
realizadas utilizando kit comercial especifico (Z3100 SV Total RNA Isolation System,
Promega), foram realizadas extrac6es de 10 amostras de cada tratamento (CON; machos =5 e
fémeas = 5) e (CSSO; machos = 5 e fémeas = 5). O RNA total foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1,0% (m / v), corado com gel de acido nucleico GelRed (Biotium, Hayward,
CA) e visualizado com um UVItec FireReader XS D-191 77Ls20M (UVltec, Cambridge, Reino
Unido). A quantidade (ng / puL) e a qualidade do RNA (260/280 e 260/230) foram avaliadas
usando um espectrofotdmetro (NanoDrop Spectrophotometer ND 1000, Thermo Scientific,
Wilmington, DE) a 260 nm. A sintese de cDNA foi realizada usando o HighCapacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com as instrucdes
do fabricante, e as amostras foram armazenadas a -20° C. Um sistema ABI PRISM 7500 Real-
Time PCR (Applied Biosystems) foi usado com um sistema de deteccdo SYBR Green (Applied
Biosystems) para analise quantitativa da expressao génica por PCR quantitativo de transcri¢do
reversa (RT-199 qPCR). O programa RT-qPCR usado foi o seguinte: 50 ° C por 2 min, 95 ° C
por 10 min, 40 ciclos de 95 ° C por 15 s, 60 ° C por 1 min e 95 ° C por 15 s. Os dados foram
coletados e armazenados no software OS 7500 Fast (Versdo 2.1; Applied Biosystems). Para
cada reacdo, 1,0 uL de cDNA (100 ng / uL), 0,3 uL de cada primer (1,5 uM; forward e reverse)
e 5,0 uL de SYBR Green Master Mix e 3,4 H20 UltraPure™ foram combinados em um volume
final de 10,0 uL por amostra em uma placa Optica 96 pogos MicroAmp (Applied Biosystems).

As andlises de RT-qPCR de cada gene estudado foi realizada usando cDNA. Os

resultados foram normalizados pelo método cycle threshold (CT) para a expressao dos genes
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de referéncia p-actina (ACTB) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de cada
tecido. O CT foi determinado pelo numero total de ciclos usando o método CT comparativo.
Um ensaio de validacéo foi realizado para demonstrar que as eficiéncias de amplificacdo dos
genes alvo e de referéncia eram aproximadamente equivalentes. Curvas padrdo foram geradas
para os genes estudados com as seguintes dilui¢des: 1: 5, 1:25, 1: 125, 1: 625 e 1: 3125. A
expressao relativa dos genes alvo foi obtida pelo método 2- AACt (Livak e Schmittgen, 2001).

Os primers foram avaliados a partir de sequéncias publicadas no GenBank - Centro
Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI) baseado no genoma de ovinos (ovis
aries). Os primers (Tabela 2) foram elaborados com o software OligoPerfect Designer (Life
Technologies, Grand Island, EUA). Os primers foram sintetizados comercialmente (Life

Technologies, Sdo Paulo, BR) e reconstituidos para uma concentracao final de 10 pmol.

Tabela 2. Conjuntos de primers usados para quantificar a expressao de mRNA de genes no
tecido hepéatico materno usando PCR quantitativo em tempo real.

Gene Sequéncia primer Ntmero de Tecido Amplicom
acesso
acAcA  FiCAGTTCCAGAACGGTCACTATG o0 nnoce  Figadol 105
R: GACTTGAGCGTGAGAGAAGATG Gordura
. Gordura/ 100
ppaRy  FGAAGTTCAACGCACTGGAATTAG i (45yszagy Sored
R: GGGCTTCACATTCAGCAAAC
GLUT4 [ CATGTAGCTGTCCTGGAAAGAG v\t 4040125295 Gordura 100
R: CTGTCCGCATTTCTGTCTCTAC
carpy  F: CCACTGCTCAGATGCTTACA XM 042249695.1 COrdur/ .
R: CAAATCCACTGCTGCCATTC Mdsculo
CPT2 F: CGAGTTTCCGCTTTCCTATCT XM_004001991.5 Gordura 98
R: TCCTCAGGGTCTCCTTGTT
F: CATCACCGCCATCTACATCC
FASN R TOTCOAGACACCTOTTOATIAC  XM_0279743042 Gordura 104
F: AGACAGGAACAGCGTGACAA ,
ZFPA23 Lo ACAGTOATCOOAGGTGT NM_001101893.1 Mdsculo 01
F: GACACCATGTGACTCGGTTAG .
TGFBL o oA AGAAGAGCACAGTGTTGAG XM_042230708.1 Musculo 99
F: GACCACAGGCTGAGAAAGAA , 84
Pax7 R: GACGCTATTTACAGGGCTAGAG ~ <M_027965643.2 Musculo
F: CACGGATTAGGACTCTGGATTG , 80
mTOR R: GGACCAGTGAGGTAATGAGATG ~ <M-042256836.1  Musculo
F: TGGTATTCCTGGGCGAAATG . 102
COLAL L Lor CCAGTAGGACATCATTCAC  XM_0040045145 Musculo
F: CCATCTCTGACAACGCCTATC , 103
MyHCI  g. ceTTTCaTeTTCACAGTCTTTC  XM-004012706.5  Misculo
F: GGAGAAGAGCGAGATGAAGATG . 107
MYHC lla o S o T T TCCOTICGOT TTO XM_042255667.1 Mdsculo
F: CAAGGTTACATCTCCAAGGCA , 81
MyHC I1x R: GCCATTTCCTGGTCTGAACT AB058897.1 Mdasculo
NFkB  F: GTGAGAGAGAGAGGATTGGAGA XM _042242560.1 Mdsculo 99
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R: CCTCTACTGGTGTGTGTTCATC
F: AGAGTGGGTCAATGTGTGTAAG .
WNT10B R: ACCCTGGACAGAAATCAGAAC XM_004023070.5 Mdsculo 100

F: CTCCCTGCTCTGTTCCTATTG

MyoD1 R: GGCTCCCAGGGCTATTTATC NM_001009390.1 Mdsculo 102
F: CCCTACAGATGCCCACAATC .

MyoG R TGGTATGGTTTCATCTGGGAAG NM_001174109.1 Musculo 114
F: TCCACCGCAAATGCTTCT Fig.; Mus.

ACTB R: AGCCATGCCAATCTCATCTC NM_001009784.3 e gord. %0

GAPDH F: CCCTGAGACAAGATGGTGAAG NM_001190390.1 Fig.; Mus. 78

R: CGATGTCCACTTTGCCAGTA e gord.
ACTB = Beta-actin; GAPDH = Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; PC = pyruvate carboxylase;

;ACACA = acetyl-CoA carboxylase alpha; PPARy= Peroxisome proliferator-activated receptor gamma; GLUT4=
Glucose transporter type 4; FATP1= Fatty acid transport protein 1; CPT2= Carnitine palmitoyl transferase 2;
FASN= Fatty acid synthase; ZFP423= Zinc finger protein 423; TGF-1= Fatty acid transport protein 1; PAX7=
Paired box 7; mTOR= Mammalian Target of Rapamycin; COL3A1= Collagen type Ill, alpha 1; MyHC I= Myosin
heavy chain type I; MyHC lla= Myosin heavy chain type Ila; MyHC lIx= Myosin heavy chain type IIx; NF-Kb=
Nuclear factor kappa B; WNT10B= Wnt family member 10b; MyoD1= Myogenic differentiation 1; MyoD1=
Myogenic differentiation 1; MyoG= Myogenin

2.5. Deposicao de gordura na carcaga

Anterior ao abate, 0s animais passaram por um jejum de solidos por 16horas para
obtencdo do peso vivo final (PVF). No abate, apos o procedimento de evisceracao foi realizada
a pesagem da gordura que recobre os estdbmagos (omental), intestino (mesentérica) e rins
(perirrenal), e a soma dessas deposicdes constituiu a deposicao de gordura interna (Gl, kg). O
peso de carcaca quente (PCQ, kg) foi obtido ap6s a etapa de evisceracao e retirada de cabeca,
pele, rabo, sangue, patas e 6rgao reprodutor. As demais varidveis de deposicédo de gordura foram
calculadas da seguinte forma: gordura interna na carcacga = [(GI/PCQ)*100]; gordura interna
com base no PVF= [GI/PVF)*100]. Ap6s a obtencdo do peso de carcaca fria em camara de
resfriamento a 4°C por 24horas com auxilio de um paquimetro digital foi realizado a
mensuracdo da espessura de gordura subcutanea (EGS) entre a 12° e 13° costela em dois pontos

distais sob 0 musculo longissimus para obtencdo da média.

2.6. Parametros qualitativos da carne

As carcacas foram submetidas o processo de resfriamento em camara fria a 24 horas por
4°C. A meia carcaga esquerda foi dividida em cortes comerciais. A partir do corte lombo
amostras do musculo Longissimus lumborum foram coletadas, e divididas em bifes de 2,5 cm
de espessura, embaladas a vacuo e congeladas a -20°C para posterior analise no laboratorio de
carne do departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.
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O peso das amostras foi registrado, congelado e descongelado apds 16 horas a 4°C para
calculos de perda por descongelamento, obtidos em porcentagem a partir do peso inicial.
Subsequentemente, os indices de cor foram determinados na superficie do bife apds o processo
de descongelamento. Os bifes foram cortados para exposi¢éo ao oxigénio por 30 minutos para
efeito de floracdo, a refletdncia da superficie da carne foi mensurada a partir da média de trés
medicdes consecutivas usando um colorimetro portatil com iluminante D65, conforme as
recomendacdes descritas por CIE (1986). A partir da leitura obtida foram determinados os
parametros de coloragdo em termos de luminosidade (L*), intensidade de vermelho (a*) e
intensidade de amarelo (b*).

As mesmas amostras foram cozidas em grelha até atingirem uma temperatura interna de
71°C, monitorados com termdmetros digitais portatil. Ap6s o cozimento, as amostras
permaneceram em temperatura ambiente até estabilizacdo e foram posteriormente pesadas, por
diferenca foi obtida a perda por coccdo (PPC, %). A forca de cisalhamento (FC, N/cm?) foi
determinada nos mesmos bifes utilizados para estimar as perdas por cozimento. Para cada bife,
realizou-se o corte de cinco nucleos retangulares (1,0 x 1,0 x 2,5 cm) na disposicdo das fibras
musculares. Utilizando-se um texturdbmetro TA.XTplus (Stable Micro Systems Ltd.,
Godalming, Surrey, Reino Unido) cada nucleo retangular foi cortado transversalmente a 200
mm/min por uma lamina Warner — Bratzler acoplada ao equipamento. Os valores de resisténcia

ao corte foram obtidos em Newtom a partir do valor médio dos cinco ndcleos retangulares.

2.6. Procedimentos estatisticos

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por intermédio do programa SAS
(Statistical Analisys System). Para os parametros relacionados as matrizes, foram considerados
em um esquema fatorial 2 x 2 como efeitos fixos o tratamento nutricional materno (CON vs.
CSSO0) e o sexo da progénie (machos vs. fémeas), e como efeitos aleatérios foram definidos o
tempo de gestacdo e o0 agrupamento por caracteristicas genéticas das ovelhas (Mesticas Santa
Inés e Mestigas Dorper).

Os paréametros relacionados as progénies, foram considerados em um esquema fatorial
2 x 2, referente ao tratamento nutricional materno (CON vs. CSSO), e 0 sexo da progénie
(machos vs. fémeas). O plano nutricional materno, sexo da progénie e a interagdo entre esses
fatores, foram definidos como efeitos fixos. Como efeitos aleatorios foram definidos o pai, € 0
agrupamento por caracteristicas genéticas das ovelhas (Mesticas Santa Inés e Mesticas Dorper).
A data do parto foi inserida no modelo como covariavel.
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Adotou-se como nivel critico de probabilidade para o erro tipo | igual a 5%. Tendéncias

foram declaradas quando 0,05 < P <0,10.

4 RESULTADOS

4.1. Perfil histoldgico dos tecidos muscular e adiposo subcutaneo

Tabela 3. Pardmetros histomorfométricos do tecido muscular esquelético e tecido adiposo
subcutaneo de progénies ao abate terminadas em confinamento provenientes da programacao
fetal de ovelhas suplementas com sais de célcio a partir da segunda metade da gestacéo.

Varidve CON CSSO EPM P-valor
ariavets Macho  Fémea Macho  Fémea NM SP NM*SP

Tecido muscular esquelético
Area, um2 1006.67 1080.69 1003.14 1453.88 96.93 0.01 0.00 0.01
Perimetro, um 118.64 121.63 118.58 142.08 5.32 0.02 0.00 0.02
Diametro, pm  29.58 31.83 30.59 36.05 1.19 0.00 0.00 0.05
Densidade! 69.13 69.67 68.73 56.17 3.78 0.08 0.12 0.09
Tecido adiposo subcutaneo
Area, um2 2489.94 3027.80  2516.59 3200.92 529.44 0.79 0.10 0.84
Perimetro, um 178.76  199.10 181.32 204.34 16.67 0.76 0.10 0.92
Diametro, um  49.13 52.50 48.98 94.55 4.93 0.79 019 0.75
Densidade! 48.62 42.16 39.80 35.66 4.68 0.02 0.08 0.69

! contagem de fibras musculares esqueléticas e adipcitos/ 100 mil pm2; CON = ovelhas alimentadas com dieta
controle; CSSO = suplementagdo com sais de calcio do éleo de soja. EPM= erro padrdo da média; NM= nutricdo
materna; SP= sexo da prole. Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes entre si pelo teste de Tukey.

Houve interacdo (P < 0.05; Tabela 3) entre o tratamento alimentar materno e sexo da
progénie para os parametros histomorfométricos do tecido muscular esquelético como
referentes a area, perimetro e didmetro do tecido muscular esquelético, e tendéncia para o
namero de fibras musculares (P = 0.09; Figura 5). Fémeas oriundas de maes que receberam
suplementacdo com gordura protegida na segunda metade da gestacdo, evidenciaram maior
area, perimetro e didmetro das fibras musculares em relacdo aos demais tratamentos. Houve
tendéncia (P = 0.07) da populacdo de fibras musculares ser ~11% superior inferior para

progénies fémeas oriundas de ovelhas CSSO.

N&o houve interacdo (P > 0.69) entre os parametros estudados (nutricdo materna e sexo
da progénie) sobre a morfologia dos adipocitos subcutaneos (Tabela 3). Progénies provenientes
de ovelhas que receberam suplementacdo com sais de calcio do 6leo de soja (CSSO) durante a

metade da gestacdo apresentaram populacdo de células adiposas subcutaneas ~20% menor
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comparados ao CON (P = 0.02) ao momento do abate. Por outro lado, a &rea, 0 perimetro e 0
diametro dos adipdcitos subcutaneos, foram semelhantes entre filhos de maes CON e CSSO (P
>0.79). Houve tendéncia da area e do perimetro de adipocitos subcutaneos serem ~24% e 12%
superior (P = 0.10) para fémeas em comparacdo aos machos. Por outro lado, o nimero de
adipdcitos subcutaneos tendeu (P = 0.08) a ser ~14% superior para machos (Figura 5).

DN T 06 180 “aVe (d)

Figura 5. Influéncia da nutricdo materna sobre o perfil histolégico do musculo longissimus
lumborum e gordura de cobertura da regido lombar de progénies terminadas em confinamento
provenientes da programacdo fetal de ovelhas. As imagens representativas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) e observadas em microscopio éptico com ampliacdo de 20x. As
imagens sdo de + 6 meses de confinamento do tecido muscular esquelético (a) e adiposo
subcutaneo (b) de proles provenientes de maes CON; e de proles de mées CSSO (c) e (d), (CON
= ovelhas alimentadas com dieta controle; CSSO = ovelhas suplementadas com sais de calcio
do 6leo de soja).

4. 2. Expressao génica nos tecidos da progénie

A interagdo entre NM x SP (P < 0,001) mostrou que o marcador adipogénico precoce
zinc finger protein 423 (ZFP423; P < 0,001) no musculo esquelético aos 15 dias de nascimento
foi mais expresso em progénies fémeas CSSO do que progénies CON e fémeas CON. A
expressdo de mRNA para Miogenin (MyOG; P = 0,05) no musculo esquelético aos 15 dias de
nascimento foi ~19% superior em progénies de maes CSSO quando comparado com prole de
médes CON. Houve efeito do sexo da prole (P < 0,001), onde fémeas apresentaram maior
expressdo de mRNA para diferenciagdo miogénica | (MyOD), TGFf1, WNT e ZFP423. No
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entanto, machos CSSO mostraram maior expressao relativa para marcador miogénico MyOG
(Tabela 4).

Tabela 4. Expressdo génica relativa do mRNA (média £ EPM) da miogénese no tecido
muscular esquelético de progénies com 15 dias de nascimento em funcdo da nutrigdo materna
e sexo da prole.

CON CSSO P-valor
Genes " ~ SEM
Macho Fémea Macho Fémea NM SP  NM*SP
MyOD 0.77 1.22 0.75 1.11 0.07 0.54 0.001 0.68
MyOG 1.46 0.53 1.47 0.91 0.06 0.05 <0,001 0.06
TGFp1 0.70 1.30 0.76 1.31 0.09 0.76 <0,001 0.81
WNT 0.79 1.21 0.75 1.29 0.10 0.92 0.004 0.68
ZFP423 0.91b¢  1.09¢ 0.68° 1.872 0.08 0.03 <0,001 0.001

Progénies provenientes de mées CSSO apresentaram maior abundancia de mRNA para
MyHC | (P = 0,02) no tecido muscular esquelético e PPARy (P < 0,001) no tecido adiposo
(Tabela 5). Efeito de interacdo (NM x SP) foi reportado na expressdo de mMRNA do gene PPARy
(P < 0,001) para progénie fémea de mées CSSO. Houve efeito (P = 0,03) de interagdo quanto
a expressdo do gene mTOR e tendéncia (P = 0,06) do gene CPT2 ao abate para progénie macho
de mé&es CON.

Tabela 5. Expressdo génica relativa do mRNA (média + SEM) de genes fibrogénicos,
adipogénicos, sintese proteica e tipo de fibra no tecido muscular esquelético; adipogénicos e
lipogénicos no adiposo subcutdneo em progénies ao abate em funcdo da nutricdo materna e
sexo da prole.

G CON CSSO SEM P-valor
enes Macho Fémea Macho Fémea NM SP  NM*SP

Tecido muscular esquelético

mTOR 1.37%¢  1.00° 1.05°  1.21° 0.08 066 0.38 0.3
COL3A1 0.91 1.00 1.11 0.83 0.22 096 0.76 0.57
CPT2 1.82 1.00 0.91 1.20 0.19 021 0.35 0.06
MyHC | 0.76 1.00 0.63 0.62 0.07 0.02 0.27 0.24
MyHC lla 0.73 1.00 0.62 0.72 0.09 0.16 0.17 0.51
MyHC 1Ix 0.77 1.00 0.70 0.64 0.09 0.11 051 0.30
PAX7 1.76 1.00 1.44 1.63 0.24 0.63 0.39 0.15
PPARy 0.95°  1.00° 1.00°  1.872 0.08 0.001 0.001 0.004
Tecido adiposo subcutaneo

ACACA 1.28 1.00 1.11 1.16 0.15 0.97 0.59 0.43
CPT2 0.89 1.00 0.96 0.89 0.11 0.89 0.89 0.58

PPARy 0.89 1.00 1.23 1.20 0.07 001 074 0.53
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4.4. Deposicao de gordura

Todos os parametros relacionados a deposi¢ao de gordura na progénie no momento de
abate foram semelhantes entre animais CON e CSSO (P > 0,45). Ademais, ndo houve interagdo
entre nutricdo materna e sexo da progénie (P > 0.05) para as variaveis de deposicao de gordura

interna na carcaca (Tabela 6).

Tabela 6. Deposicdo de gordura interna da carcaga de progénies terminadas em confinamento
provenientes da programacao fetal de ovelhas suplementas com sais de calcio a partir da
segunda metade da gestacao.

o CON CSSO P-valor
Variaveis SEM
Macho  Fémea Macho  Fémea NM SP NM*SP
Omental, kg 0.31 0.51 0.25 0.62 0,09 0,74 0,00 0,18
Mesentérica, kg 0.24 0.39 0.23 0.33 0,05 045 0,01 0,63
Perirrenal, kg 0.14 0.24 0.12 0.28 0,05 0,67 0,00 0,28
Gl, kg 0.83 1.29 0.80 1.32 0,17 1,00 0,00 0,76
GIC, % 5.97 9.29 5.68 9.44 1,28 0,93 0,00 0,78
GIC_PVF,% 2.51 3.94 2.38 4.05 0,54 0,98 0,00 0,72

Gl= gordura interna, kg; GIC= Gordura interna carcaga,%; GI_PVF= Gordura interna PVF,%; CON = ovelhas
alimentadas com dieta controle; CSSO = ovelhas suplementadas com sais de calcio do 6leo de soja. EPM= erro
padrdo da média; NM= nutrigdo materna; SP= sexo da prole.

No entanto, houve efeito do sexo da progénie (P < 0,001) sobre todas as variaveis
avaliadas para deposicdo de gordura na carcaca, com resultados favoraveis para fémeas. Fémeas
apresentaram deposicdo de gordura omental, mesentérica, perirrenal e interna,
aproximadamente 86%, 50%, 81% e 54% superior que machos, respectivamente. O percentual
de gordura interna na carcaca e de gordura interna PVF, foram ~53% e 59% superior para

fémeas comparado aos machos, respectivamente (Tabela 6).

4.5. Parametros qualitativos da carne

Os efeitos da suplementacdo com sais de Ca de 0leo de soja e do sexo da progénie, sobre
os parametros qualitativos da carne, estdo descritos na Tabela 7. Progénies provenientes de
ovelhas que receberam suplementacdo com sais de calcio de 6leo de soja a partir da segunda
metade da gestacdo apresentaram maior perdas por descongelamento (P = 0,05) e perdas totais
(P = 0,04) comparados ao CON. Houve tendéncia de maior espessura de gordura subcutanea
(EGS, P =0,09), para progénie CSSO em relagdo ao CON. Por outro lado, ndo foram detectados

efeitos da nutricdo materna sobre o percentual de perdas por cocgdo e forga de cisalhamento,
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sobre o pH e parametros de coloracdo da carne em funcdo do plano nutricional materno (P >
0,11).

Fémeas apresentaram maior EGS (1,82 vs. 1,17 mm), medida GR (3.94 vs. 2.34 mm)
da carcaca, intensidade de vermelho (a*; 18,59 vs. 19,75) e amarelo na carne (b*; 13,86 vs.
12,83) comparadas aos machos (P < 0,03). Por outro lado, machos demonstraram pH final da
carne superior (5,44 vs. 5,34) que de fémeas (P = 0,05). Os demais parametros relacionados aos

aspectos qualitativos da carne, ndo foram influenciados pelo género dos animais (P > 0,25).

Tabela 7. Caracteristicas de qualidade da carne de progénies terminadas em confinamento
provenientes da programacdo fetal de ovelhas suplementas com sais de calcio a partir da
segunda metade da gestacdo.

Variavei CON CSSO EPM P-valor
ariavels Macho Fémea Macho Fémea NM SP  NM*SP
EGS, mm 1.06 1.38 1.28 2.26 0.38 0.09 0.05 0.30
PD, % 3.94 3.08 4.81 6.44 1.46 0.05 0.70 0.23
Coccdo, % 23.89  24.06 26.07 24.11 1.31 0.25 0.36 0.27
Perdas totais, % 26.89  26.42 29.67 29.01 1.14 0.03 0.62 0.94
pH 5.42 5.37 5.47 5.31 0.04 0.90 0.05 0.26
Fc, N 39.49 35.26 38.12  41.78 2.50 032 091 0.13
L 47.43  46.05 4519 47.34 1.17 0.66 0.72 0.11
ax 18.70  20.21 18.48 19.30 0.51 0.27 0.03 0.50
b* 13.45 13.88 12.21 13.83 0.66 0.19 0.04 0.23

pH= potencial hidrogenidnico; EGS= espessura de gordura subcutanea; GR= espessura de gordura méxima; PD=
perda por descongelamento; Fc= forca de cisalhamento; L= luminosidade; a*= Intensidade de vermelho; b*=

intensidade de amarelo. CON = ovelhas alimentadas com dieta controle; CSSO = ovelhas suplementac&o com sais
de célcio do 6leo de soja. EPM= erro padrdao da média; NM= nutri¢cdo materna; SP= sexo da prole.

5  DISCUSSAO

A utilizacdo da gordura protegida no rimen tem a soja como principal fonte de acidos
graxos e sabe-se que niveis de extrato etéreo acima de 7% da dieta em ruminantes podem afetar
0 consumo da ragdo. O objetivo de fornecer um alto consumo de lipideos foi proporcionar
melhor ingestdo e absorcdo de &cidos graxos que tem potencial de modular a expressao de
fatores de transcricdo e alterar a trajetoria de desenvolvimento do tecido muscular e adiposo
fetal (Brandao et al., 2020).

Avaliando o uso de gordura protegida no rimen em ovelhas gestantes foi observado
interacdo entre os efeitos (NM x SP) para os parametros histolégicos como area, perimetro e
didametro, indica maior efeito em progénies de fémeas resultantes de médes CSSO, o que pode
justificar a tendéncia do menor namero de fibras musculares por campo de contagem. Fémeas

foram mais precoces em depositar gordura e precisaram consequentemente hipertrofiar o
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musculo esquelético mais cedo. A regulacdo da via WNT néo foi afetada pela suplementacéo
como observado por Du et al. (2010) ao avaliar supernutricdo em ovelhas no masculo fetal. A
expressao positiva da via de sinalizacdo WNT observado para progénies fémeas de mées CSSO,
induziu o maior potencial de expressdo fator de diferenciagdo miogénica I (MyOD1), atuante
na regulacdo do crescimento muscular p6s-natal por meio da diferenciacdo e fusdo de fibras
musculares ja existentes (GUSTAFSSON et al., 2002; PERDIGUERO et al., 2009).

Isso é consistente com a estratégia adaptativa de recursos maternos para prole fémeas,
que esta de acordo com a hipotese de Trivers-Willard (TRIVERS e WILLARD, 1973) sendo a
teoria mais aceita e estudada ao sugerir que mées priorizam o desenvolvimento de fetos menos
energéticos (fémeas) de acordo com a capacidade de investir, cuja sobrevivéncia produza o
melhor retorno para espécie. Gionbelli et al. (2016) reportaram viés sexual em vacas prenhas,
sugerindo que a alocagao de recursos maternos estaria direcionada a favorecer a prole fémea
como uma compensacéo evolutiva da dificuldade de conceber uma maior populagédo de fémeas,
visto que taxas de concepcao natural de machos é relativamente maior que fémeas (Del RIO et
al., 2007). Em estudos com desnutricdo materna em ovelhas, Ithurralde et al. (2019) relataram
que maes desnutridas de alguma forma tenderam a recusar a investir no desenvolvimento de
fetos mais caros em termos energéticos (machos) e priorizaram o desenvolvimento de fémeas.

A maior expressdo do TGF-#1 pode afetar a adipogénese através da inibicdo dos
principais fatores de regulacdo (PPARy e C/EBP-a), Rodrigues et al. (2020), o que ndo foi
observado quando avaliado efeito do sexo. No presente trabalho, a nutricdo materna na metade
da gestacao proporcionou maior expressédo do fator de transcricdo ZFP423 de progénies fémeas
CSSO, que tem papel importante por comprometimento de células mesenquimais com a
linhagem adipogénica (DU et al., 2013). A maior expressdéo mRNA do marcador adipogénico
precoce ZFP423, esta relacionado a maior espessura de gordura subcutdnea observada em
fémeas de maes suplementadas, estando de acordo com os estudos descrito (BONNET et al.,
2010; DU et al., 2013). O menor numero de células adiposas mensuradas ao abate de cordeiros
nascidos de ovelhas CSSO pode estar relacionado a maior expressdo do marcador adipogénico
PPARy, capaz de modular enzimas envolvidas na via lipogénica (NTAMBI, 1999), com
aumento no preenchimento dos adipocitos e consequentemente menor nimero por campo de
contagem. Sugerindo assim, que nutricdo materna alterou a trajetoria de crescimento dos
adipdcitos, que foi altamente dependente de hiperplasia pré-natal (adipogénese) e hipertrofia
pos-natal (lipogénese) (Tabela 4 e 5). Nossos achados revelaram que a suplementacdo materna

pode alterar a trajetdria e crescimento fetal de forma dependente do sexo, em virtude da
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alteracdo no potencial de desenvolvimento pds-natal do musculo esquelético e tecido adiposo
subcutaneo.

Entre os depositos de gordura, as fémeas apresentaram maior deposi¢cdo de gordura
interna, 0 que ja era esperado quando se trata de sexo, indicando diferencas entre a taxa de
maturidade entre os sexos. A maior participacdo de gordura interna nas fémeas esta de acordo
com outros estudos ao avaliarem o efeito da classe sexual, onde fémeas apresentaram deposicado
precoce de gordura interna e na carcaca (PAULINO et al. 2009). Ademais, esses resultados
estdo relacionados a tendéncia de geralmente fémeas apresentarem maior preenchimento
precoce dos adipdcitos por lipideos, evidenciado pela maior expressao relativa de mRNA do
marcador adipogénico ZFP423. Denotando que o tecido adiposo dos machos poderia esta em
fase hiperplasica para posterior hipertréfica quando comparado as fémeas. A hiperplasia dos
depésitos de gordura visceral é desenvolvida principalmente durante a fase inicial do
crescimento fetal, em que o fornecimento de dieta obesogénica materna podem aumentar a
adiposidade abdominal (TONG et al., 2011).

A maior deposicao de gordura subcutanea e maxima espessura de gordura (medida GR)
foi evidenciado em progénies fémeas de maes CSSO. A maior deposi¢édo de gordura pode estar
relacionada a maior sintese de &cidos graxos, proporcionada pela formacgéo dos &cidos graxos
volateis (aceto, propionato e butirato), em decorréncia do maior consumo de matéria seca, sendo
0 acetato o principal percussor (BURIN, 2016). Segundo Hales et al. (2017) a maior eficiéncia
energética de lipidios vs. carboidratos e proteinas possibilita maior disponibilidade de energia
metabolizavel (EM), que por conseguinte pode ser depositada de forma mais eficiente no tecido
muscular e adiposo. Velazquez et al. (2021), ao avaliarem o suprimento materno com acidos
graxos durante a gestacdo tardia de ovelhas reportaram efeito dependente do sexo, onde fémeas
nascidas de mées que receberam PUFA ndo apresentaram diferenca na espessura de gordura,
porém apresentaram maior desempenho (PC e PCQ), essas alteragdes no peso final da prole
podem ser decorrentes de um sistema glicose-insulina.

O alvo mecanicista da via de sinalizacdo da rapimicina (mTOR) é uma via central que
pode ser regulada por nutrientes (Dible et al. 2013) atuando sobre processos celulares, incluindo
sintese proteica, crescimento celular, metabolismo, e progresso do ciclo celular (ZONCU et al.,
2011). Machos de médes CON apesar de ndo terem apresentado diferenca fenotipica no
desenvolvimento de massa muscular no pés-natal, expressaram de forma supra regulada o gene
mTOR, indicando assim maior atividade na via de sinalizacdo para sintese proteica em nivel

molecular.
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Em relacdo ao efeito nutricional materno sobre a prole, ndo somente o
comprometimento celular pode ser alterado, mas o uso de fonte de energia (RODRIGUES et
al. 2020). Os tipos e proporcao de fibra pode sofrer acao de fatores como sexo, tipo de masculo,
idade e entre outros (HOCQUETTE et al., 2010). Fibras tipo | sdo caracterizadas pela baixa
velocidade de contracdo e atividade oxidativa, que realizam p-oxidag&o e utilizam &cidos graxos
como fonte de energia (LISTRAT et al.; 2016). No presente estudo, evidenciou-se que
progénies de maes CSSO apresentaram menor expressao do marcador de fibra tipo I (MyHC 1),
implicando em um metabolismo menos oxidativo no tecido muscular. A nutricdo materna néo
apresentou efeito sobre os pardmetros de qualidade da carne, com excecao para perdas totais.
Quando avaliado o efeito do sexo, progénie macho apresentaram maior pH da carne em
comparacdo as fémeas que pode ter reduzido a intensidade de vermelho (a*) e amarelo(b*),
visto que elevados valores de pH podem levar a uma maior retencdo de agua com aumento da
absorcéo de luz e diminuicéo de refletancia (RAMANATHAN et al., 2020). O aumento nos
valores de L*, a* e b* de animais alimentados com gordura protegida no rimen pode ser
atribuido ao aumento na formacdo de oximioglobina, que pode ter ocorrido devido a maior
oxidagdo de pigmentos mioglobina estimulada pela maior susceptibilidade a oxidag&o lipidica
no musculo longissimus dorsi desses animais (LADEIRA et al., 2014). Esse fato € coerente
com a afirmacdo de que a nutricdo sobre a cor da carne, principalmente sobre o indice de
vermelho (a*), esta relacionado a instabilidade dos pigmentos heme (MANCINI & HUNT,
2005).

6 CONCLUSAO

A suplementacdo com sais de calcio de 6leo de soja durante a segunda metade
gestacional altera o perfil histologico do tecido muscular esquelético, nimero de adipdcitos e
expressdo de genes associada miogénese e adipogénese da progénie, e genes envolvidos no
metabolismo energético hepatico materno. Em virtude dessas modificacbes no potencial de
desenvolvimento pos-natal dos tecidos fetais e dimorfismo sexual, a nutrigdo materna alterar a

trajetdria e crescimento fetal de forma dependente do sexo.
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