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RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

CELULARIDADE HEPATICA E COMPOSICAO DA CARCACA DE NOVILHAS
ZEBUINAS GESTANTES E NAO GESTANTES

Elaborado por Gilmara Pinto Leite e orientado por Daiany Iris Gomes, Rafael Mezzomo e
Mateus Pies Gionbelli.

Parte da demanda de carne no Brasil é atendida pelo abate de novilhas, em razdo dessa
categoria apresentar maior precocidade de acabamento quando comparadas aos machos. No
entanto, tem sido observado o abate de novilhas gestantes. Porém, ndo se sabe ao certo, 0s
motivos que levam produtores e frigorificos comercializarem animais gestantes. Mas acredita-
se que, a comercializacdo com base no peso vivo, 0 aumento no consumo de matéria seca no
inicio da gestacdo, a melhoria do escore de condicdo corporal e o desconhecimento dos
indices zootécnicos estejam elencados como motivadores desta pratica. Com o objetivo de
trazer resultados que auxiliem produtores e frigorificos a tomada de decisdo foi avaliado a
carcaca e o figado de novilhas gestantes e ndo gestantes. Na carcaca, entre a 9% e a 112 costela,
foi avaliada a proporcao dos tecidos adiposo, muscular e 6sseo e a composi¢cdo quimica deste
corte. No figado foi avaliada a concentracdo de DNA, RNA e proteina total. Com o avancar
da gestacdo, as novilhas diminuiram a quantidade de gordura na carcaca. As novilhas
gestantes no terco final apresentaram menor proporcdo de gordura e maior conteido de DNA
em comparacdo as nao gestantes. Portanto, a medida que a gestacdo evolui as novilhas
produziram carcaga com menor contetdo de gordura e maior conteddo de DNA no figado,
indicando alteracdo no metabolismo materno para dar suporte ao desenvolvimento do feto.

Figura 1Efeito da gestagdo sobre a composicao da carcaca e do figado de novilhas zebuinas com o avancar da
gestacdo. G1 = gestante no 1° terco; G2 = gestantes no 2° ter¢o e G3 = gestantes no 3° terco
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 Importancia do abate de fémeas bovinas no Brasil

Atualmente, o abate de fémeas contribui com 40% das carcacas comercializadas no
Brasil (IBGE, 2018) e ao se analisar essa categoria, verifica-se que cerca de 75%
correspondem a vacas de descarte e 25% a novilhas (ABIEC, 2020).

Entre os fatores que contribuem para o abate de fémeas no Brasil, podem-se destacar
cinco motivos: deposicdo de gordura mais precoce em relacdo as outras categorias, o que
contribui positivamente para a palatabilidade da carne (RAMOS e GOMIDE, 2017); falta de
planejamento alimentar no periodo seco do ano (REIS et al., 2019); idade avancada e
improdutividade reprodutiva das fémeas (MARQUEZ et al., 2017); abate de fémeas como
parte do ciclo de desfrute da fazenda, sendo estas, geralmente provindas de cruzamentos
industriais (GONCALVES et al., 2010) e também a pratica de colocar as novilhas com o0s
touros na tentativa de aproveitar as vantagens fisioldgicas ocorrentes no inicio da gestacéo,
como aumento do consumo de matéria seca (GIONBELLI et al., 2016) e consequentemente
maior ganho de peso e deposicao de gordura (KREIKEMEIER e UNRUH, 1993).

Todas os motivos citados acima se tornam mais evidentes nos casos em que as
novilhas sdo comercializadas com base no peso vivo, principalmente no inicio da gestacdo
que ha uma melhora no escore de condi¢do corporal impulsionado pelos efeitos hormonais
(WYTHES et al. 1990). Contudo os efeitos da gestacdo sobre 0s ganhos em carcaca ainda sao
questionaveis (FERRELL et al. 1976; KREIKEMEIER e UNRUH, 1993), principalmente em
animais zebuinos, que a quantidade trabalhos ainda sdo escassos (DUARTE et al. 2013).
Portanto, a avaliac@o da carcaca de novilhas gestantes pode contribuir com esclarecimento de

algumas duvidas relacionadas ao tipo de carne produzida por essa categoria.

1.2 Efeitos da gestacdo sobre o metabolismo e composicdo de carcaca

A gestacdo é marcada por inimeras alteracdes fisicas, metabolicas e fisiologicas, em
que desde a concepcdo, a matriz passa a produzir estimulos hormonais com a finalidade de
adaptar o corpo para atender as demandas do concepto (LADEIRA et al., 2018), envolvendo o
desenvolvimento ndo apenas do feto, mas também das membranas fetais, GUtero gravidico e
glandula mamaéria (BAUMAN e CURRIE, 1980).

Com o avancar da gestacdo sdo verificadas alteragdes no status metabdlico em

decorréncia da ac¢do de alguns hormonios, 0s quais interferem sobre o consumo de matéria
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seca (estrogeno) ou mesmo na saciedade (leptina) (FRIEDMANN e HALAAS, 1998;
CHILLIARD et al., 2001; SZCZESNA et al., 2011; GIONBELLI et al., 2016), fazendo com
que haja uma alteracdo na utilizacdo e deposicdo de energia pela matriz (BELL, 1995),
podendo levar a diferencas na composicdo e proporcdo dos tecidos periféricos (BAUMAN e
CURRIE, 1980).

Acredita-se que as alteragdes sobre a composic¢do da carcaca ocorrem principalmente
devido as mudancas no particionamento de nutrientes entre matriz e concepto
(MORDHORST et al., 2016), uma vez que, com 0 avancar da gestacdo, os tecidos periféricos
tendem a aumentar a resisténcia a insulina, como forma de priorizar o fornecimento de glicose
para o feto (KARIMAN et al., 2015)

Atrelado a esse aumento da resisténcia a insulina, observa-se também redugdo no
consumo de matéria seca a medida em que a gestacdo avanca (MOREIRA et al. 2020)
fazendo com que o organismo materno recorra a lipdlise, por meio da quebra dos
triglicerideos provenientes do tecido adiposo, os quais sdo liberados na corrente sanguinea na
forma de é&cidos graxos ndo esterificados (AGNE) e absorvidos pelo figado para o
fornecimento de energia para a matriz na forma de corpos cetdnicos (REYNOLDS et al.,
2003; BARBOSA et al., 2009; GONZALEZ et al., 2011).

Além do aumento da lipélise, como forma de gerar energia para a matriz e poupar
glicose para o concepto, ha evidéncias de que novilhas zebuinas comegam a mobilizar tecido
muscular a partir dos 265 dias de gestacdo (LOPES et al., 2020), fator comprovado pela
guantidade de aminoacidos glicogénicos circundantes em novilhas sem suplementacéo,
evidenciando dessa forma o efeito homeorrético sobre o tecido muscular no final do periodo
gestacional.

A mobilizagcdo de tecido realizado pela matriz, com intuito de obter substratos
energeticos pode influenciar o rendimento da carcaga produzida, uma vez que, segundo
Sornas et al., (2014), vacas gestantes podem apresentar menor rendimento de carcaca, sendo
este mais expressivo a partir do segundo terco gestacional, podendo chegar a perdas de cerca
de 8% do peso da carcaca, se esta for abatida no terco final da gestacgéo.

Além do menor rendimento de carcaga, verifica-se também que em razdo da maior
mobilizacdo de tecidos no terco final da gestacdo, pode haver producdo de carcagas com
menores quantidades de tecido adiposo, o que contribui para alteracdo das proporgdes de
masculo e gordura na fémea prenhe (GRUMMER, 1995).
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Contudo, observa-se que ainda sdo poucos os estudos encontrados na literatura que
demonstrem os efeitos da gestacdo sobre as caracteristicas de carcaca de novilhas e vacas em
diferentes tercos gestacionais, principalmente em trabalhos recentes. Atualmente, as pesquisas
com fémeas gestantes tém focado nos efeitos da nutricdo materna sobre o desenvolvimento
das crias (DU et al., 2014; DUARTE et al., 2014; MARQUEZ et al., 2017).

Um dos primeiros trabalhos conduzidos com esse objetivo foi realizado por Ferrell et
al. (1976), ndo sendo encontrada diferenca na composicdo das carcacas ao comparar novilhas
gestantes e ndo gestantes. Resultados diferentes foram obtidos por Wythes et al. (1990), ao
observar um aumento do peso corporal e menor peso de carcaga em vacas gestantes a partir
dos 6 meses, em comparacdo com vacas nao gestantes.

Em estudo com novilhas gestantes e ndo gestantes, Kreikemeier e Unruh (1993)
observaram que o peso da carcaca quente das novilhas gestantes foi inferior, porém
apresentaram maior teor de gordura subcutanea do que novilhas ndo gestantes. Ao comparar
niveis de alimentacdo (dietas de mantenca e ad libitum) e dias gestacionais em vacas Nelore,
Duarte et al. (2013) ndo observaram efeitos dos dias gestacionais sobre o peso corporal e de
carcaga.

Neste contexto, verifica-se que a maior parte dos trabalhos que avaliaram fémeas
gestantes e ndo gestantes foram realizados com animais taurinos e seus cruzamentos (Tabela
1), os quais apresentam niveis de exigéncias energéticas e proteicas diferentes de animais
zebuinos (BR Corte, 2016).
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Tabela 1- Resultados obtidos na literatura sobre os efeitos da gestacdo: composi¢éo da carcaca.

Principais resultados

Categoria/Raca

Autor

A gestacdo ndo afetou (P>0,05) a
composi¢ao da carcaca das novilhas

Novilhas gestantes apresentaram
rendimento de carcaga 1,7% menor em
relacdo as ndo gestantes.

Vacas no sexto més gestacional tiveram o
peso da carcaga quente menor do que as
néo gestantes.

A carcaga quente das novilhas gestantes foi
4,5 kg mais leves do que as ndo gestantes.

O peso da carcaga diminuiu em fungdo dos
dias gestacionais.

A gestacdo ndo alterou as caracteristicas de
carcaga e a qualidade da carne em vacas
Nelore.

Novilhas/Hereford

Novilhas/AngusxHereford

Vacas/ShorthonxBrahman

Novilhas

Novilhas/cruzadas

Vacas/Nelore

Ferrell et al. Journal of

Animal Science,
42:1976, 1976
Riley et al. Kansas

Agricultural Experiment
Station Research
Reports. 0:89-91, 1983.
Wythes et al. Animal
Production, 51:461-468,
1990.

Kreikemeier et al.

Journal of  Animal
Science, 71:1699-1703,
1993.

Scheaffer et al. Journal
of Animal Science,
79:2481-2490, 2001.
Duarte et al. Meat
Science, 94:139-144,
2013 (b).

De acordo com o exposto, fica clara a priorizacdo do concepto no processo de

particionamento de nutrientes e as alteragdes que a matriz precisa recorrer como forma de

atender as suas necessidades de mantenca, as quais podem refletir sobre a composicdo e

quantidade de tecidos na carcaca. Contudo, ressalta-se a importancia de se desenvolver mais

estudos com fémeas zebuinas, gerando informacdes sobre a composicgéo fisica e quimica das

carcacas de novilhas abatidas em diferentes tercos, dando suporte para tomada de decisGes da

industria frigorifica e produtores.

1.3 Efeitos da gestacao sobre o tecido hepatico

O figado atua como o principal local de regulagdo da oferta de nutrientes que

contribuem para a manutencdo, o crescimento, a lactacdo e a gestacdo dos animais

ruminantes. Além disso, controla a quantidade de nutrientes oriundo da absorcdo pelo trato

gastrointestinal e disponibiliza para o sistema periférico (LOBLEY et al., 2000).
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E pelo figado se tratar de um 6rgdo que corresponde a cerca de 6-10% do peso
corporal, responsavel por 40-50% do débito cardiaco (WEBSTER, 1981), e controlar diversos
processos metabdlicos tanto em ruminantes, quanto em ndo ruminantes, alguns trabalhos
sugerem que o plano nutricional e a atividade metabolica podem refletir sobre o tamanho do
mesmo (SMITH e BALDWIN, 1973; CANAS et al., 1982; BURRIN et al., 1990).

Em estudos realizados com ovelhas submetidas a dois niveis de alimenta¢cdo, mantenca
e ad libitum, Burrin et al. (1990) verificaram que os animais alimentados com dieta de
mantenca até o abate apresentaram peso do corpo vazio e figado menores quando comparados
aos animais alimentados ad libitum. Demonstrando, com isso, um processo adaptativo deste
6rgdo em razdo da taxa metabdlica requerida, a qual esta relacionada ao nivel energético da
dieta e tempo que esses animais foram submetidos.

Outro fator que pode contribuir para a alteracdo dos metabdlitos processados pelo
figado é o estado fisiologico de gestacdo e lactacdo. Assim, os animais nessas condi¢des
apresentam alteracBes metabolicas orquestradas entre os tecidos para atendimento dos
requerimentos do feto e da mée (BELL, 1996).

Esses ajustes metabolicos que podem ocorrer no figado, influenciados pela gestacéo
foram analisados por Scheaffer et al. (2001), porém estes autores ndo observaram mudancas
na massa do tecido hepatico ao comparar vacas ndo gestantes com gestantes, portanto,
demonstrando auséncia do processo adaptativo desse érgdo no periodo analisado.

Scheaffer et al. (2003) estimaram a proliferacdo celular medindo as quantidades de
DNA (como indicativo de hiperplasia), RNA e proteina total (indicativo de hipertrofia) em
funcdo do periodo gestacional, e observaram que o periodo gestacional ndo influenciou as
quantidades de DNA e RNA, sendo verificada reducdo na concentracéo de proteina, que pode
ser um indicativo de decréscimo da exportacdo de proteina para o figado dessas novilhas.

Em experimento com ratos, Graystone e Cheek (1969) observaram que, 0s animais
que foram submetidos a tratamentos com insulina tiveram um pequeno aumento do conteido
de DNA no figado, o qual foi influenciado pela agéo do hormonio de crescimento.

Em estudos com vacas suplementadas com proteina durante o final da gestagdo sobre
o metabolismo do tecido hepéatico e do musculo esquelético, Lopes et al. (2020) néo
encontraram diferenca sobre a expressdéo de RNAmM como indicativo de transporte de acido
graxos, verificando-se apenas tendéncia de aumento da expressdo de marcadores de RNAm,

indicando elevacéo da sintese do musculo esquelético. Além disso, observou-se um acréscimo
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de 12% da disponibilidade de aminoacidos circundantes para serem absorvidos pelo concepto
em animais do tratamento controle (sem suplementacao).

Ao verificar a influéncia do consumo ad libitum sobre o aumento do fluxo sanguineo e
metabolismo de progesterona e estradiol em vacas em lactacdo, Sangsritavong et al. (2002),
observaram que as vacas suplementadas apresentaram maior taxa de fluxo sanguineo devido
ao aumento do tamanho do figado e dos 6rgdos que compdem o trato gastrointestinal em
resposta a dieta.

Devido a importancia do figado nos ajustes metabolicos de animais ruminantes,
observa-se que sdo varios os motivos podem influenciar os ajustes que este 6rgdo pode passar
em funcdo de um determinado estado fisioldgico, podendo influenciar diretamente as
concentracdes séricas de hormdnios e do fator de crescimento IGF-1 (GRUM et al., 1996; EI-
SABAGH et al., 2016; MANN et al., 2018). Portanto, estdo apresentados na Tabela 2 os
principais resultados de trabalhos em que se analisaram a influéncia da gestacdo sobre a
massa, gastos energéticos e metabolismo do figado.

Tabela 2 - Resultados obtidos na literatura sobre o0s ajustes do figado na taxa metabdlica; consumo de

oxigénio e celularidade do figado em fémeas gestantes e ndo gestantes.

Principais resultados Categoria Autor
A gestagdo ndo influenciou a massa do Novilhas cruzadas  Scheaffer et al. Journal of
figado e consumo de oxigénio. Animal Science, 79:2481-
2490, 2001.
A gestacdo ndo influenciou as concentragdes Scheaffer et al., Journal of

de DNA e RNA, havendo um decréscimo na Novilhas cruzadas  Animal Science, 81:1853—

concentracdo de proteinas. 1861, 2003.
Vacas  suplementadas com  gordura Grum et al., Journal of
apresentaram maior taxa de [-oxidagd0 Vacas Holandés Dairy Science, 85:3026—
peroxissomal e de concentracdes hepaticas de 3034, 2002.

lipidio e triglicerideos.

Tendéncia de aumento dos marcadores de Lopes et al, Animal,
RNAmM relacionados a sintese de tecido Novilhas Nelore 1867-1875, 2020
muscular em vacas que receberam

suplementagéo.

Nesse sentido, verifica-se a importancia do figado como um 6érgdo metabdlico central,
do metabolismo animal, bem como, a complexidade dos fatores adaptativos em resposta as

exigéncias em funcéo do estado fisioldgico.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o estado fisiologico e o avancar da gestacdo sobre a composicdo da
carcaca e as alteracGes na concentracdo de biomoléculas no figado. Utilizou-se 80 novilhas
zebuinas, com até dois dentes incisivos permanentes, oriundas de trés fazendas comerciais, as
quais foram criadas em pastagens formadas por Urochloa brizantha, cv. Marandu e Mombaca
suplementadas com mistura mineral. Para a confirmacdo da gestacdo, o utero foi avaliado e
foram selecionadas 20 novilhas ndo gestantes e 60 gestantes, as quais foram classificadas em
trés grupos de acordo com o tamanho do feto (cm) para caracterizar a idade fetal. O
experimento foi conduzido em delineamento de blocos incompletos, com quatro tratamentos e
vinte repeticdes, sendo: NG- novilhas ndo gestantes; G1- gestantes no primeiro terco; G2-
gestantes no segundo terco e G3- gestantes no terceiro terco. Para as analises da composicao
quimica e fisica foram amostradas a sessdo entre a 9% e 112 costelas, realizada a dissecacao e
separacdo dos componentes: musculo, gordura e 0sso, além da realizacdo da composicao
guimica da sessdo: agua, matéria mineral, proteina bruta e extrato etéreo. Além disso, analisou
amostras do figado coletado imediatamente apds a evisceracdo em pontos aleatorios para
obtencdo da concentracdo de DNA, RNA e proteina total. Verificou-se efeito linear
decrescente no teor de extrato etéreo da carcaca (P=0,007) e na proporcdo de tecido adiposo
(P=0,010) em funcédo do tamanho do feto (fase gestacional). A propor¢do de proteina bruta na
carcaca das novilhas ndo gestantes foi menor do que as gestantes no terceiro terco (P<0,001),
ndo sendo verificado efeito ao analisar a proporcdo de musculo entre as novilhas gestantes
(P=0,113). A concentracdo de DNA no figado aumentou linearmente em fun¢do do tamanho
do feto (fase gestacional; P=0,002), no entanto, ndo foram observados efeitos sobre as
concentracdes de RNA (P=0,209) e proteina total (P=0,411). Conclui-se que, a menor
proporcao de extrato etéreo em funcdo do aumento do tamanho do feto (fases gestacionais)
associado a menor propor¢do de tecido adiposo para novilhas gestantes no terceiro terco
indica mobilizacdo de tecidos de reserva para atender os requerimentos energéticos maternais.
Além disso, ha indicios de que o figado precisou recorrer a proliferacdo celular para atender a
alta taxa metabdlica exigida pela matriz por meio da maior concentracdo de DNA nas células
hepaéticas.

Palavras chaves: Feto; figado; mobilizacéo de tecido; proliferacéo celular.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of pregnancy on carcass composition and changes in
the concentration of biomolecules in the liver. Eighty Zebu heifers were used, with up to two
permanent incisor teeth, from three commercial farms, which were raised on Urochloa
brizantha (cv. Marandu) and Mombasa pasture and supplemented with mineral mixture. To
confirm the pregnancy, the uterus was evaluated and 20 non-pregnant and 60 pregnant heifers
were selected, which were classified into three groups according to the size of the fetus (cm)
to characterize the fetal age. The experiment was carried out in an incomplete block design,
with four treatments and twenty replications, as follows: NG - non-pregnant heifers; G1-
pregnant heifers in the first trimester G2- pregnant heifers in the second trimester, and G3-
pregnant heifers in the third trimester. in the third trimester The section was then dissected
into muscle, fat and bone. In addition, it was analyzed for water, mineral matter, crude protein
and ether extract. Liver samples were collected immediately after evisceration for DNA,
RNA, and total protein analysis There was a decreasing linear effect of the carcass ether
extract content (P=0.007) and adipose tissue percentage (P=0.010) as the fetal size increased
(gestational stage). The proportion of crude protein in the carcass of non-pregnant heifers was
lower than that of pregnant heifers in the third trimester (P<0.001), with no effect being
verified when analyzing the proportion of muscle among pregnant heifers (P=0.113). The
concentration of DNA in the liver linearly increased as a function of the size of the fetus
(gestational stage; P=0.002), however, no effects were observed on liver RNA (P=0.209) and
total protein (P=0.411) concentrations. Therefore, it is concluded that the lower proportion of
ether extract due to the increase in fetal size (gestational stages) associated with a lower
proportion of adipose tissue for pregnant heifers in the third trimester indicate that the heifers
mobilized reserve tissues to meet the requirements maternal energetics. In addition, there is
evidence that the liver had to resort to cell proliferation to meet the high metabolic rate
required by the dam through the higher concentration of DNA in liver cells.

Keywords: Fetus; liver; tissue mobilization; cell proliferation.
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2 INTRODUCAO

No Brasil 40% das carcacas comercializadas sdo oriundas de fémeas, com a
aproximadamente 75% vacas de descarte e 25% novilhas (ABIEC, 2020). Algumas destas
fémeas sdo enviadas ao frigorifico prenhes, entretanto ndo ha dados oficiais sobre o nimero
desta categoria (SORNAS et al., 2014). Em outros paises produtores de carne, como a
Austrélia, Austria, Bélgica, Dinamarca, Alemanha e Estados Unidos também ocorre o abate
de animais prenhes, geralmente no primeiro tergo da gestacdo (ZITTERER e PAULSEN,
2021).

Dentre os fatores que motivam o abate de fémeas, estdo: o ciclo pecuario marcado por
baixo valor de venda do bezerro; falta de planejamento alimentar no periodo seco do ano
(MARQUEZ et al., 2017); descarte de fémeas de idade avancada e/ou com problemas
reprodutivos (MACEDO et al., 2007); fémeas provindas de cruzamentos industriais
(GONCALVES et al., 2010). Entretanto, ndo se sabe ao certo 0os motivos que levam o0s
produtores a enviarem fémeas prenhes ao abate, que na maioria das vezes sao comercializadas
com base no peso Vivo.

No inicio da gestacdo o0 aumento nos niveis de progesterona gera impacto sobre 0s
niveis de estrégeno com efeito positivo sobre o consumo de matéria seca (GIONBELLI et al.,
2016), melhoria do escore de condicdo corporal e maior deposicdo de gordura
(KREIKEMEIER e UNRUH, 1993), o que pode ser os motivadores para o abate de fémeas
gestantes. Entretanto, os efeitos da gestacdo sobre a composicdo da carcaca e qualidade de
carne permanecem pouco elucidados, principalmente porque a maioria dos trabalhos com
fémeas gestantes sdo com vacas taurinas e em confinamento (FERRELL et al., 1976; RILEY
et al.,, 1983; WYTHES et al., 1990; SHEAFFER et al., 2001), as quais apresentam
requerimentos energéticos e proteicos diferentes dos animais zebuinos criados em pastagens
tropicais (BR Corte, 2016).

Além disso, animais criados em sistema de pastejo sem suplementacdo geralmente ndo
tem as exigéncias energéticas e proteicas atendidas (LOPES et al., 2020), o que pode
aumentar a influéncia da gestacé@o sobre a carcaga produzida, pois com o avancar da gestacdo
a matriz aumenta o efeito homeorrético (BAUMAN e CURRIE, 1980; VANHOLDER et al.,
2015), priorizando o concepto no particionamento de glicose (BELL, 1995; KARIMAN et al.,
2015; KOSTER et al., 2016).
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Ademais, para acompanhar as alteracGes no decorrer da gestacdo o figado precisa
aumentar a sua taxa metabdlica por meio da gliconeogénese e producdo de corpos cetbnicos a
partir dos acidos graxos ndo esterificados (ZACHUT et al., 2012; MOREIRA et al., 2021),
podendo este ajuste influenciar sobre a massa do tecido hepatico e a sintese de biomoléculas
(SCHEAFFER et al., 2003; SCHEAFFER et al., 2004).

Sendo assim, com base nas altera¢fes homeorréticas no decorrer da gestacdo que pode
ser mais proeminente em animais mantidos em pastagem, formulamos a hipétese de que o
estado fisiologico e o0 avancar da gestacdo altera a composicao da carcaca e a concentracao de
biomoléculas no figado de novilhas zebuinas. Desta forma, objetivamos investigar as
possiveis alteracdes na composicdo da carcaga e na concentracdo de biomoléculas no figado

induzidas pelo estado fisioldgico e a evolucdo da gestacao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comissdo de ética e uso de animais

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da

Universidade Federal Rural da Amazdnia, sob o protocolo 071/2018.

As amostras de secdo HH e figado utilizadas no presente estudo foram obtidas em um
frigorifico comercial sob inspecdo estadual, localizado no Municipio de Parauapebas (SIE

006). As coletas foram realizadas entre os meses de janeiro e abril de 2019.

3. 2 Animais e tratamentos

O experimento foi conduzido segundo delineamento em blocos incompletos, em
funcdo do tamanho fetal, considerando-se o lote abatido como efeito de bloco, com quatro
tratamentos e vinte repeti¢fes por tratamento, totalizando 80 animais. No mesmo dia de abate

foi amostrado a carcaca e o figado dos dois grupos, novilhas ndo gestantes e gestantes.

As novilhas foram oriundas de trés fazendas comerciais, localizadas a
aproximadamente 100 km do frigorifico. As quais eram criadas em pastagens formadas
predominantemente por Urochloa brizantha, cv. Marandu e Mombaga e suplementadas com
mistura mineral. No abate, ap0s a sangria avaliou-se a denticdo dos animais e as que
apresentavam até dois dentes incisivos permanentes estavam aptas a coleta, pois caracteriza a
categoria de novilhas — com até 24 meses de idade (LAWRENCE et al., 2001).
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Para a confirmacdo da gestacdo, o utero foi conduzido a uma sala separada para
avaliacdo, e em caso dos gravidicos, as novilhas gestantes foram classificadas em trés grupos
de acordo com tamanho do feto (cm). O tamanho do feto foi mensurado com uma fita métrica
de acordo com a metodologia proposta por Noakes (1990), a qual consistia na medida entre a
extremidade superior do crénio (articulagdo occipital) até a primeira vértebra coccigea. Onde,
posteriormente, foi realizado o agrupamento dos fetos em trés grupos, de acordo com o
tamanho em: 1) < 16 cm; 2) entre 17 e 53 cm; 3) > 54 cm. Em seguida, a idade fetal foi
estimada pela equacgdo: x (dias) = 2,5 (y + 21). Em que: x = idade fetal em dias ¢ y =
comprimento apico (cranio-caudal) em cm. De acordo com esses autores, para cada idade
fetal tem-se a fase gestacional correspondente. Para tanto, as novilhas foram agrupadas
conforme a fase gestacional e aquelas que nao apresentavam Utero gravidico foram mantidas
no tratamento ndo gestante, definindo-se assim o0s seguintes grupos de novilhas:

NG — Novilhas ndo gestantes (n=20);

G1 - Novilhas gestantes = Primeiro tergo - Fetos com menos de 16 cm (n=20);

G2 - Novilhas gestantes = Segundo terco - Fetos entre 17 e 53 cm (n=20);

G3 - Novilhas gestantes = Terceiro terco - Fetos acima de 54 cm (n=20)

3.3 Composicao fisica e quimica da carcaca

Apbs o abate, as carcacas foram divididas, pesadas e refrigeradas por 24 horas até
atingir 4°C. O corte compreendido entre a 92 e 112 costelas (secdo HH) foi obtido na meia
carcaca esquerda pendurada pelo forame transversario localizado na pelve do animal, onde
promoveu-se o corte entre a 112 e 122 costelas (Hankis e Howe, 1946; Figura 1).

Apo0s a obtencdo do corte, foi realizada a dissecacdo e separacdo dos componentes:
musculo, gordura e 0sso, os quais foram pesados separadamente. Os componentes oriundos
da secdo HH passaram pelo processo de pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada (55°C)
por 72 horas. Em seguida, a fragdo do musculo+gordura passou por sucessivas lavagens com
éter de petroleo (em temperatura ambiente) para obtencdo do contelido de matéria seca pré-
desengordurada. Apds a pré-secagem e 0 pré-desengorduramento as amostras foram
processadas em moinho tipo “bola” para posteriores analises quimicas do teor de matéria seca
(INCT-CA G-003/1), materia mineral (INCT-CA M-001/1), proteina bruta (INCT-CA N-
001/1) e extrato etéreo (INCT-CA G004/1) conforme descrito por Detmann et al. (2012).
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Figura 2 - Método de corte da se¢do HH desenvolvido por Hankis e
Howe (1946). Foi medida a distancia entre o primeiro (ponto A) e
Gltimo ponto dsseo da costela (ponto B) e 61,5% dessa distancia foi
calculada (ponto C). O corte da se¢do compreendida entre a 9° e 112
costelas foi realizado no ponto em que uma reta perpendicular a régua
passou pelo ponto C ao D. Fonte: Silva et al. (2016).

Apo6s a obtencdo do peso e composicdo dos componentes oriundos do corte
empreendido entre a 9% e 112 costelas aplicou-se as equagdes propostas por Hankins e Howe
(1946) como segue:

Composicao fisica da carcaca de fémeas

Gordura = % Gearcaga = 3,14 + 0,83 x % GHH

Musculo = % Mcarcaca = 16,09 + 0,79 x % MHH

0550 = % Ocarcaca = 6,88 + 0,44 x % OHH

Em que: Guy = gordura na se¢do HH; Myy = masculo na se¢do HH; Opy = 0sso na se¢cao HH

Composicdo quimica da carcaca de fémeas

Extrato etéreo = % EE carcaca = 2,73 + 0,78 x % EEHH

Proteina bruta = % PBcarcaca = 5,64 + 0,69 x % PBHH

Agua = % Acarcaca = 14,28 + 0,78 x % AHH
Em que: EEpy = extrato etéreo na secdo HH; PByy = proteina bruta na secdo HH; Ayy = agua
na secdo HH.

3.4 Concentracdes de DNA, RNA e Proteina

Imediatamente apoOs a evisceracdo das novilhas, foi amostrado aproximadamente 5
gramas do figado, em pontos aleatérios (SCHEAFFER et al., 2003). As amostras foram
imediatamente acondicionadas no gelo e posteriormente armazenadas a -20°C para posteriores

analises do conteudo de DNA, RNA e proteina total.
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As analises das concentracOes totais de DNA e RNA foram realizadas no Laboratério
de Genetica Aplicada da Universidade Federal Rural da Amazoénia, Belém. Onde, para tal
utilizou-se aproximadamente 50mg de amostras de tecido hepatico.

Para a extracdo de DNA, foi utilizado o kit de extracdo Wizard® Genomic Purification
Kit (Promega Cor-poration, Madison, WI, USA) adaptado por Hamoy et al., (ndo publicado).
Com relacdo as concentragOes de RNA, primeiramente as amostras foram tratadas com RNA
later e posteriormente prosseguiu-se as extracdes de acordo com o protocolo do kit de
extracdo SV Total RNA Isolation System (Promega Cor-poration, Madison, WI, USA).

Ap0s as extracdes, tanto o DNA quanto o RNA, foram quantificados em comprimento
de onda de 260nm, utilizando-se um espectrofotdmetro de precisdo BioDrop Duo (BioDrop,
Cambridge, UK).

Para as andlises de proteina, utilizou-se a metodologia de extracdo proposta por
Baldassini et al., 2018 e a quantificacdo foi realizada conforme Bradford et al., 1976, com a
utilizacdo dos reagentes de Bradford (Sigma-Aldrich- Merk KGaA) e a solucdo padrdo Soro
Albumina Bovina (BSA) (Sigma-Aldrich- Merk KGaA). A leitura foi realizada em

espectrofotbmetro uv-visivel em comprimento de onda de 595 nm.

3.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados segundo delineamento em blocos incompletos, utilizando-
se 0 PROC MIXED do SAS 9.4 (Statistical Analysis System Institute, Inc.), considerando-se
como efeito aleatorio o lote dos animais abatidos (dia de abate). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e quando detectada diferenca pela ANOVA (P<0,05), foi realizado
contraste entre novilhas ndo gestantes versus novilhas em cada ter¢co gestacional
(NG versus G1; NG versus G2 e NG versus G3). Em seguida os dados das novilhas gestantes
foram analisados utilizando o PROC REG do SAS 9.4 (Statistical Analysis System Institute,
Inc.), relacionando-se as varidveis com o tamanho do feto. Para todas as comparacdes e testes,
foi adotado 0,05 como nivel critico de probabilidade para o erro tipo I. Os valores P > 0,05 e

< 0,10 foram apresentados como tendéncia.

4 RESULTADOS

4.1 Composicao quimica e fisica da carcaga

Os contrastes entre as novilhas ndo gestantes versus gestantes no primeiro (P = 0,291)

ou segundo terco (P = 0,801) ndo apresentaram diferenca na proporcao de extrato etéreo da
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carcaca (Tabela 3). Entretanto, as novilhas abatidas no terceiro terco (19,80%) tiveram menor
extrato etéreo na carcaca (P = 0,028) quando comparadas as novilhas ndo gestantes (22,83%,).
Verificou-se reducdo linear na propor¢do de extrato etéreo da carcaca (P = 0,007; Tabela 3;
Figura 3a) em funcdo do aumento do tamanho do feto (fases gestacionais).

As novilhas gestantes no primeiro terco apresentaram tendéncia (P = 0,092) de
aumento do teor de proteina da carcaca quando comparadas as novilhas ndo gestantes. Nao
houve efeito entre ndo gestantes versus gestantes no segundo terco (P = 0,250). Entretanto, as
novilhas gestantes no terceiro terco apresentaram maior teor de proteina na carcaca (20,15%)
quando comparadas as novilhas ndo gestantes (18,08%, P <0.001). N&o foi observado
diferengas na proporcao de proteina da carcaca em funcéo do tamanho do feto (P = 0,116).

Com relacdo as proporcbes de agua e matéria mineral da carcaca nao foram
observadas diferencas entre novilhas ndo gestantes versus gestantes nos trés tercos avaliados

(P<0,05). Além disso, ndo foi observada diferenca em funcdo do tamanho do feto (P > 0,213).

Tabela 3 - Composicao quimica e fisica da carcaca de novilhas zebuinas ndo gestantes e gestantes.
Tratamentos P-valor

Variaveis EPM?
NG G1 G2 G3 NG x Gl NG x G2 NG x G3 Linear’
Composicao quimica da carcaca (%)
Extrato etéreo 22,83 24,27 22,49 19,80 0997 0,291 0,801 0,028 0,007
Proteina bruta 18,08 18,97 17,48 20,15 0,391 0,092 0,250 <0,001 0,116
Agua 53,02 50,77 53,86 53,28 1,056 0,126 0,561 0,857 0,216
Mat. mineral 6,08 6,02 6,28 6,63 0,406 0,885 0,625 0,166 0,213
Composicao fisica da carcaca (%)
Tec. adiposo 22,56 24,34 22,70 20,03 1,023 0,175 0,919 0,068 0,010

Musculo 61,12 60,40 60,74 62,52 0836 0,478 0,721 0,194 0,113
Ossos 15,59 15,40 15,68 1598 0,436 0,632 0,832 0,344 0,201
NG = Novilhas ndo gestantes, G1 = Novilhas gestantes no primeiro terco (fetos <16cm), G2 = Novilhas
gestantes no segundo terco (fetos 17 a 54cm), G3 = Novilhas gestantes no terceiro terco (fetos >54cm).

’EPM = Erro padréo da média, >Linear = efeito linear em funcéo do tamanho do feto.
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Figura 3 - a) Proporcdo de EE na carcaca de novilhas zebuinas em funcdo do tamanho do feto; b)
Proporg&o de tecido adiposo na carcaga de novilhas zebuinas em func¢do do tamanho do feto.

N&o houve diferenca na proporcdo do tecido adiposo da carcaca das novilhas ndo
gestantes em comparacdo as novilhas gestantes no primeiro (P = 0,175) e segundo terco (P =
0,919) gestacional. Entretanto, houve tendéncia de reducdo na proporcdo de tecido adiposo
das novilhas gestantes no terceiro terco (P = 0,068) quando comparadas as novilhas nédo
gestantes. Verificou-se diminuicdo linear na propor¢do de tecido adiposo da carcaca (P =
0,010; Figura 3b) em funcdo do aumento do tamanho do feto (fase gestacional).

Né&o foi verificado diferenca entre as novilhas ndo gestantes versus gestantes nos trés
tercos avaliados (P > 0,05) para proporcao de musculo e 0ssos na carcaca, assim como, nao se
observou efeito linear em funcdo do aumento do tamanho do feto sobre a proporcdo de

musculo (P = 0,113) e osso da carcaca (P = 0,201) das novilhas gestantes.

4.2 Celularidade do tecido hepatico

A concentracdo de proteina hepatica ndo diferiu entre as novilhas ndo gestantes e
gestantes nos diferentes ter¢os (P>0,05). Nao foi verificado efeito em fun¢do do aumento do
tamanho do feto (fase gestacional) para a concentracdo de proteinas nos hepatdcitos
(P=0,411).

N&o houve diferenca para concentracdo de DNA total avaliada no figado de novilhas
nédo gestantes versus gestantes no primeiro tergco (P = 0,989). Entretanto, as novilhas gestantes
no segundo (P = 0,030) e terceiro terco (P < 0,001) tiveram maior concentracédo de DNA total

no figado, do que as novilhas ndo gestantes (Tabela 4). Aumento linear (P = 0,002; Figura 4)
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na concentracdo de DNA total do figado das novilhas gestantes foi observado em fungéo do
aumento do tamanho do feto (fase gestacional).
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Figura 4 - Concentragdo de DNA no tecido hepatico de novilhas zebuinas em fung¢do do tamanho do
feto.

Quanto a concentracdo de RNA e relagdo RNA:DNA no tecido hepético, ndo foram
encontradas diferencas entre novilhas ndo gestantes versus gestantes nos trés tercos avaliados
(P<0,05). Assim como, nao houve efeito em funcdo do aumento do tamanho do feto sobre a

quantidade de RNA e a relacdo RNA:DNA do figado das novilhas gestantes.

Tabela 4 - Concentracdo de proteina, DNA, RNA e relacgdo DNA:RNA do figado de novilhas
zebuinas ndo gestantes e gestantes.
Tratamentos® P-valor

1 3
Item NG Gl G2 63 ™™ NG xGLNGXxG2NGxG3 Linear*

Proteina (mg/g) 293.31 299.00 263.60 270.93 14.795 0.760  0.141  0.227 0,411
DNA (mg/g) 1.357 1.359 1.654 1911 0,129 0989 0.030 <.0001 0,002
RNA (mg/g) 13.237 18.553 15.494 19.532 3.120 0.233 0.611 0.158 0,209

RNA:DNA 0.931 14.494 9570 10.164 2.373 0.166 0.909 0.940 0,702
! Concentracdo de DNA e RNA no figado de novilhas gestantes ou ndo expressas em miligramas por
gramas;

*NG = Novilhas néo gestantes, G1 = Novilhas gestantes no primeiro terco (fetos <16cm), G2 = Novilhas
gestantes no segundo terco (fetos 17 a 54 cm), G3 = Novilhas gestantes no terceiro ter¢o (fetos>54cm).
*EPM: erro padréo da média.

5 DISCUSSAO

5.1 Composi¢do quimica e fisica da carcaca

A reducdo na proporcao de extrato etéreo e tecido adiposo na carcaga de novilhas no

terceiro terco de gestacdo (G3), quando comparadas as novilhas ndo gestantes (Tabela 3),
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podem estar associadas ao provavel aumento da lipdlise dos tecidos de reserva (inclusive
gordura na carcaga) e provavel reducdo da lipogénese (ZACHUT et al., 2013).

A mobilizacdo de tecido adiposo em fémeas gestantes aumenta com o avancar da
gestacdo possivelmente devido a duas condigdes: (i) menor consumo de matéria seca da
fémea gestante, uma vez que, hé& evidéncias de que as fémeas zebuinas gestante reduzem o
consumo em 14,4g/dia a partir dos 170 dias de gestacdo (MOREIRA et al., 2020); (ii) maior
demanda de nutrientes e energia pelo Gtero gravidico e concepto no terco final da gestacéo,
podendo-se aumentar em 50% as exigéncias do concepto (BELL, 1995). Estas duas condic¢des
desencadeiam estado metabolico mais cetogénico nas fémeas, o que pode justificar o
decréscimo na proporcéo de extrato etéreo e tecido adiposo.

Ao avaliar os metabdlitos circundantes de vacas no final da gestacdo, Wood et al.
(2013) verificaram aumento nos niveis de 4&cidos graxos ndo esterificados e beta
hidroxibutirato na corrente sanguinea dos animais, sendo indicativo de mobilizagéo do tecido
adiposo. Da mesma maneira, Freetly e Ferrel (2000) observaram maior capitacdo hepética
liquida de acidos ndo esterificados em ovelhas a medida que a gestacdo avancava. Além das
evidéncias da maior concentracdo de corpos cetdnicos em vacas e ovelhas, verificou-se que 0s
niveis de glicose circulante em vacas gestantes reduzem drasticamente a partir do terco final
(MOREIRA et al., 2021). Essas altera¢Ges nos metabdlitos circunlantes reforcam a ocorréncia
da homeorrese gestacional, com intuito de poupar glicose para atender os requerimentos de
energia do concepto.

A maior proporc¢ado de proteina bruta na carcaca de novilhas gestantes no terceiro terco
em comparagdo as nao gestantes, deve-se possivelmente ao efeito do aumento na proporgéo
de extrato etéreo, ou seja, como 0s valores sdo proporcionais 0 aumento de um tecido pode
causar impacto sobre a propor¢do do outro, mas ndo necessariamente esteja acontecendo um
aumento na deposicéo de proteina bruta (PADRE et al., 2006; MACEDO et al., 2007), tanto
que a proporcdo de tecido muscular ndo alterou.

5.2 Celularidade do tecido hepatico

O estado fisioldgico pode influenciar diretamente a atividade metabolica e a sintese de
biomoléculas pelos 6rgaos e tecidos, interferindo no processo de proliferacdo ou inibicéo das
mesmas (VAN DORLAND et al., 2010). As concentracbes de DNA nos tecidos é um
pardmetro indireto relacionado a variacdo no numero de nucleos celulares, que no caso do
tecido hepatico, a maior concentracdo de DNA corresponde ao maior numero e/ou maior
sintese de hepatocitos (JESUS et al., 2000; HOUSLEY et al.1994).
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Dessa forma, o aumento na concentracdo de DNA do presente estudo, observado com
0 aumento do tamanho do feto (idade gestacional), indica maior intensidade do metabolismo
realizado pelo figado no terco final da gestacdo, uma vez que, aumenta-se a gliconeogénese a
partir de substrato provenientes tanto do trato gastrointestinal (propionato, aminoacidos e
lactato) (ZACHUT et al.,, 2012) como daqueles provenientes dos tecidos periféricos
(aminoécidos e glicerol) (KOZLOSKI, 2016; LOPES et al., 2020. Além disso, nessa fase
gestacional os tecidos, adiposo e muscular tornam-se resistentes a insulina para que a glicose
oriunda da dieta seja priorizada ao concepto, com isso, o figado aumenta sua capacidade em
metabolizar os AGNE em corpos cetdnicos para suprir a demanda energética dos tecidos
periféricos maternos (BELL, 1995; MOREIRA et al., 2021).

Em ovelhas gestantes que receberam dieta de mantenca e restrita foi observado
aumento da massa hepatica em comparagdo as nao gestantes com as mesmas dietas. Indicando
com isso, um metabolismo adaptativo deste 6rgdo independente da dieta fornecida
(SCHEAFFER et al., 2004). Estes autores também verificaram reducdo na massa do pulmao,
baco e omento, como medida de conservacdo de energia metabdlica ou como forma de
aumentar a funcionalidade do figado e intestino para que as exigéncias do concepto fossem
atendidas.

Ha evidéncias de que proliferacdo de células do jejuno, estimada pela concentracdo de
DNA mg/g (SCHEAFFER et al., 2003), como a expressdo de RNAm do antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) nas células do epitélio ruminal (MOREIRA et al., 2021)
diminuiram com o avancar da gestacdo, demonstrado menor gasto de energia por estes 6rgaos.
Contudo, diferente dos demais 6rgaos viscerais o figado assume papel central na distribuicdo
de nutrientes para o concepto e matriz, o que pode explicar o aumento na celularidade
hepaética.

Dois mecanismos poderiam estar relacionados com o aumento da massa hepaética,
como verificado por alguns estudos (SCHEAFFER et al., 2004; CANTON et al., 2009). Que
seria 0 aumento no numero de células e/ou aumento no tamanho dos hepatdcitos. Como
observado no presente estudo, a adaptagdo do metabolismo hepatico pelas novilhas gestantes
ocorreu pelo o aumento no namero de células (DNA mg/g) sem alterar a hipertrofia/tamanho
de células (RNA, proteina).

Atribui-se auséncia de efeito da gestacdo sobre a hipertrofia (RNA e proteina)
possivelmente aos niveis mais baixos de GH, IGF-1 e insulina diminuida no terco final da
gestacdo (BUTLE et al., 2003; YAKAR et al., 2018; GONG et al., 1997). Como verificado
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por BELL et al. (2000) existe uma correlagdo positiva entre as baixas quantidades de insulina

e decréscimo ou auséncia de sintese de proteina no final da gestacdo em vacas.

6 CONCLUSAO

A menor proporcdo de extrato etéreo e tecido adiposo em fungdo do aumento do
tamanho do feto (fases gestacionais) em novilhas gestantes no terceiro terco indica

mobilizacdo de tecidos de reserva para atender 0s requerimentos energéticos maternais.

Além disso, ha indicios de que o figado precisou recorrer a proliferacdo celular para
atender a alta taxa metabdlica exigida pela matriz por meio da maior concentragdo de DNA

nas células hepaticas.
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