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(Recepgéo: 29 de Julho de 2005; Aprovado: 5 de Maio de 2006)
ABSTRACT

The economic efficiency of a farm is conditioned by its animal’s reproductive
efficiency. After the isolation and characterization of the pregnant associated
glycoproteins (PAG), it was possible to develop an early diagnose method of
pregnancy relatively quick and precise. These proteins are produced in great quantity
by the mono- and binucleate cells of the placenta and are released in the blood
circulation were they can be detected between 3 to 5 weeks after fecundation. Even
though the bPAG role is widely known in the recognition and maintenance of gestation,
its effect on the reproductive efficiency of the post-partum period, where this protein
level remains high, is unknown. Therefore the aim of this work is to relate the
reproductive efficiency of Holstein-Friesian cows with the levels of bPAG in the post-
partum period. In this study, blood samples were collected from a group of 104
animals. All the oestruses were identified by observation and the confirmation of
gestation was made by the non-return to oestrus after artificial insemination. The
bPAG levels were evaluated by the RIA method. It was possible to conclude that
there was a relation between the bPAG levels in the blood of Holstein-Friesian cows
and their reproductive efficiency in the post-partum period. High levels of bPAG
condition the artificial insemination success putting at risk the economic efficiency of
the farm.

Key Words: Bovine, pregnancy associated glycoproteins (PAG), postpartum

EFEITO DOS NiVEIS DE PAG NA EFICIENCIA REPRODUTIVA
POS-PARTO EM BOVINOS DE LEITE

RESUMO

Um dos factores que influencia em grande parte a rentabilidade das exploragdes
¢ a eficiéncia reprodutiva dos animais. Os longos intervalos partos cios-fecundantes,
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a baixa taxa de concepcéo e o longo intervalo entre partos sdo os principais
indicadores de uma baixa eficiéncia reprodutiva nas exploragdes. Apos o isolamento
e caracterizagao das proteinas associadas a gestacao (PAG), foi possivel
desenvolver um método de diagndstico de gestacao relativamente rapido e preciso.
Estas proteinas sdo produzidas em grande quantidade pelas células mono- e
binucleadas da placenta, sendo posteriormente libertadas na corrente sanguinea
podendo ser ai detectadas entre as 3 e as 5 semanas pos fecundacao. Apesar de
ser conhecido o papel da PAG no reconhecimento e manutencdo da gestagéo, o
seu efeito sobre a eficiéncia reprodutiva dos animais, no periodo pés-parto em que
os niveis destas proteinas se mantém elevados, ndo é de todo consensual. Assim,
pretende-se com este trabalho relacionar a eficiéncia reprodutiva de vacas da raca
Holstein-Friesian com os diferentes niveis de bPAG no periodo pés-parto. Neste
estudo foram colhidas amostras de sangue de 104 animais. Todos os cios foram
identificados por observacéao, sendo a confirmacao de gestacao realizada pelo nao
retorno em cio apos a inseminagéo artificial. Os niveis de bPAG foram avaliados
pelo método de radioimunoensaio. Foi possivel concluir que existe uma relagao
entre os niveis de bPAG presentes no sangue de vacas da raga Holstein-Friesian e
a sua eficiéncia reprodutiva no periodo poés-parto. Niveis elevados de bPAG
condicionam o sucesso da inseminacgao artificial, podendo assim por em risco a
rentabilidade das exploragoes.

Palavras-chave: Bovinos, glicoproteinas associadas a gestacao (PAG), pos-parto

INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva em bovinos de leite € um dos factores que influencia
a rentabilidade das exploragdes, afectando tanto a producéao de leite e as taxas
de refugo dos animais, como a venda dos vitelos (Plaizier et al., 1998). A eficiéncia
reprodutiva €, em grande parte, funcao do tratamento e vigilancia que é
disponibilizada por todos aqueles que intervenham no maneio da exploragao em
geral. Actualmente, verifica-se uma tendéncia para o aumento dos efectivos e um
incremento na mecanizagao agricola na produgao animal em geral, resultando
numa redugao do tempo disponivel do tratador por animal, sendo este também
um dos factores responsaveis pela diminuicdo da eficiéncia reprodutiva.

Através do diagndstico precoce de gestacgao, € possivel optimizar o intervalo
entre partos, para além de detectar possiveis problemas de fertilidade que possam
existir, podendo assim implementar-se uma boa estratégia de refugo dos animais
ineficazes em termos reprodutivos.

O isolamento e a caracterizagao das proteinas associadas a gestacao (PAG)
ao longo dos ultimos 20 anos, permitiu o desenvolvimento dum método de




Barbosa et al.

diagndstico precoce relativamente rapido e com elevada precisdo, uma vez que
estas proteinas sao produzidas em grande quantidade pelas células mono- e
binucleadas da placenta e depois libertadas na corrente sanguinea, podendo ser
detectadas na circulagao periférica entre as 3-5 semanas pos fecundacgao. Estudos
realizados por Mialon et al. (1993), demonstram que a sua concentragéo plasmatica
aumenta a partir do 27° dia apos inseminacao artificial (I.A.) até ao final da
gestacgao, sendo o aumento mais acentuado nas ultimas 2-3 semanas de gestagao.
Estas glicoproteinas mantém-se elevadas por um longo periodo, desaparecendo
apenas cerca de 100 dias apds o parto, cuja razdo podera ser explicada,
essencialmente, devido a sua longa vida média (7.4 a 9 dias). Por outro lado, as
elevadas concentragdes plasmaticas existentes na altura do parto e o facto de
algumas células binucleadas migrarem para o corpo da fémea, permanecendo
activas durante algumas semanas (Kiracofe et al., 1993; Mialon et al., 1993; Ali et
al., 1997), podera também explicar as elevadas concentragdes plasmaticas destas
glicoproteinas no periodo pés-parto.

Durante a gestagao os niveis de bPAG séo o factor principal para o
reconhecimento e manutencao da gestagao, nao sendo ainda conhecido a sua
influéncia na eficiéncia reprodutiva em geral, e em particular na regulagédo do
anestro pos-parto.

Deste modo, este trabalho tem por objectivo relacionar a eficiéncia reprodutiva
de vacas da raga Holstein-Friesian apds o parto, que no momento da |.A. possuiam
diferentes niveis de bPAG.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foi utilizado um total de 104 vacas da raga Holstein-Frisian, provenientes
de diversas exploragdes da Ilha de S. Miguel. Todos os cios foram identificados
por observacgao. A confirmagao da gestagao foi efectuada pelo ndo retorno em cio
entre os 18 e os 28 dias apds a |.A.

Recolha das amostras de sangue

A recolha do sangue foi efectuada em tubos plasticos de 10 ml heparinizados.
Imediatamente apds a |.A., procedeu-se a recolha de sangue na veia caudal,
sendo o plasma obtido por centrifugacao a 1000 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente e armazenado a -20 °C até a sua analise.
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Determinagao dos niveis de bPAG

O ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por ZOLI et al. (1992),
com algumas modificagdes. Os tubos de ensaio foram preparados em duplicado e
assinalados com TC (Total Count), NSB (Non Specific Binding), BO (Blank-zero
standard), STD de 1 a 8 (amostras padrao), para realizagdo da curva padrao. A
curva padrao foi obtida através da diluigdo de uma amostra de bPAG com uma
concentracao de 100 ng/ml. Esta diluigdo efectuou-se com o auxilio de Tris-BSA
buffer, pH de 7,5, para obter concentragbes de 25 a 0,2 ng/ml. Adicionou-se 100 pl
de bPAG soro-livre aos tubos NSB, B0 e STD, para minimizar a interferéncia nao-
especifica devido as proteinas do soro. Adicionou-se 100ul aos tubos B0, a cada
um dos tubos STD e aos tubos das amostras do anticorpo (anti-bPAG#497). Por
fim, todos os tubos foram agitados no vértex e incubados durante a noite a
temperatura ambiente. Na manha seguinte adicionou-se 100 pl de “tracer” ('®l) a
todos os tubos, seguindo-se um periodo de incubagéo de 4 h a temperatura ambiente.
Nesta fase o volume total € de 0,5 ml em cada tubo. A separagao da fracgao “tracer”
livre da fracgéo ligada (anti-bPAG ligada ao “tracer”) foi efectuada através da adigéo
de 1 ml de um segundo anticorpo polietilenoglicol (PEG) a cada um dos tubos,
excepto aos tubos TC. Apds um periodo de incubagao de 30 min com o 2° anticorpo-
PEG, adicionou-se 2 ml de Tris-BSA buffer, exceptuando os tubos TC, procedendo-
se logo de seguida a sua centrifugagédo (1000 g durante 20 min). Efectuou-se a
decantagdo do sobrenadante. Aradiagao (%) existente no precipitado foi quantificada
usando um contador de radiagdo gamma (Gamma-C12, DPC).

A curva com pré-incubagao apenas fornece valores de bPAG até 25 ng/ml,
sendo alguns valores relativamente elevados, o que conduziu a uma nova analise
com os valores mais altos (superiores a 2 ng/ml), pois poderiam estar a ser
subestimados. Desta vez, utilizou-se uma curva padrao sem pré-incubagao que
permite detectar valores de bPAG de 0,8 até 100 ng/ml.

A preparacéo foi idéntica com a diferenga dos 100 pl de “tracer” ('?°l) serem
adicionados antes da incubacgao durante a noite a temperatura ambiente. Na manha
seguinte, foi adicionado o 2° anticorpo-PEG, sendo o restante processo igual ao
anterior.

Analise estatistica
O tratamento estatistico dos resultados foi efectuado de acordo com
Snedecor e Cochran, (1967), tendo sido estudadas as distribuicdes dos niveis de
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bPAG e da percentagem de vacas nao gestantes. Foi determinada a curva de
probabilidades das duas variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foram relacionados os niveis de bPAG e a eficiéncia
reprodutiva no periodo pés-parto. Tal como pode ser observado na Figura 1 os
elevados niveis plasmaticos desta glicoproteina influenciaram significativamente
a probabilidade da vaca néao ficar gestante, condicionando o sucesso da |.A.
Quando os niveis de bPAG se situaram até aos 0,29 ng/ml, a probabilidade da
vaca néo ficar gestante foi apenas de 22%, aumentando para 99% quando os
niveis de bPAG aumentaram até 30,55 ng/ml.

Ch

. 7

b2 b2
L} i

Nivel de PAG (ng/mil)
= m

\

\

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Probabilidade cumulativa da vaca nao ficar gestante

Figura 1. Probabilidade de uma vaca néo ficar gestante em fungédo dos diferentes niveis de
bPAG (ng/ml).

Foram construidas as curvas de probabilidades para as distribuigdes niveis
de bPAG e vacas nao gestantes (VNG), com uma escala uniformizada com o
objectivo de comparar a existéncia de uma correlacao entre as duas (Figura. 2).
Observa-se que as distribuigcdes dos niveis de bPAG e das vacas nao gestantes
nao se regem por uma distribuicdo normal: as amostras néo estéo distribuidas
aleatoriamente em todos os intervalos, existindo uma dependéncia/correlagao
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Figura 2. Curva de probabilidades das distribui¢des dos niveis de bPAG das vacas nao
gestantes (VNG).

entre as duas variaveis. O perfil das duas curvas é idéntico, tendo a mesma
evolugao: os valores mais elevados de bPAG coincidem com os mais elevados
das vacas que nao ficaram gestantes apés a IA.

Echternkamp e Gregory (1999) ao estudar o efeito dos partos gemelares na
performance reprodutiva do periodo pds-parto em vacas seleccionadas para
produzir gémeos, verificaram que quando uma vaca tem gémeos, ha uma redugao
de 5,9% na concepgao no periodo pés-parto. A causa desta reduzida eficiéncia
reprodutiva era associada a uma maior incidéncia de distocias e retengbes de
placenta devido aos partos gemelares. Uma vez que estas fémeas apresentam
concentragdes de bPAG cerca do dobro da encontrada em fémeas com partos
simples durante a gestacao (Dobson et al., 1993; Patel et al., 1995, 1997, 1998),
este factor podera ser uma das principais razées da diminui¢cao das performances
reprodutivas apos o parto. Além disso, em situagdes patoldgicas onde se observa
aretencao de placenta, foi demonstrado um aumento esperado das concentragdes
de bPAG durante o periodo pds-parto, podendo originar a reforma precoce da
fémea por problemas reprodutivos (Tefera et al., 2001). Com base nos resultados
obtidos no presente trabalho, é provavel que os elevados niveis de PAG sejam
também uma causa da baixa eficiéncia reprodutiva.
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CONCLUSOES

Conclui-se que existe efectivamente uma associagao entre os niveis plasmaticos
de bPAG, de vacas da raca Holstein-Friesian no periodo pds-parto e a sua
eficiéncia reprodutiva no mesmo periodo. Os elevados niveis de bPAG neste
periodo fazem diminuir a eficiéncia reprodutiva dos animais em estudo.
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ABSTRACT

The potencial for regulation of different steps from miogenesis by means of antibodies,
folistatin, inactive forms of miostatin, and by other means, has been considered. The
disadvantages and positive aspects that this regulation may bring have been reviewed,
too. The role of satellite cells and other types of muscular cells in these processes
has also been focussed.

Key words: cell cycle, myogenic regulatory factors (MRFs), myogenesis, myostatin
(MSTN), satellite cells

CRESCIMENTO MUSCULAR, RECUPERAGAO
MUSCULAR, CREATOPOIESE

RESUMO

Aborda-se a possivel manipulagéo das diversas etapas da biologia molecular
reguladora da miogénese com o recurso a anticorpos, folistatina, formas inactivas da
miostatina e outros meios. Revém-se ainda algumas vantagens e desvantagens que
estas manipulagbes podem promover. O possivel desempenho das células satélite e
de outras células dos tecidos musculares é considerado nesta perspectiva.
Palavras-chave: células satélite, ciclo celular, factores miogénicos reguladores
(MRF’s), miogénese, miostatina (MSTN)

CARACTERISTICAS CONDICIONADORAS DA REGULAGAO
DA MIOGENESE

Alteragdes no funcionamento da miostatina (MSTN) podem ser
desencadeadas pela mutagdo dos genes que lhe correspondem, ou por

31
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condicionamento farmacolégico ou imunolégico da MSTN ou das vias de
transducgao de sinal desencadeadas pela miostatina.

O funcionamento da MSTN parece ser o mesmo entre as diversas espécies
animais.

A identificacdo de polimorfismos na MSTN que possam interromper o
funcionamento desta, pode ser um poderoso meio para detectar animais seus
portadores com as estratégias consequentes.

Também o conhecimento mais detalhado dos perfis de expressdo da MSTN
e cascatas de transducido de sinal por ela desencadeadas, pode permitir a
identificacdo de agentes bloqueadores ou inibidores farmacolégicos ou
imunoldgicos que regulem de forma vantajosa essa expressao.

Os factores de crescimento desencadeiam a transducado de sinais que
levam a respostas mitogénicas, através da fosfatagdo de proteinas, sendo a
maioria dos receptores para estes factores de crescimento tirosina cinases
transmembranares, ou entdo associados com tirosina cinases citoplasmaticas
(Spiller et al., 2002).

Outro tipo de receptores transmembranares funcionam como serina-
treonina cinases, englobando-se nestes os receptores do tipo Il para as activinas,
e ainda os receptores beta TGF do tipo Il e | (Kretser et al., 1999).

Estes factores beta de transformacao do crescimento (TGF-a) englobam
como temos vindo a referir a miostatina.

Os receptores do tipo Il para as activinas parecem accionar duas vias para
transducao de sinais, induzindo a inibigdo do crescimento e a hipofosfatacao da
proteina retinoblastoma (Rb) (Kretser et al., 1999).

A inactivacao selectiva destes receptores do tipo Il altera a resposta dos
factores TGF-a, de uma forma analoga a inactivagdo da proteina Rb (Kretser
et al., 1999).

A familia de proteinas activinas sédo também membros da superfamilia
TGF-a. As activinas influenciam diversos processos bioldgicos, sendo algumas
das suas acgdoes antagonizadas por inibinas.

Também as activinas sédo reguladas através da folistatina (FS), uma proteina
que se liga as activinas A e B neutralizando a sua actividade bioloégica (Kretser et
al., 1999).

Como se compreende, os factores que regulam o equilibrio entre as
quantidades de inibinas e activinas sao muito importantes na modulagao da
actividade das activinas A (Welt et al., 2002).
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A FS é pois um regulador local da activina e possivelmente de outros
membros da familia TGF-a.

A folistatina bovina (SWISS-Prot P50291) é segregada, funcionando como
um antagonista da activina com a qual se liga directamente, contendo na sua
estrutura trés dominios “folistatina-like” e trés outros dominios “kazal-like”, sendo
uma glicoproteina.

O receptor do tipo Il da activina nos bovinos (SWISS-Prot: Q28043) € um
receptor para a activina Ae B e para a inibina A, estando pois envolvido na sinalizagao
transmembranaria, fosfatando proteinas substrato.

Portanto, a actividade da activina pode ser regulada pela FS e pela inibina
que sao produzidas em diversos tecidos, ocorrendo esta acgao reguladora,
extracelularmente.

Os sinais, no entanto, desencadeados pela activina desenrolam-se através
de diversas proteinas intracelulares que modulam as respostas das células.

Quantidades acrescidas de folistatina desencadeiam pois uma hipertrofia
muscular marcada, na medida em que vao impedir que reguladores negativos da
miogénese, como é o caso da MSTN e outros factores TGF-a, possam interactuar
com os seus receptores (Kretser et al., 1999).

A actividade da MSTN é detectavel no soro sanguineo, parecendo que essa
MSTN circula na forma de um complexo latente (Hill et al., 2002).

AMSTN em circulagao esta ligada sobretudo a duas proteinas, o pro-péptido
da miostatina e a um produto “folistatina-like” (FLRG), que parecem ser 0s principais
reguladores negativos da MSTN (Hill et al., 2002).

“In vitro” esta verificado que o pro-péptido da MSTN interactua e inibe a
miostatina. Parece que “in vivo” mais de 70% da miostatina do soro sanguineo esta
ligado ao pro-péptido (Hill et al., 2002).

Na miostatina bovina (SWISS-Prot:018836) o pro-péptido corresponde na
cadeia polipeptidica completa da MSTN com 375 acidos aminados, aos residuos
19 a 266 (248 acidos aminados)

A miostatina é sintetizada como uma pro-proteina que é activada por duas
cisbes proteoliticas. Aremogéao do péptido sinal (os primeiros 18 4cidos aminados)
€ seguida pela quebra posterior que origina um pro-péptido amino terminal 26 kDa
e um péptido carboxi-terminal 12,5 kDa, que € um dimero biologicamente activo,
como ja referimos.

O bloqueio da MSTN enddgena por injec¢des intraperitoneais de anticorpos
contra a miostatina durante trés meses, originou um aumento de peso e outras
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caracteristicas decorrentes em ratos de experiéncias, correlativamente com uma
diminuicdo de degenerescéncias musculares em animais distroficos e das
concentragdes no soro sanguineo de creatina cinases (Bogdanovich et al.,
2002;Whittmore et al., 2003).

Parece pois que estratégias farmacoldgicas passando por esta via poderao
alcancar objectivos interessantes, constituindo até uma via para ultrapassar os
problemas levantados pela gene terapia em situagdes patoldgicas deste foro.

Estas experiéncias vieram também confirmar que a MSTN actua bem apés
0 nascimento dos animais, 0 que sugere que a utilizagao de inibidores da MSTN
pode ter elevado interesse, ndao s6 em producao animal mas também na
recuperacao de situacdes definidas.

A inactivacdo do gene da miostatina através de mutagdes ou do
desenvolvimento de animais transgénicos pode provocar a hiperplasia muscular.

Tem todo o interesse a identificagao de animais reprodutores que possuam
mutacdes no seu genoma responsaveis por hiperplasia muscular, o que pode ser
avaliado através da identificacado de SNP, deleccao, etc.

Duas patentes foram recentemente anunciadas nestes sectores. A USPatent
n° 6,103,466 intitulada “Double-muscling in mammals” de 15 de Agosto de 2000 e
aAustralian Patent n® 199884571 intitulada “Mutations in the myostatin gene cause
double-muscling in mammals” de 18 de Janeiro de 2003.

Conhece-se bem que uma delec¢do no gene da miostatina origina garupa
dupla nos bovinos, tal como mutagdes de outro tipo (Kambadur et al., 1997; Grobet
et al., 2003).

Também em ratos knockout para a miostatina, esta assinalado o aumento
da miogénese e a diminuicao da adipogénese (McPherron e Lee, 2002; Grobet
et al., 2003).

Recentemente, um grupo de investigadores belgas da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Liege verificou em ratos que a inactivagao apds o nascimento do
gene da miostatina em musculos estriados € suficiente para originar uma hipertrofia
muscular generalizada da magnitude daquela verificada em ratos “knockout” para
0 gene constitutivo da miostatina (Grobet et al., 2003).

Nos bovinos Piedmontese a substituicdo de uma cisteina por tirosina nas
moléculas de MSTN origina uma perda de actividade biolégica desta com a
consequente garupa dupla. Esta mutagdo parece afectar o processamento ou a
estabilidade da MSTN madura sem alterar a sua segregagao (Berry et al., 2002).

O processamento da molécula do MSTN por protedlise parece ser reduzido
quando as células sao tratadas com inibidores de metaloproteases, o que leva a
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admitir que as metaloproteases e seus inibidores estejam envolvidos na regulagéo
do crescimento dos musculos do esqueleto e diferenciagao celular (Huet et al.,
2001).

Nos bovinos Belgian Blue de “garupa dupla” a sequéncia do gene da
miostatina contém uma delec¢cdo de onze nucleotideos no terceiro exao
(McPherron e Lee, 1997).

No gene da miostatina de porcinos estao identificados polimorfismos, sendo
estes mais frequentes nas ragas chinesas (estao identificados trés SNPs)
(Li et al., 2002).

Também em espécies animais ndo mamiferas esta assinalada a presenca
de miostatina.

Estéo assinalados em salmao do atlantico (Salmo salar) dois genes da MSTN
em diversos tecidos, e o papel das duas isoformas | e Il identificadas ndo parece
restringir-se aregulagao do crescimento dos musculos ( Jstbye et al., 2001).

Também em peixes teledsteos (trutas) estdo assinaladas duas formas de
MSTN em diversos tecidos, tal como noutras espécies de peixes ( Jstbye et al.,
2001).

Em aves (frangos e codornizes) existem linhas com notaveis hiperplasias
das miofibras, ndo parecendo a expressao da miostatina encontrar-se alterada em
aves que exibam quer hiperplasia quer hipoplasia das miofibras (Mott e lvarie, 2002).

Em ovinos foi assinalada uma mutacédo originando hipertrofia e nao
hiperplasia muscular, associada com carne mais magra e melhores indices de
conversao, parecendo que esta caracteristica da regiao “Callinpyge” ocorre no
cromossoma 18 perto da terminag¢ao nao centromeérica (Cockett et al., 1991).

Recentemente também foi assinalado o primeiro polimorfismo no gene myf
4 de miogenina de suinos (Ernst et al., 1993).

Também polimorfismos RFLP (comprimento de fragmentos de restricao)
estdo assinalados no gene myo D de rato e no gene myf 5 de bovinos (Ernst et al.,
1993).

Existem metodologias que tornam possivel averiguar da variagao genética
dentro dos genes MRF e da variagao da regulagao da sua expresséao e relacionar
isto com as caracteristicas da produgéo animal (patente US 6,143,880 de 2000).

No que se refere a creatopoiese com interferéncia de praticas transgénicas,
nao queremos deixar de referir o que tem sido realizado no ambito dos suinos,
depois de se ter verificado que a administragcdo por via injectavel de GH
recombinante promovia interessantes acréscimos de produgdao de carne com
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menos gordura e melhores indices de conversao. No entanto, a produgéo de
suinos transgénicos com a hormona bovina GH sob controlo do promotor
metalotionina | exibia alguns inconvenientes, tais como claudicagdes,
susceptibilidades ao stress, ulceras gastricas, etc. (Forsberg et al., 2003.).

A introdugéo nos transgenes de GH modificada de porcino, regulada por
suplementacdo com zinco, ultrapassou aqueles inconvenientes, assim como a
expressao nos musculos do esqueleto de IGF 1 utilizando um promotor de a-actina
aviaria alcangou os mesmos resultados (Forsberg et al., 2003).

Ainda no que se refere a creatopoiese de suinos, foi assinalado recentemente
(2002) que no Japéo tinham sido produzidos suinos trangénicos que continham o
gene FAD 2 de plantas, gene este que codifica a enzima dessaturase do oleato,
implicada na formagéao dos acidos gordos insaturados linoleato e a-linoleato, o que
origina que a gordura dos suinos contenha menos 20% de gordura saturada (http:/

/www.newscientific.com).

POSSIVEIS CONSEQUENCIAS DA MUSCULATURA DUPLA

Animais exibindo hipertrofia muscular, ou seja, com musculatura dupla (garupa
dupla ou double musculed) revelam pecas de talho com menos gordura e com tenrura
aumentada (Westhusin, 1997).

No entanto, estdo assinalados nesses animais maior numero de partos
distocicos, assim como outras caracteristicas fisioldgicas indesejaveis (Arnold et
al., 2001)

Nos bovinos com hipertrofia muscular, de uma maneira geral, ha quase
completa auséncia de gordura subcuténea, tal como no seu fendtipo estao
assinalados menor propor¢ao de ossos na conformacao da carcaga bem como
mais elevadas proporcdes das massas musculares e menores quantidades de
gordura (Dumont, 1982; Hanset, 1986; Hanset, 1991).

Os pesos individuais de cada musculo também variam neste tipo de animais,
embora 0 seu numero permanega 0 mesmo como € natural.

No entanto, nestes animais as fibras musculares sdo em maior numero do
que nos animais de conformacgéo normal, sendo os seus crescimentos hiperplasticos
os responsaveis pela “musculatura dupla”.

Ja no estado fetal estes bovinos apresentam uma hiperplasia acentuada
crescendo o numero de células trés vezes mais depressa do que nos animais
normais, nao sendo este crescimento hiperplastico normalmente acompanhado
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de hipertrofia celular no estado fetal (Swatland e Kieffer, 1974;Gerrard e Judge,
1993).

No entanto, no estado post-fetal a hipertrofia € observada nos musculos do
esqueleto de todo o corpo do animal (McPherron et al., 1997; Lee e McPherron,
1999), concomitantemente com a presenga de menos tecido conjuntivo o que em
parte contribui para a maior tenrura dessa carne ( Dumont e Schmitt, 1973; Bailey
et al.,1982; Hanset, 1986).

Existem também variacées no que se refere as proporcdes entre os varios
tipos de células musculares.

A menor quantidade de gordura destes animais de “garupa dupla” perturba
o chamado marmoreado destas carnes, o que diminui a respectiva classificacéo
tendo também adipocitos de menores dimensdes na gordura subcutédnea e na
gordura interna, embora ndo suceda assim na gordura intramuscular.

Esta gordura de depésito intramuscular tem um conteudo lipidico menor e
um mais elevado teor em poliinsaturados (11% destes acidos gordos, enquanto
em animais normais, estes metabolitos oscilam entre 2,7 € 6,1%) (Webb et al.,
1998) e maiores concentragdes de lipidos polares e de acido linoleico (Webb et
al., 1998; Desmet et al., 2000).

O perfil de acidos gordos desta gordura intramuscular de bovinos Belgian
Blue de garupa dupla assemelha-se com o perfil de acidos gordos nos suinos
(Webb et al., 1998).

O conjunto de caracteristicas antes referidas correspondem a produgéo de
carne mais magra por estes animais.

As caracteristicas patoldgicas associadas com animais de garupa dupla
podem ser distribuidas nos seguintes grupos:

- Dificuldades reprodutivas.
- Anormalidades conformacionais.
- “Desvantagens” respiratorias e cardiovasculares.

- Atrasos no desenvolvimento reprodutivo, associados com uma maior
incidéncia de distécias, estdo bem assinaladas ( Vissac et al., 1973; Vissac
et al., 1974; Hanset, 1986; Hanset, 1991) com periodos de gestagcao mais
longos, embora com pesos a nascenga mais elevados nas respectivas
crias.

- As anomalias associadas com o coragédo e os pulmdes estdo tambéem
identificadas nestes animais. Ha um aumento de incidéncia e de severidade
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das doengas da laringe, pulmdes e coragao, o que tende a ser justificado
com anomalias surgidas na estrutura e fungdo destes 6rgaos (Halnan,
1970; Oliver, 1968), havendo também a hipétese de uma rotura do equilibrio
hormonal endécrino nestes animais (Pomeroy e Williams, 1962; Arthur et
al., 1990), embora os niveis sanguineos de GH e insulina, em comparagao
com animais normais, sejam mais baixos.

CELULAS SATELITE (C.S.) NO TECIDO MUSCULAR

Como ja referimos, nos animais adultos, os musculos do esqueleto séo
constituidos por fibras musculares (miofibras) diferenciadas terminalmente,
coabitando, no entanto, com uma pequena populagcdo de células residentes,
chamadas células satélite (C.S.) (Hawke e Garry, 2001).

Nos mamiferos adultos, estes musculos do esqueleto adaptam-se notavelmente
a diversas condigdes fisiologicas, tais como o crescimento, 0 exercicio e as
respostas a agressoes de diversos tipos.

Estas adaptacdes recaiem sobretudo nas células satélite.

Estas células satélite estdo intimamente associadas com a periferia das
fibras musculares multinucleadas, sendo no entanto fisicamente distintas e
localizando-se entre o sarcolema e a lamina basal (Muir, 1965), encontrando-se
num estadio quiescente.

Os aspectos anatomicos caracteristicos das células satélite quiescentes,
tais como uma elevada relagdo nucleo/citoplasma, maior quantidade de
heterocromatina, etc., desaparecem apos activacao ou proliferagdo da célula satélite
em resposta ao crescimento, remodelagéo ou agressao muscular, significando que
o DNA dos nucleos da célula satélite passa a integrar as novas fibras musculares
em que se integram, aumentando consequentemente o potencial de biossintese
proteica dessas fibras musculares.

As fibras musculares adultas encontram-se terminalmente diferenciadas,
como referimos anteriormente, sendo o crescimento muscular ou a sua
recuperacao realizada pelas células satélite que quando n&o respondem a qualquer
estimulo se encontram num estado quiescente e nao em proliferacao.

Contudo, em resposta a estimulos as células satélite sao activadas,
multiplicando-se e exprimindo marcadores miogénicos, passando a designar-se
mioblastos, acabando essas células por se fundir umas com as outras para formar
novas fibras musculares (hiperplasia), ou entdo fundindo-se com fibras musculares
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pré-existentes permitindo assim acréscimos (hipertrofia) ou a regeneragéo de
possiveis alteracdes a nivel muscular.

Os estimulos hipertréficos (por ex: culturismo muscular, exercicios, etc.)
induzem a hipertrofia muscular desencadeando um processo de activacado das
células satélite, proliferagdo, quimiotaxia e fusdo com miofibras ja existentes,
contribuindo assim para o crescimento dos musculos.

A quimiotaxia, ou seja a capacidade migratdria das células satélite, depende
da integridade da Iamina basal. Apds a rotura ou solugao de continuidade desta,
em resposta aos estimulos hipertréficos, as C.S. podem migrar para miofibras
adjacentes (Hawke e Garry, 2001).

Os estimulos hipertréficos do tipo exercicios fisicos induzem um miotrauma
que desencadeia uma resposta imunoldgica, com chamada de macréfagos do
sangue para a regido interessada. Estes macrofagos segregam uma série de
citocinas que regulam o “pool” de C.S. promovendo a proliferacao e diferenciagcéo
destas.

Sem resposta dos macréfagos, a “remodelagdo” muscular também nao se
processa (Hawke e Garry, 2001).

Os estimulos atréficos resultantes por exemplo da ma nutrigdo, desenervacao,
paralisia, etc., originam atrofia muscular com diminuigdo do numero de micronucleos,
sendo a resposta das células satélite a estas situacdes pleotréfica e dependente
do estimulo atrofico.

Referem-se, seguidamente (Fig. 1), os possiveis papéis das células satélite
na evolugcao das células musculares adultas, as etapas do ciclo celular das células

Célula satélite (C.S.) quiescente

Estimulos varios

C.S."activada

¢ Célula muscular adulta “injuriada”

C.S. em replicagéo Célula muscular adulta recuperada

/\v Célula muscular adulta

Nova célula muscular Célula muscular adulta hipertrofiada
(Hiperplasia)

Figura 1. Papel das células satélite na evolugao das células musculares adultas.
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satélite quiescentes e ainda um esquema da resposta das células satélite a
diversos estimulos (Fig. 2).

Etapas do ciclo celular das células satélite quiescentes
Célula satélite quiescente (Go)

Célula satélite activada (G1)

!
Célula satélite activada (S)
! (G2)

Célula satélite em proliferagéo (M)

!

Célula satélite diferenciada

4o Fibra muscular adulta

SO

Nucleo Célula satélite quiescente
Estimulos variados

\ \ y Activagéo e replicagéo das células satélite
— /

\ &% Quimiotaxia
‘2
Fusdo dg célula G’L@
satélite \ activada Fibra muscular
\ injuriada

==

Fibra muscular recuperada

=2 e C >

Fibra muscular hipertréfica
A

Fibra muscular nova obtida por fusao
de células satélite activadas (hiperplasia)

Figura 2. Esquema da resposta das células satélite a diversos estimulos.
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Nestas diversas etapas do ciclo celular das células satélite intervém os
diversos reguladores positivos e negativos oportunamente referidos.

Como vimos anteriormente na miogénese dos musculos do esqueleto, a
expressdo da Myo D e myf 5 esta implicada na determinagéo para as células
precursoras originarem a linha miogénica, enquanto a miogenina e a MRF 4 estao
associadas com a diferenciacao terminal ( Smith et al., 1993 ; Rawls et al.,2000).

Os papéis dos membros da familia Myo D s&o bem conhecidos durante a
embriogénese. Nas miofibras dos animais adultos ha provas da existéncia da
Myo D e miogenina em miofibras adultas de contrac¢ao rapida e de contrac¢ao
lenta admitindo-se que essas proteinas (Myo D e miogenina) tenham um papel
como factores miogénicos reguladores da expressdo de genes de proteinas
contracteis especificas das fibras musculares ( Hughes et al., 1993; Hughes et
al., 1997; Seward et al., 2001).

As populagdes de células satélite apds o nascimento dos animais podem
representar cerca de 30% da totalidade de células do tecido muscular do esqueleto.

As células precursoras dos mioblastos (por exemplo mioblastos embriénicos,
mioblastos fetais e células satélites) derivam dos somitos.

No entanto, admite-se que também células multipotenciais de proveniéncia
nao somitos podem ser precursoras de células satélites (De Angelis et al., 1999;
Ordahl, 1999).

As células satélite tém uma elevada relagao nucleo/citoplasma e uma
quantidade aumentada de heterocromatina, comparativamente aos mionucleos
(Schultz e Mc Cormick, 1994) das fibras musculares, sendo portanto relativamente
quiescentes e menos activas quanto a transcrigao.

Estas caracteristicas modificam-se quando as células satélite entram em
proliferacao.

No entanto, sdo bem conhecidos diversos marcadores das células satélite,
consoante elas se encontram no estado quiescente, activado ou proliferativo.

As células satélite quiescentes nao exprimem factores reguladores
miogénicos como o Myo D ou MEF 2 (Yablonka-Reuveni e Rivera, 1994; Megeney
et al., 1996; Cornelison e Wold, 1997).

A expressao da Myo D ocorre cedo, durante a activagao das células satélite.

Durante o crescimento muscular e a regeneragdao muscular, as células satélite
exprimem uma série de marcadores um tanto variavel, consoante passam do
estado quiescente para o estado activado e proliferativo, como referimos no quadro
seguinte.
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As células satélite quiescentes manifestam uma panodplia reduzida de
marcadores, enquanto as activadas ja revelam um maior grau de marcadores
evidenciados, assumindo estes nas proliferantes um “arsenal” muito mais lato.

Perfis da expressao pelas células satélite residentes em musculos
esqueléticos adultos, de marcadores de variados tipos (Hawke e Garry, 2001;
Beauchamp et al., 2000).

Estadios das células satélite Marcadores ou activadores

residentes nos musculos observados
esqueléticos adultos

MNF (factor nuclear)

Quiescente Pax 7 (factor de transcrigao)
Activado C-Met (receptor tirosina cinase)
Proliferante M-caderina (moléculas de adesao)

N-CAM (moléculas de adesao)
V-CAM-1 (moléculas de adesao)

Activado } _» J Desmina
e Proliferante myf 5 factor miogénio
Myo D factor miogénio

BrdU ( incorporacao de bromouridina)
/ DcNA (antigénio proliferante de todas as células)
Proliferante [H®] timidina (incorporagao timina)

O numero de células satélite varia consoante as espécies animais, idades e
tipos de fibras musculares, conforme se esquematiza no Quadro |I.

Quadro | - ConTEUDO EM CELULAS SATELITE (C.S.) DE MUscuLos DO ESQUELETO_(HAWKE E GARRY, 2001).

Animais Mdusculo Idade % de C.S.
Rato Soleus 1 més 9,6
Soleus 1 ano 6,6
Soleus 2 anos 4,7
Longo 1 més 7,0
Extensor 1 ano 29
Digitorum 2 anos 1,9
Codorniz Longo 6 semanas 15,6
Dorsal (esticado) 16,7
Suino Sartorius 64 semanas 1,1
Peroneus Longus 64 semanas 4,3
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Nos ratos recém-nascidos as células satélite representam cerca de 30%,
diminuindo para 4% nos adultos e 2% nos animais senis (29-30 meses) (Snow,
1977).

Os factores que podem modelar a actividade das células satélite quiescentes
esquematizam-se seguidamente (Hawke e Garry, 2001) (Fig. 3).

Resposta imunitaria Qutros factores Neurdénios motores

:'IF Tgstosterona
Macroéfagos FI’-IE)6G E Oxido nitrico Neurotransmissores
Neutrdfilos o Factores neurotréficos
Células T locnas
Plaqueta i}
aueles kg
HGF
TGFB  /
Células
Satélite
IGFlell
EGF FGF
PDGF HGF
IGFlell TGFB
FGF
HGF
Vasos em geral Factores autdcrinos

Figura 3. Factores que modelam a actividade das células satélite quiescentes.

Recorda-se que as células dos musculos do esqueleto sdo incapazes de se
dividir apos a fusédo dos mioblastos, e no adulto o numero de células polinucleadas
dos musculos do esqueleto é atingido muito cedo (nos humanos antes do
nascimento), sendo o subsequente enorme aumento do volume muscular
alcancado pelo alongamento e alargamento de cada célula.

O aumento de comprimento depende do recrutamento de mais mioblastos
provenientes de células satélite quiescentes activadas para fusdo com as células
multinucleadas existentes, aumentando também o nimero de nucleos.

O aumento transversal ou do perimetro transversal do musculo depende do
aumento do tamanho e do numero de miofibrilhas contracteis que cada célula

43



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XlII, N° 2 (2006)

muscular contém, mais do que da alteracdo do numero de células musculares ou
do numero dos seus nucleos.

Contudo, nos adultos persistem células satélite quiescentes e em reserva,
digamos assim, em contacto com as células musculares maduras, e essas células
satélite podem ser activadas para proliferagao e a sua descendéncia fundir-se e
formar novas células musculares.

A notavel capacidade dos musculos do esqueleto de animais adultos para
se adaptarem ao crescimento, ao exercicio-treino e as agressodes de varia natureza
a que estao sujeitos, € em grande parte atribuido as células satélite.

Nos factores de crescimento que regulam a populagéo de células satélite o
IGF | e IGF Il aumentam a proliferacao e diferenciacéo das C.S. “in vitro”.

O factor de crescimento do hepatocito (HGF) é um activador das células
satélite e inibidor da diferenciagcao dos mioblastos.

A familia FGF (factor de crescimento dos fibroblastos) com as suas nove
isoformas diferentes aumentam a proliferacdo das células satélite..

Afamilia TGF-a. (factor de crescimento transformante o) inibe a proliferagao
muscular e a sua diferenciagao (Allen e Boxhorn, 1989; Greene e Allen, 1991;
Zentella e Massague, 1992; Katagiri et al., 1997; Kocamis et al., 2001), ao silenciar
a activacao e transcricado dos membros da familia Myo D (Martin e Olson, 1992).

Apds um programa completo de desenvolvimento muscular, pode haver um
aumento da regeneragao das miofibras mercé da activagao e proliferagado das
células satélite residentes nos adultos, que podem por exemplo ir repovoar um
musculo atrofiado (Mozdziak et al., 2000; Wanek e Snow, 2000).

A medida que os animais envelhecem, independentemente das células satélite
continuarem a possuir capacidade para proliferar, esta capacidade vai-se reduzindo.

Um espessamento da lamina basal (Snow, 1997) uma fibrose aumentada
dentro dos musculos do esqueleto (Marshall et al., 1989) e uma densidade menor
dos vasos capilares (Coggan et al., 1992), contribuem para aqueles efeitos, assim
como para uma diminui¢c&o dos factores inflamatérios e macréfagos (Danon et al.,
1989).

Classicamente refere-se que a hipertrofia muscular descrita nos bovinos e
ovinos de musculatura acrescida, consiste num aumento anormal de tecido
muscular originado inteiramente por um alongamento e alargamento das células
musculares existentes, e ndo pela hiperplasia muscular na qual o aumento do
tecido muscular é devido a formacgao e crescimento de novas células musculares
normais.
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Contudo, ha referéncias que apontam para que a “garupa dupla” nos bovinos
€ caracterizada por uma hiperplasia muscular com um aumento do numero de
fibras musculares, mais do que pelo aumento do seu didmetro individual (http://
www.ncbi;.nlm.gov/htbin-post/omim/dispmim?601788).

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

E possivel que através da “manipulagdo” das etapas miogénicas sobretudo
com regulacao negativa, com o recurso a anticorpos, folistatinas, formas latentes
ou inactivas de miostatina, ou por outros meios, se consigam alcancar ineludiveis
vantagens produtivas e terapéuticas.O mesmo pode suceder com a utilizagao de
“‘manipulagéo” genética, quer identificando animais com polimorfismos, ou SNP,
ou mutacdes por deleccado ou substituicdo, quer ainda pela criacdo de animais
transgénicos, ou mesmo por terapia genética, tudo isto levando a obtengao de
animais de maior interesse reprodutivo.E necessario, contudo, contrabalancar as
conhecidas vantagens possivelmente obtidas com as desvantagens que estas
“‘manipulagbes” podem promover.Sera o conhecimento mais aprofundado dos
mecanismos basicos da regulagdo da miogénese e das suas implicagdes em saude
publica, que podera ajudar a delinear com maior seguranca a evolugao futura
desta matéria. O mesmo sucede com o melhor conhecimento do papel que as
células satélite quiescentes e outras células, ou ainda a hipotética desdiferenciacéo
dos miotubos terminalmente diferenciados, podem desempenhar em todo este
contexto.
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ABSTRACT

Aimed at studying various parameters of feeding behaviour, fifteen dairy cows in
mid lactation were grouped by live weight, milk production and stage of lactation and
randomly allocated to three treatments as follows: 20 h of grazing daily (P); tied
indoors during 2 h (9 to 11 a.m.) with access to grass silage ad libitum plus 18 h of
grazing daily (SE2); 8 h of grazing daily plus tied indoors with 12 h of access to grass
silage ad libitum at night (SEN). The experiment took place during winter (from mid
January to mid March) and followed a latin square design (5 animal groups x 3
treatments x 3 periods). Each period had the duration of 22 days (15 days of
adaptation + 7 days of data collection). Cows were stocked at 2.5 /ha and were
supplemented with 4 kg concentrate daily. Grazing time decreased (pd”’0.001) and
rumination time increased (pd”’0.001) with the increase in silage dry matter (DM)
intake. Grazing time decreased by 28 minutes, for each kg DM of ingested silage.
Treatments had no significant effect on biting rate/minute, intake per bite and rate of
intake in pasture. Number of grazing bouts decreased with the increase of silage
intake (pd”0.001) and the duration of grazing bouts was lower on treatment SEN
(pd”0.001). Number of rumination bouts increased with silage DM intake (pd”0.001)
and the duration of rumination bouts was not affected by treatments. Eating time of
silage at the through was higher in treatment SEN (pd”0.001) with cows showing a
higher frequency of short duration meals. The mean duration of individual meals
(pd”0.05) and rate of intake (pd”0.01) were higher in treatment SE2. It was concluded
that in the Azorean conditions of pasture feeding dairy cows, the buffer feeding with
grass silage seems to be more suitable than the storage feeding.

Key words: buffer feeding, dairy cows, feeding behaviour, grass silage, pasture
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SUPLEMENTAGCAO DE VACAS LEITEIRAS EM PASTOREIO
COM SILAGEM DE ERVA.
2. EFEITO SOBRE O COMPORTAMENTO ALIMENTAR

RESUMO

Quinze vacas leiteiras em fase média da lactagao foram distribuidas em 5 grupos
utilizadas num delineamento de 5 quadrados latinos 3 x 3 com o objectivo de estudar
o efeito do modo de suplementacao de vacas leiteiras em pastoreio com silagem de
erva sobre o comportamento alimentar. Os 3 tratamentos consistiram em: sé pastoreio
com 20 h de acesso a pastagem (P); 2 h de estabulag&o presa com acesso a silagem
de erva ad libitum e 18 h de acesso a pastagem (SE2); 8 h de acesso diurno a
pastagem e 12 h de estabulagcéo presa com acesso a silagem de erva ad libitum
durante a noite (SEN). Os 3 periodos experimentais decorreram durante o Inverno
(meados de Janeiro a meados de Marcgo) e tiveram a duragao de 22 dias cada (15 dias
de habituacgao e 7 dias de medi¢des). Os animais pastorearam a um encabegcamento
fixo de 2,5 vacas por ha e foram suplementados com 4 kg de concentrado por dia. O
tempo de pastoreio decresceu associado ao aumento na ingestéo de silagem (p<0,001).
O decréscimo médio no tempo de pastoreio por kg MS de silagem ingerida foi de 28
min. O numero de turnos de pastoreio decresceu com o aumento na ingestdo de
silagem (p<0,001), sendo a sua duragéo menor para o tratamento SEN (p<0,001). Os
tratamentos ndo exerceram efeito significativo sobre o ritmo de preensao, ingestéo
por preenséao e a taxa de ingestdo da pastagem. O tempo utilizado na ingestao de
silagem foi maior no tratamento SEN (pd”0,001), com um maior nimero de pequenas
refeicdes (p<0,001); pelo contrario, a duracdo média de cada refeicéo (p<0,05) e a
taxa de ingestéo (p<0,01) foram maiores no tratamento SE2. O tempo de ruminagéo
€ 0 numero de turnos de ruminagdo aumentaram (p<0,001) com a suplementacéo
com silagem, ndo sendo a sua duragéao afectada pelos tratamentos. Nas condi¢des
de maneio alimentar das vacas leiteiras vigentes na Regiao Agores, em que o valor
alimentar das pastagens € normalmente superior ao das silagens de erva, suplementar
as vacas em lactagao com silagens por curtos periodos durante o dia parece ser
mais aconselhavel do que a suplementac¢ao por um periodo mais longo durante a
noite, quer em termos de exequibilidade logistica, quer em termos de performance.
Palavras chave: comportamento alimentar, pastagem, silagem de erva, vacas
leiteiras

INTRODUGAO

O clima temperado humido da Regido dos Agores, associado a solos
vulcanicos bastante férteis, favorece a producédo de pastagens naturais e
melhoradas, que formam a base da alimentagdo do efectivo bovino. Embora o
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pastoreio seja possivel durante todo o ano, ha épocas de menor crescimento de
pastagem, em que o recurso a suplementos forrageiros se torna necessario a fim
de manter o encabegamento desejavel e de impedir fortes penalizagdes no
desempenho produtivo da vaca leiteira. Os periodos mais criticos no crescimento
da pastagem s&o o Verao nas terras junto ao litoral das ilhas (seca estival), ou em
altitude durante os meses de Inverno. Nestas épocas de menor producido de
pastagem, é pratica corrente de maneio suplementar as vacas em lactagdo com
alimento concentrado e forragens conservadas (sobretudo silagens de milho e erva).

A suplementacao de animais em pastoreio com silagens devera ser efectuada
de modo a interferir minimamente com o tempo utilizado em actividade de pastoreio,
desenvolvido sobretudo nas horas de luz natural. Assim, uma estratégia sustentavel
consiste em suplementar as vacas em lactagdo com silagens por curtos periodos
durante o dia (buffer feeding), ou em caso de maiores restricdes de pastagem,
durante a noite (storage feeding) (Phillips, 1988). A aplicabilidade destes regimes
de suplementacao as condi¢gdes de maneio praticadas nos Acores e os efeitos do
aumento da ingestao de silagem de erva sobre o desempenho produtivo e ingestao
de vacas leiteiras foram testados por Miranda et al. (2002). Concluiu-se desse
ensaio, que com o aumento no tempo de acesso a silagem de erva, a ingestéao
desta aumentou e a ingestdo de pastagem decresceu, ndo afectando
significativamente as diferengas entre tratamentos, para a ingestao total de MS.
Contudo, como a digestibilidade da MS da silagem era 17 unidades percentuais
inferior a da pastagem (ver secgao de materiais e métodos), a ingestdo de energia
metabolizavel e a produgcao de leite e de sodlidos, decresceram linearmente
associadas a ingestéo de silagem.

As respostas produtivas a suplementacido de vacas leiteiras em pastoreio
com silagens de erva, depende sobretudo do nivel de racionamento da pastagem e
da relagao entre o valor nutritivo das duas forragens. Quando a pastagem disponivel
€ restringida e a digestibilidade da silagem é igual ou superior a da pastagem, as
respostas no desempenho produtivo das vacas em lactagao, sdo positivas. Pelo
contrario, quando a pastagem esta disponivel ad libitum e é de valor nutritivo superior
a silagem (como no caso do ensaio de Miranda et al., 2002), as respostas séo
geralmente negativas (revisao de Phillips, 1988).

Para melhor compreender o efeito da suplementagdo com silagem de erva,
sobre a ingestao e performance de vacas leiteiras em pastoreio apresentamos
informag&o complementar sobre o comportamento alimentar colhida durante o ensaio
descrito por Miranda et al. (2002).
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MATERIAIS E METODOS

Animais, dietas e delineamento experimental

Utilizaram-se 15 vacas leiteiras com 18 + 2 kg (média = DP) de produgéao
diaria de leite, 560 + 51 kg de peso vivo, aos194 + 46 dias em lactagdo e com 2,6
+ 0,1 pontos de condi¢ao corporal (escala de 1 a 5). Os animais foram divididos
em 5 grupos de 3 animais de acordo com a produgéo leiteira, peso vivo e dias em
lactagdo de modo a permitir a realizagcao simultédnea de 5 quadrados latinos 3 x 3 (3
tratamentos x 3 periodos x 3 animais). Cada periodo experimental foi de 22 dias
com 15 dias de adaptacao aos tratamentos e 7 dias para recolha de dados. O
ensaio decorreu de 20 de Janeiro a 28 de Marco.

Os tratamentos consistiram em: pastoreio com 20 h de acesso a pastagem
(P): 2 h de estabulagcdo com acesso a silagem de erva ad libitum apds a ordenha
da manha (das 9 as 11 h) e acesso a pastagem durante 18 h (SE2); pastoreio no
espaco de tempo compreendido entre as 2 ordenhas (8 h) e 12 h de estabulagéo
com acesso nocturno a silagem de erva ad libitum (SEN). Todos os animais foram
suplementados com 4 kg de concentrado por dia fornecidos no momento das 2
ordenhas, em partes iguais.

A composi¢ao quimica e o valor nutritivo dos alimentos foram apresentados
em pormenor por Miranda et al. (2002). A pastagem consistia numa consociagéo
em que as espécies dominantes eram o azevém perene e o trevo branco. A erva
para ensilar foi cortada as 10 semanas e sofreu uma pré-fenacao de 24 h, sob
condi¢des atmosféricas favoraveis. Apresentava uma boa qualidade fermentativa,
com pH=4,3 e com azoto amoniacal de 3,9% do N total. A pastagem e a silagem
possuiam em relacao a MS respectivamente, 31,2 e 13,3% de proteina bruta, 51,3
e 63,2% de fibra insoluvel em detergente neutro (NDF) e 2,0 e 6,6% de lenhina
(ADL). A digestibilidade in vivo da MS (determinada com carneiros) foi
respectivamente de 77,9 e 60,5% e a energia metabolizavel (EM) estimada (MAFF,
1975) de 11,5 e 9,1 MJ.kg MS™". A ingestao de silagem foi de 5,2 e 9,3 kg MS
vaca.dia™, respectivamente para os tratamentos SE2 e SEN e a ingestao estimada
de pastagem com base na performance animal (MAFF, 1975) foi 13,0, 8,3 € 3,7 kg
MS vaca.dia, respectivamente para os tratamentos P, SE2 e SEN.

As condigdes experimentais (maneio e medi¢gbes) foram descritas em
pormenor por Miranda et al. (2002). Em sintese, os animais pastorearam a mesma
area de pastagem, a um encabegamento de 2,5 vacas.ha, de acordo com o
desenho experimental descrito. As vacas que foram suplementadas com silagem
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de erva ad libitum (15% acima da ingestdo do dia anterior, peso fresco), foram
individualmente submetidas a estabulacéo presa. Os animais experimentais foram
submetidos a 2 ordenhas (duragao de 4 h por dia), uma pela manha (8 h) e a outra
atarde (17 h), com medicéo da produgéao individual de leite.

Medicoes do comportamento alimentar

A avaliacdo do comportamento alimentar dos animais em pastoreio e em
estabulagao foi efectuada por observagao visual no final de cada periodo
experimental. Um grupo de quatro observadores analisou durante 24 horas
consecutivas os animais registando o tempo de pastoreio e o tempo de ruminagao.
Estas foram feitas continuamente durante o dia e a intervalos de 5 min durante a
noite com utilizacdo de uma lanterna. Os turnos de pastoreio e de ruminacao, foram
medidos, tendo em considerag&o que 0s animais permanecessem em cada uma
dessas actividades pelo menos durante 5 min (Phillips e Leaver, 1986). O ritmo de
preensao de pastagem por minuto, foi registado 2 vezes por dia, com duas medi¢des
por cada animal nos maiores periodos de pastoreio apds as ordenhas da manha e
da tarde. Determinou-se o numero de preensdes consecutivas, durante periodos
de 90 s, pelo movimento da cabega das vacas (a uma distancia impeditiva de
perturbar a actividade normal dos animais com auxilio de binéculos), com a restricao
de que se a actividade fosse interrompida por mais do que 5 s, se recomecaria
com nova medigao (Phillips e Hecheimi, 1989). A ingestdo por preenséo de
pastagem foi calculada de um modo indirecto, dividindo a ingestao total de pastagem
determinada pelo método da performance animal, descrito por Baker (1982), pelo
produto do tempo de pastoreio com o do ritmo de preensdo. A taxa de ingestdo de
pastagem foi calculada pelo produto da ingestao por preensdo com o do ritmo de
preensao (Leaver, 1986).

Nas vacas estabuladas registou-se o tempo total utilizado nas actividades de
ingestao e de ruminacao, o numero e duragao de cada refeicdo, o numero e duracao
dos turnos de ruminagao e calculou-se a taxa de ingestdo de silagem. As
observacgdes dos animais estabulados fizeram-se sempre com intervalos de 5 min.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia recorrendo ao Proc
GLM do programa informatico SAS (SAS, 1999). O modelo utilizado para analise
de varios quadrados latinos simultaneos foi o0 seguinte:

Yiwm=H+Q, +AQ), +P+ T, +a,,
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onde:
Y jum= Observacao jj(k)m
K = média global
Q, = efeito do quadrado latino m
A(Q), = efeito do animal i dentro do quadrado m
P/. = efeito do periodo j
T, = efeito do tratamento k

a.. . =erroresidual
iikym

Quando se observou que o efeito do tratamento era significativo (P < 0,05), as
médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do modo de suplementagdo de silagem de erva sobre o
comportamento alimentar dos animais esta presente no Quadro I.

Quadro | - EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE O COMPORTAMENTO ALIMENTAR DAS VACAS LEITEIRAS

P SE2 SEN EPM Prob
Pastoreio
tempo gasto (min.) 462° 351° 145° 12,0 0,0001
turnos (n°.d™) 4° 3 3 0,2 0,0001
duragéo dos turnos (min.) 108° 110° 57° 6,7 0,0001
ritmo de preenséo (n°. min™") 53 53 52 0,8 0,83
ingestéo por preensao (mg MS) 536 449 533 36,3 0,17
taxa de ingestao (g MS.min™") 28 24 28 1,9 0,16
Ingestao de silagem
tempo gasto (min.) - 69 168 9,3 0,0001
n° de refeicdes - 3 12 0,4 0,0001
duragao das refeigdes (min.) - 27 14 2,9 0,01
taxa de ingestao (g MS.min™") - 78 59 5,3 0,03
Ruminacgao
tempo gasto (min.) 364° 427° 476° 13,7 0,0001
turnos (n°.d™) 9° 11° 10° 0,4 0,001
duragao dos turnos (min.) 43 41 47 1,7 0,08
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O tempo total em actividade de pastoreio (tempo de pastoreio) diminuiu
significativamente com a suplementagdo de silagem. O modo como a
suplementacao foi realizada também afectou o tempo de pastoreio que foi menor
(p< 0.05) para os animais em regime de “storage feeding” (SEN) do que para os
animais em regime de “buffer feeding” (SE2). Considerando que os animais do
tratamento SE2 e SEN ingeriram 5,2 e 9,3 kg MS.dia"' de silagem respectivamente
(Miranda et al., 2002) verificou-se que o tempo de pastoreio decresceu 21 e 34
min.kg MS-'de silagem ingerida, respectivamente para os tratamentos SE2 e SEN.
Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por diversos autores que
referiram decréscimos no tempo de pastoreio entre 14 e 48 min.kg MS-' de silagem
ingerida (Phillips e Leaver, 1986; Murray-Evans et al., 1988). Davison et al. (1982)
calcularam decréscimos no tempo de pastoreio de 39 min.kg MS-" de silagem de
milho ingerida e disponivel ad libitum durante a noite.

O numero de turnos de pastoreio foi menor em animais suplementados com
silagem (SE2 e SEN) do que em animais do exclusivamente alimentados em
pastoreio (P). Aduragéo dos turnos de pastoreio ndo foi afectada pela suplementagéo
com silagem em regime de “buffer feeding” (SE2) mas reduziu-se para cerca de
metade (menos 52 min por turno) quando o regime de suplementagao da silagem
foi o “storage feeding” (SEN). Phillips e Hecheimi (1989) também nao encontraram
reducdes na duracido média dos turnos de pastoreio quando vacas em pastoreio
eram suplementadas com silagem em regime de “buffer feeding”. Estes autores
referiram uma diminuicdo no numero de turnos de pastoreio associados a
complementagao com silagem, embora as diferengas s6 tenham sido significativas
na Primavera e ndo no Outono.

O reduzido numero de turnos de pastoreio verificado no presente ensaio foi
compensado pela sua longa duragédo. A justificagdo devera ser encontrada na
estacdo do ano em que decorreu o ensaio (Inverno), em que a redugéo no
fotoperiodo obriga os animais a comprimir o pastoreio nas horas de luz, ja que sdo
relutantes em pastorear durante a noite, fazendo-o em poucos mas longos turnos
de pastoreio. Diversos estudos no ambito do comportamento alimentar de vacas
leiteiras na pastagem calcularam uma marcada redug&o no numero de turnos de
pastoreio, compensada pelo aumento no seu tempo de duragdo, da Primavera para
o Outono (Phillips e Leaver, 1986; Rego e Almeida, 1998).

A suplementagao de vacas em pastoreio com silagem de erva ndo afectou o
ritmo de preensao, a ingestao por preensao e a taxa de ingestao de pastagem. A
auséncia de efeito da suplementagcdo com silagem sobre o ritmo de preenséao de
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pastagem foi também encontrado por Phillips e Leaver (1986) em vacas leiteiras
em pastoreio e com tempos de acesso a silagem semelhantes aos do presente
trabalho.

O comportamento alimentar das vacas durante o periodo de estabulagao foi
afectado pelo tempo de acesso a silagem na manjedoura. As vacas que dispuseram
de 2 h de acesso a silagem (SE2), passaram menos tempo em actividades de
ingestao (pd”0,001), com um numero de refei¢cdes 4 vezes mais reduzido (pd”0,001)
mas com uma maior duragdo média em cada refeigcdo e maior taxa de ingestao.
Por outras palavras, o decréscimo no tempo de acesso ao alimento, reduziu o tempo
utilizado em actividade de ingestao e o numero de refei¢cdes, procurando os animais
compensar com o aumento na velocidade e duragao de cada refei¢cao. Phillips e
Leaver (1985) observaram uma tendéncia semelhante, em que as vacas com menor
tempo de acesso a silagem apresentavam uma taxa de ingestdo mais elevada. O
valor de 78 g MS.min"" calculado no presente estudo, aproxima-se dos valores
referidos por Phillips (1988) em vacas em pastoreio, com 2 h de acesso a silagem
durante o Outono.

Para vacas com longo tempo de acesso a uma unica distribui¢do de alimento,
0s animais tendem a fazer uma primeira longa refeigao (40 a 50% do tempo total),
seguida de um numero elevado de pequenas refei¢cdes (Jarrige et al., 1995), o que
esta de acordo com os resultados do presente estudo. Neste ensaio, o tempo médio
gasto na primeira refeigao para o tratamento SEN, foi de 65 min., o que representa
cerca de 40% do total.

O sistema de “buffer feeding” baseia-se na observagao de que os animais
podem num periodo curto de acesso diario ao alimento ingerir rapidamente o
suplemento, de modo a interferir ao minimo com o tempo disponivel para pastoreio
durante as horas de luz natural, ja que esta actividade se desenvolve sobretudo
durante o dia. Neste ensaio a taxa de ingestdo de silagem foi 2 a 3 vezes mais
elevada do que a taxa de ingestao na pastagem, valores que estao de acordo com
Phillips e Leaver (1985) para condi¢des experimentais semelhantes.

A suplementagao com silagem aumentou o tempo de ruminagao, aumentando
o numero de turnos nesta actividade (pd”0,001), mas n&o a sua duragao. Phillips e
Hecheimi (1989) determinaram uma tendéncia para o0 aumento no numero de turnos
de ruminagdo e da sua duragdo associados a ingestdo de silagem, mas as
diferencas n&o atingiram significancia estatistica. O aumento significativo no tempo
de ruminagao provocado pela complementagao com silagem, deveu-se ao aumento
na ingestao de fibra (63% NDF) (Miranda et al., 2002), sendo estes resultados
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confirmados por trabalhos de Phillips e Leaver (1986). Estd bem estabelecido
que o tempo de ruminacdo aumenta proporcionalmente com o incremento na
ingestao de fibra, quer na pastagem, quer em condigdes de estabulacao (Jarrige
et al., 1995).

CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a suplementacao de vacas leiteiras em
pastoreio rotacional com silagem de erva, decresceu o tempo e o numero dos turnos
de pastoreio, sem afectar o ritmo de preensao, a ingestao por preenséo ou a taxa
de ingestao de pastagem. O tempo e o numero dos turnos de ruminagao
aumentaram com o incremento na ingestao de silagem.

O aumento do tempo de acesso a silagem no estabulo, aumentou o tempo
total em actividade de ingestdo e o numero de refeigdes, mas decresceu a sua
duracao e taxa de ingestao. Contudo, a taxa de ingestao de silagem foi 2 a 3 vezes
mais elevada do que a de pastagem.

Nas condi¢cdes de maneio alimentar da vaca leiteira usualmente praticadas
nos Agores, em que normalmente as silagens de erva possuem menor valor nutritivo
do que as pastagens, suplementar as vacas em lactagdo com silagens por curtos
periodos durante o dia, parece-nos mais aconselhavel de implementar do que a
sua suplementacao durante a noite, ndo s6 em termos de desempenho produtivo,
mas também de logistica.
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ABSTRACT

In this article the authors have reviewed the control both by positive factors (MRFs)
and by negative factors (MSTN) of the growth of muscular tissue. The main features
of this control of muscle growth have been highlighted. The review has been carried
out on the perspectives of animal production (creatopoiesis), of an increase in
performance, and of the treatment of muscle’s pathology.

Key words: cell cycle, myogenic regulatory factors (MRFs), myogenesis, myostatin
(MSTN), satellite cells

REGULACAO DA MIOGENESE

RESUMO

E feita uma reviséo do crescimento do tecido muscular e da sua regulagéo por
factores positivos (MRF’s) e negativos (MSTN) e as suas caracteristicas principais,
numa perspectiva de producdo animal (creatopoiese) ou de acréscimo de
performance, ou de terapéutica de situagdes patolégicas com sede no tecido
muscular.

Palavras-chave: células satélite, ciclo celular, factores miogénicos reguladores
(MRF’s), miogénese, miostatina (MSTN)

INTRODUCAO

Na regulacdo da miogénese nos mamiferos, apds o nascimento, ha que
considerar a franca maioria das células de constituicdo dos musculos do esqueleto,
as fibras ou células musculares, perfeitamente diferenciadas (mas que até
atingirem a sua diferenciacao terminal sofreram uma série de etapas evolutivas
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desde as suas origens nos somitos e nos mioblastos) e sem capacidade replicativa,
portanto com relativamente poucas potencialidades numa perspectiva de
acréscimo de massas musculares (creatopoiese) ou de musculagdo e/ou
recuperacao de tecidos musculares lesados (animais de desporto, touros de lide,
etc.).

Ao lado desta populagédo celular normal e largamente predominante existe
uma outra populagao celular muito reduzida, constituindo as células satélite (C.S.)
que se encontram num estado de quiescéncia (fase Go do ciclo celular), mas que
perante estimulos adequados pode ser activada e entrar em replicagdo. Estas
células, fundindo-se umas com as outras, podem constituir novas fibras musculares
multinucleadas (hiperplasia) apdés a adequada diferenciagdo, ou podem
simplesmente contribuir para o desenvolvimento e/ou regeneragédo de miofibras
pré-formadas (células musculares), inclusivamente fundindo-se com estas
(hipertrofia).

Fontes alternativas de mioblastos proliferantes tém sido recentemente
referidas por Odelberg (2000), que assinala que miotubos ou miofibras
diferenciadas terminalmente sdo capazes de se desdiferenciar para formar
mioblastos, os quais tém capacidade para adoptar depois outros fendtipos.

Passamos a considerar adiante a regulacdo da miogénese em geral,
aspectos pontuais desta regulacao e caracteristicas consequentes, para num outro
trabalho (crescimento muscular, recuperagao muscular, creatopoiese) introdu-
zirmos a questao das células satélite.

Recorda-se que as células dos musculos do esqueleto sao incapazes de
se dividir apés a fusdo dos mioblastos, € no adulto o numero de células
polinucleadas dos musculos do esqueleto é atingido muito cedo (nos humanos
antes do nascimento), sendo enorme o subsequente aumento do volume muscular,
alcangado pelo alongamento e pelo alargamento de cada célula pré-existente. O
aumento de comprimento depende do recrutamento de mais mioblastos
provenientes de células satélite quiescentes activadas, para fusdo das suas
extremidades com as células multinucleadas existentes, aumentando também o
numero de nucleos.

O aumento transversal ou do perimetro transversal do musculo depende
do aumento do tamanho e do numero de miofibrilhas contracteis que cada célula
muscular contem, mais do que da alteragdo do numero de células musculares ou
do numero dos seus nucleos.

Contudo, como referimos, nos adultos persistem células satélite quiescentes
e digamos assim de reserva e em contacto com as células musculares “maduras”,

10



Dias-Correia e Dias-Correia

podendo essas células satélites ser activadas para proliferacédo e a sua
descendéncia fundir-se e formar novas células musculares.

A notavel capacidade dos musculos do esqueleto de animais adultos para
se adaptarem ao crescimento, ao treino-exercicio e as agressoes de varia natureza,
€ em grande parte atribuida as células satélite.

Nos seres humanos, apdés o nascimento, continua o desenvolvimento
muscular até cerca dos 18 anos de idade, ou até mais tarde, sendo mesmo possivel
a partir dessas idades, por meios um tanto variados, alcangcar um desenvolvimento
muscular impressionante como sucede no “culturismo” fisico-muscular.

Também com os animais, apds o nascimento, o desenvolvimento muscular
ainda continua, sendo este um tanto variavel consoante as espécies animais. De
tudo isto se tira partido em produgédo animal jogando com indices de conversao
vantajosos economicamente (relagcéo entre os alimentos consumidos e as carnes
produzidas pelo animal apds o abate). Assim, os frangos podem atingir este “pico”
maximo de produgdo de carne em menos de oito semanas, 0s suinos em menos
de cinco meses e os vitelos em menos de nove meses.

Nao conhecemos como se desenrola, apos o nascimento, a hiperplasia e
a hipertrofia das fibras musculares das diversas espécies animais, nem pormenores
da sua conversao (somitos, mioblastos, miotubos), mas aceitamos que o numero
de fibras musculares n&o varie muito significativamente dos animais recém-
nascidos para os adultos, ficando o desenvolvimento muscular posterior ao
nascimento, a cargo sobretudo da hipertrofia das fibras musculares e da activagao
e proliferacao das respectivas células satélite.

A tudo isto é de atender quando se encaram hipoteses de regulagéo da
miogénese nos animais, quer numa perspectiva de creatopoiese de impacto
econdmico quer numa perspectiva terapéutica (recuperagao de patologias
musculares) ou funcional (animais de desporto como touros de lide, etc.).

ETAPAS DA MIOGENESE

Ha que considerar as seguintes etapas na miogénese:

1- Determinagéo das células progenitoras em linhagens miogénicas.

2- Migragao das células estaminais “stem cells” miogénicas (mioblastos)
para locais apropriados no embrido.

3- Proliferacdo dos mioblastos e células ndo miogénicas dos tecidos
musculares.
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4- Diferenciagao terminal dos miocitos (como por exemplo a fusdo dos
mioblastos) e expressdo e organizagdo dos produtos especificos dos
genes, apenas nas células musculares diferenciadas terminalmente.

5- Manutencao do estadio diferenciado terminal e modulacéo das miofibras
em varios tipos em funcido da idade dos animais e dos desempenhos
fisiologicos.

A expressao do fendtipo dos musculos do esqueleto diferenciados envolve
pois a determinacéo inicial das células da mesoderme para a linha miogénica,
seguida pela sua proliferagédo bem como depois pela paragem irreversivel do seu
ciclo celular.

Em esquema geral resume-se seguidamente essa evolugdo bem como
alguns factores miogénicos que a regulam.

Myo D Miogenina
Somitu:> Mioblasto (célula uninuclear) C————"> Miotubo ou célula ou fibra muscular
Myf 5 MREF 4 (Sincicio)
(determinagfo) (diferenciagfio)

Durante a formacao dos somitos intervém factores de crescimento diver-
sos (tais como: Wnt proteinas, “sonic hedge hog”, proteinas morfogénicas do
0sso0, etc.) e factores de transcrigao (Myf5, Myo D, Pax 3, etc.) (Hawke e Garry,
2001).

Os mioblastos param o ciclo celular e fundem-se em miotubos (Israels e
Israels, 2001).

A especificagdo da linhagem miogénica e a diferenciagdo dos musculos do
esqueleto dependem de factores de transcri¢ao proteicos contendo dominios bHLH
(basico-hélice, ansa, hélice), como é o caso da familia dos factores de regulagéo
muscular positiva (MRF ou Myogenic regulator factors) onde se incluem a Myo D
(descoberta em 1987), Myf 5, miogenina e MRF 4 (reguladores positivos) (Israels
e Israels, 2001).

A Myo D e Myf 5 estao implicadas na determinagao das linhagens miogénicas
e a miogenina e a MRF 4 controlam o processo de diferenciagao terminal, embora
a Myo D e a Myf 5 paregcam também ter um papel importante na iniciagédo da
diferenciacao dos mioblastos (Israels e Israels, 2001).

A Myo D também induz uma paragem do ciclo celular dos mioblastos, uma
parte que integra a diferenciagdo miogénica.
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Também os inibidores p21 e p57 (CdK ) das cinases dependentes de
ciclinas (CdK) regulam negativamente a progressao no ciclo celular (Israels e
Israels, 2001; Diffley e Labib, 2002).

A diferenciacdo dos mioblastos € pois regulada por factores actuantes
positivos e negativos.

A miostatina (MSTN ou GDF-8) € um regulador negativo da massa dos
musculos do esqueleto, originando nestes hiperplasia e hipertrofia das fibras
musculares.

Em condigdes experimentais, o gene de diferenciagéo-inibigédo
desencadeado pela MSTN depende da sua concentragdo no meio de cultura.

A miostatina inibe reversivelmente a diferenciacdo dos mioblastos ao inibir
a expresséo do gene Myo D-MRF.

Os possiveis destinos das células em geral, podem esquematizar-se da
seguinte forma:

Replicagio

/ Diferenciagio M

—— > Quiescéncia (Go)

\ > Nio replicagio
Apoptose
Necrose W,

A diferenciagao € um processo que envolve em geral mudangas na expressao
dos genes e através das quais uma célula precursora se transforma num tipo de
célula especializada distinta.

Afirme-se, desde ja, que a replicagao e a diferenciacdo das células dos
musculos do esquleto sdo processos que se excluem mutuamente e que os efeitos
epigenéticos passam de uma célula especializada para a sua descendéncia sem
qualquer alteracgao.

CICLO CELULAR

Classicamente, as fases do ciclo celular esquematizam-se da seguinte forma
(Assoian, 1997; Sherr e Roberts, 1999).

A fase G1 € um intervalo entre a mitose (fase M) e a sintese de DNA
(fase S).
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Go

K—’S
M'\‘G2

Durante a fase G1 a célula recebe estimulos de mitogénios extracelulares e
de factores de crescimento, o que faz avancar a fase G1 e processar a sintese de
DNA na fase S.

A fase G2 € um intervalo entre a efectivacdo completa da sintese de DNA
(S) e a mitose (M).

Nesta fase M formam-se os feixes mitdticos bipolares, e ocorre a
segregacao dos pares de cromatideos e a divisdo celular.

O ciclo celular necessita que as ocorréncias que se sucedem em cada
fase estejam completadas antes de se entrar na fase seguinte, havendo pontos
de controlo (para controlar a integridade do DNA) na ultima parte da fase G1 e na
interface entre G2/M.

Estes pontos de controlo destinam-se a evitar que ocorra progresséao e
propagacao do ciclo das células que sofrem mutag¢des ou que foram alteradas.

Uma célula que se encontra em quiescéncia, ou seja na fase Go, necessita
de estimulos externos para sair deste estado de quiescéncia e entrar no inicio da
fase G1.

Na auséncia de estimulos mitéticos as células sofrem diferenciacéo,
apoptose ou entram em estado de quiescéncia (Go).

O ciclo celular é impulsionado por uma série de complexos de proteinas
cinases (CdKs), subunidades catalizadoras com as respectivas ciclinas
(subunidades reguladoras).

Estes complexos fosfatam substratos proteicos especificos levando as
células através do ciclo celular com activagao da sintese de DNA (no fim da fase
G1 e nafase S) e formagao de componentes estruturais associados com a mitose
(no fim da fase G2 e na fase M).

No ciclo celular, comegando em G1, ha um aumento das ciclinas D (D1,
D2 e D3) como se pode ver em figura adiante, associando-se estas ciclinas com
as CdK4 e CdK6 formando complexos que originam a fosfatacéo e activagéo das
CdKs que por seu turno, fosfatam a proteina retinoblastoma (RB) que é um
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l
f_H

RB+E2F Inibigdo dalprogressdo
N H_J
Ciclinas D| fosfatagdo e de ciclo|celular

»

CdK4 >dissociagiio

CdKo6 ) do complexo

v

RB P E2F

Activacio e progressi

do ciclo celular DNA ———

A 4

Transcri¢do de diversos genes inclusivé ciclinas E

RB = Retinoblastoma

RB P = Retinoblastoma fosfatado

RB+E2F = Complexo retinoblastoma + factor de transcrigdo E2F
E2F = Factor de transcri¢do

Ciclinas D

CdK4 = Cinases dependentes de ciclinas

CdK6 = Cinases dependentes de ciclinas

DNA

Figura 1. Regulacéo da progresséao da fase G1 do ciclo celular.

regulador fundamental de um ponto de controlo ( R) para que possa ocorrer a
progressao da fase G1.

No caso de ocorrerem alteracbes no genoma, o ciclo celular pode ser
retardado ou abandonado.
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As proteinas RB podem interactuar com as proteinas de transcricao E2F
(Fig. 1).

O papel destes factores E2F nédo ligados ao RB é interactuarem com o
DNA e promoverem a transcrigdo de uma série de genes, incluindo os das ciclinas
E, necessarios para se avancar para além do ponto de controlo R na fase G1.

As formas de RB néo fosfatadas ou hipofosfatadas ligam-se firmemente
com as E2F e inibem a transcricdo que estas proteinas E2F desencadeiam,
evitando que o ciclo celular progrida.

Mas se as RB forem hiperfosfatadas, ocorre a libertagao das E2F das RB,
progredindo o ciclo celular, mantendo-se o RB hiperfosfatado através das restantes
fases do ciclo celular, ndo sendo desfosfatadas enquanto a mitose nao estiver
completada.

A medida que a fase G1 avanca, aumenta a expressao da ciclina E, sendo
necessario o complexo ciclina E / CdK2 para a transicdao G1 para S, e nesta
transicao aumenta a expressao da ciclina A que persiste através da fase S.

Na ultima parte da fase S a ciclina A associa-se com a CdK1.

Existe um outro ponto de controlo do ciclo celular na fase G2, que actua se
houver alteragdo do DNA, inclusive a sua biossintese incompleta. Se isto suceder,
a progressao para a mitose € retardada para permitir a reparagdo do DNA, ou é
abortado o ciclo celular.

Os destinos do ciclo celular sdo portanto a progresséao e replicagéo celular
ou a sua interrupgéo e paragem (quiescéncia, diferenciagcéo, apoptose), ambas
as situagdes sendo controladas pelos complexos CdK e CdK |, antes referidos.

A replicagao celular é controlada pela regulagéo de dois acontecimentos
criticos no ciclo celular, a iniciagéo da sintese nuclear do DNA(S) e a iniciagao da
mitose(M) (Lodish et al., 1995).

Um pequeno numero de proteinas cinases sdo as controladoras chave destes
acontecimentos. Elas regulam a actividade de varias proteinas implicadas neste
processo, fosfatando-as em locais especificos, activando umas, inibindo outras e
coordenando assim as suas actividades. Estas cinases sao proteinas
heterodiméricas, sendo as suas subunidades reguladoras chamadas ciclinas
porque as suas concentragdes ciclam (ou oscilam) em fase ou consonancia com
o ciclo celular.

As subunidades cataliticas sdo chamadas cinases dependentes de ciclinas
(CdKs) porque nao tém actividade cinasica, a ndo ser quando associados a uma
ciclina.
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Cada subunidade CdK pode associar-se com diferentes ciclinas e é esta
que determina quais as proteinas que vao ser fosfatadas pelo complexo CdK-
ciclina.

A maioria dos mecanismos moleculares regulam o inicio da fase S ou
iniciagdo da mitose.

A actividade das subunidades cataliticas CdK é regulada por outras proteinas
cinases e por fosfatases que regulam também e coordenam a divisao celular, e
ainda por inibidores. Tudo isto nas células mamiferas é controlado por regulagéo
dos genes e da sua transcrigao.

As células mamiferas contém algumas ciclinas diferentes que funcionam no
periodo G1 promovendo a entrada na fase S. A maioria delas ndo se exprime em
células nao proliferantes que sairam do ciclo celular na fase G1 entrando numa
fase de paragem chamada Go. Quando sao adicionados a estas populag¢des na
fase Go factores de crescimento, sao induzidos uma série de genes chamados
genes de resposta-precoce, e as proteinas por eles induzidas séo factores de
transcrigdo que induzem a expressao de um segundo conjunto de genes, os genes
de resposta retardada, onde se incluem as proteinas por eles produzidas, as G1
ciclinas e as CdKs.

As células mamiferas possuem 3 CdKs principais, cujas concentragbes
sobem e descem durante o decurso de cada ciclo celular.

Cdkl —ciclina I:H,___q__

ciclina B2

M/
\ e

G2 ciclina F

CdK2 - ciclina D
CdK4 — ciclina D
CAdKS - ciclina [ 1-2
CAK6 — eclina [ 1-2-3
CdES = giclina C

CdK2 ciclina A

CdK2 - cicling E

Cwlina E - CdK2

Figura 2. Acgao de varios complexos CdK- ciclinas durante o ciclo celular.

17



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XIlI, N° 2 (2006)

Os complexos G1 CdK-ciclinas activam factores de transcricdo sempre
presentes na célula, que estimulam a transcricdo de genes codificadores de
enzimas da replicagdo de DNA e sintese dos desoxirribonucleétidos.

Na figura 2 esquematiza-se a acgao de varios complexos CdK - ciclinas
durante o ciclo celular de células mamiferas.

REGULAGAO POSITIVA E NEGATIVA DA MIOGENESE

O crescimento das massas musculares dos animais, quer se trate dos
musculos do esqueleto quer se trate de musculos cardiacos ou de outros, é
regulado por controlo positivo (por exemplo pela expressao de genes da familia
Myo D, cujas proteinas expressas sao factores de transcrigao, portanto
intracelulares) ou por controlo negativo (por exemplo pela expressao de genes
da miostatina, cuja proteina expressa tem um péptido sinal que lhe permite ser
segregada para o espago extracelular e entrar na circulagao sanguinea) (http://
www.synxpharma.com/news-2000-10-html).

REGULAGAO POSITIVA DA MIOGENESE

O desenvolvimento dos musculos do esqueleto nos mamiferos € um bom
sistema para se estudar o papel dos factores de transcrigao e outros factores no
controlo especifico de cada tipo de célula (Dias Correia e Dias Correia, 2002).

As células musculares esqueléticas sao fibras alongadas multinucleadas,
podendo a miogénese nos animais ser dividida em trés etapas: a determinacao
mioblastica, a migragao e a diferenciagao em tecido muscular, sendo os mioblastos
provenientes dos somitos embridnicos.

Os somitos s&o blocos de células mesodérmicas localizadas, no embrido,
ao lado do tubo neural. Os mioblastos nao estao, portanto, ainda diferenciados e
migram dos somitos, diferenciando-se depois. A diferenciagdo € um processo em
que estao implicadas mudancgas na expressao dos genes que levam a que uma
célula precursora origine ou se transforme numa célula especializada distinta.

As fibras musculares diferenciadas, portanto apés a mitose, ndo sdo mais
condicionaveis e apenas as células estaminais “stem cells” ndo diferenciadas
sao fonte de possiveis acréscimos ou recuperagées musculares, sendo bem
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verdade que a utilizagdo mecéanica dos musculos e a sua localizagao a superficie
dos organismos dos animais, torna a recuperagdo muscular muitas vezes
necessaria.

O gene myo D (myogenic determination gene D) esta implicado no
desenvolvimento muscular onde desempenha um papel chave, estando
identificados ainda trés outros genes, o miogenina, o myf 5, e o mrf 4, que também
funcionam no desenvolvimento muscular. As quatro proteinas miogénicas
expressas por estes genes, sao todas membros da familia dos factores de
transcricao que se ligam ao DNA através de dominios proteicos do tipo HLH (hélice-
loop-hélice). Estas proteinas de arquitectura HLH formam homo e heterodimeros
(estes com maior afinidade) que se ligam ao DNA numa determinada sequéncia
CANNTG (sendo N conjuntos especificos de nucleétidos) chamada caixa E e que
se encontra em multiplas copias (calcula-se que de 256 em 256 nucleétidos) na
maioria dos “enhancers” (favorecedores) especificos dos genes dos musculos.

A expressao de qualquer uma das proteinas miogénicas pode induzir a
diferenciagao e desenvolvimento de células em fibras musculares.

A estrutura proteica e conformacgao dos factores de transcricdo miogénicos
pode condicionar fortemente a sua afinidade para os elementos de resposta no
DNA, o que pode ser decisivo na quantidade e na qualidade da expressao dos
genes produtores de proteinas musculares.

Nos adultos, como temos vindo a referir, persistem ainda alguns mioblastos
em contacto com as células musculares maduras, e essas células satélites
quiescentes, e em reserva digamos assim, podem ser activadas para proliferagéo
e a sua descendéncia fundir-se e formar novas células musculares.

A regulagdo da miogénese passa pois por ter sede a diversos niveis,
consoante as espécies animais e ragas, destacando-se:

a) Nas caracteristicas da interac¢ao dos factores de transcricdo com os
elementos do DNA que lhe respondem.

b) Nas caracteristicas e no numero de somitos que originam mioblastos.

c) Nas caracteristicas e numero de células satélites quiescentes e a fase
da idade dos animais em que eles ainda sao diferenciaveis.

d) Na possibilidade de condicionar toda esta diferenciagcéo através da
utilizagao de factores de transcricao ou outros factores adequados e de
células substrato que Ihes respondam.
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Salienta-se que o Myo D é expresso apenas nos musculos do esqueleto
OU Seus precursores, pois nas células nao musculares o gene esta reprimido por
genes especificos (OMiM 159970).

Genes especificos dos musculos como os da creatina cinase, cadeias leves
de miosina e miogenina possuem diversas caixas E nos seus “enhancers” ou
promotores (Spiller et al., 2002).

Estas caixas E (CANNTG) sao portanto locais de interacgdo com factores
de transcricdo MRF contendo bHLH. Como ja referimos os Myo D e Myf 5 séo

Cromossoma
- ™ >
CANNTG
Caixa E1 Caixa E2 Caixa E3 Caixa E4 +1
| : / Unidades de transcrigio (gene estrutural)
: E s "\ Exemplos: actina, tropomiosina, titina, etc.
v v oy N
Interacgdo com factores de transcrigio
mtracelulares (MRFs)
exemplos: Myo D, Myf 5, Myogenina, ’ Consequéncias sobre as \
MRF 4, E2F unidades de transcrigio
/

Despolimerizagdo das
nucleoproteinas

Etapas intermediarias

Transcrigdo do gene
desreprimido

l

Expressdo das proteinas
especificas do musculo
(actina, tropomiosina, titina, etc.)

Figura 3. Exemplo de regulagao positiva.
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expressos nos mioblastos e nos miotubos, a miogenina parece influenciar a
diferenciagcao dos mioblastos sendo necessaria para a formacdo de miotubos,
enquanto a MRF 4 parece influenciar as fases da diferenciagéo terminal (Spiller
et al., 2002).

A expressao da miostatina (um regulador negativo) estd em parte
dependente das MRFs (reguladores positivos) (Spiller et al., 2002).

No esquema seguinte (Fig. 3) esbogamos a regulacao positiva
desencadeada por diversos factores MRFs no favorecimento da miogénese
expressa por algumas unidades de transcrigdo e etapas intermediarias entre a
interacgcdo das MRFs com as caixas E e a consequente desrepressao dos genes
estruturais e sua expressao.

As proteinas miogénicas reguladoras da miogénese podem estar interligadas
com enzimas modificadoras da cromatina, sendo necessario modificar esta
estrutura cromatinica para a partir de células embridnicas obter células musculares.

Por outro lado, ha interacgéo entre os reguladores miogénicos contendo
na sua estrutura bHLH e a “maquinaria” implicada no ciclo celular.

Dentro deste ambito referimos seguidamente (Fig. 4) a estrutura funcional
da Myo D e a sua possivel regulagéo e papel regulador (Rupp et al., 2002).

Dominio de
transactivagio
— Numero de residuos de dcidos aminados
60 63 99 102 124 162 218 269 318
Lys/His K K |KBase HLH hélice 11
f_/ T
Dominio de Residuos acetilados Activagiio de genes
interacgdo com P300/P/CAF silenciosos, remodelagdo da
acetiltransferase cromatina
s P300/CBP
(HATs) Dominio de interacgdo de
—_— Activag)ﬁo de genes desacetilases HDAC-1/NCo-R
silenciosos de

remodelagiio da
cromatina

Figura 4. Exemplo da estrutura funcional da proteina Myo D (de rato) e sua regulacao.

21



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano XIlI, N° 2 (2006)

As actividades das proteinas miogénicas em particular a da Myo D sao
reguladas por dois tipos de actividades enzimaticas, pelas histonas
acetiltransferases (HATs) tais como as p300/CBP, P/CAF e GCN 5/2 e pelas
desacetilases (HDAC,) das histonas (Khochbin et al., 2001).

As primeiras (HATs) funcionam como coactivadores da Myo D (Eckner et
al., 1996; Puri et al., 1997), acetilando directamente a Myo D, o que aumenta a
actividade desta proteina sendo portanto miogénicas, parecendo esta acetilagao
s6 ocorrer apos a mitose. Nas células que ja proliferaram, a Myo D esta associada
com a histona desacetilase (HDAC-1) que silenciaria os genes alvo da Myo D.

“In vivo”, a Myf 5 e a Myo D iniciam a transcricdo de genes em diversos loci
silenciosos, vendo-se na figura anterior que o Myo D utiliza dois dominios para
remodelar a estrutura reprimida da cromatina actuando sobre regides reguladoras
de genes alvo como a miogenina ou a creatina cinase dos musculos.

A capacidade para remodelar a cromatina € um aspecto muito importante
da fungédo da Myo D o qual pode ser regulado por sinais extracelulares.

Também a hélice Il da Myo D contribui para a remodelagédo da cromatina.

REGULAGAO NEGATIVA DA MIOGENESE

A miostatina (MSTN ou GDF 8) € um poderoso regulador negativo da massa
de musculos do esqueleto, parecendo que a fungcdo da miostatina se encontra
conservada entre as diversas espécies animais (Graham, 2001).

Investigagdes de diversa natureza tém demonstrado que o “switching off”
do gene da MSTN em diversos mamiferos desencadeia o aparecimento nesses
animais de hiperplasia muscular, ou seja aquilo que na giria pecuaria se designa
por acréscimo muscular, musculatura dupla ou garupa dupla.

Também em animais experimentais em que foram desencadeados enfartes
de miocardio se verificou que nas células musculares lesadas destes coragdes
existem altas concentragdes de miostatina, ao contrario do que sucede em células
de miocardio normais.

A identificagao de diversos inibidores da miostatina, proteina segregada e
em circulagdo hematica nos animais, pode assim ter grande interesse quer na
promocao do crescimento das massas musculares, quer no tratamento de
situagdes patologicas, como por exemplo miopatias primarias ou secundarias.

A proteina miostatina das células mamiferas consiste num complexo de
um pro-péptido N-terminal ligado ndo covalentemente com fragmentos de um
dimero C-terminal ligado por pontes dissulfureto (Lee e McPherron, 2001).
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Este dimero C-terminal da miostatina tem capacidade para interactuar com
receptores de activina do tipo Il (Act R || B e numa extensdao menor também com
oAct R Il A) (Lee e McPherron, 2001).

A interac¢cdo da miostatina com o Act R Il B desencadeia cascatas de
transducao de sinal, e pode ser inibida pela folistatina (F.S.) que € uma proteina
que se liga a activina, e em mais elevadas concentragbes pelo pro-péptido da
miostatina.

Parece que este pré-péptido, bem como a folistatina e outras moléculas,
podem bloquear a via de transducgao de sinal desencadeada pela miostatina e
favorecer assim o crescimento muscular.

A proteina folistatina produzida em quantidades excessivas (por engenharia
adequada) no rato, provoca nestes o aparecimento de massas musculares muito
mais desenvolvidas do que no rato normal, tal como sucede se os ratos produzirem
um excesso de mutantes de receptores para a activina |l, o mesmo sucedendo
com o pré-péptido da miostatina (Guo et al., 1998).

No entanto, a administracdo directa das proteinas referidas em cima
(folistatina, receptor para a activina Il, pro-péptido da miostatina e outros
bloqueadores da MSTN) quer para produg¢ao de animais mais corpulentos, quer
para tratamento de doencgas que desgastem o tecido muscular, ou ainda a alteracéo
do genoma animal desencadeando mutag¢des ao nivel do gene do MSTN que vao
neste sentido, necessitam ser encaradas com cuidado devido as caracteristicas
por elas desencadeadas nos animais em causa.

A miostatina é expressa inicialmente nos somitos em desenvolvimento e
depois continua a ser expressa nas linhagens miogénicas através do seu
desenvolvimento e nos animais adultos (Lee e McPherron, 2001).

O perfil de expressao da MSTN corresponde a uma elevada expressao
nos estados embrionarios e fetais e a uma expressdo em menor grau no tecido
muscular adulto (Thomas et al., 2000).

A MSTN é expressa no tecido muscular apos o nascimento dos animais e
influencia também o tecido muscular adulto, variando os seus perfis de expressao
consoante os estadios fisiolégicos (Thomas et al., 2000).

A miostatina € um factor de crescimento segregado para o sangue, factor
que € processado através de protedlise que origina uma miostatina madura
C-terminal e um péptido N-terminal associado com o estado latente nos mioblastos.

Todas as proteinas da familia de factores a de transformacao do cresci-
mento (TGF-a) como a miostatina sdo processadas proteoliticamente no local da
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sua sintese e os péptidos maduros activos segregados para o sangue (McPheron
e Lee, 19906).

A expressao da miostatina pode ser retro-inibida por miostatina nao
funcional, constituindo um factor de diferenciagao essencial para a regulagéo da
massa dos musculos do esqueleto.

A miostatina encontra-se altamente conservada nas diversas espécies
animais, sendo-o a 100% nos ratos, humanos, porcinos, frangos e perus, na regiao
C-terminal, enquanto nos ménos (baboon), bovinos e ovinos apenas existem 1 a
5 acidos aminados diferentes na miostatina madura (McPherron e Lee, 1997).

As sequéncias dos promotores do gene da MSTN também se encontram
altamente conservadas entre as espécies animais. No caso deste gene promotor
nos bovinos, verificou-se que ele contem 10 caixas E (E1 a E10) organizadas em
trés “clusters” e um sé local MEF 2 (familia de proteinas reguladoras envolvidas
na miogénese com as proteinas miogénicas com dominios bHLH) (Langley et al.,
2002).

Os factores reguladores da miogénese MRFs, como a Myo D, regulam de
preferéncia positivamente (up-regulate) a actividade de promotor da miostatina.

A expressao da Myo D varia ao longo do ciclo celular dos mioblastos e a
actividade do promotor da miostatina € mais alta durante a fase G1 do ciclo celular,
quando a expressao da Myo D é maxima.

Nas células em reserva, ou seja quiescentes, sem exprimirem Myo D, ha
uma significativa reducdo da actividade do promotor da miostatina (Langley et al.,
2002).

O gene da miostatina é pois um alvo da Myo D. Como a miostatina regula
a progressao G1 para S nos mioblastos, a Myo D pode desencadear a interrupgéo
do ciclo celular nos mioblastos ao regular a expressao dos genes da miostatina.

A miostatina encontra-se em diversos tecidos dos musculos do esqueleto,
bem como no coragéo, glandula mamaria, etc (Ji et al., 1998; Sharma et al., 1999).

. A miostatina € uma proteina sintetizada nos musculos do esqueleto na
forma de um pro-péptido de 375 acidos aminados que depois € processado
proteoliticamente, como ja referimos, dando lugar a um péptido activo de 26 KDa,
o qual constitui o péptido maduro que se liga ao receptor e desencadeia acg¢des
bioldgicas (McPheron e Lee, 1996; Thomas et al., 2000).

No gene promotor da miostatina bovina que contem as dez caixas E (E1 a
E10) é a caixa E6 que interactua com a Myo D “in vitro” e “in vivo” regulando
assim positivamente a actividade do promotor da miostatina (Spiller et al., 2002).
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Passemos seguidamente a considerar de forma esquematica a regulagéo
negativa da miogénese pela miostatina actuando através das cascatas de
transducgao de sinal.

Assim, abordaremos:

- Em A, a regulagéo pela MSTN com a intervengcédo dos complexos CdK
(cinases dependentes de ciclinas) e CdK | ou sejam inibidores de cinases
dependentes de ciclinas (com quantidades aumentadas ou diminuidas
de MSTN) na replicagao celular (Fig. 5).

- Em B, a intervencgao do retinoblastoma como um dos transdutores do
sinal desencadeado pela MSTN (em B1 na presenga de MSTN, Fig.6, e
em B2, Fig. 7, na auséncia de MSTN) na replicacéo celular.

- Em C, aintervengdo do Smad3 como transdutor do sinal regulado pela
MSTN na replicagéo e diferenciagéo celular (Fig. 8).

REGULACAO NEGATIVA NO FAVORECIMENTO DA MIOGENESE
Regulacéo pela miostatina de diversos genes implicados na activagao ou

inactivagao do ciclo celular e consequente proliferacéo e diferenciagao.
A — Intervencao de complexos CdK/CdK | ( p21).

CdK2 — » Inactivam o complexo
Regula negativamente ciclina/CdK o que inactiva
/1 o CdK2 o ciclo celular GLAS e S4G
(paragem do ciclo celular)
Regula positivamente
(activa)*o CdKI (p21) l

G1 i » S

Miostatina (quantidades acrescidas)
+ Receptor transmembranario da parede celular

O complexo ciclina/CdK » Activa o ciclo celular S—G2
fica activo (proliferagio celular)
CdKI (p21)

Regula n?gativamente (inactiva) o p21
4

M« G2
Miostatina (quantidades diminuidas)
+ Receptor transmembrandrio da membrana celular

Figura 5. Miostatina e intervengéo de complexos CdK/CdKI (p21).
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No exemplo anterior a miostatina controla a progressao do ciclo celular dos
mioblastos (Arnold et al., 2001).

B — Intervencgao do retinoblastoma (Rb) transdutor de sinais ligando o ciclo
celular.com a “maquinaria” de transcricao.(Modelo proposto) (Thomas et al., 2000).

B1 — Na presenca de miostatina funcional.

Miogenina
Prollferaqao D1ferenc1aq:
© @
Células precursoras Mloblastos (mactlvo) @
Mioblastos resultantes Miotubos
Miostatina —»p21 —— > CdK2
(Inactivagio)

Figura 6. Retinoblastoma na presenca de miostatina funcional.

Em B1 descreve-se a miogénese durante a embriogénese em que o Myf5 e
o Myo D determinam as células a seguirem para a formagao de mioblastos,
migrando estes depois e proliferando. Na presencga de miostatina funcional o p21
(CDKI) é regulado positivamente, o que leva a inibi¢ado da actividade da ciclina E
— CdK 2, o que origina a inactivagao do transdutor de sinal Rb que fica
hipofosfatado levando a paragem do ciclo celular na etapa G1, o que tem como
consequéncia que o numero de mioblastos e fibras musculares resultantes da
diferenciagao (miotubos) é limitado.

B2 — Na auséncia de miostatina funcional.

@@@

Myo D Prollferag:ao @ Diferenciaga
Myf 5 umentada @ @

Células precursoras Ivﬁoblastos /

Miostatina 7L> p2l————» CdK2 @ @
Hipgrplasia

Mioblastos
resultantes

Figura 7. Retinoblastoma na auséncia de miostatina funcional.
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Neste caso, dado a auséncia de miostatina funcional, o sinal desencadeado
pelo inibidor p21 perde-se e 0 Rb permanece numa forma hiperfosfatada o que
origina um aumento da proliferagdo dos mioblastos e que leva a um aumento do
numero de fibras musculares (miotubos).

C — Intervengao do Smad 3 transdutor de sinal intracelular na diferenciagao
dos mioblastos em miotubos (Langley et al., 2002).

A miostatina € um inibidor da diferenciacdo dos mioblastos, sendo neste
exemplo esta accdo mediada pelo Smad 3.

Prohferaqao @ Diferenciagio
OIS
e Rb (inibigdo) O
Células precursoras Mloblastos /

Mioblastos resultantes Miotubos
Miostatina — p21———» CdK2 (inibi¢fio) /

Smad3 =™ [_ Miogenina
(inibig#o) Myo D

Figura 8. Accdo mediada pelo Smad 3.

Na parte de cima desta figura mostra-se que em resposta ao destino
diferenciagao a Myo D torna-se plenamente funcional activando a expressao de
genes miogénicos, como € o caso da miogenina e p21, o que leva a que os
mioblastos resultantes se fundam em miotubos multinucleados.

Em baixo mostra-se que a miostatina regula este processo inibindo a
expressao de Myo D, através do Smad3, apds o destino diferenciacéo, o que leva
a uma perda da expressao dos genes miogénicos bem como da diferenciagao.

Os sinais desencadeados especificamente pela miostatina induzem a
fosfatacdo do Smad 3 e aumenta a associagao deste com a Myo D (Smad 3-Myo
D complexo), o que leva a admitir que a miostatina, através do Smad 3, interfere
na actividade do Myo D e sua expressao, o que origina uma falha dos mioblastos
qgue nao se diferenciam para miotubos.

O Smad 3 interactua com o dominio bHLH da Myo D interferindo portanto
na formagao do complexo proteico Myo D — E.

A miostatina reprime pois as concentragdes de Myo D, Myf 5, miogenina
e p21 originando uma inibicao da diferenciagcdo miogénica.
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Em resumo, a miostatina (MSTN) controla a progressao do ciclo celular
dos mioblastos, inibindo a progresséo destes da fase G1 para a fase S ( Spiller
et al., 2002).

A miostatina regula negativamente as taxas proteicas de CdK 2 e regula
positivamente os niveis do inibidor deste, ou seja o p21 (CdK I), inactivando
portanto as CdK 2, do que resulta a hipofosfatacdo do pRb o que leva ao sequestro
dos factores de transcricdo E2F (uma familia de proteinas essenciais para a
progressao G1’!S) (Spiller et al., 2002).

. A hiperplasia consequente a auséncia de miostatina deve-se a um aumento
da proliferagdo dos mioblastos em virtude da “desregulagdo” do ponto critico
G1/S ( Kretser et al., 1999; Hunter et al., 2001).

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O crescimento do tecido muscular é regulado por factores positivos (MRFs)
e factores negativos (miostatina MSTN e elementos das cascatas de transdugao
de sinal por ela desencadeadas).

As etapas de activagao e proliferacdo celular, diferenciagcédo celular e
interrupgao do ciclo celular, com todos os sistemas enzimaticos envolvidos nestes
processos, estdo subjacentes a regulacéo por aqueles factores.

Numa perspectiva de produgdo animal (creatopoiese) ou de acréscimo de
performance (animais de desporto, touros de lide, etc.) ou de terapéutica de
situagdo patolégica com sede no tecido muscular, os conhecimentos das diversas
etapas da biologia molecular reguladora da miogénese sao fundamentais.
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