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CONSIDERACOES INICIAIS

A maciez da carne é um dos principais atributos de qualidade que
afetam a satisfacdo de consumidores e consequentemente o aumento do
consumo. A inconsisténcia na maciez € um dos maiores problemas da indUstria
da carne (JAYASOORIYA et al., 2007). Para a industria da carne a principal
meta € produzir carne de qualidade que traga satisfacdo ao consumidor e
retorno para todos os processos da cadeia de producao (SAWDY et al., 2004).

A identificacdo de bovinos que tenham propensao genética para produzir
carne de qualidade é de alta prioridade para a industria da carne em muitos
paises. As caracteristicas da carcaca, bem como os fatores que determinam a
qualidade da carne, séo influenciados, entre outros, por parametros genéticos e
maturidade do animal (MILLER, 2001). A maciez da carne € resultado da
contribuicdo de dois principais componentes musculares, sendo eles tecido
conectivo e perda no postmortem da integridade estrutural do sarcémero,
principal aparato de contracdo do musculo esquelético (SAWDY et al., 2004).

Desta maneira identificar os mecanismos envolvidos na definicdo da
qualidade da carne de animais zebuinos para que haja possibilidade de
intervencao no processo de amaciamento e producao de carne com qualidade
desejada € necessario, jA que estes animais compdem a base do rebanho de
corte brasileiro (RUBENSAM & MONTEIRO, 2000).

Consumidores cada vez mais procuram qualidade no produto a ser
consumido e a maciez esta entre o fator mais importante quanto a qualidade da
carne. Este fato € confirmado pela relacdo existente entre o preco do corte e a

maciez que o mesmo apresenta (KOOHMARAIE et al., 2002). Desta maneira,



conhecer os mecanismos bioquimicos envolvidos no processo de amaciamento
da carne, potenciais marcadores de qualidade poderiam ser utilizados e
testados para predizer possiveis variacfes na qualidade da carne (CASSERLY
et al., 2000).

Ha uma grande variacao individual na qualidade da carne entre animais
da mesma raga, sexo e ambiente natural que ainda ndo é bem explicada. Essa
variacdo parece ser causada por fatores genéticos e ambientais. A composi¢cao
do tipo de fibra e a area da fibra de musculos especificos exercem influéncias
nos processos bioquimicos e consequentemente na carne (KLONT et al.,
1998).

O estudo da composicdo das fibras musculares tem aumentado
consideravelmente tanto em suinos, como em bovinos, pois sabe-se que o tipo
de fibra influencia significativamente na qualidade e maciez da carne (PICARD
et al., 1999).

O musculo esquelético € um tecido heterogéneo compreendido por
diferentes tipos de fibras. O metabolismo, caracteristicas bioquimicas e
biofisicas, como capacidade oxidativa e glicolitica, tamanho da fibra, coloracao,
conteudo de lipidios e glicogénio podem levar a essas variagdes entre os tipos
de fibras musculares (CHANG et al., 2003).

Tradicionalmente, os tipos de fibras sdo classificados de acordo com
suas propriedades histoquimicas (PETER, 1972): fibras vermelhas ou SO
(slow-oxidative) que apresentam pequena area, contracao lenta e metabolismo
aerobico, fibras brancas ou FG (fast-glycolytic) que séo glicoliticas, apresentam

contracdo rapida, maior area e metabolismo anaerdbico e as fibras



intermediarias ou FOG (fast oxidative-glycolytic) que possuem area
intermedidria, contracéo rapida e metabolismo aerobico e glicolitico.

A composicdo do tipo de fibra varia entre musculos anatomicamente
diferentes de acordo com a funcéo tanto que musculos de mantenca tendem a
ter fiboras com maior capacidade oxidativa que os musculos utilizados para
contracdes rapidas (CHANG et al., 2003).

Musculos sdo convertidos em carne através do rigor mortis, e alguns
fatores que aceleram o rigor mortis parecem aumentar a perda da qualidade da
carne. O contetdo e a taxa de consumo de glicogénio relacionam-se com a
qualidade da carne, por que o glicogénio transfere ATP como uma reposicao
de energia durante o rigor mortis e consequentemente afeta o desenvolvimento
do rigor. Animais sob condicdes de estresse, tem acelerado consumo de
glicogénio e como resultado produz um baixo pH final da carne (LAWRIE,
1998). O processo de rigor mortis € uma contragdo muscular que consome
glicogénio como uma reposicao de energia e as propriedades de contracdo séo
variaveis de acordo com o tipo de fibra muscular. Isto demonstra que os tipos
de fibras musculares sdo capazes de provocar diferentes taxas de contracéo
nos musculos tanto durante a vida do animal quanto durante o processo de
rigor mortis, o que pode de fato afetar a qualidade da carne (CHIKNUI et al.,
2004).

O processo de amaciamento da carne que transforma o musculo em
carne no postmortem envolve mecanismos enzimaticos e fisico-quimicos, que
em intensidade e amplitude sdo largamente governados pela proporcao de

distintos tipos de fibras (PICARD et al., 1999). A composicao do tipo de fibra



pode ter profunda influéncia nas mudancas que ocorrem no postmortem e na
conversdo do musculo em carne e posterior efeito na qualidade do produto
(CHANG et al., 2003). A composicao dos tipos de fibras musculares pode ser
um dos mais importantes fatores que influenciam os eventos bioquimicos
associados com a conversao do musculo em carne (SAZILI et al., 2005).

Estudos encontraram correlacdes positivas entre o tipo ou tamanho da
fibra e a qualidade da carne, principalmente em relacdo a maciez (CROUSE et
al., 1991; MALTIN et al., 1998).

Outro fator atualmente relevante no estudo da qualidade da carne é o
estudo da miosina, que é a proteina mais abundante no muasculo, envolvendo o
crescimento muscular, desenvolvimento do animal, geracdo de forca
(contracdo muscular) e maciez da carne. Ela é expressa por isoformas
especificas em diferentes tecidos ou proteinas com estruturas quase idénticas
(TIDYMAN, 1996).

Sabe-se que existe diferenca quanto as isoformas de miosina em tipos
de fibras musculares especificas, porém a diversidade funcional das suas
isoformas nédo € bem definida (WICK & MARRIOTT, 1999).

Em roedores e humanos, onde a pesquisa em musculos € bastante
avancada, e também em suinos, quatro principais tipos de fibra foram
identificados pela presenca de quatro isoformas da Myosin Heavy Chain
(MyHC), sendo (slow/l, fast Il a, fast Il x e fast Il b), através da hibridisacao in
situ e pela imunohistoquimica para especificas isoformas de miosina (WEISS &

LEINWARD, 1996).



Quanto ao tipo molecular, os tipos slow/l e fast Il b, respectivamente
slow oxidative e fast glicolytic, representam os dois extremos de perfil
metabolico. Ja as fibras fast Il a e fast Il x s&o intermediarias das fibras fast
oxidative-glycolytic (CHANG et al., 2003).

Poucos trabalhos demonstraram as isoformas da MyHC (I, Il a e Il b) em
musculo de bovinos adultos (TOTLAND & KRYVI 1991; JURIE et al., 1995). A
terceira isoforma (Il x) tem sido identificada em muitas espécies. Resultados de
varios estudos (DURIS et al., 2000; PICARD et al., 1998; LEFAUCHEUR &
ECOLAN, 1998), indicam que as isoformas da MyHC Il b e Il x no musculo de
bovinos tem estrutura bastante similar e sdo coidentificadas por anticorpos anti
Il b ou Il x. Isto explica a dificuldade de separacdo destas isoformas de acordo
com o seu peso molecular.

As sequéncias de aminoacidos das isoformas de bovinos mostraram
97,6 (MyHC- Il a), 97,3 (MyHC - 1l x), e 98,8 (MyHC - slow) porcento de
identidade com as isoformas de suinos e 96,7 (MyHC — Il a), 96,9 (MyHC — Il
x), e 97,5 (MyHC - Slow) porcento de identidade com as isoformas de
humanos (CHIKNUI et al., 2004).

Diferencas em qualidade de carne entre musculos branco e vermelho e
entre algumas racas sdo bem documentadas, no entanto ainda ndo é claro
quanto que a composicdo do tipo de fibra da MyHC influencia nas diferencas
observadas quanto a qualidade da carne (CHANG et al., 2003).

O entendimento molecular das caracteristicas do tipo de fibra da MyHC

na qualidade da carne facilitaria a busca pela melhoria da qualidade.



Poucos trabalhos tém feito a relagdo entre tipagem da fibra de musculo
esquelético com qualidade de carne, no entanto CHANG et al. (2003) mostrou
clara relacéo entre superior qualidade do musculo psoas de suinos e a relativa
abundancia das fiboras MyHC Il a e Il x. Por outro lado, pior qualidade do
musculo L. dorsi foi associada com a relativa abundancia das fibras MyHC Il b.
Neste mesmo estudo foi observado maior abundancia das fiboras MyHC Il b e 1l
X. As fibras slow/I variaram muito pouco entre os musculos e acabou ndo sendo
utilizada na relacéo entre maciez e o tipo de fibra.

Os resultados de CHANG et al. (2003), demonstraram também que as
fibras oxidativas (Il a e Il x) apontam maior relacdo com a maciez medida por
diferentes métodos. Desta maneira fica claro que conhecer a composi¢do do
tipo de fibra pode ser um fator importante na determinacdo da qualidade da
carne.

As diferencas quanto a composicéo do tipo de fibra do mesmo musculo
entre racas € menor do que as diferencas entre diferentes musculos dentro da
mesma raca, provavelmente devido a similaridade funcional entre o mesmo
musculo de diferentes racas (CERVIERI, 2003).

O uso da eletroforese com gel de poliacrilamida na presenca do SDS-
PAGE tem sido utilizado para a determinacdo da MyHC desde a década de
setenta. BURRIDGE & BRAY (1975) foram os primeiros a encontrar diferencas
na eletroforese quanto a mobilidade da MyHC e desde entdo a técnica tem sido
constantemente testada e melhorada. As condicbes de separacdo da corrida

eletroforética variam bastante entre espécies (PICARD et al., 1999).



PICARD et al. (1999) foram os primeiros a determinar e testar as
melhores condi¢cdes de separacdo da MyHC tanto na fase de crescimento
guanto na fase adulta de bovinos.

Para uma boa separacéo eletroforética da MyHC muitos fatores devem
ser levados em consideracdo. A separacdo da MyHC Il a e Il b tem melhor
resolucdo quanto se usa diferentes gradientes de gel (CAIZZO et al., 1991).
JURIE et al. (1995) somente conseguiram identificar as isoformas I, llae Il b
de bovinos. No entanto, PICARD et al. (1999), apds testar diferentes gradientes
de acrilamida, encontrou que o gradiente 3,5 — 10% forneceu a melhor
resolucdo na separacdo da MyHC, além de conseguir separar trés isoformas
fast (I, Il a, Il b e Il X) de bovinos adultos com cross-link de 1,3 %. Porém como
ja citado tanto a isoforma Il b com a Il x sédo assumidas como Il b.

Outro fator que € de extrema importancia quanto a resolucdo das
isoformas da MyHC, é a concentracdo de Tris no gel de separacdo. O Tris
mantém o pH do gel constante e conseqientemente melhora a claridade das
bandas obtidas. PICARD et al. (1999) encontrou que para a separacdo das
isoformas da MyHC de bovinos adultos a melhor concentracdo de Tris € de
200mM, e para a fase de crescimento a melhor concentracao 250 mM.

Além destes fatores, o uso de glicerol e a adicdo de 2-mercaptoetanol
também melhoram a resolucéao da separacao das isoformas da MyHC.

Como as isoformas da miosina e a caracterizacdo morfologica dos tipos
de fibras tém sido frequientemente relacionadas com as caracteristicas de
qualidade de carne e crescimento animal (CHANG et al., 2003), o presente

projeto objetiva estudar as relacbes existentes entre as isoformas destas



proteinas e tipos de fibras com a taxa de crescimento muscular e a qualidade
da carne de animais Nelore (Bos indicus) submetidos a um sistema intensivo
de producéo.

O_Capitulo 2, denominado Caracterizacdo dos tipos de fibras

musculares e isoformas da cadeia pesada de miosina (MyHC) no tecido
muscular e na carne de bovinos Nelore (Bos indicus), apresenta-se de
acordo com as normas para publicacdo na revista Pesquisa Agropecuaria
Brasileira - PAB. O objetivo deste trabalho foi identificar as isoformas da Cadeia
Pesada da Miosina (MyHC) de animais Nelore e caracterizar morfologicamente
as fibras musculares do muasculo Longissimus dorsi e do mausculo
Semitendinosus quanto ao tipo, area e diametro em bovinos Nelore.

O_Capitulo 3, denominado Caracterizacdo dos tipos de fibras

musculares e isoformas da cadeia pesada de miosina (MyHC) e a
qualidade de carne de bovinos Nelore (Bos indicus) apresenta-se de
acordo com as normas para publicacdo na revista Pesquisa Agropecuaria
Brasileira - PAB. O objetivo deste trabalho foi identificar a qualidade de carne
de bovinos superprecoces e as possiveis relagdes com as caracteristicas do
musculo esquelético como os tipos de fibras musculares e as isoformas da

cadeia pesada de miosina (MyHC).
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CARACTERIZACAO DOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES E
ISOFORMAS DA CADEIA PESADA DE MIOSINA (MyHC) NO TECIDO
MUSCULAR E NA CARNE DE BOVINOS NELORE (Bos indicus)

Resumo

O objetivo do presente estudo foi identificar as isoformas da Cadeia
Pesada de Miosina (Myosin Heavy Chain - MyHC) por eletroforese (SDS-
PAGE), nos musculos Semitendinosus por biopsia durante o crescimento e ao
abate e no musculo Longissimus dorsi ao abate. Foram utilizados 20 bovinos
inteiros da raca Nelore submetidos ao modelo biolégico superprecoce em um
delineamento inteiramente casualizado. Foi realizada a caracterizacéo
morfologica das fibras musculares quanto ao tipo (SO, FOG e FG) e diametro
nos mesmos musculos. Em relagdo ao musculo Semitendinosus somente
foram identificadas duas bandas da cadeia pesada de miosina, a MyHC do tipo
| e a MyHC do tipo Il sem diferenciacdo da isoforma do tipo Il e no muasculo
Longissimus dorsi foram identificadas as isoformas dos tipos I, Il a e Il x.
Quanto a caracterizacdo dos tipos de fibras no musculo Semitendinosus as
mesmas estavam distribuidas em mosaico com predominio de fibras glicoliticas
FOG e FG e houve um aumento significativo (P<0,05) da area dos trés tipos de
fibras da biopsia para o abate. No musculo Longissimus dorsi constatou-se
predominancia de fibras do tipo FG em relacdo as fibras do tipo FOG e SO
(P<0,05). Também em relacdo ao diametro das mesmas, as fibras SO
apresentaram menor diametro (P<0,05) em relacdo aos demais tipos.

Comparando-se os dois musculos no abate, observa-se que o musculo
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Longissimus dorsi apresenta maior area (P<0,05) tanto em relacédo as fibras SO
como quanto as fibras FG. Com relacdo ao diametro observa-se maiores
valores (P<0,05) também para as fibras do musculo Longissimus dorsi,

principalmente em relacéo as fibras FG.

Palavras Chave: fibras musculares, isoformas da miosina (MyHC), bovinos

Nelore.
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Characterization of muscles fiber types and myosin heavy

chain isoforms (MyHC)

Abstract

The objective of this study was identify the myosin heavy chain isoforms in
Semitendinosus (biopsy and slaughter) and Longissimus dorsi (slaughter) by
electrophoresis (SDS — PAGE) and the muscles fiber types (SO, FOG and FG)
in Brazilian yearly cattle system - Superprecoce. Were used twenty young bulls
Bos indicus (Nellore) in completely randomized design. In relation of
Semitendinosus muscle were identified only two MyHC isoforms (type | and 1)
without any diferentiation of type Il, and in the Longissimus dorsi muscle were
identified the MyHC isoforms I, Il a and Il x. About the characterization of fiber
types, in the Semitendinosus, the same were distributed in Mosaic with
predominance of the FG and FOG fibers and siginificant increase (P<0,05) of
the fibers of biopsy to slaughter. In Longissimus dorsi muscle were observed
predominance of FG fibers in relation to FOG and SO fibers (P<0,05) and in
relation to diameter, the SO fibers showed smallest values. Comparing the two
muscles, the Longissimus dorsi, showed high area in relation the SO and FG

fibers and high diameter especially in the FG fibers.

Key Words: muscles fibers, MyHC isoforms, Nellore catlles.
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Introducéo

O estudo da composicdo das fibras musculares tem aumentado
consideravelmente tanto em suinos, como em bovinos, pois sabe-se que o tipo
de fibra influencia significativamente na qualidade e maciez da carne (PICARD
et al., 1999).

O musculo esquelético € um tecido heterogéneo compreendido por
diferentes tipos de fibras. O metabolismo, caracteristicas bioquimicas e
biofisicas, como capacidade oxidativa e glicolitica, tamanho da fibra, coloracéo,
conteudo de lipidios e glicogénio podem levar a essas variacfes entre o0s tipos
de fibras musculares (CHANG et al., 2003).

Tradicionalmente, os tipos de fibras sdo classificados de acordo com
suas propriedades histoquimicas (PETER, 1972): fibras vermelhas ou SO
(slow-oxidative) que apresentam pequena area, contragdo lenta e metabolismo
aerdbico, fibras brancas ou FG (fast-glycolytic) que sao glicoliticas, apresentam
contragdo rapida, maior area e metabolismo anaerobico e as fibras
intermediarias ou FOG (fast oxidative-glycolytic) que possuem area
intermediéria, contracdo rapida e metabolismo aerdbico e glicolitico.

O processo de amaciamento da carne que transforma o musculo em
carne no postmortem envolve mecanismos enzimaticos e fisico-quimicos, que
em intensidade e amplitude s&o largamente governados pela propor¢ao de
distintos tipos de fibras (PICARD et al., 1999). A composicao do tipo de fibra
pode ter profunda influéncia nas mudangas que ocorrem no postmortem e na

conversdo do musculo em carne e posterior efeito na qualidade do produto
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(CHANG et al., 2003; SAZILI et al., 2005), principalmente em relacdo a maciez
(CROUSE et al., 1991; MALTIN et al., 1998).

Outro fator atualmente relevante no estudo da qualidade da carne é o
estudo da miosina, que é a proteina mais abundante no muasculo, envolvendo o
crescimento muscular, desenvolvimento do animal, geracdo de forca
(contracdo muscular) e maciez da carne. Ela é expressa por isoformas
especificas em diferentes tecidos ou proteinas com estruturas quase idénticas
(TIDYMAN, 1996).

Outros estudos com animais também tem demonstrado correlacdes
entre os tipos de fibras musculares ou isoformas da cadeia pesada de miosina
(MyHC) e a qualidade da carne (CHANG et al., 2003).

As propriedades de contracdo muscular e o estabelecimento do rigor
mortis variam entre as espécies. Tanto a taxa como a extensdo do pH
postmortem séo influenciados pela espécie animal e o tempo para que o rigor
mortis se estabeleca varia entre as diferentes espécies (LAWRIE, 1998). A
base molecular para o tipo de fibra muscular € a principal diferenca entre as
isoformas da cadeia pesada de miosina (MyHC). As estruturas moleculares das
isoformas da miosina podem ser as responsaveis pelas propriedades espécie-
especificas no rigor mortis (CHIKNUI et al., 2004).

Em geral, masculos que possuem maior quantidade de fibras do tipo I
(fast-glicolytic) sdo mais susceptiveis a glicolise no postmortem,
desenvolvimento do rigormortis e protedlise que os musculos que possuem
maior quantidade de fibras do tipo | (slow oxidative) (SAZILI et al., 2005).

Diferencas entre a composi¢ao dos tipos de fibras entre masculos ou no proprio
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muasculo parecem estar associadas com a variacdo na qualidade da carne
(KLONT, BROCKS, & EIKELENBOOM, 1998).

Quanto ao tipo molecular, os tipos slow/l e fast Il b, respectivamente
slow oxidative e fast glicolytic, representam os dois extremos de perfil
metabdlico. Ja as fibras fast Il a e fast Il x sé@o intermediarias das fibras fast
oxidative-glycolytic (CHANG et al., 2003). Poucos trabalhos demonstraram as
isoformas da MyHC (I, Il a e Il b) em musculo de bovinos adultos (TOTLAND &
KRYVI 1991; JURIE et al., 1995). A terceira isoforma (Il x) tem sido identificada
em muitas espécies.

Resultados de varios estudos (DURIS et al., 2000; PICARD et al., 1998;
LEFAUCHEUR & ECOLAN, 1998), indicam que as isoformas da MHC Il b e Il x
no musculo de bovinos tem estrutura bastante similar e sdo coidentificadas por
anticorpos anti Il b ou Il x. Recentemente estudos envolvendo seqtiéncia de
nucleotideos para trés tipos de isoformas da cadeia pesada de miosina foram
realizados no musculo esquelético de bovinos adultos e foram expressas as
isoformas (MyHC) I, I1a e Il x. A isoforma Il b ndo foi identificada, o que sugere
gque esta nao seja expressa no musculo esquelético de bovinos. Devido ao fato
da isoforma Il b ser o tipo mais glicolitico (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996),
sua auséncia pode levar os musculos de bovinos a se adaptarem mais as
condicOes slow oxidative. Estes resultados contradizem os dados obtidos por
PICARD et al (1999), que com o método da eletroforese separou trés bandas
de isoformas fast em musculos de bovinos. Apesar dos dados sugerirem a
auséncia da isoforma Il b, isso ndo quer dizer que as fibras do tipo Il b n&o

estdo presentes em musculos de bovinos. Como as isoformas da MyHC
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predominantemente determinam a atividade da ATPase, os tipos de fibras
musculares relacionam-se com as isoformas expressas.

A aparente auséncia da isoforma Il b no musculo esquelético de bovinos
parece ser a responsavel pelo desenvolvimento do rigor mortis mais lento,
guando comparado ao musculo esquelético de suinos. Assim as diferencas nas
isoformas da MyHC, que levam ao rigor mortis, podem explicar algumas
diferencas na qualidade da carne entre as espécies (CHIKNUI et al.,, 2004;
BOWKER et al., 2004).

Poucos trabalhos tém feito a relagéo entre tipagem da fibra de musculo
esquelético com qualidade de carne, no entanto CHANG et al. (2003) mostrou
clara relacéo entre superior qualidade do musculo psoas de suinos e a relativa
abundancia das fiboras MyHC Il a e Il x. Por outro lado, pior qualidade do
musculo L. dorsi foi associada com a relativa abundancia das fibras MyHC |1 b.
Neste mesmo estudo foi observado maior abundancia das fiboras MyHC Il b e 1l
X. As fibras slow/l variaram muito pouco entre os musculos e acabou ndo sendo
utilizada na relagéo entre maciez e o tipo de fibra.

Os resultados de CHANG et al. (2003), demonstraram também que as
fibras oxidativas (I e Il x) apontam maior relacdo com a maciez medida por
diferentes métodos. Desta maneira fica claro que conhecer a composi¢cao do
tipo de fibra pode ser um fator importante na determinacdo da qualidade da
carne.

As diferencas quanto a composicéo do tipo de fibra do mesmo musculo

entre racas € menor do que as diferencas entre diferentes musculos dentro da
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mesma raca, provavelmente devido a similaridade funcional entre o mesmo
musculo de diferentes racas (CERVIERI, 2003).

O uso da eletroforese com gel de poliacrilamida na presenca do SDS-
PAGE tem sido utilizada para a determinacdo da MyHC desde a década de
setenta. BURRIDGE & BRAY (1975) foram os primeiros a encontrar variacdes
na eletroforese quanto a mobilidade da MyHC e desde entédo a técnica tem sido
constantemente testada e melhorada.

Como as isoformas da miosina e a caracterizacdo morfolégica dos tipos
de fibras tém sido frequentemente relacionadas com as caracteristicas de
qualidade da carne e crescimento animal (CHANG et al., 2003), o presente
estudo objetiva caracterizar os diferentes tipos de fibras, identificar as
isoformas da cadeia pesada de miosina de animais Nelore (Bos indicus)
submetidos a um sistema intensivo de producdo e validar a metodologia da

MyHC como parametro indicador dos tipos de fibras musculares.

Material e Métodos

Local e Animais Utilizados

O experimento zootécnico de campo foi conduzido no Setor de
Confinamento de Gado de Corte do Departamento de Melhoramento Genético
e Nutricdo Animal da FMVZ - Unesp - Botucatu, SP.

Foram utilizados 20 bovinos inteiros Bos indicus da raca Nelore. Os

animais foram desmamados aos sete meses de idade em sistema creep
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feeding e confinados por 168 dias até atingirem o peso de abate e terminacao

de carcaca estabelecidos pelo modelo biolégico superprecoce.

Colheita de Amostras

Durante o periodo de confinamento foi realizada a biopsia do musculo
Semitendinosus em todos os animais estudados para a caracterizacao do tipo
de fibra muscular. Assim que o0s animais atingiram o0 peso de abate
estabelecido pelo sistema superprecoce - aproximadamente 450 Kg com 14
meses de idade - os mesmos foram abatidos em frigorifico comercial (Marfrig -
Promissao, SP).

Apés o transporte dos animais até o frigorifico, os mesmos
permaneceram em jejum de soélidos 16 horas antes do abate. Durante o abate
foram colhidas amostras dos muasculos Semitendinosus e Longissimus dorsi
para a caracterizacdo do tipo de fibra muscular e determinacdo do tipo de

isoforma da cadeia pesada de miosina.

Caracterizacdo Morfolégica das Fibras Musculares dos Musculos

Semitendinosus e Longissimus dorsi.

Para o estudo do perfil morfométrico do tecido muscular esquelético
foram realizadas duas colheitas do masculo Semitendinosus, uma no inicio do
periodo de confinamento (biopsia) segundo técnica descrita por DUBOWITZ E
BROOKE (1984) e outra no abate dos animais. No musculo Longissimus dorsi

foi realizada apenas uma coleta no abate.
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Foram colhidas aproximadamente 3,0g de tecido muscular na biopsia e
10,0g no abate. Apds a colheita das amostras de musculo as mesmas foram
mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos quando foi retirado um
fragmento de aproximadamente 0,5 cm®. Estes fragmentos foram envoltos em
talco e imersos em nitrogénio liquido por um minuto e acondicionados em tubos
plasticos para armazenamento em freezer -80°C.

As andlises de caracterizacdo morfolégica das fibras musculares foram
realizadas no Laboratério do Depto. de Morfologia IB - Unesp, Botucatu, SP. As
amostras foram retiradas do freezer -80°C e transferidas para o micrétomo
criostato a -20°C (Keichert Jung, mod. CM 1800, Leica), onde varias séries de
cortes histolégicos com 10um foram obtidas e fixadas em lamina. Para a
realizacdo dos cortes o0s fragmentos musculares foram dispostos
perpendicularmente em suportes metalicos do préprio micr6tomo criostato
utilizando-se o adesivo liquido OCT Tissue TEK (Optimal Critical temperature
Compound, Miles). Em seguida as séries de cortes foram submetidas a técnica
histoquimica para verificacdo da atividade contratii da ATPase, com pré
incubacgéo acida em pH 4,6 (BROOKE e KAISER, 1970), para a diferenciacéo
dos tipos de fibras musculares.

Para a nomenclatura dos tipos de fibras foi utilizada a classificagao
adotada por PETER et al. (1972) com a identificacdo de trés tipos de fibras
musculares: SO (oxidativa e de contracdo lenta), FOG (oxidativas-glicoliticas e
de contracéo rapida) e FG (glicoliticas e de contragdo rapida). Para os calculos
das areas e dos diametros das fibras foram obtidos aproximadamente dez

campos em cada lamina, totalizando entre 700 e 900 fibras analisadas por
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animal. Para a leitura dos campos foi utilizado microscépio Optico (Olympus,
ocular 12,5X e objetiva 20X) aclopado ao analisador de imagens de
microscopia oOptica Leica e computador com programa de analise de imagens

(Image-Pro Plus 4.5.0.27).

Separacédo Eletroforética da Cadeia Pesada de Miosina — MyHC

Para a determinacdo das isoformas da MyHC foram utilizadas as técnicas
tradicionais de eletroforese em SDS-PAGE, em condi¢cdo redutora combinada
com reacdes denaturantes em gel de poliacrilamida vertical descrita por
LAEMMLI (1970) e utilizando-se o procedimento proposto por PICARD et al.
(1995). Para tanto foram utilizados 200mg de muasculo congelado
(Semitendinosus (biopsia e abate) e Longissimus dorsi). Algumas alteracdes
foram realizadas no protocolo apds testes no Laboratério do Departamento de

Morfologia para a melhor obtengéo dos resultados.

- Processamento das amostras

Foram obtidos de cinco a oito cortes do muasculo (12 um de espessura)
em microtomo criostato. Os cortes foram homogeneizados em 450 pL de
Tampao de Lise (solugéo zero). Em seguida o homogeneizado foi colocado em
banho-maria a 60°C durante 10 minutos, ap0s a retirada do banho, foram
acrescentadas quatro gotas de glicerol. Ap6s a homogeneizacéo do glicerol as
amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer -20°C. A preparacdo das placas de vidro foi feita ap6s as mesmas

serem limpas com len¢o de papel e alcool 100% (deixar o alcool evaporar). Foi
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marcado com caneta permanente em uma das placas a altura de 10,8 cm, e as
mesmas foram montadas com separadores. O cuidado para nivelar

corretamente o sistema foi levado em consideracéo.

- Preparo do Gel de Separacéo 9% (suficiente para 1 placa de corrida)

Foi utilizada uma proveta de 25 mL, onde foram adicionados e
homogeneizados até a dissolucdo 10,5 mL de glicerol, 7 mL da solucdo de
acrilamida/bisacrilamida (30.8) e 6 mL da solucdo-tampé&o Tris-HCI 1.5M (pH
8.8). Em seguida a solucdo foi transferida para um kitassato de 100 mL
tampado com rolha de borracha e inserido em isopor com gelo e levado a
bomba a vacuo para desgaseificar durante 10 minutos. A solucao foi transferida
com cuidado para um béquer de 50 mL, onde foram acrescentados 24 pL de
SDS 10%, 24 pL de APS 10% (homogeneizados gentiimente) e 15 pL do
catalisador da reacdo Temed (misturados com a ponteira). O gel foi despejado
com muito cuidado dentro da placa, até atingir a marca feita com caneta
permanente. O gel foi mantido com a solucdo para cobrir o gel e permaneceu

por uma hora para polimerizar.

- Preparo do Gel de Empacotamento 4%

Foi utilizada uma proveta de 25 mL, onde foram acrescentados e
homogeneizados 3,75 mL de glicerol, 1,95 mL da solugcdo de
acrilamida/bisacrilamida (30.8), 5,20 mL de &agua deionizada e 3,75 mL de
tampéao Tris-HCI 0.5M (pH 6.8). A solucédo foi transferida para um kitassato de

100 mL fechado com rolha de borracha que foi colocado em isopor com gelo e
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levado a bomba a vacuo para desgaseificar por 10 minutos. A solucdo foi
transferida com cuidado para um béquer de 50 mL, onde foram acrescentados
24 pL da solucdo de SDS 10%, 24 uL da solucdo de APS 10% e 15 uL de
Temed. O gel de empacotamento foi despejado por cima do gel de separacéo
com cuidado, até faltar 0.5 cm para cobrir toda a placa. O pente foi colocado
com cuidado para ndo formar bolhas no gel. Esperou-se uma hora para a

polimerizacao do gel.

- Lavagem dos pocinhos

O pente foi retirado com cuidado e os pocinhos preenchidos com a
solucéo de azul de bromofenol. A limpeza dos pocinhos foi feita com a ajuda de
uma agulha e uma seringa por pelo menos trés vezes, sempre preenchendo
com a solucdo de azul de bromofenol. A aplicacdo das amostras nos pocinhos
foi feita sempre anotando a ordem de cada amostra. As amostras foram
descongeladas e mantidas em isopor com gelo. O sistema foi montado e
colocado o agitador magnético, onde foi acrescentado o tampao de corrida
inferior e o tampdo de corrida superior (acrescido de 546 pL de 2-B-
mercaptoethanol). O sistema foi fechado e levado a geladeira (4°C), neste
momento foram ligados o agitador magnético e a fonte e os parametros foram
anotados. A corrida foi de 3 horas a 100 V e mudou-se a voltagem para 230 V

por mais 18 horas (total de horas corridas: 21 horas).

- Fixacao e Coloragao do Gel
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O gel foi retirado da placa com cuidado e o gel de empacotamento foi
cortado e descartado. Foi utilizada a Solucdo para Fixar o Gel por 10 minutos e
a Solucéo para Corar o Gel (Coomassie Blue) por 30 minutos e a Solucédo para
Descorar o Gel por 15 minutos. O gel foi lavado em agua destilada (4x) e
estocado nesta mesma agua e protegido da luz.

A captacdo das imagens das bandas foi realizada no equipamento de
foto-documentacdo VDS (Pharmacia Biotech). Os géis foram analisados
utilizando o programa para analise de imagens Image Master 3D Prime & Elite
— Gel Pro Analyser.

Para andlise dos dados, os géis foram digitalizados empregando-se o
Sistema de Foto-documentacdo e andlise Image Master VDS (Pharmacia —
Biotech) e também utilizou-se de Software Image Master, sendo as imagens
editadas pelo Software Adobe Photopoint 5.0. Na eletroforese, foram
analisadas as mobilidades relativas de acordo com 0s musculos utilizados
como padréo.

A identificacdo das isoformas de MyHC foi realizada pelo perfil
eletroforético das respectivas bandas nos géis que foram analisados no
equipamento de foto-documentacdo VDS (Pharmacia - Biotech) e no Software
analisador de imagens Image Master 1D Prime & Elite, sendo as imagens
editadas pelo Software Adobe Photopoint 5.0.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
computacional Statistical Analysis System 6.12 (SAS, 1996) e os dados foram

submetidos a analise de variancia através do procedimento GLM.
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A comparacao das médias de acordo com os métodos foi realizada pelo
teste de Student-Neuman-Keuls e pelo Teste de Tukey. Para estabelecimento
das correlagcbes entre as caracteristicas de qualidade de carne e fibras

musculares, utilizou-se o procedimento CORR (SAS, 1996).

Resultados e Discusséo

Os dados da eletroforese realizada para a obtencéo das isoformas da
cadeia pesada de miosina demonstraram que em relacdo ao musculo
Semitendinosus somente foram identificadas, tanto na biopsia como no abate,
duas bandas da cadeia pesada de miosina e que estas sdo a MyHC do tipo | e
a MyHC do tipo Il sem diferenciag¢ao da isoforma do tipo Il (Figura 1 e Figura 2).
Pode-se observar também uma maior quantidade da isoforma do tipo Il em
relacdo a isoforma do tipo | medido pelo indice de Densidade Optica (IOD)
tanto na bidpsia quanto nas amostras colhidas no abate (Tabela 1). Como
padrdo de corrida para a identificacdo das bandas foram utilizados os musculos
Soleus de ratos como padréo do tipo | e EDL de ratos como padréo do tipo I,
sendo que este Ultimo possui predominancia para o tipo Il a.

Os dados obtidos estdo de acordo com a literatura, pois existe uma
relacdo direta entre a velocidade de contracdo da fibra muscular (hidrélise do
ATP) e o tipo de isoforma da miosina de cadeia pesada (MyHC) presente nas
fibras (SCHIAFFINO e REGGIANI, 1994). As fibras do tipo SO contém MyHC |
e as fibras dos tipos FOG e FG contém MyHC Il a e Il b, respectivamente

(STARON, 1991; STARON & PETTE, 1993).
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No entanto, conforme citado abaixo, sabe-se que a isoforma Il b nédo
esta presente em bovinos e sim a isoforma Il x (PICARD et al.,, 1998). De
acordo com os dados obtidos pode-se observar maior presenca das isoformas
do tipo Il no musculo Semitendinosus, o0 que é comprovado pela maior
guantidade de fibras FOG e FG (P<0,05), tanto na biopsia como no abate.

Em relacdo a analise das isoformas realizadas no musculo Longissimus
dorsi foram identificadas trés isoformas da cadeia pesada de miosina (Figura 3
eTabela 1). Poucos trabalhos demonstraram as isoformas da MyHC (I, Il a e Il
b) em musculo de bovinos adultos (TOTLAND & KRYVI 1991; JURIE et al.,
1995). A terceira isoforma (Il x) tem sido identificada em muitas espécies.
Resultados de varios estudos (DURIS et al.,, 2000; PICARD et al., 1998;
LEFAUCHEUR & ECOLAN, 1998) indicam que a isoforma da MyHC Il b e Il x
no musculo de bovinos tem estrutura bastante similar e sdo co-identificadas por
anticorpos monoclonais anti Il b ou Il x. Este fato explica a dificuldade de
separacao destas isoformas de acordo com a sua massa molar.

Recentes estudos envolvendo o sequénciamento de nucleotideos para
trés tipos de isoformas da cadeia pesada de miosina foram realizados no
musculo esquelético de bovinos adultos e observou-se a expressdo das
isoformas (MyHC) I, 1l a e Il x. A isoforma Il b ndo foi identificada o que sugere
gque esta ndo seja expressa no musculo esquelético de bovinos. Devido ao fato
da isoforma Il b ser o tipo mais glicolitico (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996)
sua auséncia pode levar os musculos de bovinos a se adaptarem mais as

condicOes de contracao lenta e metabolismo predominantemente oxidativo.
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Estes resultados contradizem os dados obtidos por PICARD et al (1999),
que fracionaram trés bandas de isoformas de contracdo rapida (fast) em
musculos de bovinos. Apesar dos dados sugerirem a auséncia da isoforma Il b,
isso ndo quer dizer que as fibras do tipo Il b ndo estejam presentes em
musculos de bovinos. As fibras musculares sdo convencionalmente
classificadas em tipo | (slow oxidative), Il a (fast oxidative glicolytic) e Il b (fast
glicolytic) pelas técnicas histoquimicas as quais sdo baseadas na atividade da
ATPase das fibras (CHIKNUI et al., 2004). Como as isoformas da MyHC
predominantemente determinam a atividade da ATPase, os tipos de fibras
musculares relacionam-se com as isoformas expressas.

No presente estudo foram identificadas as isoformas do tipo I, Il a e Il x
no musculo Longissimus dorsi, utilizando para a identificacdo das bandas o
musculo soleus como padréo do tipo | e musculo EDL como padréo das fibras
do tipo I, sendo estas com predominancia para o tipo Il a (Figura 3).

Os dados obtidos puderam ser confirmados pela analise morfolégica das
fibras musculares onde foi observado no musculo Longissimus dorsi (Figura 6)
maior area das fibras do tipo FOG e FG (P<0,05) relacionadas a maior
presenca das isoformas da MyHC dos tipos Il a e Il x.

Estudos anteriores (CHANG et al., 2003) demonstraram que no musculo
Longissimus dorsi de suinos a presenca em abundancia das isoformas do tipo
Il b, indicam menor qualidade de carne neste musculo, tanto em termos de pH,
como nas perdas totais e coloracdo da carne. Em geral masculos com maior
proporcdo de isoformas do tipo Il (contracdo rapida - fast), sdo mais

susceptiveis a glicolise no postmortem, desenvolvimento do rigor mortis e
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protedlise do que musculos com isoformas do tipo | (oxidativas) (MONIN &
OUALI 1991), por que as isoformas do tipo fast funcionam como um regulador
na atividade da ATPase que influencia o pH e a temperatura da carcaca
(BOWKER et al., 2004).

Exatamente o quanto a composicdo das fibras musculares esta
relacionada com a maciez da carne ainda ndo é muito evidente. Estudos em
suinos e bovinos tem demonstrado que a frequéncia de fibras glicoliticas (fast)
esta correlacionada negativamente com a maciez (SAZILI et al., 2005). Estes
estudos estdo baseados na possivel correlacdo entre a proporcdo de fibras
oxidativas e a maciez em trabalhos realizados com bufalos. (RENAND et al.,
2001). No entanto, métodos como a forca de cisalhamento, utilizados para a
analise da maciez da carne neste muasculo em ovinos e suinos nao
apresentaram correlacdes significantes com as isoformas da MyHC (SAZILI et
al., 2005; CHANG et al., 2003).

A analise histoquimica das fibras do musculo Semitendinosus permitiu a
observacao de trés tipos de fibras, segundo o metabolismo e as caracteristicas
da ATPase miofibrilar: SO (Slow Oxidative), FOG (Fast Oxidative-Glycolytic) e
FG (Fast Glycolytic) (PETER et al., 1972) como pode ser observado nas
Figuras 4 e 5.

A distribuicdo dos tipos de fibras musculares esta relacionada com as
propriedades fisiolégicas dos musculos. Por exemplo, aqueles envolvidos na
realizacdo de movimentos de resisténcia, como os musculos posturais séo
mais oxidativos do que aqueles envolvidos na realizacdo de movimentos de

forca (TOTLAND E KRYVI, 1991; HENCKEL, 1995). No presente estudo, as
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fibras do musculo Semitendinosus estavam distribuidas em mosaico (Figura 4)
com predominio (P<0,05) de fibras glicoliticas FOG e FG (Figura 5).

No musculo estudado e nos periodos analisados, a area das fibras FG
foi sempre maior (P<0,05) em relacéo a area das fibras FOG e SO, e a area
das fiboras FOG maior em relacdo as fibras SO (Tabela 2). Durante o
experimento, houve um aumento significativo (P<0,05) da area dos trés tipos
de fibras da biopsia para o abate no masculo Semitendinosus (Tabela 2). Em
relacdo ao diametro das fibras, os dados encontrados estdo de acordo com a
literatura onde as fibras SO apresentam menor diametro (P<0,05), as fibras FG
maior didmetro e as fibras FOG com diametro intermediéario (Tabela 3).

Os dados obtidos de amostras do abate do musculo Longissimus dorsi
também demonstram a predominancia de fibras do tipo FG (Figura 6) em
relacdo as fibras do tipo FOG e SO (P<0,05). Também em relacdo ao diametro
das mesmas, os dados estdo de acordo com a literatura, sendo que as fibras
SO apresentam menor diametro em relacdo aos demais tipos (Tabela 3).

Comparando-se os dois musculos estudados no abate, observa-se que o
musculo Longissimus dorsi apresenta maior area (P<0,05) tanto em relacao as
fiboras SO como quanto as fibras FG (Tabela 2). JA em relacdo ao diametro
observa-se maiores valores também para as fibras do musculo Longissimus

dorsi, principalmente quanto as fibras FG (Tabela 3).
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Conclusdes

1. No presente estudo, pode-se observar maior abundéancia da MyHC do
tipo Il em relacdo ao tipo |, o que demonstra que tanto o musculo
Longissimus dorsi como o Semitendinosus apresentam mais fibras
glicoliticas do que fibras oxidativas, principalmente em sistemas
intensivos de producéao.

2. O estudo das isoformas da MyHC € uma boa ferramenta de identificacdo
dos tipos de fibras musculares, podendo ser utilizado como analise para
a caracterizagdo das mesmas, substituindo a andlise histoquimica para

a diferenciacao dos tipos de fibras musculares quanto ao metabolismo.
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Tabela 1. Valores médios do indice de densidade Optica (IOD) das isoformas
da cadeia pesada de Miosina (MyHC) analisadas nos musculos
Semitendinosus (biopsia e abate) e Longissimus dorsi (abate) de
bovinos Nelore superprecoces.

Variaveis

Semitendinosus Longissimus dorsi

MyHC| MyHClla MyHCIIx MyHCI MyHCIla MyHC Il x

Biopsia 5,46 A 15,45 B - - - -
Abate 19,32 A 37,85B - 471 A 4,72 A 6,14 A
Média 12,39 23,65 - - - -

MyHC [: isoforma da MyHC do tipo | (slow); MyHC Il a: isoforma da MyHC do tipo Il a (fast);
MyHC Il x: isoforma da MyHC do tipo Il x (fast).

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P< 0,05) pelo Teste de
Tukey.
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Tabela 2. Média (um?) da &rea das fibras SO (Slow oxidative), FOG (fast
oxidative-glycolytic) e FG (fast-glycolytic) das amostras do musculo
Semitendinosus (ST) na biopsia e no abate e do mdusculo

Longissimus dorsi (LD).

FIBRAS ST biopsia ST abate LD
SO 1273,06 A a 2453,52B b 3025,77BDb
FOG 152532 A a 3021,62Bb 3053,98B Db
FG 2805,74Bb 3998,58 Cc 4578,22 Cc

Médias seguidas de letras mailsculas na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05),A<B<C.
Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey

(P<0,05),A<B<C.
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Tabela 3. Diametro das fibras fibras SO (Slow oxidative), FOG (fast oxidative-
glycolytic) e FG (fast-glycolytic) das amostras do musculo
Semitendinosus (ST) na biopsia e no abate e do musculo

Longissimus dorsi (LD).

FIBRAS ST biopsia ST abate LD
SO 32,26 Aa 45,72B b 48,84 B b
FOG 33,39Aa 47,28 B b 49,05B b
FG 4409 Aa 50,69BDb 61,09Cc

Médias seguidas de letras mailsculas na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05), A<B<C.

Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05), A<B<C.
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Musculo EDL

MyHC lla

MyHC I Mdusculo Soleus

Figura 1. Foto do gel de SDS-PAGE a 9% de amostras do musculo Semitendinosus colhidas
no abate onde sdo observadas as isoformas de MyHC do tipo Il (com predominancia para o

tipo Il a) e a isoforma do tipo .

Musculo EDL

MvHC lla

MvHC | Mdusculo Soleus

Figura 2. Foto do gel de SDS-PAGE a 9% de amostras do musculo Semitendinosus colhidas
na biépsia onde sdo observadas as isoformas de MyHC do tipo Il (com predominancia para o

tipo Il a) e a isoforma do tipo .
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Musculo EDL
MyYHC 11X

MyHC lla

MyHC | Musculo Soleus

Figura 3. Foto do gel de SDS-PAGE a 9% de amostras do musculo Longissimus dorsi colhidas no
abate onde séo observadas as isoformas de MyHC do tipo Il a, Il x e a isoforma do tipo I.
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Figura 4: Corte transversal do musculo Semitendinosus no inicio do experimento (biopsia).
A: HE. Fibras musculares (F). Nucleos das fibras (setas). Endomisio (E). Fibras SO, FOG e
FG. B: NADH-TR. C: mATPase acida, pH 4.6.
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Figura 5: Amostras do musculo Semitendinosus de animais Bos indicus da raca Nelore. (A)
Amostra colhida na biépsia; mATPase alcalina (pH 10.4). (B) Amostra colhida no abate;
mATPase acida (pH 4.6). Fibras SO (oxidativas), FOG (oxidativas e glicoliticas) e FG

(glicoliticas).

Figura 6: Amostra do musculo Longissimus dorsi de animais Bos indicus da raga Nelore colhida
no abate; mATPase alcalina (pH 10.4). Fibras SO (oxidativas), FOG (oxidativas e glicoliticas) e

FG (glicoliticas).
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CARACTERIZACAO DOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES E
ISOFORMAS DA CADEIA PESADA DE MIOSINA (MyHC) E A QUALIDADE
DE CARNE DE BOVINOS NELORE (Bos indicus)

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo determinar as caracteristicas de
qualidade de carne nos musculos Semitendinosus (ST) e Longissimus dorsi
(LD) e identificar possiveis relagBes entre estas caracteristicas com os tipos de
fibras musculares e isoformas da MyHC. Foram utilizados 20 bovinos inteiros
da raca Nelore submetidos ao modelo biolégico superprecoce em um
delineamento inteiramente casualizado. Como caracteristicas de qualidade foi
realizado o indice de Fragmentac&o Miofibrilar (MFI) no masculo ST e Forca de
Cisalhamento (FC) e MFI no musculo LD. Também foi determinada a
porcentagem de lipidios, area de olho-de-lombo (AOL), espessura de gordura
subcutanea (EGS), indice de marmorizacdo e perdas no cozimento. As
medidas da FC confirmam os resultados obtidos pelo MFI, onde com elevados
valores de MFI observou-se baixos valores de FC (rp= -0,39). Os valores da FC
aumentam na medida em que a area e diametro das fibras glicoliticas (FG)
aumentam (r,= 0,67; r, =0,82; P<0,05). Com o aumento das fibras glicoliticas,
teve-se diminuicdo nos valores de MFI e aumento nos valores da forca de
cisalhamento. Assim as fibras oxidativas (SO e FOG) parecem estar mais
relacionadas com a qualidade da carne de animais Bos indicus do que as fibras
glicoliticas. No musculo LD observou-se que quanto maior a AOL, maior a

MyHC do tipo | (fibras do tipo SO) ao abate (r,= 0,62; P<0,05).

Palavras chave: fibras musculares, isoformas de miosina, qualidade de carne.
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CHARACTERIZATION OF MUSCLES FIBERS AND MYOSIN HEAVY CHAIN
(MyHC) AND THE MEAT QUALITY OF NELLORE BULLS (BOS INDICUS)

Abstract

The objective of this work was to evaluate the characteristics of meat quality in
Semitendinosus (ST) and Longissimus dorsi (LD) muscles in Brazilian Yearly
Cattle System — Superprecoce and identify possibles relations between this
chacarcteristics with muscles fibers type and myosin heavy chain isoforms
(MyHC) isoforms . Twenty young intact male Bos indicus (Nellore) were used in
a completely randomized design. In ST and LD muscles the meat quality were
identified by the miofibrillar fragmentation index (MFI). Addicional LD muscle
was submited to Shear Force values. Lipidis porcentage, eye rib area,
subcutaneous fat thickness, and cooking lost. The highest MFI results confirm
the lowest shear force values (rp= -0,39). The shear force values increased with
highest area and diameter values of glicolytics fibers (r,= 0,67; r, =0,82;
P<0,05). With the FG increse were observed smallest MFI values and highest
shear force values. The oxidative fibers (SO and FOG) suggest more relation
with meat quality of Bos indicus animals than glicolytics fibers. In LD muscle
was observed that highest AOL values showed more MyHC of type | in

slaughter (r,= 0,62; P<0,05).

Key words: muscles fibers, myosin isoforms, meat quality.
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Introducéo

O aumento expressivo no volume de carne produzida combinada com o
compromisso de atingir o mercado consumidor num curto periodo de tempo
modificou marcadamente a tecnologia empregada no gerenciamento da
gualidade e quantidade do produto industrializado. Estabelecer o entendimento
do que é qualidade da carne bovina e a consisténcia na obtencdo dessa
gualidade tem sido um componente comum aos sistemas internacionais de
producédo de carne bovina por décadas (MILLER, 2001).

A variacdo de qualidade de carne bovina também se deve a pouca
padronizacdo dos sistemas de producdo, da genética do rebanho bovino, bem
como a dificuldade em identificar as carcagas que produzem maior quantidade
de carne e de melhor qualidade, principalmente em relagdo a maciez.

Dessa maneira a identificagcdo de bovinos que tenham propensao
genética para produzir carne de qualidade é de extrema importancia para a
indUstria da carne. As caracteristicas da carcaca, bem como os fatores que
determinam a qualidade da carne, sdo influenciados, entre outros, por
parametros genéticos, maturidade do animal e dieta fornecida.

Consumidores consideram a maciez como o fator mais importante
quanto a qualidade da carne. Este fato é confirmado pela relacdo existente
entre o preco do corte e a maciez que o mesmo apresenta (KOOHMARAIE et
al., 2002).

A inconsisténcia nha maciez da carne consumida tem sido identificada
como o maior problema da industria da carne. A producdo de carne com

qualidade, a qual os consumidores desejam é um dos maiores problemas da
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indUstria da carne, porque o processo de maciez da carne durante o
postmortem € altamente variavel entre carcacas (THOMPSON et al., 2002).

Com o conhecimento dos mecanismos bioquimicos envolvidos no
processo de amaciamento da carne, potenciais marcadores de qualidade
poderiam ser utilizados e testados para predizer possiveis variacdes na
qualidade da carne (CASSERLY et al., 2000).

Neste sentido, é importante ressaltar os métodos de medicdo da
maciez da carne. Um dos métodos mais empregados, e que tem alta
correlacdo com a satisfacdo de painelistas sensoriais e consumidores
(DELGADO, 2001), denomina-se forca de cisalhamento ou WBSF (Warner-
Bratzler Shear force). Este método associado a classificacdo de carcacas
apresenta alto potencial para predizer a maciez do contrafilé (KOOHMARAIE et
al., 1998).

O fenbmeno da quebra das miofibrilas em segmentos menores na linha
Z ou proximos a ela durante o postmortem do musculo é determinado como
fragmentacao miofibrilar (OLSON et al., 1976).

O indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) é também bastante utilizado,
pois prediz mais de 50% da variacdo da maciez da carne (HOPKINS et al.,
2000), alem de ser altamente correlacionado com indices de maciez como
“Warner-Bratzler Shear Force”, ja que com o aumento do MFI tém-se
diminuicdo dos valores obtidos pelo shear force e “painel sensorial” (OLSON et
al., 1976).

Para musculos que ndo sdo grandes o suficiente para se determinar

valores da forca de cisalhamento ou analise sensorial, este indice torna-se
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bastante utilizado como indicador de maciez da carne (VEISETH et al., 2001).
Segundo CULLER et al. (1978), valores do indice de fragmentacdo de 60 ou
acima de 60 para o musculo Longissimus dorsi denota-se uma carne muito
macia, valores de 50 uma carne macia e valores abaixo de 50 uma carne
pouco macia.

Considerando que o gado zebu (Bos indicus) compfe a base do
rebanho de corte brasileiro, e ndo poderia ser diferente devido a sua adaptacao
as condicdes do Brasil Central (RUBENSAM & MONTEIRO, 2000) é importante
identificar os mecanismos que estdo por trds da definicdo da maciez da carne
destes bovinos para que haja possibilidade de intervencdo no processo de
amaciamento e producao de carne com qualidade desejada.

Inimeros trabalhos realizados estabeleceram a existéncia de associacao
negativa entre Bos indicus e maciez da carne. Carnes provenientes de areas
com alta proporcado de Bos indicus apresentam maiores valores de forca de
cisalhamento (e maior variacdo nesses valores) do que carnes com menor
proporcao de Bos indicus (MILLER, 2001).

Ha uma grande variacao individual na qualidade da carne entre animais
da mesma raca, sexo e ambiente natural que ainda ndo é bem explicada. Essa
variacao parece ser causada por fatores genéticos e ambientais. A composi¢cao
do tipo de fibra e a area da fibra de musculos especificos sdo importantes
fatores que exercem influéncias nos processos bioquimicos e

conseqguentemente na carne (KLONT et al., 1998).



50

Desta maneira o objetivo deste trabalho € caracterizar os tipos de fibras
musculares e isoformas da cadeia pesada de miosina (MyHC) e relacionar

essas carateristicas com a qualidade de carne de bovinos Nelore (Bos indicus).

Material e Métodos

LOCAL E ANIMAIS UTILIZADOS

O experimento zootécnico de campo foi conduzido no Setor de
Confinamento de Gado de Corte do Departamento de Melhoramento Genético
e Nutricdo Animal da FMVZ - Unesp - Botucatu, SP.

Foram utilizados 20 bovinos inteiros Bos indicus da raca Nelore. Os
animais foram desmamados aos sete meses de idade em sistema creep
feeding e confinados por 168 dias até atingirem o peso de abate e terminacao

de carcaca estabelecidos pelo modelo bioldgico superprecoce.

COLHEITA DE AMOSTRAS

Assim que o0s animais atingiram o peso de abate estabelecido pelo
sistema superprecoce - aproximadamente 450 Kg com 14 meses de idade - 0s
mesmos foram abatidos em frigorifico comercial (Marfrig - Promisséo, SP).

ApO0s o transporte dos animais até o frigorifico, os mesmos
permaneceram em jejum de solidos 16 horas antes do abate. Apés o abate
com estimulacéo elétrica as carcacas permaneceram em camara fria (-1°C) por
48 horas e em seguida foram desossadas. Na desossa foram colhidas

amostras do musculo Longissimus dorsi na regido entre a 112 e a 132 costelas



51

das meias-carcacas esquerdas de cada animal para a maturacdo das amostras,
analise do indice de fragmentacdo miofibrilar e analises das caracteristicas de
qualidade da carne (lipidios totais, area de olho-de-lombo, espessura de
gordura subcutédnea e indice de marmorizacdo). Ainda no frigorifico foram
embaladas a vacuo e identificadas as amostras destinadas a maturacdo por sete
dias. Nesta fase do trabalho foi testado o periodo de maturacdo das amostras
de carne do musculo Longissimus dorsi com possiveis reflexos na qualidade

final do produto.

ANALISE MORFOMETRICA DO MUSCULO Longissimus dorsi

Para a analise morfométrica do musculo Longissimus dorsi, as amostras
foram descongeladas por 24 horas, sob refrigeracdo de 2 a 5°C. A area de
olho-de-lombo (AOL) do musculo Longissimus dorsi foi determinada pelo
método do quadrante de pontos, segundo metodologia descrita pelo USDA
Quality Grade (1989). O indice de marmorizacao foi determinado por analise do
escore visual subjetivo, segundo metodologia do USDA Quality Grade (1989).
As medidas de espessura de gordura subcutanea (EGS) foram realizadas com

paquimetro com medidas em centimetros.

ANALISE QUIMICA DAS AMOSTRAS

As analises quimicas das amostras foram realizadas no Laboratério de

Bioquimica de Proteinas do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto
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de Biociéncias, Botucatu, SP. A determinacdo das perdas por evaporacao,
gotejamento e totais foram realizadas quando as amostras foram assadas para a

determinacéo da forca de cisalhamento.

LIPIDIOS

A porcentagem de lipidios totais foi realizada utilizando-se o protocolo
proposto por (BLIGH & DYER, 1959) onde foram pesados entre 3,0 a 3,5 g de
amostra crua moida de carne. As amostras pesadas foram transferidas para
erlenmeyer de 250 mL onde adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
metanol e 8 mL de agua destilada. Os tubos foram colocados em agitador
horizontal por 30 minutos. Em seguida adicionou-se aos tubos, 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de solucdo aquosa de sulfato de sédio 1,5 %, sendo entéo
agitados vigorosamente por dois minutos. Os tubos foram entdo centrifugados
a 1000 X g por dois minutos. Descartou-se a camada sobrenadante e filtrou-se
rapidamente a inferior (para evitar evaporacdo do cloroférmio) em tubo de 30
mL. A solucdo foi filtrada novamente e mediu-se 5 mL do filtrado que foi
transferido para um becker de 50mL previamente dessecado e pesado. O
becker foi colocado em estufa a 110°C até evaporar o solvente (15 a 20
minutos), posteriormente resfriado em dessecador (O/N) e pesado. As
diferencas de peso do becker, acrescidos ao peso da amostra, em relagdo ao
peso final do becker ao final do procedimento, determinaram as quantidades

percentuais de lipideos na amostra. Os resultados obtidos representam o0s
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valores quantitativos, das caracteristicas observadas de marmorizacdo da
carne.
ANALISE DE FORCA DE CISALHAMENTO DO MUSCULO Longissimus

dorsi

As andlises de forca de cisalhamento das amostras foram executadas no
Laboratério de Qualidade de Carnes do Departamento de Melhoramento e
Nutricdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu,
SP.

No presente ensaio foram avaliadas duas diferentes metodologias de
tratamento das amostras. As amostras de carne foram colhidas com 48hs de
resfriamento pds-abate sendo que a metade das mesmas foi posteriormente
congelada (-20°C) e a outra submetida a maturacdo por sete dias (-1°C). O
objetivo desta avaliacdo foi verificar quantos dias sdo necessarios para o fim do
rigor mortis, pois sabe-se que este periodo pode variar tanto entre diferentes
genodtipos quanto entre individuos do mesmo gendtipo (CASSERLY et al.,
2000).

Em conjunto aos testes da forca de cisalhamento para a verificagcdo da
maciez destes periodos de maturacao foram realizadas as analises do indice
de fragmentacdo miofibrilar (MFI), uma vez que esta metodologia de analise
apresenta alta correlagdo com os dados obtidos na forca de cisalhamento
(CULLER et al., 1978).

As amostras utilizadas para a andlise da forca de cisalhamento foram

descongeladas por 24 horas em temperatura de 2 a 5°C. Para a analise de
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forca de cisalhamento foram utilizadas amostras com aproximadamente 2,54
cm de espessura obtidas entre a 112 e 132 costelas das meias carcacas
esquerda dos animais. Foi adotado o procedimento padronizado e proposto por
(WHEELER et al., 1995). Apos o devido periodo de maturacdo as amostras
foram assadas em forno elétrico (200°C) até atingirem temperatura interna de
71°C. Apés este processo as amostras permaneceram refrigeradas por 24
horas até atingirem temperatura interna de 5°C, quando entdo iniciou-se a
determinacao da forca de cisalhamento. Foram retirados oito cilindros de cada
amostra para a determinacdo da forca de cisalhamento a fim de se obter maior
precisdo nos dados. Foi utilizado um Warmer-Bratzler Shear Force mecanico

com capacidade de 25kg e velocidade do seccionador de 20 cm/minuto.

PERDAS NO COZIMENTO

As perdas por evaporacdo, gotejamento e totais foram obtidas pela
pesagem das bandejas de cozimento, com e sem as amostras. As pesagens
foram feitas antes e apds o cozimento das amostras e a relacdo percentual de
perda de peso das bandejas com as amostras tomou-se como perdas por
evaporacao. O acréscimo de peso das bandejas ap0s o0 cozimento e sem as
amostras, representou as perdas por gotejamento que, acrescidas as perdas

por evaporacao resultaram, nas perdas totais de cozimento.

DETERMINACAO DO INDICE DE FRAGMENTACAO MIOFIBRILAR (MFI)

NO MUSCULO Longissimus dorsi e Semitendinosus
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As analises de MFI foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de
Proteinas do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias,
Botucatu, SP.

Apés alguns testes, poOde-se observar que ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) quanto ao uso de carne fresca ou congelada o que
também foi relatado por VEISETH et al. (2001). Devido aos resultados dos
testes e a confirmacdo na literatura optou-se pela utilizacdo de amostras
congeladas para a determinacdo do MFI na realizacdo das analises propostas
no presente projeto.

Para a determinacdo do MFI foram utilizadas amostras do musculo
Longissimus dorsi maturadas por sete dias e amostras do musculo
Semitendinosus segundo metodologia descrita por CULLER et al. (1978).

Foram utilizados 3g de amostra congelada livre de gordura e de tecido
conectivo. As amostras foram homogeneizadas em Ultra-turrax com haste de
cisalhamento (Marconi - MA 102/E) a 18000 rpm em 30mL de Tampao de
indice de Fragmentacédo Miofibrilar (TMFI) em banho de gelo (100mM KClI,
20mM de fosfato de potassio pH7.0, 1ImM MgCl, e 1ImM NaNs, em pH7.0) por
duas vezes de 30 segundos com mesmo intervalo em gelo. Apbés a
homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas a 1000Xg por 17 minutos a
2° C quando entdo foi descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspenso em
30mL de TMFI a 2° C utilizando-se um bastéo de vidro.

Apés a ressupensao, as amostras foram novamente centrifugadas a

1000Xg por 17 minutos a 2° C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
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ressuspendido em 7,5 mL de TMFI a 2° C e vortexado até a amostra tornar-se
bastante homogénea. A amostra foi filtrada em peneira doméstica e novamente
adicionou-se 7,5mL de TIFM a 2° C para a lavagem do tubo de ressuspenséo.

Apés a extracao das proteinas miofibrilares com o TMFI, foi realizada a
quantificacdo de proteinas totais pelo método do Macro Biureto (GORNAL et
al., 1949). Em cada tubo de ensaio foram colocados 0,25 mL de amostra, 0,75
mL de TMFI e 4 mL do reagente de Biureto. ApOs este preparo das amostras
as mesmas permaneceram por 30 minutos no escuro para posterior leitura no
espectrofotdbmetro com absorbancia em comprimento de onda de 540 nm.

Para a determinacdo do MFI obteve-se uma solugcdo com um volume de
8mL e concentracdo de proteina de 0,5mg/mL (obtidas com o TMFI). Estas
amostras foram homogeneizadas por agitacdo vigorosa e rapidamente foi
realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 540nm. O
aparelho foi zerado com o TMFI. O célculo do MFI foi realizado da seguinte
maneira:

MFI= Absorbancia X 200

Algumas mudancas foram realizadas no procedimento, porém o0s

resultados estdo de acordo com os demais observados na literatura.

Caracterizacdo Morfologica das Fibras Musculares do Musculo

Semitendinosus e do Muasculo Longissimus dorsi.

Para o estudo do perfil morfométrico do tecido muscular esquelético
foram realizadas duas colheitas do musculo Semitendinosus, uma no inicio do

periodo de confinamento (bidpsia) segundo técnica descrita por DUBOWITZ E
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BROOKE (1984) e outra no abate dos animais por necropsia. No musculo
Longissimus dorsi foi realizada apenas uma coleta no abate.

Foram colhidas aproximadamente 3,0g de tecido muscular na biopsia e
10,0g no abate. Apds a colheita das amostras de musculo as mesmas foram
mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos quando foi retirado um
fragmento de aproximadamente 0,5 cm®. Estes fragmentos foram envoltos em
talco e imersos em nitrogénio liquido por um minuto e acondicionados em tubos
plasticos para armazenamento em freezer -80°C.

As andlises de caracterizacdo morfolégica das fibras musculares foram
realizadas no Laboratério do Depto. de Morfologia IB - Unesp, Botucatu, SP. As
amostras foram retiradas do freezer -80°C e transferidas para o microtomo
criostato a -20°C (Keichert Jung, mod. CM 1800, Leica), onde varias séries de
cortes histolégicos com 10um foram obtidas e fixadas em lamina. Para a
realizacdo dos cortes o0s fragmentos musculares foram dispostos
perpendicularmente em suportes metalicos do préprio micr6tomo criostato
utilizando-se o adesivo liquido OCT Tissue TEK (Optimal Critical temperature
Compound, Miles). Em seguida as séries de cortes foram submetidas a técnica
histoquimica para verificacdo da atividade contratii da ATPase, com pré
incubacgéo acida em pH 4,6 (BROOKE & KAISER, 1970), para a diferenciacéo
dos tipos de fibras musculares. Para a nomenclatura dos tipos de fibras foi
utilizada a classificacdo adotada por PETER et al. (1972) com a identificacido
de trés tipos de fibras musculares: SO (oxidativa e de contragéao lenta), FOG
(oxidativas-glicoliticas e de contracdo rapida) e FG (glicoliticas e de contracdo

rapida). Para os céalculos das areas e dos diametros das fibras foram obtidos
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aproximadamente dez campos em cada lamina, totalizando entre 700 e 900
fiboras analisadas por animal. Para a leitura dos campos foi utilizado
microscopio o6ptico (Olympus, ocular 12,5X e objetiva 20X) aclopado ao
analisador de imagens de microscopia Optica Leica e computador com

programa de andlise de imagens (Image-Pro Plus 4.5.0.27).

Separacédo Eletroforética da Cadeia Pesada de Miosina — MyHC

Para a determinacdo das isoformas da MyHC foram utilizadas as técnicas
tradicionais de eletroforese em SDS-PAGE, em condi¢cdo redutora combinada
com reacdes denaturantes em gel de poliacrilamida vertical descrita por
LAEMMLI (1970) e utilizando-se o procedimento proposto por PICARD et al.
(1995). Para tanto foram utilizados 200mg de muasculo congelado
(Semitendinosus (biopsia e abate) e Longissimus dorsi). Algumas alteracdes
foram realizadas no protocolo apds testes no Laboratdrio do Departamento de

Morfologia para a melhor obtengéo dos resultados.

- Processamento das amostras

Foram obtidos de cinco a oito cortes do muasculo (12 um de espessura)
em microtomo criostato. Os cortes foram homogeneizados em 450 pL de
Tampao de Lise (solugéo zero). Em seguida o homogeneizado foi colocado em
banho-maria a 60°C durante 10 minutos, ap0s a retirada do banho, foram
acrescentadas quatro gotas de glicerol. Ap6s a homogeneizacéo do glicerol as

amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
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em freezer -20°C. A preparacao das placas de vidro foi feita apés as mesmas
serem limpas com lenco de papel e alcool 100% (deixar o alcool evaporar). Foi
marcado com caneta permanente em uma das placas a altura de 10,8 cm, e as
mesmas foram montadas com separadores. O cuidado para nivelar

corretamente o sistema foi levado em consideracéo.

- Preparo do Gel de Separacéo 9% (suficiente para 1 placa de corrida)

Foi utilizada uma proveta de 25 mL, onde foram adicionados e
homogeneizados até a dissolucdo 10,5 mL de glicerol, 7 mL da solucdo de
acrilamida/bisacrilamida (30.8) e 6 mL da solucdo-tampé&o Tris-HCI 1.5M (pH
8.8). Em seguida a solucdo foi transferida para um kitassato de 100 mL
tampado com rolha de borracha e inserido em isopor com gelo e levado a
bomba a vacuo para desgaseificar durante 10 minutos. A solucao foi transferida
com cuidado para um béquer de 50 mL, onde foram acrescentados 24 pL de
SDS 10%, 24 pL de APS 10% (homogeneizados gentiimente) e 15 pL do
catalisador da reacdo Temed (misturados com a ponteira). O gel foi despejado
com muito cuidado dentro da placa, até atingir a marca feita com caneta
permanente. O gel foi mantido com a solucdo para cobrir o gel e permaneceu

por uma hora para polimerizar.

- Preparo do Gel de Empacotamento 4%
Foi utilizada uma proveta de 25 mL, onde foram acrescentados e
homogeneizados 3,75 mL de glicerol, 1,95 mL da solugcdo de

acrilamida/bisacrilamida (30.8), 5,20 mL de &agua deionizada e 3,75 mL de
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tampéao Tris-HCI 0.5M (pH 6.8). A solucéo foi transferida para um kitassato de
100 mL fechado com rolha de borracha que foi colocado em isopor com gelo e
levado a bomba a vacuo para desgaseificar por 10 minutos. A solucdo foi
transferida com cuidado para um béquer de 50 mL, onde foram acrescentados
24 pL da solucdo de SDS 10%, 24 uL da solucdo de APS 10% e 15 uL de
Temed. O gel de empacotamento foi despejado por cima do gel de separacéo
com cuidado, até faltar 0.5 cm para cobrir toda a placa. O pente foi colocado
com cuidado para ndo formar bolhas no gel. Esperou-se uma hora para a

polimerizacao do gel.

- Lavagem dos pocinhos

O pente foi retirado com cuidado e os pocinhos preenchidos com a
solucéo de azul de bromofenol. A limpeza dos pocinhos foi feita com a ajuda de
uma agulha e uma seringa por pelo menos trés vezes, sempre preenchendo
com a solucéo de azul de bromofenol. A aplicacdo das amostras nos pocinhos
foi feita sempre anotando a ordem de cada amostra. As amostras foram
descongeladas e mantidas em isopor com gelo. O sistema foi montado e
colocado o agitador magnético, onde foi acrescentado o tampao de corrida
inferior e o tampdo de corrida superior (acrescido de 546 pL de 2-B-
mercaptoethanol). O sistema foi fechado e levado a geladeira (4°C), neste
momento foram ligados o agitador magnético e a fonte e os parametros foram
anotados. A corrida foi de 3 horas a 100 V e mudou-se a voltagem para 230 V

por mais 18 horas (total de horas corridas: 21 horas).
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- Fixacao e Coloragao do Gel

O gel foi retirado da placa com cuidado e o gel de empacotamento foi
cortado e descartado. Foi utilizada a Solucdo para Fixar o Gel por 10 minutos e
a Solucéo para Corar o Gel (Coomassie Blue) por 30 minutos e a Solucédo para
Descorar o Gel por 15 minutos. O gel foi lavado em agua destilada (4x) e
estocado nesta mesma agua e protegido da luz.

A captacdo das imagens das bandas foi realizada no equipamento de
foto-documentacdo VDS (Pharmacia Biotech). Os géis foram analisados

utilizando o programa para andlise de imagens Image Master 3D Prime & Elite.

— Gel Pro Analyser.

Para andlise dos dados, os géis foram digitalizados empregando-se o
Sistema de Foto-documentacdo e andlise Image Master VDS (Pharmacia —
Biotech) e também utilizou-se de Software Image Master, sendo as imagens
editadas pelo Software Adobe Photopoint 5.0. Na eletroforese, foram
analisadas as mobilidades relativas de acordo com 0s musculos utilizados
como padréo.

A identificacdo das isoformas de MyHC foi realizada pelo perfil
eletroforético das respectivas bandas nos géis que foram analisados no
equipamento de foto-documentacdo VDS (Pharmacia - Biotech) e no Software
analisador de imagens Image Master 1D Prime & Elite, sendo as imagens
editadas pelo Software Adobe Photopoint 5.0.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa

computacional Statistical Analysis System (SAS, 1996) e os dados foram
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submetidos a andlise de variancia através do procedimento GLM. Para
estabelecimento das correlacdes entre as caracteristicas de qualidade de carne

e fibras musculares, utilizou-se o procedimento CORR (SAS, 1996).

Resultados e Discusséo

Em relacdo aos valores da forca de cisalhamento, os dados
obtidos estdo dentro dos padrdes de animais superprecoces com peso Vivo
meédio acima de 450 kg, cobertura de gordura subcutanea média na regiao da
122 e 132 costelas de 4 mm e idade média de 15 meses (Morales et al., 2005).

No presente ensaio foram observadas diferencas significativas (P<0,05)
na maciez da carne, medida pela forca de cisalhamento, nas amostras
resfriadas por 48 horas e maturadas por sete dias (Tabela 1). Da mesma forma
MORALES et al. (2005), em estudo com animais da raca Nelore superprecoces
também observou diferengas na maciez de amostras do musculo Longissimus
dorsi resfriadas por 24 horas postmortem e maturadas por sete dias. Este fato
pode ser explicado pelo fato de algumas das carcacas avaliadas com 24 horas
postmortem ainda estarem em processo de rigor mortis, caracterizando uma
menor maciez evidenciada por maiores indices de forca de cisalhamento.

Estudos anteriores (Morales et al.,, 2005) demonstraram também que
animais criados neste sistema de producdo n&o apresentam diferencas na
maciez da carne maturada por sete e 14 dias, havendo apenas diferengas para
carnes armazenadas sob refrigeracdo por mais de 20 dias. De acordo com
BIDNER et al. (2002), somente animais com 25% ou menos de genotipo

Brahman apresentam maciez satisfatéria, no entanto no presente estudo péde-
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se observar que animais que da raca Nelore apresentaram valores de forca de
cisalhamento satisfatdrios quanto a maciez da carne.

Entretanto vale ressaltar que segundo KOOHMARAIE et al. (2002),
nenhuma das mudancas no postmortem ocorrem uniformemente entre 0s
animais e assumir que as mesmas ocorrem desta forma pode levar a super-
estimacdo da dinamica natural das mudancas no postmortem. Para ilustrar este
ponto, 0 mesmo autor exemplifica valores de forca de cisalhamento de um
mesmo estudo que variaram de cinco a 13Kg. Desta maneira fica clara a
importancia de se evitar generalizacbes para que os dados nao levem a
conclusdes errbneas.

Um dos fatores que tem sido correlacionado em diversos estudos com a
forca de cisalhamento e a maciez desejada pelos consumidores é o indice de
Fragmentacdo Miofibrilar (MFI), como relatado por CULLER et al. (1978). Os
dados obtidos neste trabalho (Tabela 1) estdo de acordo com a literatura na
qual uma carne macia tem valores do indice de MFI acima de 60 (CULLER et
al.,, 1978; OLSON et al.,, 1976). As medidas da forca de cisalhamento
confirmam os resultados obtidos pelo MFI no presente ensaio (Tabela 1). De
acordo com DELGADO et al. (2001) e OLSON et al. (1976) juntamente aos

altos valores de MFI observaram-se baixos valores de for¢a de cisalhamento.

A forca de cisalnamento e o MFI apresentaram correlagdo negativa (rp,= -
0,39), 0 que era esperado, entretanto ndo foi significativa (P>0,05), uma vez
que alguns valores da forca de cisalhamento podem néo ter sido ocasionados

pela baixa fragmentacdo miofibrilar, mas sim pelo fato das carcacas estarem
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ainda em processo de rigor mortis. Cabe ressaltar que quando foi analisado a
forca de cisalhamento em amostras maturadas por sete dias esta correlacédo
entre as duas variaveis tornou-se maior (rp,= -0,57) e significativa (P<0,05), pois
houve tempo necessario para o estabelecimento do rigor mortis.

Recentes estudos (LAMETSCH et al.,, 2007), também identificaram
correlagBes entre o MFI e a forca de cisalhamento, no entanto o coeficiente de
correlagéo encontrado foi baixo (r,=-0,33 e r,=-0,40), 0 que também se deve
provavelmente as baixas variacdes nos valores da forca de cisalhamento.

Os dados evidenciam que as andlises de maciez da carne de animais da
raca Nelore (Bos indicus) apresentam valores mais confiaveis com sete dias de
maturacdo, e que o MFI é um indice mais confiavel, pois determina a
degradacédo miofibrilar em laboratério, com todos os passos controlados, o que
nem sempre ocorre com a forca de cisalhamento com tanta precisao.

Quanto as correlacdes entre a forca de cisalhamento entre 48 horas de
resfriamento e sete dias de maturacdo também pode-se observar correlacéo
significativa (r, = 0,69; P<0,05), o que era esperado.

Com relacdo aos dados da forca de cisalhamento de amostras
maturadas por sete dias e sua relagdo com a area e diametro das fibras
musculares do musculo Longissimus dorsi (Figura 4), p6de-se observar que o0s
valores da forca de cisalhamento aumentam na medida em que a area e
diametro das fibras glicoliticas (FG) aumentam, com correlacdes significativas
(rp =0,67; r, = 0,82; P<0,05), para area e diametro da fibra, respectivamente.

Supostamente animais com maior hipertrofia das fibras glicoliticas,

apresentam uma carne menos macia, devido ao fato de que animais com maior
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propor¢cédo de fibras glicoliticas tem maior atividade da ATPase logo apds o
abate, porém também sdo mais rapidamente inativadas pela queda do pH
(BOWKER et al., 2004). O mesmo fato pode ser observado com os dados das
correlagBes entre os valores de MFI analisados em amostras maturadas por
sete dias (rp, = -0,75; P<0,05), quando utilizou-se a degradag&o miofibrilar como
parametro de protedlise e maciez da carne. Com o aumento das fibras
glicoliticas, teve-se diminui¢cdo nos valores de MFI e aumento nos valores da
forca de cisalhamento.

Com os dados obtidos, as fibras oxidativas (SO e FOG) parecem estar
mais relacionadas com a qualidade da carne de animais Bos indicus do que as
fibras glicoliticas (Figura 4). Cabe ressaltar que o diametro das fibras foi um
bom indicativo do tamanho das fibras, pois apresentou maior correlacdo em
relacéo a area.

No musculo Longissimus dorsi, também foi feita a correlacdo da medida
da area de olho-de-lombo (AOL) com a isoforma da MyHC do tipo | (Figura 2)
analisada no abate, e foi observado que quanto maior a AOL, maior a MyHC do
tipo | (r, =0,62; P<0,05), ou seja os animais que produziram mais carne, foram
0S que apresentaram maior quantidade da MyHC do tipo I (fibras do tipo SO).

Quanto aos dados ainda de qualidade da carne no mesmo musculo
pode-se observar que quanto maior a espessura de gordura subcutanea
(EGS), maior foram as perdas totais (r, = 0,56; P<0,05), com 48 horas de
resfriamento, sendo que a perda por evaporacao teve maior influéncia que as

perdas por gotejamento. Sendo assim, a EGS ndo foi um bom indicativo de
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protecdo da qualidade da carne no cozimento. Nos animais estudados, a EGS
nao apresentou correlacdo com a marmorizacao por escore visual e lipideos.

Ainda com relacdo as perdas, foi feita a correlacdo com a forca de
cisalhamento das amostras maturadas por sete dias (r, = 0,42; P<0,05), e foi
observado que a medida que ocorre a maturacdo, a relacdo da forca de
cisalhamento com as perdas também aumenta.

As medidas da AOL, EGS, marmorizacao e lipidios estdo de acordo com
trabalhos anteriores (MORALES et al.,, 2005) e mostra que estes animais
apresentam cobertura de gordura satisfatoria para evitar o “cold shortening”. Os
dados obtidos (Tabela 2) estdo dentro do padrdo esperado para animais
criados no sistema superprecoce de producéo.

Os dados obtidos em relacdo as perdas por evaporacao, gotejamento e
totais (Tabela 3) também estéo dentro do padrdo do superprecoce e de acordo
com os dados obtidos por CHARDULO (1998).

Em relacdo ao musculo Semitendinosus, foi realizado o MFI como
indicador de maciez, por ser o método mais indicado para este masculo.

Analisando amostras do Semitendinosus colhidas na biopsia (Figura 3
A), péde-se observar o0 mesmo que no musculo Longissimus dorsi, ou seja o
diametro das fibras FG apresentou correlagéo negativa (r, = -0,68; P<0,05)
com o MFI, onde também pode-se verificar um suposto decréscimo na
qualidade da carne. Em relac&o aos tipos | e Il da MyHC, o diametro também
apresentou correlagdo negativa (r, = -0,87; r, = -0,67; P<0,05).

Durante o crescimento nao foram observadas diferencas (Figura 1) entre

os tipos de isoformas da MyHC nas caracteristicas de proteolise,
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demonstrando que independente do tipo de fibra a taxa de renovacgao proteica

do musculo nao foi influenciada.
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Conclusdes

1. Com o aumento das fibras glicoliticas foi observado diminuicdo nos
valores de MFI e aumento nos valores da forca de cisalhamento, o que
denotou perda na qualidade da carne em relacdo a maciez.

2. O estudo das isoformas da miosina (MyHC) pode contribuir para o

conhecimento do processo de maciez da carne bovina.
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Tabela 1. Valores meédios da forca de cisalhamento e indice de
fragmentagao miofibrilar medidos com 48 horas e sete dias de
maturacado (0 a 1°C).

Variaveis
FC MFI
48 horas 2,74 A 72,38 A
Maturagéo (sete dias) 228 B 98,06 B
Média 2,51 85,22

FC = Forga de cisalhamento (kg); MFI = indice de fragmentac&o miofibrilar.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes nas colunas diferem entre si (P<0,05) pelo
Teste de Tukey.
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Tabela 2. Valores médios das caracteristicas de qualidade de carne do

musculo Longissimus dorsi.

Grupo Parametros
Genético AoL! EG? MARM?® Lipideos®
Nelore 63,0 6,9 2,0 1,62

! AOL=Area de olho-de-lombo (cm?)

2 EGS=Espessura de gordura subcutanea (mm)

% Marmorizacdo= escore segundo USDA Quality Grade (1989). Marmorizacdo (Praticamente ausente =
2,0-2,9; Tracos =3,0-3,9; Muito pouco = 4,0-4,9)

* Lipideos=quantidade de lipideos totais (%)
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Tabela 3. Valores médios das Perdas por evaporacao, gotejamento e totais.

Grupo Periodo Perdas de peso por cozimento
Genético postmortem* PE? PG® pPT
48 hs 11,32 1,47 12,79
Nelore .
7 dias 10,87 0,22 11,09

! Periodo postmortem - 48 hs = 48 horas de resfriamento; 7 dias = 7 dias de maturaco.
2PE = perdas por evaporagao (%)

*PG = perdas por gotejamento (%)

*PT = perdas totais (%), soma de perdas por gotejamento e por evaporagio
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MyHC lla Musculo EDL

MyHC I Mdusculo Soleus

Figura 1. Foto do gel de SDS-PAGE a 9% de amostras do musculo Semitendinosus colhidas
no abate onde sdo observadas as isoformas de MyHC do tipo Il (com predominancia para o
tipo Il a) e a isoforma do tipo .

Musculo EDL
MyHC IIx

MyHC lla

MyHC | Musculo Soleus

Figura 2. Foto do gel de SDS-PAGE a 9% de amostras do musculo Longissimus dorsi colhidas no
abate onde séo observadas as isoformas de MyHC do tipo Il a, Il x e a isoforma do tipo I.
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Figura 3: Amostras do musculo Semitendinosus de animais Bos indicus da raca Nelore. (A)
Amostra colhida na biopsia; mATPase alcalina (pH 10.4). (B) Amostra colhida no abate;
mATPase &cida (pH 4.6). Fibras SO (oxidativas), FOG (oxidativas e glicoliticas) e FG
(glicoliticas).

Figura 4: Amostra do musculo Longissimus dorsi de animais Bos indicus
da raca Nelore colhida no abate; mATPase alcalina (pH 10.4). Fibras SO
(oxidativas), FOG (oxidativas e glicoliticas) e FG (glicoliticas).
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IMPLICACOES

A identificagao dos tipos de fibras musculares e das isoformas da MyHC
quanto ao metabolismo (oxidativo, oxidativo — glicolitico e glicolitico) no
presente trabalho demonstrou ser uma eficiente ferramenta no estudo da
qualidade da carne bovina, principalmente em relacdo a maciez. Constatou-se
que o estudo das isoformas da MyHC é uma boa ferramenta de identificagdo
dos tipos de fibras musculares, podendo ser utilizado como analise para a
caracterizacao das mesmas.

Em bovinos Bos indicus, principalmente da raca Nelore, a identificacao
destas isoformas torna possivel o estabelecimento de correlagdes das mesmas
com métodos como forga de cisalhamento e MFI, utilizados para a avaliagdo da
maciez da carne postmortem.

O quanto e como cada isoforma da MyHC influencia na qualidade da
carne ainda ndo é bem definido, porém futuros estudos podem contribuir para a

relacdo de cada isoforma com a maciez da carne de bovinos.
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