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IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES,
ISOFORMAS DA CADEIA PESADA DE MIOSINA (MyHC) E O
AMACIAMENTO DA CARNE DE BOVINOS NELORE (Bos indicus)

Resumo - O presente trabalho objetivou aprofundar os estudos sobre a
gualidade da carne bovina em animais Nelore (Bos indicus). Foram utilizados
718 animais terminados em confinamento por 90 a 100 dias com idade entre 20
a 24 meses provenientes de rebanhos de quatro fazendas que integram os
programas de melhoramento genético do grupo Conexao Delta G, PAINT e
Nelore Qualitas. O abate dos animais ocorreu em frigorificos comerciais
colaboradores, as carcacas foram identificadas e resfriadas por um periodo de
24 a 48 horas. ApOs o resfriamento e estabelecimento pleno do rigor mortis
foram colhidas amostras do musculo Longissimus dorsi com 0sso (espessura
aproximada de 2,54 cm) entre a 92 e 132 costelas, da meia-carcaca esquerda
de cada animal. As amostras coletadas entre a 122 e 132 costelas foram
utilizadas para realizacdo das andlises fisicas de qualidade, como a area de
olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS), indice de
marmorizacao (IM), perdas por cozimento, coloracdo instrumental da carne e
forca de cisalhamento (FC). A partir do restante da carne, foram coletadas
aliquotas para a realizacdo das analises de indice de fragmentacdo miofibrilar
(MFI) e lipideos totais (LT). ApOs a realizacdo das analises fisico-quimicas foi
realizada a separacdo dos dados através de um modelo de selecdo de dois
grupos experimentais: (1) Grupo de carne macia (n=15) e (2) Grupo de carne
dura (n=15), de forma a obter-se dois grupos contrastantes quanto a maciez
através da FC. ApOs a separacdo dos grupos (n = 30) foi realizada a
identificacdo e quantificacdo das isoformas de cadeia pesada de miosina
(MyHC), troponina e desmina utlizando a eletroforese (SDS-PAGE) e
fotodocumentacdo dos géis. O Valor médio encontrado para a AOL foi 72,8
cm?, como esperado para animais Bos indicus, os quais apresentaram FC e
MFI médio de 5,7 kg e 32,0 demonstrando correlacdo de alta magnitude e
significativa entre as duas caracteristicas (r, = -0,55; p<0,01). Em relag&o aos
do indice de Densidade Optica (IOD) mensurados para troponina e desmina
nao foram encontrados resultados diferentes para ambos o0s grupos

contrastantes, ao contrario do que foi observado para MyHC, particularmente



Xiv

para isoforma lla apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,05).
Diante dos resultados, animais Nelore selecionados para producao
demonstram habilidade para producdo de carne de qualidade, apresentando

boa relacdo entre o aumento da isoforma lla no L. dorsi e a maciez da carne.

Palavras-chave: forca de cisalhamento, indice de fragmentagdo miofibrilar,
maciez, MyHC, qualidade da carne bovina
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IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF MYOFIBRILLAR PROTEIN,
MYOSIN HEAVY CHAIN (MyHC) ISOFORMS BREAK AND BEEF CATTLE
NELORE (Bos indicus)

Abstract — This study aimed to further study the quality of beef in Nellore cattle
(Bos indicus). Were used 718 animals finished in feedlot for 90 to 100 days
aged 20 to 24 months of herds of four farms that are part of the breeding
programs of the grupo Conexao Delta G, PAINT and Nelore Qualitas. The
slaughter of animals occurred in commercial refrigerators employees, carcasses
were identified and cooled for a period of 24 to 48 hours. After cooling and full
establishment of rigor mortis samples of Longissimus dorsi bone (approximate
thickness of 2.54 cm) between the 9" and 13" ribs, the left half carcass of each
animal were harvested. Samples collected between the 12" and 13™ ribs were
used to evaluate the physical quality, as the rib eye area (REA), fat thickness
(SFT), an index of marbling (IM), cooking loss, staining instrumental meat and
shear force (SF). From the rest of the meat, aliquots for analyzes of myofibrillar
fragmentation index (MFI) and total lipids (TL) were collected. After the
realization of physicochemical analyzes the separation of the data was
performed using a selection model of two experimental groups: (1) Group of
tender meat (n = 15) and (2) Group of tough meat (n = 15) so as to obtain two
contrasting groups for softness by FC. After separation of the groups (30) the
identification and quantification of isoforms of myosin heavy chain (MyHC),
troponin and desmin was performed by electrophoresis (SDS -PAGE) gels and
photo documentation. The average value found for the REA was 72.8 cm?, as
expected for Bos indicus, which showed SF and average MFI of 5.73 kg and
32.03 showing correlation of high magnitude and significant between the two
parameters (r, = -0.55; p<0.01). With respect to the Index Optical Density (IOD)
measured for troponin and desmin was not found different contrasting results
for both groups, contrary to what was observed for MyHC, particularly for
isoform lla presenting a significant difference (p<0.05 ). Given the results,
selected for production Nellore demonstrate ability to produce quality meat, with
a good relationship between the increase in lla isoform in L. dorsi and meat

tenderness.
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Key words: MyHC, myofibrillar fragmentation index, quality beef cattle, shear
force, tenderness



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. Introducéo

O Brasil € o maior exportador de carne bovina in natura. A base desse
sucesso consiste em fatores como o baixo custo de producdo, extensao
territorial privilegiada e a existéncia de gendtipos adaptados ao clima tropical.
Com a atual realidade econdbmica do pais, o produtor de carne bovina se
mantém competitivo, investindo em eficiéncia produtiva para aumentar a
lucratividade e melhoria da qualidade da carcaca e carne dos animais
(ARBOITTE et al., 2004).

A importancia da pecuéaria de corte para o agronegoécio brasileiro
aumenta a medida que cresce o consumo de carne, devido a melhora no
padrao alimentar dos consumidores, com maiores niveis de exigéncias
referentes a uniformidade e qualidade da carne bovina (FERRAZ & FELICIO,
2010; COSTA et al., 2007).

Dentre as caracteristicas de qualidade da carne, a maciez é o atributo
mais importante para consumidor no retorno a compra de um corte, estando
disposto a pagar mais por carne macia (KOOHMARAIE et al., 2002). Porém,
um programa seguro em relacdo a maciez da carne nao é de simples aplicacéo
(KOOHMARAIE et al., 2006).

Cerca de 80% do rebanho nacional voltado a producdo de carne €
constituido por animais zebuinos e seus mesticos (SIQUEIRA et al., 2012). A
carne produzida a partir da raca zebuina possui caracteristicas organolépticas
nao bem aceitas nos mercados mais exigentes (BUAINAIN & BATALHA, 2007).
Assim, a necessidade de produzir carne macia tem sido a grande preocupacao
dos integrantes da cadeia produtiva, o qual prioriza o desenvolvimento de
novos procedimentos e tecnologias (KOOHMARAIE, 1995).

Atualmente a miosina tem se tornado um fator relevante no estudo da
gualidade da carne, proteina de maior abundancia no muasculo, relacionada ao
crescimento e contracdo muscular, desenvolvimento do animal e maciez da
carne. Expressa através de isoformas especificas em diferentes tecidos ou

proteinas com estruturas quase idénticas (TIDYMAN, 1996). Cada molécula de



miosina consiste de duas cadeias pesadas (MyHC) idénticas e dois pares, ndo
idénticos, de miosina de cadeia leve (MyLC). Todos os vertebrados expressam
uma familia de isoformas de MyHC e de MyLC (LUTZ & LIEDER, 2000), em
bovinos, os trés tipos de fibras identificados pela reacédo m-ATPase: slow, lla e
lIx, expressam mRNA das isoformas de MyHC slow, lla e lIx, respectivamente.

Assim, alguns métodos tém sido empregados no intuito de se identificar
diferengas nas proteinas, relacionadas ao processo de amaciamento da carne
entre grupos de animais, ou entre animais de forma a melhor se identificar
diferentes niveis de maciez. Nesse sentido, a eletroforese na presenca de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) tem se mostrado uma ferramenta valiosa
na identificagdo e caracterizacdo dessas mudancas (CLAYES et al., 1995;
KOLZACK et al.,2003; SAWDY et al., 2004).

A influéncia das isoformas da MyHC sobre a maciez da carne ainda néo
€ totalmente conhecida. Porém estudos podem contribuir para a relacdo de
cada isoforma com a maciez da carne, sendo a quantificacdo das isoformas da
MyHC uma eficiente ferramenta para avaliar a maciez da carne bovina
(CASTAN, 2010).

Neste sentido o presente Capitulo possui como objetivo fornecer a base
tedrica para o desenvolvimento dos préoximos capitulos deste trabalho,
denominados “Analises fisico-quimicas e de qualidade da carne de bovinos
Nelore selecionados para producdo” e “Caracterizacdo e identificagdo das

MyHC e sua associacdo com a qualidade da carne de bovinos Nelore”.

2. Revisdo de Literatura

2.1 Situacao da pecuaria de corte no Brasil

Indiscutivelmente os niameros da pecuaria de corte sdo impactantes em
relacdo as atividades econémicas do pais. No segundo trimestre de 2013,
foram abatidos 8,5 milhdes de cabecas de bovinos, representando um aumento
de 5,3% em relacdo ao primeiro trimestre de 2013 e de 11,7% frente ao
segundo trimestre de 2012. O peso acumulado de carcacas também alcancou

marca recorde com 2,0 milhdes de toneladas, sofrendo aumento de 11,7% em



relacdo ao mesmo periodo de 2012, consubstanciando o bom desempenho da
bovinocultura brasileira. Todas as Grandes Regides do Brasil apresentaram
aumento da quantidade de bovinos abatidos, no comparativo do 2° trimestre de
2013 com o mesmo periodo do ano anterior. Esses incrementos foram da
ordem de 17,0% no Sudeste, 14,0% no Centro-Oeste, 10,0% no Norte, 6,2%
no Nordeste e 2,3% no Sul (IBGE, 2013).

No ambito externo, a comercializacao de carne bovina no 2° trimestre de
2013, apresentou melhor desempenho em relacdo ao mesmo periodo do ano
anterior, incluindo o volume e o faturamento total de carne in natura exportada
(IBGE 2013).

O grande nimero de animais (cerca de 200 milhfes) e as melhorias dos
sistemas de producdo caracterizam o Brasil no cenario mundial como o maior
exportador de carne bovina, exportando para mais de 100 paises. A base
desse sucesso consiste em fatores como o baixo custo de producéo, extenséo
territorial privilegiada e a existéncia genotipos adaptados ao clima tropical,
dentre outros. Porém, as imposi¢cdes feitas pelos paises importadores,
principalmente paises da Unido Européia, acabam por vezes elevando alguns
custos de producéo.

O rebanho de corte brasileiro € composto majoritariamente (80%) por
animais da subespécie Bos indicus e por produtos de seu cruzamento com
animais da subespécie Bos taurus. Apesar da proximidade filogenética, estas
duas subespécies apresentam caracteristicas fenotipicas bastante distintas
com reflexos marcantes na eficiéncia produtiva, reprodutiva e na qualidade da
carne produzida.

De maneira geral, os zebuinos apresentam grande rusticidade
caracterizada pela adaptacdo as condicfes climaticas das regides tropicais e
pela resisténcia/tolerancia a endo e ectoparasitas, bem como a algumas
doencas infecto-contagiosas. Os taurinos, por sua vez, sdo menos adaptados
ao clima tropical e apresentam maior suscetibilidade as doencas e infestacfes
parasitarias, porém, sdo significativamente mais eficientes em relacdo as
caracteristicas produtivas e reprodutivas.

Apesar desta posicao de destaque no cenario econdémico, a pecuaria de
corte nacional se caracteriza por apresentar grande variacdo na qualidade da

carne produzida, comprometendo a competitividade deste setor no mercado



globalizado. Dentre os fatores que explicam essa caracteristica negativa,
destacam-se a variabilidade genética das racas bovinas utilizadas na producgéo
de carne e a grande variagcdo nos sistemas de producgéo adotados (SILVEIRA,
2003).

Portanto, é necessario identificar os mecanismos relacionados ao
crescimento e definicdo da qualidade da carne de animais zebuinos para
possivel intervencdo no processo de amaciamento e producdo de carne de
qualidade, j& que estes animais compdem a base do rebanho de corte
brasileiro. Segundo OLIVEIRA (2008), os resultados positivos para a pecuaria
nacional tornam-se dependentes da integracdo de tecnologias para melhorar
aspectos sanitarios, nutricionais e genéticos, proporcionando melhorias na
gualidade dos produtos em um sentido mais amplo, auxiliando o crescimento e
a consolidacéo da cadeia produtiva da carne, trazendo retornos econdmicos a
todos os elos produtivos e permitindo acesso aos produtos pelas diversas

classes sociais.

2.2 O crescimento de bovinos de corte

O crescimento € o fator mais importante da producdo animal, pois
caracteriza o processo de desenvolvimento corporal de elevada eficiéncia
econdmica (OWENS et al., 1993). Quanto maior a taxa de crescimento, maior a
taxa de turnover protéico e consequentemente a taxa de degradacao protéica
sera superior, tornando a carne macia.

A procura de melhor entendimento a respeito do crescimento animal e
dos seus diferentes tecidos (0sso, musculo e gordura), torna 0 conhecimento
da curva de crescimento de extrema importancia, pois fornece informacdes
relevantes para o estabelecimento de planejamentos estratégicos de manejo e
de praticas de nutricdo (MAHER et al., 2004), contribuindo para o processo de
tomada de decisdo sobre a adocdo de determinada tecnologia e produzindo
animais com melhor qualidade de carne em menor periodo de tempo.

A curva sigmoide (Figura 1) representa o crescimento da maioria das
espécies, sendo composta pelo periodo pré puberal, onde o crescimento é

acelerado apdés a concepcgdo até a puberdade (ponto de inflexdo), e pds



puberal, abrangendo o crescimento desacelerado iniciado apos a puberdade
até atingir a fase de inibicdo ou maturidade fisiol6gica do animal, onde a curva
atinge o platd, tornando o crescimento muito lento ou praticamente inexistente
(OWENS et al., 1993).
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Figura 1 Curva sigmoéide de crescimento de bovinos de diferentes

tamanhos a maturidade (frame-size).
Fonte: Adaptado de OWENS (1993).

Durante o desenvolvimento do animal ocorrem mudancas na
composicdo da carcaca, em relacdo a quantidade de musculo, gordura e
0ssos, onde esta deposicdo pode ser influenciada por fatores genéticos e
ambientais. O tecido nervoso e 0sseo tem um desenvolvimento mais precoce,
enquanto o muscular é intermediario e o adiposo geralmente desenvolve-se
mais tardiamente (Figura 2). A distribuicdo do tecido adiposo possui
importancia direta na qualidade da carcaca, protegendo o musculo do
encurtamento pelo frio (cold shortening), caracterizado pela diminuicdo drastica

do sarcomero muscular antes do rigor mortis (GIUSTI, 2011).
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Figura 2 Curva de desenvolvimento dos tecidos corporais:
tecido 6sseo, muscular e adiposo.
Fonte: Adaptado de OWENS (1993).

O crescimento € um fendmeno biolégico complexo, que envolve as
interacdes entre fatores hormonais, nutricionais, genéticos e de metabolismo
(BULTOT et al.,, 2002), sendo definido como o aumento do tamanho,
decorrente de mudancas na capacidade funcional de varios érgéos e tecidos
do animal, desde a concepcao até a maturidade (SILLENCE, 2004).

A importancia da padronizacdo dos sistemas de producdo de carne € a
garantia da qualidade do produto frente aos consumidores (SILVEIRA, 2003).
No confinamento de bovinos o manejo adequado bem como as técnicas de
manipulacdo da nutricdo animal permite o alcance de peso e acabamento de
carcaca maximo, explorando todo o potencial de crescimento, dentro de limites

estabelecidos pelos frigorificos.
2.3 Morfofisiologia do musculo esquelético

O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células longas,
cilindricas e multinucleadas contendo diversos filamentos, as miofibrilas. Estas
sdo compostas por filamentos finos (actina) e grossos (miosina) dispostos
longitudinalmente e organizados em distribuicdo simétrica e paralela. Essa
organizacdo € mantida por diversas proteinas do citoesqueleto (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).



As fibras musculares constituem 75 a 92% do volume total do musculo, e
0 restante € constituido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos, fibras
nervosas e fluidos extracelulares. Quando analisadas microscopicamente,
apresentam-se com estriacdes transversais organizadas em regioes claras e
escuras de modo alternado. Estas regides sdo denominadas de banda |
(regides claras) e A (regides escuras) e apresentam de forma predominante as
proteinas actina e miosina, respectivamente. A banda escura, também é
conhecida como filamento grosso e a banda clara como filamento fino, sendo, a
interacdo entre esses dois feixes de proteinas é responsavel pela contracédo
muscular.

No centro da banda A existe uma zona mais clara denominada banda H;
e no centro de cada banda | nota-se uma linha transversal escura, a linha Z.
Essas estriacbes das miofibrilas sdo devidas a repeticdo da sua unidade
fundamental, o sarcomero, alocado entre duas linhas Z (JUNQUEIRA;
ARNEIRO, 2004). A linha M, localizada no meio da banda H, divide o
sarcomero na metade (Figura 3).
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Figura 3 Diagrama ilustrando a estrutura da fibra muscular e o
arranjo estrutural do sarcémero do musculo estriado esquelético.
Fonte: Adaptado de Connexions, 2013.

O musculo esquelético € um tecido heterogéneo compreendido por trés
diferentes tipos de fibras musculares, classificadas de acordo com o
metabolismo oxidativo ou glicolitico (dependendo do suprimento sanguineo),
numero de mitocondrias e velocidade de hidrolise de ATP. Possuindo ainda a
capacidade de responder vagarosamente (slow twitch) ou rapidamente (fast
twitch) a um estimulo. Tradicionalmente sendo classificadas como slow twitch
oxidative (SO, tipo 1), correspondendo a fibras vermelhas e de metabolismo
aerobico, fast twitch glycolytic (FG, tipo IIb), fibras brancas e de maior area de
metabolismo anaerdbico e fast twitch oxidative glycolytic (FOG, tipo lla),

representando as fibras intermediarias e de metabolismo oxidativo e glicolitico.



Tabela 1 Comparacgédo entre algumas propriedades fisicas e bioquimicas das

fibras vermelhas e brancas do musculo esquelético

Propriedade Vermelha Branca
Conteudo da mioglobina Elevado Baixo
Proteina soluvel Baixo Elevado
Conteudo de tecido conectivo Baixo Elevado
Conteudo de glicogénio Baixo Elevado
Conteudo de lipideo Elevado Baixo
Conteudo de Creatina Fosfatase e ATP Baixo Elevado
Tamanho da fibra muscular Pequena Grande
Suprimento sanguineo Maior Menor
Contetdo de RNA Elevado Baixo
Reticulo Sarcoplasmatico Menor Maior
Conteudo de Calcio Maior Menor
Numero de mitocondria Elevado Baixo
Largura da linha Z Largo Estreito
Tempo de contracéo Lento Rapido
Tempo de relaxamento Lento Rapido
Taxa de fadiga Lenta Rapida
Area de superficie de inervacéo Superficial Profunda

Fonte: Francisco, 2009.

A composicdo do tipo de fibra varia entre masculos anatomicamente

diferentes, onde musculos relacionados a atividade de forca possuem maior

guantidade de fibras glicoliticas, enquanto musculos posturais e os utilizados

com muita frequéncia como os de resisténcia, possuem maior quantidade de

fibras oxidativas, podendo assim a composicdo do tipo de fibra afetar a

conversdo do musculo em carne e a coloracédo da carne no postmortem (CHOE

et al., 2008).
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2.4 Transformacdo do musculo em carne

Os musculos sdo transformados em carne através do processo de
conversdo conhecido como rigor mortis, que acontece devido a modificacdes
metabdlicas, fisicas e estruturais. O entendimento da sequéncia de eventos
bioguimicos no periodo postmortem do animal € essencial na compreenséo do
processo de maciez da carne.

O principio de rigor mortis, conhecido como rigidez cadavérica, pode ser
considerado como uma contracdo muscular irreversivel e ocorre logo apés a
morte do animal. As funcdes vitais e o fornecimento de energia realizado pelo
ATP para o processo de contracdo muscular continuam por um periodo de
tempo (ALVES et al., 2005; LUCHIARI FILHO, 2000).

Devido a faléncia sanguinea, o aporte de oxigénio deixa de chegar a
musculatura, o musculo passa a utilizar a via anaerobica para obter energia no
processo de contragdo desorganizado. Ocorre a transformacéao de glicogénio
em glicose, e como a glicolise é anaerobica, gera lactato (ROCA, 2005). A
producéo de lactato continua até acabar os estoques de glicogénio, isso resulta
na queda de pH do muasculo tipicamente de 7 para 5,6 (HOLLUNG & VESETH-
KENT 2012). A capacidade de retencdo de agua do musculo reduz tanto pela
desnaturacdo das proteinas musculares, quanto pelo alcance do ponto
isoelétrico das proteinas miofibrilares (HONIKEL, 2004). Essas mudancas
podem modificar a coloracdo da carne, passando de escura e transllcida para
palida e opaca.

Os niveis de ATP estdo em queda e para suprir essa falta de energia, o
ADP se liga a fosfocreatina no sarcoplasma e comeca a ser convertido a ATP.
Ao atingir niveis insuficientes de ATP para manter actina e miosina separadas,
ocorre a formacdo de pontes entre actina e miosina conhecida como
actomiosina, como ocorre na contracdo muscular, mas com algumas
diferencas, o numero de pontes formadas no rigor mortis € maior e 0
relaxamento é impossivel pela falta de ATP para a quebra destas pontes.
Assim, com a conclusdo do rigor mortis, a procedimento de conversdo do

musculo em carne continua através de degradacdes enzimaticas e
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desnaturacdo protéica, causando uma pseudo-resolugcdo do rigor mortis,
tornando a carcaga menos rigida (FELICIO, 1997).

Quando acontece o total esgotamento da energia muscular inicia-se a
atuacdo das enzimas proteoliticas dependentes de calcio (ALVES et al., 2005).
Com auséncia de energia, o transporte de calcio é cessado, o célcio presente
no citoplasma da célula muscular (sarcoplasma), ndo retorna ao reticulo
sarcoplasmaético, possibilitando a sua utilizacdo pelas proteases dependentes
(SGARBIERI, 1996). As calpainas e catepsinas sao as mais importantes na
carne vermelha, sdo liberadas dos lisossomos no postmortem e parecem
degradar os miofilamentos em pH<5, ocorrendo raramente na carne bovina
(HOPKINS; TAYLOR, 2004).

2.5 A maciez da carne bovina

A maciez assume posi¢cao de destaque na avaliagdo da carne bovina,
sendo considerada a caracteristica organoléptica de maior influéncia em
relacdo aos atributos de qualidade, associada com a satisfacdo de
consumidores e consequentemente o aumento do consumo (ALVES &
MANCIO, 2007).

Os fatores determinantes de maciez sdo: maciez residual, definida como
a resisténcia ao cisalhamento de um corte ndo encurtado; fase de
endurecimento, causada pela diminuicdo do sarcomero durante o
desenvolvimento do rigor; e finalmente o amaciamento postmortem
(KOOHMARAIE & GEESINK, 2006).

A maciez da carne para o paladar inclui a textura e envolve alguns
aspectos como a facilidade de penetracédo da carne pelos dentes, a capacidade
de fragmentacdo da carne e a quantidade de residuos permanentes apos a
mastigacdo. Dentre os atributos da qualidade sensorial, a textura e maciez sao
as mais procuradas (LAWRIE, 2005). Portanto, a inconsisténcia na maciez é
um dos maiores problemas da industria da carne, sendo sua principal meta a
producdo de carne de qualidade, satisfazendo o mercado consumidor e
trazendo retorno para todos os processos da cadeia produtiva (JAYASOORIYA
et al., 2007; SAWDY et al., 2004).
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A selecdo de bovinos propensos genéticamente para produzir carne de
qualidade é de alta prioridade para a indlstria. As caracteristicas de carcaca e
fatores de qualidade séo influenciados, entre outros, por parametros genéticos
e maturidade do animal (MILLER, 2001).

Dentre os métodos empregados para se medir a maciez da carne deve-
se destacar o da for¢ca de cisalhamento, medida por meio de um aparelho
denominado Warner-Bratzler Shear Force (WBSF). Este método associado a
classificacdo de carcacas apresenta alto potencial na predicdo da maciez no
musculo Longissimus dorsi, apresentando alta correlacdo com avaliacdo
sensorial realizada por pessoas treinadas (DELGADO, 2001). A metodologia
empregada mensura a textura da carne cozida, onde a cocgdo rompe as
estruturas celulares, encolhe as fibras de colageno, desnatura as proteinas
miofibrilares, diminuindo a maciez da carne. Deste modo, o cozimento deve ser
padronizado a uma temperatura 6tima de, aproximadamente, 72°C (WARRIS,
2000).

Parte da maciez da carne pode ser explicada pela degradacdo das
proteinas miofibrilares, métodos como o Indice de Fragmentacdo Miofibrilar
(MFI) e a Eletroforese de proteinas podem ser utilizados para avaliacdo do
grau de degradacdo miofibrilar e as proteinas envolvidas no processo
(CLAYES et al., 1995; LAMETSCH & BENDIXEN, 2001; KOOHMARAIE, 2002;
LAMETSCH et al., 2003; SAWDY et al., 2004).

O enfraquecimento da ligacdo das miofibrilas ao sarcomero, por acao da
protedlise, é a etapa central no processo de amaciamento da carne. Sendo
assim, carnes com maior protedlise sdo mais macias e possuem miofibrilas
mais frageis. O MFI é baseado nesse conceito, sendo utilizado como método
para estimar a maciez da carne (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

2.6 Fibras musculares e crescimento de bovinos

Na producdo animal o crescimento caracteriza o processo de
desenvolvimento corporal, estando diretamente associado a eficiéncia
econdmica de um sistema de producdo (HADLICH, 2007). Portanto, as

diferencas quanto a taxa de crescimento podem ser explicadas por um tipo de
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fibra especifico (BAILLIE e GARLICK, 1991), neste caso, o tipo, tamanho e
ocupacdao da &rea de cada fibra, contribuem diferentemente para o crescimento
muscular, influenciando assim a qualidade da carne bovina (MALTIN et al.,
2001).

Durante o0 periodo de crescimento poés-natal dos animais, o0
desenvolvimento muscular acontece apenas por hipertrofia (aumento do
tamanho das células), principalmente, pelo acréscimo de proteinas e de
nacleos originados da proliferacdo e fusdo das células satélites. A hipertrofia
ocorre primeiramente no sentido longitudinal da fibra pelo aumento do namero
de sarcébmeros e, posteriormente, pelo aumento do diametro devido a
deposicao das proteinas miofibrilares. Consequentemente, o tamanho da fibra
muscular esté limitado por fatores genéticos e nutricionais determinantes na
capacidade do musculo em sintetizar proteinas musculares, responsaveis pelas
variacdes nas taxas de deposi¢cdo do tecido muscular, e estando relacionado
ao sistema enzimatico do processo de amaciamento da carne no postmortem
(SCHEUERMANN, 2004).

A associagao entre caracteristicas de crescimento, qualidade da carne e
dos tipos de fibras musculares tem sido analisada nos Uultimos anos
demonstrando associacdes entre estes parametros (CHANG et al., 2003;
KARLSSON et al., 1993; MALTIN et al., 2001; OCKERMAN et al., 1984; RYU &
KIM, 2005). Alguns trabalhos comprovam a relacédo entre o reduzido nivel de
alimentacdo e as caracteristicas das fibras musculares, mostrando o baixo
nivel alimentar ocorrido devido a uma maior frequéncia de fibras SO ou FOG e
menor frequéncia de fibras FG (YAMBAYAMBA & PRICE, 1991).

Dentre os estudos, CARPENTER et al. (1996); KOOHMARAIE et al.
(1996) associaram o aumento da area de fibras FG, no musculo Longissimus
dorsi de bovinos e ovinos de diferentes gendtipos, ao aumento da massa
muscular caracterizada pela hipertrofia. Entretanto, Monteiro et al. (2000)
encontrou a predominancia do metabolismo intermediario (fast oxidative
glicolytic - FOG) no musculo L. dorsi de cordeiros.

Arrigoni et al. (2004) observou em animais de tamanhos corporais
distintos  (mesticos Angus, Canchim e Simental) o comportamento do
crescimento e diametro de fibras musculares esqueléticas diferentes. Mesticos

Angus apresentaram maior espessura de gordura e menor diametro de fibras
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musculares esqueléticas, confirmando sua precocidade em relacdo as
caracteristicas de carcaca. Assim, a avaliacdo das fibras musculares
esqueléticas pode ser uma ferramenta utilizada para acompanhar o
crescimento dos animais em razdo da idade e das particularidades de

desenvolvimento do musculo esquelético.

2.7 Fibras musculares e caracteristicas de qualidade da carne

A composicdo dos tipos de fibras musculares pode ser o fator mais
importante relacionado aos eventos bioquimicos e a sua associacdo com a
conversdao do musculo em carne (SAZILI et al., 2005). Neste mesmo sentido
MALTIN et al. (2001) encontraram correla¢cdes positivas entre a proporcao,
tamanho da fibra e a qualidade da carne, principalmente a maciez. Em
concordancia PICARD et al. (1999), afirma que o processo de amaciamento da
carne no postmortem envolve mecanismos enzimaticos e fisico-quimicos onde,
a intensidade e amplitude sédo largamente governados pela proporcdo de
distintos tipos de fibras.

A organizacao das fibras nos musculos de mamiferos demonstra as
diferentes atividades das enzimas metabdlicas exercidas por cada tipo de fibra
(PETER et al., 1972). As de metabolismo oxidativo geralmente apresentam
diametro pequeno, muitas mitocéndrias, pouco glicogénio, recebem maior
guantidade de oxigénio e possuem elevada atividade de fosforilacdo oxidativa
(SILAU & BRACHERO, 1978; GRAY et al. 1983; SANGER & STOIBER, 2001).

Solomon et al. (1985) descreve as diferencas de porcentagem de fibras
no musculo L. dorsi de bubalinos e bovinos, verificando a presenca de fibras
FG em bovinos estd relacionada com a selecdo genética para o
desenvolvimento muscular. Estudos realizados com bovinos e ovinos
demonstraram uma correlacdo significativa entre as fibras musculares
oxidativas (SO e FOG) e a maciez da carne (MOODY et al., 1980; OCKERMAN
et al., 1984).

Atualmente outro fator relevante no estudo da qualidade da carne € a
miosina, maior proteina estrutural dos filamentos espessos do sarcémero e

mais abundante no muasculo esquelético, relacionada ao crescimento e
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contragdo muscular, desenvolvimento do animal e maciez da carne. Cada
molécula de miosina consiste de duas cadeias pesadas (MyHC) idénticas e
dois pares, ndo idénticos, de cadeia leve (MyLC), sendo todos os vertebrados
expressam uma familia de isoformas de MyHC e de MyLC, codificadas por
genes distintos (LUTZ & LIEDER, 2000; TIDYMAN, 1996; SCHIAFFINO &
REGGIANI, 1996).

Na familia MyHC pelo menos 10 genes foram identificados nos musculos
de mamiferos, incluindo os tipos, | (lento), lla, llb, IIx/Iid, lim, alfa, neonatal,
embrionario e extraocular (PICARD & CASSAR-MALEK, 2009). Uma fibra
muscular pode conter especificamente uma dessas isoformas, ou seja, fibras |
contém MyHC-I, lla contém MyHC-lla e Ilb contém MyHC-IIb. Entretanto, as
fibras também podem conter simultaneamente varias isoformas de MyHC,
denominada fibra hibrida (FRANCISCO, 2009).

Através da analise gendmica foram caracterizados quatro isorformas de
MyHC em musculos de mamiferos adultos: uma lenta (tipo slow) e trés rapidas
lla, lIx e IIb (TONIOLO et al., 2005). Em bovinos, apenas trés tipos foram
identificados pela reacdo m-ATPase: |, lla e lIx, demonstrando uma adaptacao
dos musculos de bovinos para uma contracdo mais lenta e maior resisténcia a
fadiga. Essas caracteristicas podem estar relacionadas ao rigor mortis mais
lento quando comparado aos musculos de outras espécies animais (CHIKUNI
et al., 2004).

Com o intuito de identificar as diferencas e quantidades das isoformas
de MyHC e relacionar ao crescimento muscular e qualidade da carne, algumas
técnicas como a eletroforese (SDS-PAGE) tem se mostrado uma valiosa
ferramenta (Figura 4). Burridge & Bray (1975) foram os pioneiros a identificar
as variacfes na mobilidade da MyHC utilizando esta técnica constantemente

testada e aprimorada em estudos relacionados a maciez da carne.
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Figura 4 Separacéo eletroforética das isoformas de miosina de
cadeia pesada (MyHC) representando as fibras I (slow), lIx e
lla.

Fonte: Adaptado de MACCATROZO (2004).

Diferentes proteinas sdo relacionadas ao musculo esquelético,
auxiliando actina e miosina na contracdo muscular. A troponina constituida por
trés subunidades: troponina C (CNC), troponina T (TnT) e troponina | (Tnl) e
tropomiosina, sdo pertencentes ao grupo das proteinas regulatérias. No
sarcbmero existem também as proteinas da linha Z e as citoesqueléticas (titina,
nebulina, desmina, vinculina e outras proteinas em menor quantidade)
(GREASER, 1997; GREASER et al., 2000) (Figura 5; Tabela 2).

Filamento
de
Miosina

Figura 5 llustracdo da unidade contratil da fibra muscular e a estrutura dos
filamentos protéicos de actina, miosina, tropomiosina e troponina.
Fonte: Adaptado de Rocha, 2007.
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Tabela 2 Proteinas do musculo esquelético

Principais proteinas contrateis Actina

Miosina
Proteinas Reguladoras Tropomiosina

Troponina

a-actina (a-actinina)
Proteina Cito-esqueléticas Titina

Nebulina

Proteina-C

Proteina-M (miomesina)

Desmina (esqueletina)

Filamina

Vimentina

Sinemina

Proteina-Z

Proteina-I

Creatina-quinase
Proteinas Sarcoplasmaticas Sarcoplasmaticas soluveis e

enzimas

Mitocondriais

Mioglobina

Hemoglobina

Citocromo e flavoproteina
Proteinas do Estroma Colageno e reticulina

Elastina

Outras proteinas insoluveis
Fonte: Adaptado de Judge et al., 1989.

Proteinas de grande peso molecular como nebulina e titina estédo
relacionadas a mudancas nas fibras musculares causada por sua degradacao,
estabilizando o arranjo das proteinas miofibrilares no meio intracelular,
especialmente na estrutura do disco Z. No entanto, proteinas de menor peso
molecular como a desmina e reguladoras como a troponina tem merecido
atencao dos pesquisadores e sendo associadas a maciez da carne (KOLCZAK
et al., 2003; HUFF-LONERGAN et al., 2010).

Desta maneira, identificar os mecanismos relacionados ao crescimento e
definicho da qualidade de carne em animais zebuinos para possivel
intervencdo no processo de amaciamento e producdo de carne com qualidade,
j& que estes animais compdem a base do rebanho de corte brasileiro
(RUBENSAM & MONTEIRO, 2000).
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CAPITULO 2 - ANALISES FIiSICO-QUIMICAS E DE QUALIDADE DA
CARNE DE BOVINOS NELORE SELECIONADOS PARA PRODUCAO

Resumo - O objetivo nesse estudo foi avaliar os aspectos qualitativos da carne
no musculo Longissimus dorsi de 718 animais da raca Nelore terminados em
confinamento e idade entre 20 a 24 meses provenientes de rebanhos de quatro
fazendas que integram os programas de melhoramento genético do grupo
Conexao Delta G, PAINT e Nelore Qualitas. Ap6és o0 abate dos animais em
frigorificos comerciais foram colhidas amostras do mudsculo com o0sso
(espessura aproximada de 2,54 cm) da meia-carcaca esquerda de cada
animal. As amostras coletadas entre a 122 e 132 costelas foram utilizadas para
realizacdo das analises fisicas de qualidade, como a area de olho de lombo
(AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS), indice de marmorizacéo (IM),
perdas por cozimento, coloragao instrumental da carne e for¢ca de cisalhamento
(FC). A partir do restante da carne, foram coletadas aliquotas para a realizacao
do indice de fragmentacao miofibrilar (MFI) e lipideos totais (LT). O valor médio
encontrado para a AOL foi 72,8 cm?, considerado esperado para animais Bos
indicus, os quais apresentaram FC e MFI médio de 5,7 kg e 32,0 demonstrando
correlagéo de alta magnitude e significativa entre as duas caracteristicas (rp = -
0,55; p<0,01). Os valores de EGS estdo de acordo com os exigidos pelos
frigorificos (4,2 mm) e apresentaram correlagdo com o IM (r, = 0,23; p<0,01), a
coloracdo que é o principal atrativo no momento da compra classificou as

amostras de carne abaixo dos padrdes desejados.

Palavras-chave: area de olho de lombo, forca de cisalhamento, indice de
fragmentacao miofibrilar, qualidade da carne bovina
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PHYSICAL AND CHEMICAL ANALYSIS AND QUALITY BEEF CATTLE
NELORE SELECTED FOR PRODUCTION

Abstract - The objective of this study was to evaluate the qualitative aspects of
the meat from the Longissimus dorsi muscle of 718 Nellore animals finished in
feedlot and age less than 24 months of herds of four farms that are part of the
breeding programs of the Delta Connection group G, PAINT and Qualitas
Nellore. After the slaughter of animals in commercial refrigerators reviewers
muscle samples with bone (approximate thickness of 2.54 cm) from the left half
carcass of each animal were harvested. Samples collected between the 12™
and 13" ribs were used to evaluate the physical quality, as the rib eye area
(REA), fat thickness (SFT), an index of marbling (IM), cooking loss, staining
instrumental meat and shear force (SF). From the rest of the meat, rates for
completion of the myofibrillar fragmentation index (MFI) and total lipids (TL)
were collected. The mean value for REA was 72.8 cm?, considered expected for
Bos indicus, which showed SF and average MFI of 5.7 kg and 32.0 showing
correlation of high magnitude and significant between the two parameters (r, = -
0.55; p<0.01). EGS values are consistent with those required by refrigerators
(4.20 mm) and correlated with IM (r, = 0.23; p<0.01), the color that is the main
attraction at the time of purchase rated the meat samples outside the desired

patterns.

Key words: myofibrillar fragmentation index, quality beef cattle, rib eye area,

shear force
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1. Introducéo

A importancia da bovinocultura de corte na economia brasileira €
inegavel, além de movimentar a industria e distribuir uma gama variavel de
insumos que se utiliza no seguimento produtivo, a cadeia da pecuaria bovina,
incluindo producdo, abate, transformacado, transporte e comercializacdo de
produtos e subprodutos, movimenta um grande numero de agentes e de
estruturas, da fazenda a industria, e ao comércio, gerando renda e criando
empregos em seus diversos segmentos (CORREA, 2000).

Segundo FERNANDES et al. (2008) o éxito da producdo de bovinos
caminha para a obtencdo de carcaca com melhor qualidade e de carne com
caracteristicas diferenciadas. Nos ultimos anos, com a melhoria da condicéo
financeira da populagéo, observou-se mudanca nos habitos dos consumidores
aumentando a procura de alimentos de melhor qualidade. Desta forma, a
necessidade de produzir carne com caracteristicas que agradem aos mercados
mais exigentes tem sido a grande preocupacdo dos integrantes da cadeia
produtiva de carne, constituida de produtores, industrias frigorificas chegando
até o varejo. As instituicdes de pesquisa, por conseguinte procuram estudar os
fatores que estdo ligados as alteracbes que ocorrem nas caracteristicas
desejaveis da carne e 0s possiveis causadores de tais alteracbes
(KOOHMARAIE et al., 2003).

A maciez da carne bovina assume posicdo de destaque, sendo
considerada a caracteristica organoléptica mais valorizada e desejada pelos
consumidores modernos (ALVES & MANCIO, 2007). Identificar e selecionar os
animais que tenham propensdo genética para producdo de carne com
gualidade, atendendo os padrbes desejaveis pelos consumidores tem sido
prioridade para a industria e o foco de varios estudos (MILLER, 2001; RENAND
et al., 2001).

A guantidade e solubilidade de tecido conjuntivo determinam a maciez
da carne através do encurtamento do sarcbmero durante o rigor mortis, e
protedlise post mortem das miofibrilas e das proteinas a elas associadas
(KOOHMARAIE & GEESINK, 2006). Dentre os métodos empregados para

mensurar a maciez destaca-se a forca de cisalhamento, medida através do



28

aparelho Warner-Bratzler Shear Force que estima a for¢ca necesséria para
cortar um cilindro de carne, com espessura padronizada, através de uma
[amina com 1 mm (WARRIS, 2000). Este método apresenta alta correlacdo
com a avaliacdo sensorial do musculo Longissimus dorsi, realizada por
pessoas treinadas (DELGADO, 2001).

A protedlise das proteinas miofibrilares devido a alteragBes estruturais
gue enfraquecem a integridade das fibras musculares também pode explicada
a maciez da carne. Uma indicacdo desta degradacdo sob condi¢cdes de post
mortem pode ser alcancada através da determinacgéo do grau de fragmentacéo,
sabendo que quanto menor as miofibrilas maior a maciez. Quanto aos métodos
utilizados o indice de fragmentagdo miofibrilar (MFI) tem sido amplamente
adotado como método de avaliacdo indireta da extensdo da atividade
proteolitica, refletindo o tamanho das miofibrilas e predizendo mais de 50% da
variacdo da maciez da carne (HOPKINS et al., 2000).

Ja a coloracdo da carne é considerada a caracteristica sensorial de
maior importédncia na aparéncia do produto, influenciando na decisdo do
consumidor no momento da compra (NAM et al., 2009). Determinada pela
concentracdo de pigmentos, como hemoglobina e mioglobina, e pela
microestrutura do musculo, podendo ser determinada objetivamente por meio
de comparacao de cores primarias (WARRIS, 2000).

O mecanismo global que estabelece a diferenciacdo e definicdo da
gualidade da carne, ndo é totalmente esclarecido. Assim, se torna necessario a
identificacdo dos mecanismos de qualidade da carne para animais zebuinos,
possibilitando a intervencdo no processo de amaciamento e producdo de
bovinos Nelore, pois estes animais comp&em majoritariamente o rebanho de
corte brasileiro.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo determinar as
caracteristicas fisico-quimicas de qualidade da carne do musculo Longissimus

dorsi de animais Nelore (Bos indicus) selecionados para producao.
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2. Material e Métodos

2.1 Animais e Coleta das Amostras

Foram utilizados 718 animais da raga Nelore (Bos indicus), machos
inteiros terminados em confinamento por 90 a 100 dias com idade entre 20 a
24 meses provenientes de rebanhos de quatro fazendas que integram o0s
programas de melhoramento genético do grupo Conexao Delta G, PAINT e
Nelore Qualitas que forneceram os dados de manejo. O abate dos animais
ocorreu em frigorificos comerciais colaboradores, as carcacas foram
identificadas e resfriadas por um periodo de 24 a 48 horas. Apés o resfriamento
e estabelecimento pleno do rigor mortis foram colhidas amostras do muasculo
Longissimus dorsi com 0sso (espessura aproximada de 2,54 cm) entre a 92 e
132 costelas, da meia-carcaca esquerda de cada animal. As amostras
coletadas entre a 122 e 132 costelas foram congeladas e posteriormente
utilizadas para medir a area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcutédnea (EGS), indice de marmorizacdo (IM), perdas por cozimento,
coloracdo instrumental da carne e forca de cisalhamento (FC). A partir do
restante da carne, foram coletadas aliquotas para a realizacdo das analises de

indice de fragmentacao miofibrilar (MFI) e lipideos totais (LT).

2.2 Andlises fisico-quimicas da carne

2.2.1 Area de olho de lombo (AOL), Espessura de Gordura Subcutanea
(EGS) e indice de Marmorizacéo (IM)

Para a determinacéo da Area de Olho de Lombo (AOL) e Espessura de
Gordura Subcutanea (EGS) foram utilizadas as amostras destinadas também a

realizacao da forca de cisalhamento.
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A AOL foi determinada pelo método do quadrante de pontos (USDA -
Quality and Yield Grade, 2000) e expressa em cm? bem como a EGS, medida
com paquimetro e expressa em milimetros (mm).

A andlise do IM foi realizada utilizando a escala de graduacao visual
adaptada de USDA - Quality and Yield Grade (2000), aos padrdoes de

marmorizagdo comumente encontrados no rebanho nacional (Figura 1).

Figura 1 Escala de graduacédo visual do indice de marmorizacdo. Adaptado
de USDA - Quality and Yield Grade, (2000).

0,0-1,9 2,0-2,9 3,0-3,9 4,0-4,9 5,0-5,9 6,0-7,0
Ausente Escasso Pouco Moderado Moderado + Abundante

2.2.2 Coloracao Instrumental da carne

A determinacéo da coloracao da carne foi aferida utilizando o colorimetro
KONICA MINOLTA - CR 400 (Minolta Co. Ltd.), segundo a metodologia
proposta por RENERRE (1982), onde o equipamento foi calibrado para um
padrdao branco no sistema CIE L* a* b* onde foram tomadas as medidas
absolutas das coordenadas de luminosidade (L*), coloragdo vermelha (a*) e

coloracdo amarela (b*).

2.2.3 Perdas por cozimento

Durante o cozimento das amostras para andlise da forca de
cisalhamento foram coletados os dados necessarios para os calculos dos
valores de perdas por evaporacdo, gotejamento e totais (n=793). As perdas
foram obtidas pela pesagem das bandejas de cozimento, com e sem as

amostras, sendo realizadas antes e apds o cozimento.
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2.2.4 Forca de Cisalhamento (Warner Bratzler Shear Force)

Para a andlise de forca de cisalhamento (FC) foram utilizadas amostras
com espessura de 2,54 cm do musculo Longissimus dorsi, obtidas entre a 122
e 13?2 costelas. Foi adotado o procedimento padronizado e proposto por
WHEELER et al. (1995), onde as amostras foram assadas até atingirem
temperatura interna de 71°C. Para a determinacao da forca de cisalhamento foi
utilizado o equipamento SALTER Warner-Bratzler Shear Force mecénico com
capacidade de 25 kg e velocidade de seccionamento de 20 cm/minuto. O
shearing foi realizado em cilindros de % polegada retirada da regido central da
amostra em sentido longitudinal as fibras musculares. Foram realizadas oito
medidas por amostra a fim de se obter maior precisdo nos resultados obtidos

expressos em quilogramas (kg).

2.2.5 Determinacé&o do indice de Fragmentagdo Miofibrilar (MFI)

Na determinacdo do indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) foram
utilizados 3,0 g de musculo livres de gordura e de tecido conjuntivo, conforme
metodologia descrita por CULLER et al. (1978) e adaptada no Laboratorio de
Bioquimica da Carne - UNESP, Botucatu/SP. As amostras foram
homogeneizadas em Ultra-turrax (Marconi - MA102/E) a 18000 rpm em 30 mL
de tampdo de indice de fragmentacdo miofibrilar (TMFI) a 2°C. Apls a
homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas a 1000Xg por 15 minutos a
2°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi novamente suspendido em 30
mL de TMFI e homogeneizado com bastéo de vidro.

As amostras foram novamente centrifugadas e o0 sobrenadante
descartado. O pellet foi entdo re-suspendido em 7,5 mL de TMFI, submetido ao
vortex e filtrado, ao qual foi adicionado mais 7,5 mL de TMFI. Foi realizada a
guantificacdo de proteinas pelo método do Macro Biureto (GORNAL et al.,
1949). Para a determinacdo do MFI através da leitura em espectrofotbmetro a

540 nm, as amostras foram preparadas com o TMFI para um volume final de
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4,0 mL e concentracéo de proteina 0,5 mg.mL™. O valor de MFI foi obtido pelo
calculo: MFI = Absorbancia X 200

2.2.6 Quantificacdo dos Lipideos Totais (LT)

A quantificacdo de lipideos totais seguiu a metodologia descrita por
BLIGH & DYER (1959). Foram utilizadas aliqguotas em duplicata com pesos
conhecidos aproximados a 3,0 g. A estas amostras foram adicionados 10 mL
de cloroférmio, 20 mL de metanol, 8 mL de aguas destiladas e colocadas em
mesa agitadora por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 10 mL de
cloroférmio e 10 mL de sulfato de sodio 1,5% e agitadas novamente por mais
dois minutos e transferidas para tubos falcon e centrifugados a 1000Xg por dois
minutos. Apés a centrifugacdo foi descartada o sobrenadante e o restante foi
filtrado em papel filtro utilizando provetas graduadas de 25 mL. O valor do
filltrado foi anotado e 5 mL transferido para becker de 50 mL previamente
pesado em balanca analitica (BEL Mark 210-A, BEL Enginnering), os beckers
utilizados foram secos em estufa e esfriados em dessecador.

O becker contendo amostra foi colocado em estufa até evaporacéao total
do solvente, resfriado em dessecador e pesado em balanca analitica. As
diferencas do peso inicial e final do becker determinaram a quantidade

percentual de lipideos nas amostras.

2.3 Andlise Estatistica dos Resultados

As andlises estatisticas foram realizadas inicialmente utilizando-se o
procedimento GLM do programa computacional Statistical Analysis System
(SAS, 2011). O modelo de andlise incluiu o efeito fixo de grupo de
contemporaneos e o efeito de idade de abate como covariavel. Os grupos de
contemporaneos (GC) foram formados considerando informa¢des de fazenda,
ano de nascimento, grupo de manejo ao nascimento (GMN), grupo de manejo

a desmama (GMD), grupo de manejo ao sobreano (GMS). O efeito touro néo
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foi incluido no modelo devido ao fato de o numero de filhos do mesmo
touro ser muito pequeno.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram estimados utilizando-se
o procedimento CORR, também do programa SAS. As correlagBes entre as
caracteristicas estudadas foram obtidas para os dados observados e para 0s

residuos das analises descritas acima.

3. Resultados e Discusséao

A area de olho de lombo (AOL) é uma caracteristica avaliada no musculo
Longissimus dorsi que apresenta boa relacdo com a quantidade de musculos
presentes na carcaca e, desta forma, contribui sobremaneira para a predicéo
do rendimento de cortes carneos, mostrando alta correlacdo com a quantidade
de tecido comestivel (COSTA et al., 2002; RIBEIRO et al.; 2004; PEREIRA et
al., 2009).

Na Tabela 1, entre varias caracteristicas avaliadas, pode-se observar o
valor médio obtido para a AOL de 72,8 cm? (n = 718), nlimero este superior a
resultados descritos por outros autores. Trabalhando com 77 novilhos Nelore
com aproximadamente 22 meses e terminados em confinamento, FREITAS et
al. (2008), observaram valores médios de 61,2 cm?. No mesmo sentido
FIGUEIREDO et al. (2000), MAGNABOSCO et al. (2006), RIBEIRO et al.
(2008) e RUBIANO et al. (2009) também encontraram em bovinos Nelore
numeros abaixo do observado no presente ensaio (42,5; 52,9; 60,5 e 67,9 cm?,
respectivamente). Por outro lado, trabalhando com tourinhos Nelore de idade
proxima a 24 meses e também terminados em confinamento, FELICIO (1997)
relatou valor de 72,1 cm?para a AOL.

A relacdo da AOL com a producdo de cortes carneos é explicada pelo
maior crescimento muscular ocasionado por fatores genéticos (selecdo de
rebanhos para maior crescimento e ganho de peso diario) e ambientes como o
oferecimento de dietas ricas e concentradas em nutrientes nas diversas fases
de crescimento animal. Animais oriundos de rebanhos Nelore selecionados

para o desempenho em crescimento e musculosidade na carcaca, quando
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submetidos a modelos de producéo intensiva tendem a apresentar maiores
valores de AOL, quase sempre superiores a 70 - 80 cm?.

A média encontrada para a espessura de gordura subcutanea (EGS) dos
718 bovinos Nelore foi de 4,2 mm (Tabela 1). Em estudo com animais Nelores
macho inteiros, RAZOOK et al. (2002) observaram valores de EGS de 2,9 mm,
abaixo do exigido pela industria frigorifica, o que poderia ocasionar uma pior
classificacdo das carcacas quanto a sua qualidade final. Entretanto, em
estudos mais recentes, também com animais machos Nelore, varios trabalhos
relatam a obtencdo de médias acima de 3,0 mm (minimo exigido pela industria
frigorifica) para animais com idade proxima a 24 meses (FREITAS et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2008; RUBIANO et al., 2009). Com médias acima de 5,5 - 6,0
mm, 0s animais abatidos em trabalho realizado por RUBIANO et al. (2009)
obtiveram classificacdo considerada como uniforme.

Atualmente, o mercado consumidor tem buscado carcacas com
cobertura de gordura entre 3,0 a 6,0 mm (PRADO et al., 2008). Valores abaixo
de 3,0 mm aumentam as perdas com o resfriamento, devido ao encurtamento
celular causado pela maior perda de agua, promovendo 0 escurecimento da
parte externa dos musculos que recobrem a carcaca reduzindo o seu valor
comercial (PACHECO et al. 2005; RIBEIRO et al., 2004), além de prejudicar o
paladar desses cortes carneos (COSTA et al., 2007). Por outro lado, valores de
cobertura de gordura acima de 6,0 mm aumentam consideravelmente as
perdas no processo de limpeza das carcacas e cortes carneos, a toalete
(PARDI et al., 2001).

O valor de lipideos totais na carne livre de gordura subcutanea (% de
LT) e o indice de marmorizacdo médio (Tabela 1) foram considerados baixos
(0,93 e 2,65, respectivamente). Devido a pouca presenca de lipideos na porgéao
comestivel da carne, este tipo de avaliacdo em animais Nelore jovens, mesmo
gue submetidos a sistemas intensivos de producdo, demonstra-se
extremamente subjetiva, podendo-se desta forma incorrer-se em erros de
avaliacao.

ROBELIN (1986), em estudo sobre o crescimento do tecido adiposo em
bovinos de corte, observou que a gordura total da carcaca pode variar de 10 a
25% em relacdo a um mesmo peso vivo vazio, e que estas diferencas

encontram-se principalmente na propor¢ao de gordura subcutanea na carcacga,
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uma vez que o tecido adiposo intramuscular € bastante inferior em tamanho
dos adipécitos em comparacéo ao subcutaneo (25 e 135 um, respectivamente).
O mesmo autor conclui ainda que a quantidade de gordura corporal pode ser
manipulada pela dieta, porém o local de deposicéo e a eficiéncia do processo
sdo caracteristicas intrinsecas do animal.

Neste mesmo sentido CHARDULO et al. (2013) observam que a racga
Nelore possui pouca habilidade em depositar gordura intramuscular e tracos de
marmorizagdo comegam a aparecer na carne a partir de um acumulo de
gordura no tecido subcutaneo bastante significativo. A deposicdo de tecido
adiposo representa alto custo dentro do processo produtivo e quando é
acumulado nas regifes pélvica, renal e visceral, acarreta grandes perdas
econdmicas para o produtor (RUBIANO et al., 2009).

A influéncia da alimentagdo animal na maciez da carne esta associada
principalmente ao grau de acabamento (EGS) e ao teor de gordura
intramuscular na carcagca (MALTIN et al. 2003; PACHECO et al. 2005;
ANDERSEN et al. 2005; BRONDANI et al. 2006; DESCALZO & SANCHO,
2008).

O valor médio de indice de marmorizacdo, em avaliacdo subjetiva
observada na carne (Figura 1 - Adaptado de USDA - Quality and Yield Grade,
2000), de 2,6 foi classificado como ESCASSO. A marmorizacdo da carne
representa a quantidade de gordura intramuscular, sendo esta a Ultima a se
depositar na carcaca durante a fase de crescimento do animal (HARPER &
PETHICK, 2004; LUCHIARI FILHO, 2000), é consideravelmente influenciada
pelo grupo racial e também pela maturidade do animal (PETHICK, 2007) e esta
intimamente relacionada as caracteristicas sensoriais da carne (ROTTA et al.,
2009).

O aumento da taxa de lipidios no musculo Longissimus dorsi em
animais da raca Nelore indica maior deposicao de gordura de marmorizacéo
(FORTES et al., 2009), entretanto estes animais apresentam pouca sintese
lipidica no tecido muscular com consequentemente menor porcentagem de
lipideos totais na carne (CHARDULO et al., 2013). Neste sentido ABULARACH
et al. (1998), MORALES et al. (2003) e MANCO (2002; 2006), trabalhando com
animais Bos indicus, encontraram valores médios de lipideos totais na carne de

1,7;1,8; 1,2 e 1,3 %, respectivamente.
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Embora exista grande campanha mundial pela redu¢cdo no consumo de
lipidios, em razdo dos seus efeitos negativos sobre a saude humana, estando
diretamente relacionada ao sedentarismo e suas consequéncias, esta
caracteristica possui grande importancia na qualidade da carne (PACHECO et
al., 2005).

Tabela 1 Valores da estatistica descritiva para caracteristicas de qualidade

da carne mensuradas em animais Nelore (Bos indicus).

Caracteristica Numero de medidas Média
PT (%) 718 27,7 +3,11
AOL (cm?) 718 72,8+7,35
EGS (mm) 718 4,2 + 1,40
IM 718 2,6 £0,36
L* 718 27,9+ 2,68
a* 718 12,4 + 1,86
b* 718 55+1,00
FC (kg) 718 5,7 +1,31
MFI 718 32,0+ 15,35
LT (%) 718 0,9 + 0,50

PT = perdas totais, AOL = area de olho de lombo, EGS = espessura de gordura subcutanea,
FC = forca de cisalhamento, L* = luminosidade da carne, a* = coloracdo vermelha da carne,
b* = coloracdo amarela da carne, MFI = indice de fragmentacdo miofibrilar e LT = lipideos
totais.

A forca de cisalhamento (FC) e o indice de fragmentacdo miofibrilar
(MFI) sdo metodologias de analise utilizadas para avaliacdo da maciez de
carne. Maiores valores de FC correspondem a maiores pesos necessarios para
o rompimento das fibras musculares, enquanto valores mais elevados de MFI
indicam maior fragmentacdo das proteinas da carne, com consequente
aumento da maciez.

No presente ensaio foram encontrados os valores de 5,73 Kg e 32,03
para FC e MFI, respectivamente. Os valores de FC observados por RUBIANO
et al. (2009), sao considerados abaixo do valor médio comumente encontrados
com animais Nelore (2,9 kg), como observado por BALDIN et al. (2013);
BIANCHINI et al. (2007) e MANCO (2006) que obtiveram valores de 4,1; 4,9 e

6,8 kg respectivamente.
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A literatura cita diferentes valores de FC como limites entre a carne dura
e macia como SHACKELFORD et al. (1991) que consideraram 4,6 kg como
valores limitrofes e FELICIO (1999) e BIANCHINI et al. (2007) que
consideraram 5 kg. Outros autores como KOOHMARAIE (1994), JOHNSON et
al. (1990) e MACKEITH et al. (1985) consideraram como valores limites pesos
acima de 5,5 kg como os encontrados no presente ensaio (5,73 + 1,31).

Varios estudos relatam que a carne bovina de animais de raga pura
Nelore apresentam maior FC, quando comparados a mesticos terminados em
confinamento (LAGE et al., 2012; PEREIRA et al., 2009), bem como no pasto
(HEINEMANN, 2003). Uma possivel explicagdo para 0s maiores valores
encontrados de FC em animais Nelore pode ser parcialmente atribuida a maior
atividade/concentracéo do inibidor enzimatico calpastatina, proteina reguladora
da atividade enzimatica das calpainas, o que levaria a diminuicdo da protedlise
miofibrilar com consequente diminuicdo na maciez da carne (LAGE et al.,
2009).

Foram encontrados valores médios de 27,7 % para as perdas totais pelo
cozimento (Tabela 1). Durante o cozimento da carne a perda de agua altera o
rendimento do produto, afetando a palatabilidade e influenciando a sua
aceitabilidade (KONDJOYAN, 2013; MODZELEWSKA-KAPITULA, 2012). A
propor¢cdo de agua € maior em animais jovens e diminui em musculos com
maiores indices de marmorizacdo e com maior teor de gordura, o que explica o
fato de carnes de animais precoces para deposicdo de gordura apresentar
menores perdas totais que carnes de animais precoces para terminacgao.

Perdas totais na ordem de 27% do peso original do bife podem ser
consideradas altas quando comparadas com carnes de animais mesticos Bos
indicus x Bos taurus, como relatado por HADLICH et al. (2006) e MORALES et
al. (2006), o que sem duvida resulta em uma carne com maior perda de agua
por evaporacao e gordura por gotejamento, tornando o produto mais sensivel
ao cozimento no calor seco a altas temperaturas.

De acordo com RAMOS & GOMIDE (2007), a cor e aparéncia sao dois
dos principais atributos indicativos de qualidade dos alimentos, sendo fatores
importantes na comercializacao, influenciando diretamente na escolha do

consumidor. As carnes com coloracées mais escuras tendem a inibir a compra
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devido a associagdo com animais mais velhos ou ma conservagdo com
conseqiiente deterioracéo do produto (PFLANZER & FELICIO, 2011).

Os valores médios encontrados para luminosidade (L*), coloragéo
vermelha (a*) e coloracdo amarela (b*) foram 27,9; 12,4 e 5,5 respectivamente.
Estes pardmetros possuem valores minimos e maximos na classificacdo das
amostras. De acordo com MUCHENJEA et al. (2009), em bovinos as médias
de L* variam entre 33,2-41,0, a* entre 11,1-23,6 e b* entre 6,1-11,3. Em
bovinos jovens, ABULARACH et al. (1998) classificaram carnes escuras
guando L*<29,6, e carnes claras quando L*>38,5; em relacéo a intensidade de
vermelho, consideraram a*<14,8 como baixa e a*>29,2 como alta; e para a
intensidade de amarelo, b*<3,4 como baixa e b*>8,2 como alta.

Os resultados demonstrados no atual ensaio ndo apresentaram L*, a* e
b* dentro da gama de qualidade aceitavel, indicando carnes mais escuras,
onde o valor de a* pode ser relacionado com a concentracédo de mioglobina no
musculo, os animais estudados apresentaram menores concentracdes de
mioglobina por serem animais jovens e n&o corresponderam a uma cor
vermelho-cereja. A média b * é influenciada pelo teor de gordura que foi
relativamente baixo neste ensaio, onde a concentracdo de LT ndo ultrapassou
0 1% da porgéo comestivel do produto.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as correlagcbes observadas entre as
caracteristicas de qualidade de carne avaliadas, onde se destaca a correlacéao
entre o maior indice de fragmentacdo miofibrilar e menor forca de
cisalhamento, com consequentes melhores notas na avaliacdo sensorial para a
maciez (OLSSON & PARRISH, 1977). Forca de cisalhamento e MFI
apresentaram correlacdo estatisticamente significativa (r, = -0,56; p<0,01),
assim como relatado por LAGE et al. (2012). Trabalhando também com
animais Bos indicus, LAMETSCH et al. (2007) observaram correlacdo de
menor magnitude (rp = -0,35; p<0,05).

Baseado no fato de CULLER et al. (1978) e CHAMBAZ et al. (2003)
encontrarem altas correlacdes entre estas caracteristicas, correlacdes acima
de (rp, = -0,70; p<0,01), acredita-se que o MFI| pode ser considerado um
indicador adequado para verificacdo das variagcbes da maciez através da taxa

de extensdo da protedlise enzimatica, onde carnes que sofreram maior
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protedlise possuem miofibrilas mais frageis e consequentemente consideradas
macias (KOOHMARAIE & GEESINK, 2006).

Desta forma a determinacdo do MFI pode, em vérias situacdes,
quantificar os niveis de protedlise enzimatica no postmortem e a partir dai
servir como ferramenta de selecdo de individuos com comprovada habilidade a
producdo de carne com maciez, bem como na identificacdo de variagbes da
maciez inerentes a problemas ocorridos no processo de industrializacdo da
carne e armazenamento pelo frio como, por exemplo, o crio-encurtamento das
fibras musculares (MORALES et al., 2003).

Entretanto, como observado no presente ensaio e em outros trabalhos
com animais Bos indicus os valores de correlacdo obtidos entre as variaveis FC
e MFI tem-se demonstrado inferiores aos apontados por CULLER et al. (1978)
e CHAMBAZ et al. (2003), o que possivelmente denota a menor relagéo entre
estas caracteristicas quando de valores de FC mais elevados. A Tabela 2 e o
Grafico 2 mostram a relacdo entre essas caracteristicas a medida que a carne

apresenta maior resisténcia ao amaciamento com menor atividade proteolitica.
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Gréfico 2 Distribuicdo conjunta obtida entre as analises de forca de
cisalhamento (FC) e indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) do musculo
Longissimus dorsi de animais Nelore (Bos inducus) selecionados para a

producéo.
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Nas carnes com FC acima de 6,0 kg observou-se menor relagdo com o
MFI o que de certa forma poderia tornar a metodologia de andlise quimica da
maciez menos precisa em animais Bos indicus, mais especificamente da raca
Nelore, pela maior incidéncia de carnes duras, com FC acima de 6,0 kg como
relatado por MORALES et al. (2006) e HADLICH et al. (2006).

Na andlise de correlacdo entre o indice de marmorizacdo (IM) e a
quantidade de lipideos totais (Tabela 2) observou-se valor bastante pequeno e
negativo (rp = -0,12; p<0,05), diferentemente de PACHECO et al. (2005), que
trabalhando com animais Nelore relataram correlacdo maior (r, = 0,51; p<0,05)
para as caracteristicas lipideos e marmorizagdo. Os mesmos autores
encontraram ainda correlacdo positiva e significativa entre a deposicao de
gordura intramuscular e a espessura de gordura subcutanea (rp = 0,22; p<0,01),
assim como ESPIGOLAN et al. (2011).
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4. Conclusdes

Em rebanhos selecionados para a produgédo, animais da raca Nelore
(Bos indicus) demonstram grande habilidade em produzir carne, fato este
denotado pelos valores observados de AOL, bem como na deposicdo de
gordura subcutanea (EGS), entretanto, de maneira geral, pela menor sintese
lipidica no tecido muscular, pelos altos valores nas perdas por cozimento e de
forca de cisalhamento, apresentam um produto de menor valor agregado
guanto as caracteristicas de qualidade de carne.

Em animais da raca Nelore a correlacdo observada entre as variaveis
FC e MFI demonstra a menor relacdo entre a maciez medida pela analise fisica
e a avaliada pela analise quimica, o que torna o MFI uma ferramenta menos

precisa quando utilizada na predicdo da maciez da carne neste grupo genetico.
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CAPITULO 3 — CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO DAS MyHC E SUA
ASSOCIACAO COM A QUALIDADE DA CARNE DE BOVINOS NELORE

Resumo - O presente trabalho teve como objetivo aprofundar os estudos sobre
guantificacdo de proteinas miofibrilares e identificacdo dos tipos de fibras
musculares esqueléticas a partir das isoformas da MyHC, e sua relacdo com as
caracteristicas de qualidade da carne. Um total de 718 animais foi utilizado
para a selecdo dos grupos experimentais: (1) Grupo de carne macia (n=15) e
(2) Grupo de carne dura (n=15), de forma a obter-se dois grupos contrastantes
guanto a maciez através da analise de FC. Utilizando como efeitos fixos a
fazenda de origem, AOL e MFI para a identificacdo de possiveis interferentes
nos fenétipos de maciez da carne. ApGs a separacdo dos grupos foi realizada
a extracao das proteinas, identificacdo e quantificacdo das isoformas de cadeia
pesada de miosina (MyHC), troponina e desmina através da eletroforese (SDS-
PAGE) e fotodocumentac&o dos géis. Através do indice de Densidade Optica
(IOD) mensurado para a troponina e desmina, ndo foram encontradas
diferencas para ambos os grupos (p>0,05). Para as MyHC foi identificado e
guantificado trés isoformas (I, lla e lIx), ndo demonstrando diferencas (p>0,05)
entre 0s grupos contrastantes do tipo | (slow) e llx, ao contrario do que foi
analisado para isoforma lla (p<0,05), que apresentou maior porcentagem
relativa no grupo de carne macia e relatou uma associacdo negativa
significativa entre a isoforma lla e a forga de cisalhamento (r, = -0,34; p<0,05).
A isoforma | (slow) obteve associagdo com o indice de marmorizagéo (rp = -
0,38; p<0,05). Conclui-se a partir dos resultados que a identificacdo e
guantificacdo das isoformas da MyHC possui correlacdo com a maciez da

carne em animais Bos indicus.

Palavras-chave: MyHC, qualidade da carne bovina, tecido muscular
esquelético, Nelore
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CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF MyHC AND THEIR
ASSOCIATION WITH QUALITY BEEF CATTLE NELORE

Abstract - The present study aimed to further study of myofibrillar protein
guantification and identification of the types of skeletal muscle fibers from the
MyHC isoforms, and its relation to the quality of the meat. A total of 718 animals
were used for selection of the experimental groups: (1) tender meat group (n =
15) and group (2) of tough meat (n = 15), so as to obtain two groups for quite
contrasting characteristic of softness. Using as parameters the farms, SF, REA
and MFI to identify possible interferences in the phenotypes of meat
tenderness. After separating the extraction of proteins, identification and
guantification of the isoforms of myosin heavy chain (MyHC) troponin and
desmin was performed by electrophoresis (SDS-PAGE) gels and photo
documentation. Through the Index Optical Density (IOD) measured for troponin
and desmin, no different results for both groups (p>0.05) were found. For MyHC
was identified and quantified three isoforms (I, lla and IIx) that showed no
differences (p>0.05) between groups contrasting type | (slow) and IIx, contrary
to what was analyzed for isoform lla (p<0.05), which showed higher relative
percentage in the group of soft flesh and reported a significant negative
association between isoform Ila and shear force (rp, = -0.34; p<0.05). The
isoform | (slow) had association with the index of marbling (r, = -0.38; p<0.05).
It is concluded from the results that the identification and quantification of the

MyHC isoforms has correlation with meat tenderness in Bos indicus.

Key words: MyHC, Nellore, quality beef cattle, skeletal muscle,
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1. Introducéo

A maciez € a caracteristica sensorial de maior influéncia em relacdo aos
atributos de qualidade, afeta a satisfacdo dos consumidores e
consequentemente o aumento do consumo (ALVES & MANCIO, 2007). Porém,
a inconsisténcia na maciez é um dos maiores problemas da indUstria da carne
(JAYASOORIYA et al., 2007), tendo como principais metas na producao de
carne de qualidade a melhora da satisfagdo dos consumidores e assim, o
retorno para a cadeia de producdo (SAWDY et al., 2004).

Na produgdo animal, a evolugdo do tecido muscular caracteriza o
processo de desenvolvimento corporal, onde as diferencas na taxa de
crescimento podem ser explicadas por um tipo de fibra especifico,
influenciando na qualidade da carne e associando-se a eficiéncia economica
produtiva (MALTIN et al., 2001; HADLICH, 2007).

A associacao entre a maciez da carne bovina e as caracteristicas dos
tipos de fibras musculares, tem sido observadas (OCKERMAN et al., 1984;
KARLSSON et al., 1993; MALTIN et al., 2001; CHANG et al., 2003; RYU &
KIM, 2005). As fibras musculares sédo classificadas de acordo com suas
propriedades histoquimicas, como slow-oxidative (SO ou tipo 1), possuindo
peguena area, contracao lenta e metabolismo aerdbico; as fibras fast glycolytic
(FG ou tipo lIx/llb), com a maior area, contracdo rapida e metabolismo
anaerobico; e as fibras fast oxidative-glycolytic (FOG ou tipo lla), contém area
intermediaria, contracdo rapida e metabolismo aerdbico e glicolitico
(MORALES, 2007). As fibras SO, FG e FOG recebem as denominacdes
vermelha, branca e intermediaria, respectivamente (FRANCISCO, 2011,
PETER et al., 1972).

Outro fator atualmente relevante é o estudo da proteina mais abundante
no masculo, a miosina, envolvida na maciez da carne, no crescimento,
desenvolvimento e contracdo muscular, sendo expressa por diferentes

isoformas. Nos musculos de bovinos foram identificados genes especificos que
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codificam as diferentes isoformas de cadeia pesada de miosina (MyHC),
incluindo os tipos, I (slow), lla, 1lIb e lIx/d (PICARD & CASSARMALEK, 2009).

A gquantificacdo das isoformas da MyHC é considerada uma eficiente
ferramenta na avaliagdo da maciez visto que, a quantidade e a sua forma de
atuacao possuem grande influéncia na qualidade da carne. No entanto, estas
associacbes ainda ndo sdo totalmente conhecidas e necessitam da
contribuicdo de mais estudos abrangendo a relagédo de cada isoforma com a
maciez da carne bovina (CASTAN, 2010).

O presente trabalho teve como propésito relacionar a maciez da carne,
de animais Nelore selecionados para a producdo através da separacao de dois
grupos contrastantes, através da caracterizacdo do muasculo esquelético por
meio da identificacdo e quantificacdo das proteinas miofibrilares (troponina T,
troponina | e desmina), bem como, das isoformas da cadeia pesada de miosina

(slow, lla, 11x, 11b).

2. Material e Métodos

2.1 Selecao dos Grupos Experimentais

Dados de analises fisico-quimicas da qualidade da carne de 718 animais
Nelore foram utilizados para criar dois grupos contrastantes (carne macia e
carne dura) com base na forca de cisalhamento (FC). Analise estatistica pelo
procedimento GLM do SAS (Statistical Analysis System, 2011) foi utilizado para
identificar as variaveis com efeitos significativos na FC, sendo identificados as
variaveis fazenda, area de olho de lombo (AOL) e indice de fragmentacéo
miofibrilar (MFI).

Em analise pelo PROC GLM e utilizando os efeitos significativos foram
estimados os valores preditos da FC, que classificados em ordem crescente,
foram retirados os 15 menores valores preditos e os 15 maiores valores, desta

forma criando os grupos contrastantes.
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2.2 Separacédo Eletroforética das Proteinas

2.2.1 Preparagédo das amostras

Os ensaios e analises de separacao, identificacdo e quantificacdo das
proteinas miofibrilares e isoformas da Cadeia Pesada de Miosina (MyHC)
foram realizados no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (LBME).

Foram utilizados doze cortes transversais do musculo L. dorsi (12 ym de
espessura) em micrétomo criostato de cada amostra. Os cortes foram
homogeneizados em 0,5mL de uma solugéo contendo glicerol 10 % (w/vol), 2-
mercaptoetanol 5 % (vol/vol), SDS 2,3 % (w/vol) e Tris HCI 0.9 % (pH 6,8)
(w/vol). Em seguida o homogeneizado foi colocado em banho-maria a por 60
°C durante 10 minutos, apés a retirada do banho, foram acrescentadas trés
gotas de glicerol. Apés a homogeneizacdo do glicerol as amostras foram
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -
20°C.

2.2.2 Eletroforese da MyHC, Troponina e Desmina

A eletroforese de pequenas quantidades dos extratos (25ul) foi realizada
em gel de poliacriamida 7% (VESCOVO et al.,, 1998), com um gel de
empacotamento a 4%, com 26 horas de corrida a 185 V. Em seguida, os géis
foram corados com Coomassie Blue, posteriormente as cadeias pesadas de
miosina foram identificadas de acordo com seus pesos moleculares, 0s géis
foram inseridos no sistema de fotodocumentacdo, onde as imagens foram
capturadas por VDS Software (Pharmacia Biotech) e a porcentagem relativa
guantificada por densitometria (densidade 6ptica integrada - ODI) utilizando o

Image Master VDS Software (version 3.0).
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2.3 Analise Estatistica dos Resultados

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o procedimento GLM do
programa computacional Statistical Analysis System (SAS, 2011). Os
coeficientes de correlagdo de Pearson foram estimados utilizando-se o
procedimento CORR. As correlagBes entre as caracteristicas estudadas foram
obtidas para os dados observados e as médias comparadas através do teste
de Tukey.

3. Resultados e Discusséao

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores referentes as caracteristicas
de qualidade da carne de bovinos Nelore (Bos indicus) separados em dois
grupos contrastantes referentes a maciez da carne mensurada pela FC,

classificados como grupo de carne macia (3,8 kg) e carne dura (6,8 kg).

Tabela 1 Valores médios de perdas totais (PT), area de olho de lombo (AOL),
espessura de gordura subcutanea (EGS), indice de marmorizacao (IM),
luminosidade da carne (L*), coloracdo vermelha (a*), coloracdo amarela (b*),
forca de cisalhamento (FC), indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) e lipideos

totais (LT) mensurados em dois grupos experimentais contrastantes.

Grupo

Macia (15) Dura (15)
PT (%) 24,2 + 3,022 28,8 +3,81°
AOL (cm?) 74,8 + 8,522 62,6 + 6,55
EGS (mm) 34+1,11 3,6 £0,73
IM 2,5+0,24 2,5+0,36
L* 27,7 +3,07 28,4 + 2,46
a* 11,9 + 2,48 10,9 + 1,86
b* 4,9+ 1,68 4,9+0,91
FC (kg) 38+1,172 6,8 + 1,40°

LT 1,0+ 0,57 0,9+0,67
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ab Mmédias seguidas por letras mintsculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si (p<0,01)
pelo teste Tukey.

A andlise dos valores médios das caracteristicas de qualidade de carne
entre 0s grupos contrastantes para maciez denota algumas diferencas entre os
fenétipos observados. As amostras selecionadas para o Grupo Macia
apresentaram maiores valores (p<0,01) de area de olho de lombo (AOL) e
menores para as perdas totais apos o cozimento (PT).

A area de olho de lombo (AOL) é uma caracteristica avaliada no
musculo Longissimus dorsi que apresenta boa relagdo com a quantidade de
musculos presentes na carcaca e, desta forma, contribui sobremaneira para a
predicdo do rendimento de cortes carneos, mostrando alta correlacdo com a
guantidade de tecido comestivel (COSTA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2004;
PEREIRA et al., 2009). O maior crescimento animal, traduzido pelo aumento
significativo na quantidade de carne produzida, € considerado um dos
principais alicerces econdémicos da moderna pecuaria de corte (SILVEIRA, et
al., 2010). Carnes com valores de forca de cisalhamento (FC) abaixo de 5,5 kg
podem ser consideradas potencialmente macias apos 0 cozimento
(KOOHMARAIE (1994) e valores médios de FC abaixo de 3,5 kg podem
demonstrar a capacidade de todos os individuos em produzir carne com
valores de FC abaixo de 5,5 kg (CHARDULO et al., 2013), ou seja rebanhos
com carne 100% macia.

A obtencdo de carnes mais macias confere ao produto maior potencial
de venda em mercados mais exigentes e que, consequentemente, remuneram
melhor o produto (SILVEIRA et al., 2010). Mesmo considerando que a
diferenca observada para a AOL (p<0,01) tenha sido entre grupos previamente
selecionados para a maciez da carne, a existéncia desta relacdo entre estas
caracteristicas de crescimento e de qualidade de carne demonstra a
possibilidade de se obter animais Nelores com maior eficiéncia em producao
aliada a obtencdo de produtos superiores, o elo forte da cadeia pecuaria de
corte.

Ainda na comparacao entre 0s grupos contrastantes, observa-se uma
maior perda total pelo cozimento nas carnes (p<0,01) oriundas dos animais do
Grupo Dura. Assim como a variavel AOL, esta diferenca demonstra mais uma

vez a relacdo existente entre algumas caracteristicas de qualidade de carne
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dentro da raca Nelore, exaltando desta vez o fato de que carnes com maior
maciez podem representar produtos com maior potencial de preservacdo das
caracteristicas desejaveis de consumo ap0s o preparo, principalmente quando
submetidas ao calor seco.

Na Tabela 2, sdo apresentadas as porcentagens relativas das trés
isoformas de MyHC encontradas nos dois grupos experimentais contrastantes.
A identificacdo da cadeia pesada de miosina (MyHC) foi determinada pela
presenca das bandas nos géis de SDS-PAGE. Foram observados trés bandas
de intensidades variaveis, caracterizadas como isoformas da MyHC (I, lla e lIx)
a partir da comparacdo com o Padrédo Protéico (Protein Ladder 10 - 250 kDa
BioLabs).

As isoformas slow (1) e fast (lla, 1Ix/lid e 1Ib) de MyHC foram detectadas
em roedores (WEYDERT et al., 1983), iniciando a hipdétese de que a isoforma
llb ndo seria expressa em mamiferos de grande porte (HAMALAINEN &
PETTE, 1995). No entanto, a expressao desta foi observada em musculos de
humanos (WEISS et al., 1999) e suinos (CHANG & FERNANDES, 1997;
LEFAUCHEUR et al., 1998). MACCATROZZO et al. (2004) observou o gene
MyHC-IIb presente no genoma bovino (cromossoma 19), mas a sua expressao
€ restrita a certos musculos oculares. Além disso, estudos relataram nos
musculos esqueléticos de bovinos adultos expressando MyHC-I, MyHC-lla e
MyHC-IIx mas ndo a llb (CHIKUNI et al.,, 2004a; TONIOLO et al., 2005;
PICARD et al., 1998).

Tabela 2 Valores médios do indice de densidade 6ptica (IOD) em porcentagem
relativa das isoformas da cadeia pesada de miosina (MyHC) | (slow), lla e lIx

de animais Nelore selecionados para producao.

Variaveis
MyHC | MyHC lla MyHC lIx
Grupo Macia (15) 18,2 + 3,54 16,7 + 3,092 64,9 + 3,79
Grupo Dura (15) 16,9+ 3,14 14,0 + 3,38° 66,3 £ 5,05

2® Médias seguidas por letras minudsculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si
(p<0,05) pelo teste Tukey.

Ainda na Tabela 2 pode-se observar uma maior quantidade da isoforma

do tipo Il (fast) em relac&o a isoforma do tipo | (slow) mensurado pelo indice de
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Densidade Optico (IOD), como relatado por MORALES (2007) em amostras
coletadas em bidpsia ou no abate de animais Nelore e por FRANCISCO (2011)
trabalhando com musculo Longissimus dorsi de bufalos.

Os musculos compostos principalmente por fibras do tipo Il (fast) sédo
mais susceptiveis a degradacdo proteolitica no postmortem do que o0s
compostos principalmente por fibras tipo | (XIONG et al., 2007). OUALI &
TALMANT (1990) relataram maior proporcdo de calpaina/calpastatina em
musculos de contracao rapida (glicolitica) comparado a masculos de contracao
lenta (oxidativo) em bovinos, suinos e ovinos. No entanto, estudos em suinos e
bovinos tém demonstrado que a frequéncia de fibras glicoliticas (tipo Il) esta
correlacionada negativamente com a maciez (SAZILI et al., 2005), e o aumento
da proporcdo de fibras do tipo | foi relacionado positivamente a maciez em
bovinos (MALTIN et al., 1998) e bufalos (RENAND et al., 2001).

Ao contrario dos resultados obtidos no presente estudo, onde observou-
se a diferenca significativa da isoforma lla em relacdo aos dois grupos
contrastantes (p<0,05), a maior analogia comprovada ocorreu com 0 grupo de
carne macia. A isoforma lla foi correlacionada com a medida de forca de
cisalhamento (r, = -0,34; p<0,05), demonstrando a diminuigéo deste parametro
(carnes mais duras) ocasionado pelo aumento na porcentagem relativa da
isoforma lla.

A isoforma | (slow) obteve associagdo com o indice de marmorizagéo (rp
= -0,38; p<0,05). Tal fato pode estar associado ao fato de que a deposicdo de
tecido adiposo intramuscular inicia-se normalmente no momento em que 0
tecido muscular esquelético diminui suas exigéncias no aporte de substratos
nutrientes para o crescimento hipertréfico, com consequente diminuicdo do
turnover protéico (BERG et al., 1978).

Trabalhando com animais Nelore e Brangus de diferentes taxas de
crescimento, HADLICH (2007) também encontrou correlacdo semelhante, o
gue levou o autor a concluir que a diminuicédo das fibras oxidativas (SO - MyHC
) com concomitante aumento das glicoliticas (FG/FOG - MyHC lla/llb) no
musculo L. dorsi ao abate, tende a melhorar a qualidade da carne em bovinos
da raca Nelore e seus mesticos.

CHANG et al. (2003), observaram uma relacéo superior da qualidade do

musculo psoas de suinos e a abundéancia relativa das fibras MyHC lla e lIx. Por


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174010001750#bib47

58

outro lado, a inferior qualidade do musculo L. dorsi foi associada com as fibras
MyHC Ilb. As slow sofreram pouca modificacdo entre os musculos e ndo foi
utilizada na relagdo com a maciez.

Por conseguinte, a relacdo entre o tipo de fibra muscular e maciez da
carne ainda nao é muito evidente (CHANG et al., 2003; MALTIN et al., 2003),
pois existe um conjunto de fatores que podem influenciar na textura da carne e
consequentemente na suavidade e maciez.

A presenca da isoforma MyHC IIb nao foi identificada nos animais
experimentais de ambos grupos analisados. Entretanto, trabalhando com
bovinos machos inteiros da raca Blonde d’Aquitaine (Bos taurus), PICARD et
al. (2009) observaram a presenca, bem como quantificaram a expressao
génica pela determinacdo do mRNA, das isoformas de MyHC em musculos
Semitendinosus e Longissimus thoracis. As caracteristicas especificas de
desenvolvimento do tecido muscular, observado em animais do respectivo
grupo genético (Bos taurus), permitiram aos autores realizar algumas
implicacbes a respeito da presenca da isoforma llb e sua relagdo com o
desenvolvimento hipertrofico das fibras musculares, encontrando contradi¢cdes
entre seu estudo e os relatados por MACCATROZZO et al. (2004), CHIKUNI et
al. (2004a, 2004b) para a expressao de MyHC-IIb, podendo ser explicada por
diferencas na raca Holandesa (CHIKUNI et al.,, 2004a) e raca comercial
(MACCATROZZO et al., 2004).

Blonde d'Aquitaine € uma raca de carne francesa caracterizada por um
elevado potencial de crescimento muscular, além de seus musculos possuirem
propriedades especificas, tais como alta atividade glicolitica e baixa oxidativa
(LISTRAT et al., 2001). A MyHC-IIb é a mais glicolitica dentre as isoformas
(SCHIAFFINO & REGIANI, 1996), facilitando sua localizac&do nestes animais. O
crescimento moderado dos animais do presente ensaio, caracteristica esta da
prépria raca Nelore, confere ao tecido muscular um desenvolvimento menor
guando comparado a ragas européias selecionadas para a producao de carne
e assim a auséncia da isoforma llb parece algo compreensivel neste grupo
genético.

A observacdo da isoforma Ilb em outras espécies, como suinos esta
associada com o desenvolvimento muscular elevado (DEPREUX et al., 2002).

Assim, a selecédo de bovinos para producdo de carne, como a raca Blonde
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d'Aquitaine, pode ter favorecido expressdo da isoforma MyHC-lIb como
observado em suinos.

A aparente auséncia da isoforma IIb no musculo esquelético de bovinos
e bubalinos parece ser a responsavel pelo desenvolvimento do rigor mortis
mais lento, quando comparado ao musculo esquelético de suinos. Assim, as
diferencas nas isoformas da MyHC, podem explicar algumas alteracbes na
qualidade da carne de diferentes espécies (CHIKNUI et al., 2004a; BOWKER et
al., 2004). Portanto, identificar os mecanismos necessérios relacionados ao
crescimento muscular, as isoformas de MyHC e a qualidade da carne de
animais zebuinos e seus mesticos sdo importantes para 0 processo de
amaciamento e producao da carne bovina.

No caso dos animais Nelore experimentais uma relagdo negativa entre a
concentragéo da isoforma MyHC lla encontrada no musculo L. dorsi ao abate e
a forca de cisalhamento (FC) foi observada (r, = -0,34; p<0,05) demonstrando
ser o desempenho em crescimento do tecido muscular em animais Nelore
como uma boa ferramenta de predicdo da qualidade da carne, mais
especificamente da maciez, como observado também por MORALES (2007) e
HADLICH (2007).

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores de IOD para as proteinas
troponina T, troponina | e desmina nos grupos de carne macia e dura

respectivamente.

Tabela 3 Valores médios do indice de densidade Optica (IOD) das proteinas

troponina T, troponina | e desmina de animais Nelore selecionados para

producéo.
Variaveis
Troponina T Troponina | Desmina
Grupo Macia (15) 114,7 £7,74 160,9 £ 8,19 224,7 + 20, 98
Grupo Dura (15) 106,5 £ 9,09 146,8 £ 9,38 191,8 + 25,23

Titina, nebulina, troponina e desmina sdo algumas proteinas
componentes da miofibrila que sofrem modificacBes durante o post mortem dos
animais, resultando muitas vezes no desaparecimento de determinadas fracdes

das proteinas ou o aparecimento de produtos de degradacdo a medida que se
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aumenta o tempo de maturagao da carne (NEGISH et al., 1996). Com o intuito
de observar a atuagcdo destas proteinas sem submeté-las a maturacdo no
presente estudo, ndo foi identificada diferenca estatistica significativa (p>0,05)
entre 0os dois grupos de animais Nelore (Bos indicus) selecionados para a
producdo. Segundo GEORGE et al., (1980); OUALI, (1990) € pouco provavel
gque a degradacdo da Troponina, a qual ndo possui papel estrutural na
estabilizacado das miofibrilas, tenha reflexos na maciez da carne. Entretanto, a
desmina € uma proteina responsavel pela sustentacdo das miofibrilas dentro
da fibra muscular também ndo demonstrou diminuicdo da rigidez e aumento

gradativo da qualidade da carne, mais precisamente na maciez.

4. Conclusdes

Né&o foi identificada a isoforma MyHC IIb nos animais experimentais.

Os animais Nelore apresentam boa relacdo entre a hipertrofia do
musculo Longissimus dorsi, medida pelo aumento da concentracdo de MyHC
lla, e a maciez da carne, mensurada pela forca de cisalhamento, bem como
com o MFI, demonstrando a estreita relacdo entre o crescimento animal e a
gualidade da carne em Bos indicus.

O estudo das isoformas da MyHC € uma boa ferramenta de identificacéo
dos tipos de fibras musculares possuindo boa correlacdo com as
caracteristicas de crescimento animal e de mensuracao da maciez da carne em

animais Bos indicus.
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