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POLIMORFISMO E EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS E SUAS RELACOES
COM O CRESCIMENTO E AS CARACTERISTICAS DA CARNE EM BOVINOS
NELORE (Bos indicus)

RESUMO - Com o intuito de estudar o potencial de aplicacdo de genes
candidatos na selecao animal para o melhoramento genético da qualidade de carne
de bovinos Nelore (Bos indicus), o presente trabalho teve como objetivos principais:
(1) Avaliar em bovinos Nelore e cruzamentos Nelore x Bos taurus a ocorréncia de
associacbes entre o SNP (.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST e as
caracteristicas da carne produzida e (2) quantificar a expressao génica e proteica da
cadeia pesada da miosina em bovinos Nelore com caracteristicas fenotipicas
contrastantes de crescimento e maciez da carne. Para o desenvolvimento do
primeiro  objetivo, 500 animais foram genotipados para 0 SNP
0.98535683A>G:BTAU7 e fenotipados para forca de cisalhamento (FC), indice de
fragmentacao miofibrilar (MFI), area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcutanea (EGS) e lipideos totais (LIP). Associacao significativa entre o SNP e a
maciez da carne foi observada. O gendtipo AA apresentou os melhores valores em
relacdo a esta caracteristica. As diferengas encontradas entre os genotipos AA e AG
(AA - AG) foram de - 0,19 kg e 5,31 para FC e MFI, respectivamente. O SNP né&o
mostrou associagéo significativa com AOL, EGS e LIP. Para a execugao do segundo
objetivo, 90 bovinos Nelore terminados em confinamento foram utilizados. Levando
em consideracdo o peso final ao abate (PF) e a FC dos 90 animais, 24 individuos
com caracteristicas contrastantes de peso e maciez da carne foram selecionados e
divididos em quatro grupos experimentais (6 animais/grupo). Os grupos
corresponderam a animais leves com carne macia (PF = 493,50 kg e FC = 3,76 kg),
animais leves com carne dura (PF = 515,66 kg e FC = 8,06 kg), animais pesados
com carne macia (PF = 604,33 kg e FC = 3,99) e animais pesados com carne dura
(PF = 605,33 kg e FC = 7,83 kg). Em cada grupo, foram avaliadas caracteristicas
fenotipicas como MFI, AOL, EGS, LIP, indice de marmorizacdo (IM), coloracéo
instrumental (L*, a*, b*) e perdas por cozimento (PT). A andlise de expressdo dos
genes MYH7, MYH2 e MYH1 foi feita por PCR em tempo real (RT-qPCR). A
caracterizacao e quantificacdo proteica das isoformas da MyHC (MyHC-I, MyHC-lla
e MyHC-IIx/d) foi realizada por eletroforese SDS-PAGE. Em todas as andlises
(qualidade da carne e expressdo génica e proteica) ndo foi observada interacéo
significativa entre crescimento e maciez da carne. Nas caracteristicas AOL, EGS, IM
e LIP ndo foi observado efeito significativo do crescimento e a maciez da carne.
Porém, os animais pesados apresentaram maiores valores de L*, a* e b* em relacao
aos animais leves. Na maciez, o grupo de carne macia mostrou maiores valores de
L* (32,29 * 2,78) que o grupo de carne dura (29,10 + 2,61). Por outro lado, maiores
PT foram observadas em animais com carne dura em relacdo a animais com carne
macia. Nos resultados de expressao génica, o gene MYH7 ndo mostrou diferencas
entre animais leves e pesados. Entretanto, a expressado dos genes MYH2 e MYH1
foi significativamente menor nos animais pesados em relacdo aos animais leves.
Quanto a maciez da carne, a expressdo dos trés genes nao diferiram
significativamente entre grupos de carne dura e macia. Na expressao proteica, as
trés isoformas (MyHC-I, lla e lIx), ndo mostraram diferenca significativa entre
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animais leves e pesados. No entanto, as proporcbes da MyHC-I foram
significativamente maiores no grupo de carne dura (16,51 * 5,47) em relacdo ao
grupo de carne macia (9,12 + 3,16) e pelo contrario, as propor¢cdes da MyHC-lla
foram maiores no grupo de carne macia (73,78 + 4,45) em relacdo ao grupo de
carne dura (65,45 + 8,79). A isoforma MyHC-IIx/d ndo mostrou efeito significativo
sobre a maciez. Os resultados deste trabalho mostraram o potencial de aplicacdo do
SNP g.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST e da isoforma MyHC-lla na selecao de
animais para o melhoramento da maciez da carne de bovinos Nelore, além de,
manifestar o diferencial de expressdo dos genes MYH1 e MYH2 entre animais
pesados e leves.

Palavras-chave: calpastatina, miosina, fibras musculares, maciez, polimorfismo



POLYMORPHISM AND EXPRESSION OF CANDIDATE GENES AND THEIR
RELATIONSHIPS WITH THE GROWTH AND MEAT TRAITS IN NELLORE
CATTLE (Bos indicus)

ABSTRACT - In order to study the potential of application of candidate genes
in animal selection for breeding meat of Nellore cattle, this work had as main
objectives: (1) Assess in Nellore cattle (Bos indicus) and crosses Nellore x Bos
taurus the occurrence of associations between the g.98535683A>G:BTAU7 SNP in
the CAST gene and traits of the meat produced and (2) quantify the gene and protein
expression of myosin heavy chain in Nellore cattle with contrasting phenotypic traits
of growth and meat tenderness. For the development of first objective, 500 animals
were genotyped for the g.98535683A>G:BTAU7 SNP and phenotyped for shear
force (SF), myofibrillar fragmentation index (MFI), ribeye area (RA), backfat thickness
(BT) and total lipids (TL). Significant association between the SNP and meat
tenderness was observed. The AA genotype showed the best values in relation to
this trait. The differences found between genotypes AA and AG (AA - AG) were —
0.19 kg and 5.31 for SF and MFI, respectively. The SNP did not show significant
association with RA, BT and TL. For the execution of the second aim, 90 feedlot
Nellore cattle were used. Considering the final slaughter weight (FW) and the SF of
the 90 animals, 24 individuals with contrasting characteristics of weight and
tenderness of meat were selected and divided into four experimental groups (6
animals / group). The groups corresponded to lightweight animals with tender meat
(FW = 493.50 kg and SF = 3.76 kg), lightweight animals with tough meat (FW =
515.66 kg and SF = 8.06 kg), heavy animals with tender meat (FW = 604.33 kg and
SF = 3.99) and heavy animals with tough meat (FW = 605.33 kg and SF = 7.83 kg).
In each group, were evaluated phenotypic characteristics as MFI, RA, BT, TL,
marbling index (MI), instrumental color (L*, a* b*) and cooking losses (CL). The
expression analysis of the MYH7, MYH2 and MYH1 genes was performed by Real-
Time PCR (RT-gPCR). The characterization and quantification of the MyHC isoforms
(MyHC-I, MyHC-lla and MyHC-lIx/d) was carried out by SDS-PAGE. In all analyzes
(meat quality and gene and protein expression) there was no significant interaction
between growth and meat tenderness. In the traits MFI, RA, BT, IM and TL it was not
observed significant effect of the growth and the tenderness of meat. However, the
heavy animals showed higher values of L*, a* and b* than lightweight animals. In the
tenderness, the tender meat group showed higher values of the L* (32.29 = 2.78)
than the tough meat group (29.10 £ 2.61). On the other hand, higher CL were
observed in animals with tough meat than animals with tender meat. In the results of
gene expression, the MYH7 gene did not show differences between lightweight and
heavy animals. However, the expression of the MYH2 and MYH1 genes was
significantly lower in heavy animals than lightweight animals. As for meat tenderness,
the expression of the three genes did not differ significantly between tough and
tender meat groups. In the protein expression, the three isoforms (MHC-I, lla and IIx),
did not show significant difference between lightweight and heavy animals.
Nevertheless, the MyHC-I proportions were significantly higher in the tough meat
group (16.51 + 5.47) than tender meat group (9.12 + 3.16) and on the contrary, the
proportions of the MyHC-lla were higher in tender meat group (73.78 + 4.45) than
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tough meat group (65.45 £ 8.79). The MyHC-IlIx isoform did not show significant
effect on tenderness meat. The results of this work showed the potential of
application of the g.98535683A>G:BTAU7 SNP in gene CAST and the MyHC-lla
isoform in animal selection to improve meat tenderness of Nellore cattle, in addition,
it showed the differential expression of MYH1 and MYH2 genes between heavy and
lightweight animals.

Keywords: calpastatin, myosin, muscle fibers, tenderness, polymorphism



CAPITULO 1 - ConsideragOes gerais

1. INTRODUCAO

Em funcao da sua rusticidade, adaptacdo aos trépicos e produtividade, a raca
bovina Nelore (Bos indicus), juntamente com os produtos de seu cruzamento com
animais da subespécie Bos taurus, é responsavel por quase toda a carne bovina
produzida no Brasil (FERRAZ e FELICIO, 2010). Desde 2003, o Brasil posiciona-se
entre o primeiro e o segundo maior exportador mundial de carne bovina in natura.

Paises com alta escala de producédo e exportacdo de carne bovina, como o
Brasil devem priorizar a produtividade dentro dos padrbes de qualidade exigidos
pelos consumidores. Em geral, na producao de gado de corte, caracteristicas como
ganho de peso e peso final ao abate sdo importantes para determinar a eficiéncia
econdmica de qualquer sistema de producdo bovina, enquanto que o controle de
gualidade da carne produzida € de suma importancia para satisfazer as exigéncias
dos consumidores.

Dentro das caracteristicas de qualidade da carne, a cor € a mais importante
para a carne fresca. Em carnes cozidas, a maciez € classificada como a
caracteristica de palatabilidade mais relevante seguida pelo sabor e suculéncia
(VERBEKE et al., 2010; JOO et al., 2013). Por outro lado, caracteristicas como area
de olho de lombo, deposi¢cdes de gordura intramuscular e subcutanea influenciam
diretamente no rendimento e/ou na qualidade da carne produzida. A area de olho de
lombo prediz o tamanho do animal e o rendimento de cortes carneos presentes na
carcaca (PEREIRA et al., 2009). A marmorizacdo da carne confere suculéncia e
sabor, interferindo no habito de consumo e no preco final do produto (KILLINGER et
al., 2004). A deposicdo de gordura subcutanea € importante para garantir a qualidade
da carcaca apos o resfriamento (TAIT; WILSON; ROUSE, 2005).

Devido a composicdo da carne ser constituida por tecido animal, as
caracteristicas de qualidade podem ser influenciadas por inimeros fatores como

idade, sexo, raca, manejos pré e pés abate, composi¢cdo quimica do mauasculo,



2

composicdo das fibras musculares e atividade enzimética no post-mortem
(LEFAUCHEUR et al., 2010; CHRIKI et al., 2013).

O masculo esquelético consiste principalmente em miofibras, as quais
representam 75 — 90 % do volume muscular. Deste modo, a caracteristica de
composicdo das fibras musculares é de importancia no estudo de qualidade da
carne, devido a sua influéncia em varios aspectos incluindo cor, capacidade de
retencdo da agua, maciez, suculéncia e sabor (revisado por LEFAUCHEUR, 2010).
Varios estudos usando diferentes ragas bovinas e em diferentes paises tém
demonstrado que o numero, tamanho e tipo de fibra estdo relacionados com as
caracteristicas de qualidade da carne especialmente na maciez (MALTIN et al.,
1998; RENAND et al., 2001; HOCQUETTE et al., 2007; GUILLEMIN et al., 2012;
CHRIKI et al., 2013; PICARD et al., 2014; SACCA et al., 2015). No entanto, as
proteinas biomarcadores da maciez dependem da raca e das propriedades
contrateis e metabdlicas especificas de cada musculo e precisam ser avaliadas em
musculos de diferentes géneros e ragas bovinas (PICARD et al., 2014).

A organizacdo e expressdo das fibras musculares podem estar moduladas
por eventos envolvendo o ajuste do crescimento muscular, resultando em maiores
conteudos de fibras ou fibras mais resistentes a protedlise (D’ALESSANDRO et al.,
2012). Portanto, a taxa de crescimento do animal e sua relacdo com as fibras
musculares e/ou a maciez da carne também tem sido avaliada. Wegner, Albrecht e
Fiedler (2000) estimaram a importancia das mudancas das caracteristicas das fibras
musculares relacionadas ao crescimento (0- 24 meses) e a raca sobre a qualidade
da carne. Mcgilchrist et al. (2016) estudaram o efeito da selecdo para
desenvolvimento muscular sobre as caracteristicas miofibrilares e a qualidade da
carne. Nao obstante, a questdo do efeito do tipo de fibra e a maciez da carne ainda
€ controversa e resultados definitivos ndo foram gerados (D’ALESSANDRO et al.,
2012).

A cadeia pesada da miosina (MyHC), a proteina mais abundante do musculo,
€ usada para o reconhecimento molecular dos tipos de fibra num determinado
musculo. Cada gene da familia da miosina (MYH) codifica para uma isoforma
especifica (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). No musculo esquelético de bovinos

adultos, tem-se encontrado principalmente as isoformas MyHC-I, lla, e lIx (TANABE;



3

MUROYA; CHIKUNI, 1998; CHIKUNI; MUROYA; NAKAJIMA, 2004) codificadas
pelos genes MYH7, MYH2 e MYH1, respectivamente (SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011).

Estudos demonstraram o enfraquecimento das miofibrilas musculares como o
acontecimento chave no processo de amaciamento da carne (KOOHMARAIE;
GEESINK, 2006). Os membros do sistema proteolitico célcio-dependente (complexo
calpaina) desempenham papel fundamental neste processo (GEESINK, 2006). Este
sistema é caracterizado por trés enzimas: p-calpaina, m-calpaina e um inibidor
especifico das calpainas, a calpastatina. Estas proteinas sdo codificadas pelos
genes CAPN1, CAPN2 e CAST, respectivamente.

Desta forma, os genes da miosina (MHY7, MH2, MH1), o gene da p-calpaina
(CAPN1) e da calpastatina (CAST) sdo considerados fortes candidatos para o
estudo no melhoramento das caracteristicas de qualidade da carne em animais de
producéo, especialmente na maciez da carne.

Por seu papel inibidor das calpainas, varios SNPs (polimorfismos de
nucleotideo Unico) do gene CAST tém sido identificados e avaliados quanto ao seu
efeito e associacdo com a maciez da carne bovina em racas de ambas as
subespécies Bos taurus e Bos indicus, assim como em cruzamentos Bos taurus X
Bos indicus (CASAS et al., 2006; VAN EENENNAAM et al., 2007; CURI et al., 2009;
ALLAIS et al., 2011; CHUNG; DAVIS, 2012; AVILES et al., 2013).

Recentemente, Calvo et al. (2014) identificaram um novo SNP do gene CAST
(9.98535683A>G:BTAU7) associado a maciez da carne aos sete dias post-mortem
na raca Parda de Montafia (Bos taurus). Este polimorfismo, encontra-se localizado
no éxon 7 e é responsavel pela troca de aminoacido Thr182Ala (treonina por alanina
na posicao 182 da sequéncia de aminoacidos, NM_174003). Segundo Casas et al.
(2005), resultados de associacao entre marcadores moleculares e caracteristicas de
interesse que sdo obtidos para populacbes de animais Bos taurus ndo s&o
imediatamente aplicaveis em populacdes de animais Bos indicus, antes que possam
ser amplamente estudados e validados.

Portanto, visto que os efeitos dos biomarcadores sobre fendtipos séao
parametros intrinsecos de cada raca, o presente trabalho teve como objetivos

principais: (1) Avaliar em bovinos Nelore (Bos indicus) e cruzamentos Nelore x Bos
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taurus a ocorréncia de associacbes entre o0s gendtipos do SNP
0.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST e as caracteristicas da carne. (2) Quantificar
a expressao génica e proteica da MyHC em animais da raca Nelore com
caracteristicas contrastantes de crescimento e maciez da carne. Estes dois objetivos
visaram avaliar o potencial de aplicacdo do SNP ¢g.98535683A>G:BTAU7 do gene
CAST e a MyHC na sele¢édo de animais para o melhoramento genético da carne de
bovinos Nelore.

Neste sentido, no presente Capitulo sera apresentada a base tedrica para o

desenvolvimento dos dois objetivos anteriormente expostos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do musculo esquelético

Os componentes principais do tecido muscular sdo agua, proteinas e lipideos.
As proteinas estéo classificadas pela sua solubilidade e sua localizacdo no tecido
muscular como proteinas do estroma, proteinas do sarcoplasma e proteinas
miofibrilares (KARLSSON; KLONT; FERNANDEZ, 1999). As miofibrilas representam
75 - 90 % do volume muscular e seu diametro varia entre 10 a 100 um
(LEFAUCHEUR, 2010). Cada miofibrila é constituida por dois tipos de filamentos
longitudinais: o filamento grosso, que contém principalmente a proteina miosina
(MyHC), e o filamento delgado, constituido das proteinas actina, tropomiosina e
troponina (KARLSSON; KLONT; FERNANDEZ, 1999).

As fibras musculares sdo originadas a partir de células precursoras
miogénicas chamadas mioblastos, os quais proliferam e se fundem para formar
miotubos que finalmente se diferenciam em fibras musculares (Figura 1) (PICARD et
al., 2002). A formacdo de miotubos ocorre primeiramente por mioblastos
embriondrios e, posteriormente, a partr de mioblastos fetais originando
respectivamente as fibras musculares primarias e secundarias (Figura 1) (PICARD et

al., 2002). Apds o0 nascimento, a primeira geracdo de mioblastos originara as fibras
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de contracdo lenta (tipo 1), enquanto que a segunda geracdo sera convertida
principalmente em fibras de contrag&o rapida (tipo Il) (FIEMS, 2012).

Células precursoras
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Figura 1. Representacdo esquematica da formacao das fibras musculares.
Adaptado com modificagdes de Picard et al. (2002).

A diversidade do musculo esquelético pode ser atribuida as caracteristicas
heterogéneas das fibras musculares (CHOI; KIM, 2009), caracterizando a base da
flexibilidade do musculo e permitindo a sua utilizagdo para diferentes atividades de
baixa e alta intensidade (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

A composicao do tipo de fibra pode variar em diferentes espécies e tipo de
musculo dependendo da sua funcdo, raca, sexo, horménios e atividade fisica
(HOCQUETTE, 2010; CHRIKI et al., 2012; CHRIKI et al., 2013). Como mostrado na
Figura 2, MALTIN et al., (2001) observaram diferencas nas propor¢cdes e no
tamanho das fibras do musculo Longissimus lumborum em animais bovinos das
racas Aberdeen Angus e Holstein do mesmo sexo, idade e sobre o mesmo regime

de alimentacéo.



Aberdeen Angus Holstein

Figura 2. Diferencas nas propor¢des do tipo de fibra e tamanho da fibra das secc¢des
transversais do m. Longissimus lumborum das racas de gado Aberdeen
Angus e Holstein. Escala de 100 um (Maltin et al., 2001).

2.2 Classificacao e caracterizacao do tipo de fibra muscular

Na classificacdo do tipo de fibra muscular, diferentes métodos tém sido
introduzidos ao longo do tempo. Varios tipos de classificacdo tém sido o foco de um
ou mais aspectos do rendimento contrati e metabdlico das fibras musculares,
fundamentada principalmente, nas duas vias metabdlicas utilizadas pelo musculo
esquelético para a producdo de ATP. A via aerdbica ou oxidativa esta relacionada
com a producdo de ATP na mitocdndria, por meio da oxidacdo de glicogénio,
glicose, aminoacidos, corpos cetbnicos e lipideos com alto requerimento de
oxigénio. Ja a via anaerdbica ou glicolitica possui relacdo com as reservas de
glicogénio que séo rapidamente convertidas em lactato sem requerimento de
oxigénio (revisado por LEFAUCHEUR, 2010).

Brooke e Kaiser (1970), baseados nas diferencas na estabilidade acida e
alcalina de acordo com o padréo de reacédo para a atividade da ATPase da porcéo
globular da miosina (mATPase), descreveram trés diferentes fibras que incluem os
tipos I, IIA e I1IB. Outros métodos convencionais baseados nas reacdes
histoquimicas da capacidade oxidativa utilizando a enzima succinato desidrogenase
(SDH) e a capacidade glicolitica empregando a enzima NADH-tetrazolio redutase

(NADH-TR), classificaram os trés tipos de fibras em vermelhas, intermediarias e


http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/valmir/bioquimica/glicolise/introducao.html

brancas (RAHELIC; PUAC, 1981). Peter et al. (1972), baseando-se na combinacéo
das reacdes mATPase e NADH-TR, classificaram as fibras musculares em lentas
oxidativas ou tipo | correspondendo as fibras de metabolismo aerdbico, rapidas
glicoliticas ou tipo IIB obedecendo as fibras de metabolismo anaerdbico, e rapidas
oxidativas-glicoliticas ou tipo IIA caracterizando as fibras de metabolismo oxidativo e
glicolitico. Diferencas nos resultados entre estes métodos foram observados e,
consequentemente, a classificagéo do tipo de fibra no musculo depende da técnica
utilizada na sua classificacéo (PICARD; DURIS; JURIE, 1998).

2.3 Caracteristicas biolégicas das fibras musculares

As fibras do musculo esquelético estdo caracterizadas pela organizacao de
arranjos ordenados em unidades idénticas conhecidas como sarcomeros (HUFF
LONERGAN; ZHANG; LONERGAN, 2010). A estrutura e composi¢do molecular do
sarcomero é similar entre diferentes tipos de fibras, no entanto, muitas proteinas
contracteis podem existir como varias isoformas, as quais sdo responsaveis pelas
grandes variacdes nas propriedades mecanicas ativas e passivas das miofibrilas nos
diferentes tipos de fibras musculares.

Cada isoforma é uma coOpia de uma proteina que possui apenas pequenas
diferencas com a outra isoforma da mesma proteina. A ligeira diversidade dentro das
suas sequéncias de aminoacidos da origem a diferentes propriedades estruturais e
funcionais (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). A partir do descobrimento das
isoformas da MyHC e, portanto, da heterogeneidade do sarcOmero, distintas
propriedades funcionais sédo atribuidas as isoformas da MyHC as quais sao
consideradas a base das diferencas funcionais entre as fibras do muasculo
esquelético (BOTTINELLI, 2001).

Cada tipo de fibra apresenta distintas caracteristicas funcionais, estruturais,
metabdlicas, quimicas e morfolégicas como apresentado na Tabela 1. Geralmente, a
fibra de tipo | ou fibra de contracéo lenta € usada para manter a postura enquanto
gue as fibras tipo Il ou fibras de contracdo rapida sdo especializadas em produzir
movimento (LEFAUCHEUR; GERRARD, 2000). Assim, as fibras tipo | utilizam

grande quantidade de energia in vivo, porque sao normalmente recrutadas para



manter as contracdes de baixa intensidade. Estas fibras demonstram baixa atividade
ATPase miofibrilar e reticulo sarcoplasmatico (revisado por LEFAUCHEUR, 2010) e
geram energia para sintese de ATP predominantemente por transferéncia de
energia aerdbica (revisado por CHOI; KIM, 2009). Elas sao pobres em glicogénio,
ricas em mioglobina e triglicérides e altamente resistentes a fadiga (revisado por
LEFAUCHEUR, 2010).

Tabela 1. Caracteristicas biol6gicas das fibras musculares

Caracteristica I lla 11X b
Velocidade de contracéo + +++ ++++ +++++
ATPase Miofibrilar + +++ ++++ -+
Metabolismo oxidativo +++++ ++++ +,++ +
Metabolismo glicolitico + ++++ ++++ +++++
Hexoquinasa +++++ +++ + +
GLUT-4 +++++ +++ + +
Fosfocreatina + +++++ +++++ +++++
Glicogénio + +++++ ++++ +++++
Triglicerideos +++++ ++ + +
Vascularizacéo +++++ +++ +,++ +
Mioglobina +++++ ++++ ++ +
Capacidade tampéo + ++++ +++++ +++++
Diametro ++ +,++ ++++ +++++
Resisténcia a fadiga +++++ ++++ ++ +

+ muito baixo; ++ baixo; +++ médio; ++++ alto; +++++ muito alto. Adaptado de
Lefaucheur (2010).

Pelo contrario, o grupo de fibras tipo Il utiliza a glicose como combustivel e
sdo facilmente fatigados, mostram alta atividade ATPase miofibrilar e reticulo
sarcoplasmatico (revisado por LEFAUCHEUR, 2010). Portanto, as fibras do tipo II,
especialmente do tipo llb, tém a capacidade de transferir energia rapidamente para
acOes musculares fortes e rapidas (revisado por CHOI; KIM, 2009), além de néo
utilizarem grande quantidade de energia in vivo, pois sdo recrutadas apenas para

manter movimentos agudos e de curta duracéo.
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O tipo de fibra IIb é rica em glicogénio, pobre em mioglobina e triglicérides e
altamente fatigavel. As caracteristicas das fibras tipo lIx sdo similares as das fibras
lIb, com excegéo da velocidade de contragdo da lIx ser menor e seu metabolismo
oxidativo ligeiramente maior. Finalmente, as fibras Ila demonstram propriedades
contrateis e metabdlicas intermediérias entre os tipos de fibra | e Ilb (revisado por
LEFAUCHEUR, 2010).

2.4 Tipo de fibra e crescimento muscular

Na producdo de gado de corte, 0 maior interesse € o peso final de abate
representado pela massa muscular da carcaca. A estrutura da massa muscular e as
condi¢des para seu crescimento estdo determinadas pelo desenvolvimento da fibra
muscular na gestacdo (ALBRECHT et al., 2013).

Em bovinos, o musculo esquelético amadurece durante o final da gestacao, e
a hiperplasia das fibras musculares (incremento no numero de fibras) € estabelecido
aproximadamente até os 180 dias (6 meses) (PICARD et al., 2002; FIEMS, 2012).
Deste modo, o crescimento pos-natal em bovinos sO consiste de hipertrofia
(incremento no tamanho da fibra) (WEGNER; ALBRECHT; FIEDLER, 2000). Esse
crescimento € acompanhado de modulacéo nas propor¢cdes dos diferentes tipos de
fibras. Na fase de crescimento pos-natal (0 — 12 meses) o metabolismo oxidativo
diminui e o metabolismo glicolitico aumenta (PICARD, 2012). Essas alteracdes estédo
associadas a diminuicdo na proporcao do tipo de fibra lla (rapidas oxidativas-
glicoliticas) e no incremento da proporcéao de fibras IIx (rapidas-glicoliticas) (JURIE et
al., 1995).

Em machos, este processo de aumento de fibras tipo IIx continua até os 12
meses, depois o0 processo é gradualmente invertido (PICARD, 2012). Assim, parece
gue o aumento do metabolismo glicolitico associado ao incremento na proporcéo de
fibras IIx ocorre no periodo de intenso crescimento muscular. Depois dos 12 meses
de idade, as proporcdes de | e lla aumentam e a proporc¢ao lIx diminui e, portanto,

0s musculos sdo mais de tipo oxidativo (PICARD, 2012).
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2.5 Miosina

Dentre as proteinas miofibrilares a cadeia pesada da miosina (MyHC) pode
ser considerada uma das mais abundantes (LEE; JOO; RYU, 2010),
compreendendo aproximadamente 35 % do “pool” de proteinas (revisado por
LEFAUCHEUR, 2010). A MyHC (aproximadamente 520 kDa) é conhecida como a
proteina motor molecular, capaz de converter energia quimica em energia mecanica
por meio de alteracdes estruturais (revisado por CHOI; KIM, 2009).

O genoma de mamiferos contém pelo menos 10 genes da familia MYH
altamente conservados na evolugdo dos vertebrados, em que cada gene codifica
uma isoforma diferente de MyHC. A maioria estd associada em dois grupos, o
primeiro contendo as isoformas MyHC-a. e MyHC-B/lento (MyHC-1) codificadas pelo
genes MYH6 e MYH7, e o segundo contendo as isoformas MyHC-lla, MyHC-IIx, e
MyHC-lIb codificadas pelos genes MYH2, MYH1, e MYH4 e duas isoformas de
desenvolvimento MyHC-emb e MyHC-neo codificadas pelos genes MYH3 e MYHS,
respectivamente. Outras isoformas como MyHC-EO, MyHC-15 e MyHC-16
codificadas pelos genes MYH13, MYH15 e MYH16 também tém sido observadas em
alguns musculos de mamiferos (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

As isoformas da MyHC fornecem a base da classificagcdo mais comum dos
tipos de fibras (PETTE; STARON, 2000; RYU; KIM, 2005; SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011). Diversos estudos em diferentes espécies relataram que o conteddo das
isoformas da MyHC estdo grandemente correlacionados com a composicdo e as
caracteristicas do tipo de fibra muscular (TERMIN; STARON; PETTE, 1989;
SCHIAFFINO et al.,, 1989; FRY; ALLEMEIER; STARON, 1994; RIVERO;
TALMADGE; EDGERTON, 1997; STARON et al.,, 2000; SERRANO et al., 2001;
CHOI; RYU; KIM, 2006).

Histoquimicamente, as fibras tipo | expressam a isoforma MyHC I, as fibras
tipo IIA expressam a isoforma MyHC lla, e as fibras tipo 1IB expressam a isoforma
MyHC Ilb ou MyHC IlIx (SCHIAFFINO et al., 1989; GORZA, 1990). Dessa forma, a
existéncia de suas varias isoformas diferencialmente distribuidas nos diferentes tipos
de fibras musculares fazem da MyHC o melhor marcador disponivel para
reconhecimento dos tipos de fibra (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
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A classificacdo do tipo de fibra poderia ser idealmente realizada utilizando
anticorpos monoclonais especificos produzidos contra cada isoforma da MyHC.
Desafortunadamente, nem todos esses anticorpos estdo disponiveis e podem ser
usados nas diferentes técnicas como imunohistoquimica, Western blot e ELISA, nas
diferentes espécies e distintas idades do animal (revisado por LEFAUCHEUR,
2010). Consequentemente, a separacdo electroforética das isoformas da MyHC
ainda representa a abordagem mais direta para determinar a composicdo de

miofibras de um determinado musculo.

2.6. Tipo de fibra muscular e sua associagcdo com as caracteristicas de

gualidade da carne

As caracteristicas de qualidade da carne de maior interesse sao aparéncia,
suculéncia, maciez e sabor, as quais podem ser avaliadas por meio das
propriedades biofisicas e quimicas, tais como capacidade de retencao de agua, cor
medida pela refletancia de luz (L', a’, b)), pH, forca de cisalhamento ou indice de
fragmentacdo miofibrilar e teor de gordura intramuscular (revisado por MUCHENJE
et al., 2009). A cor define a aparéncia da carne. A gordura intramuscular
(marmoreio) incrementa suculéncia e sabor da carne. Enquanto que a capacidade
de retencdo de agua é definida como a capacidade da carne para reter agua durante
a aplicacdo de forcas externas, tais como o corte ou o aquecimento, afetando
diretamente a maciez e suculéncia (revisado por PEARCE et al., 2011).

A MyHC é o maior consumidor de ATP no musculo esquelético (LEE; JOO;
RYU, 2010). Cada isoforma da MyHC hidroliza ATP em diferentes taxas.
Consequentemente, segundo a sua distribuicdo no musculo, estes, apresentam
diferentes capacidades para gerar ATP aerobicamente, ativar atividades ATPase,
sequestrar e liberar Ca®*, produzir nucleotideos de adenina, estimular a glicélise,
produzir lactato e diminuir o pH em funcdo da sua capacidade de tamponamento
(BOWKER et al., 2004), alterando as propriedades fisicas e quimicas da carne.

No caso da cor, o aumento da proporcao de fibras tipo | diminui a estabilidade
da cor com uma possivel mudanca para coloracdo amarronzada (RENERRE, 1990).

O conteudo de gordura intramuscular também pode ser alterado dependendo do tipo
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de fibra muscular (KLONT; BROCKS; EIKELENBOOM, 1998). As fibras tipo | e lla
contém maiores quantidades de fosfolipidios e triglicerideos em relagdo ao tipo IIx
(LEFAUCHEUR, 2006; HOCQUETTE et al., 2010). Segundo Hwang et al. (2010), o
conteudo de gordura intramuscular apresenta correlagdo positiva com a
porcentagem de fibras oxidativas e negativa com o tipo de fibras glicolitica.

Por sua vez, a maciez tem sido positivamente relacionada com as fibras tipo |
(r = 0,48) e negativamente com a frequéncia das fibras tipo Il (r = - 0,38) (MALTIN et
al., 1998; HWANG et al., 2010). Porém, outros estudos mostram correlacédo negativa
da MyHC-I e a maciez da carne (CROUSE et al., 1991; ZAMORA et al., 1996; ZHAO
et al., 2014). Consequentemente, a relagdo entre a composicao do tipo da fibra e a
maciez ainda é controversa e parece depender de varios fatores, relacionados aos
animais (raca, idade e manejo) e as caracteristicas musculares (conteudos de
gordura, colageno e sistemas de atividade proteolitica) (SACCA et al., 2015).

Nos ultimos anos, analises de proteoma e interactoma tém sido usadas para
compreender melhor o processo de maciez na subespécie Bos taurus (GUILLEMIN
et al.,, 2011; PICARD et al., 2014). Nestas analises Guillemin et al. (2011)
observaram que na raca Charolés, a MyHC-IlIx & positivamente relacionada com a
maciez em musculos glicoliticos (maiores proporcdes de MyHC-1Ix) e negativamente
relacionada em musculos oxidativos (maiores propor¢cées de MyHC-I) enquanto que
a MyHC-I é positivamente relacionada com a maciez dos musculos oxidativos e
negativamente relacionada com a maciez de muasculos glicoliticos. Este fato foi
confirmado por Chriki et al. (2013) num estudo de meta-analise usando 332,000
dados do tipo de fibra e atividade enzimatica de musculos de racas da sub-especie
Bos taurus. Os autores mostraram relacdo positiva entre a MyHC-I e a maciez da
carne do musculo Longissimos thoracis (muasculo oxidativo) de vacas e novilhos
Limousin, Charolés e Blonde'Aquitaine e relacdo negativa com a maciez do muasculo
Semitendinoso (musculo glicolitico) das mesmas racas. PICARD et al. (2014) em
estudos com as racas Aberdeen Angus, Limousin e Blond d’Aquitaine observaram
gue a relacdo de MyHC-lIIx e a maciez da carne depende da raca e das
propriedades contrateis e metabdlicas especificas de cada muasculo.

Em racas da subespécie Bos indicus e especificamente na raca Nelore, sdo

poucos os trabalhos realizados em relacdo a cadeia pesada da miosina e sua
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influencia sobre as caracteristicas de qualidade da carne. Malheiros (2014), num
estudo de associacdo das isoformas da cadeia pesada da miosina observou relacao
negativa da MyHC-lla e a forca de cisalhamento (r = - 0,34) mostrando que a MyHC-

lla parece estar positivamente associada & maciez da carne.

2.7 Transformacdo do musculo em carne e complexo Calpaina

Ap6s o abate do animal e a interrupcao do fluxo sanguineo, os musculos
esqueléticos tornam-se estruturas isoladas e ndo sdo mais fornecidos oxigénio e
nutrientes exdgenos. A producdo de ATP é necesséaria para manter o musculo no
estado relaxado, portanto, na auséncia de ATP, a actina e miosina unem-se
formando pontes irreversiveis de actomiosina gerando encurtamento do sarcomero e
rigidez muscular, estabelecendo assim o rigor mortis. A conversdao do musculo em
carne inicia-se pela ativacdo de ATPases, modificacdo das concentracbes de
nucleotideos adenina e degradacdo do glicogénio em acido lactico por meio da
glicélise. Isto leva a producdo de acido latico que contribui na queda do pH
dependendo da taxa de producio de H' e da capacidade de tamponamento do
musculo. Em adicao a estas alteracdes fisico-quimicas, os sistemas proteoliticos sdo
estimulados, levando ao amaciamento da carne (LEFAUCHEUR, 2010).

Na maturacéo, a carne fresca € conservada embalada a vacuo e mantida sob
refrigeracdo em temperaturas acima do ponto de congelamento (-1 °C) por um
periodo apOs o abate, podendo chegar de 7 a 28 dias. Neste processo a carne se
torna mais macia e aromatica pela acdo prolongada das enzimas enddgenas
responsaveis pela hidrélise das proteinas miofibrilares do tecido muscular. Como
revisado por Ouali et al. (2006), os sistemas proteoliticos catalogados como
responsaveis pela hidrélise das proteinas miofibrilares mais estudados séo: o
sistema das catepsinas, o sistema das calpainas e o sistema das proteosomas.

O sistema das catepsinas foi o primeiro sistema enzimatico considerado nos
estudos de protedlise da carne. Porém, depois de varios estudos foi descartada sua
contribuicdo neste processo (revisado por KEMP et al.,, 2010). Pesquisadores

demonstraram que o complexo proteolitico céalcio-dependente (complexo calpaina) é
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um dos maiores responsaveis pelas variagbes na extensdo do amaciamento no
post-mortem (revisado por KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

O complexo calpaina esta constituido principalmente pelas proteinas p-
calpaina, uma enzima que requer baixa concentracdo de calcio, a m-calpaina requer
alta concentracdo do mesmo e a calpastatina considerado inibidor especifico das
calpainas (GOLL et al., 2003). Estas proteinas sdo codificadas pelos genes CAPN1,
CAPN2 e CAST, respectivamente. A p-calpaina € essencial na protedlise post-
mortem (GEESINK, 2006). Nao obstante, evidéncias demonstram que a atividade da
p-calpaina é inibida pela sobre expressdo de calpastatina resultando em grande
reducdo de protedlise das fibras musculares (GEESINK; KOOHMARAIE, 1999;
KENT; SPENCER; KOOHMARAIE, 2004; GEESINK, 2006). Deste modo, a
calpastatina desempenha um papel central na regulacéo da atividade da calpaina e,
portanto € considerada a proteina diretamente responsavel da regulacdo da
protedlise post-mortem (KENT; SPENCER; KOOHMARAIE, 2004) e, por

conseguinte, da maciez da carne.

2.8 Marcadores moleculares da Calpastatina

Na ciéncia da carne, os polimorfismos de nucleotideo Unico ou SNPs
contribuem para uma rapida identificacdo de marcadores genéticos para o
melhoramento das caracteristicas de qualidade (HOCQUETTE et al., 2007b). Estes
marcadores moleculares sdo a forma mais frequente de variacdo de DNA em
mamiferos e possuem caracteristicas favoraveis em relacdo a sua identificacéo,
pois, sdo abundantes e geralmente envolvem dois alelos facilmente detectaveis
(HOCQUETTE et al., 2007b).

Devido a importante funcdo que desempenha o complexo calpaina-
calpastatina no processo de amaciamento da carne, a exploracao de polimorfismos
dos genes CAPN1 e CAST para predizer a qualidade da carne em bovinos foi
proposta ha varios anos e ainda continua sendo usada na busca de marcadores com
potencial para o melhoramento na maciez de diferentes racas bovinas.

Por seu papel inibidor das calpainas, e consequentemente, regulador da

protedlise post-mortem e maciez da carne, SNPs (polimorfismos de nucleotideo
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unico) do gene CAST foram identificados e avaliados com relagdo a sua associacao
com a maciez da carne em ragas de ambas as subespécies Bos taurus e Bos
indicus, assim como cruzamentos Bos taurus x Bos indicus. Em 2002, Barendse
(2002) identificou um SNP do gene CAST (AF_159246.1:9.2959A>G) caracterizado
pela substituicdo de uma adenina por guanina na regidao 3’'UTR do gene. Este SNP
foi avaliado em varios estudos usando diferentes grupos genéticos. Casas et al.
(2006); Morris et al. (2006) e Curi et al. (2009) observaram associacao significativa
entre este marcador e a maciez da carne de animais Bos taurus, Bos indicus e
cruzamentos Bos taurus x Bos indicus.

Recentemente, Calvo et al. (2014), identificaram um novo SNP do gene CAST
(9.98535683A>G:BTAU7) associado a maciez da carne aos sete dias post-mortem
na raca Parda de Montafia (Bos taurus). Este polimorfismo, encontra-se localizado
no exon 7, sendo responsavel pela troca de aminoacido Thr182Ala (treonina por
alanina na posicdo 182 da sequéncia de aminoacidos, NM_174003). Porém, este
SNP do gene CAST (g.98535683A>G:BTAU7) ainda nao foi estudado e validado em
racas da subespécie Bos indicus. Como observado por Allais et al. (2011), os efeitos
dos marcadores sao especificos de raca e ndo podem ser estendidos para todas as
racas. Portanto, se torna necessario a corroboracdo dos seus efeitos sobre as

caracteristicas de interesse nas diferentes racas e subespécies.
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CAPITULO 2 - Efeito do SNP (.98535683A>G do gene CAST sobre
caracteristicas da carne em bovinos de corte Nelore (Bos

indicus) e em seus cruzamentos com Bos taurus

RESUMO - O objetivo deste estudo foi estimar em bovinos de corte de
diferentes grupos genéticos produzidos no Brasil (Nelore e seus cruzamentos com
Bos taurus) as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) g.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST, bem como avaliar a ocorréncia
de associacdes entre esse polimorfismo e caracteristicas da carne. Quinhentos
animais de seis diferentes grupos genéticos (Nelore, Angus x Nelore, Canchim,
tricross Brangus, tricross Pardo-Suico e Rubia Galega x Nelore) foram genotipados
para o SNP g.98535683A>G:BTAU7 e fenotipados para forca de cisalhamento (FC),
indice de fragmentacéo miofibrilar (MFI), area de olho de lombo (AOL), espessura de
gordura subcutanea (EGS) e lipideos totais (LIP). Nos seis grupos genéticos foram
detectados os alelos A e G do SNP g.98535683A>G:BTAU7. O alelo A apresentou
maior frequéncia em relacdo ao alelo G em todos os grupos genéticos. No estudo de
associagao entre genotipos e as caracteristicas de interesse foi utilizado o método
dos quadrados minimos. O modelo linear para ajuste das variaveis quantitativas
incluiu além do efeito de gendtipo, o efeito de grupo contemporaneo. Associacao
significativa entre o SNP ¢g.98535683A>G:BTAU7 e a maciez foi observada, onde o
genotipo AA apresentou os melhores valores em relacdo a esta caracteristica. As
diferencas encontradas entre os genotipos AA e AG (AA - AG) foram de - 0,19 kg e
5,31 para FC e MFI, respectivamente. O SNP ¢.98535683A>G:BTAU7 ndo mostrou
associacao significativa com AOL, EGS e LIP. Estes resultados mostraram o
potencial de aplicacdo do SNP g.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST na selecéo
de animais e no melhoramento genético da caracteristica na raca Nelore (Bos
indicus) e seus cruzamentos com Bos taurus.

Palavras-chave: calpastatina, cobertura de gordura, maciez da carne, marmoreio,
polimorfismo de DNA
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1. INTRODUCAO

Em funcéo da sua rusticidade, adaptacdo aos trépicos e boa produtividade, a
raca Nelore (Bos indicus), juntamente com os produtos de seu cruzamento com
animais da subespécie Bos taurus, é responsavel pela quase totalidade da carne
bovina produzida no Brasil, pais detentor do maior rebanho comercial do mundo e,
desde 2003, primeiro ou segundo maior exportador mundial de carne bovina in
natura. A pecuéaria desempenha papel importante na economia brasileira dado que
em 2015 foi responséavel por 6,79% do PIB nacional, o equivalente a 400,65 bilhdes
de reais (CEPEA, 2016). Em 2015 foram abatidos 30,64 milhdes de bovinos, o que
resultou na producao de 7,49 milhdes de toneladas de carcaca e na exportacao de
1,08 milhdes de toneladas de carne fresca (IBGE, 2016).

As deposicdes de gordura intramuscular e subcutanea influenciam
diretamente na qualidade da carne. A marmorizagdo da carne decorrente da
deposicdo de gordura intramuscular confere suculéncia e sabor, interferindo no
habito de consumo e no preco final do produto (KILLINGER et al., 2004). O aumento
da deposicdo de gordura subcutédnea € importante para garantir a qualidade da
carcaca apos o resfriamento (TAIT; WILSON; ROUSE, 2005). De acordo com
Dransfield, (1994), a terminacdo de carcaca adequada garante 0 menor impacto
proporcionado pelo resfriamento rapido, evitando o encurtamento das fibras e
consequentemente garantindo a maior maciez da carne. Além disso, a maior
temperatura interna da carcaca pos-resfriamento observada em animais com maior
cobertura de gordura concorre para a maior acéo glicolitica muscular, o menor indice
de pH, a inibicdo das proteases calcio-dependentes, e consequentemente para a
maior maciez da carne.

Além da terminacdo adequada da carcaca, iniUmeros outros fatores como
idade, sexo, raca, manejos pré e pos abate, atividade enzimatica no post-mortem,
composicao das fibras musculares e preparo do produto pelo consumidor podem
influenciar na maciez da carne, atributo considerado o mais importante pelo mercado
consumidor. O sistema proteolitico calcio-dependente tem sido considerado um dos
maiores responsaveis pelas variacdes na extensdo do amaciamento no post-mortem

(KOOHMARAIE, 1994), e é caracterizado por trés componentes: uma enzima que
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requer baixa concentracdo de célcio (u-calpaina), outra que requer alta
concentragdo do mesmo (m-calpaina) e um inibidor especifico das calpainas, a
calpastatina. Dessa forma, os genes da p-calpaina (CAPN1) e da calpastatina
(CAST), localizados nos cromossomos 29 e 7 dos bovinos (BTAU29 e BTAU7),
respectivamente, sdo considerados fortes candidatos funcionais para a caracteristica
maciez da carne em animais de producéo.

Genes candidatos para caracteristicas de interesse podem ser identificados
com base em conhecimentos de fisiologia, analises de expressao génica diferencial
e varredura do genoma (ZHU; ZHAO, 2007). E notério que a maior parte das
caracteristicas de producdo em animais de interesse zootécnico é governada por
grande numero de genes, ou seja, sdo quantitativas. Assim, a identificacdo de locos
de caracteristicas quantitativas (QTL) no genoma destes animais vem sendo focada
nos ultimos anos em estudos de genoma inteiro (GWAS), os quais séo realizados
por meio da genotipagem de centenas de milhares de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) utilizando chips de alta densidade (HAYES; GODDARD, 2010). No
entanto, existe a possibilidade da existéncia de major gene ou genes principais que
seriam responsaveis pela maior parte da variacdo de uma caracteristica (ZHU;
ZHAO, 2007).

A incorporacdo de informacdes moleculares, provenientes diretamente da
analise do DNA, em programas de selecdo e melhoramento tem sido recomendada
no sentido de aumentar a sua eficiéncia (DEKKERS, 2004). Em meados da década
de 1990 foi proposta a exploracao de polimorfismos dos genes CAPN1 e CAST para
predizer a qualidade da carne em bovinos. Segundo Curi et al. (2009), desde entao,
polimorfismos do tipo SNP presentes nesses genes vém sendo estudados e
associados com maciez tanto na subespécie Bos taurus quanto na Bos indicus.

Recentemente, Calvo et al. (2014) identificaram um novo polimorfismo no
gene da calpastatina CAST nas racas taurinas (Bos taurus) Parda de Montafa e
Pirenaica. Este polimorfismo, o SNP g.98535683A>G:BTAU7, encontra-se localizado
no exon 7, sendo responsavel pela troca de aminoacido Thrl82Ala (treonina por
alanina na posicao 182 da sequéncia de aminoacidos, NM_174003). Estes autores
consideraram a possibilidade de se tratar de polimorfismo causal uma vez que o

SNP provoca substituicdo de aminoacido ndo sindnima ndo conservativa e foi
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significativamente associado a maciez da carne aos sete dias post-mortem na racga
Parda de Montana.

Entretanto, antes de transpor os marcadores moleculares das popula¢des nas
quais foram identificados para a comercializa¢do, € muito importante a corroboracao
dos seus efeitos sobre as caracteristicas de interesse em diferentes racas e
ambientes (BARENDSE, 2005), em processo conhecido como validacdo. Segundo
Casas et al. (2005), resultados de associacdo entre marcadores moleculares e
caracteristicas de interesse obtidas para populacdes de animais Bos taurus ndo séo
imediatamente aplicaveis em populagdes de animais Bos indicus, antes que possam
ser amplamente estudados e validados. Outro fato importante é que muitos
polimorfismos que ocorrem e se encontram associados a caracteristicas
interessantes em animais Bos taurus, sequer ocorrem em animais Bos indicus
denotando a necessidade do uso ou desenvolvimento de outros marcadores para o
gene ou regido cromossdmica para que possam ser efetuados os estudos nas racas
dessa subespécie.

Tendo em vista que os efeitos de polimorfismos de DNA sobre fenétipos sao
parametros intrinsecos de cada populacdo, linhagem ou raca em determinado
ambiente, e considerando a possibilidade da existéncia de genes principais
controlando caracteristicas de interesse econdémico em animais de producédo, o
presente trabalho tem como objetivos estimar em bovinos de corte de diferentes
grupos genéticos produzidos no Brasil (Nelore e seus cruzamentos com Bos taurus)
as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP ¢g.98535683A>G do gene CAST, bem
como avaliar a ocorréncia de associacfes entre esse polimorfismo e caracteristicas

da carne produzida.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados dados de qualidade de carne e de carcaga, além de
amostras de DNA, de 500 animais da raca Nelore e seus cruzamentos com diversas
racas taurinas.

Deste total, 200 animais machos Nelore (Bos indicus), terminados em
confinamento com idade inferior a dois anos, cujas amostras foram colhidas como
parte do projeto “Estudo genético quantitativo da qualidade da carcaga e da carne
em bovinos da raca Nelore” (Proc. CNPq 480369/2009-7), foram provenientes de
fazendas que integram o programa de melhoramento genético da Conexao Delta G.
O programa comegou em 1993 para a raca Nelore, contando hoje com
aproximadamente 200.000 cabecas e 110.000 vacas com escrituracao zootécnica,
em cinco estados. Nestas fazendas, os animais nascidos em determinado periodo
(inferior a trés meses) sdo agrupados e submetidos a0 mesmo manejo até a
desmama. Apos a desmama sao formados novos grupos que persistem sob as
mesmas condi¢cdes de manejo até o sobreano, quando os animais sao destinados a
reproducdo ou seguem para o confinamento até o abate. O banco de dados com as
informacfes constantes dos arquivos zootécnicos da Conexdo delta G foi
disponibilizado, permitindo a formac&o dos grupos de contemporaneos dos animais
de acordo com o ano de nascimento, fazenda e grupos de manejo desde o
nascimento até o abate.

Também foram utilizados dados de 256 animais, sendo 114 animais da raca
Nelore, 67 cruzados Angus x Nelore (1/2 Bos taurus + 1/2 Bos indicus), 41 da raca
Canchim (5/8 Charoles + 3/8 Bos indicus), 19 tricross Brangus (9/16 Bos taurus +
7/16 Bos indicus) e 15 tricross Pardo-Suico (3/4 Bos taurus + 1/4 Bos indicus),
originarios de rebanhos comerciais de sete fazendas do estado de Sao Paulo, e
terminados nos anos de 2003, 2005, 2006 e 2007 no setor experimental de
confinamento do Departamento de Melhoramento e NutricAo Animal da Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP, Botucatu/SP, no sistema de

producdo Superprecoce. Neste sistema de producdo, os animais provenientes de
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lotes homogéneos de cada fazenda entram em confinamento imediatamente apods a
desmama, onde permanecem até que 0 grupo tivesse atingido peso e terminacdo
adequada para o abate. Também foram utilizados 44 bovinos provenientes do
cruzamento entre reprodutores Rubia Galega (Bos taurus) e matrizes Nelore (Rubia
Galega x Nelore: 1/2 Bos taurus + 1/2 Bos indicus), produzidos em sistema semi-
intensivo de criagdo conduzido no ano de 2006. Deste total de 300 animais, cujas
amostras foram colhidas como parte do projeto “Polimorfismos de genes candidatos
funcionais como possiveis indicadores da qualidade da carne em bovinos de corte
zebuinos e cruzados” (Proc. Fapesp FAPESP n° 2006/04552-4), 32 eram fémeas e

268 eram machos inteiros, os quais foram abatidos com idades entre 15 e 19 meses.

2.2. Coleta de amostras e fenotipagem

Apobs o abate dos animais, realizado em frigorificos comerciais de acordo com
as normas estipuladas para o abate humanitario de bovinos, as carcacas foram
identificadas e resfriadas por no minimo 24 horas. Apos o resfriamento foram
colhidas duas amostras do musculo Longissimus thoracis com 0SSO e espessura
aproximada de 2,54 cm entre a 11 e a 132 costela em direcdo cranial da meia-
carcaca esquerda de cada animal. As amostras foram embaladas a vacuo e
maturadas a 2 °C durante 7 dias.

A amostra colhida entre a 12 @ e a 132 costelas foi utilizada para a medicédo da
Area de Olho de Lombo (AOL), Espessura de Gordura Subcutanea (EGS) e a
realizacdo do ensaio de Forca de Cisalhamento (FC), utilizando-se uma lamina
Warner Bratzler. A segunda amostra coletada entre a 112 e 122 costelas foi utilizada
para a realizacdo das anélises quimicas da carne como Lipideos totais (LIP), indice
de Fragmentacdo Miofibrilar (MFI) e extracdo de DNA gendmico. A AOL foi
mensurada pelo método do quadrante de pontos (USDA - Quality and Yield Grade,
2000), bem como a EGS, medida em paquimetro e expressa em (mm). Os demais
parametros fenotipicos, LIP, MFI e FC, foram determinados em Laboratoério
conforme as metodologias descritas por Bligh e Dyer (1959), Culler et al. (1978) e

Wheeler, Koohmaraie e Shackelford (1995), respectivamente.
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2.3. Extracdo do DNA e genotipagem

A extracdo do DNA gendmico a partir de 250 mg das amostras de carne foi
realizada pelo método nado fendlico, utilizando digestdo com proteinase K e
precipitacdo com NacCl e élcool.

A determinacdo dos alelos A e G do polimorfismo g.98535683A>G foi
realizada por meio da técnica de PCR—RFLP, na qual fragmento de 238 pb do exon
7 do gene CAST bovino foi amplificado e digerido com enzima de restricdo (CALVO
et al., 2014). Cada reacdo, com volume final de 12,5 pL, foi constituida de 30 ng de
DNA gendmico, 0,16 pM de cada primer (forward 5° TGC ATC ATG TCC AGC AGA
3’ ereverse 5 CAC GTG TGC TCA CCT TGT CAG CTG GTA 3’), 0,24 mM de cada
dNTP, 2,4 mM de MgCl,, 1X PCR buffer (20mM de Tris-HCI, pH 8.4; 50mM de KClI),
2% DMSO e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA). Ap0s desnhaturacao
inicial a 95 °C por 10 minutos, a amplificacéo foi realizada em 40 ciclos a 95 °C por 1
minuto, 58 °C por 40 segundos e 72 °C por 40 segundos, seguida de extenséo final
a 72 °C por 10 minutos. Aliquotas de 12,5 puL dos produtos de amplificacdo foram
digeridas com 6 U da enzima Hhal (Invitrogen, EUA) a 37 °C por 8 horas.

A separacdo dos fragmentos de DNA amplificados e digeridos foi realizada
em gel de agarose a 3% em sistema de eletroforese horizontal. Padrdo de peso
molecular de 100pb foi utilizado para permitir o calculo do tamanho dos mesmos. A
documentacdo dos geéis foi realizada utilizando-se sistema digital de
fotodocumentacdo e os gendtipos dos individuos foram determinados por meio da

analise do tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb).

2.4. Calculo de frequéncias e analise de associacéao

A partir dos gendtipos identificados nos géis foram calculadas as frequéncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo. A ocorréncia de diferencas nas frequéncias
alélicas dentro e entre 0s grupos genéticos estudados foi calculada por meio do
método de estudo completo de tabelas de contingéncia (CURI; MORAES, 1981).

No estudo de associacdo entre genotipos e as caracteristicas de interesse
(AOL, EGS, LIP, FC e MFI) foi utilizado o método dos quadrados minimos e o
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procedimento do Modelo Linear Geral (GLM) do programa SAS v.9.1 (SAS, 2004). O
modelo linear para ajuste das varidveis quantitativas de interesse incluiu além do
efeito de gendtipo, o efeito de grupo contemporéneo como segue: Yix = H + Gi+
GC; + ej, onde Yjx = caracteristica de interesse, 4 = média geral, G; = efeito fixo do
i ésimo gendtipo, GC; = efeito fixo do j ésimo grupo contemporaneo, e ejx = erro
aleatorio. A determinacdo dos grupos contemporaneos incluiu as variagdes de grupo
genético, sexo, idade de abate, ano de confinamento e fazenda de origem. Estas
variagdes nao puderam ser consideradas separadamente no modelo uma vez que
h& confundimento importante entre elas. Gendtipos cujas frequéncias foram menor
ou igual a 10% na amostra total de animais estudados foram excluidos das andlises.
O efeito de touro n&o foi incluido no modelo linear uma vez que o niumero de animais
genotipados filhos dos mesmos touros era muito pequeno. Dessa forma, em razéo
do grande numero de pais, a possibilidade de confundimento entre efeitos de
genotipo e de touro sobre as caracteristicas de producéo foi diluida. A correcéo
False Discovery Rate (FDR) de Benjamini e Hochberg (1995) foi aplicada para
ajuste das significancias dos efeitos dos genoétipos e grupos contemporaneos sobre
as caracteristicas de interesse considerando que as analises envolvem
comparacdes mdultiplas. As médias dos quadrados minimos dos genaétipos foram

comparadas pelo teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Assim como descrito por Calvo et al. (2014), o gendtipo AA do SNP
0.98535683A>G do gene CAST foi caracterizado pela presenca de um fragmento de
238pb. Os individuos heterozigotos AG apresentaram trés fragmentos de restricao
de 238, 178 e 60pb, e os homozigotos de gendtipo GG foram identificados pela
presenca de dois fragmentos de 178 e 60pb (Figura 1).
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M ND AG AGAA AGGG AG AG AA AA AAAGAA AG AA AA

238pb
178pb
60pb

Figura 1. Padréo de bandas obtido na analise por PCR—RFLP e eletroforese em gel
de agarose 3% para o polimorfismo g.98535683A>G do gene CAST. M
indica o padrao molecular de 100 pb, ND, controle negativo da reacao de
PCR e os gendtipos amplificados AA, AG e GG decorrentes das
digestbes com a enzima Hhal. Os numeros ao lado direito da figura
indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de base.

Para o polimorfismo g.98535683A>G do gene CAST, foram detectados os
alelos A e G na amostra de animais estudados. Pdde-se observar frequéncia maior
do alelo A em relacdo ao G dentro de todos os grupos genéticos estudados (Tabela
1). A despeito do pequeno numero de individuos de alguns dos grupos genéticos,
em geral ndo foram observadas diferencas significativas nas frequéncias dos alelos
A e G entre os animais Bos indicus e Bos taurus x Bos indicus (Tabela 1), sugerindo
gue essas frequéncias sejam semelhantes nas subespécies Bos indicus e Bos
taurus. Neste sentido, Calvo et al. (2014) encontraram para o alelo A as frequéncias
0,68 e 0,60 nas racas Parda de Montand e Pirenaica (ambas Bos taurus),
respectivamente. Os trés gendtipos foram observados nos diferentes grupos
genéticos, excecdo feita aos Angus x Nelore e Tricross Pardo Suico que nao

apresentaram a ocorréncia de individuos de genoétipo GG como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo g.98535683A>G
do gene CAST bovino nos diferentes grupos genéticos. O numero de
animais de cada grupo genético encontra-se indicado entre parénteses.

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica

Grupo Genético A G AA AG GG

Nelore (314) 0,751”%  0,249° 0,564 0,377 0,060
Angus x Nelore (67) 0,910"% 0,090° 0,820 0,180 0,000
(Fi‘jf)’ia GalegaxNelore 4 g75a 1958 772 0204 0,024
Canchim (41) 0,682° 0,318° 0,560 0,244 0,196
Tricross Brangus (19)  0,736”%®  0,264° 0,581 0,264 0,105
(Tlrgc)mss Pardo Suico 59004 0,100®° 0,800 0,200 0,000

A, B: valores significativamente diferentes entre grupos genéticos (P < 0,05).

Na analise de associacao entre 0s genotipos do polimorfismo g.98535683A>G
do gene CAST e as caracteristicas de interesse, foram considerados somente 0s
genotipos AA e AG (Tabela 2). Os individuos GG foram excluidos desta analise uma
vez que a frequéncia deste gendtipo na amostra total de animais foi de 6%. Foram
observadas associaces significativas (P < 0,05) entre genotipos e as caracteristicas
FC e MFI, sendo o genotipo homozigoto AA favoravel em relacdo ao genotipo
heterozigoto AG. As diferencas encontradas entre os genétipos AA e AG (AA - AG)
foram de - 0,19 kg para FC e 5,31 para MFIl. Apds a correcdo dos valores de
significancia estatistica em funcdo da utilizacdo de testes multiplos nas analises de
associacao, as relacdes entre FC e MFI e o0s gendtipos mostraram-se proxima de
significativa (P = 0,124) e significativa (P = 0,004), respectivamente. Em conjunto,
estes resultados demonstram a existéncia de efeito do polimorfismo g.98535683A>G
do gene CAST sobre a maciez da carne bovina maturada, estudada no presente
trabalho, sendo o alelo A favoravel em relacdo ao G. A falta de conexdo entre as
formas alélicas do gene CAST e as caracteristicas relacionadas ao crescimento

(AOL) e a deposicao de gordura (EGS e LIP) era esperada, uma vez que, até onde
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se tem conhecimento, o seu produto proteico ndo participa da fisiologia destas
caracteristicas. Quando as analises de associacdo foram realizadas nos grupos
genéticos com maior niumero de individuos (Nelore e Angus x Nelore) encontrou-se
resultados significativos (P < 0,05) para FC no Angus x Nelore e para MFI no Angus
x Nelore e no Nelore.

Tabela 2. Médias dos quadrados minimos e erros padrdo das caracteristicas
avaliadas, determinados para o0s genétipos do polimorfismo
0.98535683A>G do gene CAST. O numero de animais de cada grupo
genético encontra-se indicado entre parénteses.

Caracteristica

Gendtipo AOL™  EGS™ LIP FC* MFI*
cm)  (mm) ()™ kg

AA 68,58 5,79 1,23 3,79 59,80

(312) +0,81 +0,22 0,16 +0,08 +1,44

AG 68,72 5,82 1,22 3,98 54,50

(158) +0,95 +0,26 0,09 +0,09 +1,70

*Significativo (P < 0,05); "*N4&o significativo (P > 0,05).

AOL: éarea de olho de lombo; EGS: espessura de gordura
subcuténea; LIP: Lipideos totais; FC: forca de cisalhamento; MFI:
indice de fragmentacao miofibrilar

Estes achados de associacdo sdo semelhantes aos resultados de Calvo et al.
(2014), que ao trabalharem com a raca taurina Parda de Montand, também
encontraram superioridade dos individuos portadores do alelo A em relagdo ao G, no
gue diz respeito a maciez da carne maturada por sete dias (medida por forca de
cisalhamento); individuos de gendétipo GG apresentaram carne menos macia que
individuos de gendtipo AA e AG. No presente trabalho, individuos GG foram
excluidos das analises de associacdo tendo em vista que, em funcdo do pequeno
numero de individuos com este gendtipo (n = 30), poderia ocorrer inconsisténcia de
resultados. O mesmo pode ser suposto em relacdo ao trabalho de Calvo e
colaboradores, que, ao trabalharem com 144 da raca Parda de Montana, néo

encontraram diferencas na maciez da carne entre individuos de genoétipo AA e AG.
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Por essa razdo, com base nos resultados destes dois trabalhos ndo € possivel
determinar a forma de interacdo entre os alelos deste loco.

A proporcdo da variagdo fenotipica explicada pelo polimorfismo
0.98535683A>G do CAST sobre a FC e MFI foi de 1,20 % e 2,71 %,
respectivamente. Segundo Calvo et al. (2014), a variagao fenotipica sobre a forca de
cisalhamento na raca Parda de Montana foi de 18,41%, o0 que o caracterizaria como
major gene. Entretanto, esses resultados sdo consideravelmente superiores aos
encontrados no presente estudo para o conjunto de animais estudados. Esta
diferenca na magnitude de valores pode ser explicada em razdo de diferencas de
background genético e/ou de interacbes epistaticas entre o0 gene candidato e outros
genes do genoma nos animais estudados nos dois trabalhos. A diferenca também
pode ser devido a diferencas de tamanho das amostras estudadas.

A corroboracéo dos resultados de associacdo entre o SNP g.98535683A>G
do gene CAST e a maciez da carne em bovinos de corte de diferente background
geneético indica que o0 mesmo esteja em ligacdo ou em forte desequilibrio de ligacéo
com o polimorfismo funcional. Ndo pode também ser descartada a possibilidade de
funcionalidade do proprio polimorfismo tendo em vista que este se encontra
localizado em regido codificante (éxon 7), sendo responsavel por troca de
aminoacido ndo sinbnima ndo conservativa (Thrl82Ala — treonina por alanina na
posicédo 182 da sequéncia de aminoacidos, NM_174003). Em trabalho realizado com
subamostra da utilizada na presente pesquisa (CURI et al., 2009), encontrou-se
associacao significativa (P < 0,05) entre o SNP AF_159246.1:9.2959A>G da regiéo
3 UTR do gene CAST e a maciez da carne medida por meio de forca de
cisalhamento e indice de fragmentacdo miofibrilar. A analise do desequilibrio de
ligacéo (DL) entre o polimorfismo do gene CAST ora estudado e o da regido 3’ UTR
mostraram valores de r’igual a 0,1725 e 0,2229 considerando-se apenas 0s animais
Nelore e a amostra total de animais, respectivamente. Estes resultados indicam um
fraco DL entre os dois locos (menor que 0,3), o que demonstra a independéncia dos
dois SNPs e, portanto, dos seus efeitos sobre a maciez da carne.

Em conclusdo, os achados do presente trabalho mostraram, em funcao da
relacdo de gendétipos com a maciez da carne maturada e da distribuicdo dos alelos
favoraveis, o potencial de aplicacdo do SNP ¢g.98535683A>G:BTAU7 do gene CAST
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na selecdo de animais e no melhoramento genético da caracteristica na raca Nelore
(Bos indicus), ao mesmo tempo que validaram, para a mesma e para Seus
cruzamentos com Bos taurus, resultados de associacado anteriormente descritos na

literatura.
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CAPITULO 3 — Expressao génica e proteica da cadeia pesada da miosina
(MyHC) em bovinos Nelore com caracteristicas contrastantes

de crescimento e maciez da carne

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo quantificar a expresséo
génica e proteica da cadeia pesada da miosina (MyHC) em animais da raca Nelore
com caracteristicas contrastantes de crescimento e maciez da carne. A partir de uma
populacdo de 90 bovinos contemporéneos da raca Nelore, foram selecionados 24
individuos com caracteristicas contrastantes de peso e maciez da carne e divididos
em quatro grupos experimentais (6 animais/grupo). Os grupos corresponderam a
animais leves com carne macia (PF = 493,50 kg e FC = 3,76 kg), animais leves com
carne dura (PF = 515,66 kg e FC = 8,06 kg), animais pesados com carne macia (PF
= 604,33 kg e FC = 3,99) e animais pesados com carne dura (PF = 605,33 kg e FC =
7,83 kg). Em cada grupo, foram avaliadas caracteristicas de qualidade da carne
como indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) area de olho de lombo (AOL),
espessura de gordura subcutanea (EGS), indice de marmorizacédo (IM), lipideos
totais (LIP) coloracéo instrumental (L*, a*, b*) e perdas por cozimento (PT). A analise
de expresséo dos genes MYH7, MYH2 e MYHL1 foi feita por PCR em tempo real (RT-
gPCR). A caracterizacao e quantificacdo proteica das isoformas da MyHC (MyHC-I,
MyHC-lla e MyHC-lIx/d) foi realizada por eletroforese SDS-PAGE. Em todas as
analises (qualidade da carne e expressao génica e proteica) ndo foi observada
interacdo significativa entre crescimento e maciez da carne. Nas caracteristicas
AOL, EGS, IM e LIP nédo foi observado efeito significativo do crescimento e a
maciez. Porém, os animais pesados apresentaram maiores valores de L*, a* e b* em
relacdo aos animais leves. Na maciez, o grupo de carne macia mostrou maiores
valores de L* (32,29 + 2,78) que o grupo de carne dura (29,10 + 2,61). Por outro
lado, maiores PT foram observadas em animais com carne dura em relacdo a
animais com carne macia. Nos resultados de expressao génica, o gene MYH7 nédo
mostrou diferencas de expressdo entre animais leves e pesados. Entretanto, a
expressdo dos genes MYH2 e MYH1 foi significativamente menor nos animais
pesados em relacdo aos animais leves. Quanto a maciez da carne, a expressao dos
trés genes nao diferiram significativamente entre grupos de carne dura e macia. Na
expressao proteica, as trés isoformas (MyHC-I, lla e lIx), ndo mostraram diferenca
significativa entre animais leves e pesados. No entanto, as propor¢cdes da MyHC-I
foram significativamente maiores no grupo de carne dura (16,51 + 5,47) em relacéo
ao grupo de carne macia (9,12 + 3,16) e pelo contrario, as proporcées da MyHC-lla
foram maiores no grupo de carne macia (73,78 + 4,45) em relacdo ao grupo de
carne dura (65,45 + 8,79). A isoforma MyHC-IIx/d ndo mostrou efeito significativo
sobre a maciez. Os resultados deste trabalho mostraram o potencial da MyHC-lla
como possivel biomarcador para selecdo e melhoramento da qualidade da carne de
bovinos Nelore, além de, manifestar o diferencial de expressdo dos genes MYH1 e
MYH2 entre animais pesados e leves.

Palavras-chave: Fibras musculares, eletroforese, gene, isoforma, PCR
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1. INTRODUCAO

Na producdo de bovinos de corte do Brasil, a raca Nelore (Bos indicus),
juntamente com os produtos de seu cruzamento com animais da subespécie Bos
taurus € responsavel pela quase totalidade da carne bovina produzida (FERRAZ e
FELICIO, 2010). De forma geral, na producdo de gado de corte, 0 crescimento
animal e a qualidade da carne s&do dois fatores de impacto economico. No
crescimento, o0 maior interesse € o peso final de abate. Enquanto que, na qualidade
da carne, a maciez é a caracteristica de maior importancia para satisfacdo dos
consumidores (TROY; KERRY, 2010).

O aumento da massa muscular pode ser adquirido principalmente por
aumento no tamanho das fibras, e/ou a transformacéao de fibras de contracdo lenta
para fibras de contracdo rapida (WEGNER; ALBRECHT; FIEDLER, 2000). No
entanto, cada tipo de fibra apresenta diferentes caracteristicas funcionais,
estruturais, metabdlicas, quimicas e morfologicas (LEFAUCHEUR, 2010) que
poderiam alterar os processos bioquimicos post-mortem e consequentemente afetar
0s mecanismos do amaciamento da carne (BOWKER et al.,, 2004). Portanto, o
estudo conjunto das fibras musculares associado a caracteristicas do crescimento e
a maciez poderia se tornar um caminho viavel para a ciéncia da carne.

Com o intuito de estudar a interacdo do crescimento e a maciez da carne,
varios estudos em bovinos abordaram o efeito do padréo de crescimento e a maciez
da carne (PURCHAS; BURNHAM; MORRIS, 2002; PERRY; THOMPSON, 2005;
COSTA et al,, 2015) ou a taxa de crescimento e sua relagdo com as fibras
musculares e a qualidade da carne (WEGNER; ALBRECHT; FIEDLER, 2000;
MCGILCHRIST et al., 2016). Outros, pelo contrario, avaliaram os efeitos do padrao
de crescimento sobre o sistema calpaina e o amaciamento da carne (SAZILI et al.,
2004). Entretanto, o diferencial de crescimento entre os animais experimentais
nestes trabalhos foi manipulado por restricdo alimentar, manipulacdo da dieta ou
mudancas nutricionais.

Nos ultimos anos, a estratégia tem consistido em comparar grupos extremos
de crescimento e maciez por meio de analises de gendmica e protedmica.
(BERNARD et al., 2009; GUILLEMIN et al., 2011; D’ALESSANDRO et al., 2012;
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CARVALHO et al., 2014). Nestes estudos, algumas isoformas (ex: MyHC-IIx) da
cadeia pesada da miosina (MyHC) foram propostas como biomarcadores de maciez
da carne em bovinos Bos taurus (PICARD et al., 2015). A MyHC é a proteina mais
abundante do muasculo e, portanto, comumente usada para o0 reconhecimento
molecular dos tipos de fibra num determinado musculo. Cada gene da familia da
miosina (MYH) codifica para uma isoforma especifica (SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011). No mdasculo esquelético de bovinos adultos, tém sido observadas
principalmente as isoformas MyHC-I, lla, e lix/d (TANABE; MUROYA; CHIKUNI,
1998; CHIKUNI; MUROYA; NAKAJIMA, 2004) codificadas pelos genes MYH?7,
MYH2 e MYH1, respectivamente (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

O estudo conjunto do gene e da proteina proporciona a ligacdo entre o
genoma e 0s processos bioldgicos que dao origem ao fenotipo (HOCQUETTE et al.,
2007c). Portanto, levando em consideracdo a importancia das fibras musculares no
crescimento e para a maciez da carne bovina, o objetivo deste estudo foi avaliar a
expressao génica juntamente com a expressao proteica da MyHC em animais da
raca Nelore com caracteristicas contrastantes de crescimento e maciez da carne,
visando o potencial de aplicacdo da MyHC na selecdo de animais para o

melhoramento genético da raca Nelore.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Producéao e manejo dos animais experimentais

Foi utilizada uma populacdo de 90 animais contemporaneos, machos inteiros
da raca Nelore provenientes de uma Unica fazenda de sistema de pastejo continuo
(peso médio 390 + 37 kg, idade média 24 meses) e terminados em confinamento por
um periodo de 95 dias. O periodo de terminacdo foi conduzido no Confinamento
Experimental da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia FMVZ - Unesp,
Botucatu/SP, seguindo procedimentos aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da FMVZ, Unesp, Botucatu/SP sob protocolo nuamero
159/2014.
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Logo apos a chegada no local de experimentacdo, os animais receberam
vermifugo, foram pesados e distribuidos aleatoriamente em 18 baias cobertas. Os
animais foram adaptados a dieta pelo método de restricdo, aumentando-se o
oferecimento diério gradativamente até atingir o consumo ad libitum (PRITCHARD,
1998). A dieta foi baseada nas exigéncias e caracteristicas nutricionais do programa
NRC (2000) para animais inteiros em crescimento e com ganho esperado em torno
de 1,6 kg/animal/dia. A dieta foi constituida de bagaco de cana-de-agucar, farelo de
girassol, milho triturado, ureia, nucleo mineral e aditivo controlador de fermentagéo
ruminal. Os animais foram pesados no inicio do periodo experimental e a cada 28
dias (até o final do periodo de confinamento), sempre na condicdo de jejum de
aproximadamente 16 horas. Ao final, todos os dados de ganho de peso (GP), peso
final ao abate (PF) e peso da carcaca quente (PCQ) foram registrados.

2.2 Abate, coleta de amostras e analises das caracteristicas de qualidade

da carne

Os animais foram abatidos (peso vivo e idade médias de 550 kg e 27 meses,
respectivamente) de acordo com as normas estipuladas para o Abate Humanitario
de Bovinos (LUDTKE et al.,, 2012) no frigorifico comercial ANGELELLI Ltda. -
Piracicaba/SP, Brasil. Durante o abate, as carcacas foram devidamente identificadas
e pesadas. No momento de preparacdo das carcacas para o resfriamento foram
colhidas amostras do musculo Longissimos thoracis (LT), que foram armazenadas a
-80 °C em solucdo RNAlater® (Ambion, ThermoFisher Scientific, EUA) para os
ensaios de expressédo dos genes da MyHC (MYH7, MYH2 e MYH1).

Apés a colheita das amostras para 0s ensaios de expressao génica, as
carcacas foram resfriadas por 24 horas. Em seguida foram colhidas quatro amostras
do musculo LT de aproximadamente 2,5 cm de espessura entre a 112 e 132 costelas
da meia-carcaca esquerda de cada animal. Duas amostras foram embaladas a
vacuo e maturadas a 2 °C durante 7 dias e duas foram armazenadas a -20 °C. As
amostras colhidas entre a 122 e 132 costelas foram usadas para a medicdo da area
de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS), indice de

marmorizacao (IM), coloracao instrumental (L*, a*, b*) e forca de cisalhamento (FC).
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As amostras colhidas entre a 112 e 122 costelas foram utilizadas para a realizagéo
das andlises de quantificagdo de Lipideos totais (LIP), indice de Fragmentac&o
Miofibrilar (MFI) e a expressao proteica por meio de eletroforese das isoformas da
MyHC (MyHC-I, MyHC-lla, MyHC-IIx/d) codificadas pela familia de genes MYH7,
MYH2 e MYH1, respectivamente.

A AOL foi determinada pelo método do quadrante de pontos e expressa em
cm? (USDA - Quality and Yield Grade, 2000). A EGS foi medida com paquimetro e
expressa em milimetros (mm). A analise do IM foi medida utilizando a escala de
graduacéo visual (USDA - Quality and Yield Grade, 2000), enquanto que a cor foi
estimada utilizando o colorimetro KONICA MINOLTA - CR 400 (Minolta Co. Ltd.),
onde o equipamento foi calibrado para um padrao branco no sistema CIE L* a* b* e
tomadas as medidas absolutas das coordenadas de luminosidade (L*), coloracéo
vermelha (a*) e coloracdo amarela (b*). As demais analises de FC, MFI e LIP foram
determinadas conforme as metodologias descritas por Wheeler; Koohmaraie;
Shackelford, (1995); Culler et al. (1978) e Bligh e Dyer, (1959), respectivamente. As
perdas totais de agua (PT) foram registradas durante o cozimento das amostras na

analise da FC.

2.3 Separacao de grupos experimentais contrastantes

Apés as analises fisicas e quimicas da carne dos 90 animais abatidos, foram
selecionados 24 individuos divididos em quatro grupos experimentais contrastantes
(6 animais/grupo). Cada grupo foi obtido pela combinacdo de dois fatores: maciez,
medida pela FC da carne, coletada 24 horas ap6s o abate (FC_0) e crescimento
medido, pelo PF. Segundo a maciez, foram selecionados animais de carne macia e
animais de carne dura. O grupo de animais de carne macia incluiu valores de FC_0
entre 2,33 e 4,38 kg e o grupo de carne dura incluiu valores de FC_0 entre 6,30 e
9,93 kg. Segundo o crescimento, foram selecionados animais leves e animais
pesados. O grupo de animais leves encerrou valores de PF entre 425,0 e 540,0 kg e
0 grupo de animais pesados atingiu valores de PF entre 550,0 e 688,0 kg. As
caracteristicas de maciez e crescimento de cada grupo apresentam-se resumidas na

Tabela 1. Os quatro grupos contrastantes foram entao classificados como leve com



43

carne macia (LM), leve com carne dura (LD), pesado com carne macia (PM) e

pesado com carne dura (PD).

Tabela 1. Médias e desvio padrédo do peso final ao abate (PF), ganho de peso (GP),
forca de cisalhamento (FC) e indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) dos
grupos experimentais

Caracteristica LM LD PM PD

PF (kg) 493,50 515,66 604,33 605,33
+42,94 +12,86 + 48,80 +41,00
GP (kg) 129,66 131,33 189,33 183,83
+ 43,28 +22,81 + 44,05 + 12,27

FC_0* (kg) 3,76 8,06 3,99 7,83
+0,79 +1,29 + 0,26 +0,82

FC_7** (kg) 3,16 5,77 3,87 5,67
+0,51 +0,55 +0,42 +0,56

MFI_0" 56,95 39,13 60,77 44,15
+ 12,47 +5,70 +6,59 +12,93

MFI_7** 65,73 44,65 64,85 46,21
+ 6,34 +5,53 +6,43 +4,89

*24 horas apoOs abate. ** 7 dias de maturacdo. LM: Grupo de animais leves com
carne macia; LD: Grupo de animais leves com carne dura; PM: Grupo de animais
pesados com carne macia; PD: Grupo de animais pesados com carne dura

2.4 Avaliacdo quantitativa da expressao génica por reacdo em cadeia da

polimerase em Tempo Real ap0s transcricdo reversa (RT-qPCR)

Antes do processo de extracdo do RNA total das amostras dos quatro grupos
experimentais, 100 mg de muasculo LT de cada amostra previamente estocada em
RNAlater® Tissue Collection (Ambion, Life Technologies, EUA) foram lavadas
usando agua UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Life Technologies
Coporation, Carlsbad, CA, EUA).

O RNA total foi extraido usando 1 mL de TRIzol®reagent (Life Technologies
Coporation, Carlsbad, CA, EUA) conforme as especificacbes do fabricante. A
concentragcdo, pureza e integridade do RNA total foram determinadas usando o

espectrofotometro NanoDrop 1000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific,
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USA, 2007) e eletroforese em gel de agarose 1 %, respectivamente. A eliminacdo e
confirmagcdo da auséncia do DNA genOomico foram realizadas conforme as
instrugdes do protocolo da DNA-se TURBO DNA-free™ Kit (Ambion, ThermoFisher
Scientific, EUA) e o kit de quantificagcdo de DNA, Qubit dsDNA Assay Kit (Invitrogen,
EUA).

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life
Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme instrugdes do fabricante.

Para as reagbes de RT-qPCR seis sondas TagMan® (ThermoFisher
Scientific, EUA) foram usadas. Trés sondas identificadas como Bt03224255 m1,
Bt03223147_gH e Bt03223152_m1 pertenceram aos respectivos genes alvo MYH7,
MYH2 e MYHL1 e trés sondas identificadas como Bt03210915 g1, Bt03241947 _ml e
Bt03279175 g1 corresponderam aos respectivos genes de referéncia gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), TATA box binding protein (TBP) e Beta actina
(ACTB). Os genes de referéncia foram selecionados com base no trabalho de Giusti
et al. (2013), considerados os mais estaveis no musculo LT de bovinos da raca
Nelore.

Todas as reacdes de RT-gPCR foram realizadas em duplicata no sistema
QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems) seguindo as especificagdes do protocolo
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Byosistems, ThermoFisher Scientific,
EUA). Os dados de threshold cicle (Ct) obtidos nas diferentes reacfes foram

analisados como descrito no item 2.6 (analise estatistica).

2.5 Avaliacdo semi-quantitativa da expresséo proteica por meio de
eletroforese SDS-PAGE

Para a andlise das isoformas da MyHC, as amostras do musculo LT dos
guatro grupos experimentais foram processadas segundo a metodologia de Vechetti-
Janior et al. (2013). Na separacao eletroforética foi usado um gel gradiente 7 - 10 %
SDS-PAGE e um gel de empacotamento a 4 %. Vinte e cinco yL de amostra foram
aplicadas no gel e a corrida foi realizada a 70 V, 28 mA e 4 °C por uma hora e a 180
V, 12 mA e 4 °C, durante 29 horas. Nas corridas, dois tampdes diferentes foram

usados. Um tampao de corrida inferior composto por glicina (28,8 g), Trisma-base



45

(6,068 g), dodecilsulfato de sédio (2 g) e agua destilada (2 L) e um tampédo de
corrida superior que foi idéntico ao tampao de corrida inferior, exceto pela adicao de
0,468 mL de 2B-mercaptoetanol.

Os géis foram corados com corante Coomassie Blue (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), posteriormente, fotografados e as imagens capturadas usando
VDS Software (Pharmacia Biotech, EUA). A identificagdo das isoformas (MyHC-I,
MyHC-Ila, MyHC-lIx/d) foi determinada de acordo com seu peso molecular. A
guantificacdo semi-quantitativa foi realizada por densitometria das bandas
correspondentes a cada isoforma usando o Imagem Mestre VDS Software
(Pharmacia Biotech, EUA).

2.6 Analise estatistica

No estudo da expressdo génica foi empregado o procedimento mixed do
programa estatistico SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA, 2011). Primeiro, foi
calculada a média geométrica dos trés genes de referéncia (GAPDH, TBP e ACTB)
usando os seus respectivos dados de Ct como sugerido por Vandesompele et al.
(2002). Posteriormente a expressao relativa dos genes alvo (MYH7, MYH2 e MYH1)
normalizada pela expressdo dos genes de referéncia foi estimada aplicando a
estrutura de modelo linear misto para a quantificacao relativa de dados de RT-PCR
como proposto por Steibel et al. (2009).

Ygik = Gig + Mgki + Cgki + Dik + €igk

Onde Yk = Ct obtido pelo software do termociclador para o gene g (média
geométrica dos genes de referéncia e o gene alvo), no rt poco da placa (referente a
replica técnica) proveniente da amostra do animal k pertencente ao grupo i. Gig =
efeito do grupo i na expressdo do gene g. Mg = efeito especifico do gene g na
maciez da carne do animal k. Cy = efeito especifico do gene g no crescimento do
animal k. Dy = efeito especifico da amostra (captura as diferencas entre as amostras
que sdo comuns a ambos o0s genes, particularmente os que afetam a concentragcéo
de RNA, tal como extracdo diferencial ou eficiéncias de amplificacdo entre

amostras). ejg = refere-se ao residuo.
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Na analise de expressdo proteica da MyHC entre os diferentes grupos
experimentais foi utilizado o procedimento do Modelo Linear Geral (GLM) do
programa SAS v.9.1 (SAS, 2004). O modelo incluiu além do efeito de maciez da
carne e o efeito de crescimento do animal, a interacdo “maciez e crescimento” como
segue: Yk = M + Ti+ C; + T*C + ejk, onde Yjx = caracteristica de interesse, | =
média geral, T; = efeito da maciez da carne, C; = efeito do crescimento animal,
T*Cij= efeito da interagdo maciez da carne e crescimento e ej = erro aleatorio. As
médias dos quadrados minimos foram comparadas pelo teste Tukey. Considerou-se
como nivel de significancia estatistica o valor de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas de qualidade da carne

Na avaliacdo das caracteristicas fisicas e quimicas de qualidade da carne néo
foi observada interacdo significativa (P > 0,05) entre os dois fatores: crescimento
animal e maciez da carne, portanto, todos os resultados sao apresentados
separadamente como efeito simple de cada fator. Como esperado, os valores
médios de PI, GP, PF, PCQ, FC e MFI demonstraram grupos contrastantes para
maciez e crescimento (Tabela 2). Igualmente, como ja amplamente relatado na
literatura, o processo de maturacdo durante sete dias diminuiu os valores de FC e
incrementou os valores de MFI melhorando a maciez da carne de todos 0s grupos

experimentais (Tabela 1 e 2).
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Tabela 2. Médias e desvio padrdo de peso inicial (Pl), ganho de peso (GP), peso
final ao abate (PF), peso da carcaca quente (PCQ), area de olho de
lombo (AOL), espessura de gordura subcutdnea (EGS), indice de
marmoreio (IM), lipideos totais (LIP), for¢ca de cisalhamento (FC), indice
de fragmentagao miofibrilar (MFI), coloragéo instrumental (L*, a* b*) e
perdas totais de agua no cozimento (PT) da carne de animais da raca
Nelore selecionados por crescimento e maciez

Leve

Pesado

Macia

Dura

Pl (kg)
GP (kg)
PF (kg)
PCQ
AOL
EGS
IM
LIP
FC_0* (kg)
FC_7** (kg)
MFI_0"
MF|_7%%
L%
a*
b
PT

374,08 31,26 "
130,50 + 32,99 °
504,58 + 32,36 "
284,04 + 34,45 °
76,66 + 15,92
4,33 +1,19
2,28 0,39
0,75+ 0,25
5,92 + 2,46
4,48 + 1,45
48,04 + 13,12
55,19 + 12,38
29,63 +3.08°
12,15+ 1,57 °
313+1,11 °

20,99 + 6,06

418,25 +27,12 ¢
186,58 + 30,96 °
604,83 + 42,97
328,71 +34,0 @

82,83+ 6,74
595+4,71
2,50 + 0,50
0,85+0,43
5,92 +2,08
4,79 +1,05
52,46 + 13,08
53,53 +9,39
31,76 +2,85°
14,22 +2,47 2
525+1,71 @

21,67 +4,33

389,42 + 36,75

159,5 + 52,00

548,92 + 72,60
306,25 + 50,34

85,58 + 13,21
5,46 + 4,64
2,28 + 0,41
0,88 + 0,41

3,88+0,57 °

3,53+0,58 °

58,86 + 9,71 *

63,29 + 6,60 *

32,29 £2,78 #
12,74 + 2,10
3,92+ 1,86

18,16 + 3,46 B

402,92 + 36,43
157,58 + 32,51
560,50 + 55,06
306,50 + 1,90
73,91 + 8,40
4,83 +1,83
2,49 + 0,46
0,72+ 0,27
7,95 +1,04 *
5,74 +0,53 *
41,64 +9,88 °
45,43 + 5,05 °
29,10 +2,61°
13,64 + 2,47
4,47 +1,73

24,50 + 4,69 *

**24 horas apds abate. *** 7 dias de maturacdo. Médias seguidas por diferentes
letras minusculas na mesma linha, diferem entre grupo de animais leves e pesados.
Médias seguidas por diferentes letras maiusculas na mesma linha, diferem entre
grupo de animais com carne dura e carne macia (P < 0,05) pelo teste Tukey.
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Nas caracteristicas AOL, EGS, IM e LIP n&o foi observado efeito significativo
(P > 0,05) do crescimento e a maciez (Tabela 2). Segundo a literatura, as
caracteristicas relacionadas com a deposicdo de gordura (EGS, IM e LIP)
influenciam positivamente nos atributos sensoriais da carne incluindo gosto, sabor,
suculéncia e maciez (HOCQUETTE et al.,, 2010). Entretanto, neste estudo, néo
foram observadas diferencas nessas caracteristicas entre os grupos de carne macia
e carne dura. Na raca Nelore, Malheiros (2014) observou associa¢cdo negativa entre
o LIP e a FC, sugerindo influéncia favoravel do conteudo de lipideos sobre a maciez
da carne. No entanto, esta associacao foi baixa (rp = - 0,10). Por outro lado,
associacao nao significativa foi relatada pelo mesmo autor entre a EGS e o IM com a
FC. Esta pobre associacdo da FC com as caracteristicas de EGS, IM e LIP em
animais da raca Nelore poderia ser a razdo pela qual ndo foram observadas
diferencas nas caracteristicas de EGS, IM e LIP entre os grupos de carne macia e
carne dura (Tabela 2).

Nos resultados dos indices de coloracdo (L*, a* b*) foi observado efeito
significativo do crescimento e maciez da carne. Os animais pesados apresentaram
maiores valores de L*, a* e b* em relagdo aos animais leves (Tabela 2). As
caracteristicas de cor da carne sdo o resultado da interacdo do oxigénio com a
mioglobina no musculo. A concentracdo da mioglobina parece incrementar com o
tamnaho do animal (ODDY et al., 2001). Esse fato poderia explicar os maiores
valores de L*, a* e b* observados nos animais pesados em relacdo aos animais
leves. Resultados semelhantes foram relatados por (Purchas, Burnham e Morris,
2002). Os autores relataram carnes altamente vermelhas e amarelas em bovinos
Bos taurus (Angus) com crescimento rapido em relacdo a bovinos com crescimento
lento.

Nos grupos de maciez, o grupo de carne macia mostrou maiores valores de
L* (32,29 £ 2,78) em comparacdo com o0 grupo de carne dura (29,10 £ 2,61),
indicando que carnes mais brilhantes estdo associadas a maior maciez. Estudo
recomendou a utilizacdo dos indices de coloracao (L*, a*, b*) como ferramenta para
predizer a maciez da carne bovina (WULF et al., 1997). Entretanto, no presente
trabalho, foram denotadas diferencas entre os grupos de carne macia e dura apenas

para o indice L* e ndo diferencas foram encontradas para os indices a*, b*.
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Em relacdo as perdas totais por cozimento, diferencas entre 0s grupos
experimentais foram observadas. Porém, estas diferencas ndo foram ocasionadas
como efeito do crescimento. Assim, as PT foram maiores no grupo de animais com
carne dura em comparacao ao grupo de carne macia (Tabela 2). Estes resultados
eram esperados visto que é extensamente conhecida a influéncia da distribuicdo e
disponibilidade da agua no musculo sobre os principais atributos de qualidade da
carne como aparéncia, suculéncia, maciez e sabor (PEARCE et al.,, 2011). Em
consequéncia, altas perdas de &gua ocasionam carnes duras e com menor

suculéncia como constatado nos resultados deste estudo.

3.2 Expressao génica e proteica da cadeia pesada da miosina (MyHC)

Para avaliar os efeitos potenciais da miosina sobre o crescimento e a maciez
da carne de bovinos Nelore, ensaios de expressao génica e proteica da MyHC foram
realizados nas amostras do musculo LT dos animais de cada grupo experimental.
Na expressao génica foram avaliados os genes MYH7 (MyHC-I), MYH2 (MyHC-lla +
lIx/d) e MYH1 (MyHC-lIx/d). A eletroforese (SDS-PAGE) do musculo LT permitiu a
separacdo dessas trés isoformas da MyHC (I, lla e lIx/d) (Figura 1). A isoforma
MyHC llIb nao foi observada, como relatado por Chikuni, Muroya e Nakajima, (2004)
em pesquisas de identificacdo e expressdo da MyHC em musculo esquelético de
bovinos adultos. Especificamente na raca de bovinos Nelore, Malheiros (2014),
também néo observou a presenca da isoforma MyHC llb na eletroforese do musculo
LT.

MyHC-lla

MyHC-IIx/d
MyHC-|

Figura 1. Eletroforese da cadeia pesada da miosina (MyHC) do musculo
Longissumus thoracis de animais Nelore. SDS-PAGE 7 — 10 %.
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3.2.1 Expressao génica da cadeia pesada da miosina

Nas andlises de expressao génica nao foi observada interacéo significativa (P
> 0,05) entre crescimento do animal e a maciez da carne. No crescimento, o0 gene
MYH7 n&o mostrou diferencas de expressédo (P > 0,05) entre animais leves e
pesados. Entretanto, a expressdo dos genes MYH2 e MYHL1 foi significativamente
menor (P < 0,05) nos animais pesados (Log, Fold-Change de - 0,46 e -1,81 para
MYH2 e MYH1, respectivamente) em relacdo aos animais leves (Figura 2A).

Em bovinos de corte as mudancas das caracteristicas musculares dependem
do padrédo de crescimento (SCHREURS et al., 2008). A natureza dinamica da
modulacdo das fibras musculares respondem a sinais quimicos, hormonais ou
requerimentos de energia do musculo durante o desenvolvimento (ODDY et al.,
2001). Em consequéncia, a maior expressao dos genes MYH2 e MYH1 nos animais
leves refleja maior demanda do metabolismo glicolitico em relagcdo aos animais
pesados.

Tipicamente, o crescimento pos-natal de bovinos sé consiste de hipertrofia.
Esse crescimento € acompanhado de modulacéo dos diferentes tipos de fibras. As
fibras tipo | sédo estabelecidas durante os primeiros meses de idade e, portanto, a
modulacdo das fibras tipo IIx ocorre em detrimento das fibras lla (WEGNER;
ALBRECHT; FIEDLER, 2000). Estes eventos do crescimento pos-natal, poderiam
explicar a auséncia de diferencas significativas da expressdo do gene MYH7 entre
animais leves e pesados.

Em relacdo a maciez da carne, a expressao dos genes MYH7, MYH2 e MYH1
ndo foi significativamente diferente (P > 0,05) entre animais de carne macia e
animais de carne dura (Figura 2B). Em estudos de transcriptoma, Goncalves (2015)
e Fonseca (2016), ndo observaram expressao diferencal desses genes entre grupos
de bovinos Nelore com caracteristicas contrastantes de maciez (carne macia e carne

dura) como observado neste trabalho.
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Figura 2. Expressao génica relativa (Fold-Change) dos genes da cadeia pesada da
miosina (MYH) do muasculo Longissimus thoracis de grupos de animais
Nelore com caracteristicas contrastantes de (A) crescimento (animais
pesados/animais leves) e (B) maciez (carne dura/carne macia)
(b).*Significativo (P < 0,05).

3.2.2 Expresséao proteica da cadeia pesada da miosina

A eletroforese da MyHC nao mostrou interagéo significativa (P > 0,05) entre
crescimento do animal e a maciez da carne. Quando avaliado o efeito de cada fator,
as trés isoformas caracterizadas (MyHC-I, MyHC-lla e MyHC-lIx/d) ndo mostraram
diferencas entre animais leves e animais pesados (Figura 3A). Entretanto, as
isoformas MyHC-1 e MyHC-lla mostraram efeito significativo (P < 0,05) sobre a
maciez da carne. As proporcdes da MyHC-I foram significativamente maiores (P <
0,05) no grupo de carne dura (16,51 + 5,47) em relacdo ao grupo de carne macia
(9,12 + 3,16) (Figura 3B) e pelo contrario, as propor¢cbes da MyHC-lla foram
significativamente maiores (P < 0,05) no grupo de carne macia (73,78 + 4,45) em
relacdo ao grupo de carne dura (65,45 + 8,79) (Figura 3B). Deste modo, a MyHC-I
mostrou efeito negativo (maiores propor¢des nos grupos de carne dura) e a MyHC-
lla efeito positivo (maiores propor¢cdes nos grupos de carne macia) sobre a maciez
do musculo LT da raca Nelore. Esses resultados foram corroborados quando foi
realizado um analise adicional de associacdo entre as isoformas da cadeia pesada
da miosina e as principais caracteristicas de qualidade da carne dos 90 animais
(Tabela 3).
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Nesses resultados foi observado associagao positiva significativa (P < 0,01)
da MyHC-I com a FC (r = 0,355). A MyHC-lla ao contrario, apresentou associacéo
significativa (P<0,01) negativa com essa caracteristica (r = - 0,323). Adicionalmente,
associacao positiva significativa da MyHC-lla (r = 0,248; P<0,01) com o indice L* da
cor da carne foi observado (Tabela 3). Consequentemente, os resultados deste
trabalho demonstraram que altas proporcbes da MyHC-lla favorece a maciez e
melhora a luminosidade da cor da carne de bovinos da raca Nelore.
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Figura 2. Porcentagem relativa das isoformas da cadeia pesada da miosina (MyHC)
do musculo Longissimus thoracis de animais Nelore com caracteristicas
contrastantes de crescimento (A) e maciez (B). As barras indicam o
desvio padrao das médias. Letras minasculas distintas indicam diferencas
entre grupos.
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo entre as isoformas da cadeia pesada da
miosina MyHC (I, lla, 1Ix) e as caracteristicas de forca de cisalhamento
(FC), indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI), luminosidade (L*),
coloracédo vermelha (a*) e coloracdo amarela (b*) da carne do musculo
Longissimos thoracis de animais Nelore

FC MFI L* a* b*
I 0,355** -0,308** -0,294** -0,013 0,055
lla -0,323** 0,196 0,248** -0,036 -0,095
X 0,143 0,018 -0,085 -0,076 0,098

*P < 0,05 *P < 0,01.

O efeito e a relacéo do tipo de fibra muscular e a maciez da carne bovina tem
sido um assunto de debate ao longo do tempo. Como observado neste trabalho,
alguns estudos mostraram efeito negativo da MyHC-I sobre a maciez da carne do
musculo LT (CROUSE et al., 1991; ZAMORA et al.,, 1996; ZHAO et al., 2014).
Outros, ao contrario, manifestam efeito positivo (RENAND et al., 2001; STRYDOM et
al., 2000; JURIE et al., 2007b; CHRIKI et al., 2013).

Pesquisas de proteoma e interactoma em racas Bos taurus (Charolés,
Aberdeen Angus, Limousin, e Blond d’Aquitaine) demonstraram que as associacoes
entre as proteinas musculares e a maciez da carne dependem das propriedades
contrateis e metabdlicas especificas de cada musculo e de cada raca (PICARD et
al., 2014). Assim, em musculos de racas bovinas caracterizados como oxidativos
(maiores propor¢cbes de MyHC-1), a MyHC-I apresenta uma relacdo positiva com a
maciez, enquanto que a MyHC-IIx/d mostra uma associacdo negativa. De outra
forma, em musculos classificados como glicoliticos (maiores proporcdes de MyHC-
lIx/d), a MyHC-I apresenta uma relacdo negativa com a maciez, enquanto que a
MyHC-IIx/d mostra uma associacéo positiva (GUILLEMIN et al., 2011; PICARD et al.,
2014). Os resultados observados neste estudo mantiveram essa relacdo. Em geral,
0 musculo LT se caracterizou por apresentar maiores propor¢cées da MyHC-lla em
relacdo as isoformas MyHC-I e MyHC-lIx/d (Figura 3). Consequentemente, relacdo
positiva da MyHC-lla e negativa da MyHC-l com a maciez da carne foram
observadas (Figura 3B).

A isoforma MyHC-lIx/d ndo mostrou efeito significativo (P > 0,05) sobre a
maciez, portanto, ndo foram observadas diferencas entre animais de carne macia e

animais de carne dura (Figura 3B). Estudos de proteoma mostraram relagao positiva
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da MyHC-lIx/d e a maciez da carne em racgas Bos taurus (GUILLEMIN et al., 2011;
PICARD et al., 2014). Estas discrepancias poderiam estar associadas ao diferente
padrdo de composicdo de fibras musculares observado na ragca Nelore em relacao
ao relatado na literatura para as racas Bos taurus (musculo LT com maiores
proporcdes de MyHC-1). Em suinos, mostrou-se que a propor¢édo das isoformas da
MyHC difere entre racas afetando drasticamente a relagdo MyHC lix:llb (WIMMERS
et al., 2008). Além disso, pesquisas de proteoma demonstraram que a associacao
entre a MyHC-lIx/d e a maciez da carne de bovinos é especifica ao tipo de contracédo
muscular (GUILLEMIN et al., 2011). Outra explicacdo a ser considerada € o fato da
raca Nelore (Bos indicus) apresentar diferentes vias metabdlicas relacionadas com a
gualidade da carne que ndo tém sido observadas nas racas Bos taurus (TIZIOTO et
al., 2013). Além disto, recentes trabalhos em bovinos Nelore, mostraram pela
primeira vez uma relacdo negativa entre a abundancia do RNAm do gene MyOD1 e
a maciez da carne (TIZIOTO et al., 2016). E bem conhecido que a familia MyOD
regula a expresséao das isoformas MyHC, especialmente da MyHC-IIx (ALLEN et al.,
2001). Portanto, poder-se-ia insinuar que a atividade dessa isoforma sobre a maciez
do musculo LT na raca Nelore pode ser regulada por outros fatores, como o0 gene
MyOD1 e consequentemente nao pelo efeito direto da MyHC-IIx. Entretanto,
investigacbes mais aprofundadas sobre os verdadeiros mecanismos de regulacéao
génica e proteica da MyHC no muasculo LT de animais da raca Nelore sao

necessarias para corroborar essa informacao.

3.2.3 Expressdo génica vs. Expressao proteica da cadeia pesada da
miosina

Resultados contraditérios foram observados entre a expressdo dos genes
MYH com a expressao das isoformas da miosina. Como descrito anteriormente, foi
observado diferencas de expressdo dos genes MYH1l e MYH2 entre animais
pesados e leves enquanto que, as isoformas MyHC-I e MyHC-lla ndo foram
diferencialmente expressas nesses grupos. Por outro lado, quando avaliada a
expressdo génica como efeito da maciez da carne, a expressao dos genes nao

mostrou diferencas significativas em animais de carne macia em relacdo aos animais
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de carne dura, pelo contrario, a expressao das isoformas MyHC-1 e MyHC-lla
mostraram-se diferentes entre esses grupos. Esse efeito inverso de expresséo
génica e proteica da miosina poderia estar explicado pelas alteracdes fisicas,
bioquimicas e moleculares que ocorrem no post-mortem (revisado por
LEFAUCHEUR, 2010; HUFF LONERGAN; ZHANG; LONERGAN, 2010), uma vez
que, as amostras para as analises de expressdao génica foram coletadas
imediatamente apds o abate e pelo contrario, as amostras para as andlises de
expressao proteica foram coletadas 24 horas apds o abate. No entanto, segundo a
literatura, a miosina e seus componentes (miosina de cadeia pesada e miosina de
cadeia leve) ndo mudam em grande quantidade durante o armazenamento post-
mortem, especialmente quando é avaliada usando a abordagem por eletroforese
SDS-PAGE (HUFF LONERGAN; ZHANG; LONERGAN, 2010). Futuros estudos
avaliando as proporg¢des das isoformas da MyHC inmediatamente apds o abate em
relacdo as 24 horas apoOs abate poderiam dilucidar diferencas ou alteragcbes nas
propor¢cdes das isoformas da MyHC ocasionadas durante a trasformacdo do
musculo em carne. Além disso, a avaliacdo conjunta de expressao génica e proteica
poderia ser idealmente realizada usando a combinacdo de técnicas de RT-qgPCR
para expressao génica e anticorpos monoclonais especificos produzidos contra cada
isoforma da MyHC (I, lla e 1IxX) em técnicas como Western Blot.
Desafortunadamente, nem todos esses anticorpos sdo comercialmente disponiveis
nas diferentes espécies e distintas idades do animal (revisado por LEFAUCHEUR,
2010).

4. CONCLUSOES

A andlise da expressdo génica da cadeia pesada da miosina em grupos
contrastantes de crescimento e maciez da carne de bovinos Nelore mostrou o
diferencial de expressdo desses genes de acordo ao padrdo de crescimento dos

animais.
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A andlise da expressdo proteica, manifestou o potencial da MyHC-lla como
possivel biomarcador para selecdo e melhoramento da maciez e a cor da carne de

bovinos Nelore.
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