UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

CARACTERIZACAO HISTOLOGICA E BIOQUIMICA DOS
MUSCULOS LONGISSIMUS DORSI E SEMITENDINOSUS DE
BUBALINOS MEDITERRANEO ABATIDOS EM DIFERENTES
PESOS

CAROLINE DE LIMA FRANCISCO

Dissertacdo apresentada ao
programa de PoOs-Graduagdo em
Zootecnia — Area de Concentrago:
Producdo Animal, como parte das
exigéncias para obten¢do do titulo
de Mestre.

BOTUCATU - SP
Setembro — 2009



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

CARACTERIZACAO HISTOLOGICA E BIOQUIMICA DOS
MUSCULOS LONGISSIMUS DORSI E SEMITENDINOSUS DE
BUBALINOS MEDITERRANEO ABATIDOS EM DIFERENTES
PESOS

CAROLINE DE LIMA FRANCISCO

Zootecnista

ORIENTADOR: PROF. DR. ANDRE MENDES JORGE
CO-ORIENTADORA: PROF. DRA. MAELI DAL PAI SILVA

Dissertacao apresentada ao
programa de PoOs-Graduagdo em
Zootecnia — Area de Concentragéo:
Producdo Animal, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo
de Mestre.

BOTUCATU - SP
Setembro — 2009






Eu fico com a pureza da resposta das criangas
E a vida, é bonita e é bonita...

Viver!

E ndo ter a vergonha de ser feliz!!
Cantar e cantar e cantar

A beleza de ser um eterno aprendiz
Ah meu Deus! Eu sei, eu sei

Que a vida devia ser bem melhor e serd
Mas isso ndo impede que eu repita

E bonita, é bonita e é bonita...

E a vida! E a vida o que é?
Diga [d, meu irmdo

Ela é a batida de um coracdo
Ela é uma doce ilusdo

Heé! Hol..

E a vida

Ela é maravida ou é sofrimento?
Ela ¢ alegria ou lamento?

O que é? O que é?

Meu irmdo...

Hd quem fale que a vida da gente

& um nada no mundo

& uma gota, é um tempo que nem dd um sequndo...
Hd quem fale

Que é um divino mistério profundo

& o sopro do Criador numa atitude repleta de amor...

Vocé diz que é luxo e prazer

Ele diz que a vida é viver

Ela diz que melhor é morrer pois amada ndo é
E o verbo ¢ sofer...

Eu s6 sei que confio na moga

E na moga eu ponho a forca da fé
Somos nds que fazemos a vida
Como der, ou puder, ou quiser

Sempre desejada por mais que esteja errada
Ninguém quer a morte s saiide e sorte
E a pergunta roda e a cabega agita
Eu fico com a pureza da resposta das criangas
E a vida, é bonita e é bonita...
O que é? O que é? - Gonzaguinha
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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

Introducéo

A busca por alimentos que conciliem alto valor biolégico e atributos de
qualidade sensorial tornou-se um habito frequente entre os consumidores de proteina
animal. Atualmente, para atender essa demanda tém-se direcionado estudos que
avaliem o aumento da massa muscular e a diminuicdo da quantidade de gordura
presente na carcaga (LEYMASTER & JENKINS, 1993), além dos aspectos qualitativos
da carne como, a maciez, cor, suculéncia e textura.

O incremento da massa muscular pode ser obtido principalmente pela elevagao
do numero de fibras musculares, aumento da area das fibras ou modulacéo de fibras
menores em maiores (WEGNER et al., 2000). A tipificacdo das fibras musculares é
uma ferramenta extremamente util em muitos aspectos biolégicos como a ciéncia da
carne e, em bases histoquimicas, a classificacdo dos tipos de fibras ajuda a definir as
propriedades funcionais e metabdlicas do tecido muscular (KARLSSON et al., 1999).
Existem diferencas marcantes na composicdo dos tipos de fibras de diversos
musculos, entre os animais e dependentes de fatores como localizagcdo corporal,
idade, peso e raca (MOODY et al., 1970; HAWKINS et al., 1985). A composi¢do do
tipo de fibra muscular e a area de musculos especificos sdo fatores importantes que,
associados ao tipo de producao e nivel de estresse a que os animais sdo submetidos,
influenciam boa parte dos processos bioquimicos ante e post-mortem e,
consequentemente, a qualidade da carne (ASHMORE, 1974).

Ferrara & Infascelli (1994) relataram que a carne de bubalinos tem menor teor
de gordura e maior maciez que a de bovinos, em razao da menor taxa de crescimento
do didmetro da fibra muscular, associada a menor consisténcia do tecido conjuntivo.
Tais atributos deveriam favorecer seu consumo, porém, a carne bubalina encontra

alguns “tabus” ha tempos. Segundo Cockrill (1994), na india, o bubalino sempre foi



visto como animal produtor de leite e como instrumento de trabalho; o consumo da
carne sO era realizado através da caca de bubalinos selvagens ou quando os animais
chegavam ao fim de sua vida produtiva, reprodutiva e apresentavam doencgas
incuraveis ou injurias irreparaveis. Assim, a qualidade da carne desses animais era
classificada como péssima e essa opinido persistiu por décadas por diversos paises,
mistificando a espécie.

A reavaliagdo dos principios fundamentais da produgédo animal trouxe grandes
mudancgas na produgado e especialmente nas técnicas de producédo de carne para o
consumo humano (COCKRILL, 1994). Animais abatidos com idades mais jovens
otimizam a produgéo, atendendo as exigéncias dos criadores e a demanda de proteina
animal, além de fornecer os atributos de qualidade exigidos pelos consumidores.
Assim, o conhecimento do numero e do grau de diferenciagéo das fibras musculares
constitui-se um dos mais importantes parametros que auxiliam na decisdo da época do
abate econémico de uma espécie animal (BONAGURIO, 2005).

Apesar da especulacdo de que as fibras musculares podem responder de
diferentes maneiras as estratégias de producdo e, consequentemente, afetar a
qualidade da carne, essa relagdo ainda ndo esta totalmente clara (MALTIN et al.,
2001). Somado a isso, em bubalinos, a escassez de estudos referentes ao
comportamento dessas fibras no decorrer do desenvolvimento dos animais dificulta o
conhecimento da espécie e de possiveis melhorias no processo de criacdo cuja
finalidade seja obter animais produtores de carne em menor tempo. Sendo assim, fica
clara a necessidade de se desenvolver estudos que aprofundem o conhecimento
sobre a espécie bubalina e esclarecam as qualidades dessa fonte alternativa de

proteina animal.



O bubalino doméstico (Bubalus bubalis)

De origem asiatica e domesticados a mais de 7.000 anos, os bubalinos séo
classificados como animais ruminantes pertencentes a familia Bovidae, subfamilia
Bovinae, espécie Bubalus bubalis. Sdo ditos animais de dupla aptiddo nos modelos
trabalho/carne, trabalho/leite e leite/carne, porém, tendo em vista os produtos e
subprodutos gerados por esses animais, como couro, pelos, cascos, chifres, sobras de
toalete e sebo, poderiamos denomina-los como sendo animais com multiplas aptiddes
(COCKRILL, 1994).

No Brasil, sua origem data de 1890 com a entrada de animais da raga Carabao
pela llha de Maraj6é, no Para, trazidos por fugitivos da Guiana Francesa.
Posteriormente, as racas Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo foram introduzidas no
pais e sao, juntamente com a Carabao, as ragas reconhecidas no Brasil pela
Associagdo Brasileira de Criadores de Bubalinos (ABCB) e definidas para fins de
registro genealdgico.

A raca Mediterraneo, utilizada neste estudo, obteve essa denominacao
proposta pela ABCB por serem animais comuns a regido mediterranea (Mar
Mediterraneo), em paises como lItalia, Bulgaria, Roménia, Grécia, Turquia, Egito e
Tunisia. Tiveram origem na india e foram introduzidos na Europa através da ocupac&o
arabe. Entre os paises citados, a Itdlia se destaca na criacdo leiteira desta raca; os
exemplares existentes no Brasil possuem maior aptiddo para o corte. Quanto a
conformacgéo, a raga apresenta como padrdes, animais de porte médio e mediano,
com chifres longos, grossos e fortes, direcionados para tras, para fora e para o alto,

terminado em forma semicircular ou de lira (ABCB, 2009).

Producéo de carne bubalina no Brasil
O Brasil possui, segundo o FAO (2007), um rebanho de aproximadamente 1,1

milhdo de cabecas, sendo que deste total 62,2%; 10,6%; 9,8%; 11,3% e 6,1%



localizam-se nas regides Norte, Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste,
respectivamente (IBGE, 2007). A despeito das estatisticas oficiais controversas e
muitas vezes subestimadas, a criagao de bubalinos no mundo todo e, em particular no
Brasil e paises vizinhos do Mercosul, tem apresentado um crescimento substancial,
rompendo fronteiras, produzindo e se reproduzindo em locais onde outras espécies de
ruminantes n&o tém apresentado indices zootécnicos satisfatérios (JORGE, 2005).

A carne bubalina é tratada e comercializada, em boa parte do pais, sem uma
forma definida de identificagdo das suas caracteristicas, principalmente de qualidade
ou do valor justo. Como a carne bovina, ela também é uma commodity, ou seja, vale o
quanto pesa. Sem uma diferenciagdo baseada na identificacdo da carne, do
rendimento e da qualidade, deixa de existir o estimulo para que o setor produtivo se
modernize e invista na obtencdo de um produto mais adequado, orientado para o
atendimento dos desejos e anseios do consumidor (JORGE, 2005).

Os bubalinos apresentam resultados satisfatérios quanto ao rendimento de
cortes primarios da carcaga e podem até mesmo superar os bovinos em rendimentos
de determinados cortes, o que contribui para desmistificar a espécie e esclarecer a
cadeia produtiva quanto ao seu real potencial de produgéo (JORGE, 1999; 2001).

Jorge et al. (1997a;b), trabalharam com bovinos e bubalinos abatidos em
diferentes estadios de maturidade fisiologica (pesos de abate) e observaram que os
bubalinos apresentaram menor rendimento de dianteiro e maior de traseiro total em
consequéncia de sua maior propor¢cdo de ponta-de-agulha, uma vez que eles nao
diferiram dos bovinos quanto ao rendimento de traseiro especial.

As industrias de carne vermelha, incluindo a de bubalinos, tém que competir
com outras fontes de proteina, especialmente suinos e aves. Para competir neste
mercado, a pecuaria bubalina tera que melhorar ainda mais seus indices de

produtividade, criando identidade aos seus produtos, e atender as exigéncias dos



consumidores, em relacdo a segurancga alimentar, qualidade do produto, bem-estar

animal e respeito ao meio ambiente (JORGE, 2005).

Morfofisiologia do musculo esquelético

A unidade estrutural do tecido muscular esquelético é formada por células
altamente especializadas conhecidas como fibras musculares, miofibra ou célula
muscular. As fibras musculares constituem 75 a 92 % do volume total do musculo; e o
volume restante é constituido por tecido conjuntivo, vasos sanguineos, fibras nervosas
e fluidos extracelulares. Embora as fibras possam alcangar comprimentos de muitos
centimetros, elas ndo se estendem ao comprimento do musculo inteiro afilando-se nas
extremidades; possuem diametros que variam de 10 a 100 pm dentro de uma mesma
espécie e até dentro de um mesmo musculo (ABERLE et al., 2001).

O crescimento do tecido muscular esquelético € caracterizado por aumentos na

area e no comprimento, seja por adicdo ou alongamento dos sarcOmeros, das fibras
musculares (SWATLAND, 1978).
As fibras do tecido muscular esquelético de vertebrados podem responder
vagarosamente a um estimulo (slow twitch) ou rapidamente (fast twitch). Podem ser
ainda de metabolismo oxidativo ou glicolitico dependendo do suprimento sanguineo,
numero de mitocoOndrias e velocidade de hidrolise do ATP. Assim, elas séo
comumente classificadas como (a) slow twich oxidative (SO, Bl ou tipo 1), (b) fast twich
glycolytic (FG, FF, aR ou tipo IIB), ou (c) fast twich oxidative glycolytic (FOG, FR, aW
ou tipo 1lA), correspondendo também as denominagbes vermelha, branca e
intermediaria, respectivamente (PEARSON & YOUNG, 1989).

As fibras vermelhas, ricas em enzimas oxidativas, tém metabolismo aerébico e
utilizam a gordura como o principal substrato energético, além de apresentar pequena
area e contracdo lenta. As fibras brancas, ricas em enzimas glicoliticas, sdo adaptadas

para o metabolismo anaerdbico e utilizam o glicogénio como substrato energético,



apresentam maior area e contracao rapida. As fibras intermediarias apresentam area
intermediaria, ambos os metabolismos aerdbico/glicolitico e possuem contracdo
rapida, apresentando também coloracdo vermelha (PETER et al., 1972).

A Tabela 1 apresenta comparagdes de algumas propriedades fisicas e

bioquimicas das fibras vermelhas e brancas do musculo esquelético.

Tabela 1 — Comparacao entre algumas propriedades fisicas e bioquimicas das fibras

vermelhas e brancas do musculo esquelético

Propriedade Vermelha Branca
Conteudo de mioglobina Elevado Baixo
Proteina soluvel Baixo Elevado
Conteudo de tecido conectivo Baixo Elevado
Conteudo de glicogénio Baixo Elevado
Conteudo de lipidio Elevado Baixo
Conteudo de Creatina Fosfatase e ATP Baixo Elevado
Tamanho da fibra muscular Pequena Grande
Suprimento sanguineo Maior Menor
Conteudo de RNA Elevado Baixo
Reticulo sarcoplasmatico Menor Maior
Conteudo de célcio Maior Menor
Numero de Mitocondrias Elevado Baixo
Largura da linha-Z Largo Estreito
Tempo de contragéo Lento Rapido
Tempo de relaxamento Lento Rapido
Taxa de fadiga Lenta Rapida
Area de superficie de inervagao Superficial Profunda

Fonte: Adaptado de Pearson & Young (1989)

De acordo com Morita et al. (2000), os musculos sdo compostos por ambos 0s
tipos de fibras e ndo exclusivamente por fibras vermelhas ou brancas; e o que os
difere com relagéo a classificagéo branco ou vermelho, é a proporcao de cada tipo de

fibra, sendo que a grande maioria apresenta uma mescla de ambas. Um exemplo



disso € o musculo longissimus de bezerros bovinos da raca japonesa Black, que
embora possua em mais de sua metade fibras vermelhas (SO e FOG), ao nivel da 11°

vértebra toracica ele é considerado um musculo branco.

Fibras musculares versus carcaca e parametros de qualidade da carne

As caracteristicas dos tipos de fibras, frequéncia e distribuicdo em um musculo,
de animais da mesma espécie, podem ser determinadas pela fungdo do musculo, tipo
de inervacao (ASHMORE, 1974), por heranga genética, condigdes ambientais, como
também pelo sistema de producgdo, sexo, idade (OZAWA et al., 2000). Muasculos
relacionados a atividade de forga possuem maior quantidade de fibras glicoliticas,
enquanto que musculos posturais e aqueles utilizados com muita frequéncia (musculo
de resisténcia) possuem maior quantidade de fibras oxidativas (BONAGURIO, 2005).
Além disso, a frequéncia de distribuicdo dos tipos de fibras no interior de um mesmo
musculo se revela variavel e, segundo Pearson & Young (1989), existe, de maneira
geral, maior concentracao de fibras oxidativas em regides mais profundas do musculo
e maior distribuicdo de fibras glicoliticas na por¢éo superficial.

Diferencas com relacédo a percentagem de fibras no musculo Longissimus
foram descritas por Solomon et al. (1985) ao avaliarem bubalinos e bovinos, onde nao
foram encontradas fibras FG nos bubalinos, porém, as intermediarias (FOG)
representaram em média 76% e as SO 23%, enquanto que os trés tipos de fibras
estavam presentes nesse mesmo tipo de musculo nos bovinos. Os autores verificaram
que a presenga de fibras FG nos bovinos esta relacionada com a selegdo genética
para o desenvolvimento muscular e que a presencga de fibras somente de metabolismo
oxidativo (SO e FOG) em bubalinos é devida a selegao natural.

Estudos realizados por Carpenter et al. (1996) e Koohmaraie et al. (1996)
associaram o aumento da area de fibras FG, no Longissimus dorsi de bovinos e ovinos

de diferentes genétipos, ao aumento da massa muscular caracterizada pela hipertrofia.



Entretanto, Monteiro et al. (2000) em estudo sobre os efeitos do gendtipo nas
caracteristicas morfolégicas e histoquimicas do Longissimus dorsi de cordeiros
encontraram predominancia do metabolismo intermediario (Fast oxidative glycolytic —
FOQG).

O sexo pode ser um fator de diferenciagdo de frequéncia de fibras musculares.
Em ovinos, as fémeas tém maior frequéncia de fibras SO em relacdo aos machos
(inteiros) devido estes sofrerem acdo da testosterona, o que aumenta seu
metabolismo glicolitico, resultando em maior frequéncia de fibras FG em relagdo as
fémeas. A castracdo de machos induz a modulagdo de fibras FG para FOG
(BONAGURIO, 2005).

A proporcéo dos tipos de fibras musculares pode também estar relacionada
com a maciez da carne. Estudos em ovinos e bovinos revelam uma correlacao
significativa entre as fibras musculares oxidativas (SO e FOG) e a maciez da carne
(MOODY et al., 1980; OCKERMAN et al., 1984) ja que, essas fibras estdo mais
correlacionadas com depédsitos de gordura intra e intermuscular do que as fibras
brancas. Entretanto, Totland et al. (1988), estudaram o musculo Semitendinosus de
bovinos e descreveram aumento no volume das fibras vermelhas do tipo slow
oxidative (SO) (de 10 para 30%) e decréscimo das fibras brancas do tipo fast glicolytic
(FG) da regiao superficial para a regido profunda. Observaram, ainda, decréscimo
gradual na maciez da regido superficial para a regido profunda e alteragcdo na
composicao das fibras musculares.

A maciez tende a ser maior em animais jovens e diminuir com a idade, devido
ao acumulo e a maturagdo do tecido conjuntivo da matriz extracelular do tecido
muscular, entretanto, a suculéncia e o sabor da carne estdo relacionados com a
gordura intramuscular (marmorizagdo) a qual aumenta com a idade e o acabamento
do animal (OCKERMAN et al., 1984; MALTIN et al., 2001). Segundo Renand et al.

(2001), existem varias diferencas na relagéo entre maciez e alguns parametros como
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lipidios musculares e tipos de fibras musculares; os autores atribuem essas diferencas
as variagdes nas condicbes de mensuracdo e enfatizam a importancia em se
estabelecer uma padronizagao para o abate, seja pelo peso ou pela idade.

Hadlich (2007) verificou correlacdo positiva entre a area e o didmetro das fibras
FG com a for¢ca de cisalhamento em bovinos produzidos no sistema superprecoce,
concluindo e ressaltando que o tamanho da fibra muscular pode influenciar
negativamente nas caracteristicas qualitativas da carne, em especial ha maciez.

Com relagdo a cor da carne, parametro que tem influéncia significativa na
decisdo da compra pelo consumidor, que associa esta caracteristica com o produto
fresco e saudavel, ou seja, de qualidade, pode-se esperar que musculos vermelhos
contenham maiores teores de mioglobina e de suprimento sanguineo, quando
comparados aos musculos brancos. A fungdo da mioglobina no animal vivo é o
armazenamento de oxigénio, assim, o nivel € mais alto nos musculos que sao
utilizados constantemente, ou seja, em musculos que possuem maior quantidade de
fibras de metabolismo oxidativo (PEARSON & YOUNG, 1989). Neste contexto, pode-
se dizer que o0s musculos dos animais produzidos em sistema extensivo
provavelmente sdo mais escuros que nos animais criados em sistema intensivo
(VARNAM & SUTHERLAND, 1998). Em contra partida, Wegner et al. (2000)
associaram a palidez do musculo Semitendinosus de bovinos Belgian Blue ao
aumento da frequiiéncia das fibras FOG e diminuicdo da area das fibras FG e SO.

Pesquisas que correlacionam os tipos de fibras musculares com parametros de
qualidade (maciez, cor, marmoreio) em carne de bubalinos ndo foram encontradas na
literatura.

As alteracdes decorrentes do crescimento para um dado musculo podem ser
avaliadas por meio da analise da frequéncia e area ocupada pelos diferentes tipos de

fibras. Desta maneira, espera-se que a area das fibras musculares aumente com o
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decorrer da idade e aumento do peso vivo (SOLOMON et al., 1986), desde que outros
fatores como doencas e restricdo alimentar n&o interfiram no desenvolvimento.

Arrigoni et al. (2004) em pesquisa realizada com animais de tamanhos
corporais diferentes (mesticos Angus, Canchim e Simental) encontraram
comportamento diferente de crescimento e deposigéo tecidual em relagdo ao peso
vivo de abate, area e espessura de gordura do musculo Longissimus dorsi e didmetro
da fibra muscular esquelética SO. Observaram diferencas no didmetro das fibras SO
(32,02 e 41,03 ym), FOG (48,51 e 57,62 um) e FG (37,02 e 46,72 ym) em relagéo a
idade dos animais (295 e 408 dias, respectivamente) e concluiram que o0s animais
mesticos Angus tém maior espessura de gordura subcutdnea e menor didmetro de
fibra muscular esquelética, demonstrando sua precocidade quanto as caracteristicas
de carcaca quando comparados aos outros grupos genéticos.

Cervieri et al. (2005) ao avaliarem os efeitos da idade sobre o didmetro e a
frequéncia das fibras musculares do musculo Semitendinosus de bovinos mesticos
(Angus x Nelore) produzidos no sistema superprecoce encontraram efeito significativo
da idade (117 e 217 dias) para o didmetro das fibras SO e FOG e tendéncia de
aumento para o didmetro das fibras FG. Para os trés tipos de fibras ocorreu aumento
do didmetro entre idade x tratamento (somatotropina bovina recombinante x solugao
salina), porém observaram que as frequéncias de distribuicdo dos trés tipos de fibras
foram semelhantes entre os tratamentos testados.

Wegner et al. (2000) verificaram que o musculo Semitendinosus apresenta
menor proporgdo de fibras SO em comparacao as fibras FOG e FG em bezerros em
idades bastante jovens. Entretanto, estes autores observaram reducéo da frequéncia
das fibras FOG e aumento da percentagem das fibras FG, entre um e 12 meses de
idade, caracterizando este periodo de crescimento como incremento do metabolismo
glicolitico do musculo Semitendinosus, em fungdo da transfomacéo das fibras FOG em

FG. Bee et al. (2007) postularam que o efeito do peso de abate na distribuicdo das
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fibras musculares de suinos depende do tratamento alimentar que esses animais
foram submetidos.

Zakhariev & Petrov (1982) em estudo sobre as alteragdes na estrutura do
tecido muscular de bubalinos nativos da Bulgaria nas idades de 3, 6, 12, 18 e 24
meses observaram que, em quase todos os musculos estudados, o crescimento das
fibras em diametro foi maior até o terceiro més de idade e que, aos 18 meses, o
didmetro médio das fibras foi de 49,85 um no musculo longissimus e 55,20 ym no
musculo Semitendinosus.

Porto (1992) observou que em bubalinos Mediterraneo, a frequéncia dos tipos
de fibras do musculo Semitendinosus foi influenciada pela idade dos animais; e a
frequéncia das fibras do tipo fast aumentou a partir dos 6 meses de idade nas fémeas
e a partir dos 3 meses nos machos.

Yadava & Singh (1985) avaliando as alteragbes na composicdo do musculo
esquelético de bubalinos Murrah de 1, 2, 3 e 5 anos de idade concluiram que os dados
de peso corporal, didmetro das fibras e constituintes quimicos observados sugerem
que a melhor qualidade da carne de bufalo pode ser obtida de animais abatidos entre

2 e 3 anos.

Perfil eletroforético da miosina de cadeia pesada (MyHC)

As propriedades de contracdo muscular e também do rigor mortis variam entre
espécie animal. Os tipos de fibras musculares sdo responsaveis por diferentes
intensidades de contracdo, tanto durante a vida quanto no rigor mortis, podendo
influenciar na qualidade da carne (CHIKUNI et al., 2004).

A molécula de miosina é a proteina mais abundante do musculo esquelético e
apresenta papel crucial no processo de contracdo muscular (REISER et al.,1985).
Cada molécula consiste de duas cadeias pesadas (MyHC) idénticas e dois pares, ndo

idénticos, de miosina de cadeia leve (MyLC), sendo que todos os vertebrados
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expressam uma familia de isoformas de MyHC e de MyLC no musculo esquelético que
influenciam a forca mecanica, a velocidade de encurtamento e a capacidade de
ativacdo das células musculares (LUTZ & LIEBER, 2000).

Na familia MyHC, genes especificos codificam as diferentes isoformas da
proteina e, atualmente, pelo menos 10 genes foram identificados nos musculos de
mamiferos, que incluem os tipos, | (lento), lla, llb, lIx/lld, llm, alfa, neonatal,
embrionario e extraocular (PICARD & CASSAR-MALEK, 2009). Uma fibra muscular
pode conter especificamente uma dessas isoformas, ou seja, fibras IA contém MyHC-I,
fibras IIA contém MyHC-lla, fibras IIB contém MyHC-IIb. Entretanto, a fibra também
pode conter simultaneamente varias isoformas de MyHC e, assim, ser denominada de
fibra hibrida em contraste com a fibra pura.

As fibras musculares sdo estruturas dindmicas capazes de alterar seus
fenétipos sob varias condi¢gdes como idade, nutricdo, estresse. As mudangas nas
isoformas da MyHC seguem uma sequéncia, porém a transicdo pode ocorrer em
ambos os sentidos: MyHC-I <—> MyHC-lla <—> MyHC-IlIx <— MyHC-lIb (PETTE &
STARON, 2000).

Em grandes mamiferos a identificacdo concreta da presenca de uma isoforma
da MyHC é mais dificil do que em animais de laboratério pela alta percentagem de
fibras hibridas que expressam duas ou mais isoformas. Por exemplo, em musculo
esquelético de suinos, as fibras hibridas 2A/X e 2X/B sdo abundantes nos musculos
do tronco e dos membros, enquanto que fibras 2B estido presentes somente em
musculos especializados como o musculo extraocular (TONIOLO et al., 2004).

Em estudo com diversas espécies de animais, Chikuni et al. (2004)
demonstraram a presenca da isoforma MyHC-llb em ratos, porém, verificaram a
auséncia dessa isoforma em bdufalo, alce, girafa, cervo, carneiros. Por outro lado,
Picard & Cassar-Malek (2009), em estudo com bovinos da ragca Blonde d’Aquitaine,

observaram que dois dos animais utilizados no experimento apresentaram a isoforma
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MyHC-IIb, atribuindo tal evento ao fato desse gene estar ligado ao alto
desenvolvimento muscular e que a selegcéo do gado para producéo de carne pode ter
favorecido a expressdo da isoforma MyHC-lIb, como observado em suinos. Os
mesmos autores revelaram também que esta isoforma esta presente em maior
propor¢do no musculo Semitendinosus comparado ao Longissimus.

A atividade da ATPase é associada com a regido globular da cadeia pesada
da miosina e analises demonstram que tipos m-ATPase da fibra se correlacionam com
os perfis especificos de MyHC. Como tal, a histoquimica da m-ATPase provou ser Util
para delinear os tipos de fibras musculares. Entretanto, o método histoquimico induz a
uma avaliagdo qualitativa da miosina como um todo e, consequentemente, limita a
caracterizacao da variedade de fibras hibridas que possam existir (PETTE & STARON,
2000).

Alguns métodos tém sido empregados na producdo animal com o intuito de
identificar e diferenciar essas proteinas, principalmente em animais produtores de
carne, tornando possivel correlacionar a proporgéo ou a evidéncia de cada isoforma
com o tipo de fibra e, consequentemente, com o desenvolvimento muscular e as
caracteristicas qualitativas do produto final.

A técnica da eletroforese tem se mostrado uma ferramenta valiosa para a
analise bioquimica das MyHC e de outras proteinas musculares (CLAEYS et al., 1995;
KOLCZACK et al., 2003b; SAWDY et al., 2004; MIZUNOYA et al., 2008). Esta técnica
evidencia os padroes polimoérficos das proteinas, dissociando suas cadeias
polipeptidicas em cadeias simples e com cargas negativas, possibilitando a
determinagcdo do peso molecular dos componentes protéicos do musculo, além de
permitir a analise qualitativa de proteinas e suas subunidades (CLAEYS et al., 1995).
A presenca do detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) na solugédo carreadora
propicia a separagdo das proteinas em funcdo do peso molecular, pois recobre as

moléculas com cargas negativas deslocando-as através da corrente elétrica.
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A literatura disponibiliza muitos trabalhos empregando a eletroforese em SDS
com o objetivo de se caracterizar e estudar especificamente algumas proteinas
miofibrilares e sua relagdo com a maciez da carne (YOUNG & DAVEY, 1981; CLAEYS
et al.,, 1995; NEGISH et al.,, 1996; KOOHMARAIE et al., 2002; KOLCZAK et al.,
2003a).

Com relacdo a espécie bubalina, alguns estudos abordaram a composicao
protéica muscular e sua relagdo com parametros qualitativos da carne, principalmente
a maciez (SOARES & AREAS, 1995; NAVEENA et al., 2004; NEATH et al., 2007a;
NEATH et al., 2007b), porém, nenhum dos autores citaram a possivel relagdo entre as
isoformas da MyHC e tais caracteristicas.

Tendo em vista a escassez de estudos referentes a caracterizacao dos tipos de
fibras musculares, bem como a analise das caracteristicas do crescimento muscular
na espécie bubalina, torna-se imprescindivel que pesquisas sejam realizadas, de
forma a contribuir, ao mesmo tempo, com as necessidades do produtor (menor tempo
para o abate, menor custo de produgéo) e as exigéncias do consumidor com relagao
ao produto final (carne de qualidade). Os resultados obtidos, a partir do estudo de
meétodos histolégicos de animais abatidos com idade ao redor dos 18 meses, também
podem ajudar a definir melhor a diversidade dos tipos de fibras e das MyHCs,
proporcionar maior confiabilidade nos dados e, assim, definir com mais precisdo as
caracteristicas morfoldégicas e bioquimicas do tecido muscular. Estes dados podem
contribuir para o entendimento sobre as variagdes geradas pelo crescimento animal na
qualidade do produto (carne) que consumimos.

Desse modo, objetivou-se com o presente estudo caracterizar qualitativa,
morfologica e bioquimicamente os musculos Longissimus dorsi e Semitendinosus de
bubalinos Mediterraneos n&o castrados abatidos em diferentes pesos assim como,

analisar a correlagéo entre a MyHC com o desempenho e qualidade da carne.
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O Capitulo 2, intitulado Caracterizagdo das miosinas de cadeia pesada e
das fibras musculares de bubalinos Mediterraneo, foi redigido de acordo com as
normas para publicagdo na revista Meat Science. Objetivou-se com o presente estudo
caracterizar o perfil de miosinas de cadeia pesada e os diferentes tipos de fibras dos
musculos Longissimus dorsi e Semitendinosus de bubalinos Mediterraneo e suas
possiveis modula¢des de acordo com os diferentes pesos de abate.

O Capitulo 3, intitulado Correlacéo entre as isoformas de MyHC e tipos de
fiboras musculares com pardmetros de qualidade da carne de bubalinos
Mediterréneo, foi redigido de acordo com as normas para publicacdo na revista Meat
Science. Objetivou-se com o presente estudo correlacionar os diferentes tipos de
miosinas de cadeia pesada e os tipos de fibras existente no musculo Longissimus
dorsi de bubalinos Mediterraneo com os parametros relacionados a qualidade da

carne dentro dos diferentes pesos de abate.
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CARACTERIZACAO DAS MIOSINAS DE CADEIA PESADA E DAS FIBRAS
MUSCULARES DE BUBALINOS MEDITERRANEO

Resumo

Sabendo-se do grande potencial dos bubalinos como produtores de carne e da
importancia da andlise das fibras musculares para a caracterizagdo da qualidade da
carne, objetivou-se neste estudo avaliar as isoformas da miosina de cadeia pesada
(MyHC) e os tipos de fibras dos musculos Longissimus dorsi (LD) e Semitendinosus
(ST) de 28 bubalinos Mediterraneo néo-castrados e a possivel modulagdo de acordo
com os diferentes pesos de abate (450, 480, 510 e 540 kg). Amostras dos musculos
foram coletadas e submetidas as técnicas de eletroforese (SDS-PAGE), m-ATPase e
NADH-TR. Foram analisadas a porcentagem relativa das isoformas de MyHC, assim
como, frequéncia, area e diametro das fibras musculares. Constatou-se que bubalinos
Mediterraneo n&o possuem a isoforma MyHC IlIb, apresentando somente trés
isoformas de MyHC (lla, lIx/d e |), cujas porcentagens n&o variaram significativamente
(P > 0,05) entre os pesos de abate. A presencga de fibras musculares hibridas (IIA/X)
nos musculos LD e ST permitiu a classificacdo dos tipos de fibras pela atividade
contratil, em fast e slow. Para ambos os musculos, a frequéncia foi maior para as
fibras fast em todas as categorias avaliadas, porém houve diferenca (P < 0,05) na
frequéncia dos tipos de fibras dos musculos LD e ST de acordo com os pesos de
abate. Os animais abatidos aos 540 kg obtiveram maiores valores para area e
didmetro das fibras, tanto para o LD quanto para o ST. O musculo ST apresentou
maiores valores de area e diametro que o musculo LD para todos os pesos de abate

avaliados, revelando o crescimento mais tardio.

Palavras chave: Bufalos de rio, Musculo esquelético, MyHC
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CHARACTERIZATION OF MYOSIN HEAVY CHAIN AND MUSCLE FIBERS OF
MEDITERRANEAN BUFFALOES

Abstract

Knowing of the great productive potential of the water buffalo as meat producer and of
the importance of the research of muscle fiber types for the characterization of the
meat quality, the aim of the study was to evaluate Myosin Heavy Chain Isoforms
(MyHC) and the muscle fiber types of Longissimus dorsi (LD) and Semitendinosus (ST)
muscles of 28 Mediterranean buffaloes not-castrated and its possible modulation
according with the different slaughter weights (450, 480, 510 and 540 kg). Samples of
the muscles were collected and submitted the electrophoresis (SDS-PAGE), m-
ATPase and NADH-TR techniques. The relative percentage of isoforms MyHC were
measured, as well as, frequency, area and diameter of muscle fiber types. The
absence of MyHC llIb isoform in Mediterranean buffaloes was evidenced, which had
only three MyHC isoforms (lla, lIx/d and ), whose percentage had not varied
significantly (P > 0.05) between the slaughter weights. The presence of hybrid fibers
(IA/X) in muscles LD and ST allowed to the classification of the fiber types for a
contraction activity, in fast and slow. For both muscles, the frequency was higher for
fiber fast in all the evaluated categories, however had differences (P < 0.05) in the
frequency of muscle fiber types LD and ST in the slaughter weights evalueted. The
animals of slaughter weight 540 kg showed higher values for area and diameter of the
fibers, as much for the LD as well as the ST. Muscle ST presented greater values of
area and diameter then muscle LD for all slaughtered weights evaluated, disclosing the

more delayed growth.

Keywords: MyHC, Skeletal muscle, Water buffalo
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1. Introducdo

A demanda alimentar por proteina animal e a exigéncia por um produto saudavel
e de qualidade tém aumentado constantemente. Neste contexto, o bubalino (Bubalus
bubalis) aparece como mais uma alternativa e demonstra capacidade de suprir as
necessidades dos consumidores de proteina animal. Sistemas de produgao que visam
0 aumento da massa muscular em menor periodo de tempo tém revelado que o
bubalino demonstra grande aptidéo para o ganho de peso e, consequentemente, para
o alto rendimento de carcaga e de cortes comerciais (Jorge et al.,1997; Vaz, Restlé,
Bondaini & Pacheco, 2003; Jorge, Andrighetto, Millen, Calixto & Vargas, 2006;
Francisco, Jorge, Andrighetto, Rodrigues, Pinheiro & Silva, 2009). Porém, para que
esse desempenho seja satisfatério o conhecimento sobre o desenvolvimento e o
crescimento muscular é imprescindivel.

Alguns fatores podem promover modificagbes no perfil miofibrilar, como sexo,
idade, fungdo do musculo, tipo de inervagéo, heranga genética, condi¢des ambientais,
como também o sistema de produgao (Ashmore, 1974; Arnold & Meyer, 1988; Ozawa
et al., 2000; Bee, Calderini, Biolley, Guex, Herzog & Lindemann, 2007).

Animais produtores de carne submetidos a um sistema intensivo de criagao
apresentam maior frequéncia das fibras de contragédo rapida comparada a das fibras
lentas, porém, Solomon, West e Carpenter (1985) observaram, em bubalinos, a
auséncia da fibra FG no musculo longissimus e elevada frequéncia das fibras SO
comparada a FOG, sugerindo que estes animais estariam, ainda, sob efeito da
selecdo natural (constante instinto de fuga) o que aumentaria a necessidade pelas
fibras oxidativas, j& que essas respondem a fadiga mais lentamente que as fibras
glicoliticas.

Estudos com varias espécies domésticas (Ashmore, Tompkins & Doerr, 1972;
Pette & Staron, 2000; Peinado et al., 2004; Albrecht, Teuscher, Ender & Wegner,

2006) tém abordado a importancia do conhecimento das caracteristicas das fibras
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musculares e suas possiveis modulagbes durante o crescimento. A utilizagdo de
métodos histoquimicos, como a m-ATPase, e a técnica de eletroforese possibilitam
uma melhor classificagao dos tipos de fibras.

O perfil eletroforético da miosina de cadeia pesada (MyHC) permite revelar as
isoformas de miosinas (MyHC I, MyHC lla, MyHC IIx ou MyHC Illd e MyHC lIb)
existentes no musculo, as quais ndo poderiam ser identificadas somente com analises
convencionais como a m-ATPase. Contudo, ha uma relacido entre as fibras
identificadas pela ATPase e as isoformas de miosinas obtidas na eletroforese, pois,
uma fibra muscular pode conter especificamente uma isoforma, ou seja, fibra lenta
oxidativa (slow twich oxidative - SO, IA, BR ou vermelha) contém MyHC I; fibra rapida
oxidativa/glicolitica (fast twich oxidative glycolytic - FOG, IIA, aR ou vermelha) contém
MyHC lla; fibra rapida glicolitica (fast twich glycolytic - FG, 1IB, aW ou branca) contém
MyHC llb. Essas fibras sdo denominadas puras. Entretanto, a fibra pode conter
simultaneamente varias isoformas de MyHC e ser denominada de fibra hibrida, em
contraste com a fibra pura.

Sabendo-se do potencial produtivo da espécie bubalina (Bubalus bubalis) como
produtora de carne e da escassez de trabalhos referentes as possiveis modulagdes
das fibras musculares no desenvolvimento desses animais, objetivou-se com este
trabalho caracterizar o perfil das isoformas das miosinas de cadeia pesada e a analise
dos tipos de fibras dos musculos Longissimus dorsi e Semitendinosus de bubalinos
Mediterraneo terminados em confinamento, abordando as possiveis modulagées das

fibras musculares de acordo com os diferentes pesos de abate.

2. Material e Métodos
2.1. Local, animais utilizados, instalacdes e periodo experimental
O experimento foi desenvolvido na Universidade Estadual Paulista — FMVZ -

UNESP, Botucatu/SP, Brasil, sendo realizado de acordo com os principios éticos na
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experimentacdo animal (protocolo n° 07/2008-CEEA) determinados pela Camara de
Etica em Experimentagdo Animal da referida instituicéo.

As andlises das fibras musculares foram realizadas no laboratério de Biologia do
Musculo Estriado do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias — UNESP
- Botucatu/SP, Brasil.

Foram utilizados 28 bubalinos (Bubalus bubalis) machos, ndo-castrados, puros
de origem, da raca Mediterraneo, filhos de um mesmo touro, recriados em pastagem
nativa e com idade média inicial de 14 £ 1,66 meses e peso vivo (PV) médio inicial de
aproximadamente 330 + 9,62 kg, que foram adquiridos do rebanho da Fazenda Trés
Rios, situada no municipio de Caraguatatuba, litoral norte do Estado de Sao Paulo,
Brasil.

Ao chegarem ao local do experimento, os animais foram pesados, apés jejum de
s6lidos e liquidos de 16 h, identificados com brincos numerados e submetidos ao
controle de endo e ectoparasitas. Os mesmos foram mantidos em regime de
confinamento, distribuidos aleatoriamente em quatro baias coletivas, as quais
possuiam area total de 300 m?, sendo 70 m? cobertos com sombra artificial por meio
de sombrite; e providas de 10 metros lineares de comedouro de concreto e bebedouro
do tipo australiano com capacidade para 1.500 litros e béia automatica.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, com sete
animais cada, que correspondiam as categorias de pesos preconizadas para o abate:
450, 480, 510 e 540 kg PV.

O periodo de adaptacéo, as instalacdes e a alimentagao, foi de 28 dias. Durante
todo o periodo experimental, os animais receberam ragdo balanceada ad libitum,
formulada segundo as normas do NRC (1996), nivel 2, de modo a permitir um ganho
médio diario de 1,3 kg PV. A proporgédo concentrado:volumoso foi mantida préxima de

70:30, na matéria seca (MS).
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Os animais eram alimentados duas vezes ao dia (refei¢gdes iguais) as 8h00 e as
15h00. A quantidade de racdo foi ajustada, de forma que as sobras foram mantidas
entre 5 e 10% do fornecimento inicial. Tanto a quantidade de ragéo fornecida quanto
as sobras foram registradas, semanalmente, para que fosse possivel realizar o ajuste
do consumo de alimentos.

A composicéo percentual da dieta e dos nutrientes utilizados no experimento é

apresentada na Tabela 1.

2.2. Manejo pré-abate, abate e coleta dos dados

As pesagens dos animais foram realizadas a cada 28 dias. Quando préximos
dos pesos pré-estabelecidos para o abate (450, 480, 510 e 540 kg PV) os animais
eram pesados a intervalos mais curtos, a cada 14 dias. Antes do abate, os animais
foram submetidos a um periodo de jejum de 16 horas, com livre acesso a agua. O
abate foi realizado em frigorifico comercial, obedecendo ao fluxo normal do
estabelecimento, a insensibilizacdo foi realizada com pistola de dardo cativo e
posterior sangria por se¢ao da veia jugular.

As carcagas foram lavadas com agua clorada (500 ppm de cloro ativo) e, em
seguida, submetidas ao resfriamento tradicional, por 24 horas a temperatura ambiente
da camara de 0 a 4 °C.

Decorrido o resfriamento, a meia-carcagca esquerda de cada animal foi
seccionada entre a 122 e 132 costelas e, durante os procedimentos de desossa, foram
retiradas amostras do musculo Longissimus dorsi (LD) entre a 122 e 132 costelas, e do
musculo Semitendinosus (ST), tomando-se o devido cuidado para que as amostras
fossem retiradas de uma mesma regido do musculo de cada animal. Foram coletados
aproximadamente 10 g de cada musculo para andlise das fibras, as quais foram
mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos, sendo em seguida processadas.

O processamento consistiu em retirada de um fragmento com aproximadamente 0,5



29

cm?® que foram passados em talco, imersos em nitrogénio liquido por um minuto e
acondicionados em tubos plasticos (Eppendorfs®) identificados; ap6s isso foram
transportados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -80

°C.

2.3. Eletroforese SDS-PAGE

Para a analise das miosinas de cadeia pesada, as amostras dos musculos foram
processadas de acordo com a metodologia de Toniolo et al. (2007) e submetidas a
corrida eletroforética.

A separagao das isoformas de MyHC foi realizada segundo a metodologia de
Mizunoya, Wakamatsu, Tatsumi e lkeuchi (2008) com algumas adaptagbes. O gel de
separagao foi obtido a partir de 35% v/v glicerol (100%), 2,667% v/v acrilamida-bis
(99:1), 0,995% v/v agua destilada, 1,333% v/v 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 1% viv 1 M
glicina, 0,4% v/v SDS (10%), 0,1% v/v persulfato de Aménio (10%), 0,005% v/v
TEMED. O gel de empacotamento consistiu em 30% v/v glicerol (100%), 1,333% v/v
acrilamida-bis (50:1), 3,362% v/v agua destilada, 1,4% v/v 0,5 M Tris-HCI (pH 6,7),
0,4% v/v 100 mM EDTA (pH 7,0), 0,4% v/v SDS (10%), 0,1% v/v persulfato de ambnio
(10%), 0,005% v/v TEMED. Foram utilizadas placas de 16 cm de comprimento, 14 cm
de largura e pentes de 0,75 mm de espessura. Em cada pocgo foi aplicado 15 ul de
cada amostra processada. A corrida eletroforética foi realizada a 4 °C por 26 h, 180 V
e 13 mA. Os géis foram corados com Coomassie brilliant blue e fotografados por meio
do aparelho Image Quant 300TL v.2002.01 — Analysis Software (GE HealthCare). A
quantificacdo das cadeias de miosinas foi realizada por densiometria, por meio do
software Image Master VDS (v.3.0), com base densidade 6ptica integrada (IOD).
Como parametro para a classificagdo das isoformas de miosinas de cadeia pesada foi

utilizado o musculo Plantaris de rato.
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2.4. Avaliagdo da morfometria e das caracteristicas dos tipos de fibras musculares

As amostras foram retiradas do freezer, transportadas em nitrogénio liquido e
transferidas para o micrétomo criostato a -20 °C (Leica CM 1900, Leica).

Para a realizagcdo dos cortes, os fragmentos musculares foram fixados
perpendicularmente em suportes metalicos do préprio micrétomo, com a ajuda da
resina Jung Tissue Freezing Medium (Leica Instruments), onde varias séries de cortes
com 10 pm de espessura foram obtidos e fixados em laminas previamente
identificadas.

A orientagdo das fibras musculares e a integridade das amostras foram
verificadas com a primeira série de cortes por meio da técnica da Hematoxilina-Eosina
(HE), descrita por Lillie (1954).

Para a montagem das laminas, os cortes foram desidratados rapidamente em
alcool (95%, 100% 1, 100% 11, 100% III) e xilol (alcool/xilol -50%/50%, xilol 1, xilol II, xilol
[l montagem). A resina utilizada para a fixagdo da laminula foi o Permount.

Uma segunda série de cortes foi utilizada para demonstragcdo do metabolismo
oxidativo da nicotinamida adenina tetrazélio redutase (NADH-TR), utilizando a técnica
modificada por Dubowitz e Brooke (1973), que consiste em: aplicagcdo da solugao de
NADH sobre os cortes, obtida a partir de 4,5 mg de NADH reduzido; 5,6 mg de NBT
(Nitro Blue Tetrazolium) e 5,6 ml de Tampéo Tris (0,2 M e pH 7,4); incubacdo em
estufa a 37 °C por 40 minutos; lavagem das laminas com agua destilada para retirar o
excesso da solugdo; fixacdo em formol 5% tamponado por 5 minutos; lavagem com
agua destilada. A desidratacdo e a montagem das I&minas foram realizadas como
citado anteriormente.

Posteriormente, uma terceira série de cortes foram submetidos a reacgéo
histoquimica de ATPase-miofibrilar (Lowe, 1997) com incubagao alcalina, cujos os pHs
foram padronizados neste estudo para os musculos dos bubalinos (pH=9,83 e

pH=9,53, para os musculos LD e ST, respectivamente). Essa técnica foi utilizada para
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verificagdo da atividade contratil e diferenciagédo dos tipos de fibras musculares, e
consistiu na preparacao de trés solugdes iniciais: Solugdo A (Glicina 0,1 M) - 0,75 g de
Glicina, 0,585 g NaCl, 100 ml Agua destilada; solugdo B (Glicina/NaCl 0,1 M com
CaCl, 0,75 M) — 50 ml solugéo A e 10 ml CaCl, 0,75 M (foi adicionado NaOH 0,1 M até
atingir pH entre 9,6 e 9,8, aferindo sempre com um pHametro); solugédo C (ATP) — 5
mg ATP em 10 ml solucdo B, na qual ajustou-se o pH desejado adicionando-se NaOH
0,1 M (para pH mais alcalino do que a solugéo inicial) ou HCI 0,1 M (para pH menos
alcalino do que a solugao inicial). As etapas seguintes consistiram em: incubagéo dos
cortes na solucdo C em estufa por tempo determinado na padronizacdo e de acordo
com cada musculo (LD = 15’; ST= 13’); lavagem das ldminas com agua destilada
tomando o devido cuidado para que os cortes ndao se desprendam da |amina; Aplicar
CoCl; 2% sobre os cortes e deixar agir por 5 minutos; Enxaguar bem as laminas com
agua destilada; Adicdo da solucdo de Sulfeto de Amoénio (1:10) por 30 segundos.
Procedeu-se a desidratacdo dos cortes e a montagem das laminas como citado
anteriormente.

Para as mensuragbes da frequéncia, da area e do menor didmetro, cinco
campos foram amostrados em cada corte, resultando em aproximadamente 400 fibras
por animal, por intermédio do analisador de imagens computadorizadas (Digital Image
Analysis System QWin v3 for Windows / Leica, Wetzlar, Germany), utilizando objetiva

de 20x (1 pixel = 0,4 pym).

2.5. Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (pesos de abate) e sete repeti¢des.

A andlise dos dados obtidos das diversas variaveis foi realizada pelo

procedimento GLM (General Linear Model) do Sistema de Analise Estatistica (SAS,
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2001). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e consideradas

significativamente diferentes se P < 0,05.

3. Resultados
3.1. Eletroforese

A eletroforese dos musculos LD e ST revelou, para todas as categorias de pesos
de abate, trés bandas de intensidades variaveis que foram caracterizadas como
isoformas da MyHC a partir da comparagéo com o padrao utilizado (musculo Plantaris
de rato). De acordo com Weydert et al. (1983), pequenos roedores apresentam quatro
isoformas da MyHC (I, lla, lIx/d, IIb) pois a separacao eletroforética das isoformas
MyHC lIx e MyCH Ild é dificultada devido a proximidade de seus pesos moleculares,
fazendo com que aparegam em uma unica banda definida como MyHC lix/d (Bee,
Solomon, Czerwinski, Long & Pursel, 1999).

Assim, nos bubalinos deste experimento observamos a presenca das isoformas
MyHC lla, MyHC lIx/d e MyHC |, respectivamente (Fig. 1), e a auséncia da isoforma
MyHC llb nos musculos LD e ST.

Nas Figs. 2a e 2c sao apresentadas as porcentagens relativas das trés
isoformas de MyHC encontradas em ambos os musculos, assim como, a porcentagem
agrupada (Figs. 2b, 2d) em fast (MyHC Ila e MyHC lIx/d) e slow (MyHC |), para cada
categoria de peso de abate. A analise dos dados demonstra que a frequéncia de uma
mesma isoforma nao diferiu (P > 0,05) entre as categorias de peso de abate, tanto
para o musculo LD quanto para o ST.

Ao agrupar as isoformas, classificando-as somente em fast e slow, observa-se
que ambos os musculos apresentam uma maior porcentagem de isoformas fast (LD -
65, 61, 59 e 65%; ST — 89, 93, 92 e 92%, para as categorias de 450, 480, 510 e 540

kg, respectivamente). Porém, a relagéo fast:slow é maior para o musculo ST do que
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para o LD (Figs. 2b, 2d). As porcentagens fast e slow n&do apresentaram diferengas

significantes (P > 0,05) entre as categorias de peso estudadas.

3.2. Analise morfolégica: HE, m-ATPase e NADH-TR

Analisando a integridade das fibras através da técnica de Hematoxilia-Eosina
(HE), verificou-se que as fibras estavam integras e aptas a serem utilizadas em outras
analises. Os cortes apresentam fibras em forma de mosaico, caracteristico do tecido
animal, com alguns nucleos periféricos aparentemente visiveis. Comparando as
categorias de abate, ndo houve diferenca no tamanho das fibras que fosse
visualmente perceptivel, para ambos os musculos.

A analise de m-ATPase alcalina nos musculos LD e ST revelou trés tipos de
fibras musculares que permitem classifica-las, de acordo com a atividade contratil,
como fast (intensidade forte e moderada) e slow (fraca intensidade de coloragéo).

A reacdo de NADH-TR possibilitou evidenciar o metabolismo das fibras e, por
meio de comparagdes com cortes seriados, verificar que algumas fibras dos musculos
LD e ST, que tiveram forte intensidade na coloracdo pela m-ATPase, mostraram tanto
o metabolismo glicolitico como o oxidativo (Fig. 3). Porém, nos dois musculos
analisados, todas as fibras que demonstraram baixa ou moderada atividade miofibrilar
(fraca e moderada intensidade de coloragdo, respectivamente) na reacdo de m-
ATPase apresentaram alta e moderada atividade enzimatica, respectivamente, pela

técnica de NADH-TR.

3.3. Morfometria: Frequéncia, Area e Diametro das fibras musculares
Para as mensuragbes dos parémetros frequéncia, area e didmetro, as fibras
foram classificadas de acordo com sua atividade contratil, em fast e slow.

A Tabela 2 apresenta os resultados das mensuragdes nos musculos LD e ST.
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Os resultados para frequéncia dos tipos de fibras, no musculo LD, demonstraram
que houve diferenca (P < 0,05) entre as categorias de peso de abate. Animais com
peso de abate aos 450 kg apresentaram menor frequéncia das fibras do tipo slow e
maior do tipo fast quando comparados aos mesmos tipos de fibras dos animais da
categoria 510 kg. Ao analisar os dados para este mesmo paradmetro no musculo ST,
também se constata diferenca significativa (P < 0,05) entre as categorias, no entanto,
resultados apontam que animais da categoria de 450 kg possuem uma maior
quantidade de fibras slow e menor de fibras fast quando confrontados com os animais
das demais categorias de peso de abate.

Para ambos tipos de fibras mensuradas no musculo LD, os animais das
categorias 450 e 540 kg manifestaram menores e maiores areas (P < 0,05),
respectivamente, comparados aos outros pesos de abate; essa evolugdo no tamanho
da area nao foi significativa (P > 0,05) para o musculo ST.

N&o houve diferenca (P > 0,05) para o parametro didmetro das fibras fast, em
ambos os musculos, entre as categorias avaliadas. As fibras slow atingiram o maior
didmetro na categoria 540 kg de peso ao abate, apresentando diferencas (P < 0,05)
entre as demais categorias.

As fibras do musculo ST obtiveram valores para os paradmetros area e didmetro
numericamente superiores as fibras do musculo LD em todas as categorias de peso

de abate analisadas.

4. Discusséo

O foco deste estudo foi fazer uma caracterizacéo de dois musculos de bubalinos
Mediterraneo através da observagédo do perfil eletroforético das miosinas de cadeia
pesada (MyHC), dos tipos de fibras e suas possiveis modulagdes de acordo com os
pesos de abate preconizados. Foi possivel evidenciar que bubalinos Mediterraneos,

produzidos nas condi¢gdes deste estudo, apresentam trés isoformas da miosina de
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cadeia pesada (MyHC |, MyHC lla e MyCH lIx/d) cujas porcentagens relativas foram
diferentes para cada mdusculo analisado. Essa diferenga nas porcentagens das
isoformas esta relacionada com a fungéo de cada musculo. Musculos posturais que
sdo requisitados constantemente, como o LD, apresentam maior quantidade de
isoformas MyHC |, comparados aos musculos de explosao, como o ST.

Além deste fato, ficou constatado que bubalinos ndo possuem a isoforma MyHC
lIb. Estudos (Chikuni, Tanabe, Muroya & Nakajima, 2001; Mascarello, Maccatrozzo,
Toniolo & Reggiani, 2004; Toniolo et al., 2004) relataram que, em grandes mamiferos,
a isoforma MyHC IIb é perceptivel no RNAmM de musculos especializados como o
extraocular, masseter e retrator do bulbo, sendo que, sua presenga em musculo
esquelético € encontrada somente em suinos, ratos e marsupiais. Em estudo com
diversas espécies de animais, Chikuni, Muroya e Nakajima (2004) também verificaram
a auséncia dessa isoforma em bubalino.

A evidéncia neste estudo de que bubalino ndo possui a isoforma MyHC llIb gera
controvérsia a respeito da classificagdo dos tipos de fibras pelo método da m-ATPase.
Sabendo-se que fibras puras s&o aquelas que possuem uma Unica isoforma de MyHC,
pode-se afirmar que bubalinos ndo possuem fibras do tipo IIB e que, na realidade, as
fibras que reagem intensamente pela técnica de ATPase alcalina sao fibras hibridas,
possivelmente fibras 2A/X ou 2X/D. Solomon et al. (1985), ao avaliarem o musculo
longissimus de bubalinos pelas técnicas de m-ATPase e NADH-TR, observaram a
presenca de dois tipos de fibras, FOG (lIA) e SO (IA), sendo que o tipo SO apresentou
maior frequéncia. No presente estudo, foram evidenciados trés tipos de fibras por
intermédio das mesmas reacdes utilizadas por esses autores. Assim, foi possivel
confrontar, por meio de cortes seriados realizados nos musculos LD e ST, a atividade
contratil (m-ATPase) com o metabolismo oxidativo (NADH-TR) de cada fibra. Essa

comparacgéo revelou que fibras que apresentam a mesma atividade contratil podem
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revelar metabolismo mais intenso ou moderado, fato que reforca a idéia da presenca
da fibra hibrida.

Dados da literatura (Gorza, 1990; Gil, Lopez-Albors, Vazquez, Latorre, Ramirez-
Zarzosa & Moreno, 2001; Peinado et al., 2004) demonstraram que situacao similar a
descrita no presente experimento ocorreu em outras espécies animais (cunideos,
ovinos, roedores, suinos), onde os autores descreveram que fibras FOG e FG nao
podem ser comparadas com fibras IlA e IIB, respectivamente, pois algumas fibras IIB
apresentaram atipica atividade oxidativa e que podem corresponder a um tipo de fibra
particular nomeada de IIX. O aparecimento e/ou identificacdo desse tipo de fibra em
bubalinos pode ser atribuida ao efeito da domesticagdo (Ashmore et al., 1972) destes
animais, atuando na reducdo da exigéncia para a resisténcia muscular, ou seja, na
diminuicao da proporgéo de fibras slow.

Pela grande dificuldade de diferenciar os tipos de fibras puras (lIA e 1IX) das
fibras hibridas (IIA/X e IIX/D) a partir da intensidade das reacdes histoquimicas e
sabendo que a classificagdo por tal método pode induzir ao erro, optou-se por
classificar e, posteriormente, mensurar a area e o didmetro dos tipos de fibras
musculares de bubalinos, considerando a atividade contratil pela classificacédo das
fibras em fast e slow.

Desta forma, foi possivel constatar uma maior frequéncia de fibras fast nos
musculos LD e ST, tanto pela avaliagdo das isoformas de MyHC quanto das fibras
analisadas pelo método de m-ATPase, que talvez esteja relacionada com o sistema de
producao. Animais desenvolvidos para a producao de carne e condicionados a um
sistema intensivo, como nas condi¢gbes deste estudo, tendem a apresentar modulagao
das fibras. Nesse tipo de criagdo os animais permanecem mais 0Ci0OSOs, assim, 0s
musculos que nao sao frequentemente requisitados acabam modificando seu perfil.

A percepgéo da modulagéo fica evidente ao analisar as frequéncias dos tipos de

fiboras de ambos os musculos. As fibras slow do musculo LD aumentaram sua
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frequéncia até a categoria de peso de abate de 510 kg e diminuiram na categoria 540
kg. Os animais criados nesse sistema se alimentam constantemente fazendo com que
0s musculos posturais sejam mais solicitados, devido a necessidade de equilibrio para
se manter em pé frente ao comedouro. Ao ficarem mais pesados, 0os animais
diminuem as idas ao comedouro, permanecendo mais tempo ruminando (deitados)
pela dificuldade em levantar. Assim, as fibras slow, que passam a ser pouco
requisitadas, comegam a se modular em fibras fast. Gotoh (2003) constatou essa
mesma transigdo das fibras no musculo Longissimus thoraci de bezerros da raga
Japan Black, com aumento de fibras slow com paralela deplecao das fibras fast.

Com relagdo ao musculo ST, um musculo de exploséo utilizado como ponte
para a contracdo e relaxamento de outros musculos, possui sua funcéo reduzida em
sistema de criacdo intensivo, ja que nesse sistema nao ha necessidade nem
possibilidade do animal percorrer grandes distancias em busca de alimento. Desta
forma, um musculo que é utilizado esporadicamente aumenta sua caracteristica fast a
partir da modulagéo das poucas fibras slow existentes. Pette e Staron (2000) relataram
que em situagbes nas quais 0os musculos permanecem relaxados e sem sobrecarga,
ha uma diminuigédo das fibras slow e aumento das fibras fast. Pode-se constatar este
fato confrontando os dados das frequéncias dos tipos de fibras da primeira categoria
de abate (450 kg) com as demais.

Abordando o desenvolvimento da fibra, ambos os musculos apresentaram
maiores valores, para a area e o didmetro, na Ultima categoria de abate (540 kg),
conforme esperado, jA que o ganho de peso provoca a hipertrofia das fibras
musculares resultando em aumento de tamanho. Além disso, o avanco da maturidade
fisiologica também ¢é caracterizada pelo aumento do didmetro da fibra muscular
(Hawkins, Moody & Kemp, 1985).

Outro fato que deve ser enfatizado é a respeito da area da fibra muscular do ST,

que nao variou estatisticamente entre as categorias de abate e, além disso,
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apresentou valores numéricos de area e de didmetro de fibras superiores comparados
aos valores para o musculo LD. Essas caracteristicas nos permitem evidenciar o

desenvolvimento tardio do musculo LD em bubalinos.

Concluséo

E possivel prever as modulagdes nos tipos de fibras musculares, devido ao
desenvolvimento dos animais e de acordo com o sistema de producado. A presenca ou
auséncia de alguns tipos de fibras estdo relacionadas a varios fatores e o
conhecimento desta plasticidade permite direcionar a criagdo e produzir animais de
acordo com a necessidade do mercado. Neste estudo, a técnica da eletroforese em
SDS e as analises histoquimicas contribuiram com valiosas informacgbes para a
caracterizagcao dos tipos de fibras e estudos das MyHCs. Os musculos LD e ST de
bubalinos Mediterrdneo n&o possuem a isoforma MyHC-IIb, apresentando somente
trés isoformas de MyHC (I, lla e lIx/d); para os mesmos musculos, existe trés tipos de
fibras musculares, evidenciadas pela comparagdo dos métodos histoloégicos da m-
ATPase alcalina e do NADH-TR em cortes seriados; e, houve maior frequéncia de
fibras fast em todas as categorias de peso de abate para ambos os musculos
avaliados. Porém, é necessario executar mais trabalhos com a espécie bubalina com o
intuito de evidenciar as caracteristicas do desenvolvimento muscular em diversas
situacbes (sistemas de criagdo) para que, assim, as manipulagbes pelo homem na

criacao desses animais sejam realizadas de modo eficaz.
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Tabela 1. Composi¢éo percentual da dieta com base na matéria seca (MS).

Composicao da Dieta MS (%)
Silagem de milho 7,8
Feno de coast cross 20,6
Caroco de algodéao 8,2
Silagem de grdo umido de milho 46,0
Nucleo* 17,4
Nutrientes Estimados
Proteina Bruta (%) 13,0
Nutrientes Digestiveis Totais (%) 73,2
Fibra em Detergente Neutro (%) 23,6
Energia Metabolizavel (Mcal/kg) 2,7

*Composicédo do Nucleo: Ureia (6,25%), Levedura Seca (68,75%), Mistura Mineral**
(25%) e Rumensin® (3 ppm de monensina).

**Composi¢édo da Mistura Mineral por quilograma de produto: 75 g P, 126 g Ca, 160 g
Na, 240 g Cl, 20 g S, 15 mg Mg, 4.000 mg Zn, 1.800 mg Cu, 1.500 mg Fe, 1.400 mg

Mn, 150 mg Co, 120 mg 1,15 mg Se, 750 mg F (max), 50 mg palatabilizante.
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Fig. 1. Perfil eletroforético das isoformas de miosina de cadeia pesada (MyHC) nos
musculos Longissimus dorsi (LD) e Semitendinosus (ST) de bubalinos Mediterraneo,

em gel 8% SDS — PAGE.
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Fig. 2. Porcentagem relativa (%) das isoformas de MyCH presentes nos musculos
Longissimus dorsi (LD) e Semitendinosus (ST) de bubalinos Mediterraneo abatidos em

diferentes pesos.



47



48

Fig. 3. Técnica de m-ATPase alcalina (esquerda) e NADH-TR (direita) realizada em
cortes seriados nos musculos Longissimus dorsi (A) e Semitendinosus (B) de
bubalinos Mediterraneo. As setas apontam fibras que nao tiveram o comportamento
metabdlico esperado de acordo com a m-ATPase. 1 e 2 = fibras fast, intensidade de
coloracéao forte e moderada, respectivamente; 3 = fibra slow, intensidade de coloragéo

fraca; G = metabolismo glicolitico; O = metabolismo oxidativo. Aumento 20x.
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CAPITULO 3

O artigo a seguir esta
redigido de acordo com as
exigéncias para publicagéo
na revista Meat Science,
excetuando-se o idioma
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CORRELACAO ENTRE AS ISOFORMAS DE MyHC E TIPOS DE FIBRAS
MUSCULARES COM PARAMETROS DE QUALIDADE DA CARNE DE BUBALINOS
MEDITERRANEO

Resumo

Objetivou-se com este estudo correlacionar as isoformas da miosina de cadeia pesada
(MyHC) e os tipos de fibras com parédmetros da qualidade do musculo Longissimus
dorsi (LD) de 28 bubalinos Mediterraneo niao-castrados, abatidos em diferentes pesos
(450, 480, 510 e 540 kg). Amostras do musculo LD foram coletadas entre a 12-132
costelas e submetidas as técnicas de eletroforese (SDS-PAGE) e m-ATPase alcalina,
e as avaliagbes referentes as caracteristicas qualitativas, como cor (Co),
marmorizagdo (Mrb) e forca de cisalhamento (FC). Porcentagem das isoformas da
miosina (%MyHC lla, %MyHC lix/d, %MyHC I), assim como, frequéncia (Ffast, Fslow),
area (Afast, Aslow) e didmetro (Dfast, Dslow) das fibras musculares foram
mensuradas. Foi possivel observar alteragdes na qualidade da carne dos bubalinos de
acordo com as mudancas ocorridas nos tipos de fibras de acordo com o aumento do
peso de abate. Constatou-se correlacdo (P < 0,05) entre o peso de abate e os
parametros %MyHC lla (r = -0,51), %MyHC lIx/d (r = 0,38), Ffast (r = -0,63), Fslow (r =
0,63), Afast (r = 0,79), Aslow (r = 0,87), Dslow (r = 0,38), Mrb (r = 0,34) e FC (r = 0,70).
As variaveis Mrb e FC foram correlacionadas positivamente (P < 0,05) com a Aslow (r
= 0,42; r = 0,68, respectivamente). A cor da carne foi influenciada pelo didmetro da
fibra slow (r = 0,39; P < 0,05). A maciez da carne avaliada nos bubalinos tem

correlagdo com a area das fibras musculares.

Palavras chave: Bufalo de rio, carne, Longissimus, maciez



53

CORRELATIONS BETWEEN MUSCLE FIBER CHARACTERISTICS AND MEAT
QUALITY TRAITS OF MEDITERRANEAN BUFFALOES

Abstract

The aim of this study was to correlate Myosin Heavy Chain Isoforms (MyHC) and the
muscle fiber types with different parameters of quality in Longissimus dorsi muscle (LD)
of 28 not-castrated Mediterranean buffaloes slaughtered in different weights (450, 480,
510 and 540 kg). Samples of the LD were collected between 12-13tn ribs and
submitted to the techniques of electrophoresis (SDS-PAGE), alkaline m-ATPase and
evaluations to the qualitative characteristics, color (Co), marbling (Mrb) and shear force
(SF). Relative percentage of isoforms (%MyHC lla, %MyHC lIx/d, %MyHC I), as well
as, muscle fiber frequency (Ffast, Fslow), area (Afast, Aslow) and diameter (Dfast,
Dslow) were measured. It was possible to observe alterations in the water buffalo meat
quality according to the changes that occurred in muscle fiber types influenced by the
increase of the slaughter weight. Correlation was evidenced (P < 0.05) between the
slaughter weight and the parameters %MyHC lla (r = -0.51), %MyHC lIx/d (r = 0.38),
Ffast (r = -0.63), Fslow (r = 0.63), Afast (r = 0.79), Aslow (r = 0.87), Dslow (r = 0.38),
Mrb (r = 0.34) and SF (r = 0.70). The variable Mrb and SF were correlated positively (P
< 0.05) with the Aslow (r = 0.42; r = 0.68, respectively). Meat color was influenced by

the slow fiber diameter (r = 0.39; P < 0.05). The meat tenderness found in this

experiment is related to the area of muscle fiber types.

Keywords: Longissimus, Meat, tenderness, buffaloes
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1. Introducdo

Alguns parametros de qualidade da carne como cor, maciez e marmorizagao tém
peso fundamental no momento da escolha do produto pelo consumidor. A criagéo de
animais em sistemas de produgcdo que favoregcam tais atributos tem sido foco de
muitos produtores e frigorificos. Estudos revelam que o bubalino apresenta alto
rendimento de cortes carneos, com notaveis caracteristicas de qualidade quimica e
sensorial. A criagdo desses animais pode contribuir para o incremento da produgao de
carne de alto valor biolégico, atendendo as exigéncias dos consumidores (Jorge et
al.,1997; Jorge, Andrighetto, Millen, Calixto & Vargas, 2006; Andrighetto, Jorge, Roga,
Rodrigues, Bianchini & Francisco, 2008; Lapitan et al., 2008; Francisco, Jorge,
Andrighetto, Rodrigues, Pinheiro & Silva, 2009).

Varios autores (Renand, Picard, Touraille, Berge & Lepetit, 2001; Kolczak,
Pospiech, Palka & Lacki, 2003; Sawdy, Kaiser, St-Pierre & Wick, 2004) afirmam que
sdo multiplos os mecanismos envolvidos na expressido da qualidade da carne, e que
os efeitos da produgdo influenciam as caracteristicas musculares (colageno, fibras,
lipidios, enzimas) atuando nos atributos sensoriais. Outros estudos tém apresentado
correlagdes entre os tipos de fibras musculares ou isoformas de miosina de cadeia
pesada (MyHC) e a qualidade da carne (Klont, Brocks & Eikelenboom, 1998; Chang et
al., 2003; Maltin, Balcerzak, Tilley & Delday, 2003; Chikuni, Muroya & Nakajima, 2004).

Ao analisarmos os tipos de fibras musculares e suas relagdes com a qualidade
da carne, é importante considerar a funcdo a qual o musculo avaliado esta
relacionado. Musculos posturais, como o longissimus, ou outros que também sao
usados continuamente pelo animal, ttm uma proporcao elevada de fibras vermelhas
(oxidativas). Ja os musculos que sao utilizados ocasionalmente, tém uma proporgao
elevada de fibras brancas (glicoliticas). Além disso, musculos que possuem grande
propor¢do de fibras vermelhas necessitam de produgédo energética continua e,

consequentemente, de uma fonte constante de oxigénio, nutrientes e de remocéo de
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residuos, caracterizada pela circulagdo sanguinea (Ashmore, Topinkins & Doerr,
1972). A rede de capilares que abastece as fibras vermelhas esta relacionada
diretamente a deposigdo de gordura intramuscular (Gotoh, 2003; Franck, Figwer,
Godfraind, Poirel, Khazzaha & Ruchoux, 2007), pois as arteriolas invadem as fibras
vermelhas formando uma rede onde a gordura intramuscular é inicialmente
depositada. Desta forma, musculos que apresentam em sua composi¢ao maior
proporcdo de fibras vermelhas s&o dotados de maior quantidade de gordura
intramuscular. Além disso, esses tipos de musculos exibem coloragdo mais intensa
(escura) devido a presencga de grande quantidade do pigmento mioglobina nas fibras
vermelhas (Pearson & Young, 1989).

Esses fatores, somados ao efeito da domesticacdo dos animais produtores de
carne sobre as propriedades das fibras musculares, podem influenciar os processos
bioquimicos do musculo, tanto no pré como no post mortem, refletindo diretamente na
qualidade da carne.

Objetivou-se com este estudo correlacionar os tipos de fibras e miosinas de
cadeia pesada existentes no musculo Longissimus dorsi de bubalinos Mediterraneo

abatidos em diferentes pesos com parametros relacionados a qualidade da carne.

2. Material e Métodos
2.1. Instalacdes, animais utilizados e periodo experimental

O ensaio experimental foi desenvolvido na Universidade Estadual Paulista -
UNESP, Botucatu/SP, Brasil, sendo realizado de acordo com os principios éticos na
experimentacao animal (protocolo n° 07/2008-CEEA) determinados pela Camara de
Etica em Experimentagdo Animal da referida instituicéo.

As analises das fibras musculares foram realizadas no laboratério de Biologia do
Musculo Estriado do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias - UNESP,

Botucatu/SP, Brasil.
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Foram utilizados 28 bubalinos (Bubalus bubalis) machos, n&o-castrados, puros
de origem, da raca Mediterraneo, filhos de um mesmo touro, recriados em pastagem
nativa e com idade média inicial de 14 £ 1,66 meses e peso vivo (PV) médio inicial de
aproximadamente 330 * 9,62 kg, adquiridos do rebanho da Fazenda Trés Rios,
situada no municipio de Caraguatatuba, litoral norte do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Os animais foram mantidos em regime de confinamento, distribuidos
aleatoriamente em quatro baias coletivas (sete animais em cada baia), as quais
possuiam area total de 300 m? sendo 70 m? cobertos com sombra artificial por meio
de sombrite; e providas de 10 metros lineares de comedouro de concreto e bebedouro
do tipo australiano com capacidade para 1.500 litros com boia automatica.

O periodo de adaptacéo, as instalacées e a alimentacao, foi de 28 dias. Durante
todo o periodo experimental, os animais receberam ragdo balanceada ad libitum
fornecida duas vez ao dia e formulada segundo as normas do NRC (1996), nivel 2, de
modo a permitir um ganho médio diario de 1,3 kg PV. A proporgéo
concentrado:volumoso foi mantida proxima de 70:30, na matéria seca (MS). A
quantidade de racao foi ajustada para que as sobras fossem mantidas entre 5 e 10%
do fornecimento inicial. A composi¢do percentual da dieta e dos nutrientes utilizados

no experimento é apresentada na Tabela 1.

2.2. Manejo pré-abate, abate e coleta dos dados

As pesagens dos animais foram realizadas a cada 28 dias. Quando préoximos do
peso pré-estabelecido para o abate (450, 480, 510 e 540 kg PV) os animais eram
pesados a intervalos mais curtos, a cada 14 dias. Antes do abate, os animais foram
submetidos a um periodo de jejum de 16 horas, com livre acesso a agua. O abate foi
realizado em frigorifico comercial, obedecendo ao fluxo normal do estabelecimento, e
deu-se por insensibilizacdo com pistola de dardo cativo e posterior sangria por secéo

da veia jugular.
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As carcagas foram lavadas com agua clorada (500 ppm de cloro ativo) e, em
seguida, submetidas ao resfriamento tradicional, por 24 horas a temperatura ambiente
da camara de 0 a 4 °C. Decorrido o resfriamento, a meia-carcaga esquerda de cada
animal foi seccionada entre a 122 e 132 costelas e as amostras do musculo
Longissimus dorsi (LD), utilizadas nas analises, foram coletadas dessa regido durante

os procedimentos de desossa.

2.3. Eletroforese SDS-PAGE

Para a analise das miosinas de cadeia pesada, as amostras dos musculos foram
processadas de acordo com a metodologia de Toniolo et al. (2007) e submetidas a
corrida eletroforética.

A separagdo das isoformas de MyHC foi realizada segundo a metodologia de
Mizunoya, Wakamatsu, Tatsumi e lkeuchi (2008) com algumas adaptacgbes. O gel de
separacgao foi obtido a partir de 35% v/v glicerol (100%), 2,667% v/v acrilamida-bis
(99:1), 0,995% v/v agua destilada, 1,333% v/v 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 1% v/iv 1 M
glicina, 0,4% v/iv SDS (10%), 0,1% v/v persulfato de Amédnio (10%), 0,005% v/v
TEMED. O gel de empacotamento consistiu em 30% v/v glicerol (100%), 1,333% v/v
acrilamida-bis (50:1), 3,362% v/v agua destilada, 1,4% v/v 0,5 M Tris-HCI (pH 6,7),
0,4% v/v 100 mM EDTA (pH 7.0), 0,4% v/v SDS (10%), 0,1% v/v persulfato de aménio
(10%), 0,005% v/v TEMED. Foram utilizadas placas de 16 cm de comprimento, 14 cm
de largura e pentes de 0,75 mm de espessura. Em cada poco foi aplicado 15 ul de
cada amostra processada. A corrida eletroforética foi realizada a 4 °C por 26 h, 180 V
e 13 mA. Os géis foram corados com Coomassie brilliant blue e fotografados por meio
do aparelho Image Quant 300TL v.2002.01 — Analysis Software (GE HealthCare). A
quantificagdo das cadeias de miosinas foi realizada por densiometria, por meio do

software Image Master VDS (v.3.0), com base densidade o6ptica integrada (IOD).
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Como parametro para a classificagdo das isoformas de miosinas de cadeia pesada foi

utilizado o musculo Plantaris de rato.

2.4. Analise morfoldgica — m-ATPase

As amostras foram retiradas do freezer, transportadas em nitrogénio liquido e
transferidas para o micrétomo criostato a -20 °C (Leica CM 1900, Leica).

Para a realizacdo dos cortes, os fragmentos musculares foram fixados
perpendicularmente em suportes metalicos do préprio micrétomo, com a ajuda da
resina Jung Tissue Freezing Medium (Leica Instruments), onde varias séries de cortes
com 10 pm de espessura foram obtidos e fixados em laminas previamente
identificadas. Posteriormente, os cortes foram submetidos a técnica histoquimica de
ATPase-miofibrilar (Lowe, 1997) com incubacao alcalina (pH=9,83), para verificagéo
da atividade contratil e diferenciacdo dos tipos de fibras musculares. As fibras foram
classificadas em fast (forte e moderada intensidade de coloracédo) e slow (fraca
intensidade de coloragdo). Para as mensuragdes da frequéncia, da area e do menor
didmetro, cinco campos foram amostrados em cada corte, resultando em
aproximadamente 400 fibras por animal, por intermédio do analisador de imagens
computadorizadas (Digital Image Analysis System QWin v3 for Windows / Leica,

Wetzlar, Germany), utilizando objetiva de 20x (1 pixel = 0,4 um).

2.5. Analise da cor, escore de marmorizacao e forca de cisalhamento

A cor da carne foi determinada segundo Miiller (1980), apds o resfriamento das
carcacas no periodo de 24 horas, a uma temperatura de 1 °C. Foi realizado um corte
transversal no musculo Longissimus dorsi, na regido entre a 122 e a 132 costelas e,
ap6s 30 minutos, iniciou-se a avaliagéo seguindo a escala de pontos (1 = escura; 2 =

vermelha escura; 3 = vermelha levemente escura; 4 = vermelha; 5 = vermelha viva).
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Para a determinacdo do escore de marmorizacédo foi utilizada a metodologia
descrita pelo USDA Quality Grade (1997), sendo os escores de 1 a 10 onde: 1=
praticamente ausente, 2 = tragos, 3 = leve, 4 = pouco, 5 = modesto, 6 = moderado, 7 =
levemente abundante, 8 = moderadamente abundante, 9 = abundante e, 10 = muito
abundante.

Para a realizagédo da analise da for¢a de cisalhamento, foram retiradas amostras
do musculo Longissimus dorsi, de aproximadamente 2,5 cm de espessura, obtidas
entre a 122 e 132 costelas da meia-carcaca esquerda de cada um dos animais.

As amostras congeladas foram transferidas para um refrigerador e 14 mantidas
por aproximadamente 24 horas até atingirem temperatura de 2 a 5 °C. Passado esse
tempo, as amostras resfriadas foram assadas em forno elétrico até atingirem
temperatura interna de 71 °C, conforme procedimento desenvolvido por Wheeler,
Koohmaraie e Shackelford (1995). Apds este processo, as amostras foram resfriadas
por 24 horas, quando entéo foi realizada a retirada de seis cilindros de cada amostra,
com aproximadamente 1,27 cm de didmetro, a fim de se obter maior precisdo dos
dados na determinacao da forga de cisalhamento. O aparelho utilizado nas analises foi
o Warner-Bratzler Shear Force mecéanico com capacidade de 25 kgf e velocidade do

seccionador de 20 cm/minuto.

2.6. Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (pesos de abate) e sete repeti¢des.

A analise dos dados obtidos das diversas variaveis, bem como suas correlagbes
(Pearson), foi realizada pelo procedimento GLM (General Linear Model) do Sistema de
Andlise Estatistica (SAS, 2001). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e

consideradas significativamente diferentes se P < 0,05.
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3. Resultados e discusséao
Os resultados da correlagdo entre as caracteristicas morfolégicas das fibras
musculares e os indices qualitativos da carne de bubalino, obtidos em diferentes

pesos de abate, estdo apresentados na Tabela 2.

3.1. Correlagéo entre o peso de abate e as caracteristicas morfolégicas e qualitativas
do musculo.

Ao analisar a correlagdo entre o peso de abate e as isoformas de MyHC,
observa-se que houve correlagao significativa (P < 0,05) para ambas isoformas fast
(MyHC lla e MyHC lIx/d) encontradas, porém, essa correlagdo atuou de forma
contraria para cada uma. Ou seja, a MyHC lla apresentou correlagdo negativa em
relagcdo ao peso de abate, enquanto a isoforma MyHC lIx/d manifestou correlacao
positiva para 0 mesmo parametro. Ao avaliarmos os dados obtidos na frequéncia
histologica das fibras fast, observa-se que, assim como para a MyHC lla, a correlacao
(P < 0,01) foi inversamente proporcional ao aumento do peso de abate. Além disso,
verificou-se correlagéo significativa e positiva (P < 0,01) da frequéncia de fibras slow e
0 peso de abate. Pode-se atribuir a este fato a modulagéo dos tipos de fibras (IIX/D—
)IIA—IA) devido a constante utilizagdo do musculo pelo animal, favorecendo o
aparecimento de fibras slow durante seu desenvolvimento. Gotoh (2003) também
demonstrou aumento na frequéncia das fibras | (slow) de acordo com o aumento da
idade dos animais em varios musculos de bovinos Wagyu, dos 11 aos 29 meses de
idade. Resultados contrarios com bovinos foram relatados por Ashmore et al. (1972),
que atribuiram o aumento da quantidade de fibras fast ao desenvolvimento pds-natal.
Ozawa et al. (2000), analisaram o musculo Longissimus thoracis de bovinos e
atribuiram o aumento das fibras fast ao aumento do peso de abate provocado pela

ingestdo de dietas de alto valor energético. Esse desencontro de dados pode ser
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atribuido a diferencas entre espécie animal, tipo e regido do musculo analisado, assim
como o tipo de sistema producao que o animal foi submetido.

As correlagbes entre a area da fibra e o peso de abate foram positivas e
significativas (P < 0,01) para os dois tipos de fibras, fast e slow. A area das fibras
aumentou de acordo com a elevacdo do peso de abate, o que caracteriza o
desenvolvimento do musculo pela hipertrofia das fibras. Essa situacdo também se
reflete na correlacao positiva (P < 0,05) entre peso de abate e didmetro das fibras
slow, indicando seu aumento.

Para os parametros de qualidade e peso de abate (Tabela 2), a analise de
correlagdo demonstrou (P < 0,05) que animais mais pesados possuem maior
quantidade de marmorizagcdo e a carne com maior resisténcia ao corte. Apesar dessa
constatacdo, os bubalinos deste experimento apresentaram valores baixos para
gordura intramuscular avaliada subjetivamente (Tabela 3). A gordura foi praticamente
ausente nos animais da categoria de abate 450 kg, e evoluiu para tracos e leve, de
acordo com o aumento do peso de abate. Essa caracteristica pode estar relacionada
com a idade dos animais (jovens), pois a gordura intramuscular é depositada mais
tardiamente, depois da gordura subcutanea (Berg & Walter, 1983).

O fato dos animais apresentarem baixa quantidade de gordura intramuscular nao
comprometeu a maciez da carne, pois os bubalinos apontaram valores satisfatérios
para forca de cisalhamento que caracterizam a carne como macia, mesmo na
categoria de peso de abate mais elevado. Esses aspectos sugerem que a maciez da
carne nao esta vinculada somente aos niveis de gordura intramuscular e sim a outros
fatores como proteinas miofibrilares, tecido conjuntivo, sexo, raga, musculo e
degradacéo de proteinas no post mortem (Koohmaraie et al., 2002; Kuber et al., 2004).
Resultados semelhantes para os parametros de qualidade foram encontrados por
Andrighetto et al. (2008) ao avaliarem bubalinos Murrah abatidos em diferentes

periodos de confinamento (75, 100, 125 e 150 dias). Os resultados obtidos neste
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experimento para as variaveis qualitativas da carne favorecem a criagdo de bubalinos

destinados a producéo de carne.

3.2. Correlacdo entre as caracteristicas das fibras e os parametros de qualidade da
carne

Os parametros didmetro da fibra slow e cor (Tabela 2) apresentaram correlagao
positiva (P < 0,05); fato que pode estar correlacionado com a quantidade de
mioglobina existente na fibra muscular. Fibras que apresentam metabolismo oxidativo
possuem alta quantidade de mitocbndrias e pigmentos de mioglobina em abundancia.
As fibras do tipo | (slow) possuem maior quantidade de mitocdndrias, com ampla
distribuicdo dentro da fibra. Essas caracteristicas refletem na intensidade da cor
vermelha (Pearson & Young, 1989). Wegner, Albrecht, Fiedler, Teuscher, Papstein e
Ender (2000), relacionaram a palidez e a baixa quantidade de gordura do musculo
Semitendinosus a alta frequéncia das fibras |IB, a pequena area das fibras IIA e |,
indicando que a presenca das fibras slow é fundamental para a coloracdo vermelha da
carne.

Varios autores (Ashmore et al., 1972; Gotoh, 2003) atribuiram a quantidade de
gordura intramuscular a presenca das fibras vermelhas pelo fato dessas possuirem
metabolismo elevado, e alto requerimento de energia, necessitando de constante fonte
de oxigénio e nutrientes. Outros autores (Franck et al., 2007) complementaram que
existe uma alta correlagdo entre fibras slow e a quantidade de capilares, relacionando
isso ao aumento da maciez da carne em musculos que apresentam maior proporgéo
desse tipo de fibra. Porém, os dados do presente estudo apontaram correlagcéo
positiva (P < 0,05) entre a frequéncia das fibras slow e a forca de cisalhamento
(Tabela 2), assim como a correlagado negativa (P < 0,05) desta caracteristica com a
frequéncia das fibras fast, o que contradiz os autores citados. Verificou-se que a

isoforma MyHC lla possui correlagdo negativa (P < 0,01) com a for¢a de cisalhamento
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do musculo LD. Esse tipo de isoforma esta presente em fibras do tipo IIA
(intermediaria) que apresenta o metabolismo oxidativo/glicolitico e, apesar de também
ser considerada uma fibra vermelha, sua contribuicdo para a maciez seria pequena,
pois a quantidade de capilares € menor comparada a das fibras slow. A marmorizagao
foi correlacionada positivamente com a isoforma MyHC lld/x, outro fato conflitante, ja
que essa € a isoforma que mais se aproxima das caracteristicas da fibra IIB (ausente
em bubalino). Estudos revelam que esse tipo de fibra é correlacionado negativamente
com a gordura intramuscular (Ozawa et al., 2000; Gotoh, 2003).

Os dados referentes as dimensdes dos tipos de fibras indicam correlagao
positiva entre o tamanho da fibra e o peso de abate. Porém, ao avaliar os valores da
area e do didmetro (Tabela 4) e contrasta-los com os dados existentes na literatura
(lwamoto et al.,1991; Gotoh, 2003), observamos que o bubalino possui menor
didmetro de fibra (35,51 e 38,34 uym para slow e fast, respectivamente) comparado a
bovinos (40,74 e 54,45 ym para slow e fast, respectivamente) abatidos em idades
equivalentes (22 meses). Wegner et al. (2000) relataram que ha correlagédo negativa
entre o tamanho da fibra muscular e a maciez da carne em suinos, porém afirmaram
que a preciséo deste tipo de correlagdo em bovino ainda ndo esta definida. Contudo,
sugerimos que esse fato explique, em partes, valores mais baixos da resisténcia ao
corte da carne dos animais produzidos nas condi¢bes deste estudo. Segundo Maltin et
al. (2001), outros fatores podem estar relacionados a maciez, como a degradacgéo das
proteinas no post-mortem e o conteldo de colageno ao redor e entre as fibras. Assim,
ao se analisar parametros relacionados a qualidade da carne, deve-se examinar o

conjunto de fatores e acontecimentos que podem influenciar no resultado final.

Concluséo

As caracteristicas da qualidade da carne de bubalinos sofreram alteracdes pela

variagdo da fibra muscular atrelada ao desenvolvimento dos mesmos; o tamanho da
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fibra muscular apresentou relagdo com a maciez da carne avaliada, assim como, o
tamanho das fibras slow com os parametros cor e marmorizagdo. Os animais com
peso de abate mais elevado possuem carne com maior resisténcia ao corte e maior
grau de marmorizagdo devido a hipertrofia das fibras musculares. Entretanto, mais
estudos relacionados as caracteristicas qualitativas da carne bubalina precisam ser
realizados, a fim de elucidar fatores que ainda néo estao totalmente esclarecidos com

relacdo a essa espécie.
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Tabela 1. Composi¢éo percentual da dieta com base na matéria seca (MS).

Composicao da Dieta MS (%)
Silagem de milho 7.8
Feno de coast cross 20,6
Caroco de algodao 8,2
Silagem de grdo umido de milho 46,0
Nucleo* 17,4
Nutrientes Estimados
Proteina Bruta (%) 13,0
Nutrientes Digestiveis Totais (%) 73,2
Fibra em Detergente Neutro (%) 23,6
Energia Metabolizavel (Mcal/kg) 2,7

*Composicdo do Nucleo: Ureia (6,25%), Levedura Seca (68,75%), Mistura Mineral**
(25%) e Rumensin® (3 ppm de monensina).

**Composi¢cado da Mistura Mineral por quilograma de produto: 75 g P, 126 g Ca, 160 g
Na, 240 g Cl, 20 g S, 15 mg Mg, 4.000 mg Zn, 1.800 mg Cu, 1.500 mg Fe, 1.400 mg

Mn, 150 mg Co, 120 mg I,15 mg Se, 750 mg F (max), 50 mg palatabilizante.
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Tabela 2. Coeficientes de correlagdo de Pearson obtidos entre as caracteristicas das
fibras musculares e parametros de qualidade do musculo Longissimus dorsi de

bubalinos Mediterraneo.

Peso de abate Cor Marmorizacao FC*

Peso de abate - -0.06 0.34* 0.70**
MyHC

MyHC lla -0.51** 0.18 -0.18 -0.40*

MyHC lix/d 0.38* 0.20 0.44* 0.32

MyHC | -0.01 -0.33 -0.31 -0.03
Fast

Frequéncia -0.63** 0.27 -0.29 -0.40*

Area 0.79* -0.01 0.32 0.59**

Diametro 0.26 -0.03 0.06 0.27
Slow

Frequéncia 0.63** -0.27 0.29 0.40*

Area 0.87** -0.04 0.42* 0.68**

Diametro 0.38* 0.39* 0.05 0.34

'FC = Forc¢a de cisalhamento

*P < 0,05; **P < 0,01
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Tabela 3. Valores médios e desvio-padrao das caracteristicas qualitativas do musculo

Longissimus dorsi de bubalinos Mediterraneo nos diferentes pesos de abate.

Peso de abate (kg) Cor' Marmorizagdo® Forca de Cisalhamento (kgf)
450 4,00%+0,20 1,83 +0,43 2,67°+0,24
480 3,00°+0,22 1,80 0,48 3,67°° 0,26
510 2,87° 0,25 2,32 0,53 3,77% 0,30
540 3,64°° 0,10 2,80 +0,40 4,57% +0,22

aP\édias seguidas por letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (P < 0,05).

'Escala de 1 a 5 pontos, sendo 1 = vermelho escura e 5 = vermelho brilhante.

2Escore de 1 a 10 pontos, sendo 1= praticamente ausente e 10 = muito abundante.
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Tabela 4. Valores médios de area e diametro das fibras dos musculos Longissimus

dorsi de bubalinos Mediterraneo abatidos em diferentes pesos.

Peso de abate (kg)

Variaveis CV' (%)
450 480 510 540
Fast
Area (um?) 499,97° 748,43° 567,30 1100,892 14,86
Diametro (um) 38,10 36,18 38,34 40,80 13,03
Slow
Area (um?) 506,34° 781,32° 724,09° 1168,77° 13,39
Diametro (um) 39,24% 36,99° 35,51° 43,79° 9,34

abeMeédias seguidas por letras iguais na mesma linha, ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

'CV = Coeficiente de variagéo.
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IMPLICACOES

A bubalinocultura de corte no Brasil enfrenta varias barreiras, tanto em relagéo a
producao quanto ao escoamento do produto, pois esta limitada a nichos de mercados
ainda ndo explorados e/ou ignorados pela grande parte dos pecuaristas e da
populacao.

O desconhecimento dos produtores aliado ao pré-conceito dos consumidores,
em relagdo ao potencial dos bubalinos como produtores de carne, restringe uma
alternativa que poderia auxiliar a produgéo de alimentos. O fato dos bubalinos serem
considerados animais rusticos, faz com que os consumidores associem as
caracteristicas da carne desses a um produto de baixa qualidade. Essa opinido
equivocada pode ser revertida com a realizacdo de pesquisas que auxiliem na
divulgacao da espécie e dos seus atributos.

O desenvolvimento muscular do animal repercute nas caracteristicas
quantitativas e qualitativas da carcaca e, nesse contexto, as fibras musculares
possuem grande importancia. Entretanto, varios fatores precisam ser analisados em
conjunto para que permitam o entendimento e a elucidacdo do fenémeno do
crescimento e o seu reflexo nos aspectos qualitativos da carne. Assim como, a
determinacdo do melhor peso de abate de um animal esta relacionada a razao
custo/beneficio da producéo, onde fatores como tipo e objetivo da criagdo precisam
ser considerados.

Os bubalinos podem incrementar o quadro de animais produtores de carne
vermelha, sendo mais uma alternativa de fonte protéica que pode atender as
necessidades dos consumidores, relacionadas tanto aos aspectos nutricionais quanto

aos qualitativos.
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