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EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A QUALIDADE DA CARNE DO
MUSCULO LONGISSIMUS DORSI EM NELORE (Bos indicus) E CANCHIM (5/8 Bos

taurus x 3/8 Bos indicus)

Resumo - Todas as caracteristicas de um organismo vivo sdo controladas pela
expressdo de genes especificos, e na qualidade da carne nédo é diferente. O presente
estudo teve como objetivo correlacionar a expressdo dos genes p-Calpaina (CALP 1),
m-Calpaina (CALP 2), Calpastatina (CAST), Tireoglobulina (TG), Diacilglicerol
aciltransferase 1 (DGAT1) e a Leptina (LEP) com a qualidade da carne do Longissimus
dorsi em dois grupos genéticos: Nelore (Bos indicus) e Canchim (5/8 de Bos taurus x
3/8 Bos indicus) em dois periodos (carne ndo maturada e com sete dias de maturacao),
e utilizad-la como marcador genético. Foram analisados 30 touros jovens, 15 Nelore e 15
Canchim, todos mantidos nas instalagbes do confinamento experimental da FMVZ-
UNESP Botucatu, recebendo a mesma dieta e mesmo manejo. Alcancando peso de
370 kg e espessura de gordura de cobertura de 4 mm, foram abatidos e amostras do
musculo Longissimus dorsi foram coletadas para analises de: lipideos totais (LT), forca
de cisalhamento (FC), indice de fragmentacao miofibrilar (MFI) e analise da expressao
génica por RT-gPCR. Entre as caracteristicas de qualidade da carne, LT e MFIO
apresentaram diferenca entre as racas (P<0,01), sendo MFIO superior no Canchim e LT
no Nelore. Quanto a expressao génica, as CALPs ndo mostraram expresséao diferencial
entre os grupos (P>0,05), assim como DGAT1, TG e LEP. CAST foi mais expresso na
raca Nelore (P<0,05). Quanto as correlacdes, foi observada apenas uma positiva entre
DGAT1 e MFIO (r=0,79, P<0,01) no Canchim. Diante dos resultados, sugere-se que a
maior expressao de CAST no Nelore propiciou aos animais uma carne mais dura,
qguando comparados ao Canchim, e que a expressao génica nao pode ser usada como

um marcador genético.

Palavras-chave: Enzimas proteoliticas, Gordura, RT-gPCR
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EXPRESSION OF GENES RELATED TO THE QUALITY OF MEAT LONGISSIMUS
DORSI MUSCLE IN NELLORE (Bos indicus) AND CANCHIM (5/8 Bos taurus X 3/8

Bos indicus)

Abstract - All the features of a living organism are controlled by the expression of
specific genes, and the quality of the meat is no different. The present study was
performed to correlate gene expression p-calpain (CALP 1), m-calpain (CALP 2),
calpastatin (CAST), thyroglobulin (TG), Diacylglycerol acyltransferase 1 (DGTA1) and
leptin (LEP) with the meat quality of Longissimus dorsi muscle in two genetic groups:
Nellore (Bos indicus) and Canchim (5/8 Bos taurus x 3/8 Bos indicus) in two periods,
and use it as a genetic marker. We analyzed 30 young bulls, 15 and 15 Canchim
Nellore. The animals were kept on the installation of the experimental confinement
FMVZ-UNESP-Botucatu, receiving the same diet and management. When reached a
weight of approximately 370 kg and a subcutaneous fat thickness of 4 mm, they were
slaughtered and samples of the Longissimus dorsi muscle were collected for analysis of
the: total lipids (TL), shear force (SF), myofibrillar fragmentation index (MFI) and
analysis of gene expression by RT-gPCR. Among the characteristics of meat quality, LT
and MFIO showed differences between breeds (P<0,01), higher MFIO in Canchim and
LT higher in Nellore. Regarding gene expression, the CALPs showed no differential
expression between groups (P>0.05), as well as DGAT1, TG, and LEP. CAST was more
expressed in Nellore (P<0.05). Regarding the correlation was only observed a positive
relationship between DGAT1 and MFIO (r = 0.79, P <0.01) in Canchim. Considering the
results, it is suggested that the increased expression of CAST in Nellore animals led to a
tougher meat compared to Canchim, and that gene expression can not be used as a

genetic marker.

Keywords: Proteolytic enzymes, Fat, RT-gPCR
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1. INTRODUCAO

O Brasil, assim como a maioria dos paises do mundo, passa por um periodo de
transformacgéo tecnologica que afeta todos os setores da economia, inclusive o da
pecuaria. Com a finalidade de tornar sua atividade rentavel e competitiva, 0s
pecuaristas necessitam reduzir custos, agregar valores ao produto e se engajar em uma
cadeia produtiva que priorize a qualidade da carne. Paralelo a essa transformacéo no
campo, 0 consumidor passa a ser mais exigente quanto a qualidade dos produtos.
Deste modo, visando melhorias na qualidade da carne e um conseqiente aumento no
retorno econémico faz-se necesséario a inovacao e intensificacdo dos sistemas de
producao.

A terminacdo de bovinos de corte em confinamento é uma forma eficaz de
intensificacdo do sistema de producao, por isto é uma alternativa que tem ganhado
grande destaque no cenario brasileiro (SILVEIRA et al., 2004). Segundo LUCHIARI
FILHO (1998) e VITTORI et al., (2006) a utilizacdo de bovinos jovens e ndo castrados é
uma alternativa viavel para a producdo de carne nesse sistema. Animais nessas
condi¢cOes apresentam carcagas mais pesadas, com maior rendimento, maior propor¢ao
de tecido muscular, porém sem diferengcas na espessura de gordura subcutanea,
guando comparados a animais castrados. Estas caracteristicas atendem a atual
demanda de mercado por um produto mais magro e saudavel. Entretanto, para a
obtencdo deste produto é necessario a escolha de racas e cruzamentos que
respondam da melhor maneira ao manejo alimentar adotado, assegurando deposi¢ao
de niveis de gordura de cobertura adequados e evitando que o resfriamento e o
processamento da carne néo prejudiqguem sua qualidade final (CERVIERI et al., 2001).

Além das ferramentas tradicionais de manejo, o uso de técnicas moleculares tem
sido de grande valia para a selecdo de animais superiores, contribuindo para o avanco
do melhoramento genético animal em tempos reduzidos. Na qualidade da carne, um

ponto fundamental € o musculo estriado esquelético, principal componente da carcaca.



Depois do abate o musculo passa por uma série de transformacgoes,
influenciadas pela acdo de enzimas proteoliticas. Muitos estudos tém sido realizados a
fim de entender como ocorrem esses processos no musculo e qual a influéncia dos
genes codificantes dessas enzimas na qualidade da carne. A partir desses estudos
foram encontrados dois genes codificantes de enzimas ligadas aos processos
proteoliticos da carne, as calpainas codificadas pelo CALP e a calpastatina codificada
pelo CAST.

Outro fator importante na qualidade da carne é a deposicédo de gordura, ja que é
ela quem protege as fibras musculares do encurtamento provocado pelo frio no
resfriamento da carcaca. Estudos de polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo de lipideos, tem apontado os genes DGAT 1, TG e LEP como possiveis
influenciadores na deposi¢éao de gordura em bovinos.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo central correlacionar a expressao
génica da p-calpaina (CALP 1), m-calpaina (CALP 2), calpastatina (CAST), diacilglicerol
acyltransferase 1 (DGAT1), leptina (LEP) e tireoglobulina (TG) em dois grupos

genéticos de bovinos: Nelore (Bos indicus) e Canchim (3% Charolés, 3%sNelore).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Influéncias do crescimento animal na qualidade da carne

Para a obtencdo de um produto final de qualidade, alguns fatores devem ser
considerados, tais como as ragcas que serdo usadas nos cruzamentos, a forma de
criacdo e a idade de abate dos animais.

A idade de abate dos animais é um fator importante, ja que animais abatidos
mais jovens tém carne mais macia e com maior suculéncia em relacdo agueles com
mais idade. Entretanto, segundo RENAND et al., (2001) a maciez da carne tem uma

maior relagcdo com a fase de crescimento do que com a idade cronoldgica do animal.
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Quanto maior a taxa de crescimento de um animal, maior a taxa de turnover proteico e
maior, portanto, a taxa de degradacao protéica, o0 que torna a carne mais macia.

Ferramentas importantes para o entendimento do crescimento dos animais e dos
diferentes tecidos, que sdo os componentes mais importantes da carcaca (musculo,
0Sso e gordura), sdo as curvas de crescimento. Estas possibilitam o planejamento
estratégico de manejo e de pratica de nutricdo, produzindo animais de melhor qualidade
de carne em menos tempo.

O crescimento de um individuo de qualquer espécie pode ser apresentado
através de uma curva sigmoide (Figura 1). Essa curva € composta pelo periodo pré-
puberal e pos-puberal. O primeiro envolve a fase de crescimento acelerado ocorrendo
logo apds a concepcdo até a puberdade (ponto de inflexdo). Ao atingir o ponto de
inflexdo, a forma da curva é alterada de um crescimento acelerado, observado em
animais jovens, para um crescimento desacelerado. Apés a puberdade inicia-se a fase
de crescimento desacelerado, onde sédo alcancadas taxas lentas de crescimento até
finalmente atingir a fase de inibicdo ou maturidade fisiol6gica do animal, onde a curva
atinge o platd, sendo o crescimento muito lento ou praticamente inexistente (OWENS et
al., 1993).

Figura 1. Curva de crescimento sigmoide (Adaptado de OWENS, 1993). a) Concepcao, b) Nascimento,
c) Fase de crescimento acelerado, d) Ponto de inflexdo freqiientemente associado com a puberdade, e)
Fase de crescimento retardado, f) Maturidade
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O periodo de crescimento dos diversos tecidos é diferente do crescimento
corporeo considerado como um todo. O tecido nervoso e 0sseo tem um
desenvolvimento mais precoce, enquanto o muscular € intermediario e o adiposo
geralmente desenvolve-se mais tardiamente (Figura 2). Consequientemente, o teor de
gordura na carcaca aumenta com o avanco da idade animal. Entretanto, a curva de

crescimento pode ser variavel de acordo com o individuo ou raca.

Al 2 3 4

Idade da concepcao até a maturidade =

Figura 2. Taxas de crescimento de varios tecidos em animais com altas (A) e baixas (B) taxas de
crescimento (Adaptado de OWENS et al., 1993). 1: Tecido nervoso; 2: Tecido 6sseo; 3: Tecido muscular
4: Tecido adiposo.

Na maturidade, a massa muscular atinge a quantidade maxima, o crescimento
corporal e o ganho de peso envolvem apenas o acumulo de gordura (OWENS et al.,
1995). Portanto, a distribuicdo do tecido adiposo € outro aspecto do desenvolvimento e
do crescimento do animal com importancia direta na qualidade da carcaca, ja que
protege o musculo do encurtamento pelo frio (cold shortening) que caracteriza o
encurtamento drastico do sarcomero muscular antes do rigor mortis.

Da mesma forma que o esqueleto se desenvolve antes da formacgdo dos

musculos e o acumulo de gordura ocorrem mais tardiamente, os depdsitos de gordura
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também apresentam algumas variagBes temporais. Assim, os depdsitos adiposos
desenvolvem-se na seguinte ordem: 1°) perirrenal e interna, 2° subcutanea e 3°)
gordura intramuscular (BERG e BUTTERFIELD, 1976). Esta ultima representa a
gordura de marmorizagéo, ponto importante, na determinacdo de qualidade em alguns
sistemas de classificagdo internacionais. Além disso, altos niveis de gordura
intramuscular levam a um alto conteudo de gordura em toda a carcaca.

Animais com maturidade mais precoce possuem menor tamanho, em
consequéncia depositam gordura (engorda) com menor peso, ou seja, ragas precoces
depositam mais gordura que as racas tardias. Essa variacdo de velocidade de
crescimento e de deposicado acontece entre as racas e até mesmo dentre elas. Sendo
assim, as diferencas encontradas entre as espécies e nas diferentes racas, possibilitam
a selecéo de animais mais precoces, que atingem um acabamento de gordura desejado
com idades menores (BERG e BUTTERFIELD, 1976). Para que esse objetivo seja
alcancado é necesséaria a escolha do grupo genético adequado para o sistema de
criacao de interesse.

Dentro desses sistemas de criacdo, o crescimento do animal é um fator de suma
importancia, porque influi decisivamente sobre as demais funcdes exploradas pelo
homem nas espécies domeésticas (BERG e BUTTERFIELD, 1976). Estando diretamente
associado a eficiéncia econdmica de um sistema de producéo e a qualidade do produto
final, através da maciez (turnover protéico) e da deposicdo de gordura (marmoreio e
subcutanea). Segundo DRANSFIELD (1993) animais jovens com adequada cobertura
de carcaca, tendem a sofrer menor impacto na maciez da carne com resfriamento
rapido da carcaca, apds o abate. Isso evita o encurtamento das fibras musculares e a

consequente diminuicdo na maciez.
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2.2 Grupo Genético

Diversos estudos tém demonstrado variacdes quanto as caracteristicas de
maciez e deposicdo de gordura da carne em diferentes grupos genéticos bovinos. O
principal efeito da raca na maciez tem sido observado quando se comparam
subespécies diferentes (Bos indicus e Bos taurus) (O'CONNERS et al., 1997).

A medida que a porcentagem de B. indicus aumenta, a maciez tende a diminuir e
sua variabilidade a aumentar. Alguns trabalhos apontam como fator responsavel, as
diferencas nos niveis de enzimas proteoliticas presentes na musculatura dessas
subespécies (WHIPPLE et al., 1990). WHEELER et al., (1994) encontraram niveis mais
baixos da proteina y-calpaina e mais elevados de calpastatina em B. indicus, 0 que
resultou na menor da maciez da carne dessa subespécie.

O gendtipo zebuino introduz grande variagdo na maciez da carne (SHERBECK
et. al., 1995), sendo que a maior propor¢do desse genotipo resulta em aumento na
forca de cisalhamento de cortes carneos e diminuicdo nos escores de avaliagao
sensorial da maciez (PRINGLE et al., 1997). Segundo RUBENSAM et al., (1998), a
medida que a participacdo do germoplasma Bos indicus, em cruzamentos com bovinos
Bos taurus, ultrapassa 25%, a atividade da calpastatina e a forca de cisalhamento do
musculo Longissimus dorsi aumentam, levando a uma carne de pior textura, sendo
assim, € conveniente que a porcentagem de sangue zebuino ndo seja superior a essa
porcentagem (DIKEMAN, 1995). No entanto, animais compostos de 3/8 zebu
apresentam padrdes de maciez aceitaveis, desde que o0s outros 5/8 sejam compostos
por raca com alto potencial genético para maciez e marmoreio (DIKEMAN, 1995).

Em relacdo as caracteristicas de qualidade da carne, tem-se na gordura uma
diferenca significativa entre os dois grupos genéticos. Nos padrdes de deposicdo de
gordura, os zebuinos possuem uma desvantagem quando comparados aos taurinos.
Por serem animais de crescimento tardio os zebuinos deveriam receber dietas que
favorecessem o rapido crescimento e a deposicdo de gordura, equiparando-os aos

taurinos, que biologicamente possuem maior velocidade de crescimento. Com a
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mudanga no manejo alimentar, zebuinos seriam abatidos no mesmo tempo que
taurinos, e favorecidos pelo alto turnover protéico, recorrente aos animais jovens,
apresentariam carne macia.

Quanto a deposicdo de gordura nas racgas taurinas, existem algumas
particularidades. Esses animais possuem origens semelhantes, mas diferencas
evolutivas que resultaram em duas vertentes, as racas taurinas continentais e as
britanicas.

As racas britanicas tiveram origem nas llhas Britanicas e foram criadas com a
finalidade de producéo de carne para o consumo humano. Sendo assim, a selecédo dos
animais foi voltada para velocidade de crescimento, precocidade sexual, fertilidade e
qualidade de carne, resultando em racas de tamanho intermediario e boa deposicéo de
gordura na carcaca (ZADRA, 2005).

J& as racas continentais de carne, foram selecionadas originalmente para tragéo
na Europa continental. Essa selecdo de énfase menor nas caracteristicas de producgéo
de carne provocou o0 aumento da massa muscular e do peso adulto. As racas
continentais sao conhecidas pelo elevado peso ao nascimento, grande potencial de
crescimento (ganho de peso), alto rendimento de carcaca, porém menor porcentagem
de gordura (ZADRA, 2005).

O Charolés, raca continental com baixa deposicao de gordura de marmoreio, foi
utilizado na criacdo de uma raca sintética (Canchim), que tem sido usada em varias
regides do Brasil, tanto como raga pura como em cruzamentos para producdo de carne.

O Canchim é composto por bimesticos 5/8 Charolés (Bos taurus) + 3/8 Zebu
(Bos indicus), e foi desenvolvido na Fazenda de Criacdo de Séo Carlos, SP, a partir de
1940 (VIANNA et al., 1978). Os animais da raca possuem precocidade no ganho de
peso, maturidade sexual e no acabamento da carcaca, além de possuirem rapido
crescimento, fatores que o torna interessante na produgéo animal.

Segundo ALENCAR (1994) o sangue zebuino conferiu um ganho na adaptacéo a

diferentes tipos de ambiente aos animais da raca Canchim, enquanto a raca charolesa
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conferiu, entre outras caracteristicas, maior velocidade de crescimento e porte mais
avantajado, com consequente deposicéo de gordura mais tardia.

Sendo assim, quando os animais Canchim s&o utilizados em cruzamentos, a
composicdo genética diferente possibilita o aproveitamento de niveis consideraveis de
heterose (vigor hibrido) e de complementaridade tornando a racga indicada na producéo
de carne de qualidade (BARBOSA, 2004).

2.3 Musculo estriado esquelético

7

O principal componente da carne € o musculo estriado esquelético, sendo
importante economicamente em razdo de sua quantidade na carcagca e seu valor
econdmico (LUCHIARI FILHO, 2000).

A fibra muscular estriada esquelética apresenta num corte transversal, formato
poligonal ou arredondado, € multinucleada e os ndcleos estédo localizados na regido
periférica da fibra, abaixo da membrana plasmatica (Figura 3). O diametro das fibras
varia de acordo com a espécie animal, em média de 10 a 100 ym, e 0 comprimento

pode chegar a 10 cm.

Figura 3. Corte transversal das fibras do masculo semitendinoso de bovino em coloragdo hematoxilina-
eosina (HE). Fibras musculares (F). Endomisio (E). Nucleos das fibras (setas). Adaptado de CARANI,
(2006).
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O citoplasma, denominado sarcoplasma, possui um citoesqueleto altamente
desenvolvido, constituido, sobretudo por elementos contrateis, denominados miofibrilas.
As miofibrilas apresentam estriacdes transversais decorrentes da organizagao
das proteinas contrateis em uma série de unidades idénticas da fibra muscular, os
sarcomeros. O arranjo ordenado das miofibrilas é responsavel pelas estriacdes
transversais (faixas claras e escuras que se repetem a cada 2 a 3 ym, observadas na

microscopia de luz (Figura 4).

Figura 4. Micrografia eletrdnica de uma fibra muscular estriada de coelho. As miofibrilas se estendem
diagonalmente do canto superior esquerdo ao inferior direito. Cada miofibrila € composta de numerosas
unidades que se repetem, chamadas sarcémeros, 0s quais sao constituidos por um arranjo paralelo de
filamentos finos e grossos. Os filamentos finos e grossos do sarcémero formam o padrédo de bandas
claras e escuras alternadas (RAWN, 1989).

As faixas escuras sao denominadas bandas A (anisotropicas a luz polarizada) e
as faixas claras, bandas | (isotrépicas a luz polarizada). No centro da banda A, pode-se
observar uma fina faixa mais clara, a banda H, formada apenas pelos filamentos
espessos (Figura 5). Na regiao central da banda H, observa-se a linha M, formada por
um arranjo hexagonal das proteinas miomesina, proteina M e creatina quinase, que
ligam filamentos espessos adjacentes. A banda | é dividida por uma linha escura, o
disco Z. A regido da miofibrila, localizada entre dois discos Z, forma um sarcémero. A
banda | constituida apenas pelos filamentos finos, que se estendem da linha Z até o

inficio da banda H.
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Figura 5. Ultra-estrutura da fibra estriada. Miofibrila organizada em sarcémero com bandas A (branco) e |
(amarelo) e as linha Z (apontada pelas setas). Adaptado de DAL PAI SILVA, (2007).

Cada sarcomero é formado por varias proteinas: as proteinas contrateis miosina
(filamento grosso) e actina (filamento fino), além das proteinas estruturais, responsaveis
pela organizacéo e integridade funcional do sarcomero. O filamento fino € formado pela
actina e duas proteinas reguladoras, a troponina e tropomiosina (MCOMAS, 1996). O
filamento grosso € formado pela polimerizagdo de 200 a 300 moléculas de miosina da
classe Il (Figura 6) (RAWN, 1989).
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TnC
Tr{l’ / ~ Tropomiosina
Tnl Actina /
/

Figura 6. (A) esquema dos principais componentes do filamento fino do sarcémero. Proteina contratil
actina associada as proteinas regulatdrias: Troponina T, Troponina C, Troponina | e Tropomiosina. (B)
esquema dos principais componentes do filamento grosso do sarcomero (miosina) (RAWN, 1989).

2.3.1 Contracdo muscular

A base do processo de contragcdo muscular reside na interacdo entre 0s
filamentos espessos e finos e na ligagdo de ATP a ATPase da porgédo globular da
miosina, a qual produz uma forgca que permite o deslizamento dos filamentos entre si. A
forca necessaria para a contracdo muscular € gerada pelas por¢gdes globulares da
miosina do filamento espesso que formam pontes transversais com os filamentos finos,
na regido de sobreposicao dos filamentos finos e espessos (Figura 7 A). As alteracdes
na conformacédo das pontes transversais permitem que as cabecas de miosina deslizem
ao longo do filamento fino em direcédo ao disco Z. Como o filamento espesso € bipolar,

a acao das cabecas da miosina em extremidades opostas do filamento espesso arrasta
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os filamentos finos em dire¢éo ao centro do sarcomero, de modo que as extremidades

dos filamentos espessos entrem em contato com o disco Z (Figura 7 B).

A

(A) No sarcomero relaxado os filamentos finos estédo
ancorados no disco Z. A regido que contém tanto
filamentos espessos quanto finos contitui a banda A. A
regido formada apenas por filamentos finos forma a
banda I. O centro da banda A, formada apenas por
filamentos espessos, constitui a banda H. (B) Durante a
contracdo do sarcébmero, ocorre o deslizamento dos
filamentos finos sobre os filamentos espessos.

Figura 7. Diagrama esquematico de um sarcémero

O processo de contracdo inicia-se com o aumento do fon Ca*® no sarcoplasma
da fibra muscular. No masculo em repouso, o nivel de Ca*? no sarcoplasma é abaixo
pela acdo da Ca'>-ATPase que bombeia fons Ca*? do sarcoplasma para o reticulo
sarcoplasmatico.

Com a chegada do estimulo nervoso, ocorre uma alteracdo no potencial elétrico
da membrana plasmética, transmitido para o interior da fibra pelos tdbulos T. Quando
proteinas sensiveis a voltagem sdo ativadas na membrana do tubulo T, ocorre a
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abertura de canais de liberacdo de Ca*?, permitindo a saida do Ca'™ do reticulo
sarcoplasmatico para o interior do sarcoplasma. Os fons de Ca*?ligam-se & subunidade
Tnc da troponina, possibilitando o contato das moléculas de actina com as de miosina.
As moléculas de miosina inclinam-se e movimentam o filamento de actina para o centro
do sarcémero. No musculo em repouso, o sitio de interagcdo entre as moléculas de
actina e miosina encontra-se inibido pelo complexo tropomiosina-troponina (subunidade
Tni), acoplado ao filamento de actina F. Apds a ativacdo do complexo actina-miosina, o
ATP presente na porcao globular da miosina é convertido em ADP, fosfato inorgéanico e
energia, levando ao encurtamento do sarcomero. Ao cessar o impulso, por acdo de
Ca'>-ATPases na membrana do reticulo sarcoplasmatico, esse retorna ativamente para
o interior das cisternas do reticulo. As moléculas de troponina e tropomiosina voltam a
formar o complexo inibitorio que impede a ligagédo da actina com a miosina.

A energia liberada da quebra do ATP participa do processo de contracdo e
também ¢é responsavel pelo relaxamento. A falta de ATP €& responsavel pela
manutencdo e estabilidade do complexo actina-miosina, caracterizando a rigidez

muscular que ocorre apos a morte, denominado rigor mortis (ROCA, 2001)

2.4 Transformacdo do musculo em carne

2.4.1 Estabelecimento do rigor mortis

A sequéncia de eventos bioquimicos no musculo postmortem, deve ser
entendida a fundo, pois € o cerne do desenvolvimento das praticas poOs-abate,
designadas a aperfeicoar a qualidade da carne.

O processo de rigor mortis, também conhecido como rigidez cadavérica, pode
ser considerado como uma contracdo muscular irreversivel e ocorre logo apés a morte
do animal, sendo caracterizado pela inextensibilidade e rigidez do musculo (ALVES et

al., 2005). A rigidez observada é causada pela formacdo de pontes entre a actina e a
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miosina (actomiosina), como na contracdo muscular, porém com duas diferencas
basicas: o primeiro € nimero de pontes actomiosinas formadas durante o rigor € maior
que na contracdo muscular (CANHOS e DIAS, 1985); e segundo, o relaxamento no
caso do rigor ndo € possivel, j& que ndo existe energia (ATP) suficiente para quebrar as
ligagbes actomiosinas (NAUSS e DAVIES, 1966).

Para que o musculo entre em repouso ou relaxe € necessario que haja um
complexo formado por ATP-Mg*™. Quando o ATP no musculo acaba, sdo formadas
pontes permanentes entre actina e miosina (Figura 8), tornando o musculo inelastico e
promovendo sua entrada em rigor mortis, e dando inicio a transformacédo do musculo
em carne (CANHOS e DIAS, 1985).

Figura 8. Representacdo esquematica do sarcdmerozona contraido. Formacédo de pontes cruzadas:
Complexo actomiosina.

O processo continua através da degradacdo enzimatica e desnaturacao protéica,
causando uma pseudo-resolucdo do rigor mortis, que tornara a carcaga menos rigida.
Quando acontece o total esgotamento da energia muscular inicia-se a atuacao das
enzimas proteoliticas dependentes de calcio (ALVES et al., 2005).

Com auséncia de energia, o transporte de calcio € cessado, sendo assim o calcio
presente no citoplasma da célula muscular (sarcoplasma) ndo retorna ao reticulo
sarcoplasmatico, possibilitando a sua utilizacdo pelas proteases dependentes, ali
presentes (SGARBIERI, 1996).

Algumas mudangas sao observadas no rigor, como a perda de elasticidade,
extensibilidade e aumento de tensdo no musculo. O método mais utilizado para
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acompanhar o fendmeno do rigor é a extensibilidade (ROCA, 2001). Logo apls a
sangria, o musculo é extensivel e elastico. Neste periodo existem poucas pontes
actomiosinas formadas, sendo esta fase denominada fase lag de rigor mortis. Com a
auséncia de fluxo sangiiineo, o aporte de oxigénio e o controle nervoso ndo chegam
mais a musculatura e o masculo passa a usar a via anaerobica, na obtengéo de energia
para um processo contratil desorganizado. Nesse processo ocorre a transformacéo de
glicogénio em glicose, e como a glicllise € anaerodbica, gera lactato levando a queda do
pH (BENDALL, 1973).

No inicio do postmortem, o nivel de ATP é mantido por conversdo do ADP a ATP
(fosfocreatina + ADP ¢= creatina + ATP), mas quando a fosfocreatina acaba, inicia-se
uma reducdo no nivel de ATP. Sendo assim, as reservas energéticas acabam mais
rapidas no metabolismo anaerdbio. Primeiramente sdo degradadas as reservas de
fosfocreatina, posteriormente as reservas de glicogénio e outros carboidratos e
finalmente o ATP, rico em energia. Assim, os protons produzidos durante a glicolise e
durante a hidrolise de ATP a ADP aumentam a queda do pH intracelular (BATE-SMITH
e BENDALL, 1949 apud ALVES, 2005).

Assim que o rigor mortis é concluido, tem-se inicio a acdo dos mecanismos

proteoliticos que resultam na degradacdo dos componentes miofibrilares.

2.4.2 Mecanismos Proteoliticos

Atualmente, trés sistemas enzimaticos tém sido responsabilizados pela
degradacdo dos componentes do musculo no processo de postmortem, levando a
maciez da carne. Sao eles: o complexo multicatalitico de proteases (MCP) o sistema

lisossomal das catepsinas e o0 sistema enzimatico das calpainas.
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- Complexo multicatalitico de proteases (MCP)

Também conhecido como sistema ubiquitina/proteossoma, 0 sistema
multicatalitico atua preferencialmente na degradacdo de peptideos, através da
marcacdo de proteinas a serem degradadas por moléculas de ubiquitina. Essas
proteinas marcadas sdo reconhecidas por proteinas de carreamento, presentes no
citoplasma celular, e carreadas até o proteossoma, onde sdo degradadas. Atuam
preferencialmente em pH neutro ou alcalino, e em temperaturas de 45°C, portanto
apresentam pouca importancia no processo de degradacdo das miofibrilas e

consequentemente processo de amaciamento da carne (JIANG, 1998).

- Sistema lisossomal das catepsinas

Proteases 4acidas, as catepsinas estdo localizadas dentro das estruturas
lisossomais, sendo ativadas a um pH 6timo variante de 3,5 até 6,5. Devido ao seu baixo
pH, as catepsinas ndo estao ativas no pH do citoplasma da célula (neutro).

O principal papel de catepsinas lisossomais € a degradacdo de proteinas
extracelulares que foram obtidas através de pinocitose e em seguida, transportadas por
uma série de vesiculas ao lisossomo, onde sdo degradadas em pH &cido. As
catepsinas ndao agem sobre proteinas integras, ou seja, nao degradam proteinas que se
encontram organizadas no sarcOmero. Sendo assim, as proteinas degradadas pelo
sistema lisossomal das catepinas, sdo provenientes da desorganizacdo protéica do
sarcomero, causada pela acdo das calpainas. Essa ligacdo entre os processos pode

indicar um sinergismo entre os dois sistemas enzimaticos (KOOHMARAIE, 1994).

- Sistema enzimético das calpainas

Considerado o principal mecanismo envolvido com a protedlise que conduz ao

amaciamento da carne (ALVES et al., 2005), é composto por trés moléculas: p-calpaina
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(calpaina 1) e m-calpaina (calpaina 2) proteases calcio dependentes e a calpastatina,
polipeptideo cuja funcéo é a inibicdo das duas calpainas.

Ambas as calpainas sdo heterodimeros formados por duas subunidades com 28
e 80 kDa, possuindo de 55-65% de similaridade em suas sequencias nucleotidicas
(GOLL e LI, 2003). As calpainas sao ativadas pelo célcio intracelular, na concentracao
de 5 a 50 ymol/L para p-calpaina e 300 a 1000 pmol/L para m-calpaina (GOLL et al.,
1995). No rigor mortis, o nivel de célcio livre € suficiente para ativar somente a -
calpaina (DRANSFIELD, 1999).

As duas moléculas da calpaina ndo atuam diretamente sobre a miosina e actina,
porém degradam a linha Z e as proteinas desmina, titina, nebulina, tropomiosina,

troponina e proteina C (Figura 9).

titin M line miyosin (thick filament]
tropomodulin

e S S

Fl
pliig end . mnosend |
ofactin~ nebulin actin {thin filament)
filament

Figura 9. Esquema da estrutura do sarcOmero muscular composto por filamentos finos (actina),
filamentos espessos (miosina), proteinas estruturais: titina, desmina e nebulina, linha Z e proteinas
regulatdrias: troponina e tropomiosina. Adaptado de ROCA (2001).

A hidrdlise da tropomiosina e troponina facilita a desestruturacéo e a liberacéo
dos filamentos finos, resultando nos mondmeros da actina, e a hidrélise da Proteina C,
em mondmeros da miosina. A degradacdo da titina, nebulina, desmina e outras

proteinas da linha Z, também contribuem para enfraquecer a estrutura miofibrilar.
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FERGUSON et. al., (2001) demonstraram que 65% da variagdo na maciez da
carne das diferentes racas bovinas, poderia ser explicada pela variacdo na quantidade
e na atividade da enzima calpaina 1 (FERNANDEZ et al., 2005 apud OUALI et al.,
2006).

A calpastatina, por sua vez, € um dos componentes de uma familia de proteinas
com no minimo quatro isoformas distintas (RAYNAUD et al., 2005 apud OUALI et al.,
2006), sendo diferencialmente expressas em musculos esqueléticos de contracdo lenta
e rapida (OUALI et al.,, 2006). Essa enzima possui a¢do inibitéria/moduladora das
calpainas, impedindo ou reduzindo a protedlise degradativa da fibra, realizada por elas.

A acgdo antagdnica entre os componentes do sistema proteolitico sugere que
guanto maior a quantidade de calpastatina no musculo, menor a acdo da calpaina e
menor a maciez da carne.

Sendo assim, seguindo o dogma central da biologia molecular (CRICK, 1958),
onde o gene é transcrito em RNA mensageiro e este traduzido em proteina, a maior
guantidade de proteina (enzima) sera proveniente de uma maior expressao de seu
gene codificador. Porém, a quantidade das enzimas proteoliticas ndo pode ser atribuida
somente a variabilidade na expressao de seus genes.

Vérios fatores influenciam a atuacédo proteolitica, o encurtamento das fibras
musculares pelo frio (cold shortening), por exemplo. Mesmo que haja grande
guantidade de enzima proteolitica (alta expressdo génica), pelo encurtamento das fibras
musculares, os sitios de reconhecimento das enzimas sdo encobertos, e 0 acesso aos
seus substratos é reduzido. Essa dificuldade de acesso aos sitios de reconhecimento
compromete a atuacdo da enzima, que ndo realizard a protedlise ideal dos
componentes da fibra muscular.

Outro fator com grande influéncia na atuacdo enzimatica é a reducdo do pH,
durante o processo de rigor mortis. Fator que leva a uma diminuicdo na atividade

proteolitica das enzimas.
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Sendo assim, o processo de transformacdo de musculo em carne de qualidade,
s6 se dard pela combinacdo de fatores intrinsecos e extrinsecos bem realizados
(DEVINE et al., 1999).

2.5 Maturacéo da carne

A maturacdo da carne € um dos métodos mais antigos (KOOHMARAIE, 1994),
conhecida desde o inicio do século XIX (DRANSFIELD, 1993), para diminuir, mas nao
eliminar, a variabilidade na maciez da carne bovina (KOOHMARAIE, 1996). A
maturacdo pode ser definida como, processo controlado de atuacdo das enzimas
responsaveis pela protedlise das proteinas miofibrilares. Segundo TAYLOR (2003), a
maturacdo €é um periodo de estocagem prolongada da carne in natura, em
temperaturas de refrigeracdo de 0 a 4°C, com um tempo méaximo de maturagcédo de 14
dias para carne bovina, o processo de maturacéo sera efetivo em 80% da carne. Uma
forma de acelerar o processo de maturacdo € através da aplicacdo de cloreto de calcio
na carne imediatamente apds o abate e manté-la embalada a vacuo. De acordo com
WHEELER et al., (1991), se existir mais de 33% de Bos indicus no cruzamento animal,
0 processo de maturacdo ndo sera capaz de levar a maciez dos cortes a niveis
aceitaveis de qualidade.

Durante a maturacdo, as estruturas miofibrilares das proteinas sofrem
degradacao pelos processos enzimaticos (proteoliticos), levando a uma desorganizacao
na cadeia miofibrilar e, em menor extensdo, o colageno (DRANSFIELD, 1993),
resultando em maior maciez do produto final.

MONSON et al., (2004), ao comparar quatro racas, Spanish Holstein (leiteira),
Brown Swiss (dupla aptiddo), Limousin (crescimento rapido) e Blonde d’Aquitaine
(musculatura dupla), demonstraram que racas especializadas em carnes (Blonde

d’Aquitaine e Limousin) tiveram menores valores de compressdo e forca de
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cisalhamento para carne crua e assada, e exigiram menor tempo de maturagdo (menos
de uma semana). Além disso, a maturacdo da carne tende a eliminar as diferencas de
textura da carne entre as racas e entre individuos dentro da mesma raga, reduzindo as
diferencas entre a qualidade da carne, produzindo um produto mais homogéneo para o
consumidor (WHEELER et al., 2005).

2.6 Determinacéo da maciez da carne

Grande parte dos estudos que utilizam técnicas de medicdo da maciez da carne
utilizam o indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI), descrito por CULLER et al., (1978).
A técnica de MFI indica maior fragmentacdo miofibrilar, quanto maiores forem os
valores de fragmentacdo. Essa técnica destaca-se entre as medidas de degradacéo
protéica muscular, no postmortem, predizendo mais de 50% da maciez da carne
(HOPKINS et al., 2000). Além de ser um indice preciso, sensivel e barato (HADLICH,
2004). O aumento do MFI foi correlacionado com menor forga de cisalhamento (Shear-
force) (OLSON et al., 1976), outra técnica usual na mensuragédo da maciez da carne.

A técnica de forca de cisalhamento € objetiva e determina a forca (Kg) exercida
pelo equipamento Warner-Bratzler necessaria para cortar amostras de carne, sendo
assim, quanto maior a forca realizada pelo aparelho no corte das amostras, mais dura

sera a carne.

2.7 Gordura da carne

A gordura possui grande influéncia na qualidade da carne no postmortem. Na

cobertura da carcaca é importante como isolante térmico, preservando as fibras do
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encurtamento causado pelo frio (cold shortening). Na porc¢éo intramuscular (marmoreio)
confere maciez, sabor e suculéncia a carne (PARDI, 2001).

Os lipideos da carne encontram-se basicamente armazenados no organismo
animal nas formas: intracelular, intermuscular e intramuscular.

As gorduras inter e intramusculares caracterizam o marmoreio da carne,
variando com a espécie e mesmo com as racas e os diferentes musculos. A
composicao centesimal das gorduras no musculo de bovinos de corte pode variar em
largos limites, dependendo do musculo de 50 a 86%. Carnes magras, por sua vez,
contém uma porcédo de gordura de 0,5 a 10% (PARDI, 2001).

Existe grande variacdo no teor de lipidios na composicdo centesimal da carne
bovina, sendo influenciada por vérios fatores, como sexo, ra¢a e alimentacdo do animal,
assim como do corte carneos (BARBOSA, 2004). Ainda que em pequenas proporcdes,
as gorduras sao constituidas por conjuntos de moléculas como fosfolipidios, esterois e
acidos graxos livres.

Muitos estudos tém sido realizados a fim de entender a influéncia dos genes nos
fendtipos de interesse na producdo animal. Alguns genes tém sido relacionados com
fenétipos de deposicdo de gorduras de marmoreio e de cobertura, visto que as
proteinas codificadas por eles tém apresentado relagdo com o metabolismo de gordura
em mamiferos.

Estudos tem apontado o gene (DGAT1), codificador da enzima diacilglicerol
aciltransferase 1, como importante fator de influéncia na producdo de leite e na
guantidade de gordura em bovinos (GRISART et al., 2001). Entretanto, resultados
conflitantes em relacéo a sua atuacdo na deposi¢cao de gordura na carcaca de bovinos
de corte tém sido relatados (MOORE et al., 2003 e THALLER et al., 2003).

A expressdo do DGAT1 leva a produgdo de uma enzima catalisadora da etapa
final da sintese de triglicerideos, realizadas em adipocitos e foi associada & homeostase
energética (HAVEL, 2001). A reacao catalitica envolve a acetilacdo da acil-Coenzima A
redutase, dependente do diacilglicerol fornecido pela esterificagdo de 2-mono-
acilglicerol ou por hidrélise de fosfato (via sn-glicerol-3-fosfato) (LEHNER e KUKSIS,
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1996). Alguns estudos tém sugerido que esta enzima seja a Unica etapa comprometida
com a biosintese de triglicerideos pela via sn-glicerol-3-fosfato, além de estar
diretamente relacionada a limitacao da sintese de triglicerideos, formados pela via do 2-
bromooctanoato (MAYOREK et al., 1989).

Estudos de associagdo, em diversas racas bovinas apoiam a eleigdo do gene do
DGAT1 como candidato a conter marcadores para caracteristicas ligadas a deposi¢cao
de gordura (KUHN et al., 2004, TANTIA et al., 2006, THALLER et al., 2003). O DGAT1
foi mapeado no cromossomo 14 em bovinos, mesmo cromossomo onde esta localizado
0 gene que codifica a tireoglobulina, relacionado ao escore de marmorizacao.

O gene TG codifica a tireoglobulina, uma glicoproteina sintetizada em células
foliculares da tiredide, que atua como transportadora para dois horménios,
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), e é armazenada na glandula tiredide (AILHAUD et al.,
1992 apud GAN et al., 2008). Os hormoénios tireoidianos desempenham um papel
importante na regulagédo do metabolismo e podem afetar o crescimento, diferenciagéo e
a homeostase dos depdsitos de gordura (AILHAUD et al 1992.; CASAS et al., 2005
apud GAN et al., 2008), possuindo a¢do comprovada no metabolismo de lipideos.

Estudos com associagdo de marcadores de TG e marmorizacdo foram
realizados, mas os resultados foram contraditorios quanto ao local de atuacdo do
produto codificado pelo gene (BARENDSE, 2004; CASAS, et al., 2005; RINKER, et al.
2006; VAN EENENAAM, 2007).

Recentemente, THALLER, et al., (2003), encontraram associacdo entre um
polimorfismo que leva a substituicdo da lisina pela alanina no gene DGAT1 e um dos
polimorfismos na regido 5 UTR do gene TG, ambos influenciando o conteddo de
gordura na carcaca de bovinos Bos taurus das raca Holandesa e Charolesa.

N&o s6 em bovinos, mas nos mamiferos em geral, postulava-se a existéncia de
um mecanismo lipostatico de controle do apetite, modulado pelas reservas energéticas
do organismo sob a forma de tecido adiposo (HARVEY, 1969). Apesar das evidéncias
experimentais da existéncia de um mecanismo enddcrino de sinalizagdo para este

controle, a identificacdo do agente sinalizador s6 veio a ocorrer quando ZHANG et al.
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(1994), noticiaram a clonagem do gene da leptina (LEP), também conhecido como gene
da obesidade.

O gene LEP codifica a leptina, uma citocina secretada predominantemente a
partir de tecido adiposo, que desempenha um papel importante na regulacdo do
balan¢o energético do organismo. O produto do gene da LEP é uma proteina de 16 kDa
secretada pelo tecido adiposo e que age como regulador da adiposidade (TANIGUCHI
et al.,, 2002), controle da ingestdo de alimentos, balanco energético, eficiéncia
reprodutiva e deposicao de gordura (HOUSEKNECHT et al., 1998)

Os adipdcitos produzem a leptina que atua (feed-back) através de receptores no
hipotalamo, criando uma retroalimentacdo de regulacdo do peso corporal. Por estar
envolvido na regulacdo do consumo de alimento e metabolismo energético, foi proposto
como potencial gene candidato do controle de algumas proporc¢des do tecido adiposo
em bovinos e, portanto, pode ser referido como um dos fatores genéticos determinantes
no controle da qualidade de carne (marmoreio) (TANIGUCHI et al., 2002).

Segundo HIROYUKI et al., (2007) existe uma baixa expressao do gene da
leptina no musculo esquelético bovino e uma alta expressdo no tecido adiposo
intermuscular. Alguns estudos com roedores sugerem que a leptina expressa no tecido
intermuscular tem agdo antagdnica ao acumulo de triacilglicerol (MUIOIO et al., 1997;
SJIMABUKURO et al., 1997 apud HIROYUKI et al., 2007).

Em resumo, os genes DGTA 1, TG e a LEP tem sido os mais apontados como

fatores de influéncia da deposicéo de gordura em bovinos.

2.8 Técnicas de biologia molecular aplicadas ao melhoramento animal

Embora o melhoramento genético classico, baseado na anélise do fenétipo dos

animais tenha produzido mudancas consideraveis na produtividade dos diferentes
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sistemas de producdo dos bovinos, a analise molecular do genoma dos animais
domésticos comeca a contribuir para solucionar algumas de suas limitacdes

A acuracia das predicbes e a intensidade da selecdo aplicada ao rebanho
podem ser incrementadas, diminuindo o intervalo entre geragbes e economizando
esforcos em testes de progénies de touros.

Uma das mais significativas contribuicbes aos estudos moleculares foi o
desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Desenvolvida por MULLIS em meados da década de oitenta (MULLIS
e FALOONA, 1987), a técnica consiste na multiplicacdo de um fragmento de DNA de
interesse em milhdes de coépias in vitro, catalisada por uma DNA polimerase
termoestével, a fim de que se tenha material genético em quantidade suficiente para se
proceder determinadas analises. A guantidade de DNA molde necesséria para que se
tenha a deteccéo pela técnica de PCR € minima, tornando possivel a analise do DNA

obtido de uma Unica célula.

2.8.1 Reacao em cadeia da polimerase por transcrigcéo reversa (RT-PCR)

Com o avanco das pesquisas na area da biologia molecular, a técnica
desenvolvida por Mullis foi aprimorada e deu origem a reacdo em cadeia da polimerase
por transcricdo reversa (Reverse Transcriptase Chain Reaction ou RT-PCR) ou PCR
quantitativa. Essa técnica permite que o RNA mensageiro seja quantificado,
possibilitando a analise da expressdo dos genes (HEID et al., 1996), a partir de uma
quantificacdo relativa (RQ). A quantificacdo da expresséo génica facilitara a selecéo de
individuos que possuam pré-disposicdo genética, a fenodtipos de interesse econdmico,
j& que o RNA mensageiro a ser quantificado, € quem dard origem a proteina,
responsavel pelo fenétipo desejado.
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O primeiro passo da técnica consiste na sintese de uma fita de DNA
complementar (cDNA), utilizando como molde uma fita do RNA mensageiro de
interesse, pela enzima catalisadora transcriptase reversa. S&o utilizados primers
inespecificos, sendo oligonucleotideos compostos por varias timinas consecutivas (6 a
35), que sdo hibridizados as regides Poly-A ou A-Rich do RNA (ricas em adeninas).
Apos este ciclo, obtém-se o cDNA que sera utilizado na PCR quantitativa.

Na reacdo de PCR quantitativa a amplificagdo do cDNA de interesse é dividida
em 3 fases: a linha basal (baseline) na qual ndo ha produtos de PCR suficientes para
detectar fluorescéncia; a fase log em que a quantidade de produtos de PCR dobra a
cada ciclo e a fase platd onde ndo ha mais aumento no numero de produtos. A
fluorescéncia captada pelo aparelho pode ser obtida por dois métodos, detec¢do nao-
especifica e a especifica. O Syber Green € o corante mais utilizado de deteccdo nao-
especifica, no qual fluoréforos fluorescentes se ligam a fita-dupla de DNA, emitindo
fluorescéncia. Ou por sondas de hidrdlise, altamente especificas a sequéncia alvo, que
liberam fluorescéncia apenas na presenca do produto de PCR de interesse.

A deteccdo do produto amplificado € mostrada em um gréfico onde se tem no
eixo x o ciclo Threshold ou ciclo de quantificacdo (Cq) e no eixo y, o0 numero de ciclos
da reagcdo. O Cq € o numero do ciclo em que a fluorescéncia gerada dentro de uma
reacdo cruza a linha de limite. O ciclo de quantificacdo € um nivel de sinal reporter
normalizado, que é usado para a determinacdo do Cq em ensaios em tempo real. O
nivel é definido para ser acima da linha de base, (baseline), mas suficientemente baixo
para estar dentro da regiao de crescimento exponencial de uma curva de amplificacao
(fase log). O numero do ciclo em que o sinal de fluorescéncia associada a um acumulo
de amplicon particular cruza o limiar é referido como a Cq (Protocolo Real Time, LIFE
TECHNOLOGIES).

Apés a realizacdo das amplificacbes sédo utilizados métodos de analise da
expressdo génica por qPCR. Os valores de Cq gerados (valores logaritmicos) séo
utilizados diretamente (método Cq comparativo) ou indiretamente (interpolagdo de

curvas padrao para criar valores lineares) para analises quantitativas.
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O meétodo recomendado nas analises de expressdo génica em bovinos é o
desenvolvido por VANDESOMPELE et al., (2002), onde a normalizacéo dos valores da
expressdo dos genes-alvo € feita em relacdo aos valores obtidos por um fator de
normalizacdo, gerado através da expressao de no minimo trés genes de referéncias.

Os genes de referéncia ou genes enddgenos sdo aqueles cuja sequéncia contida
em uma amostra, é usada para normalizar as quantidades dos genes alvo nas demais.
A escolha de genes apropriados é crucial para confiabilidade dos resultados, porém o
nivel de expressao desses genes deve permanecer inalterado entre todas as amostras,
durante diferentes condi¢des experimentais (VANDESOMPELE et al., 2002).

2.9 Importancia e aplicacéo

Lancando mao de técnicas precisas e de alta acuracia é estudada a expressao
de genes relacionados a qualidade da carne em bovinos de corte, como possiveis
marcadores genéticos para selecdo de animais geneticamente superiores para carne
macia. A variagdo na expressao de genes ligados a qualidade da carne pode estar mais
diretamente ligada a esta qualidade do que os polimorfismos genéticos observados, e
desta forma pode levar a uma sele¢cdo mais acurada.

Entretanto é sabido que a qualidade final da carne ndo ¢é apenas
responsabilidade da genética dos animais, mas resultado de tudo o que aconteceu com
0 mesmo durante a cadeia produtiva (criagdo, transporte, armazenamento,
manipulacdo, exposicdo e preparo da carne), sendo assim, a selecdo baseada na
expressdo génica deve ser associado a formas de criacdo adequadas, gerando um

produto final de caracteristicas desejadas.
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2.10 Objetivos

O objetivo do estudo foi relacionar a qualidade da carne proveniente do musculo
longissimus dorsi em dois periodos (abate e com sete dias de maturagéo), a expressao
génica da p-calpaina (CALP 1), m-calpaina (CALP 2), calpastatina (CAST), diacilglicerol
acyltransferase 1 (DGAT1), leptina (LEP) e tireoglobulina (TG) em dois grupos
genéticos: Nelore (Bos indicus) e Canchim (3% Charolés, %Nelore), e verificar a
possibilidade de utilizar essa expressdo como marcador genético na sele¢do de animais

de gendtipos superiores para a qualidade de carne.

2.11 Hipo6teses

A carne menos macia na raca Nelore, resultado de uma maior atividade da
calpastatina relatada em varios trabalhos, sera evidenciada pela forca de cisalhamento
maior e indice de fragmentacdo miofibrilar menor nos animais da raca, que devera
também, apresentar maior expressdo do gene da calpastatina (CAST) e maior
porcentagem de lipideos totais (marmoreio da carne). Quanto aos genes relacionados a
deposicao de gordura (TG, DGAT1 e LEP), todos apresentam expressao superior nos
animais da raca Nelore.

A variacdo na expressao dos genes da calpastatina e calpaina dentro de cada
raca deverd ser acompanhada por variacdes na maciez da carne, enquanto variagées
na expressao dos genes relacionados ao metabolismo de lipideos, também dentro das

racas, deverdo ser acompanhadas por variacdes na quantidade de lipideos totais.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados 30 bovinos machos inteiros, criados em sistema
creep feeding e desmamados aos sete meses de idade, com peso vivo médio de 209,4
kg (£23,3 kg). Do total de animais utilizado, foram 15 bovinos do grupo genético Nelore

e 15 bovinos do grupo genético Canchim.

3.1 Manejo, arragcoamento e cuidados com 0s animais

Apés o desmame os animais foram mantidos nas instalacbes de confinamento
experimental da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia/Unesp-Botucatu.

Todos os animais foram submetidos & mesma dieta (ad libitum), alojamento e
manejo.

As baias eram de chao batido, a céu aberto, com lotacao de sete a oito animais
por baia (50 m? por animal e 1,6 m linear de cocho por animal). A separacdo dos
animais nas baias foi feita por raca, sendo duas baias com animais Canchim e duas
baias com animais Nelore.

Todos os animais foram desverminados, pesados e submetidos a um periodo de
21 dias de adaptacdo a dieta proposta. A adaptagdo adotada foi a “step up”, dividida em
trés periodos de sete dias cada, caracterizada por um aumento gradual na quantidade
de concentrado até a dieta experimental inicial (dieta de crescimento).

As pesagens foram realizadas no inicio do experimento e a cada 28 dias
aproximadamente, apés um periodo de jejum alimentar de 16 horas, para
monitoramento do ganho diario de peso vivo e ajustes nas porcentagens dos
ingredientes da dieta.

O crescimento e a deposicdo do tecido adiposo foram monitorados por
ultrassonografia em cada periodo de pesagem, através de uma amostragem de 10%

dos animais.
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A dieta foi formulada com alta relagdo concentrado:volumoso (75:25) e fornecida
duas vezes ao dia (manha e tarde), de forma a garantir uma sobra de 5 a 10% do total
de alimentos fornecidos. A disponibilidade de &agua era constante nos bebedouros
australianos com capacidade para 1500 litros.

A dieta foi composta por bagaco de cana cru, feno de capim, silagem de gréos
umidos de milho, polpa citrica, farelo de soja e nucleo mineral com monensina
(Rumensin - Elanco®). As dietas utilizadas foram de alta qualidade nutricional,
formuladas segundo o sistema Cornell Net Carbohydrate and Protein System 5.0. 26,
cuja composicdo bromatoldgica esta apresentada na Tabela 1. A dieta foi submetida a
ajustes de quantidade diariamente, com base no escore de cocho antes da primeira
refeicdo (8h). Eram esperados ganhos de peso diarios de 1,3 a 1,6 kg/animal. Ao longo
do periodo experimental foram feitas amostragens periédicas da dieta para a andlise
bromatologica de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM), de
acordo com a ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC, 1990) e
fibra em detergente neutro (FDN) (GOERING e VAN SOEST, 1970).
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Porcentagem de Incluséo (%MS)

Ingredientes Adaptacao | Adaptacéo Il Adaptacao Il Inicial Final
(7 dias) (7 dias) (7 dias) (66 dias) (41 dias)
Bagaco de cana cru 26,94 23,48 20,71 21,77 13,61
Feno 15,37 14,02 12,58 5,12 4,54
SGUM 23,14 27,74 32,21 36,20 47,52
Polpa Citrica 12,33 12,96 13,34 15,25 19,98
Farelo de Soja 20,70 20,27 19,63 20,14 12,85
Uréia 0,46 0,46 0,46 0,47 0,43
Sal Mineral 1,07 1,07 1,07 1,05 1,08
Composic¢ao Nutricional (%6MS)
MS 74 75 75 74 75
PB 15,6 15,7 15,8 16,0 13,8
FDN 37,1 33,6 30,3 25,9 19,2
peFDN 32 28 25 21 15
NDT 71 73 75 76 80
Célcio 0,54 0,54 0,54 0,55 0,62

SGUM: silagem de grdo imido de milho; MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente

neutro; peFDN: fibra em detergente neutro fisicamente efetiva; NDT: nutrientes digestiveis totais.

Quando o0s animais alcancaram o0 peso de abate pré-estabelecido de

aproximadamente 370 Kg (12,5 @) e cobertura de gordura de acabamento de minimo 4

mm, foram abatidos em frigorifico comercial. A espessura da camada de gordura

subcutanea foi monitorada via ultra-som nas mesmas ocasides das pesagens e no

abate utilizando-se um paquimetro, seguindo-se a metodologia usada pelo UNITED
STATES DEPARTMENT AGRICULTURE (USDA) (1989).
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3.2 Coleta das amostras

As amostras utilizadas nas andlises de expressdo génica foram coletadas
imediatamente apos o abate, sendo retiradas do musculo Longissimus dorsi na altura
das 112 e 132 costelas de cada animal, e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido. As amostras para as andlises de forca de cisalhamento (FC), indice de
fragmentag&o miofibrilar (MFI) e lipideos totais (LT) foram coletadas 24 horas apos o
resfriamento da carcaga, da mesma regido do masculo Longissimus dorsi, entre 112 e
132 costelas dos animais.

As amostras foram coletadas, inicialmente, para o projeto de pesquisa
desenvolvido e concluido: “Relacdo entre a qualidade da carne e a expressao génica e
protéica de isoformas de Miosinas de Cadeia Pesada no musculo longissimus dorsi em
dois diferentes grupos genéticos de bovinos, Nelore e Canchim”, (FAPESP Proc:
2009/03650-0), coordenado pelo Prof. Dr. Henriqgue Nunes de Oliveira com a
colaboracdo do mestrando Eduardo Paulino Castan (FAPESP Proc. 2007/06768-70) e
da Prof a. Dra. Maeli Dal Pai Silva, e gentilmente cedidos para a realizacao do presente

trabalho.

3.2.1 Processamento das amostras de qualidade de carne

As amostras coletadas da carcaca resfriada para a analise de qualidade de carne
foram mantidas a 4° C. Metade das amostras coletadas 24 horas apds o resfriamento
da carcaca, foram utilizadas para a andlise de forca de cisalhamento (FCO), indice de
fragmentacdo miofibrilar (MFIO) e extracdo de lipideos totais sem influéncia da
maturacao.

O restante das amostras coletadas foi embalado a vacuo e mantidas a 4° C por
sete dias (periodo de maturacdo), sendo submetidas as analises de forca de

cisalhamento (FC7) e indice de fragmentag&o miofibrilar (MFI7).
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3.2.2 Processamento das amostras de expresséo génica

As amostras coletadas para a analise da expressao génica, imediatamente apos
o abate, apds o0 congelamento em nitrogénio liquido foram mantidas a -80° C nos
freezers do Laboratorio de Biologia do Musculo Estriado (LBME), Departamento de

Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP Botucatu.

3.3 Analise da Forca de Cisalhamento

As amostras do musculo Longissimus dorsi, com aproximadamente 2,54 cm de
espessura, ndo maturadas e maturadas por sete dias, foram submetidas a analise de
forca de cisalhamento, seguindo a metodologia descrita por WHEELER et. al., (1995).
As amostras de carne foram pesadas e assadas em forno elétrico até atingirem a
temperatura interna de 71°C. As amostras foram pesadas novamente e resfriadas por
24 horas. A medicdo da maciez foi realizada utilizando-se o aparelho texturdmetro com
sonda Warner-Bratzle Shear Force com capacidade de 25 kg e velocidade de
seccionador de 20 cm/minuto. O valor de FC (kg) de cada amostra foi obtido pela média
aritmética de seis sub-amostras, retiradas de diferentes pontos da mesma amostra,
para melhor precisao.

3.4 Analise do indice de Fragmentac&o Miofibrilar (MFI)

A determinacdo do indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI) foi baseada na
metodologia proposta por CULLER et al.,, (1978) e adaptada no Laboratério de
Bioquimica da Carne (LBC) do Departamento de Quimica do IBB, Unesp, Botucatu/SP.

Das amostras coletadas 24 horas ap0s o resfriamento da carcaca, sem
maturacdo e com sete dias de maturacdo (ainda congeladas), destinadas a esta

analise, foram retirados fragmentos musculares de trés gramas, desprovidos de tecido
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conjuntivo e gordura aparentes. Esses fragmentos musculares foram homogeneizados
em 30 mL de solucédo de extracdo (KCl 100 mM, fosfato de potassio 20 mM, EDTA 1
mM, MgCl, 1 mM e NaNs 1 mM, pH 7,0) em Ultra-turrax com haste de cisalhamento
(Marconi - MA 102/E) a 18000 rpm. Em seguida, a solugcdo homogeneizada foi
centrifugada, a 1000 x g por 15 minutos, a 2°C. Apos descartar o sobrenadante, foram
adicionados 30 mL de solugcédo de extracdo e o precipitado foi agitado vigorosamente
até que o pellet tenha sido desfeito, e 0 mesmo foi centrifugado novamente por 15
minutos a 1000 x g a 2°C. Apoés descartar o sobrenadante, foram adicionados ao
precipitado 7,5mL da solucdo de extracao e a suspensao obtida foi filtrada em peneira
de polietileno para remocdo do tecido conjuntivo. Para lavagem do tubo de modo a
facilitar a passagem das miofibrilas através da peneira foram adicionados mais 7,5 mL
da solucédo de extragédo ao tubo onde foi realizada a extracgéo.

Foi determinada na suspensao de miofibrilas a concentracéo de proteinas pelo
método do biureto, descrito por GORNALL et al., (1949). Uma aliquota da suspenséao
de miofibrilas foi entdo diluida com a solucdo de extracdo até uma concentracao
protéica de 0,5+0,05 mg/mL. A suspenséo diluida de miofibrilas foi agitada e colocada
em cubeta para a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.
Para obtenc&o do indice de fragmentacdo miofibrilar, o valor de densidade 6tica obtido

foi multiplicado por 200.

3.5 Extracao de lipideos totais

A determinacao dos lipideos totais nas amostras livres de gordura subcutanea foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por BLIGH e DYER (1959), onde amostras
musculares de aproximadamente trés gramas foram homogeneizadas e acrescidos 10
mL de cloroférmio, 20 mL de metanol P.A. e 8 mL de agua destilada, sendo o material

totalmente dissolvido. A mistura foi colocada em mesa agitadora por 30 minutos.
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Apés agitacao foram adicionadas de 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugéo
de sulfato de sddio 1,5%, agitando-se vigorosamente por dois minutos. As amostras
foram divididas em dois tubos plasticos (50 mL) para centrifugacdo por dois minutos a
3300 rpm (1000 g) a 25°C e o sobrenadante foi descartado e filtrado em provetas.
Foram coletados 5 mL do filtrado e transferidos para um béquer e mantidos em estufa a
37° C, para evaporacgao do cloroformio.

O peso dos béquers secos em estufa, resfriados em dissecador e numerados foi
medido antes de ser transferido o filtrado para os mesmos. Os béquers foram pesados
depois que o cloroférmio das amostras evaporou. Os dados foram colocados em uma

planilha e a porcentagem de lipideos foi calculada.

3.6 Analise da expressdao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo

Real apds Transcricdo Reversa (RT-gPCR)

3.6.1 Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total do musculo estriado esquelético foi realizada utilizando
o protocolo de TRIzol (LIFE TECHNOLOGIES, EUA). O RNA total foi dissolvido em
agua destilada e autoclavada (tratada com Dietilpirocarbonato-Sigma® - DEPC, a
0,01%), e armazenado a - 80°C.

Para a verificacdo da qualidade e quantificacdo do RNA total extraido foi utilizado
o espectrofotbmetro NanoVue (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES, EUA). Com base
na densidade optica (OD) 260 nm (especifica para &cidos nucléicos), foi verificada a
quantidade do RNA. Além disso, as razfes das absorbancias 260/280 nm e 260/230
nm, superiores a 2,0 e 1,7 respectivamente, forneceram uma estimativa da qualidade
da extragéo.

Juliana Giusti



35

3.6.2 Anélise da integridade do RNA total

Apés a quantificacdo do RNA extraido, foi realizada a avaliacdo da integridade
do material. O processo é realizado através da presenca das bandas correspondentes
aos RNAs ribossomais 18S e 28S, apos eletroforese capilar (2100 BIOANALYZER,
AGILENT TECHNOLOGIES, EUA). A integridade do RNA foi verificada pelo calculo do
namero de integridade de RNA (RIN), encontrando-se uma média dos valores de todas
as amostras (Nelore e Canchim) igual a 8,0+ 0,3 (escala 1-10), indicando um RNA de

alta qualidade e com minimo de degradacao.

3.6.3 Tratamento do RNA com DNase

O RNA total obtido foi tratado com a enzima DNase para remocdo de possivel
DNA gendmico contaminante, conforme as instrugcbes do protocolo DNase | -
Amplification Grade (LIFE TECHNOLOGIES, EUA). O RNA total destinado a reacao de
transcri¢éo reversa foi transferido para microtubo estéril, onde foram acrescentados 2L
de tampéo DNase, 2uL de DNase | (lunidade/mL) e 4gua destilada tratada com DEPC
e autoclavada na quantidade suficiente para completar 20uL de solucdo. Essa solucéo
permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida
de 2uL de EDTA (25mM) e incubada a 65°C por 10 minutos.

3.6.4 Reacdao de Transcricdo Reversa (RT)

A reacédo de transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity
cDNA archive kit (LIFE TECHNOLOGIES, EUA), com 2 ug de RNA total obtido do
musculo esquelético, ao qual foi adicionado 10 ul de tampé&o de transcriptase reversa
(10x RT buffer), 4 uL de dNTP (25x), 10 uL de Randon Primers (10x), 2,5 uL de enzima

de transcriptase reversa (50 unidades/ul), 2,5 pL de inibidor de ribonuclease
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recombinante RNaseOUT (40 unidades/uL) (LIFE TECHNOLOGIES, EUA) e o volume
final da reacédo ajustado para 100 uL com H,O livre de RNases. Cada amostra foi
incubada a 25 °C por 10 minutos e em seguida, a 42 °C por duas horas, tendo seu
volume final ajustado para 200 uL. As amostras permaneceram estocadas em freezer a
-20 °C.

3.6.5 Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real apds transcricao reversa
(RT-gPCR)

- Escolha dos genes de referéncia

Foram testados quatro genes de referéncia usualmente utilizados em bovinos
segundo a literatura: Beta actina (8 actina), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), hipoxantina-guanina fospforribosiltransferase (HPRT) e TATA box binding
protein (TBP).

Foi utilizado o software Data Assist v2.0 (LIFE TECHNOLOGIES, EUA) para a
realizacdo das analises de expressao e escolha dos genes de referéncia. O programa
analisou a estabilidade dos genes propostos (Tabelas 2 e 4), apontando trés como mais
estaveis (GAPDH, HPRT e TBP) (Figura 10). Todos os procedimentos laboratoriais da
RT-gPCR foram realizados segundo MIQE guide lines (BUSTIN et al., 2009).
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Figura 10. Grafico de estabilidade de expressdo dos genes de referéncia (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), hipoxantina-guanina fospforribosiltransferase (HPRT) e TATA binding box
protein (TBP). Cq: ciclo de quantificagéo.

As reacdes de RT-qPCR foram realizadas na plataforma ABI 7300 de acordo
com o protocolo da LIFE TECHNOLOGIES.

Foram utilizados conjuntos de primers e sondas de hidrélise customisados
(ensaios TagMan®) para os genes u-calpaina, m-calpaina, calpastatina, tireoglobulina,
leptina e TBP (Tabela 2), expressos em Bos taurus (LIFE TECHNOLOGIES, EUA).
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Tabela 2. Numero de acesso dos ensaios customizados TagMan® (LIFE
TECHNOLOGIES, EUA) utilizados para analise da expresséo génica por RT-gPCR.

Fluorescéncia

Gene Identificacao do ensaio
CAPN 1 BSF03223357_m1
CAPN 2 BSF03817738_m1
FAM
CAST BSF03252008_m1
TG BSF03211731_m1l
LEP BSF03211909 m1l
TBP BSF03241947 m1l

CAPN 1: p-calpaina, CAPN 2: m-calpaina, CAST: calpastatina, TG:
tireoglobulina, LEP: leptina e TBP: TATA binding box protein

Para os genes DGAT1, GAPDH e HPRT, foram desenhados primers e sondas de
hidrolise, baseados nas sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Tabela 3), utilizando-se o
software Primer Express® 3.0 (LIFE TECHNOLOGIES, EUA) (Tabela 4).

Tabela 3. NUmero de acesso das sequéncias dos genes DGAT1, GAPDH e HPRT

Gene NUmero de acesso
DGAT1 EE_00668544.1
GAPDH NM_001034034.1
HPRT NM_001034035.1

DGAT1: diacilglicerol aciltransferase 1, GAPDH: gliceraldeido
3-fosfato  desidrogenase, HPRT: hipoxantina-guanina
fospforribosiltransferase
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Tabela 4. Sequéncia dos primers e sondas de hidrolise sintetizadas para analise da

expressao génica na reacao de RT-gPCR.

Gene Sequéncia Fluorescéncia

DGAT1 Primer F: CATGCTCTGGAAACCCTACAGAT
Primer R: TGCACAGCACTTTATTGACACATT
Sonda: TCGCCCAAGGGTC FAM

GAPDH Primer F: TCCACCCACGGCAAGTTC
Primer R: TGACGAGCTTCCCGTTCTCT
Sonda: CGGCACAGTCAAGG FAM

HPRT Primer F: TGGCGTCCCAGTGAAATCA
Primer R: CAGCTGGCCACAGAACAAGA
Sonda: CAGTGACATGATCCAATG FAM

DGAT1.: diacilglicerol aciltransferase 1, GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,
HPRT: hipoxantina-guanina fospforribosiltransferase

Para os ensaios Tagman Gene Expression customizados (diluidos 20x) foram

realizados os seguintes procedimentos:

a) Descongelamento das amostras de cDNA e dos ensaios no gelo, seguindo-se

de agitacao, ressuspensao e breve centrifugagao.

b) O reagente master mix foi misturado suavemente, evitando dano ao material.
Foi calculada a quantidade de cada reagente de acordo com o nimero de reacdes em

triplicata a serem feitas por dia.

As reacles eram compostas por 1,25 yL de TagMan® Gene Expression Assays
(20x), 12,5uL de TagMan® Universal Master Mix Il (2x), 5uL de cDNA (20 ng/uL) e 6,25
ML agua RNase-free, totalizando 25 yL de solucdo. As placas foram lacradas com os

adesivos e centrifugadas brevemente.
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- Validagc&o dos primers e sondas

Foram realizados testes de concentracdo de primers e de sondas para oS
ensaios sintetizados, a fim de obter o menor Cq com maior valor de ARn e auséncia de
dimeros. Como recomendado pelo fabricante, foram testadas concentracdes de 50 a
900 nM de primer foward e reverse, sendo de 300 nM a concentracdo ideal
determinada para ambos os primers. Estabelecido a concentracéo ideal dos primers, foi
realizado o teste de concentracdo das sondas, de 50 a 250 nM, recomendadas pelo
fabricante, chegando-se a 50 nM como concentracao ideal. Os testes de primers e
sondas foram realizados utilizando-se o0 mesmo protocolo das reacdes com as

amostras, descrito abaixo.

Estabelecida a concentracdo Otima dos reagentes, foi realizado um teste de
validacdo utilizando curvas padréo a partir de uma diluicdo seriada para os 3 genes
(DGATL1, GAPDH e HPRT), a fim de confirmar a eficiéncia de 100% de amplificagéo dos

primers a cada ciclo da reacdo de gPCR.

Com a confirmacéo da eficiéncia das reacdes passou-se a montagem das placas
com o seguinte protocolo: 12,5uL de TagMan® Universal Master Mix Il (2x), 2,5uL
Primer Forward, 2,5uL Primer Reverse, 2,5uL sonda, 2,5uL cDNA e 2,5uL de agua
RNase-free, totalizando 25uL. Em seguida, as placas (96-well) foram lacradas com os

adesivos e centrifugadas brevemente.

Em cada placa de gPCR foram colocados um Unico gene (alvo ou de referéncia)
com todos os animais (n=30), procedimento igualmente realizado para ambos os tipos

de ensaios (customizados ou sintetizados).
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- Determinagé&o dos parametros da reacao

Para a realizacao das reacdes foi utilizado o sistema Real Time PCR 7300 (LIFE
TECHNOLOGIES, CA, EUA), utilizando-se as seguintes condi¢des: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Apds a corrida, foi analisada a curva de dissociacdo para confirmar a
amplificacdo especifica dos produtos de gPCR de cada gene. A curva de dissociacdo
permite identificar o produto especifico, pela presenca de um Unico pico, e fazer a
distincdo entre o DNA alvo (amplicon) e a formagéo de dimeros de primers. Um Unico
pico na curva de dissociacdo indica que todos os amplicons presentes na reacdo
apresentam o mesmo tamanho e, portanto, denaturam a uma mesma temperatura, de
acordo com a queda brusca de fluorescéncia da sonda de hidrélise observada nessa
curva (Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time
Quantitative PCR, APPLIED BYOSYSTEMS, 2004).

Para cada reacdao de gPCR, foram determinados, automaticamente, o0s
parametros baseline e threshold, gerando para cada amostra um ciclo de quantificacao
(ciclo threshold). O Cq que corresponde ao ciclo da qPCR no qual a fluorescéncia
gerada cruza o limiar threshold, foi utilizado para a verificacdo da eficiéncia de
amplificacdo de cada conjunto de primers de sondas de 100% + 5%, com os valores de
inclinacdo das retas (slope) inclusos no intervalo de -3.32 a -3.4, de acordo com o User
Bulletin #2 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001). A determinacdo do valor de Cq é
importante ainda, porque € ele que serd usado na quantificacdo da expressdo dos
genes. O Cq é o valor da expressao génica de cada animal feita em reacdes triplicatas,
e é gerado matematicamente pela formula 22T, que gera uma relacéo entre o Cq do
gene-alvo e o fator normalizador (média dos Cgs dos genes de referéncia de uma
amostra calibradora ou controle interno) LIVAK E SCHMITTGEN et al., (2001). Todo
procedimento matematico foi realizado pelo programa Data Assist v2.0 (LIFE
TECHNOLOGIES, EUA).
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3.7 Analise estatistica dos dados

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 programa
computacional Statistical Analysis System v.9.1 (SAS). Os dados de qualidade de
carne e gordura foram submetidos a andalise de variancia através do procedimento
GLM, utilizando-se método de andlise de variancia tipo | e tipo Il (ANOVA) para
verificacdo da significancia. Para comparacéo dos dados de expressao génica entre os
grupos genéticos foi utilizado o mesmo método de andlise de variancia, a partir da
média dos Cqs das triplicatas de cada animal. Para as analises da associa¢édo entre 0s
dados de expressdo génica e qualidade de carne dentro de raca, foi utilizada a
correlacdo de Pearson. Para todos os testes estatisticos foi aplicado o método de

Bonferroni para controle do nivel de significancia no experimento.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ganho de peso

O peso médio a desmama (209,36 kg + 23,32) foi abaixo do preconizado por
SILVEIRA et al., (2004), sendo assim o0s animais demoraram mais que o esperado para
atingirem o peso de abate. Em aproximadamente 140 dias de confinamento os animais
ganharam em média 168,36 Kg. O ganho de peso médio diario dos animais variou de
0,55 a 1,68 kg/dia/animal (Tabela 5), porém as médias de ganhos de peso das duas

racas foi equivalente.
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Tabela 5. Média de peso dos animais Nelore (NE) e Canchim (CH) desde a entrada no

confinamento até o abate

Grupo P1 P2 GPD1 P3 GPD2 P4 GPD3 P5 GPD 4

Média NE 203,72 228,50 0,55 278,22 1,551 335,44 1,68 371,33 0,72
Média CH 215,00 242,61 0,61 288,11 1,38 341,81 1,62 384,11 0,79

P: média de peso em cada periodo (28 dias); GPD: média do ganho de peso diario; NE: Nelore;
CH: Canchim. P1: entrada dos animais no confinamento; P5: abate

4.2 Qualidade da carne

4.2.1 Maciez da Carne

Duas medidas indicadoras da maciez da carne foram avaliadas neste trabalho, a
Forca de Cisalhamento e o indice de Fragmentacdo Miofibrilar. Os resultados das
analises estatisticas destas duas medidas ndo foram iguais, embora os valores
encontrados tenham indicado tendéncias semelhantes para as duas medidas.
Conforme pode ser observado na Figura 11, os valores da for¢a de cisalhamento foram
menores para os animais da raca Canchim do que para o Nelore tanto no dia zero,
como apos sete dias de maturacdo. Entretanto, as analises estatisticas ndo apontaram

diferencas significativas entre os grupos (P>0,05).
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FCO: Forca de Cisalhamento no dia zero (24 horas ap6s o
abate, carne sem maturagdo); FC7: Forca de Cisalhamento
sete dias ap0s o abate (carne maturada)

Figura 11. Média da forca de cisalhamento (Shear Force) nos diferentes grupos Nelore e Canchim

Por outro lado, as andlises do indice de fragmentacdo miofibrilar mostraram
valores superiores nos individuos da raga Canchim (P<0,05), na carne sem maturacao
(MFI0), indicando uma carne mais macia nos animais dessa raca (Figura 12). Nos
valores de MFI7 ndo foram encontradas diferencas entre as racas (P>0,05), porém
MFI7 mostrou-se superior a MFIO em ambas os grupos. Esses resultados corroboram
com OLSON et al, (1976), que estabeleceram que com o0 aumento dos dias
postmortem houve também um crescente aumento nos valores de MFI. Sendo assim, a
diferenca na maciez da carne encontrada entre os periodos é dada pela auséncia de
degradacdo das fibras musculares em MFIO. Nesse periodo, o musculo ainda néo
concluiu o processo de rigormortis, processo iniciado somente 24 horas apos o abate.
Desta forma, as enzimas proteoliticas ainda ndo iniciaram o processo de degradacgéo
das proteinas miofibrilares (HADLICH et al., 2006). Além disto, antes do abate, a taxa
de sintese protéica é superior a degradacgdo, resultando em taxas de degradacédo
miofibrilares menores. J& nas amostras onde foi mensurado MFI7, o masculo havia
concluido o processo de rigor e as enzimas proteoliticas ja haviam realizado o processo

de degradacao protéica, tornando a carne mais macia em ambos 0S grupos.
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O processo de maturagdo da carne bovina tem inicio logo apds a entrada do
musculo em rigor mortis, porém esse inicio varia de acordo com a idade do animal. Em
animais velhos o rigor pode comecar em até 150 horas apés o abate, sendo assim a
carne soO tera resultado efetivo da maturacdo, em periodo longos de tempo. Alguns

estudos propdem periodos de até 14 dias de maturagdo (STOLOWSKI et al., 2006).

MFI 0: indice de fragmentacdo miofibrilar dia 0 (24 horas apds o
abate, carne sem maturacdo); MFI 7: indice de fragmentacdo
miofibrilar sete dias ap6s o abate (carne maturada). * diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05). MFI: unidade arbitraria.

Figura 12. Média do indice de fragmentacédo miofibrilar nos diferentes grupos Nelore e Canchim

Em termos de maciez os valores das duas medidas (FC e MFI) apresentadas
nas Figuras 11 e 12, indicam uma mesma tendéncia, a maior maciez no Canchim na
carne sem maturacao e uma aproximacao dos valores apés os sete dias de maturacao.
Estes resultados aliados aos da analise estatistica, parecem indicar que antes do
periodo de maturagdo a carne dos animais da raca Nelore era um pouco menos macia
do que a carne dos Canchim, e que o periodo de sete dias de maturacdo diminuiu esta

diferenca. A discrepancia nos resultados das analises estatisticas das duas medidas
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pode refletir maior variabilidade do FC em relacdo ao MFI, bem como, pode ser
consequéncia dos diferentes processos fisioldgicos que afetam as duas medidas.

Os resultados encontrados contradizem aos resultados descritos em Varios
trabalhos onde animais Bos taurus ou seus cruzamentos apresentam carne mais macia
gue animais puros Bos indicus, mesmo apds o processo de maturacdo. CROUSE et al.
(1989) realizaram experimento com animais jovens que possuiam percentagens de 0,
25, 75 e 100% de sangue zebuino. Os autores demonstraram que, na medida em que
se aumentavam os graus de sangue zebuino nos cruzamentos, diminuia o MFI. Deste
modo, esses autores concluiram que a variacdo da maciez da carne foi independente
do meio ambiente, responsabilizando o aumento do gendtipo zebuino pela reducdo da
maciez da carne. Posteriormente, resultados semelhantes também foram encontrados
por WHEELER et al. (1996). Tendo em vista estes resultados, era esperado que
animais Nelores puro apresentassem MFI inferiores e FC superiores aos animais
cruzados (Canchim) tanto na carne sem maturacdo, como na carne maturada, ja que
esses possuem apenas 3/8 de genes de Zebuinos em sua composi¢ao teorica. Os
valores de MFI (MFIO e MFI7) mostraram-se superiores a 60, e os de FC inferiores a 4,5
kg, indicando uma carne macia (CULLER et al., 1978; MCKEITH et al. 1985 e
SHACKELFORD et al., 1991), antes mesmo do processo de maturacdo. Esses
resultados, entretanto, estdo de acordo com os encontrados por HADLICH et al., (2006)
que no estudo da maciez da carne de Bos indicus e Bos taurus puros criados no
sistema superprecoce, ndo encontraram diferenca na maciez da carne entre 0s grupos.

A pouca diferenca na maciez da carne de duas racas de diferentes padrdes de
crescimento pode ser explicada pelo sistema de producdo onde os animais foram
produzidos. Segundo HADLICH et al., (2006) animais diferentes quanto ao crescimento,
podem apresentar similar desenvolvimento e carne de qualidade semelhante se
produzidos, desde o nascimento, dentro de condi¢des pré-estabelecidas, de manejo e
alimentacéo.

Em animais jovens o alto turnover protéico do musculo torna a carne suscetivel

ao processo de maturacdo em curtos periodos de tempo, como encontrado por
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HADLICH et al., (2006), que utilizando dois grupos genéticos (Bos taurus e Bos
indicus), demonstraram que animais criados em sistema superprecoce (abatidos
jovens) necessitam de apenas sete dias de maturacdo para obterem resultados
satisfatérios, quanto a maciez da carne. Demonstraram ainda que, neste sistema de
criagdo, o processo de maturagdo age de maneira mais incisiva na carne dos zebuinos,
uma vez que apoés sete dias de maturacdo as diferengcas encontradas na maciez da
carne de animais zebuinos e taurinos haviam desaparecido. Os resultados obtidos no
presente trabalho corroboram os resultados destes autores, ja que os animais das
diferentes racas mostraram pouca diferenca quanto a maciez da carne antes da
maturacdo e que esta diferenca diminui na carne maturada. Além da acéo eficaz do
processo de maturacdo em apenas sete dias, visto que os valores da FC e da MFI
mensurados na carne maturada mostraram-se inferiores aos da carne ndo maturada,

em ambos 0s grupos.

4.2.3 indices de lipideos totais

Com relacdo aos lipideos totais foi encontrada diferenca entre as racas (P<0,05)
(Figura 13). Os animais da raca Nelore obtiveram deposicdo de gordura de marmoreio
superior em relagcdo aos animais da raca Canchim, confirmando as hipéteses desse

estudo.
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Figura 13. Lipideos totais (LT) nos animais Nelore e Canchim

A maior taxa de lipideos no musculo Longissimus dorsi do Nelore indica uma
maior deposicdo de gordura de marmoreio, como observado na literatura. Individuos
Nelore possuem caracteristicas de deposi¢cdo de gordura de marmoreio superiores as
racas Charolés (taurino continental) e Canchim, que possuem maior deposicdo
muscular (ZADRA, 2005).

4.3 Expresséo génica

4.3.1 Reacao em cadeia da polimerase em Tempo Real ap0s transcricao reversa
(RT-gPCR)

Os padrbes adotados para a realizacdo das reacbes de qPCR deduziram a
linearidade e a eficiéncia da reacdo a partir da inclinagéo da curva-padréo gerada pelo
software 7300 System SDS (LIFE TECHNOLOGIES, EUA) para cada um dos genes
analisados. A andlise das curvas-padrdo dos genes que tiveram ensaios desenhados

(Tabela 4) demonstrou uma alta linearidade (r> = 0,99). A eficiéncia da PCR (E,) foi
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calculada a partir da equacéo E, = 10 -1"a6& _1 " yma inclinacdo de -3,32 implica em
uma eficiéncia de reacéo de 100%. Todos os genes desenhados apresentaram valores
de inclinacdo préximos de -3,32 e as estimativas de eficiéncia ficaram em 100% + 5%.

Foi necessario também realizar a correcéo da variabilidade experimental entre as
diferentes amostras, por exemplo, quantidade de RNA e eficiéncia da reacdo de
transcricdo reversa, antes da realizacdo das analises finais. A normalizagdo pelo fator
de correcdo (gerado pela expressao dos trés genes de referéncia) € o método mais
aceito para evitar essas disparidades (VANDESOMPELE et al., 2002).

A partir da normalizacdo dos genes-alvo pelos genes de referéncia, foram
obtidos os dados de expressdo para cada grupo genético. A expressado do gene da
CALP 1 ndo mostrou diferenca entre os grupos (P<0,92) (Figura 14). O gene da CALP
2, assim como a CALP 1, também ndo apresentou diferenca entre os animais Nelore e
Canchim (P<0,36). Os resultados encontrados corroboram com FERRAZ (2009) que
comparou a expressao da CALP2 em Nelore (Bos indicus) e Angus (Bos taurus), sem

encontrar diferenca.

CAPN1: p-calpaina; CAPN2: m-calpaina; CAST: calpastatina; DGAT1:
diacilglicerol aciltransferase 1; LEP: Leptina; TG: tireoglobulina. Teste de
Tukey. * diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05). Expressdo génica:
unidade arbitréria.

Figura 14. Expressao génica nos diferentes grupos genéticos Nelore e Canchim
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Diante dos resultados encontrados a diferenca na maciez da carne dos animais
zebuinos, provavelmente ndo é resultante da menor expressao dos genes codificantes
das proteases (CAPN1 e CAPN2), mas sim da maior expresséo do seu inibidor (CAST).
Esta premissa é reforcada pelos resultados obtidos por WHIPPLE et al., (1990), que ao
analisar a atividade das enzimas codificadas por esses genes, em taurinos e zebuinos,
detectaram maior atividade enzimética do inibidor calpastatina nos animais zebuinos,
porém ndo observaram diferencas na atividade enzimatica das calpainas, em nenhum
dos grupos genéticos. De acordo com GEESINK e KOOHMARAIE (1999) e GEESINK
et al., (2006), o aumento do nivel de atividade da calpastatina resulta na reducéo da
taxa de protedlise mediada pelas calpainas e, consequentemente, uma diminuicdo da
maciez da carne, sugerindo que este fato comprovaria a inibicdo do processo de
protedlise pela enzima. O aumento da atividade das enzimas ligadas ao processo se da
pela quantidade de enzima que é sintetizada. Sendo assim, quanto maior for a
expressao do gene codificante da enzima, maior sera a atividade da mesma. Outros
fatores intracelulares também estdo envolvidos no controle da atividade enzimatica,
porém nao foram abordados neste trabalho.

Diversos autores tém relacionado a maior atividade enzimatica da calpastatina a
maiores valores de FC no musculo de animais zebuinos, quando comparados com 0s
taurinos (WHELER et al. 1990; WHIPPLE et al. 1990; SHACKELFORD et al. 1991,
CUNDIFF, 1993; MORGAN et al. 1993; PRINGLE et al. 1997; O'CONNOR et al. 1997;
IBRAHIM et al. 2008). Todavia, a quantificagdo dos RNAs mensageiros (RNAmM)
envolvidos no processo é pouco estudada, sendo este trabalho fonte de informacao
fundamental no processo de entendimento do sistema proteolitico calpaina-
calpastatina.

A relagéo entre menores indices de MFI e a expressédo do CAST encontrados na
literatura sdo compativeis com o0s resultados observados nesse trabalho, onde o
parametro MFI foi menor nos animais Nelore, e a expressdo do gene CAST maior.
Entretanto apenas a expressao do gene néo justifica a pequena diferenca de MFI entre

as racas, sugerindo que essa influéncia possa ser reduzida em animais jovens, que por
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possuirem alto turnover protéico ndo necessitam de grandes quantidades das enzimas
proteoliticas para produzirem uma carne macia.

Tendo em vista os resultados de expresséo génica, forca de cisalhamento e MFI
a carne dos animais Nelore foi mais dura do que a dos animais Canchim, porém dentro
dos padrdes de maciez aceitaveis. Esses animais por serem jovens, foram beneficiados
pelo ambiente celular favoraveis, onde ha alto turnover protéico, altas concentracdes de
glicogénio muscular e consequentes valores de pH reduzidos, o que tornam a carne
mais macia.

A andlise da expressdo dos genes relacionados a deposicdo de gordura, nao
mostrou expressao diferencial entre as racas (P>0,05). A igualdade da expressdo
génica pode ser dada pelo desenvolvimento semelhante das racas no periodo de
confinamento, que teria promovido a deposicdo de tecidos corpdéreos no mesmo
periodo, nas duas ragas. Sendo assim, os animais Canchim, que naturalmente
possuem pouca deposicdo de gordura de marmoreio, influenciada pela composicao
genética (5/8 Charolés - taurino continental) (NARDON et al.,, 2001), apresentou
expressao esperada dos genes relacionados a deposicao de gordura. Contrapondo-se
aos animais Nelore, que deveriam apresentar expressao superior, ja que apresentaram
maiores quantidades de lipideos totais (gordura de marmoreio). Esses resultados
apontam para outros fatores intermediando o processo de transcricdo do gene até sua
traducdo em proteina efetiva, e possivelmente haja outros genes envolvidos no
processo de formacg&o da gordura. Os resultados poderiam ser mais elucidativos, se a
expressao dos genes de deposi¢do de gordura fosse mensurada em adipdcitos, além

do tecido muscular, porém essas analises nao forma realizadas neste trabalho.
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4.4 Correlagdes entre a qualidade de carne e expressao génica

Nenhuma das correlacbes entre as caracteristicas medidas nos animais e a
expressdo génica na raca Nelore foi significativa apds aplicacdo da correcdo pelo
método de bonferroni, que assegura a manutencdo da taxa de erro dos testes
estatisticos (Tabela 6). A auséncia de correlacdo entre as medidas de maciez e a
expressao dos genes da calpaina e calpastatina ndo era esperada, uma vez que a
maior quantidade de calpastatina tem sido associada a menor maciez da carne apés o
periodo de maturacdo (GEESINK et al., 2006). Por outro lado, as calpainas atuam no
sentido de aumentar a maciez, razao pela qual poder-se-ia esperar que 0s animais com
maior expressdo das calpainas apresentassem também carne mais macia, muito
embora a acdo a calpaina 1 seja significativa somente 150 horas apos o
estabelecimento do rigor mortis. As possiveis explicacdes para o0s resultados
encontrados neste trabalho passam pelo fato de os animais serem jovens e, portanto
apresentarem maior expressdo das enzimas envolvidas no processo de turnover
protéico, entre elas as calpainas e a calpastatina. A correlacao entre a expressao das
calpainas e calpastatina nesta raca é superior a 0,63 (resultados ndo apresentados), o
gue parece indicar que quanto mais calpastatina, mais calpaina também estara
disponivel no musculo. Desta forma, algum confundimento entre a expressdo destes
genes “antagonicos” pode estar interferindo nos resultados. Além disto, outros fatores,
inerentes ao fato dos animais serem muito jovens, podem estar atuando no sentido de
diminuir a variabilidade na maciez da carne. FERRAZ (2009) estudando a expressao do
gene da calpastatina em bovinos jovens das racas Nelore e Angus encontrou
correlacdo negativa com a forca de cisalhamento.

SCHENKEL et al., 2005, estudando polimorfismos nos genes DGAT 1, LEP e TG
em taurinos e zebuinos ndo encontraram associacdo com a forca de cisalhamento ou o
MFI, resultados, que embora ndo diretamente comparaveis, indicam o mesmo sentido

dos encontrados nesse trabalho.
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Tabela 6. Correlagéo entre os pardmetros de qualidade de carne e a expressao génica

nos animais da raca Nelore

CALP1 CALP2 CAST DGAT1 LEP TG
FCO -0,38 -0,35 0,32 0,02 -0,09 0,17

FC7 -0,29 -0,18 -0,54 0,29 0,07 -0,48

MFIO 0,42 0,13 0,32 0,39 -0,08 0,25

MFI7 0,45 0,45 0,26 0,13 0,52 0,17

LT 0,042 -0,19 0,003 0,22 0,04 0,21

CAPN1: p-calpaina; CAPN2: m-calpaina; CAST: calpastatina;
DGATL1: diacilglicerol aciltransferase 1; LEP: Leptina; TG:
tireoglobulina.

Na raca Canchim foi observada uma correlacdo positiva de MFIO (r= 0,79
P<0,05) com a expressao do gene DGATL1 (Tabela 7) sugerindo uma possivel influéncia
da gordura na maciez da carne, entretanto, nao foram encontrados outros resultados,
(p.e. uma correlagéo significativa entre a expressdo do DGAT1 e os LT) que pudessem
dar suporte a esta teoria. Também n&o foram encontrados resultados na literatura que

permitissem comparacgao dos resultados.
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Tabela 7. Correlagéo entre os parametros de qualidade de carne e a expressao génica
nos animais da raga Canchim
CALP1 CALP2 CAST DGAT1 LEP TG
FCO 0,08 0,07 -0,26 -0,35 0,27 0,14

FC7 -0,19 -0,17 -0,08 -0,19 0,24 -0,04
MFIO 0,06 0,32 0,34 0,79 -0,24 -0,48
MFI7  -0,19 0,19 0,03 0,31 -0,07 -0,04

LT 0,04 0,01 -0,47 -0,25 0,11 0,27

CAPN1: p-calpaina; CAPN2: m-calpaina; CAST: calpastatina;
DGAT1: diacilglicerol aciltransferase 1; LEP: Leptina, TG:
tireoglobulina. Valores superiores: correlacdo (r); Valores
inferiores: significancia (p), “correlacéo significativa (p<0,05)

5. CONCLUSOES

A expressdo do gene CAST ndo pode ser utilizada como marcador genético na
selecdo de individuos com fendtipo carne macia neste sistema de criagdo, uma vez que
ndo foram encontrados indicios que permitissem indicar que animais com maior
expressdao do gene tivessem também carne menos macia dentro das racas, muito
embora tenha havido, conforme o esperado, uma maior expressado do gene codificante
da enzima calpastatina nos animais Nelore (Bos indicus), do que nos animais Canchim
(5/8 Bos taurus X 3/8 Bos indicus). Os animais da raca Nelore apresentaram maior
porcentagem de gordura de marmoreio, conforme o esperado, quando comparados aos
animais Canchim, entretanto ndo foi possivel encontrar diferencas entre racas com
relacdo a expressdo dos genes estudados nem estabelecer uma relacdo de causa e

efeito entre a expressao destes genes e a proporgao de lipideos no muasculo.
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