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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil vem se consolidando, ano a ano, como grande produtor de carne
bovina. As exportagées no quarto trimestre de 2005 alcangaram um volume de
208 mil toneladas. Apesar de ter alcangcado o maior valor de todos os tempos, as
exportagdes fecharam o ano em ritmo de queda, devido a descoberta do foco de
aftosa na regido centro-oeste do pais (IBGE, 2006). Aléem da barreira sanitaria,
outros fatores podem comprometer o bom desempenho da pecuaria de corte
nacional, como a baixa produtividade dos rebanhos, as baixas taxas reprodutivas
e a falta de uniformidade das caracteristicas de qualidade da carcaga. Quanto a
este ultimo fator, muitos estudos tém sido feitos objetivando oferecer um produto
de melhor qualidade e competitividade nos mercados nacional e internacional
(Chardulo, 2000).

A qualidade da carne é uma caracteristica complexa influenciada pelo
componente genético, manejo dos animais durante o processo de produgéo,
transporte, e ainda, pelo tratamento sofrido pela carne durante o processo de

abate (Koohmaraie et al., 1996).

O grande problema enfrentado hoje pela industria é a obtengdo de carne
macia, visto que o processo de maciez durante o periodo post-mortem €& variavel

entre as carcagas (Thompson, 2002). Diante disso, é necessario conhecer 0s



mecanismos bioquimicos envolvidos na maturagdo da carne para que se possa

reduzir a variagao apresentada pela maciez.

Transformacdo do musculo em carne

O entendimento da sequéncia de eventos bioquimicos que ocorrem no
periodo post-mortem do animal é essencial na compreensdao do processo de
maciez da carne.

Quando o animal é abatido, as fungdes vitais ainda continuam durante certo
tempo e o ATP continua fornecendo energia para o processo de contragao durante
um periodo de tempo (Luchiari Filho, 2000).

Devido a faléncia sanguinea, o aporte de oxigénio e o controle nervoso
deixam de chegar a musculatura. Assim, o musculo passa a utilizar a via
anaerobica para obter energia para um processo de contragcdo desorganizado; ha,
entdo, transformacéo de glicogénio em glicose, e como a glicélise € anaerdbica,
gera lactato e o pH no musculo cai (Roga, 2005).

Para manter os niveis de ATP, o ADP se liga a fosfocreatina no
sarcoplasma por acao da enzima creatina quinase e comecga a ser convertido em
ATP por refosforilagao para suprir as reservas de energia (Bendall, 1973).

Quando o ATP atinge niveis insuficientes para manter a actina e miosina
separadas, instaura-se a ligagao irreversivel da actina e miosina para formar a

actinomiosina. A reagdo que instaura o rigor € a mesma que ocorre durante a



contracdo muscular, porém, aqui devido a auséncia de energia, o relaxamento &
impossivel pela formacao de unides irreversiveis de actinomiosina (Jiang, 1998).

O processo de conversao do musculo em carne continua com degradagdes
enzimaticas e desnaturagao protéica, causando uma pseudo-resolugao do rigor
mortis, que tornara a carcaga menos rigida (Felicio, 1997). Porém, somente
depois de completamente exauridas as reservas de energia do tecido animal, as
enzimas proteoliticas dependentes do calcio comegam a atuar na degradacgao das

proteinas, tornando a carne mais macia (Sgarbieri, 1996).

Maciez da carne bovina

O processo de maciez da carne comeca logo apds o abate, mas € bastante
variavel entre racas e mesmo entre individuos da mesma raca (Veiseth et al.,
2001).

A textura de um corte é determinante da qualidade e provavelmente a mais
importante caracteristica sensorial quando se consome a carne (Coré et al., 1999).
Os trés fatores que determinam a maciez da carne sdo: maciez residual, a qual é
definida com a resisténcia ao cisalhamento de um corte ndo encurtado e que é
basicamente devida ao tecido conjuntivo; fase de endurecimento, que é causada
pelo encurtamento do sarcémero durante o desenvolvimento do rigor; e finalmente
0 amaciamento post-mortem (Koohmaraie & Geesink, 2006).

O comprimento do sarcémero, a quantidade de tecido conjuntivo e a

protedlise das proteinas miofibrilares explicam boa parte da variacdo da maciez



entre diferentes musculos submetidos ao processo de maturacdo. Contudo, a
contribuicdo relativa de cada componente para a maciez € dependente do
musculo avaliado. Por exemplo, enquanto no musculo Psoas major o comprimento
do sarcébmero € o maior determinante da maciez, no musculo Longissimus dorsi a
protedlise é o fator mais importante. J& nos musculos Biceps femoris e
Semimembranosus a quantidade de tecido conjuntivo é o fator que mais interfere
na maciez (Koohmaraie, 2002).

Dentre os métodos empregados para se medir a maciez da carne deve-se
destacar o da forca de cisalhamento, que € medida por meio de um aparelho
denominado Warner-Bratzler Shear Force (WBSF). Este método associado a
classificagdo de carcacgas apresenta alto potencial para predizer a maciez do
Longissimus dorsi e muitas vezes apresenta alta correlagdo com avaliagao
sensorial realizada por pessoas treinadas (Delgado, 2001). Como boa parte da
maciez da carne pode ser explicada pela degradagao das proteinas miofibrilares,
métodos como o indice de Fragmentacdo Miofibrilar (MFI) e a Eletroforese de
proteinas podem ser utilizados para se avaliar o grau de degradacao miofibrilar e
as proteinas envolvidas no processo (Clayes et al., 1995; Lametsch e Bendixen,

2001; Koohmaraie, 2002; Lametsch et al., 2003; Sawdy et al., 2004).

Maciez e proteinas miofibrilares

A fibra que compdem o musculo esquelético é constituida por miofibrilas,

cuja unidade estrutural € o sarcobmero. Cada sarcémero € representado como a



distancia entre duas linhas transversais e escuras, denominadas linhas Z e é
constituido de diversas proteinas, onde ocorrem as alteragdes que conduzem ao
amaciamento post-mortem.

Distribuidos dentro de cada um dos sarcOmeros de uma fibra muscular,
estdo dispostos os filamentos grossos e finos. Os primeiros sdo constituidos pela
proteina miosina e outras proteinas como a C, M, | e F. Ja os filamentos finos séao
constituidos principalmente da proteina actina que € uma proteina globular que se
polimeriza formando filamentos longos de actina fibrilar. Estes filamentos finos séo
ainda envoltos por outras proteinas como troponina, a tropomiosina e a 3-actina.

Entre as mais importantes proteinas musculares (tabela 1), a actina e
miosina representam as principais proteinas contrateis, a troponina, tropomiosina,
proteinas M e C sado do grupo das proteinas regulatérias. Existem também no
sarcOmero outras proteinas, como as proteinas da linha Z (entre outras, a o-—
actina), e outras proteinas citoesqueléticas. Dentro do ultimo grupo, as mais
interessantes sdo a tinina, que é o componente elastico que liga os filamentos
grossos a estrutura dos discos Z, nebulina, desmina e vinculina, que ao lado de
proteinas que aparecem em menores quantidades, compreendem o citoesqueleto
do musculo (Greaser 1997; Greaser et al. 2000).

A actina e a miosina sdo as principais proteinas responsaveis pelas
propriedades funcionais da carne, pela capacidade de reter agua, assim como
pela emulsdo, formacédo de gel e estabilidade da mesma. No entanto, a maior

parte das mudangas nas fibras musculares € causada pela degradacdo das



proteinas citoesqueléticas. Estas proteinas fazem parte dos costameros, modulam
as miofibrilas com o sarcolema e estabilizam o arranjo das proteinas miofibrilares
no meio intracelular, especialmente na estrutura do disco Z (Kolczak et al., 2003b).
Essas mudancgas estdo associadas a degradagao de duas proteinas de grande
peso molecular, que sao a nebulina e titina. No entanto, o desaparecimento de

proteinas menores tem merecido ateng¢ao dos pesquisadores.

Tabela 1. Proteinas do musculo esquelético

Principais proteinas contrateis Actina
Miosina

Proteinas Reguladoras Tropomiosina
Troponina
a-actina (a-actinina)

Proteinas Cito-esqueléticas Titina
Nebulina
Proteina-C
Proteina-M (miomesina)
Desmina (esqueletina)
Filamina
Vimentina
Sinemina
Proteina-Z
Proteina-|
Creatina-quinase

Proteinas Sarcoplasmaticas Sarcoplasmaticas soluveis e enzimas
mitocondriais
Mioglobina
hemoglobina
Citocromo e flavoproteinas

Proteinas do Estroma Colageno e reticulina
Elastina
Qutras proteinas insoluveis

(Adaptado de Judge et al., 1989)



Outro bom indicador do processo de amaciamento apés a maturagao é o
aparecimento de um fragmento de aproximadamente 30 kDa (Penny e Dransfield,
1997), devido a degradacao da troponina T (Koohmaraie, 1994; Kolczak et al.,
2003).

Todo o processo de degradacao das proteinas miofibrilares € mediado por
sistemas enzimaticos especificos, responsaveis pelo aumento na maciez da

carne.

Sistemas enzimaticos

Trés sao os sistemas envolvidos no processo de maciez da carne. O
primeiro € o complexo multicatalitico das proteinases (MCP), que atua
principalmente em peptideos em pH neutro ou alcalino e em temperaturas em
torno de 45°C, apresentando assim pouca importdncia no processo de
degradacgao das miofibrilas (Jiang, 1998). O segundo € o sistema lisossomal das
catepsinas, que tem como substratos a actina, a miosina e a linha Z (Koohmaraie,
1994) e que atuam em temperatura mais alta e em pH mais baixo (pH<6,0) que as
calpainas, e degradam nao s6 proteinas miofibrilares como também proteinas do
tecido conjuntivo (colageno). O terceiro é o sistema das calpainas, que é
considerado atualmente como o maior responsavel pela degradagao das proteinas
post-mortem e sua atividade é regulada por um inibidor, a calpastatina.

As calpainas sao proteinases ativadas pelo calcio com sua atividade sendo

considerada 6tima em pH proximo a 7. S&o trés as proteases envolvidas nesse



sistema: a p-calpaina, a m-calpaina e uma calpaina musculo-especifica, a
calpaina 3. A atividade destas enzimas é regulada pela calpastatina, um inibidor
especifico das calpainas p e m.

A p-calpaina e a m-calpaina sao enzimas completamente dependentes do
calcio para exercerem seu papel. A primeira necessita de concentragdes micro-
molares de Ca'", enquanto a segunda atua em concentragdes mili-molares
(Koohmaraie, 1992). Existem evidéncias de que a pu-calpaina exerce papel
fundamental no processo de maciez da carne, visto que a concentragéo de Ca™*
encontrada naturalmente no musculo € suficiente para ativar somente esta enzima
(Geesink et al., 2000; Koohmaraie et al., 2002). A terceira protease, conhecida
como Calpaina 3 ou p94, tem sido bastante estudada nos ultimos tempos e varias
pesquisas tem demonstrado que mesmo tendo um sitio de ligagao na proteina
titina, uma importante proteina que é degradada durante o processo de maciez no
periodo post-mortem, esta protease nao esta relacionada com o aumento da
maciez na carne maturada, pois, dentre outras evidéncias, a incubagdo das
miofibrilas com esta enzima resulta em padrbes de degradacado diferentes
daqueles obtidos na carne maturada. Além disso, ao contrario das outras
calpainas, esta nao € inibida pela agdo da calpastatina (Geesink et al., 2005).

A proporgao entre a atividade de calpastatina e calpainas determina a
velocidade e intensidade do amaciamento post-mortem da carne. A atividade da
calpastatina nas primeiras horas apos o abate esta relacionada com a maciez da

carne. Assim, animais com alta atividade da calpastatina apresentam carne menos
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macia que animais que apresentam baixa atividade desta enzima, até mesmo
apo6s 14 dias de maturagao (Koohmaraie, 1994).

A atividade da calpastatina tem alta variabilidade genética entre os animais
em relagdo a concentracédo de calpastatina nos musculos. Assim, a selegao contra
esta enzima pode resultar em um aumento da maciez da carne. Em geral a
atividade da calpastatina tem herdabilidade variando de 0,15 a 0,65, com média
de 0,43. Um trabalho realizado por Shackelford et al., (1994) revelou valores ao
redor de 0,65 para os niveis de calpastatina e de 0,5 para sua correlagdo com

valores da forgca de cisalhamento.

Fatores que afetam a maciez da carne

Grupo Genético

Diversos estudos com diferentes grupos genéticos bovinos tém
demonstrado grandes variagdes quanto a caracteristica de maciez da carne
(Koohmaraie et al., 1994 e Wheeler et al., 1995).

O principal efeito da raca na maciez da carne é observado quando se
comparam animais extremos (Bos taurus indicus e Bos taurus taurus). Estudos
tém demonstrado que a medida que a porcentagem de B. indicus aumenta, a
maciez tende a ser diminuida e a variabilidade na maciez tende a aumentar

(Whipple et al., 1990).
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Animais B. indicus podem apresentar niveis mais baixos de p-calpaina e
niveis mais elevados de calpastatina, o que possivelmente resulta no decréscimo
da maciez da carne (Wheeler et al., 1990).

A atividade da calpastatina € uma caracteristica herdavel. Em estudo
realizado por Shackelford et. al.,(1994) verificou-se uma herdabilidade em torno de
65%. Nesse estudo que incluiu ragas puras e compostas, e a F1 das racas
estudadas, verificou-se que a atividade da calpastatina nos animais compostos foi
inferior (2,5 U de atividade/g de carne) a atividade média da calpastatina nas ragas
que contribuiram para sua formacéo (2,9 U/g de carne). Tal estudo tem grande
impacto quando se busca resultados da heterose que se espera nos cruzamentos.

Algumas ragas destacam-se quanto a maior maciez de sua carne. A raga
Aberdeen-Angus é considerada atualmente como um dos extremos em relacéo a
sua palatabilidade. Em trabalho realizado por Willians et al. (1995) notou-se maior
maciez da carne desses animais, medida pela for¢ca de cisalhamento, devido a
maior precocidade de terminagdao da carcaca, o que favoreceu a mais eficiente
deposigao de gordura de cobertura. Os autores fundamentaram suas observagoes
pelo menor impacto proporcionado pelo resfriamento rapido da carcaga no
frigorifico, evitando-se o encurtamento das fibras, uma vez que se verificou maior
temperatura na carcaga Angus durante resfriamento, concorrendo para maior agao
glicolitica muscular, menor indice de pH e consequente inibicdo da calpastatina,

possibilitando maior agdo da calpaina, a enzima responsavel pela maciez da
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carne. Outra explicagao viavel seria o maior grau de marmorizagao da carne de
animais Angus em relagao as outras ragas utilizadas.

Por outro lado, pela alta capacidade de adaptagcdao dos zebuinos ao
ambiente tropical, a utilizagdo destes animais na exploragdo da heterose em
cruzamentos se consolidou ao longo do tempo. Contudo, o gendtipo zebuino
introduz grande variagdo na maciez da carne (Sherbeck et al., 1996). A maior
proporcao de gendtipo zebuino resulta em aumento na forca de cisalhamento de
um corte carneo e diminuicdo dos escores de avaliagdo sensorial da maciez
(Pringle et al., 1997).

Em trabalho realizado por Whipple et al., (1990) com musculos Longissimus
dorsi e Semitendinosus de bovinos Hereford x Angus e de seus cruzados com
animais da raga Sahiwal (3/8 e 5/8 S), foi observado que a carne de bovinos 5/8S
€ mais dura que a de 3/8 S, mesmo apdés 14 dias de maturagdo. A protedlise
miofibrilar, observada por eletroforese de proteinas, foi reduzida para este grupo
genético. A desmina, do citoesqueleto das células musculares da carne de
novilhos 5/8S permaneceu inalterada e a banda de aproximadamente 30 kDa
(produto de degradacao na protedlise) nédo apareceu para este grupo, apos a
maturagdo. O mesmo foi observado no Longissimus de bovinos Brahman por
Wheeler et al. (1990).

O problema na maciez ocasionado pelo gendtipo B. indicus nos
cruzamentos com B. taurus torna-se mais evidente quando os animais tém 50%
ou mais de participacdo de B. indicus em sua composicao genética, sendo

conveniente que nado mais de 25% de componente zebuino seja utilizado. No
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entanto, animais compostos de 3/8 zebu apresentam maciez aceitavel desde que
os outros 5/8 sejam compostos por raca com alto potencial genético para

marmoreio e maciez da carne (Dikeman, 1995).

Crescimento

O crescimento € um aumento de massa corporal que ocorre pelos
mecanismos de hiperplasia (multiplicacdo celular) e hipertrofia (aumento de
volume celular) dos diversos tecidos. Na fase embrionaria o crescimento é
caracterizado por uma intensa hiperplasia em todos os tecidos, enquanto que do
nascimento até a puberdade (crescimento “auto-acelerado”) predomina o
desenvolvimento hipertréfico do tecido muscular esquelético (Koohmaraie et al.,
2002).

Dentre os principais fatores que afetam o crescimento destacam-se as inter-
relacbes do tamanho corporal, a maturidade e a utilizagdo de nutrientes para a
formagao de tecidos corporais (Owens et al., 1993).

Os sistemas enzimaticos relacionados ao processo de amaciamento da
carne no post-mortem sao grandes responsaveis, também, pelo controle de
sintese e degradagdo de proteinas durante as fases de crescimento animal,
podendo ser responsaveis pelas variacbes nas taxas de deposicao de tecido
muscular na carcaca (Dransfield, 1994).

Animais de diferentes tamanhos a maturidade apresentam diferentes

velocidades de crescimento dos tecidos (Wiliams et al., 1995) e
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consequentemente diferentes idades de abate (Cundiff et al., 1993), entretanto
quando submetidos a sistemas intensivos de producédo, apresentam poucas
variacbes de desempenho, caracteristicas de carcaca e de carne (May et al.,
1992). Cundiff et al. (1993) atribuem este fato as poucas variagdes encontradas na
curva de crescimento corporal.

Purchas et al. (2002) realizaram um estudo para determinar se a maior
maciez do musculo L. dorsi de animais que alcangam um peso de abate mais
rapido, deve ser atribuida principalmente ao seu alto potencial de crescimento ou
pela sua menor idade ao abate. Os resultados, os quais foram obtidos se
restringido a alimentagao do grupo com alto potencial de ganho, possibilitando que
estes atingissem o peso de abate ao mesmo tempo em que os de baixo potencial,
sugerem que a maciez € determinada mais pela idade ao abate que pelo
crescimento mais rapido. Ao compararem animais adultos com novilhos os autores

encontraram maior maciez para o grupo de animais jovens.

Maturacao

A maturacdo consiste em se manter a carne fresca a uma temperatura
superior ao seu ponto de congelamento, visando torna-la mais macia e € um
processo controlado da atuacdo das enzimas responsaveis pela protedlise das
proteinas miofibrilares. Para ser submetida a maturacédo, a carne é embalada a

vacuo, evitando-se assim o crescimento microbiano (Luchiari Filho, 2000). A
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adicao a carne de cloreto de calcio, imediatamente apds o abate, também acelera
a agao das enzimas calcio-dependentes, responsaveis por sua maciez.

Ja esta bem estabelecida a influencia da maturagdo na maciez (Kolczak et
al.,2003a) e o papel da protedlise no amaciamento da carne, em condigdes
refrigeradas, tem sido reconhecido por décadas (Penny, 1980). A maciez final sera
resultante do quao efetiva for a degradagao enzimatica para desestruturar as
miofibrilas compactadas durante o processo de rigor mortis. A efetividade da
degradacdao enzimatica depende de varios fatores. Dentre eles, o tempo de
maturacgao.

Tém-se observado que as diferencas de maciez entre as ragas sao
reduzidas quando a carne € maturada por um periodo de tempo adequado. Em
trabalho realizado por Ménson et al. (2004), estudou-se a influéncia da raga e do
tempo de maturagao na textura da carne, utilizando animais das ragas Holandesa
(raca especializada para produgdo leiteira), Pardo — Suica (dupla aptidio),
Limousin (crescimento rapido) e Bondle d’ Aquitaine (alta musculosidade). Os
autores verificaram que apesar de as racas especializadas levarem menor tempo
para responder a maturacdo, apos certo tempo, todas as ragas apresentaram
maciez aceitavel, provando que a maturacdo € uma ferramenta valiosa para
reduzir diferencas na maciez da carne.

Cerca de 80 % da variagdo encontrada na maciez da carne esta
relacionada com o enfraquecimento da estrutura miofibrilar (Koohmaraie, 1992). O

sistema enzimatico das calpainas é responsavel pelas mudancgas que resultam no
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amaciamento da carne (Koohmaraie et al.,, 1988) e tem participacdo superior a

90% no processo de amaciamento da carne maturada.

O Capitulo 2, denominado Degradacédo miofibrilar e maciez do musculo
Longissimus dorsi de bovinos jovens de quatro grupos genéticos
submetidos a dois periodos de maturacédo apresenta-se de acordo com as
normas para publicacdo na revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a taxa de degradacao miofibrilar no post-mortem de

bovinos submetidos ao modelo bioldgico superprecoce.

O Capitulo 3, intitulado Perfil Protéico do musculo Longissimus dorsi de
bovinos jovens de quatro diferentes grupos genéticos, apresenta-se de
acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia. O objetivo deste
trabalho foi relacionar as mudancas nas proteinas miofibrilares com a maciez da

carne submetida a dois periodos de maturacgao.
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Degradacdo miofibrilar e maciez do musculo Longissimus dorsi
de bovinos jovens de quatro grupos genéticos submetidos a dois

periodos de maturacéao
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Degradacdo miofibrilar e maciez do musculo Longissimus dorsi de bovinos
jovens de quatro grupos genéticos submetidos a dois periodos de

maturacao

RESUMO

O trabalho objetivou identificar por eletroforese as mudangas nas fragdes
das proteinas musculares, separadas no periodo post-mortem de bovinos de
quatro diferentes grupos genéticos (Nelore, TRC-Brahman, Brangus e TRC-
Pardo), submetidos ao modelo biologico superprecoce, assim como determinar os
valores da forga de cisalhamento destas amostras. Foram utilizadas 12 amostras
do musculo Longissimus dorsi por grupo genético. De cada uma delas foram
retiradas duas fatias, uma foi refrigerada por 24 horas e a outra foi maturada por 7
dias a 2°C. As amostras submetidas a 7 dias de maturagdo ndo diferiram quanto
a maciez da carne nos grupos genéticos, mas todas apresentaram maciez
aceitavel, o que pode ser explicado pela baixa idade ao abate destes animais. Na
analise das bandas da eletroforese, notou-se degradacao da miosina (MHC) e da
Troponina—T (TN-T) e o aparecimento do fragmento de 30 kDa para todos os

grupos genéticos durante o periodo de 7 dias de maturacgéao.

Palavras-chave: Protedlise, carne, forga de cisalhamento, eletroforese, Musculo
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Myofribilar degradation and tenderness of Longissimus dorsi from young

cattle of four genetic groups submitted to two periods of ageing

ABSTRACT

This study aimed to identify by means of eletrophoresis the changes in
fractions of the muscular proteins, separated within the post-mortem period from
cattle from four different genetic groups ( Nelore, TRC- Brahman, Brangus and
TRC- Pardo), submitted to the superprecoce biologic model, as well as to
determine the values of those samples shear force. Twelve samples of the muscle
Longissimus dorsi were used for each genetic group. From each of those there
were taken two slices, one of them was kept cold along 24 hours and the other one
was aged during 7 days at 2°C. The samples that came through a seven-day-
aging process didn’t show any changes concerning the meat tenderness in the
genetic groups, even though all of them had acceptable tenderness, which can be
explained due to the low age of these animals when slaughtered. In the analysis of
the eletrophoresis’ bands, it was noticed some degradation of the myosin ( MHC)
and of the Troponin-T (TN-T) and the presence of the fragment of 30 kDa for all the

genetic groups during the seven-day-ageing period.

Key-words: Proteolysis, meat, shear force, eletrophoresis, Muscle
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INTRODUCAO

De todas as caracteristicas de qualidade da carne, a maciez é considerada
como o atributo mais importante pelo consumidor no retorno a compra de um corte
(Koohmaraie et al., 2002). Estudos tém demonstrado que os consumidores estao
dispostos a pagar mais por uma carne mais macia. Porém, um programa que
possa assegurar carne com maciez garantida ndo é de tdo simples aplicagao
(Koohmaraie et al., 2006).

A raca do animal tem um importante efeito na maciez da carne percebida
sensorialmente. Carne menos macia tem sido associada com animais Bos indicus
(Tompson, 1998; Miller, 2001; Dickeman, 2003). Porém, em alguns estudos
verifica-se que a maciez pode ser melhorada por meio da maturagao até mesmo
para as ragas nao especializadas (Campo et al., 2000; Ménson et al., 2004;
Safiudo et al.,, 2004). A utilizacdo da maturagcdo pode reduzir a forgca de
cisalhamento (Campo et al., 2000), favorecendo, portanto, a maciez, resultado da

protedlise miofibrilar, mediada pelas proteases calcio dependentes.

A maturacdo da carne, que ocorre post-mortem, é resultado de uma série
de eventos bioquimicos, que envolve principalmente o sistema enzimatico das
calpainas, cuja finalidade é degradar a estrutura miofibrilar (Roncaéles et al., 1995).
A maior parte da maciez no musculo Longissimus dorsi pode ser explicada pelas
mudangas nas proteinas miofibrilares, no periodo post-mortem. Assim, alguns

métodos tém sido empregados no intuito de se identificar possiveis diferencas
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nessas proteinas entre grupos de animais, ou entre animais de forma a melhor se
identificar diferentes niveis de maciez. Nesse sentido, a eletroforese na presenca
de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) tem se mostrado uma ferramenta valiosa
na identificacdo e caracterizagcdo dessas mudancas (Clayes et al., 1995; Kolzack
et al.,2003a; Sawdy et al., 2004). Esta técnica tem por finalidade evidenciar os
padrées polimorficos das proteinas, dissociando suas cadeias polipeptidicas em
cadeias simples e com cargas negativas, sendo possivel determinar o peso
molecular dos componentes protéicos do musculo, além de ser amplamente
utilizada para analise qualitativa de proteinas e suas subunidades (Clayes et al.
1995).

E extensivamente reconhecido que diversas proteinas apresentam
modificagdes em seu conteudo e que muitas bandas de polipeptideos
aparecem na eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas miofibrilares durante o
periodo post-mortem nos musculos esqueléticos de diversas espécies animais
(Negishi et al., 1996). Entre os produtos originados da degradagédo das dessas
proteinas, o aparecimento da banda de 30 kDa é predominante e tem sido
reportada por muitos pesquisadores como indicador da degradagao miofibrilar e

consequentemente da maior maciez da carne (Penny & Dransfield, 1979).

Este trabalho teve como objetivo enfocar e identificar mudangas no padrao
eletroforético das proteinas miofibrilares durante a maturacdo do musculo
Longissimus dorsi de bovinos de quatro diferentes grupos genéticos, submetidos

ao modelo biolégico Superprecoce e verificar as diferengas na maciez da carne
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destes animais ap6s 7 dias de maturagao post-mortem, medidas pela forca de

cisalhamento do corte (WBS).

MATERIAL E METODOS

Animais e Colheita de Amostras

Os animais utilizados neste trabalho pertenciam ao Confinamento
Experimental do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Unesp — Botucatu, SP.

Quarenta e oito bovinos pertencentes a 4 grupos genéticos distintos (12
Nelore, 12 cruzados Y2 nelore 2 Aberdeen-Angus x Brahman (TRC-Brahman), 12
Brangus, 12 cruzados "2 nelore 2 Aberdeen-Angus x Pardo (TRC-Pardo), foram
desmamados aos sete meses de idade em sistema de comedouro privativo (creep
feeding) e confinados até atingirem o peso de abate e terminacdo de carcacga
estabelecidos pelo modelo biolégico superprecoce, com aproximadamente 450 kg.

Estes animais foram abatidos no frigorifico Marfrig, localizado no municipio
de Promissao, estado de Sdo Paulo, sob Servigo de Inspeg¢ao Federal (SIF 2543).
Antes do abate os animais foram pesados e receberam apenas dieta hidrica por
16 horas. O procedimento de abate seguiu as normas previstas pelo Servigo de
Inspecdo Federal. Os animais passaram por insensibilizacdo com pistola
pneumatica. Em seguida, realizou-se a sangria, evisceragdao e toalete das

carcacas dentro das normas estabelecidas pelo Departamento de Inspecédo de
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Produtos de Origem Animal (DIPOA). As carcacas foram dividas ao meio, pesadas
individualmente e devidamente identificadas. Decorridas 24 horas de resfriamento,
sob temperatura de 2°C, estas carcacgas foram retiradas e se realizaram as
colheitas de amostras para analises. Doze amostras de cada grupo genético,
utilizadas no presente trabalho, foram escolhidas aleatoriamente, para serem
utilizadas nas analises subsequentes.

Apos a identificagdo e embalagem as amostras foram congeladas a -20°C e

transportadas ao Laboratério de Qualidade de Carnes, na Unesp de Botucatu.

Maturacdo e analise da forgca de cisalhamento do musculo

Longissimus dorsi.

A maturacdo e as analises de forgca de cisalhamento foram executadas no
Laboratério de Qualidade de Carnes do Departamento de Melhoramento e
Nutricdo Animal da FMVZ, Unesp, Botucatu, SP.

Foram retiradas amostras de aproximadamente 2,5 cm de espessura
obtidas entre a 11 e 13 costelas da meia carcaga esquerda de cada um dos
animais para a realizacao do procedimento de maturacdo e analise da forca de
cisalhamento.

As amostras congeladas foram transferidas para um refrigerador e 14
mantidas por aproximadamente 24 horas até atingirem temperatura de 2 a 5°C.

Foram retiradas duas amostras por animal, uma foi embalada a vacuo e
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submetida ao processo de maturagdo a aproximadamente 2°C por sete dias e a
outra foi imediatamente submetida ao procedimento a seguir.

As amostras resfriadas foram assadas em forno elétrico até atingirem
temperatura interna de 71°C, conforme procedimento desenvolvido por Wheeler et
al. (1995). Apos este processo, as amostras permaneceram resfriadas por 24
horas quando entdo, foi realizada a determinagdo da for¢ca de cisalhamento.
Foram retirados oito cilindros de cada amostra a fim de se obter maior precisao
nos dados. O aparelho utilizado nas analises foi um Warner-Bratzler Shear Force
mecanico com capacidade de 25 kg e velocidade do seccionador de 20
cm/minuto. Apds sete dias as amostras maturadas passaram pelo mesmo
procedimento descrito acima.

Das amostras resfriadas e maturadas por sete dias, foram também retiradas

amostras para a etapa seguinte.

Determinacdo da composicdo protéica do muasculo esquelético

(método adaptado de Clayes et al., 1995).

Isolamento das miofibrilas

As amostras, resfriadas por 24 horas e maturadas por sete dias, utilizadas

nestas analises estavam embaladas em papel aluminio e congeladas a -80°C para

evitar degradacéao indesejavel das proteinas miofibrilares.
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Aproximadamente 1g de amostra do musculo Longissimus dorsi de cada
um dos animais em estudo, livre de gordura e tecido conjuntivo, foi
homogeneizada em 10 mL de tampao de lise (50mM de Tris-HCI, 0,25 M de
sacarose, 1mM de EDTA) usando um microtriturador Ultra-Turrax com haste de
cisalhamento (Marconi — MA 102/E).

ApoOs a homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 1000 xg por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 10
mL de nova solugdo de isolamento (50 mM de TRIS-HCI, 1 mM de EDTA) e
levado novamente a centrifuga a 1000 xg por 10 minutos a 4°C.

A seguir, o sobrenadante foi novamente descartado; as miofibrilas foram
ressuspendidas em 10 mL de solugao de KCI (0,15 mM), levando-se os tubos

novamente a centrifuga por 10 minutos a 1000 xg e 4°C.

Preparacdo das amostras

Apds descartar 0 sobrenadante, as miofibrilas isoladas (0,9 g) foram
dissolvidas em 12 mL de uma quarta solugdo (10 mM de Imidazol-HCL, 2% de
dodecil sulfato de sodio (SDS) e 2% de B-mercaptoetanol). Apds isto, os tubos
contendo as miofibrilas dissolvidas foram tampados e deixados durante 24 horas
em RT. O pellet formado foi, entédo, ressuspendido. Cada uma das amostras foi
filtrada em 1a de vidro siliconizada e o conteudo de cada tubo (12 mL) foi, ao final

do procedimento aliquotado em um tubo de 10 mL para realizacdo da
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quantificacdo pelo método de Micro-kjeldahl e em 2 tubos de 1 mL cada para
serem usados na corrida eletroforética. Os trés tubos devidamente identificados

foram congelados a -20°C até sua utilizag3o.

Determinacao da proteina pelo método Micro-Kjeldahl (1972)

O nitrogénio presente nos organismos encontra-se principalmente na forma
de aminodacidos, nas proteinas, numa propor¢cao média de 16%. Determinando-se
o teor de nitrogénio de uma amostra, foi obtido através de calculos, o teor de
proteina da mesma.

Para a quantificacdo de nitrogénio total foi utilizado o método de Micro-
Kjedahl (adotado por Clayes et al., 1995). Este método foi escolhido, pois o SDS e
0 pB-mercaptoetanol presente nas amostras interferem nos resultados de
quantificacdo por outros métodos como o do Macro-Biureto. Foram utilizados 5 mL
de solucdo de cada amostra das miofibilas previamente isoladas em tubo de
digestédo, devidamente numerados em duas repeti¢cdes, contendo 0,8 g de mistura
digestora (1 g de Na;SEO3; 5 g CuSOy; 76,71 g de Na SO4 triturados em graal de
porcelana) e 4,0 mL de H,SO4 concentrado. Os tubos permaneceram durante a
noite em RT para a digestdo a frio e posteriormente foram colocados em bloco
digestor até atingirem a temperatura de 400 °C (digestdo a quente).

Procedida a digest&do foram adicionados aos tubos 10 mL de agua destilada

e 10 mL de acido bdérico com indicador (20 g de acido borico, 800 mL de agua
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destilada, 6,0 mL de solugado alcodlica de vermelho de metila 0,1% e 15 mL de
solugao alcodlica de verde de bromofenol 0,1%, completados com agua destilada
para 1000 mL) e realizou-se, entdo, a destilagdo da amostra com
aproximadamente 10 mL de NaOH 15N, recolhendo-se ao final aproximadamente
30 mL do destilado. Ap6s a destilagcdo as amostras foram resfriadas em RT e
tituladas com H,SO,4 0,05N padronizado (fator 0,04494). Procedida a titulagao,

foram realizados os calculos das concentragdes de proteina da seguinte forma:

(VAC —=BR)-x-N -x-14-X-6,25
VAM

Mg de proteina/ mL = onde:

VAC= Volume do acido sulfurico concentrado
BR= Valor do Branco
N= Fator do acido sulfurico

VAM= volume da amostra

Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (Laemmli,

1970)

Apoés o isolamento e quantificacdo das miofibrilas, procedeu-se a
eletroforese na presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), para
verificagao da protedlise miofibrilar das fragdes separadas das proteinas.

Foram empregados no presente estudo geéis de poliacrilamida compostos

de duas partes, o gel concentrador ou empilhador a 4% de concentragdo (10 mL
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agua Milli-Q, 3 mL de Tris (1,5mM pH 6,8), 3 mL de acrilamida/Bis (30:0,8) e 2,5
mL de riboflavina) e gel fracionador ou separador a 10% (16,4 mL de Agua Milli-Q,
3 mL de Tris (1,5mM pH 8,8), 10 mL de acrilamida/Bis (30:0,8), 200 uL de
Persulfato de Amdnio a 10%, 200 yL de SDS a 10% e 60 pL de temed).

Para composicdao dos moldes dos géis utilizados na eletroforese, duas
placas de vidro de 14 cm x 16 cm x 0,10 cm foram justapostas, separadas por
espacadores laterais. Este conjunto foi entdo embalado em saco plastico e
mantido por presilhas para conter os géis.

Terminada a montagem dos moldes, procedeu-se a preparagao e aplicacao
dos géis na placa da seguinte forma: o gel separador foi aplicado até uma altura
suficiente para o encaixe do pente e aplicagcdo do gel empilhador. Apds isso,
aplicou-se aproximadamente 3mL de agua destilada para evitar contato do gel
com o oxigénio, evitando irregularidades na superficie do gel e a formacao de
bolhas. Apds a polimerizagao do gel separador o pente foi colocado no topo dos
moldes e em seguida, aplicou-se o gel empilhador. Completada a polimerizagao
deste gel sob luz ultravioleta, o pente foi retirado e procedeu-se a lavagem dos
pocos formados com agua deionizada. Apds isso foi aplicado o tampao eletrodo,
para posterior corrida eletroforética. As proteinas solubilizadas foram
padronizadas em 4,0 mg de proteina/mL de solugdo e receberam uma solugao
carregadora preparada pela adicdo de sacarose a 15% (para aumentar a
densidade da solugéo) e 0,3 mL de azul de bromofenol (como marcador de
migragado para SDS-PAGE). Apés esta preparacdo cada amostra foi aplicada nos

pocos do gel. Para a identificacdo do peso molecular das proteinas de interesse,
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foi adicionado no primeiro poco do gel um padrdo de peso molecular
(Kaleidoscope, Biorad). A eletroforese processou-se de acordo com os seguintes
parametros: 100V, 10 mA e 10 W, durante aproximadamente 6 horas. Apds a
eletroforese o gel foi colocado em solugdo corante (comassie blue - R250 em
solucao de acido acético conforme instrugdes do fabricante) por aproximadamente
3 horas. A seguir, o corante foi retirado e o gel foi imerso em solugao descorante
(dgua/metanol/acido acético 1:3:6, V/V) até a completa revelagdo das bandas

protéicas no gel.

Andlise das imagens

A captacdo das imagens das bandas foi realizada por meio de um
equipamento de foto-documentagdo (VDS) para se identificar as mudangas na
estrutura das proteinas miofibrilares. Os géis foram analisados utilizando o
programa para analise de imagens Image Master 3D Prime & Elite.

Para analise das bandas, os géis foram digitalizados empregando-se o
Software Image Master, sendo as imagens editadas pelo Software Adobe
Photopoint 5.0. Na eletroforese foram analisadas as mobilidades relativas de
acordo com os pesos moleculares, que identificam as fragcdes separadas.

Os valores da contribuigdo relativa de cada banda no gel, obtidos das
analises das imagens, foram submetidos, posteriormente, a analises estatisticas

para verificagdo da significancia das mudangas.
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Andalise estatistica

Os resultados obtidos para as caracteristicas em estudo foram analisados
por meio do procedimento GLM do SAS (1996), onde foi empregada a estatistica
descritiva para se avaliar a intensidade da protedlise nos diferentes grupos
genéticos e nos dois periodos de maturacdo. O delineamento experimental
utilizado para as analises foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4,
considerando-se nas analises os efeitos dos dois tempos de maturagao (1 e 7

dias) e quatro grupos genéticos (Nelore, TRC-Brahman, Brangus, TRC-Pardo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os valores médios da forca de cisalhamento dos cortes

dos animais dos quatro grupos genéticos, submetidos a sete dias de maturagéo.

Tabela 1. Valores médios da forgca de cisalhamento de amostras dos animais

Nelore, TRC-Brahman, Brangus e TRC-Pardo, maturadas por 7 dias.

Grupo genético Valores da forga de cisalhamento (kg)

Nelore 3,50a
TRC-Brahman 3,75a
Brangus 3,152
TRC-Pardo 3,502

a, Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si (P> 0,01) pelo teste
Tukey.
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Nao foram encontradas diferencas significativas na maciez da carne,
medida pela analise da forca de cisalhamento. Tal fendbmeno discorda da
observacdo de varios autores que tém observado diferencas na maciez de
diferentes grupos genéticos. Jonhson et al. (1990), trabalhando com cruzados
Aberdeen-Angus e Brahman, observaram diminuicdo da maciez e aumento na
forca de cisalhamento na carne dos animais com o aumento da porcentagem de
zebuino no cruzamento. Estes autores observaram também que a maciez da
carne, com porcentagem variando de 0 a 25% de Brahman submetida a
maturagcdo teve melhora mais acentuada que as com mais de 50% Brahman.
Contudo, em estudo realizado por Campo et al. (2000) a maturagao teve efeito
mais importante no amaciamento que a raca. Porém, outros fatores relacionados
aos grupos genéticos, tais como a composigao do tecido conjuntivo, podem afetar
de forma significativa a textura da carne. Além de diferencas genéticas na
atividade enzimatica e bioquimica do musculo e conteudo de colageno, existem
também diferengas quanto a gordura intramuscular e tipos de fibras presentes no
musculo de grupos genéticos distintos (Kolczak et al., 2003a).

A falta de diferenga na maciez da carne dos diferentes grupos deste estudo
pode ser explicada, provavelmente, pela baixa idade em que esses animais foram
abatidos, assim como verificado por outros autores (May et al., 1993; Purchas et
al., 2002). Por causa do sistema de terminagdo em que foram criados, mesmo
animais de grupos genéticos extremos, apresentaram caracteristicas de carcacga
bastante semelhantes. Este fato pode ser atribuido as poucas variagdes

encontradas na curva de crescimento corporal dos animais quando abatidos ainda
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jovens (Cundiff et al., 1993). Por este mesmo motivo, a maturacédo por apenas 7
dias apresentou resultados de maciez satisfatéria, medidos pela forca de
cisalhamento, o mesmo verificado por Morales (2004), com bovinos
superprecoces, Nelore e mesticos Y2 Nelore 2 Brahman. Além disso, neste estudo
nao foram encontradas diferencas significativas entre os valores de maciez de 7
para 14 dias. O menor tempo de maturagao, por sua vez resulta em retorno mais
rapido para a industria da carne, além de economia de energia e espacgo fisico
para o armazenamento, possibilitando assim maior circulagdo dos produtos. Tais
observacdes demonstram a importancia da adog¢ao de tecnologias que favoregam
a menor idade dos animais ao abate para melhora na maciez da carne desses
animais.

Para identificacdo das fracbes separadas das proteinas miofibrilares,
realizou-se a eletroforese. A Figura 1 mostra oito linhas representativas do padrao
eletroforético das proteinas miofibrilares do musculo Longissimus dorsi dos quatro
grupos genéticos estudados, apds 24 horas de resfriamento e 7 dias de
maturacido. Esta mostrou de 22 a 27 bandas.

Das anadlises densitométricas, obteve-se a porcentagem relativa de cada
banda no gel. Os valores do conteudo das proteinas miofibrilares sdo mostrados

na Tabela 2.
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Figura 1. Eletroforese em SDS-PAGE (10%) das proteinas miofibrilares do
musculo Longissimus dorsi de Bovinos de quatro grupos genéticos

resfriadas por 24 horas e maturadas por sete dias.
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Tabela 2. Mudangas no conteudo das proteinas (% do total das proteinas)

miofibrilares, actina, a-actina, miosina (cadeia pesada - MHC),
troponina-T  (TN-T), troponina-l (TN-I), e da banda de
aproximadamente 30kDa do musculo Longissimus dorsi dos
animais Nelore, TRC-Brahmam, Brangus e Pardo, refrigeradas por
24 horas e maturadas por 7 dias.

Tempos de Maturagao

Proteinas | Grupos Genéticos 1 7 Médias

MHC Nelore 47,05 41,73 44,40 A
TRC-Brahman 49,17 37,95 43,56 AB
Brangus 48,75 43,67 46,21 A
TRC-Pardo 40,15 35,33 37,74 B
Médias 46,29 a 39,67 b

a- actina | Nelore 4,88 5,54 521A
TRC-Brahman 5,98 6,12 6,05 A
Brangus 5,58 5,94 576 A
TRC-Pardo 5,22 5,58 5,40 A
Médias 5,42 a 5,80 a

actina Nelore 10,39 10,23 10,32 A
TRC-Brahman 11,79 10,57 11,18 A
Brangus 9,87 10,82 10,35 A
TRC-Pardo 11,23 11,68 11,46 A
Médias 10,82 a 10,83 a

TNT-T Nelore 2,57 2,09 2,33 A
TRC-Brahman 3,07 2,35 2,71 A
Brangus 3,11 2,63 2,87 A
TRC-Pardo 3,13 2,53 2,83 A
Médias 2,97 a 2,40 a

30 kDa Nelore 0,19 0,74 0,47 A
TRC-Brahman 0,68 1,26 0,97 A
Brangus 0,85 1,03 0,95 A
TRC-Pardo 0,87 1,23 1,06 A
Médias 0,65 a 1,07 b

TN-I Nelore 4,88 5,54 521A
TRC-Brahman 5,98 6,12 6,05 A
Brangus 5,58 5,94 5,76 A
TRC-Pardo 5,22 5,57 5,40 A
Médias 5,41 a 5,80 a

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente
quanto aos grupos genéticos e letras mindsculas iguais na mesma linha nao diferem
significativamente quanto aos tempos de maturagdo (P>0.05) pelo teste Tukey. Tempos de

maturagéo (dias)

Como tem sido relato ha muito tempo por diversas pesquisas, a proteina

miosina parece néo sofrer degradagao post-mortem a 4° C até apds 56 dias de
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maturagcdo (Bandman & Zdanis, 1988; Yates et al.,, 1983). Estes estudos
sugeriram que a falta de protedlise da cadeia pesada da miosina (MHC) foi
parcialmente devido a baixa atividade enzimatica em temperaturas resfriadas.
Contudo, verificou-se no presente estudo, diferengas no conteudo da miosina.
O mesmo relatado por Sawdy et al. (2004), também em estudo com animais
jovens, confirmando os resultados obtidos na eletroforese, com analises de
“immunoblot” e espectrometria de massa. As diferencas na cadeia pesada da
miosina podem ter ocorrido enquanto a carcaga estava relativamente morna e
a atividade das enzimas do sistema das catepsinas ¢ alta.

Diferencas quanto ao conteudo da miosina (MHC) foram observadas
com relagcédo ao grupo TRC-Pardo. Este grupo apresentou menor conteudo de
miosina em relagao aos outros grupos de maior porcentagem de zebu em sua
constituicdo. Isto pode estar relacionado a diferengas no conteudo protéico e
atividade das enzimas proteoliticas deste grupo genético, além da composicéo
dos tipos de musculos da carcaca desses animais e de diferencas de isoformas
de miosina.

Nao foi observada qualquer mudanca no conteudo da a-actina apds a
maturacdo. Tal observagado pode ser explicada, pois pouca ou nenhuma
degradacao desta proteina é verificada durante a estocagem post-mortem. As
catepsinas degradam a actina e miosina, além da estrutura dos discos Z a
37°C e liberam a a-actina intacta (Taylor et al., 1995).

A actina ndo degradou durante o periodo post-mortem, como tem sido
verificado por varios estudos (Takahashi, 1992, Bandman & Zdanis, 1988).

Esta observagao pode contribuir em modelos de associagao entre a protedlise
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obtida pela eletroforese e a maciez do corte. Neste sentido, Sawdy et al. (2004)
relacionando a contribuicao relativa de diferentes bandas da eletroforese com a
maciez obtida pela for¢ca de cisalhamento, retiraram a contribuicdo da banda
referente a actina do modelo de regressao. Como esta proteina parece nao
sofrer qualquer mudanca e por sua alta densidade otica, sua retirada pode
auxiliar na identificacdo de outras bandas menores que podem influenciar
significativamente a maciez da carne.

Nao foram encontradas diferencas significativas quanto ao conteudo da
troponina T (TN-T) durante o periodo de maturagdo em nenhum dos grupos
genéticos. Apesar disto, verifica-se com a maturacao, que o conteudo da TN-T
teve leve diminuigcdo e devido a degradacao desta proteina, polipeptideos de
aproximadamente 30 kDa aparecem (Negish et al., 1996). E provavel que estas
mudancgas no conteudo da TN-T, possam estar relacionadas as mudancgas que
ocorrem na estrutura do musculo, tais como o aumento no comprimento do
sarcOmero, principalmente devido ao alargamento das bandas-l e também
algumas mudancas na banda-A (Kolczak et al., 2003b).

Mesmo nas amostras que nao foram maturadas por sete dias o
fragmento de 30 kDa apareceu, e se intensificou com o periodo de maturagao
em todos os grupos genéticos. Menor aparecimento antes da maturagao foi
verificado para os animais Nelore. Porém, apds 7 dias a deposicdo deste
fragmento se assemelhou a dos outros grupos.

A degradagdo da TN-T durante a maturacdo dos musculos tem sido
associada com o aumento da maciez da carne por diversos anos (MacBride &

Parrish, 1977; Parrish, 1977; Penny & Dransfield, 1979). Como tem sido
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documentado e observado em varios musculos independentemente da espécie
animal (Koohmaraie et. al., 1984; Negish et al., 1996; Pospiech et al., 2001).
Esta banda parece ser mais um indicador da maciez que um causador, como
relatado por Whipple et al. (1990), em um estudo buscando explicar as causas
das diferencas de velocidade de amaciamento dos musculos Longissimus dorsi
e Semitendinosus de novilhos europeus puros e seus cruzamentos com a raga
Sahiwal. Estes autores verificaram que a banda de aproximadamente 30 kDa
nao apareceu nNos animais com maior porcentagem de Sahiwal, caracteristica
das carnes que sofreram maturacdo (Goll et. al., 1983; Koohmaraie, 1988).
Além disso, observaram também nestes animais protedlise reduzida e carne
mais dura.

Devido a falta de diferencas na maciez medida pela analise da forca de
cisalhamento dos quatro grupos genéticos estudados, ndo houve possibilidade
de se associar algum efeito das diferengcas da protedlise observada na
eletroforese com maciez da carne no presente estudo.

A anadlise densitométrica das bandas das cadeias leves da miosina foi
problematica, devido a proximidade dessas duas cadeias e do grande numero
de bandas que apareceram nesta regido apos a maturagdo (produtos da
protedlise durante a maturacgao).

Apesar de visivel em todos os géis deste estudo, a banda da troponina-|
alcangou niveis muito altos em alguns géis, o que pode ser explicado por sua
proximidade com o final do gel. Desta forma, ela se confunde na analise
densitométrica com a frente de corrida, o que pode ter atrapalhado sua correta

quantificagao.
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Como a abordagem aqui adotada para se medir a protedlise considera
apenas os pesos moleculares das proteinas ou polipeptideos de interesse,
pode ter ocorrido numa mesma banda a presenca de diferentes fracdes
protéicas com o mesmo peso molecular (co-migragcao), principalmente das
proteinas de menor peso. Assim, com a intensificacdo no aparecimento dos
produtos de degradacdo, a medida que se aumenta o tempo de maturagao e
consequentemente a degradacao miofibrilar, pode-se estar subestimando a
taxa de degradacao total aos sete dias de maturagdo. Uma alternativa seria a
complementacao da eletroforese com o uso da Isoeletrofocalizagcao (IEF) ou
mesmo a eletroforese bidimensional. Assim, além da separacao das proteinas
por peso molecular, teremos também sua separagao por pontos isoelétricos, o
que pode proporcionar, maior compreensao das mudancgas estruturais e da

taxa de protedlise com o0 aumento do tempo de maturacgao.



43

CONCLUSOES

O periodo de sete dias de maturacdo resultou em carne com maciez
aceitavel, ndo sendo observadas diferencas para esta caracteristica entre os
grupos genéticos estudados.

Mudangas ocorrem no conteudo da cadeia pesada da Miosina durante a
maturagdo. O mesmo ocorre com a Troponina-T das proteinas miofibrilares.
Sua protedlise esta relacionada com o aumento dos produtos de degradacéao
ao redor de 30 kDa.

A maturagdo tem efeito importante nas mudancas das proteinas
miofibrilares, o que pode ser notado pela degradacédo e surgimento de varias
bandas no gel relacionadas a maciez, e confirmado pelos valores da forga de

cisalhamento aos sete dias.
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Perfil protéico do musculo Longissimus dorsi de bovinos

superprecoces de quatros diferentes grupos genéticos

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar o padrdo de migragcéo das
proteinas miofibrilares relacionadas com o processo de amaciamento da carne
no periodo post-mortem de bovinos de quatro diferentes grupos genéticos
(Nelore, TRC-Brahman, Brangus, TRC-Pardo), empregando-se duas técnicas
eletroforéticas distintas. Tanto a técnica denaturante, como a nao denaturante
foram efetivas na resolugdo de diferentes apresentagdes das proteinas em
questdo, visto as diferencas dos pesos moleculares encontrados. O
comportamento das proteinas evidenciadas em ambas as técnicas pode ter
correlagdo com o aumento da maciez almejada no processo de maturagao, ja
que a literatura as relaciona nesse sentido. Diferencas observadas nos padroes
eletroforéticos inter-grupos podem ser decorrentes da composigao genética,
constituindo um polimorfismo protéico genético-bioquimico, o qual deve ser

melhor abordado em futuros trabalhos nessa area.

Palavras Chave: Longissimus dorsi, componentes miofibrilares, eletroforese
nativa, SDS-PAGE, maturagao.



o1

Proteic portrait of the muscle Longissimus dorsi of superprecoces

bovine from four different genetic groups

ABSTRACT

This research aimed to study the degradation pattern of the myofibrilar
proteins related to the meat tenderness process within the post-mortem period
from cattle of four different genetic groups (Nelore, Brangus, TRC-Brahman,
TRC-Pardo), by the means of two distinct eletrophoretic techniques. Either the
denaturing and the non-denaturing technique were effective in the resolution of
the different displaying of the mentioned proteins, due to the differences in the
molecular weights found. The behavior of the proteins in evidence in both
techniques may have correlation with the increase of the desired tenderness in
the ageing process, as literature relates so. Differences noticed in the
eletrophoretic inter-groups patterns may be consequences of the genetic
composition, constituting a genetic bio-chemical proteic polymorphism, which

should be better approached in future researches in this field.

Key-words: Longissimus dorsi, myofibrilar components, native

eletrophoresis, SDS-PAGE, ageing.
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INTRODUCAO

Para os consumidores o aspecto de qualidade mais importante a ser
considerado no retorno a compra da carne é a maciez. Este fato pode ser
confirmado ao se observar a relagdo entre a maciez e o preco do corte
(Koohmaraie et al., 2002). Porém, boa parte das diferengas que ocorrem na
maciez da carne pode ser explicada pelo grupo genético do animal, pela idade
ao abate e pelas diferengas na expressao das proteinas durante o processo de
maturagao, visto que o amaciamento, que ocorre post-mortem, € resultado de
uma série de eventos, que envolvem um sistema enzimatico cuja finalidade é
degradar a estrutura miofibrilar.

Alguns métodos tém sido empregados, atualmente, para se determinar o
grau de protedlise sofrida pelas proteinas miofibrilares. Um dos métodos mais
eficientes neste sentido é a eletroforese denaturante na presenca de Dodecil
Sulfato de Sédio (SDS-PAGE), que tem por finalidade evidenciar os padrdes
polimérficos das proteinas, dissociando suas cadeias polipeptidicas em cadeias
simples e com cargas negativas, sendo possivel determinar o peso molecular
das proteinas do musculo, além de ser amplamente utilizada para analise
qualitativa de proteinas e suas subunidades e tem demonstrado ser um método
eficaz para a determinagdo das mudangas que ocorrem no periodo post-
mortem na carne (Clayes et al. 1995). Uma variagado deste método consiste na
realizacdo do fracionamento eletroforético sem o tratamento térmico das
amostras, na auséncia do B-Mercaptoetanol. Desta maneira mantém-se a

estabilidade das proteinas, através da manutengao das pontes de dissulfeto (S-
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S), evitando-se a ruptura em cadeias. A presenca do detergente (SDS) na
solucao carregadora recobre as moléculas de proteinas com cargas negativas,
havendo, portanto a separagdao em funcdo do peso molecular. Esta técnica
recebe o nome de fracionamento eletroforético em SDS n&o redutor e néo
denaturante.

Tem sido demonstrado que alguns componentes da miofibrila mudam
durante o periodo post-mortem dos animais, incluindo as proteinas Titina,
Nebulina e a Troponina, resultando muitas vezes no desaparecimento de
determinadas fracbes das proteinas ou o aparecimento de produtos de
degradacdo, como é o caso do aparecimento de uma banda de
aproximadamente 30 kDa na eletroforese denaturante em SDS-PAGE a
medida que se aumenta o tempo de maturagao da carne (Negish et.al., 1996).
Entretanto, outras proteinas podem sofrer mudangas em seu conteudo no
processo de maturacdo, participando das reacdes bioquimicas que ocorrem na
carne no periodo post-mortem, podendo ter interesse comercial ou mesmo

académico.

A proposta do presente trabalho é desenvolver uma analise descritiva
das alteragbes quantitativas na composicdo em proteinas, integras e
quebradas em suas subunidades em amostras do musculo Longissimus dorsi
de bovinos de quatro grupos genéticos, submetidos a sete dias de maturagao e
resfriadas por 24 horas post-mortem, empregando-se duas técnicas

eletroforéticas na presenga de SDS (Hames & Rickwood, 1990).
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MATERIAIS E METODOS

Animais e Colheita de Amostras

Os animais utilizados neste trabalho pertenciam ao Confinamento
Experimental do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp de Botucatu, SP.

Quarenta e oito animais pertencentes a 4 grupos genéticos distintos: 12
Nelore, 12 TRC-Brahman (1/2 Nelore 1/2 Angus x Brahman), 12 Brangus e 12
TRC-Pardo (1/2 Nelore 1/2 Angus x Pardo) foram desmamados aos sete
meses de idade em sistema de comedouro privativo (creep feeding) e
confinados até atingirem o peso de abate e terminagdo de carcacga
estabelecidos pelo modelo biolégico superprecoce, com aproximadamente 450
kg.

Estes animais foram abatidos no frigorifico Marfrig, sob servico de
inspecao federal (SIF 2543). O procedimento de abate seguiu as normas
previstas pelo Servico de Inspecao Federal. Apds o abate, as carcacas foram
dividas ao meio, pesadas individualmente e devidamente identificadas.
Decorridas 24 horas de resfriamento, sob temperatura de 2°C, estas carcacas
foram retiradas e se realizaram as colheitas de amostras para as analises.
Doze amostras de cada grupo foram escolhidas aleatoriamente para serem

utilizadas nas analises subsequentes.
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De cada animal foram retiradas duas fatias do musculo Longissimus
dorsi; uma foi submetida a maturagao a 2°C por sete dias e a outra ndo passou
por este processo. As amostras foram, entdo, congeladas a -80°C até as

analises seguintes.

Determinacao do perfil protéico do musculo esquelético

Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

(Laemmli, 1970)

As amostras estavam embaladas em papel aluminio e acondicionadas
em camara de congelamento a -80°C para evitar a degradagcao miofibrilar.
Imediatamente apds a retirada da cadmara, cada uma delas foi pesada em
balanga de precisao e transferidas para um graal onde se adicionou agua (1:1).

A extragdo consistiu de se juntar 400 ug de amostra em 400 pul de agua sob
refrigeragdo por alguns minutos, sendo cada uma macerada manualmente, e
em seguida centrifugadas a 10.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10
minutos em centrifuga refrigerada a 2°C. O sobrenadante foi retirado e
acondicionado em microtubos para posterior diluicdo e utilizagdo na corrida
eletroforética.

As amostras foram reunidas em lotes de acordo com a classificagao
racial (Nelore, TRC-Brahman, Brangus e TRC-Pardo-Sui¢o) dentro dos tempos

de resfriamento (24 horas e 7 dias), formando amostras compostas.
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A eletroforese foi realizada no sistema vertical Mini Protean 3 (BioRad)
em géis de poliacrilamida na concentragdo de 13%, para separar proteinas
com peso molecular variando de 15 a 205 kDa. O gel foi preparado contendo
agua Milli-Q (4,6 mL), 1,5 mM Tris, pH 8,8 (1,0 mL), 30:0,8 acrilamida/bis (4,3
mL), Persulfato de Aménio a 10% (67 uL), SDS a 10% (100 uL) e TEMED (8
uL).

As amostras assim formadas foram diluidas a 1:4 na seguinte solugao:
agua Milli-Q (10,4 mL), 0,5 mM Tris, pH 6,8 (1,9 mL), Glicerol (1,9 mL), SDS a
10% (1,0mL), B-mercaptoetanol (0,5 mL) e azul de Bromofenol a 1% e super-
aquecidas para desnaturagao das proteinas, por 90 segundos. Na técnica nao
redutora, a solugao foi preparada empregando-se os mesmos componentes,
com excegcao do Mercaptoetanol, nao passando pelo processo de
desnaturagéo.

Os géis foram montados entre placas de vidro (10 cm x 8 cm x 0,075¢cm)
com o pente colocado no topo do mesmo. Apds a polimerizagdo do gel os
pocos foram lavados com agua Milli-Q e preenchidos com a solugdo tampao
eletrodo composto por Tris-Hidroximetil-aminometano (30g/L) e Glicina
(1444g/L), quando entdo se aplicou 5 ul das amostras. Como padrao de pesos
moleculares para determinagao das proteinas foi utilizado no primeiro pogo do
gel 5ul do padrdao Precision Plus All Blue, (205 — 10 kDa). As corridas
eletroforéricas foram realizadas a voltagem constante de 100V por 15 minutos,
dobrando para 200V por 40 minutos. Apds a corrida eletroforética, os géis
foram retirados dos moldes de vidro e imersos em Coomasie Blue R250 em

solucao alcool acética, durante 3 a 4 horas.
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Transcorrido o tempo de coloragao, o gel foi deixado em solugao
descorante composta de acido acético, metanol e agua, 1:3:6 (v/v), até a

completa evidéncia das bandas.

Andlise das imagens

A captacdo das imagens das bandas protéicas foi realizada em
equipamento de foto-documentacdo (Image-Master VDS — Pharmacia LKB)
para se identificar o comportamento das proteinas miofibrilares e as mudancas
que ocorrem devido ao processo de maturagao, através da densitometria. Os
géis foram analisados utilizando o programa para analise de imagens Image
Méaster 3D Prime & Elite (Pharmacia—LKB). Foram analisadas as mobilidades
relativas de acordo com os pesos moleculares, identificando as fracdes
separadas.

Os valores densitométricos de cada banda no gel (%), obtidos das
analises das imagens, foram empregados no calculo do indice de Degradacéo,
através da subtracao dos valores obtidos a 7 dias de maturagao daqueles das

amostras ndo maturadas.

Andalise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizada analise descritiva e testes de

correlacdo de Pearson entre os resultados densitométricos das bandas
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protéicas reveladas nos tempos 1 e 7 dias nos quatro grupos genéticos,

conforme Berquo et al, 1980.

Resultados e Discussao

Muitos trabalhos podem ser encontrados na literatura disponivel
empregando a eletroforese denaturante em SDS com o objetivo de se estudar
especificamente algumas proteinas miofibrilares e sua relagdo com a maciez
da carne (Yates et al., 1983, Bandman & Zdanis, 1988; Ho et al., 1994, Clayes
et al. 1995, Roncales et al., 1995, Negish et.al., 1996, Koohmaraie, 2002).
Porém, outras proteinas do musculo podem também estar relacionadas com o
processo de maciez (Kolczak et al., 2003), como, por exemplo, varias enzimas,
proteinas sarcoplasmaticas, proteinas do estroma, entre outras.

A extracao em solugao de isolamento (Clayes et al., 1995) promove a
solubilidade das proteinas miofibrilares, enquanto a extragdo em agua aqui
empregada permitiu evidenciar além destas, outras proteinas reveladas tanto
na técnica denaturante quanto no SDS nao denaturante.

A Figura 1 mostra o perfil protéico das proteinas do musculo
Longissimus dorsi para os quatro grupos genéticos estudados, submetidas a
eletroforese na presenga de SDS nao denaturante. Pela analise da Tabela 1
nota-se que foram reveladas 25 bandas protéicas neste gel com pesos
moleculares variando de aproximadamente 15 a 223 kDa, considerando-se os

quatro grupos genéticos e os dois periodos de maturagao.
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Figura 1: Eletroferograma das proteinas do musculo Longissimus dorsi de
bovinos de quatro diferentes grupos genéticos, maturadas e nao maturadas,
submetidos a eletroforese (13%) ndo denaturante e ndo redutor na presenca de

SDS.
(MM — Marcador Molecular, N — Nelore, BR — TRC-Brahman, BG — Brangus — PS — TRC-

Pardo-Suigo, 0: resfriamento por 24 horas, 7: sete dias de maturagéo).
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Tabela 1: Valores em % obtidos na densitometria das bandas protéicas de
amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro diferentes grupos
genéticos, submetidos a eletroforese ndo denaturante na presenga de SDS a
13%.

BANDAS PESOS N1 N7 BR1 BR7 BG 1 BG7 PS 1 PS7
1 > 250,00 1,05 1,56 1,13 0,72 0,43 0,45 0,10 0,00
2 222,73 048 0,43 0,45 0,95 1,31 0,54 0,58 0,31
3 121,88 0,34 0,18 0,10 0,27 0,11 0,17 0,02 0,05
4 98,86 3,18 3,59 2,29 2,52 1,84 1,70 0,90 0,70
5 88,64 1,01 1,23 0,19 0,08 0,11 0,00 0,00 0,00
6
7
8
9

68,06 1,51 1,88 2,42 2,78 1,20 1,85 1,26 1,23
63,89 0,60 1,10 1,59 2,05 0,76 1,08 1,78 0,73
57,64 0,00 0,00 6,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
55,56 10,30 9,65 6,63 13,70 8,28 10,00 12,80 9,51
10 46,07 2,77 0,00 0,00 0,00 3,14 0,00 0,00 0,00
11 42,14 8,68 12,30 17,60 14,50 6,86 12,50 13,80 17,50
12 37,61 30,60 0,00 7,94 18,40 27,10 25,10 20,60 15,90
13 37,00 0,00 26,00 8,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 32,47 5,66 10,40 12,50 1580 27,70 26,10 16,10 26,30
15 30,07 0,86 2,77 3,54 2,09 5,42 4,50 2,31 8,58
16 26,33 3,54 3,71 5,08 3,90 3,72 2,78 4,53 5,09
17 24,69 0,45 0,55 0,60 0,34 0,51 0,54 0,66 0,60
18 23,96 1,32 0,55 0,45 0,68 0,43 0,24 0,76 0,65
19 23,33 0,42 0,35 0,50 0,51 0,25 0,32 0,38 0,22
20 21,98 0,00 0,26 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,09
21 21,67 0,53 0,00 0,30 0,22 0,00 0,25 0,05 0,01
22 20,99 0,80 0,46 0,46 0,49 0,25 0,17 0,59 0,28
23 20,10 0,02 0,35 0,27 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00
24 16,22 16,50 14,70 1590 16,50 9,97 8,38 17,70 11,60
25 15,11 0,04 0,41 1,46 1,64 0,30 0,89 1,47 0,32

N — Nelore, BR — Brahman, BG — Brangus, Ps — Pardo-Suigo, 0: 24 horas de resfriamento, 7:

sete dias de maturacdo, PESOS em kDa.
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Figura 2: Tragcados densitométricos das bandas protéicas de amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro
diferentes grupos genéticos, submetidos a eletroforese nao denaturante e nao redutor na presencga de dodecil sulfato de sddio em
geéis de 13% de concentragcédo. Eixo X — pesos moleculares em kDa; eixo Y em %. NEL : Nelore, BR: TRC-Brahman, BG: Brangus,
PARDO: TRC-Pardo-Suigo, 0: 24 horas, 7: sete dias de maturacio.
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A figura 2 mostra os tragados densitométricos obtidos pelas bandas da
eletroforese ndo denaturante e nao redutora. Observa-se pela analise da
Figura 1 que existe constancia na presenga das bandas protéicas. Entretanto,
quando se realiza a analise densitométrica, cujos resultados se encontram na
Tabela 1 e também na Figura 2, nota-se, eventualmente, a falta de
determinadas proteinas em alguns grupos genéticos e tempos de maturacéo.
Esta observacdo discorda, aparentemente, de autores que empregam
semelhante técnica de identificacdo de espécies com base na situagao de que
o perfil de proteinas musculares é espécie-especifico (Lemos & Moraes, 1992).
Contudo, considerando-se que a forma de extracdo nao foi seletiva para
determinados tipos de proteinas, e essa discordancia se da nas regides de
pesos moleculares ao redor de 80 kDa, 46 kDa a 57 kDa e de pesos
moleculares inferiores a 20 kDa, esta diferenca poderia ser explicada pela
ocorréncia de provaveis polimorfismos genético-bioquimicos de algumas
proteinas ou ainda pela ocorréncia de produtos de degradagao protéica
decorrentes do processo de maturacdo (Negish et.al.,, 1996; Heineth et al,

1988).

Na eletroforese ndo denaturante observa-se as proteinas estaveis e
como nesta técnica as amostras ndo sofrem ruptura em suas cadeias € nao
passam pelo super-aquecimento, a identificacdo das mudancas que ocorrem
no periodo post-mortem no musculo esquelético desses animais fica
dificultada, pois provavelmente as mudancas na estrutura das fibras sédo tao
pequenas que somente podem ser melhor observadas quando se quebram

estas proteinas em cadeias polipeptidicas.
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Devido a auséncia de referéncias na literatura, a identificacdo das
bandas das proteinas fica dificultada quando esta técnica é empregada.

A eletroforese ndo denaturante resultou em 25 bandas que variam entre
15 e 223 kDa. Pelas quantidades relativas apresentadas na Tabela 1 e peso
molecular aproximado, pode-se estimar uma provavel posicdo para a banda da
actina em aproximadamente 42,14 kDa.

A proteina C, que compde o filamento grosso (miosina) tem peso
molecular ao redor de 140kDa. Porém nao foi visivel banda de tal dimensao no
gel ndo denaturante no presente estudo.

Ao redor de 68,06 kDa apresenta-se uma posigao provavel para a
tropomiosina nativa que nao se altera durante o periodo de maturagdo nem
entre 0os grupos genéticos.

Pela analise dos graficos densitométricos mostrados na Figura 2 pode-
se observar que, considerando o0s grupos genéticos, a eletroforese né&o
denaturante mostra a manutengao das proteinas de pesos moleculares a partir
de 45 kDa até as maiores de 250 kDa, estimadas como 259,09 kDa. Com
excegdao do grupo genético TRC-Brahman, onde se nota um aumento das
proteinas ao redor de 46 kDa. O emprego desta técnica revela o aumento de
proteinas originadas no processo de maturagdo com pesos ao redor de 26 kDa
nos grupos estudados, exceto para o grupo Brangus.

O calculo das correlagdes entre a determinagdo das quantidades
relativas por densitometria dos géis de eletroforese nédo denaturante na

presenca de SDS esta disposto na tabela 2.
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Tabela 2: Coeficientes de correlagdo obtidos na densitometria das bandas
protéicas de amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro
diferentes grupos genéticos, submetidos a eletroforese n&o denaturante e nao

redutor na presenca de SDS em géis a 13%.

NEL 7 BRO BR7 BGO BG7 PARDO OPARDO 7
NEL O 0,20
NEL7 0,73***
BRO 0,82***
BR7 0,85***
BG O 0,98***
BG7 0,91***
PARDO 0 0,90***

N — Nelore, Br — Brahman, Bg — Brangus — Ps — Pardo-Suigo, 0: 24 horas de resfriamento, 7:
sete dias de maturagao. *** P<0,001.

Os tempos de resfriamento referentes a cada um dos grupos genéticos
estudados apresentaram correlagdo positiva significativa, com excecado da
combinagao Nelore 0 dias X Nelore 7 dias. O que pode ser resultado de um

padrao diferente de degradacéo das proteinas nos musculos destes animais,

ou mesmo diferengas de isoformas dessas proteinas.

Um perfil diferente se observa com o emprego da técnica denaturante. A
Figura 3 mostra o padrao protéico das proteinas do musculo Longissimus dorsi
submetidos a eletroforese em SDS-PAGE e na Tabela 4 observa-se os valores

relativos das bandas formadas neste gel.
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MM NO N7 BHO BH7 BRO BR7 PSO PS7

Figura 3: Eletroferograma das proteinas musculares do musculo Longissimus
dorsi de bovinos de quatro diferentes grupos genéticos, resfriado por 24 horas
e maturado por sete dias, submetidos a eletroforese (13%) denaturante na

presenca de SDS.
MM — Marcador Molecular, N: Nelore, BR: TRC- Brahman, BG: Brangus; PS: Pardo-Suico, 0-

resfriamento por 24 horas, 7 — sete dias de maturacao.
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Tabela 3: Valores em % obtidos na densitometria das bandas protéicas de
amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro diferentes grupos

genéticos, submetidos a eletroforese denaturante na presenca de SDS a 13%

BANDAS PESOS NO N7 BRO BR7 BGO BG7 PSO PS7
1 >250,00 11,70 12,60 12,20 10,90 21,30 13,60 10,10 18,00
2 140,63 2,59 0,43 1,08 217 1,06 1,27 0,43 2,79
3 121,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,59
4 88,75 1,21 1,24 1,20 1,86 1,35 1,13 1,04 1,11
5 78,75 0,57 0,27 0,26 0,37 0,40 0,95 0,00 0,33
6
7
8
9

67,97 0,67 1,18 0,65 1,56 0,68 0,96 0,64 0,82

54,69 0,23 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,63 0,00

51,56 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00

38,37 9,97 4,51 6,97 11,70 10,00 7,51 5,29 8,74
10 38,27 0,00 0,00 13,20 1,67 1,14 0,00 5,62 0,00
11 35,86 0,79 3,47 4,27 1,67 0,47 0,51 0,00 0,90
12 31,86 0,39 0,00 0,72 0,00 0,51 0,19 0,00 0,37
13 30,71 0,00 0,95 0,00 1,26 0,03 1,01 0,50 0,60
14 23,47 0,00 0,27 0,00 0,33 0,00 0,00 0,00 0,16
15 22,61 2,12 3,91 0,83 3,87 0,00 0,47 0,41 0,59
16 22,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 0,60 0,98 0,78
17 21,88 1,65 0,00 0,66 0,00 2,05 0,00 0,11 0,00
18 21,53 0,00 4,26 1,02 3,68 0,00 0,90 0,00 0,93
19 20,97 0,90 1,29 0,40 0,65 0,81 0,92 0,52 0,68
20 19,25 4,47 7,80 3,98 8,77 3,51 3,14 5,49 3,45
21 16,38 0,41 1,17 0,50 1,10 0,49 0,39 0,66 0,15
22 15,13 0,32 0,50 0,47 0,61 0,18 0,57 0,28 0,56

N — Nelore, Br — Brahman, Bg — Brangus — Ps — Pardo-Suico, 0 Zero dias de maturagéo, 7 —

sete dias de maturagdo, PESOS em kDa.

Pela analise da Tabela 3, verifica-se que foram reveladas 22 bandas
cujos pesos moleculares variaram aproximadamente 15 a 141 kDa. Nota-se por
meio desta Tabela o acentuado aparecimento de proteinas de baixo peso
molecular quando se comparam os dois tempos de resfriamento, resultado do

processo de maturacdo, mais evidente nos grupos Nelore e TRC-Brahman.
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Poucas mudangas foram encontradas no conteudo das proteinas com altos
pesos, de forma semelhante ao ocorrido na técnica ndao denaturante. As
bandas relativas a actina e miosina parecem inalteradas apds a maturacgao.
Estes dados concordam com a observacado de diversos autores (Bandman &
Zdanis, 1988; Yates et al., 1983) que relatam auséncia de protedlise dessas
proteinas em condicbes resfriadas e maior degradacdao em temperaturas
préximas a 37°C, principalmente pelas proteases do sistema das catepsinas,

que atua principalmente em pH acido (Yates, 1983).

A figura 4 mostra os tragcos densitométricos das amostras que foram gerados

no analisador de imagens.
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Figura 4: Tracados densitométricos das bandas protéicas de amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro
diferentes grupos genéticos, submetidos a eletroforese denaturante na presenga de dodecil sulfato de sédio em géis de 13% de

concentracio. Eixo X — pesos moleculares em kDa; eixo Y - %. NEL — Nelore, BR: TRC-Brahman, BG: Brangus — PARDO: TRC-Pardo-Suigo, 0: 24 horas

de refrigeracao, 7: sete dias de maturagao.
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As duas linhas mostradas em cada um dos graficos representam o tempo 0 e 7 dias
de maturagdo. Os picos das duas curvas representam o comportamento dos
peptideos antes e apdés a maturacdo para cada uma das racas. Estas figuras
mostram que o sistema de analises é capaz de identificar e quantificar até diferencas
minimas na degradagdo das bandas, mesmo para aquelas pouco visiveis nas
imagens da eletroforese. H4 um aumento na porgdo das proteinas de baixo peso
molecular, provavelmente produtos de degradagao de proteinas maiores.

Como mostrado na técnica ndo denaturante nota-se também na eletroforese
denaturante a auséncia de determinadas bandas, que podem ser resultado de
polimorfismos genéticos-bioquimicos ou mesmo, produtos de degradacao durante o

processo de maturagéo, o que pode ser claramente notado pela analise da Figura 4.

A banda de aproximadamente 30 kDa que se intensifica com o aumento no
tempo de maturagcdo € um produto da degradacao da proteina Troponina-T (Ho et
al., 1994). Deve-se notar que o aumento da intensidade desta banda se deu de
forma semelhante para os quatros grupos genéticos estudados. A alta correlagéo
encontrada entre as amostras em estudo pode ser explicada pela pouca idade em
que os animais foram abatidos, o que refletiu a eficiéncia do modelo biolégico
Superprecoce na obtencdo de um produto carneo provavelmente mais macio,
apesar de a investigacao desta variavel nao ser objetivo do presente trabalho.

Pelo comportamento e quantidade relativa das bandas, pode-se observar a
ocorréncia, provavelmente, da actina na regidao de 38,37 kDa, da fragdo T da
troponina na regiao de 35,86 kDa (Penny & Dransfield, 1979), e posi¢des provaveis
para as cadeias leves de miosina nas regides de 16,38 kDa e 15,13 kDa. Pode-se

ainda, observar a provavel ocorréncia da fragao | da troponina na regido ao redor de
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20,97 kDa. Estas localizagbes sao estimativas baseadas no pesos de tais
fragmentos e na observagao do comportamento das bandas.

A proteina C do filamento grosso apresenta-se da mesma forma em
condi¢cdes denaturantes e ndo denaturante. Uma provavel banda relacionada a esta
proteina foi identificada ao redor de 140, 63 kDa.

O fragmento de 30 kDa (Negish et. al., 1996) que se intensifica com o tempo
de maturagao post-mortem aparece em torno de 30,71 kDa.

A proteina Miosina € a mais abundante no musculo esquelético. Apesar do
menor conteudo da Miosina (MHC) neste trabalho, provavelmente devido a extragao
em agua, suas fragdes permaneceram inalteradas entre grupos genéticos e tempo
de maturagdo. O mesmo foi observado para a proteina Actina (Bandman & Zdanis,
1988; Yates et. al., 1983).

A Tabela 4 mostra os coeficientes de correlagao entre os valores obtidos na
densitometria das bandas do musculo Longissimus submetidas a eletroforese

denaturante.
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Tabela 4: Coeficientes de correlagdo obtidos na densitometria das bandas
protéicas de amostras de musculo Longissimus dorsi de bovinos de quatro
diferentes grupos genéticos, submetidos a eletroforese denaturante na

presenca SDS a 10%.

NEL 7 BRO BR7 BG O BG7 PARDO OPARDO 7

NELO | 0,81***

NEL7 0,52

BRO 0,63***

BR7 0,80***

BG O 0,98***

BG7 0,85***

PARDO 0 0,83***

N — Nelore, BR: TRC-Brahman, BG: Brangus ; Ps: TRC-Pardo-Suigo, 0: 24 horas de

resfriamento, 7: sete dias de maturagéo. *** (P<0,001).

Nesta Tabela verifica-se que as correlagdes tém valores mais baixos que
na técnica nao denaturante, o que pode ser explicado pela alta eficiéncia desta
técnica em revelar pequenas mudangas que ocorrem no padrao de expressao
das proteinas musculares e de seus polipeptideos. Assim, pequenas
degradagdes que ocorrem no periodo podem ser notadas pelo aumento dos
produtos de degradagao nas amostras de 7 dias.

A extragdo em agua da uma visao geral do comportamento de diversas
proteinas do musculo inteiro e por ser mais eficiente na revelagdo das
proteinas sarcoplasmaticas, muitas proteinas ou polipeptideos, podem néo

aparecer nos géis, ou mesmo se confundir com outras bandas.
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Ha necessidade de extragdes especificas para o isolamento de
determinadas proteinas e de suas fragdes aqui nao reveladas, porém a
extracdo em agua pode constituir-se numa alternativa quando se querem
verificar mudangas no conteudo de algumas proteinas de facil visualizagao,
como no caso da Miosina (MHC), da Actina e da Troponina T.

Ambas as técnicas parecem ser adequadas em revelar as mudangas
que ocorrem no musculo dos bovinos durante o periodo post-mortem, visto que
mostram bem as diferengas na ontogénese das proteinas durante a maturagao
da carne.

Com o advento da analise protedmica e uso de técnicas mais avancadas
na identificacdo de proteinas, e o emprego cada vez mais frequente da
espectrometria de massas na identificacdo de proteinas e peptideos, a
resolucdo da eletroforese sera facilitada, podendo-se com isso formar uma
impressao digital protéica do musculo, identificando diferengas entre isoformas
de diversas proteinas, além de diferengas na protedlise miofibrilar entre grupos

genéticos e mesmo entre individuos do mesmo grupo.
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CONCLUSOES

Tanto a técnica denaturante, como a nao denaturante sdo efetivas na
resolucao de diferentes apresentagdes das proteinas em questdo, o que pode
ser notado pelas diferengas dos pesos moleculares encontrados.

O comportamento das proteinas evidenciadas em ambas as técnicas
tem correlagdo com o aumento da maciez almejada no processo de maturagao,
visto que a literatura as relaciona nesse sentido.

Diferencas observadas nos padroes eletroforéticos entre os grupos
genéticos sado decorrentes da composicado genética, constituindo um
polimorfismo protéico genético-bioquimico, o qual deve ser melhor abordado

em futuros trabalhos nessa area.
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Implicacbes

A maior parte da maciez da carne pode ser explicada pela degradagao das
proteinas miofibrilares na fase de maturagcdo que ocorre no periodo post-mortem
dos animais.

Diversas mudancgas ocorrem no conteudo protéico do musculo Longissimus
dorsi com o processo de maturagdo. Além disso, diferengas ocorrem quanto a
expressao das proteinas musculares entre grupos genéticos e entre individuos do
mesmo grupo. Por outro lado, a idade de abate pode diminuir as diferencas na
expressao das proteinas miofibrilares, e como conseqiiéncia aumento na maciez
da carne.

A eletroforese de proteinas torna-se uma ferramenta valiosa na
caracterizacao das proteinas e peptideos relacionados ao processo de maciez. O
seu emprego pode auxiliar na identificagdo de possiveis marcadores e genotipos
superiores em programas de melhoramento genético. Além disso, compreendendo
0s mecanismos envolvidos na protedlise miofibrilar, relacionados a maciez da
carne, pode-se manipular estes processos no sentido de se obter carne mais
macia em um menor espaco de tempo, o que resulta em retorno mais rapido,

maior circulagcéo do produto e maciez garantida para o mercado consumidor.
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