UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
UNIDADE UNIVERSITARIA DE AQUIDAUANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

EFEITO DE GANHO COMPENSATORIO NA EXPRESSAO
DE GENES RELACIONADOS COM METABOLISMO DO
TECIDO CONJUNTIVO E MACIEZ DA CARNE NO
MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE VACAS DE
DESCARTE DA RACA NELORE

Académico: Waleska Ascurra Nunes Nascimento

Aquidauana-MS
Fevereiro de 2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
UNIDADE UNIVERSITARIA DE AQUIDAUANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

EFEITO DE GANHO COMPENSATORIO NA EXPRESSAO
DE GENES RELACIONADOS COM METABOLISMO DO
TECIDO CONJUNTIVO E MACIEZ DA CARNE NO
MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE VACAS DE
DESCARTE DA RACA NELORE

Académico: Waleska Ascurra Nunes Nascimento
Orientador: Prof. Dr. André Luiz Julien Ferraz
Co-orientador: Dr. Gelson Luis Dias Feijo

“Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Zootecnia, area de concentracdo em
Produgdo Animal no Cerrado-Pantanal, da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Mestre em Zootecnia.”

Aquidauana-MS
Fevereiro de 2013



N199e Nascimento, Waleska Ascurra Nunes
Efeito de ganho compensatério na expressdo de genes
relacionados com metabolismo do tecido conjuntivo e maciez
da carne no musculo Longissimus dorsi de vacas de descarte
da raca Nelore / Waleska Ascurra Nunes Nascimento.
Aquidauana, MS: UEMS, 2013.
80p. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Zootecnia — Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul, 2013.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Julien Ferraz.

1.Colageno 2.PCR 3.Qualidade de carne I.Titulo.

CDD 20.ed. 636.207




UEMS UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
//;_,/ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA
PRODUGAO ANIMAL NO CERRADO-PANTANAL

WALESKA ASCURRA NUNES NASCIMENTO

Dissertagdo submetida ao Programa de Po6s-Graduagiio em Zootecnia, drea de concentragdo em
Produgdo Animal no Cerrado-Pantanal, como requisito para obten¢do do grau de Mestra em
Zootecnia.

DISSERTACAO APROVADA EM 08/02/2013.

~ Dr. AndreL/ Sfigﬁlﬁli‘(ﬁjﬂj W

/\J\—-s-<ki)

B Dr. Luiz Robérto Furlan?UNESP) /

/1?

/ Dra. Fabiana de Andrade Melo Sterza (UEMS)




"Chamamos de Etica o conjunto de coisas que as pessoas fazem quando todos
estdo olhando. O conjunto de coisas que as pessoas fazem quando ninguém
esta olhando chamamos de Carater."

Oscar Wilde



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter estado ao meu lado em todos os momentos de
minha vida. Ele e Nossa Senhora s&o minhas fontes de inspiracéo e de forca.

Agradecimentos especiais ao meu orientador, o Doutor André Luiz Julien
Ferraz. Obrigada pelo apoio, pelos conselhos, por toda a ajuda que me foi dada
e pela compreensdo. Meu orientador foi muito mais do que um professor, foi
um amigo com quem pude contar em qualquer situacdo, meus sinceros
agradecimentos.

A Capes pela concesséo da bolsa de estudos.

A Fundect pela concessdo do financiamento para execugdo do
experimento.

A mestranda Bruna Biava de Menezes por toda a ajuda no laboratorio,
gue muito pacientemente se predispds a auxiliar nos trabalhos, que nao foram
poucos. Obrigada pelo apoio e amizade sincera.

Aos mestrandos Giancarlo de Moura Souza e Isabella Maiumi Blecha
pelo trabalho em equipe e pela amizade.

Aos funcionarios e pesquisadores da Embrapa Gado de Corte que
colaboraram com a realizacdo deste projeto.

A Jessica Farias Neres que é muito mais do que uma amiga, € uma
companheira para a vida toda. Ela que me acompanhou durante todo esse
tempo, e me deu muita forca sempre que eu precisava. Ela sabe o que
representa para mim.

Agradeco eternamente a meus pais Walter Nunes Nascimento e Elva de
Jesus Ascurra Nunes Nascimento por absolutamente tudo o que eles fizeram
por mim. Pelo amor e carinho que sempre me foram dados. Eles sempre teréo

meu amor e eterna gratidao.



Aos meus queridos irmaos Wanessa Ascurra Nunes Nascimento e
Wagner Ascurra Nunes Nascimento que sdo meus melhores amigos. E
maravilhoso saber que terei sempre eles ao meu lado, principalmente a
Wanessa que € como uma segunda mae para mim.

A todos que de forma direta ou indireta colaboraram para tornar esse

sonho realidade.

IMeu muito obrigada a todos!



vi

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS . ...t e e e e e e e e e e eaaeeees viii
LISTA DE TABEL AS . e e e e IX
LISTA DE ABREVIATURAS ..o X
1 11V N Xi
A B ST R A CT e e e Xil
CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS.......cooovivieeeeeeeeeees e, 1
1. INTRODUGAO ..o oteieeeeteeeee ettt en et n e, 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..., 3
2.1 QUALIDADE E MACIEZ DA CARNE ..o, 3
2.1.1 Ganho COMPENSALOFIO.....cuiiieeeeiiiiiiiiiiiee e 5
2.1.2 MUSCUIO €SQUEIELICO ..uvvveiiiiieeieiiiiiiieieeee e 7
2.1.3 COIAQENO ...ttt e e 9
2.1.3.1 Processo de sintese do colageno.................cc........ 11
2.2 EXPRESSAO GENICA.......ciiiieieiiiieieeee e 14
221 PCRem Tempo Real.........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeee 17
2.3 GENES EM ESTUDO.... .ot 20
2.3.1 COL1A1, COL1A2 e COL3AL ..ot 22
2.3.2MMP2 .. 23
2.3.3TIMPLETIMPZ ... e 24
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......coccoiiiiiiieesieee e 26

CAPITULO 2 — EFEITO DE GANHO COMPENSATORIO NA EXPRESSAO DE
GENES RELACIONADOS COM METABOLISMO DO TECIDO CONJUNTIVO



Vii

E MACIEZ DA CARNE NO MUSCULO LONGISSIMUS DORSI DE VACAS DE

DESCARTE DA RACA NELORE .......cviiieeeie ettt 32
RESUMO ...ttt ettt n et n e nans 33
ABSTRACT .ottt ettt ettt ettt 34
L INTRODUGAO ...ttt 35
2 MATERIAL E METODOS ... .ottt 37
3 RESULTADOS E DISCUSSAO .......ciiiieiieeieee e 40
4 CONCLUSOES. ...ttt 54
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oiiieeeeeeeee e 55

CAPITULO 3 — CONSIDERAGCOES FINAIS. ..ot 60

APENDICE. ..o e et 61



viii

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1. Diagrama esquematico para mostrar o arranjo do Tecido Conjuntivo

Intramuscular (IMCT) dentro do MUSCUIO...........uvviiiiiieieiieiiieeee e 8
Figura 2. Sintese de colageno tipo | e degradaGao............cceecvviviieeeeeeeeeeinnnee. 14
Figura 3. Estrutura de um gene @UCANOTO ........coeiiiiieii s 17
Figura 4. Curva de amplificagdo do PCR em Tempo Real...........cccooeeeiiiinnnns 18
Figura 5. Molécula de Syber Green entre a fita dupla de DNA......................... 19

Figura 6. Diagrama esquematico para resumir as principais vias das respostas
celulares dentro do tecido muscular in vivo que podem afetar a renovacao do

tecido conjuntivo intramuscular (IMCT)........uuueueieeieeiiiieieeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 21

CAPITULO 2

Figura 1. Resultado do programa geNorm® referente a analise de estabilidade

dos genes constitutivos B2M, HMBS e ACTB para expresséo relativa em

Figura 2. Resultado do programa normFinder® referente a analise de
estabilidade dos genes constitutivos HMBS, B2M e ACTB para expresséo
relativa @M gPCR ... 42
Figura 3. Diferenca relativa na expressdo dos genes em estudo entre 0s
tratamentos compensatorio € MANUIENGEOD ..........eveeeriivireeeeiiiieeeeesiiereeeeeeeeeeens 43
Figura 4. Diferencga relativa na expressdo dos genes em estudo entre 0s

grupos com diferentes forcas de cisalnamento............cccceeevviiiiiii e 51



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1. Genes, numero de acesso no GenBank e sequéncia dos

oligonucleotideos utilizados na PCR em Tempo Real ........ccccccooviiiiiiiieeennnnnn. 39



LISTA DE ABREVIATURAS

ACTB — B - ACTINA

B2M — B- 2- MICROGLOBULINA
cDNA — DNA complementar
COL1A1 - COLAGENO | ALFA 1
COL1A2 — COLAGENO | ALFA 2
COL3A1 — COLAGENO Ill ALFA 1

Ct — Ciclo de “threshold”

DNA — Acido desoxirribonucléico

ECM / MEC — Matriz extracelular

HMBS — HIDROXIMETILBILANE SINTASE

hnRNAs — Acidos Ribonucléicos nucleares heterogéneos
IMCT — Tecido conjuntivo intramuscular

Kgf — quilograma-forca

MMP2 — MATRIZ METALOPROTEINASE 2

MMPs — Matriz metaloproteinases

mRNA — Acido ribonucléico mensageiro
gPCR — Reacédo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real

RNA — Acido Ribonucléico

rRNA — Acido ribonucléico ribossomal

TIMP1 — INIBIDORES TECIDUAIS DA MATRIZ METALOPROTEINASE 1
TIMP2 — INIBIDORES TECIDUAIS DA MATRIZ METALOPROTEINASE 2

tRNA — Acido ribonucléico transportador



Xi

RESUMO

A maciez representa uma das caracteristicas mais importantes de uma carne
de qualidade. O colageno, presente no tecido conjuntivo intramuscular,
interfere quanto a maciez, sendo que, com o avancar da idade do animal, as
ligacbes cruzadas do colageno tornam-se mais estaveis o que favorece o
endurecimento da carne. O ganho compensatério tem demonstrado afetar na
taxa de renovacdo protéica do musculo, podendo, dessa forma, melhorar a
maciez da carne. Objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, avaliar a
expressdo dos genes COL1A1, COL1A2, COL3A1l, MMP2, TIMP1 e TIMP2 em
musculo Longissimus dorsi, de vacas de descarte da raca Nelore submetidas a
tratamentos alimentares distintos. Os animais foram distribuidos em dois
grupos: no primeiro grupo os animais receberam suplementacao para promover
a manutencdo do peso durante o periodo experimental e no segundo grupo,
apoés passar por restricdo alimentar, os animais obtiveram uma suplementacao
alimentar para promover o ganho compensatorio. As amostras foram
classificadas de acordo com o tratamento (manutencdo e compensatorio) e
com a forca de cisalhamento (maior ou menor do que 9,77Kgf). Durante o
abate foram coletadas amostras do musculo desses animais e armazenadas
em freezer a -80°C. Foi extraido o RNA total de todas as amostras e
posteriormente realizou-se a sintese de cDNA, utilizando, para tanto, 3 pug de
RNA total de cada amostra. A comparacao da expressao dos genes estudados
foi realizada pelo método de quantificacdo relativa em PCR em Tempo Real,
sendo a expressao génica diferencial entre os grupos definida pelo método de
delta-delta Ct (AACt). Para a variavel tratamento houve uma maior expressao,
com diferenca estatistica (p<0,05), de todos os genes em estudo no grupo de
animais com ganho compensatoério. Para a variavel forca de cisalhamento néo
houve diferenca estatistica (p>0,05) na expressdao de nenhum dos genes
analisados. Os resultados sugerem que, apesar de nao haver diferenca na
forca de cisalhamento, a manipulacdo do crescimento utilizando o ganho
compensatério pode ser uma via eficiente para o processo de renovacao

protéica do tecido conjuntivo intramuscular.

Palavras-chave: colageno, PCR, qualidade de carne
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ABSTRACT

Tenderness is one of the most important features of a quality meat. Collagen,
present in the intramuscular connective tissue, is a factor contributing to the
tenderness that its turn, with advancing age of the animal, collagen crosslink
becomes more stable, contributing to the toughening of meat. Compensatory
growth has been shown to affect rate of muscle protein turnover, improving
tenderness of beef. The aim was evaluate expression of genes COLI1AL,
COL1A2, COL3Al1, MMP2, TIMP1 and TIMP2 in Longissimus dorsi muscle of
cull cows Nellore submitted to distinct feeding treatments. The animals were
divided into two groups: the first group received supplementation to promote
weight maintenance during the experimental period, and, in the second group,
after feeding restriction, animals obtained a feeding supplementation to promote
compensatory growth. The samples were classified according treatment
(maintenance and compensatory) and shear force (greater or less than
9.77Kgf). During the slaughter were collected muscle samples and stored in a
freezer at -80°C. Total RNA was extracted from samples and after was realized
cDNA synthesis, being used 3 pg of total RNA from each sample. Comparison
of gene expression was performed by the relative quantification method in real-
time PCR, and differential gene expression between the groups defined by
delta-delta Ct (AACt) method. For the variable treatment was higher expression,
with statistical difference (p<0,05), all of the genes in the group of animals with
compensatory growth. For variable shear force there was no statistical
difference (p>0,05) in expression of any genes analyzed. The results suggest
that, although no difference for shear force, the growth manipulation using
compensatory growth may be an efficient way for the process of intramuscular

connective tissue protein turnover.

Keywords: collagen, PCR, meat quality



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Com aproximadamente 209 milhdes de bovinos, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil tem o maior rebanho
comercial do mundo, produzindo aproximadamente 9,8 milhdes de toneladas
de carne (ABIEC, 2012). Esses dados demonstram a real importancia da
criacdo de bovinos de corte na economia do pais.

Contudo, o cenario atual da carne apresenta um produto voltado, na
maioria dos casos, para a quantidade comercializada, ou seja, almeja-se abater
0 maior numero possivel de animais visando a rentabilidade, e algumas vezes
ndo ha a devida preocupacado com a qualidade da carne que sera ofertada aos
consumidores. Isso implica em uma auséncia de padrédo de qualidade continuo.

Segundo Koohmaraie (1994), em virtude de muitos consumidores
considerarem a maciez a caracteristica organoléptica mais importante da
carne, é essencial que se entenda os mecanismos envolvidos com o processo
de amaciamento da carne, a fim de se desenvolver novas metodologias que
possam manipular 0 processo vantajosamente, consequentemente,
satisfazendo as exigéncias do consumidor.

A qualidade da carne pode ser influenciada por fatores ante e post
mortem. Dentre os fatores ante mortem que podem interferir na qualidade da
carne em termos de maciez, pode-se citar 0 estresse que esta intimamente
relacionado com o declinio do pH da carne durante o processo de
transformacdo do musculo em carne, a genética (raca), a alimentacdo, o sexo e
a idade do animal ao abate. E dentre os fatores post mortem destacam-se a
velocidade de resfriamento, a estimulacdo elétrica das carcagcas durante o
abate, o tempo de maturacdo e os métodos de coccdo da carne (FELICIO,
1997).

Apesar de se conhecer alguns dos mecanismos envolvidos no
processo de amaciamento da carne, ainda ndo se tem um conhecimento global
de todos os fatores que participam da manifestacdo dessa caracteristica.

Dessa maneira, conhecer mais sobre diferencas genéticas, moleculares e



bioquimicas entre racas e animais que apresentam estas diferencas é de
extrema importancia.

Segundo Felicio (1997) e Field et al. (1997), a idade é um dos fatores
que determinam a maciez da carne bovina, de tal forma que h& diminuicdo na
maciez a medida que a idade avanca. Os mesmos autores afirmam que uma
explicacdo para a dureza observada em carnes de animais velhos deve ser
determinada e o melhor candidato para tal efeito € o tecido conjuntivo presente
no muasculo. Assim, estudos envolvendo a participacdo do coldgeno na maciez
da carne estdo sendo cada vez mais realizados, na busca por uma explicagcéo
consistente do principal responsavel pela dureza da carne em animais mais
velhos.

O colageno, importante componente do tecido conjuntivo intramuscular
(IMCT - Intramuscular Connective Tissue), possui uma grande influéncia na
maciez ou dureza da carne (BURSON & HUNT, 1986; BLANCO & ALONSO,
2007), sendo que, dependendo da idade do animal, serdo influenciados
diretamente quanto a quantidade e qualidade do colageno presente na matriz
extracelular (SORIA & CORVA, 2004; LEPETIT, 2007; NISHIMURA, 2010).
Lepetit (2008) estabeleceu que a for¢a de cisalhamento da carne crua esta
altamente correlacionada com o conteudo de coldgeno e isso mantém a
conviccao de que a quantidade de colageno é importante na determinacao da
maciez da carne. Segundo Bailey (1985) e Nishimura (2010), a maciez da
carne geralmente diminui conforme aumenta a idade do animal, e isso ocorre,
principalmente, devido a formacao de ligagbes cruzadas intermoleculares que
estabilizam o colageno tornando-o mais resistente

Para Purslow et al. (2012), manipular o estado de maturidade do
coladgeno é biologicamente viavel, por meio do aumento da renovacao do tecido
conjuntivo, produzindo estruturas menos maduras, melhorando, dessa forma, a
maciez da carne. Segundo Nishimura (2010), a renovacao do IMCT pode ser o
futuro alvo para manipulacdo da maciez da carne.

A manipulacdo da dieta para controlar a taxa de crescimento do animal
induzindo ao ganho compensatério seria um manejo indicado para renovar o
tecido conjuntivo intramuscular (HANSEN et al., 2006; PURSLOW et al., 2012).
Segundo Therkildsen (2005) e Hansen et al. (2006), quando animais s&o
alimentados ad libitum apds um periodo de restricao alimentar, eles respondem



com o ganho compensatorio. Segundo os autores, o0 ganho compensatoério é
responsavel por aumentar as taxas de sintese e degradacado protéica, sendo,
portanto uma estratégia para renovacao da proteina muscular.

Esta se tornando consensual entre os pesquisadores da area, que a
busca de um entendimento mais claro da relacdo gene-fenétipo e uma analise
detalhada das interacdes genétipo-ambiente, responsaveis pela manifestacao
das caracteristicas fenotipicas, seriam cruciais para a manutencdo da
competitividade do pais no mercado da carne, pois estes conhecimentos
poderdo fornecer os subsidios necessarios para o desenvolvimento de novas
tecnologias e/ou produtos que ajudardo a sobrepujar os atuais entraves
enfrentados pela pecuaria de corte nacional.

Nesse sentido, pesquisas voltadas para a identificacdo de indicadores
de qualidade e em uma maior compreensdo da biologia do musculo para
controlar as caracteristicas de qualidade estao sendo realizadas (HOCQUETTE
et al., 2007). Segundo 0s mesmos autores, o estudo da biologia molecular é
capaz de identificar associacdes entre moléculas (DNA, RNA, proteinas) e
fenotipos complexos de interesse econ6mico, bem como possibilita o
desenvolvimento de novas teorias biolégicas que poderdo ser confirmadas com
metodologias especificas. Para eles, a maciez da carne € um exemplo de
fendtipo complexo que poderd ser beneficiado pelo uso da engenharia
genética.

Dessa forma, objetivou-se analisar a expressao génica diferenciada de
genes relacionados com o metabolismo e maciez da carne em musculo
Longissimus dorsi de vacas de descarte da raca Nelore, submetidas e ndo ao
processo de ganho compensatoério.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 QUALIDADE E MACIEZ DA CARNE

Ao longo dos anos, alguns fatores tém sido apontados como
influenciadores do processo de formacao do fenétipo maciez da carne, tais
como: idade do animal ao abate, sexo, taxa de glicélise, quantidade e
solubilidade do colageno, comprimento do sarcomero, forca ibnica e
degradacdo das proteinas miofibrilares (KOOHMARAIE, 1994), genética do



animal (raca), a alimentacdo, o uso de agentes hormonais (agentes [-
adrenérgicos) e os tratamentos post-mortem (resfriamento, estimulacao elétrica
das carcacas e maturacao) (ALVES & MANCIO, 2007).

Segundo Riley et al. (2005), tratamentos apropriados para carcacas
durante o periodo post-mortem podem controlar efetivamente eventuais
variacdes organolépticas, especialmente, a maciez. Ignorando-se que fatores
post-mortem, como estimulacdo elétrica e maturacdo, possam impactar
positivamente na maciez da carne bovina, fatores pré-abate, ou seja, inerentes
ao proprio animal, sdo os de maior importancia na determinacdo dessa
caracteristica. Em outras palavras, segundo o mesmo autor, aspectos
genéticos e fatores ambientais presentes durante o processo de criacdo dos
bovinos predispdem a producéo de carne mais ou menos macia.

Na verdade, genética e ambiente atuam de forma conjunta na
determinacdo da qualidade da carne, pois o potencial genético de um animal
para produzir carne macia, por exemplo, s6 sera expresso em sua totalidade se
0 ambiente permitir que esse animal o expresse.

Avaliacbes da maciez da carne de diferentes ragas identificaram o
efeito da genética na determinacdo da maciez. Dentre 0os varios mecanismos
propostos para explicar as diferengas raciais esta o efeito do estado de
ativacao do sistema enzimatico calpaina-calpastatina, que é responsavel pelo
amaciamento post-mortem que ocorre durante o processo de maturacdo da
carne (KOOHMARAIE, 1994). Whipple et al. (1990) identificaram que racas
zebuinas apresentam esse sistema enzimatico menos ativo por apresentarem
maiores teores do inibidor calpastatina.

Evidéncias mostram que as proteases neutras ativadas pelo ion calcio,
as calpainas, sdo em parte responsaveis pela proteélise post mortem, que
conduz a um aumento progressivo da maciez da carne (KOOHMARAIE; 1992,
1994). Segundo Wheeler et al. (1990), Whipple et al. (1990) e Koohmaraie
(1992, 1994), apesar do importante papel das calpainas na maturacao, é o
efeito inibidor de protedlise da calpastatina, da mesma forma ativada pelo ion
calcio livre no sarcoplasma, que apresenta maior correlacdo com a maciez da
carne conservada sob refrigeragao.

Outro fator que também tem sido relacionado a maciez da carne e que

tem sido alvo de muitos estudos é o colageno, que esta presente no tecido



conjuntivo intramuscular. Purslow (2005) relatou que a maciez da carne
geralmente diminui conforme avanca a idade do animal e que musculos ricos
em colageno evidenciam muito mais esse efeito do que aqueles com baixo
contetdo de IMCT. Para Lepetit (2008), Nishimura (2010) e Purslow et al.
(2012), a formacéao de ligacbes cruzadas entre as moléculas de colageno com
0 avanco da idade interfere na maciez da carne, visto que, o colageno se torna
mais termo-estavel. Segundo Bailey (1985), o aumento do numero de ligacbes
cruzadas no coldgeno com o aumento da idade do animal explica o aumento
da dureza da carne de animais mais velhos.

A maciez da carne pode ser avaliada subjetivamente (MULLER, 1980),
por meio de painéis de degustacdo, no qual pessoas treinadas degustam um
pedaco da amostra e posteriormente atribuem uma nota, obedecendo a escala
de 1 a 9, sendo: 1 = extremamente dura; 2 = muito dura; 3 = dura; 4 = maciez
levemente abaixo da média; 5 = maciez média; 6 = maciez levemente acima da
média; 7 = macia; 8 = muito macia e 9 = extremamente macia.

A maciez da carne também por ser avaliada pelo método objetivo, por
meio de equipamento, como o texturémetro, que mede a forca necessaria para
o cisalhamento de uma secédo transversal de carne e, quanto maior a forga
dispensada, menor a maciez apresentada pelo corte de carne. Segundo Santos
(2008) a medicao é realizada utilizando-se um aparelho denominado Warner-
Bratzler Shear Force (WBS). Os valores sdo dados em quilograma-forca (kgf),
onde quanto menor for o valor expresso menor a for¢ca necessaria para cortar a

carne e maior a maciez.

2.1.1 Ganho compensatério

Um dos aspectos que contribui negativamente para o desenvolvimento
do setor da bovinocultura de corte brasileira € o baixo nivel tecnologico das
propriedades, com falhas, principalmente, na nutricdo animal, na superlotacéo
das pastagens e no baixo potencial genético dos animais, apesar de existir
grande numero de informacdes técnicas voltadas para os aspectos de
alimentacdo, manejo de pastagens e critérios de selecdo e melhoramento
genético animal (BUTOLO, 2002).
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Quanto as gramineas, € notdrio que nos tropicos existe uma
sazonalidade de producdo das forrageiras, tanto em termos de quantidade
como de qualidade nutritiva, isso quer dizer que nos meses de primavera-verao
(outubro a marc¢o), onde existe elevada pluvisiosidade, maior nimero de horas
de luz solar e, consequentemente, maior temperatura ambiente, as plantas se
desenvolvem rapidamente, ocorrendo o inverso nos periodos de outono-
inverno (abril a setembro). Segundo Prates et al. (1999), na quase totalidade
das gramineas tropicais, este crescimento nas épocas de primavera-verao
atinge mais de 80% da sua producdo de matéria seca anual. Desta maneira, a
criacdo de animais mantidos exclusivamente em sistemas de pastejo ocasiona
o efeito denominado “sanfona”, ou seja, com ganho de peso satisfatorio no
periodo de maior disponibilidade de forragem (primavera-verdo ou época das
aguas) e perda de peso no periodo de escassez de pasto (outono-inverno ou
época da seca).

Animais que apresentam perda de peso na época seca € nho
subseqliente periodo de primavera-verdao tém a sua disposicdo uma boa oferta
de alimento, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos, geralmente,
apresentam maior velocidade de ganho de peso. Este efeito € conhecido como
ganho compensatoério. De acordo com Ryan (1990), varios fatores podem
influenciar o ganho compensatdrio, entre eles, a idade, a severidade e a duracao
da restricdo alimentar.

Segundo Euclides et al. (1998), o ganho compensatério tem sido
explorado, de forma consciente ou inconsciente, em animais em crescimento e,
sob o ponto de vista econbmico, a perda de peso que 0s animais
experimentam durante a época de restricdo na oferta de forragem pode ser
compensada pela abundancia de pasto na época favoravel. No entanto, esse
ganho compensatério quase sempre implica no abate de animais com mais de
dois anos de idade.

Entre outros fatores determinantes da qualidade da carne, a mesma
também estd associada a velocidade de ganho de peso, de tal forma que
novilhos alimentados ad libitum produzem carne de melhor qualidade que
outros sob restricdo alimentar (THERKILDSEN et al., 2002). Em um estudo da
renovacao tecidual que ocorreu durante a fase de re-alimentacdo (ganho
compensatorio) em bezerros, Therkildsen (2005) observou que o pico de



renovagao protéica em bidpsias do musculo Longissimus dorsi coincidiu com o
pico de RNA e DNA nessas amostras e também com o pico da velocidade de
ganho de peso. Dessa forma, o autor concluiu que a renovagdo protéica
muscular é afetada por estratégias de restricdo/re-alimentacdo e apresenta-se
aumentada em animais submetidos a ganho compensatorio em comparacao
aos animais que apresentaram ganho de peso normal.

O crescimento muscular reflete a diferenca entra a taxa de sintese
protéica e a taxa de degradacdo protéica, e tem sido sugerido que tanto as
taxas de sintese e degradacdo protéica sdo elevadas durante o periodo de
ganho compensatoério (MILLWARD et al., 1975; JONES et al., 1990).

A conjuncéo do efeito genético negativo para maciez, pois a base do
rebanho é zebuina, com a avancada idade ao abate tem determinado que a
carne consumida por grande parte da populacéo brasileira seja proveniente de
animais com pouca capacidade de produzir carne macia. Mesmo que todas as
propriedades rurais adotassem alta tecnologia para a producédo de carne
bovina e reduzissem a idade média ao abate dos machos para menos de trés
anos, ainda assim haveria as fémeas oriundas dos rebanhos de cria que
geralmente sdo abatidas com idades maiores, em média entre sete e dez anos.
Para essa categoria, o melhoramento genético € a Unica solucdo para o

problema de falta de maciez.

2.1.2 Masculo Esquelético

O musculo esquelético é o principal componente da carne, sendo este,
um musculo estriado de contracao voluntaria, ou seja, sua acao € controlada
pela propria vontade do animal (ALVES & MANCIO, 2007).

A maciez da carne depende também da estrutura e composicao do
musculo esquelético, que é composto principalmente por fibras musculares e
circundado por tecido conjuntivo intramuscular (IMCT - Intramuscular
Connective Tissue) (NISHIMURA, 2010).

As fibras musculares sdo constituidas de uma membrana externa
(sarcolema) e de um citoplasma diferenciado (sarcoplasma), que esta
praticamente tomado pelas miofibrilas, que sao feitas de filamentos finos

(actina) e espessos (miosina). O sarcOmero constitui a menor unidade contratil



estrutural repetitiva da miofibrila, apresentando um papel importante no ciclo de
contracgédo e relaxamento muscular (ALVES & MANCIO, 2007).

A integridade estrutural das fibras musculares é mantida por trés
camadas de tecido conjuntivo intramuscular: 1) o endomisio que circunda as
fiboras musculares esqueléticas individualmente; 2) o perimisio que recobre o
grupo de feixe de fibras musculares e 3) o epimisio que recobre todo o
musculo. A Figura 1 mostra o esquema de organizacdo do Tecido Conjuntivo
Intramuscular. O tecido conjuntivo € formado por células e matriz extracelular
(MEC), que é composto de colageno, proteoglicanos e glicoproteinas
(NISHIMURA, 2010).
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Figura 1. Diagrama esquematico para mostrar o arranjo do Tecido Conjuntivo
Intramuscular (IMCT) dentro do musculo. Trés estruturas distintas sdo mostradas. O
musculo todo é cercado pelo epimisio, feixes de fibras séo separados pelo perimisio e
fibras musculares individuais sdo separadas pelo endomisio.

Fonte: Adaptado de Purslow (2002).

Nishimura et al. (1994), estudaram a composicdo das fibras e

concluiram que o endomisio é composto por bainhas que consistem em redes



de fibrilas de colageno, o perimisio € composto por fibras de colageno (feixe de
fibrilas de colageno) que apresentam um padrao ondulado regular, e o epimisio
€ composto de véarias camadas de fibras de colageno. Sendo que mais de 90%
do colageno intramuscular esté localizado no perimisio.

Dessa forma, a maciez da carne varia principalmente devido a duas
causas: fibras musculares e o tecido conjuntivo que recobre 0S mesmos
(BLANCO & ALONSO, 2007).

2.1.3 Colageno

E uma proteina de relevante importancia na constituicdo da matriz
extracelular do tecido conjuntivo, tendo papel fundamental na arquitetura
tecidual e na resisténcia dos tecidos (RODRIGUES, 2009). A proteina colageno
é formada pelos aminoacidos glicina, prolina, hidroxiprolina e hidroxilisina,
sendo estes Ultimos responsaveis pela estabilizacdo da molécula, pois na falta
desta hidroxilacdo a molécula perde sua conformacao original, devido a falta de
ligacbes cruzadas adequadas (SANTOS et al., 2008). Segundo metodologia
proposta por Woessner Janior (1961), o colageno e suas fracdes sao
guantificados pela determinagdo do aminoéacido hidroxiprolina.

O colageno representa um terco, ou mais, das proteinas dos
mamiferos, sendo que, no musculo apresenta-se, conforme visto no subtdpico
anterior, de trés formas morfologicamente distintas: epimisio, perimisio e
endomisio. O colageno compde aproximadamente 95% dos elementos fibrosos
do tecido conjuntivo, sendo, portanto o principal componente do tecido
conjuntivo intramuscular, enquanto que os 5% restantes sdao compreendidos
por elastina, proteoglicanos e glicoproteinas (OLIVEIRA et al., 1998). O
conteudo total de coldgeno no muasculo bovino varia de 1% a 15% do peso
seco (NISHIMURA, 2010).

Para Bailey (1985), varias propriedades do colageno como: tamanho
da fibra, tipo genético, conteludo total e solubilidade do colageno, que esta
intimamente relacionada com a natureza e integridade de suas ligacdes
cruzadas, sao importantes para determinar a contribui¢cdo desta proteina para a

maciez da carne.
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Segundo Rodrigues (2009), com o envelhecimento do animal, a sintese
de colageno é diminuida e os niveis das Metaloproteinases (MMPs) séo
aumentados. Esta diminuicdo de colageno, devido ao envelhecimento natural,
surge a partir da reducao da sintese e aumento da degradacdo do colageno
com a concomitante elevacéo da expressao das MMPs. Ainda segundo o autor,
a diminuicdo da quantidade de colageno é resultante de uma diminuicdo da
atividade metabdlica dos fibroblastos, que séo as células responsaveis por sua
sintese. Com o envelhecimento o colageno muda tanto qualitativamente quanto
guantitativamente. As mudancas qualitativas refletem-se na diminuicdo da
solubilidade e na alteracdo de propriedades fisicas da molécula. O colageno
fica mais estavel com a idade.

Segundo Santos et al. (2008), as ligacdes cruzadas do colageno
passam a ser substituidas por ligacdes termicamente mais estaveis a partir dos
dois anos de idade, reduzindo, assim, a maciez da carne. Lepetit (2007)
também relacionou os teores e a presenca de pontes cruzadas no colageno
com a maciez da carne concluindo que variagbes na maciez eram
proporcionais a elasticidade da molécula de coldgeno, ou seja, a dureza seria
proporcional ao teor de ligacfes cruzadas por volume de musculo.

Dessa forma, conclui-se, de acordo com Santos et al. (2008) e
Rodrigues (2009), que em um animal mais novo, o colageno apresenta-se em
uma proporcao maior, porém, esse colageno gelatiniza-se quando em contato
com o calor, ou seja, € mais sollvel. Em contrapartida, conforme avanca a
idade do animal a quantidade de colageno diminui, contudo, ocorre a formacao
de ligacgdes cruzadas entre as cadeias das moléculas de coldgeno, que com o
avancar da idade se tornam mais complexos, 0 que ocasiona um aumento na
rigidez e na perda de elasticidade do tecido conjuntivo, conferindo uma termo-
estabilidade.

Hadlich et al. (2008), concordaram que a carne menos macia de
animais mais velhos é resultado de uma mudanca na estrutura quimica que
ocorre no colageno intramuscular com o avancar da idade, particularmente nas
ligacBes cruzadas covalentes das fibras de coladgeno que estabilizam, havendo,
desta forma, uma mudanga na estrutura, mas segundo os autores ndo ocorre

mudanca na quantidade de tecido conjuntivo.
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Da mesma forma, Alvarez & Santos (2001), alegam que com o
aumento da idade do animal ocorre um aumento na concentragcédo de ligacdes
cruzadas. Estas modificacbes nas caracteristicas do coladgeno sao
responsaveis pelo endurecimento da carne de animais mais velhos. Os autores
citados afirmam que, existe pouca variacdo na concentracdo do colageno do
musculo esquelético com o crescimento e com o aumento da idade do animal.
Em geral, as alteracées na concentracdo de colageno muscular sdo minimas,
indicando que a sintese, aumento ou as mudancas nas proteinas celulares e
extracelulares do musculo permanecem em equilibrio durante quase toda vida
do animal.

Segundo trabalho de Therkildsen (2005), Hansen et al. (2006) e
Purslow et al. (2012) animais que obtiveram o ganho compensatério, apos
passarem por um periodo de restricdo alimentar, sofreram um processo de
renovacao tecidual protéica, incluindo o colageno, o que interferiu na qualidade
da carne, tornando-a mais macia.

Portanto, sabendo da influéncia do coldgeno na maciez da carne, que
estudos voltados para a melhor compreenséo do que de fato ocorre quando o
animal envelhece estdo sendo cada vez mais realizados. Dessa maneira, a
identificacdo de genes ligados a renovacdao tecidual, em especial a deposicao
de coladgeno, podera permitir a identificacdo de marcadores moleculares
associados a deposicao tardia de colageno termo-estavel (maduro). Esses
marcadores poderdo ser usados como ferramenta na selecado de touros que,
por sua vez, produzirdo filhos e filhas com carne mais macia, melhorando o

produto comercializado no Brasil.

2.1.3.1 Processo de sintese do colageno

O masculo esquelético contém colageno tipo |, IlI, 1V, V, VI, XII e XIV
sendo que os colagenos tipo | e Ill sdo os principais (NISHIMURA, 2010).

Os fibroblastos sdo as células mais numerosas do tecido conjuntivo
frouxo e possuem intensa capacidade de sintese. S8o eles os responsaveis
pela formacdo das fibras coladgenas, reticulares e elasticas, além de
proteoglicanas. Portanto, os fibroblastos participam da formacéo de toda a
matriz extracelular (RODRIGUES, 2009). A biossintese do coldgeno é um
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processo extremamente complexo e ocorre, inicialmente, no reticulo
endoplasmatico, depois no aparelho de Golgi e, finalmente, no espaco
extracelular (VELLEMAN, 1999).

A sintese de colageno tipo | sera utilizada para ilustrar a formacdo do
colageno fibrilar devido a sua posicdo dominante no tecido conjuntivo de
tenddo e masculo, mas a sintese de outros tipos de colageno compartilha
muitas similaridades com a formac¢éo do colageno tipo | (KJAER, 2004).

Segundo Rodrigues (2009), a obtencao de colageno pelos fibroblastos
consiste na sintese de cadeias polipeptidicas individuais de colageno tipo | e Il
conhecidas como moléculas precursoras chamadas pro-colageno. A sintese de
colageno tipo I, como a de qualquer proteina, se inicia no nucleo onde o0s
genes codificadores das cadeias a1 e 02 sdo ativados e produzem os
respectivos RNA mensageiros. Estes se deslocam do ndcleo para o
citoplasma, onde sdo traduzidos em cadeias polipeptidicas que sao
imediatamente internalizadas nas cisternas do reticulo endoplasméatico. No
interior do reticulo estes polipeptidios sofrem processamento, sendo que o
evento mais importante inclui a hidroxilacdo dos aminoéacidos lisina e prolina.
Posteriormente, lisina hidroxilada (hidroxilisina) ainda sofre um processo de
glicosilacdo. Segundo Velleman (1999), a vitamina C €& um cofator das
hidroxilases da prolina e da lisina, e sua deficiéncia leva a inadequada sintese
de colageno. Para Hadlich et al. (2008) e Kjaer (2004) a hidroxiprolina se
destaca por ser um aminoacido exclusivo do coladgeno, por isso € utilizada
como parametro para se estabelecer a quantidade de coladgeno presente na
carne.

As cadeias a se organizam no interior do reticulo endoplasmatico em
grupos de trés, formando as moléculas de pro-colageno, precursora da
molécula de colageno madura. Os residuos de hidroxiprolina garantem a
formacdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias a, mantendo a coesao
entre as mesmas (RODRIGUES, 2009).

As moléculas de pro-colageno sao entdo transferidas do reticulo
endoplasmatico para o espaco extracelular através do aparelho de Golgi. Pelo
fato do pré-colageno ser maior, o transporte convencional por vesiculas ndo é
possivel, necessitando dessa forma do transporte dentro do aparelho de Golgi
(KJAER, 2004).
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Na matriz extracelular (MEC) as moléculas de pré-coldgeno séao
digeridas por uma enzima também produzida e secretada pelos fibroblastos, o
pré-coladgeno peptidase. Ocorrera a formagdo do tropocolageno, que é uma
molécula que contém um dominio Unico em forma de tripla-hélice, constituido
por trés cadeias polipeptidicas, que se enrolam formando uma alfa-hélice
(VELLEMAN, 1999).

Finalmente, o tropocolageno se associa espontaneamente para formar
as fibrilas de colageno (isso também ocorre nas moléculas de colageno Il e Ill)
e podem agregar-se em unidades microfibrilares. Certas proteoglicanas e
glicoproteinas estruturais desempenham papel importante na agregacao do
tropocoldgeno para formar as fibrilas e mesmo as fibras de colageno
(RODRIGUES, 2009).

Depois que as moléculas de colageno sao sintetizadas, sao secretadas
por fibroblastos para o espaco extracelular e armazenados na matriz. Ligacdes
cruzadas entre as microfibrilas séo iniciadas e fibrilas de didmetro maior se
formam. Conforme um animal envelhece, as ligacbes cruzadas do colageno
séo progressivas e as fibras aumentam de tamanho (VELLEMAN, 1999).

Resumidamente, segundo Kjaer (2004), a sintese de fibrilas de
coldgeno ocorre primeiro com uma etapa intracelular com montagem e
secrecao do pré-colageno, seguido por uma etapa extracelular convertendo o
pré-coldgeno em colageno e subsequente incorporacdo de ligacbes cruzadas
estaveis nas fibrilas de colageno.

O processo de biossintese de colageno pode ser visualizado na Figura
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Figura 2. Sintese de colageno tipo | e degradacdo. Representacédo esquematica das
vias envolvidas na sintese de colageno. Fatores de crescimento como potenciais
candidatos que funcionam como importantes reguladores da ativacdo de genes sdo
indicados. TGF-b, transformando fator de crescimento B; IGF/IGF-BP, insulina como
fator de crescimento e ligando proteinas; IL, interleucina; FGF, fibroblastos como fator
de crescimento; PG, prostaglandina; VEGF, fator de crescimento vasoativo endotelial.
Proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) desempenha um importante papel na
regulacéo para iniciacdo da sinalizacdo do gene, e matriz metaloproteinases (MMPS)
sdo os maiores reguladores da degradacéo do colageno.

Fonte: adaptado de Kjaer (2004)

2.2 EXPRESSAO GENICA

A expresséao da informacao genética contida em um segmento de DNA
sempre envolve a geragdo de uma molécula de mRNA. A diferenca essencial
entre genes que S80 expressos e genes que nao o0 sdo é que 0s primeiros sao
transcritos em mRNA. A sequéncia de aminoacidos de cada proteina e a
sequéncia de nucleotideos de cada molécula de mRNA numa célula sao
especificadas pela sequéncia do DNA da célula. Um segmento de DNA que

contém a informacdo necessaria para a sintese de um produto biol6gico
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funcional (proteina ou RNA) é referido como um gene (LEHNINGER et al.,
2000).

A funcéo priméria de todo gene é produzir uma cadeia polipeptidica,
isto é, uma proteina. No entanto, sabe-se que nos organismos eucariotos o
DNA se encontra no nucleo das células enquanto a sintese protéica se da no
citoplasma. Assim, o DNA transfere suas informacdes para moléculas de RNA,
as quais atravessam a membrana nuclear para comandar a sintese protéica no
citoplasma. Este processo de transferéncia de informacdes do DNA para o
RNA se chama transcricdo. A transcricdo ndo é feita ao longo de todo o
comprimento da molécula de DNA, mas sim de genes individuais ou grupos de
genes seletivamente escolhidos. Para isto, a enzima RNA polimerase se acopla
a determinada regido — sitio promotor — da molécula de DNA a ser transcrita.
Esta enzima desfaz as pontes de hidrogénio entre as bases complementares
permitindo a separacdo das duas fitas e exposicdo dos nucleotideos a serem
transcritos (RAMALHO et al., 1997).

A formacédo da molécula de RNA mensageiro (MRNA) se da na direcdo
5" — 3’ pela incorporacdo de nucleotideos, os quais sdo complementares aos
nucleotideos de uma das fitas do DNA. A transcricdo prossegue até que um
ponto de terminacdo seja encontrado. A enzima e a molécula de mRNA s&o
entdo liberadas e a molécula de DNA se refaz por meio da reconstituicdo das
pontes de hidrogénio que haviam sido rompidas pela RNA polimerase no inicio
do processo (RAMALHO et al., 1997).

Em procariontes, a molécula de RNA transcrita se constitui no mRNA
propriamente dito, sendo, em seguida, utilizada na sintese de proteinas e,
posteriormente, degradada. Porém, em eucariontes a situacdo € mais
complexa, ocorrendo uma série de modificacbes do RNA antes que ele possa
servir como mediador na sintese de proteinas (VOET et al., 2002).

Os genes eucarifticos apresentam uma caracteristica estrutural
distinta: suas sequéncias de nucleotideos contém um ou mais segmentos de
DNA que ndo codificam a sequéncia de aminoacidos do produto polipeptidico.
Estes insertos ndo traduziveis interrompem a relacdo até entdo precisamente
colinear entre a sequéncia de nucleotideos do gene e a sequéncia de
aminoacidos do polipeptideo que ele codifica. Tais segmentos de DNA nao-
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traduziveis sdo chamados de sequéncias intercaladas, ou introns, e 0s
segmentos codificados de éxons (LEHNINGER et al., 2000).

A producdo de um mRNA eucaridtico adequado para a traducdo
comeca com a transcricdo do gene inteiro, incluindo seus introns. Os
transcritos primarios, também chamados de pré-mRNAs ou RNAs nucleares
heterogéneos (hnRNAs), sdo variaveis em comprimento e sdo bem maiores do
gue o esperado para proteinas eucaridticas (VOET et al., 2002). Assim, 0s pré-
MRNAs sdo processados, gerando um mRNA maduro. Por meio de um
processo chamado de emenda (“splicing”), os introns sdo removidos dos
transcritos primarios, pela acdo de enzimas especificas chamadas
endonucleases, e os éxons unidos formando a molécula de mRNA completa
(LEHNINGER et al., 2000).

Os mRNAs eucaridticos sdo também modificados em cada
extremidade. Uma estrutura chamada de capacete € adicionada na
extremidade 5 e um polimero contendo 20 a 250 residuos adenilatos,
chamada de cauda poli (A), é adicionado na extremidade 3'. As func¢des do
capacete 5 e da cauda poli (A) sdo apenas parcialmente conhecidas. O
capacete 5’ liga-se a uma proteina e pode participar na ligacdo do mRNA ao
ribossomo para iniciar a traducdo. A cauda poli (A) também se liga a uma
proteina especifica. Parece que o capacete 5, a cauda poli (A) e suas
proteinas associadas ajudam a proteger o0 mMRNA da destruicdo enzimatica
(RAMALHO et al., 1997; LEHNINGER et al., 2000). A cauda poli (A) é
designada como uma parte de extrema importancia ao processamento, pois
facilita o transporte do RNA mensageiro para o citoplasma e ao ser lentamente
degradado, estabiliza a molécula no citoplasma (MATIOLI, 2001).

Todas as reacdes de processamento do hnRNA se dao no nucleo da
célula. A molécula de RNA ¢é entéo liberada para o citoplasma na forma de um
MmRNA maduro capaz de ser traduzido na forma de uma cadeia polipeptidica
(RAMALHO et al.,, 1997). Na figura 3 pode-se visualizar a estrutura e
processamento do RNA.
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Figura 3. Estrutura de um gene eucarioto.

Um aspecto comum a todos pré-mRNAs € a presenca da sequéncia de
AAUAAA, 11-30 nucleotideos antes do sitio de poliadenilacédo (local onde deve
ser inserida a cauda poli (A)). Esta sequéncia, chamada de sequéncia sinal
para poliadenilacdo, é reconhecida por um fator especifico, que sinaliza o local
e permite que ocorra a clivagem por meio de uma endonuclease. A adicao da
cauda poli (A) é feita na extremidade 3' OH gerada pela clivagem. Depois que o
RNA mensageiro poliadenilado chega ao citoplasma, a cauda poli (A) vai
diminuindo, com o decorrer do tempo, provavelmente, devido a acdo de
nucleases. Esta cauda ndo esta codificada no DNA e ndo existe nos RNAs
ribossdmicos e RNAs transportadores (ALBERTS et al., 2004).

2.2.1 PCR em Tempo Real

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR),
desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullis, € uma técnica altamente
sensivel, pela qual, sdo obtidas milhdes de cépias de um segmento especifico
de DNA por meio da acdo da enzima Taq DNA polimerase e de
oligonucleotideos iniciadores (primers) sobre um DNA molde (GANDRA et al.,
2008).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real ou PCR
guantitativa (QPCR), que consiste em fazer copias de DNA “in vitro” usando 0s
elementos basicos do processo de replicacdo natural do DNA ou cDNA

monitorando a duplicacdo das coOpias ao final de cada ciclo, tornou-se uma
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importante ferramenta utilizada no estudo da expressdo génica, pois a
guantificacdo da expressao facilita a selecdo de individuos que possuam pré-
disposicdo genética, a fendtipos de interesse econdmico, visto que, 0 RNA
mensageiro a ser quantificado, € quem dara origem a proteina, responsavel
pelo fendtipo desejado (GIUSTI, 2011).

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. Na reacdo de PCR
guantitativa, a curva de amplificacdo do cDNA de interesse é dividida em trés
fases, como pode ser observado na Figura 4. A linha basal (baseline) na qual
ndo ha produtos de PCR suficientes para detectar fluorescéncia; a fase log
(exponencial) em que a quantidade de produtos de PCR dobra a cada ciclo e a
fase platd onde ndo h& mais aumento no niumero de produtos (GIUSTI, 2011).

0,90 - Fase platd
0,80 -
0,70 -
Fase Log

0,60 -

0,50 -
“Cycle threshold”

0,40 - Limiar da fase
exponencial
0,30 -

0,20 -

Fluorescéncia emitida

Linha basal
0,10 -

0,00 - | v

Numero de ciclos da PCR

Figura 4. Curva de amplificacdo do PCR em Tempo Real. C; — Cycle Threshold. A
amplificacdo mostra trés fases distintas (1) linha basal: ndo houve produtos da PCR
suficiente para detectar fluorescéncia; (2) fase log: a quantidade de produtos da PCR
dobra a cada ciclo e (3) fase platé: ndo ha mais aumento no nimero de produtos.

O processo de quantificacao utilizando a PCR em Tempo Real permite
avaliar os dados com precisdao determinando os reais valores durante a fase
exponencial. Neste sistema, o0 ponto que detecta o ciclo no qual a reacéo
atinge o limiar da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold (Cy). O
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C+ permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia, no
gual a emissdo de compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na
proporgdo direta da quantidade de produto da PCR. Esses valores da
fluorescéncia sdo gravados em um dispositivo de armazenamento durante
cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado (NOVAIS &
ALVES, 2004).

Um dos sistemas que emite fluorescéncia mais utilizado € o Syber
Green. O Syber Green se liga entre a fita dupla de DNA, funcionando como um
intercalante de DNA dupla fita e com a excitacdo da luz emitida pelo sistema
otico do termociclador emite uma fluorescéncia verde (VALONES et al., 2009),

conforme ilustra a Figura 5.

Figura 5. Molécula de Syber Green entre a fita dupla de DNA.
Fonte: NOVAIS & ALVES, 2004

A PCR quantitativa requer uma plataforma de instrumentacdo que
contém um termociclador, que promove a alterndncia de temperaturas por
determinados periodos de tempo, com sistema Otico para excitacdo da
fluorescéncia e na colecdo da emissdo e um computador com um software
para a aquisicdo dos dados e andlise final da reacdo (NOVAIS & ALVES, 2004;
GANDRA et al., 2008).

Os resultados da PCR em tempo real podem ser calculados de acordo
com dois métodos distintos, a quantificacdo absoluta e a quantificacao relativa.

Na quantificacdo absoluta determina-se o nimero exato de moléculas, no qual
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se obtém valores numéricos, utilizando-se uma curva padrédo. A quantificacao
relativa descreve a diferenca de expressado entre dois grupos, no qual,
geralmente se utiliza um grupo controle ou referéncia e um grupo tratamento.
Os genes enddgenos sao utilizados como controles internos da expressao
génica, uma vez que apresentam expressao teoricamente constante, ou seja,
sofrem pequena oscilacdo na expressdao mediada por fatores reguladores
externos, tais como hormonios, fatores de crescimento, entre outros
(NASCIMENTO et al., 2010).

Segundo Alberts et al. (2004) os genes responsaveis por funcdes vitais
séo expressos constitutivamente (velocidade e quantidades constantes), assim,
sdo expressos sob todas as circunstancias por uma célula ou organismo,
independente de influéncias do ambiente. Outros genes somente s&o
expressos quando seus produtos sdo necessarios, assim, sua expressao é
induzida e varia de acordo com as condicdes da célula.

As vantagens da PCR em Tempo Real incluem a facilidade de
quantificagdo, a maior sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo, analise
rapida, melhor controle de qualidade no processo e um menor risco de
contaminacdo (VALONES et al. 2009), curto tempo necessario para a
realizacao da técnica e execucéao simples (NASCIMENTO et al., 2010).

2.3 GENES EM ESTUDO

No presente estudo, foram avaliados os genes da familia do colageno
(COL1A1, COL1A2 e COL3Al); das metaloproteinases (MMP2) e dos
inibidores teciduais da matriz metaloproteinase (TIMP1 e TIMP2), por haver
relatos na literatura de uma estreita relacdo nas atividades desses genes, 0
gue pode interferir diretamente na maciez da carne.

As metaloproteinases (MMPs) possuem o complexo papel fisiolégico
centrado no controle da homeostase da matriz extracelular (MEC), sendo a
atividade mais conhecida a quebra e remodelacdo da MEC em todo o corpo,
incluindo o tecido conjuntivo intramuscular, degradando, dessa forma, também,
o colageno. A atividade das MMPs é modulada pelos inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP). Pelo menos onze MMPs e trés TIMPs possuem
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relatos de serem expressos no musculo esquelético bovino (PURSLOW et al.,
2012).

A Figura 6 resume os potenciais papéis da MMP, TIMP e expressao do
colageno por células no interior do masculo esquelético e suas modificacdes
extracelulares no ciclo de renovacdo do tecido conjuntivo intramuscular.
Conforme pode ser visto na figura, as vias de sinalizagdo celular podem reagir
a uma grande variedade de estimulos para aumentar a expressdo da matriz
metaloproteinase (MMP), dos inibidores teciduais da matriz metaloproteinase
(TIMP), e sintese de novos componentes da matriz, tal como a proteina
colageno. As MMPs sdo expressas intracelularmente na forma latente (proé-
enzimas) e ativadas extracelularmente. O coldgeno € expresso
intracelularmente como pro-coldgeno e modificado extracelularmente. A
atividade da MMP na matriz extracelular € um balanco entre a quantidade de
MMP ativada e o nivel de inibicdo do TIMP. A atividade das enzimas MMPs e a
sintese de novos componentes da matriz afetam o ciclo de renovacédo e

remodelacao do tecido conjuntivo intramuscular (PURSLOW et al., 2012).

Expressio celular

Pro-colageno

Ativagdo do pro-MMP
por proteolise

colageno

Renovagdo do
IMCT

Figura 6. Diagrama esquematico para resumir as principais vias das respostas
celulares dentro do tecido muscular in vivo que podem afetar a renovacao do tecido
conjuntivo intramuscular (IMCT).

Fonte: adaptado de Purslow et al., 2012.
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2.3.1 COL1A1, COL1A2 e COL3A1

Sdo encontrados 19 tipos diferentes de fibras de colageno com
distribuicéo tecidual especifica, sendo que os colagenos tipos I, Ill, IV, V, VI, XII
e XIV foram previamente encontrados no tecido conjuntivo intramuscular
(NISHIMURA, 2010). As fibras de colageno tipo | e lll sdo os principais
componentes do tecido conjuntivo e sua ocorréncia e caracteristicas sao
fatores que contribuem para a maciez da carne (BLANCO & ALONSO, 2007).

O coladgeno do tipo | é a forma mais abundante de colageno no
musculo esquelético. E composto de duas cadeias a1l e uma a2, produzindo
fibras de alta resisténcia em funcédo das ligacbes cruzadas intermoleculares
estabelecidas dentro da matriz. O colageno do tipo Ill € a segunda forma
fiborosa mais abundante da proteina encontrada no musculo esquelético. E
composto de trés cadeias a idénticas, a1, possuindo fibras menores do que a
do colageno tipo | (RODRIGUES, 2009).

Para Burson & Hunt (1986), os colagenos do tipo | e Ill sdo dois tipos
de colageno predominantes no musculo esquelético e podem ser afetados
diferentemente pelo calor. O epimisio, que contém, principalmente, colageno
do tipo I, apresenta maior maciez conforme aumenta a temperatura de
cozimento. O endomisio, que contém uma maior proporcao de colageno do tipo
lll do que de colageno do tipo I, parece ser menos afetado pelo aquecimento.
Portanto, pode-se concluir que, o colageno do tipo Il pode ser menos soluvel
ao aquecimento do que o colageno do tipo I.

Por outro lado, as fibrilas de colageno do tipo Il € menor em diametro
do que as fibrilas de colageno do tipo I, o que poderia sugerir uma menor
resisténcia a forca de cisalhamento (BLANCO & ALONSO, 2010), portanto,
apresentar uma maior maciez.

A degradacdo do colageno representa uma etapa obrigatoria da
renovacao e remodelamento do tecido conjuntivo e durante o carregamento
mecanico dos fibroblastos e das estruturas da matriz extracelular. Tanto as vias
de degradacdo intracelular como extracelular estdo presentes, usando a
fagocitose lisossomal e proteinases da matriz extracelular, respectivamente. A
degradacdo do colageno € iniciada extracelularmente pelas MMPs (KJAER,
2004).
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O gene COL1AL1 esté localizado no cromossomo 19 do genoma bovino
e seu mRNA contém 4.751 pares de bases, enquanto que o gene COL1A2
encontra-se no cromossomo 4 e seu mMRNA possui 4.628 pares de bases. Ja o
gene COL3AL esta localizado no cromossomo 2 e seu mRNA contém 5.448
pares de bases (NCBI — National Center for Biotechnology Information).

2.3.2 MMP2

As metaloproteinases (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases
Zn?*- (zinco) dependente, que representam a maior classe de enzimas
responsaveis pela degradacao dos componentes da matriz extracelular (MEC),
sendo também chamadas de matrixinas. Conjuntamente, as MMPs sé&o
capazes de degradar todas as proteinas da MEC (ARAUJO et al., 2011).

Todos os membros dessa familia sédo secretados na forma latente (proé-
enzimas/zimogénios), por neutrofilos, mondcitos, macréfagos e fibroblastos
(WOESSNER, 1991) e sao ativadas extracelularmente pela remocéo
proteolitica de um pequeno dominio que protege o sitio ativo (PURSLOW et al.,
2012).

Em condigbes fisiolégicas normais, as atividades das MMPs sé&o
reguladas ao nivel de transcricdo, ativacdo do precursor zimogénio, interacao
com componentes especificos da matriz extracelular e inibicdo por inibidores
endégenos. A atividade das MMPs ¢é inibida pelos Inibidores Teciduais das
Metaloproteinases (TIMP) (NAGASE & WOESSNER, 1999).

A familia das MMPs inclui cerca de 25 proteinas, que sao divididas
em: Colagenases (MMP1, MMP8, MMP13, MMP18) que clivam os colagenos
do tipo I, Il e lll; gelatinases (MMP2 e MMP9) que possuem como substrato
colageno desnaturado (gelatinas), sendo que a MMP2 digere os colagenos do
tipo I, Il, 1ll; estromelisinas (MMP3, MMP10); matrilisinas (MMP7, MMP26) e
MMPs tipo membrana (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17 e MMP24) e outras
MMPs, que sdo classificadas pela especificidade ao substrato e,
principalmente, de acordo a sua estrutura (VISSE & NAGASE, 2003).

Segundo Aimes & Quigley (1995), as colagenases (MMP1 e MMP8)
clivam a tripla-hélice do colageno e os fragmentos de colageno produzidos sao
susceptiveis a acdo das gelatinases (MMP2 e MMP9), sendo assim, elas
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rapidamente degradam o coldgeno desnaturado e os seus fragmentos. O
processo de degradacdo do colageno hd muito tempo tem-se acreditado ser
dependente da presenca de duas enzimas: colagenases e gelatinases. Porém,
os dados do estudo de Aimes & Quigley (1995), comprovam que a MMP2 é
capaz de degradar o colageno do tipo | na auséncia das colagenases. A MMP2
foi capaz de clivar a tripla-hélice do colageno do tipo |, apesar de serem
necessarias duas a quatro vezes mais MMP2 do que de MMP1 para gerar as
mesmas quantidades de fragmentos clivados. Essa atividade ndo € comum
para as gelatinases, visto que, a MMP9 néo foi capaz de clivar o colageno no
mesmo estudo. Com isso, 0s autores concluiram que a MM2 também atua
como uma colagenase.

Para Sylvestre et al. (2002), no musculo esquelético, a atividade e
expressdo do gene MMP2 s&o claramente as mais abundantes. Para Kjaer
(2004), embora existam algumas preferéncias das MMPs em relacéo aos tipos
de colagenos, a especificidade de certos MMPs pelos tipos de colageno pode
ser menor do que se pensava até agora, enfatizando que a MMP2 pode
degradar o colageno do tipo I.

Segundo a literatura, para garantir a integridade da matriz extracelular,
€ necessario um balanco dinamico entre as MMPs e a atividade dos inibidores
dessas enzimas, ou seja, os TIMPs, pois um descontrole na atividade de MMPs
provoca uma excessiva degradagcao ou acumulagcéo de elementos constitutivos
da MEC (ARAUJO et al., 2011). Para Cha & Purslow (2012), o aumento da
atividade de MMP2 extracelular é contrabalanceado pela presenca aumentada
de TIMP1. Segundo Kandasamy et al. (2010), existe uma especificidade do
TIMP2 com o0 MMP2.

O gene MMP2 estd localizado no cromossomo 18 e seu mMRNA
apresenta 2.350 pares de bases (NCBI — National Center for Biotechnology

Information).

2.3.3TIMP1 e TIMP2

Os inibidores teciduais da matriz metaloproteinase (TIMP) sao
identificados como TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4 e sua expressao é regulada
durante o desenvolvimento e remodelacéo tecidual (VISSE & NAGASE, 2003).
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Os TIMPs sdo moléculas enddgenas que controlam a atividade das
metaloproteinases (ARAUJO et al., 2011). Dos quatro TIMPs identificados até o
momento, o TIMP1 e TIMP2 sao capazes de inibir as atividades de todas as
MMPs com uma preferéncia para inibicdo da MMP2 e MMP9, respectivamente
(KJAER 2004). Para Visse & Nagase (2003), os TIMPs inibem todas as MMPs.

TIMPs tém um dominio N- e C-terminal de 125 e 65 aminoécidos,
respectivamente, cada uma contendo trés pontes dissulfeto conservadas. O
dominio N-terminal se dobra como uma unidade separada e é capaz de inibir
as MMPs (VISSE & NAGASE, 2003).

O gene TIMP1 esta presente no cromossomo X do genoma bovino e
seu MRNA apresenta 808 pares de bases, enquanto que o gene TIMP2 esta
localizado no cromossomo 19 e seu mRNA contém 1.152 pares de bases
(NCBI — National Center for Biotechnology Information).
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CAPITULO 2 — EFEITO DE GANHO COMPENSATORIO NA EXPRESSAO
DE GENES RELACIONADOS COM METABOLISMO DO TECIDO
CONJUNTIVO E MACIEZ DA CARNE NO MUSCULO LONGISSIMUS DORSI
DE VACAS DE DESCARTE DA RACA NELORE

(REVISTA BRASILEIRA DE ZOOTECNIA)
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Efeito de ganho compensatoério na expressao de genes relacionados com
metabolismo do tecido conjuntivo e maciez da carne no musculo Longissimus dorsi
de vacas de descarte da raca Nelore

RESUMO - Objetivou-se avaliar a expressdo dos genes COL1A1, COL1A2, COL3Al,
MMP2, TIMP1 e TIMP2 em musculo Longissimus dorsi, de vacas de descarte da raca
Nelore submetidas a tratamentos alimentares distintos. Os animais foram distribuidos
em dois grupos: no primeiro grupo 0s animais receberam suplementacao para promover
a manutencdo do peso durante o periodo experimental e no segundo grupo, ap6s passar
por restricdo alimentar, os animais obtiveram uma suplementacdo alimentar para
promover o ganho compensatorio. As amostras foram classificadas de acordo com o
tratamento (manutencdo e compensatério) e com a forca de cisalhamento (maior ou
menor que 9,77 Kgf). Durante o abate foram coletadas amostras do musculo desses
animais e armazenadas em freezer a -80°C. Foi extraido o RNA total de todas as
amostras e posteriormente realizou-se a sintese de cDNA, utilizando, para tanto, 3 pg de
RNA total de cada amostra. A comparacdo da expressdo dos genes estudados foi
realizada pelo método de quantificacdo relativa em PCR em Tempo Real, sendo a
expressao génica diferencial entre os grupos definida pelo método de delta-delta Ct
(AACt). Para a variavel tratamento houve uma maior expressdo, com diferenga
estatistica (p<0,05), de todos os genes em estudo no grupo de animais com ganho
compensatorio. Para a variavel forca de cisalhamento ndo houve diferenga estatistica
(p>0,05) na expressdo de nenhum dos genes analisados. Os resultados sugerem que
animais que passaram pelo processo de ganho compensatério obtiveram uma renovacdo
protéica. Apesar de ndo haver diferenca na forca de cisalhamento, a manipulacdo do
crescimento utilizando o ganho compensatério pode ser uma via eficiente para o

processo de renovagéo do tecido conjuntivo intramuscular.

Palavras-chave: colageno, PCR, qualidade de carne
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Effect of compensatory growth on the expression of genes related with connective

tissue metabolism and meat tenderness in Longissimus dorsi of cull cows Nellore

ABSTRACT - The aim was evaluate expression of genes COL1Al1, COL1AZ2,
COL3A1, MMP2, TIMP1 and TIMP2 in Longissimus dorsi muscle of cull cows Nellore
submitted to distinct feeding treatments. The animals were divided into two groups: the
first group received supplementation to promote weight maintenance during the
experimental period, and, in the second group, after feeding restriction, animals
obtained a feeding supplementation to promote compensatory growth. The samples
were classified according treatment (maintenance and compensatory) and shear force
(greater or less than 9.77 Kgf). During the slaughter were collected muscle samples and
stored in a freezer at -80°C. Total RNA was extracted from samples and after was
realized cDNA synthesis, being used 3 pg of total RNA from each sample. Comparison
of gene expression was performed by the relative quantification method in real-time
PCR, and differential gene expression between the groups defined by delta-delta Ct
(AACt) method. For the variable treatment was higher expression, with statistical
difference (p<0,05), all of the genes in the group of animals with compensatory growth.
For variable shear force there was no statistical difference (p>0,05) in expression of any
genes analyzed. The results suggest that animals with compensatory growth obtained
protein turnover. In spite of no difference for shear force, the growth manipulation using
compensatory growth may be an efficient way for the process of intramuscular

connective tissue protein turnover.

Keywords: collagen, PCR, meat quality
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1 INTRODUCAO

A maciez é considerada uma das caracteristicas mais importantes por aqueles que
consomem carne bovina (KOOHMARAIE, 1994; HANSEN et al.,, 2006) e muitas
pesquisas tem sido conduzidas, para entender as mudangas no tecido muscular durante o
processo de envelhecimento do animal e, para identificar os fatores chaves responsaveis
pelo desenvolvimento da maciez (THERKILDSEN et al., 2002a).

Segundo Hocquette et al. (2007), pesquisas voltadas para a identificacdo de
indicadores de qualidade e uma maior compreensdo da biologia do musculo para
controlar as caracteristicas de qualidade estdo sendo realizadas, utilizando como
ferramenta o estudo da biologia molecular. A maciez da carne é um exemplo de
fendtipo complexo que poderé ser beneficiado pelo uso da genética molecular.

O papel do tecido conjuntivo na maciez da carne tem sido o foco de numerosos
estudos, sendo que a dureza da carne esta altamente correlacionada com o contetdo de
colageno (LEPETIT, 2007). O colageno, principal proteina do tecido conjuntivo, € um
constituinte integrante do masculo, e suas caracteristicas sdo fatores que contribuem
para a maciez da carne (BLANCO & ALONSO, 2010). A maciez da carne geralmente
diminui conforme aumenta a idade do animal, e isso ocorre, principalmente, devido a
formacdo de ligagGes cruzadas intermoleculares que estabilizam o colageno tornando-o
mais resistente (BAILEY, 1985; ARCHILE-CONTRERAS et al., 2010; NISHIMURA,
2010).

Para Purslow et al. (2005, 2012), manipular o estado de maturidade do colageno é
biologicamente vidvel, por meio do aumento da renovagdo do tecido conjuntivo,
produzindo estruturas menos maduras, melhorando, dessa forma, a maciez da carne.

Segundo Nishimura (2010), a renovacao do tecido conjuntivo intramuscular pode ser o
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futuro alvo para manipulacdo da maciez da carne. Segundo Therkildsen (2005) e
Hansen et al. (2006), quando animais sdo alimentados ad libitum seguido de um periodo
de restricdo alimentar, eles respondem com o ganho compensatério. O ganho
compensatério é responsavel por aumentar as taxas de sintese e degradagdo protéica,
sendo, portanto uma estratégia para renovacao da proteina muscular. Para Purslow et al.
(2012), a manipulagdo da dieta, para controlar a taxa de crescimento do animal,
induzindo ao ganho compensatério seria o tratamento para renovar o tecido conjuntivo
intramuscular.

Alguns genes estdo associados a maciez da carne, como por exemplo, 0s
colagenos, as metaloproteinases e os inibidores teciduais das metaloproteinases. As
metaloproteinases (MMPs) tém o papel de remodelacdo da matriz extracelular, sendo
responsavel também por degradar o colageno, enquanto que os inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs) modulam a atividade das MMPs, inibindo-as (WOESSNER
JR., 1991; NAGASE & WOESSNER, 1999; VISSE & NAGASE, 2003; PURSLOW et
al., 2012). Dentre os diferentes tipos de colageno, os tipos | e 111 representam a principal
proporcdo de coldgeno nos musculos (BLANCO & ALONSO, 2007; LEPETIT; 2007,
2008). No musculo esquelético, a atividade e expressdao do gene MMP2 sdo claramente
as mais abundantes (SYLVESTRE et al., 2002), sendo as MMPs as principais
responsaveis pelo processo de renovacdo do tecido conjuntivo (ARCHILE-
CONTRERAS et al., 2010). Dos quatro TIMPs identificados até o momento, o TIMP1 e
TIMP2 sdo capazes de inibir as atividades de todas as MMPs (KJAER, 2004).

Objetivou-se pesquisar, o efeito da renovacdo tecidual de vacas de descarte da
raca Nelore submetidas a tratamentos alimentares distintos, na expressdo dos genes

COL1A1, COL1A2, COL3AL1, MMP2, TIMP1 e TIMP2 em tecido muscular.
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2 MATERIAL E METODOS

Os animais foram provenientes do rebanho da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria Gado de Corte, localizada em Campo Grande-MS. Foram utilizadas
amostras de 25 vacas de descarte da raca Nelore, com idade entre 4 e 11 anos. Os
animais foram divididos em dois grupos e cada grupo foi submetido a um dos manejos
alimentares: Grupo 1 — Os animais desse grupo permaneceram durante a época da seca
em um piquete de 16 hectares de Brachiaria decumbens com disponibilidade média de
2163,9 kg MS/animal e suplementacdo constituida de 20,6% de milho grdo, 20% de
farelo de soja, 25% de casca de soja, 12% de uréia, 7% de sal de recria, 15% sal branco,
0,4% de monensina sddica. Esses animais mantiveram o peso durante todo o periodo
experimental (Grupo manutencdo — GM); Grupo 2: Os animais desse grupo
permaneceram em uma area de 7 hectares com disponibilidade média de 824,5 Kg
MS/animal durante a época da seca. Esta condigdo de manejo resultou em uma restricao
alimentar. Um piquete de 9 hectares foi liberada para esses animais no inicio do periodo
das dguas. As vacas desse grupo, com baixo escore corporal ap6s a restricdo alimentar,
foram suplementadas para promover o ganho de peso compensatério (Grupo ganho
compensatério — GC).

No periodo das aguas foi disponibilizada a todos os animais uma suplementacao
composta por 28% de milho gréo, 15% de farelo de soja, 35% de casca de soja, 7% de
sal de recria, 14,6% de sal branco e 0,4% de monensina sddica. Todos os animais
tiveram acesso a sal mineral e 4gua ad libitum durante todo o periodo experimental.

No momento do abate, foram coletadas amostras do musculo Longissimus dorsi
(contrafilé) na altura da 132 vértebra toracica com o objetivo de avaliar a maciez da

carne no tempo 0 (TO), por meio da analise de forca de cisalhamento. Também foram
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coletadas amostras do mesmo musculo com o objetivo de extrair o RNA total para
avaliar a expressdo génica. As amostras do musculo foram armazenadas em microtubos
criogénicos de 2 mL, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente
estocadas em ultra-freezer a -80°C até o momento da extragdo do RNA.

O processo de extragdo de RNA total foi realizado utilizando kit comercial a base
de trizol — Ambion PureLink ™ RNA Mini Kit — seguindo as recomendacdes do
fabricante. Foi extraido RNA a partir de 200 mg de tecido muscular congelado e
macerado em nitrogénio liquido, e logo depois transferido em um tubo falcon de 15 mL
contendo 2,5 mL de trizol. O RNA extraido de cada amostra foi submetido ao
tratamento com 20 U da enzima DNAse RQI RNAse free (Promega), para garantir a
remocao de qualquer resquicio de DNA, e em seguida ressuspendido em agua ultra-pura
livre de RNAse.

Apbés a extracdo, o RNA total das amostras foi analisado utilizando o
espectrofotometro (ND-1000 NanoDrop Technologies) para determinacdo da sua
concentracdo e pureza, avaliadas pela relacdo entre a absorbancia em 260 e 280nm. Para
verificagdo da qualidade das amostras, as mesmas foram submetidas a analise de
eletroforese capilar no equipamento Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent).

Para a sintese de cDNA utilizou-se 3 pg de RNA total e o kit comercial
SuperScript® 111 First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. O cDNA foi armazenado a -20°C.

Na técnica de PCR em Tempo Real foram utilizados seis genes alvo, sendo genes
da familia do colageno (COL1Al1, COL1A2, COL3AL), gene da familia da Matriz
Metaloproteinase (MMP2) e genes da familia dos Inibidores Teciduais das
Metaloproteinases (TIMP1 e TIMP2) e trés genes constitutivos (ACTB, HMBS e B2M)

para serem utilizados como normalizadores. Os primers para a realizacdo da PCR em
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Tempo Real foram desenhados utilizando o programa Primer Express 3.0. Na Tabela 1,
sdo apresentados 0s genes contendo a sequéncia dos oligonucleotideos (direto e reverso)
e 0s numeros de acesso do GenBank das sequéncias utilizadas para os desenhos dos

primers.

Tabela 1. Genes, nimero de acesso no GenBank e sequéncia dos oligonucleotideos
utilizados na PCR em Tempo Real.

Gene Nome completo Tamanho Temperatura Nalérerézgon(ée Sequéncia dos Oligonucleotideos
P amplicon de Melting Direto e Reverso
GenBank
COLIAL | Coldgenol Alfal 70 pb 84oC NM_001034039 EER’)) g I?gggé‘;ggﬁfgé?éﬂgﬁc% 3
COL1A2 | Coldgeno | Alfa2 68 pb 790C NM_174520 E[R))) g ggg&;ﬁ%ﬁ?ﬁfﬁ?@iﬁ%ﬁ '3,3
COL3A1 | Colageno Il Alfal 68 pb 770C NM_001076831 EER’)) g ﬁgé‘%gg%%%éﬁgﬁgi(f?m -3
Matriz . (D) 5- AACCAAAGTCTGAAGAGCGTGAA - 3
MMPZ | \retaloproteinase 2 57pb goeC NM_174745 (R) 5- GCAGCCCAGCCAATCG - 3'
Inibidor Tecidual da R (D) 5- TCATCCATCCCCTGCAAACT - 3
TIMPL | Mtetaloproteinase 1 57pb 83°C NM_174471 (R) 5- CAGCTGGTCCGTCCACAAG - 3
Inibidor Tecidual da (D) 5- ACTGGGTCACGGAGAAGAACA - 3
TIMPZ | \tetaloproteinase 2 61 pb g2¢C NM_174472 (R) 5- CTCTTGATGCAGGCGAAGAAC - 3
4 ) (D) 5- AGTAAGCCGCAGTGGAGGT -3
- 7= 0
B2M B- 2- microglobulina 109 pb 78°C NM_173893 (R) 5'- CGCAAAACACCCTGAAGACT - 3
4 D) 5- CCTCACGGAACGTGGTTACA - 3
ACTB p-actina 66 pb rec AY141970 ER)) 5- TCCTTGATGTCACGCACAATTT -3
Hidroximetilbilane (D) 5- CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG - 3
HMBS sintase 80 pb 78°C BC108110 (R) 5 AATGGTGAAGCCAGGAGGAA - 3

A comparacdo da expressdo dos genes estudados foi realizada pelo método de
quantificacdo relativa em gPCR com a fluorescéncia tipo Syber Green. Na técnica do
PCR em tempo real foi utilizada uma reacdo de PCR composta por 6,25 L do reagente
2X Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 100 nM de cada
oligonucleotideo iniciador (direto e reverso), 300 ng de cDNA e &gua ultra-pura para
completar o volume de 12,5 pL para cada reacdo. As reagdes foram conduzidas em
aparelho Applied Biosystems StepOnePlus™  Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) e submetidas ao protocolo do equipamento. Para verificar a existéncia de

amplificacdo inespecifica foi analisada a Curva de Melting ao final da qPCR.
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Foi realizada uma curva-padréo para cada gene no intuito de avaliar a eficiéncia
da reacdo e de determinar um valor para o Ciclo Threshold (Ct) especifico para cada
gene. A eficiéncia da reacdo foi aceitavel entre 90% e 110%. Foi analisada a eficiéncia
de cada reacdo e para as curvas-padrao que nao apresentaram eficiéncia de 100%, foram
ajustados os resultados para cada um dos genes.

Com os resultados devidamente corrigidos para eficiéncia, foi realizada uma
analise para verificar o melhor gene normalizador. Para esta finalidade foi definido o
valor de estabilidade de cada gene (HMBS, ACTB e B2M) utilizando-se os softwares
geNorm® e NormFinder®.

Os genes em estudo foram normalizados com o melhor gene normalizador e a
expressao génica diferencial entre os grupos foi definida pelo método de delta-delta Ct
(AACY).

Com a finalidade de se verificar o efeito da expressdo génica para o fenotipo
maciez da carne, os animais foram redistribuidos em dois novos grupos GAFC (animais
com maiores valores de forca de cisalhamento - > 9,77 Kgf) e GBFC (animais com
menores valores de for¢a de cisalhamento - < 9,77 Kgf).

Para analise estatistica foi utilizado um modelo no qual foram considerados como
efeito fixo a dieta e a idade dos animais, sendo a diferenca estatistica determinada pela

analise de variancia (ANOVA) e comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo geNorm® (Figura 1) indicam que os genes HMBS e

B2M apresentaram valores de estabilidade similares e menores (0,938734345) do que a

estabilidade apresentada pelo gene ACTB (1,090541632).
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Figura 1. Resultado do programa geNorm® referente a analise de estabilidade dos
genes constitutivos B2M, HMBS e ACTB para expressao relativa em gPCR.

Pérez et al. (2008) investigaram o valor de estabilidade de genes referéncia em
tecido muscular bovino, Longissimus dorsi, e utilizando o software geNorm®
encontraram o valor de estabilidade de 0,78 para o gene HMBS, 0,83 para 0 ACTB e
0,98 para o B2M. Esses resultados demonstram que o gene HMBS apresentou uma
melhor estabilidade, condizendo com os resultados apresentados no presente trabalho,
apesar das divergéncias de valores.

Os valores de normalidade fornecido pelo programa NormFinder® indicaram que
o melhor gene normalizador seria 0 HMBS apresentando o valor de estabilidade de
0,5975, enquanto que os genes B2M e ACTB apresentaram valores de estabilidade de

0,724 e 0,9624, respectivamente, conforme pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2. Resultado do programa normFinder® referente a analise de estabilidade dos

genes constitutivos HMBS, B2M e ACTB para expressao relativa em gPCR.

No trabalho de Pérez et al. (2008), o NormFinder® também indicou um melhor
valor de estabilidade para o gene HMBS (0,39) do que para os genes ACTB (0,48) e
B2M (0,61), ao utilizar musculo esquelético bovino.

O GeNorm® e Normfinder® geram uma medida da estabilidade do gene
referéncia classificando, dessa forma, os genes (VANDESOMPELE et al., 2002). O
GeNorm® gera uma valor M para cada gene que é arbitrariamente sugerido para ser
inferior a 1,5 (com um menor valor indicando aumento na estabilidade do gene) e uma
medida de estabilidade do pareamento de genes para determinar o beneficio da adi¢céo
de genes referéncia para a normalizagdo do processo (novamente com um valor menor
indicando uma maior estabilidade do fator de normalizacdo) (PEREZ et al., 2008).
Genes com 0s menores M tém a expressdo mais estavel (VANDESOMPELE et al.,

2002). O NormFinder® calcula automaticamente o valor de estabilidade do gene
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controle, em que um menor valor indica aumento na estabilidade na expressdo génica e
permite uma estimativa direta da variacdo da expressdo (ANDERSEN et al., 2004;
PEREZ et al., 2008). O NormFinder® ¢ capaz de identificar um Gnico gene com a
expressao mais estavel, enquanto que GeNorm® detecta 0s dois genes cuja expressao
mostram menor variagdo das dos outros genes testados (PEREZ et al., 2008). Além
disso, para calcular o valor de estabilidade € possivel determinar para que o programa
NormFinder® leve em consideracdo os tratamentos utilizados gerando um valor mais
confiavel. Desta forma, com base nos resultados encontrados pelo programa
NormFinder® o gene escolhido como normalizador foi o HMBS.

Apb6s a normalizacdo dos dados, a expressdo relativa dos genes estudados foi
calculada utilizando o grupo manutencdo como referéncia. Os resultados estéo
apresentados na Figura 3. Todos os genes analisados apresentaram maior expressao
génica no grupo de ganho compensatorio, apresentando diferenca estatistica

significativa (p<0,05).

3
2,73 2,62

2,5 2,26
202 209 213 :

15 — =mM

1 1 1 c
1 - |
0,5_ I I I ]
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COL1A1 COL1A2 COL3 MMP2 TIMP1 TIMP2

Figura 3. Diferenca relativa na expressdo dos genes em estudo entre os tratamentos

compensatorio e manutencao.
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Com base nos resultados, pode-se perceber que os animais que passaram por
ganho compensatério, ap6s um periodo de restricdo alimentar, obtiveram uma
renovacdo protéica expressiva, comparado com 0s animais que estavam no grupo
manutencéo.

Therkildsen (2005) ao trabalhar com bezerros que foram separados em dois
grupos, no qual, a um deles era fornecida uma alimentagédo ad libitum e no outro grupo
houve um periodo de restricdo alimentar seguida por uma alimentacdo ad libitum,
proporcionou aos animais do segundo grupo o ganho compensatorio. Foi constatado no
referido trabalho que as atividades enzimaticas diminuiram quando houve restricdo
alimentar, e quando os bezerros tinham acesso a uma dieta ad libitum, a taxa de
crescimento e a renovacao protéica aumentavam. Também foi observado que o pico de
renovacao protéica por meio da analise do musculo Longissimus dorsi coincidiu com o
pico de RNA e DNA e também com o pico da velocidade de ganho de peso. Dessa
forma, o autor concluiu que a renovacdo protéica muscular é afetada por estratégias de
restricdo/re-alimentacdo e apresenta-se aumentada em animais submetidos a ganho
compensatério quando comparado com 0s animais que apresentaram ganho de peso
normal, o que condiz com os resultados do presente trabalho.

Millward et al. (1975), observaram que a taxa de renovacdo da proteina muscular
diminuia quando ratos eram alimentados com uma dieta de baixa proteina. Porém, apés
a realimentacdo para uma dieta adequada, o0 rapido crescimento ocorreu
concomitantemente com altas taxas de sintese e quebra de proteina muscular. O trabalho
de Jones et al. (1990), seguiu a mesma tendéncia ao avaliar bovinos com estratégias
alimentares distintas, sendo, ad libitum e restricdo/re-alimentacdo, concluindo que os

animais com ganho compensatério apresentaram maiores taxas de renovagao protéica.
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Quanto aos genes estudados no presente trabalho parece haver uma modulagéo
conjunta desses genes durante a renovacdo protéica muscular. De fato, o resultado de
correlacdo entre a expressao dos genes demonstrou um correlacdo alta e positiva entre
todos os genes estudados (dados ndo mostrados).

Apesar de haver uma maior expressao dos trés genes coldgenos observa-se que o
COL3AL1 tendeu a ser 0 mais expresso entre eles no grupo compensatorio, o que pode
ser explicado pelo estudo de Burson & Hunt (1986a), que determinaram uma maior
porcentagem de colageno do tipo Il no masculo Longissimus dorsi em bovinos
alimentados com dieta concentrada. Apesar dos animais do presente estudo terem sido
alimentados com uma dieta diferente, eles apresentaram a mesma tendéncia quanto a
expressao do gene colageno do tipo I11.

Por muito tempo, tem-se acreditado que o processo de degradacdo do colageno
seja dependente da presenca de duas enzimas: colagenases e gelatinases. Porém, 0s
dados do estudo de Aimes & Quigley (1995), comprovam que a MMP2 é capaz de
degradar o colageno do tipo | na auséncia das colagenases. A MMP2 foi capaz de clivar
a tripla-hélice do colageno do tipo I, apesar de serem necessarias duas a quatro vezes
mais MMP2 do que de MMP1 para gerar as mesmas quantidades de fragmentos
clivados. Essa atividade ndo € comum para as gelatinases, uma vez que, a MMP9 nédo
foi capaz de clivar o colageno no mesmo estudo. Com isso, 0s autores concluiram que a
MM2 também atua como uma colagenase.

Da mesma forma, Kjaer (2004), relatou que embora existam algumas preferéncias
das MMPs em relacdo aos tipos de colagenos, a especificidade de certas MMPs pelos
tipos de colageno pode ser menor do que se pensava até agora, confirmando a teoria de

que a MMP2 também pode degradar o colageno do tipo I.
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Segundo Cha & Purslow (2012), o aumento da atividade de MMP2 extracelular €
contrabalanceado pela presenca aumentada de TIMP1. Por outro lado a MMP2 também
pode ser controlada pelo TIMP2, que age tanto na ativagcdo quanto na inibicdo dessa
metaloproteinase (WANG et al., 2000; HIJOVA, 2005 e BILJANA et al., 2011),
havendo, segundo Kandasamy et al. (2010), uma especificidade do TIMP2 com o
MMP2. De modo geral, uma relacdo entre TIMPs e MMPs foi reportada por Visse &
Nagase (2003), que afirmaram que a expressdao dos TIMPs sdo reguladas durante o
desenvolvimento e remodelacdo dos tecidos, sendo associadas a atividade das MMPs.
Da mesma forma, Biljana et al. (2011) e Araujo et al. (2011), estabeleceram que é
necessario haver um balanco dindmico entre as MMPs e os TIMPs para que seja
garantido a integridade do tecido.

Trabalhos que envolvam a expressao desses genes em musculo bovino ainda séo
precarios. Sylvestre et al. (2002), ao estudar o efeito da taxa de crescimento (alto e
baixo) em cordeiros, avaliaram que 0s animais que tiveram alta taxa de crescimento
foram acompanhados por maiores niveis de MMP2, sugerindo uma renovacao protéica
nesses animais.

Outros resultados de expressdo dos genes analisados no presente trabalho néo
foram encontrados na literatura. Porém, Therkildsen et al. (2008), trabalhando com a
expressao dos genes p-calpaina, calpastatina ou p94 ndo encontraram diferencas
estatisticas nos niveis de mRNA em amostras de animais submetidos a diferentes
estratégias de alimentacdo (ad libitum e ganho compensatorio). Segundo os autores, 0s
animais que foram submetidos ao ganho compensatorio obtiveram um aumento da
renovagdo protéica no musculo Longissimus dorsi, porém, os resultados ndo sugerem
que essa renovacgdo protéica tenha sido maior do que nos animais com alimentacdo ad

libitum.
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Da mesma forma Chaosap et al. (2011), ndo encontraram diferenca significativa
na atividade da calpaina e nem em seus niveis de mRNA ao se comparar amostras de
carne suina provenientes de animais submetidos a duas estratégias alimentares,
restricdo/re-alimentacdo e ad libitum. Porém, os autores perceberam certa tendéncia de
aumento do mRNA da caspase 3 nos animais que passaram por ganho compensatério.
Segundo os autores, fatores hormonais podem atuar sobre a expressdo génica,
diminuindo a expressédo de determinados genes.

De acordo com a literatura, periodos de restricdo alimentar resultam em uma
baixa renovacao protéica comparado com uma estratégia de alimentagdo com acesso ad
libitum (THERKILDSEN et al., 2004). Sendo observado que, a taxa de crescimento
afeta a maciez da carne porque as propriedades do tecido conjuntivo intramuscular séo
alteradas. O aumento da taxa de crescimento observado durante o ganho compensatorio
é devido ao aumento das taxas de sintese e degradacdo de proteina, com um aumento
relativamente maior da taxa de sintese protéica (MILLWARD et al., 1975; FISHELL et
al., 1985; JONES et al., 1990). No presente trabalho, independente da dieta fornecida,
ndo foi observada diferenca estatistica com relacdo a maciez da carne dos animais
(dados ndo mostrados).

Segundo Soria & Corva (2004), os animais que possuem crescimento rapido
produzem carne mais macia do que os animais que crescem de forma lenta, sendo este
fato atribuido a maior renovacao protéica apresentada pelos primeiros.

Kristensen et al. (2002), observou que leitoas expressando ganho compensatério
tenderam a ter um aumento na protedlise no momento do abate e uma taxa mais rapida
de amaciamento da carne do que suinos com acesso ad libitum a dieta ou suinos

alimentados restritivamente durante todo o periodo de crescimento. Para Kristensen et
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al. (2004), o ganho compensatorio em leitoas representa uma forma de aumentar a
maciez da carne suina sem comprometer o0 peso ao abate ou a porcentagem de carne.

Segundo Aberle et al. (1981), a taxa de crescimento dos bovinos é uma importante
variavel que afeta a maciez da carne. Segundo 0s autores, ocorre uma menor
estabilidade do colageno recém sintetizado, sendo que, este representaria uma
propor¢cdo maior do coldgeno muscular total em animais com elevada taxa de
crescimento, 0 que tornaria a carne mais macia.

Fishell et al. (1985), observaram que novilhos de origem européia alimentados
com dieta concentrada, apresentaram uma taxa de crescimento rapida o que ocasionou
um aumento da renovacdo do colageno, diminuindo as ligacbes cruzadas das moléculas
de colageno, o que contribuiu para melhorar a maciez da carne. Cranwell et al. (1996),
concluiram que vacas de descarte de origem européia confinadas por 28 ou 56 dias
antes do abate apresentaram maior quantidade de colageno sollvel e carne mais macia
quando comparado com vacas ndo confinadas. Entretanto, este efeito de mudanca na
maciez da carne ndo foi observado no presente estudo mesmo que o efeito de renovacao
tecidual tenha sido evidente.

Cabe ressaltar que, tanto no trabalho de Fishell et al. (1985) como o de Cranwell
et al. (1996) os animais com ganho acelerado foram alimentados com dieta concentrada.
Segundo Santos et al. (2008), o sistema de terminacdo é o que mais afeta a maciez da
carne de vaca de descarte, pois, 0s sistemas alimentares mais intensivos durante a fase
de terminagdo demonstram melhora nessa caracteristica. Portanto, uma hipétese por ndo
ter havido diferenca nos resultados apresentados quanto a maciez da carne dos animais
do grupo compensatorio ou manutencdo, pode ter sido o fato das vacas terem sido

mantidas predominantemente a pasto durante todo o periodo experimental.
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Os resultados aqui apresentados também discordam com o apresentado por
Therkildsen et al. (2002a), que ao estudarem a taxa de crescimento alto e moderado em
bezerras de raca européia, concluiram que as correlacdes entre parametros de sintese de
proteina muscular (RNA e DNA) e caracteristicas de maciez tendiam a ser significante
no musculo Longissimus dorsi, mas ndo no musculo Supraspinatus. As correlaces
indicaram que a alta capacidade de sintese de proteina no musculo € positivamente
relacionada com maior maciez, sendo que, animais com taxa de crescimento alta
apresentaram carne com menor forca de cisalhamento, portanto, maior maciez.

Aberle et al. (1981), ao utilizar bezerros de origem européia abatidos com 15
meses de idade, encontraram um maior indice de fragmentacdo miofibrilar na carne de
animais com taxa de crescimento rapido e sugeriram que houve uma maior quebra de
proteina no post mortem como consequéncia de uma alta renovacdo protéica antes do
abate. Os autores concluiram que a taxa de crescimento dos animais antes do abate tem
um importante efeito na maciez da carne, devido a sintese de novo colageno que afeta a
estabilidade do tecido conjuntivo.

E importante mencionar que, nos trabalhos de Aberle et al. (1981), Fishell et al.
(1985), Cranwell et al. (1996) e Therkildsen et al. (2002a) foram utilizados animais de
origem européia, lembrando que, no presente estudo foi utilizada a raca Nelore, de
origem indiana. Ha relatos na literatura que demonstram que a carne de Bos taurus
indicus (zebuino, origem indiana) apresenta menor maciez comparada a carne de Bos
taurus taurus (taurina, origem européia) (CROUSE et al., 1989; RUBENSAM et al.,
1998). Dentre 0s varios mecanismos propostos para explicar as diferencas raciais esta o
efeito do estado de ativacdo do sistema enzimatico calpaina-calpastatina, que ¢é
responsavel pelo amaciamento da carne no post-mortem (KOOHMARAIE, 1994).

Whipple et al. (1990) identificaram que ragas zebuinas apresentam esse sistema
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enzimatico menos ativo por apresentarem maiores teores da enzima calpastatina, que
atua inibindo a atividade da calpaina, reduzindo a proteélise de proteinas miofibrilares
no post-mortem.

Cabe ressaltar tambem que, nos trabalhos de Aberle et al. (1981), Fishell et al.
(1985) e Therkildsen et al. (2002a) foram utilizados animais jovens, em que, aqueles
que tinham elevada taxa de crescimento eram alimentados com uma dieta com alta
energia. Convém salientar que animais jovens possuem fisiologia muscular diferenciada
quando comparada com animais mais velhos. Segundo Cabral et al. (2012), tanto a
sintese quanto a degradacdo de proteinas sdo altas durante a fase inicial da vida de um
animal, o que contribui para a remodelacdo do tecido muscular que ocorre durante esta
fase da vida, havendo uma maior sintese em relacdo a degradacao. Além do que, Bailey
(1985), Santos et al. (2008) e Nishimura (2010), demonstraram que animais de maior
idade apresentam carne mais dura, estando este efeito relacionado ao aumento da
estabilidade das ligacdes cruzadas do colageno pelo avanco da idade. Quanto a dieta,
Pacheco et al. (2005) e Alves & Mancio (2007) elucidam que, sempre que o nivel
energético da racdo excede as exigéncias minimas para o desenvolvimento muscular,
verificam-se acumulos de gordura na carcaca. Segundo Alves & Mancio (2007),
carcacas com melhor acabamento, além de afetar a velocidade de resfriamento, tendem
a apresentar um maior teor de gordura intramuscular, sendo que, sua presenca
proporciona maior maciez na carne. Portanto, face as justificativas explanadas, fatores
como idade, raca e alimentacdo representam possiveis elementos que interferiram nos
resultados obtidos.

Por outro lado, concordando com os resultados do presente trabalho, Therkildsen
et al. (2002b), ndo observou efeito do ganho compensatério em suinos machos ou

fémeas em relagdo a maciez da carne, sendo que, como justificativa para esta falta de



430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446
447
448

o1

efeito do tratamento alimentar, foi sugerido que houve um periodo muito curto de
acesso ad libitum ao alimento, ap6s o periodo de restricdo alimentar, o que também
pode ter ocorrido no presente estudo.

Da mesma forma, outros trabalhos que avaliaram o efeito do regime de
alimentacdo compensatério em suinos, ndo observaram diferenca significativa nos
valores de forca de cisalhamento ao comparar amostras de carne de animais que
passaram por ganho compensatorio e alimentacdo ad libitum (HEYER & LEBRET,
2007; CHAOSAP et al., 2011).

Os resultados de Bruce et al. (1991), também condizem com os resultados
encontrados no presente trabalho, em que, ao avaliar o efeito do ganho compensatorio
em bovinos concluiu que a maciez da carne ndo foi afetada pelo crescimento
compensatorio.

Na Figura 4 podem-se observar os resultados de diferenca de expressao dos genes
levando-se em consideragé@o os grupos separados pela forca de cisalhamento. N&o houve

diferenca significativa de expressao de nenhum dos genes estudados (p>0,05).
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Figura 4. Diferenca relativa na expressdo dos genes em estudo entre 0s grupos com
diferentes forgas de cisalhamento.
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Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa na expressdo de nenhum
dos genes, cabe ressaltar que os genes COL1A1, COL3Al e MMP2 tenderam a ser mais
expressos no grupo com alta forga de cisalhamento. Devido ao fato de ter sido utilizado
no experimento vacas de descarte, torna-se compreensivel essa maior expressdao dos
genes COL1A1 e COL3AL, visto que, o colageno é considerado um dos responsaveis
pela dureza de um corte carneo, a partir do momento que este colageno possui ligacdes
cruzadas estaveis. O fato do gene MMP2 atuar sobre o colageno justifica sua maior
expressdo no grupo com alta forca de cisalhamento, o que remete a confirmacao de que
0s genes COL1Al, COL3Al e MMP2 possuem uma alta correlagdo, estando
intimamente relacionados.

Tem sido relatada na literatura, a estreita relacdo dos colagenos do tipo I e 111 com
a maciez da carne. Bailey (1985), Purslow (2005) e Blanco & Alonso (2007),
elucidaram em seus trabalhos haver grandes quantidades de colageno do tipo | e Il no
musculo esquelético, relacionando-o0s com a maciez da carne.

De acordo com o apresentado por Burson & Hunt (1986b) os colagenos do tipo | e
I11, que estdo predominantemente no musculo esquelético, podem afetar a maciez da
carne e 0s mesmos podem ser afetados diferentemente pelo calor. O colageno do tipo 111
pode ser menos solivel ao aquecimento do que o colageno do tipo I. Segundo os
autores, a explicacdo para tal acontecimento € o fato de que, o colageno do tipo |
apresenta mais ligacdes cruzadas labeis ao calor, enquanto que o colageno do tipo I
apresenta ligacOes dissulfeto intramoleculares, aumentando a estabilidade das fibras ao
calor.

Em contrapartida, Miller et al. (2001), estabeleceu que o colageno do tipo I, é
formado por fibras mais grossas, estando associado com a rigidez, enquanto que o

colageno do tipo Il é constituido por fibras mais finas. Esta informacdo também é
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descrita por Blanco & Alonso (2010), sugerindo que o colageno do tipo Il poderia
apresentar menor forca de cisalhamento.

No trabalho de Burson et al. (1986¢), a porcentagem de colageno do tipo 11l ndo
foi correlacionado com os valores de forca de cisalhamento, mas foi correlacionado com
a porcentagem de colageno sollvel ao calor. Segundo os autores, essa relacdo sugere
que, quando uma maior porcentagem de colageno do tipo Il estd presente, uma menor
porcentagem de colageno intramuscular é solubilizada pelo aquecimento. Portanto,
ainda € controversa a verdadeira relacdo dos colagenos do tipo | e Il em relagdo a
participacdo na maciez ou dureza da carne.

Pesquisas que relacionam o gene MMP2 com a maciez da carne ainda séo
escassas, sendo descrita apenas a atuacdo deste gene sobre o colageno. Torres & Botero
(2012), afirmaram que as MMPs estéo envolvidas no processo de renovagdo da matriz
extracelular, sendo sua importancia relacionada a sua capacidade de degradacdo da
matriz do tecido conjuntivo, o que favoreceria a maciez da carne. No trabalho de
Sylvestre et al. (2002), foi observado que, em musculos de cordeiros, a degradacdo do
colageno até a forma de aminoé&cidos livres ocorre no post-mortem e que existem altos
niveis de MMP2 ativas simultaneamente presentes que podem ser responsaveis por esse
catabolismo. Kjaer (2004), também relata que a degradacdo do colageno é iniciada
extracelularmente pelas MMPs.

Da mesma forma, trabalhos que relacionam o gene TIMP1 e TIMP2 com o
fendtipo maciez ndo séo relatados, sendo estes principalmente citados como inibidores

das MMPs.
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4 CONCLUSOES

Estratégias que envolvem o ganho de peso acelerado, seguido de um periodo de
restricdo alimentar, denominado ganho compensatério, representam uma via eficiente
para promover o processo de renovacgdo protéica do tecido conjuntivo intramuscular de
vacas de descarte. Essa renovacdo protéica foi constatada pela expressao aumentada dos
genes COL1Al, COL1A2, COL3Al, MMP2, TIMP1 e TIMP2 nos animais que
apresentaram ganho compensatdrio. Apesar desse resultado satisfatorio, ndo foi possivel
detectar diferenca estatistica para forca de cisalhamento quanto a expressdo dos genes.
Estudos que envolvam a expressdo desses genes na maciez da carne ainda sdo escassos,
sendo, portanto, necessario o desenvolvimento de novos estudos que possam confrontar

com os resultados encontrados.
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CAPITULO 3 — CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos atuais entraves enfrentados pela pecuéria de corte, a
maciez da carne tem sido objeto de constantes estudos, ja que ela representa
uma das caracteristicas mais apreciada pelo consumidor. Sendo o colageno a
principal proteina constituinte do tecido conjuntivo e um dos responsaveis pelo
endurecimento da carne de animais abatidos na idade adulta, tem-se como
alternativa sua manipulacdo por meio do ganho compensatério, havendo dessa
forma, uma renovacdo protéica, o que o tornard mais sollvel. Diante do
colageno recém sintetizado, as ligacGes intermoleculares responsaveis por sua
termo-estabilidade sdo diminuidas, o que torna a carne mais macia. Neste
estudo foi detectada a renovacao protéica, porém, nao houve diferenca quanto
a maciez da carne. Os resultados obtidos neste estudo colaboram na
identificacdo de genes associados a renovagdo do tecido conjuntivo
intramuscular durante o ganho compensatorio. Essa informacao torna-se util na
elucidacéo do processo bioldgico que ocorre em animais sob essa condicéo, e
também contribui para elucidar a renovacao tecidual como um todo, auxiliando

no progresso cientifico.



APENDICE

(METODOLOGIA DETALHADA)

61



62

1. MATERIAL E METODOS
1.1 FASE DE CAMPO

Os animais pertenceram ao rebanho da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) Gado de Corte, localizada em Campo
Grande — MS. Os animais foram provenientes de um projeto que utilizou 38
vacas de descarte da raca Nelore, sendo que, foram utilizados para o presente
experimento 25 animais entre 4 e 11 anos de idade.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Os animais foram abatidos no Laboratério de Carcacas da Embrapa
Gado de Corte seguindo o fluxo normal do estabelecimento. Ao final da linha
de abate, foram retiradas amostras do musculo Longissimus dorsi (contrafil€)
gue foram armazenadas em microtubos de 2 mL, para posterior extragcao de
RNA total. Os microtubos foram mantidos em nitrogénio liquido durante o abate
e logo depois foram armazenados em ultra-freezer a -80°C.

2.3 EXTRACAO DE RNA

As amostras dos animais foram selecionadas para o0 experimento
levando-se em consideracdo a alta ou a baixa porcentagem de colageno dos
grupos manutencgdo e compensatorio, sendo utilizadas 25 amostras.

A extragéo foi realizada com a utilizagdo de kit comercial a base de
trizol — Ambion PureLink™ RNA Mini Kit — seguindo as recomendacfes do
fabricante. Foram pesadas 200 mg de tecido muscular congelado e macerado
em nitrogénio liquido, utilizando para tal procedimento cadinho e pistilo. O
produto macerado foi transferido para um tubo falcon de 15 mL contendo 2,5
mL de trizol e posteriormente homogeneizado em vortex e colocado no gelo.
Apds a homogeneizacao de todas as amostras, os tubos eram colocados por 8
minutos em temperatura ambiente.

Apbs esse periodo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a
4.400 xg a 4°C para que houvesse a separacao das fases (tecido — trizol). Em
seguida foram transferidos 1 mL da parte liquida em 2 tubos de eppendorf,
sendo posteriormente adicionado em cada tubo 200uL de cloroférmio e
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homogeneizado com leves movimentos até ficar uma solucdo com coloragao
rosacea. Os tubos eppendorfs foram deixados em temperatura ambiente por 3
minutos. Passado esse tempo, foram centrifugados por 15 minutos a 12.000 xg
a 4°C. Transferiu-se 500 pL da fase superior (por¢ao transparente) para um
novo tubo de eppendorf e acrescentado 500uL de etanol 70%. A solucéo foi
homogeneizada rapidamente para evitar a formacdo de precipitados e logo
apos foi transferida 700 pL para a coluna do kit devidamente identificada.
Procedeu-se a centrifugacdo a 12000 xg por 15 segundos e repetido o
processo até que toda solucdo presente nos dois tubos de cada amostra
passasse pela coluna. Feito isso, foi adicionado 350 uL de Wash Buffer | na
coluna e centrifugado a 12000 xg por 15 segundos a temperatura ambiente.
Apés essa primeira lavagem, para garantir que ndo houvesse contaminacdo
com DNA foi feito um tratamento com 20U da enzima DNAse RQ1 RNAse
Free (Promega) por amostra, com seu respectivo tampé&o de reagao. Colocou-
se 80 pL do mix de DNAse em cada coluna e acondicionados em banho Maria
a 37°C por pelo menos 30 minutos. Apds essa etapa, realizou-se a lavagem
com 350 pL de Wash Buffer | na coluna e a centrifugagédo a 12000 xg por 15
segundos a temperatura ambiente. A coluna foi transferida para um novo tubo
e adicionado 500 pL de Wash buffer Il devidamente preparado com etanol. O
tubo foi centrifugado a 12000 xg por 15 segundos. O liquido do fundo foi
descartado e realizado novamente a lavagem com 500 pL de Wash Buffer Il e
o tubo centrifugado a 12000g por 15 segundos. Foi realizada novamente a
centrifugacéo pelo tempo de 1 minuto a 12000 xg para secar bem a coluna. A
coluna foi transferida para um novo tubo devidamente identificado e adicionado
55 pL de H,O free aquecida a 46°C. Posteriormente o tubo foi incubado a
temperatura ambiente por 2 minutos, e centrifugado a 12000 xg por 2 minutos
para obtencdo do RNA ligado a coluna. Os tubos foram mantidos no gelo para
posterior analise em espectrofotometro (ND-1000 NanoDrop Technologies),
utiizando 1,5 pL de RNA extraido, para determinacdo da concentracdo e
pureza. Ap6és essa andlise, os tubos de eppendorf contendo o RNA foram

armazenados no ultra-freezer a -80°C aguardando o momento da precipitacao.
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2.4 CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS POR PRECIPITACAO

Pelo fato das amostras estarem altamente diluidas foi preciso fazer a
concentracdo das mesmas para que fosse possivel realizar a sintese de cDNA.
As amostras foram retiradas do ultra-freezer e armazenadas no gelo para
descongelarem. Por meio do espectrofotometro (ND-1000 NanoDrop
Technologies) foi mensurada a quantidade de RNA que cada amostra possuia
e depois determinado o volume das mesmas. Ajustou-se o volume das
amostras com H,O free para que todos possuissem o mesmo volume com o
intuito de facilitar o momento da pipetagem. Foi adicionado acetato de sddio no
tubo de eppendorf, sendo sempre 10% do volume total de amostra. Foi feita a
homogeneizacdo e adicionou-se Isopropanol gelado, sendo acrescentado
sempre a quantidade de volume total de solugdo que ja contém no eppendorf.
Os tubos foram homogeneizados e armazenados a -20°C por no minimo 2
horas. No presente experimento optou-se por deixar as amostras a -20°C de
um dia para o outro, sendo os trabalhos prosseguidos no dia seguinte. Passado
esta etapa, os tubos foram centrifugados na velocidade maxima (16000 xg) por
15 minutos a 4°C. O liquido foi retirado com cuidado para ndo pipetar o pellet
erroneamente. Foi adicionado 1 mL de etanol 75% gelado que tem como
funcdo lavar o pellet. O tubo de eppendorf foi centrifugado a velocidade
maxima (16000 xg) por 6 minutos a 4°C. O liquido foi novamente retirado com
o devido cuidado para nao retirar o pellet. Os tubos foram colocados no fluxo
da capela por 10 minutos para secarem. Verificou-se se estava totalmente seco
e adicionou-se 8 pL de agua ultra pura para dissolver o pellet. Os tubos foram
acondicionados no gelo. Foi realizada uma nova mistura por meio da
pipetagem para dissolver bem o pellet e obter uma completa homogeneizagao.
Logo apds realizou-se a mensuracdo da quantidade de RNA por meio do
espectrofotometro (ND-1000 NanoDrop Technologies). As amostras foram
armazenadas no ultra-freezer a -80°C aguardando o0 momento para a

realizacdo da sintese de cDNA.
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2.5 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA a partir do RNA foi realizada por meio do kit
SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante.

Foram retiradas as amostras de RNA do ultra-freezer a -80°C e
descongeladas no gelo. Foi utilizado 3 pg de RNA total, ao qual foi adicionado
1 pL de Oligo dT;g primer, 1 pL de tamp&o de anelamento e completando a
reacdo com H,O free para obter um volume final de 8 pL. O termociclador foi
ligado e esperou-se a temperatura atingir 65° C e logo depois as reagcdes foram
colocadas no termociclador. O protocolo prosseguiu, sendo, 65°C por 5
minutos e 20°C por 5 minutos. Passada essa fase, o aparelho é interrompido
para a adicdo em cada reacdo de 12 puL do master mix (10 pL de 2x First
Strand Reaction Mix e 2 pL de Super Script [II/IRNAse OUT Enzyme Mix). A
reacao foi homogeneizada, e os tubos fora recolocados no termociclador dando
seguimento ao protocolo. O aparelho atingiu a temperatura de 50°C por 60
minutos, 80°C por 5 minutos e 37°C por 22 minutos. Quando a temperatura
atingiu 37°C esperou-se passar 2 minutos e o termociclador foi interrompido
para a adicdo de 1 pL do master mix (0,5 pL de RNAse H e 0,5 pyL de H,O
RNAse Free) em cada reacdo. Colocou-se o0s tubos novamente no
termociclador e o protocolo seguiu os 20 minutos finais. Os tubos foram
retirados e adicionado 1 pL de 0,5M EDTA (pH 8.0) diluido 1:3 (1 pL de EDTA
+ 3 pL de H,O RNAse Free) em cada tubo. Os tubos foram vortexados
rapidamente para uma completa homogeneizacao e logo depois armazenados
a -20°C até o momento da sua utilizagdo na PCR em tempo real.

2.6 REACOES DE PCR EM TEMPO REAL

Na técnica de PCR em tempo real foram utilizados seis genes alvo,
sendo genes da familia do coldgeno (COL1A1, COL1A2, COL3Al), genes da
familia da Matriz Metaloproteinase (MMP2) e genes da familia dos Inibidores
Teciduais das Metaloproteinases (TIMP1 e TIMP2) e trés genes constitutivos
(ACTB, HMBS e B2M) para serem utilizados como normalizadores. Os primers
para a realizacdo da PCR em tempo real foram desenhados utilizando o
programa Primer Express 3.0. Na Tabela 1 sdo apresentados 0s genes
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contendo a sequéncia dos oligonucleotideos (direto e reverso) e os nimeros de

acesso do GenBank das sequéncias utilizadas para os desenhos dos primers.

Tabela 1. Genes, nimero de acesso no GenBank e sequéncia dos oligonucleotideos

utilizados na PCR em tempo real.

e | omecompies | Tamarte | Tenpertre | e S e Ot
GenBank
COL1AL | Colagenol Alfal 70 pb 84°C NM_001034039 E[R))) o e e s
COL1A2 | Coldgeno ! Alfa2 68 pb 790C NM_174520 E[R))) NI AR e L
COL3AL | Colagenolll Alfal | 68 pb 779 NM_001076831 E[R))) A aallansad e ia
MMP2 | eoproteinase2 |57 0°c N7 | O AGOOAGCCAATCG 5
I T I R e T e
e | TS | | me | e | O ememeeer s
B2M B- 2- microglobulina 109 pb 78°C NM_173893 Eg)) g égg::ﬁggigég;gﬁ:gﬁgr 33
ACTB B - actina 66 pb 77°C AY141970 EER))) g %g?fgffééfgggg :Xﬁﬁ 3
s | T | | o | soonn | QEcresicscememeres

A comparacdo da expressao dos genes estudados foi realizada pelo
método de quantificacdo relativa em gPCR com a utilizacdo da curva-padréo,
sendo a expressao génica diferencial entre os grupos definida pelo método de
delta-delta Ct (AACt). Na técnica do PCR em tempo real foi utilizada uma
reacdo composta por 6,25 uL do reagente 2X Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (Thermo Scientific), 0,42 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(direto e reverso) especifico para cada gene estudado, a uma concentracdo de
100 nM, 3 pL de cDNA (sendo a concentracdo de 100 ng/uL, totalizando 300
ng de cDNA por reacado) e agua ultra-pura para completar o volume de 12,5 pL
para cada reacgao.

As reacOes foram conduzidas em aparelho Applied Biosystems
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), e submetidas
ao protocolo descrito a seguir: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos, temperatura de anelamento 60° C por 1 minuto.
Apés os ciclos de amplificacdo, foi adicionada uma etapa em temperatura
crescente de 60 a 95°C para obtencéo da curva de dissociacdo dos produtos
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da reacdo, utilizada para analise da especificidade da amplificacdo. Para cada

gene estudado, foi construida uma curva-padréo especifica.

2.7 ANALISE DE THRESHOLD E EFICIENCIA DAS CURVAS-PADRAO

Os valores de Ct para cada gene foram obtidos pelo StepOne™
software v.2.2.2 (Applied Biosystems). As curvas-padréo foram ajustadas pelo
threshold buscando o melhor r* e eficiéncia mais préxima de 100%. Foi
realizada uma curva-padrao para cada gene a fim de se avaliar a eficiéncia da
reacdo e de determinar um valor para o Ciclo Threshold (Ct) especifico para

cada gene.
2.8 NORMALIZACAO DOS DADOS

Para se obter os valores da expressao relativa, os valores obtidos
devem ser normalizados a partir de um gene constitutivo no intuito de corrigir
os erros do procedimento experimental e que podem interferir nos resultados
finais. Existem diversos softwares que foram desenvolvidos com a finalidade de
se obter o melhor valor de estabilidade e desta forma indicar qual o melhor
gene de referéncia. Dentre eles pode-se citar o geNorm® e NormFinder®.

O geNorm® desenvolve uma medida da estabilidade do gene para
determinar a estabilidade de expressdo dos genes controle, com base nos
niveis de expressao ndao normalizados. Esta medida baseia-se no principio de
gue a razdo de expressao de dois genes ideais de controle interno € idéntico
em todas as amostras, independente da condicdo experimental ou do tipo de
célula. Desta maneira, a variacdo das proporcées de expressdo de dois genes
controle reflete o fato de que um dos genes ndo é expresso constantemente,
com variacdo crescente na proporcao correspondente a reducdo da
estabilidade de expressao (VANDESOMPELE et al. 2002).

Dessa forma, o geNorm® determina para cada gene controle a
variagdo de expressdo, medindo a estabilidade do gene, denominado M.
Genes com 0s menores M tém a expressao mais estavel. A exclusao gradual
do gene com o mais alto valor de M resulta em uma combinacgéo de dois genes

controles expressos constitutivamente e que tém a expressao mais estavel. O
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geNorm® calcula automaticamente a medida de estabilidade M para todos os
genes controle, elimina o gene controle com pior pontuacgao (isto €, aguele com
0 maior valor de M) e realiza um novo célculo de novos valores de M para 0s
genes restantes (VANDESOMPELE et al., 2002).

O NormFinder® calcula automaticamente o valor de estabilidade do
gene controle, medindo a variacdo de um gene enddgeno e estabelecendo um
ranqueamento entre os genes de referéncia, buscando o melhor gene
endogeno, ou seja, aquele com menor variagdo (ANDERSEN et al., 2004).

No presente estudo, com o auxilio do software GENEX®, os valores de
Ct foram ajustados para eficiéncia de 100%. Com os resultados devidamente
corrigidos para eficiéncia, foi feita uma andlise para verificar o melhor gene
normalizador. Para esta finalidade foi definido o valor de estabilidade de cada
gene (HMBS, ACTB e B2M) utilizando-se os softwares geNorm® e
NormFinder®. Posteriormente todos os genes em estudo foram normalizados
com o melhor gene normalizador e a expressao génica diferencial entre os

grupos foi definida pelo método de delta-delta Ct (AACt).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado um modelo na qual foram
considerados como efeito fixo a dieta e a idade dos animais, sendo a diferenca
estatistica determinada pela analise de variancia (ANOVA) e comparacao de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05).



