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Introducao

Musculatura dupla (MD) é o termo usado para designar uma hipertrofia mus-
cular que ocorre em varias espécies de animais, tais como bovinos (Ménissier,
1982; McPherron & Lee, 1997), ovinos (Boman et al., 2009; Miar et al., 2014),
suinos (Stinckens et al., 2005, Stinckens et al., 2008), equinos (Dall’Olio et
al., 2010; Hill et al., 2010a), peixes (Xu et al., 2003; Ostbye et al., 2007), roe-
dores (McPherron et al., 1997; Szabo et al., 1998), cies (Mosher et al., 2007),
aves (Sazanov et al., 1999), e, até mesmo, em humanos (Gonzalez-Cadavid
et al., 1998; Schuelke et al., 2004) (Figura 1).

Esta condig¢ao é hereditaria e surge no periodo fetal, quando ocorre aumento
no numero total de fibras musculares (hiperplasia celular), e no periodo pos-
natal, quando ocorre aumento no didmetro das fibras pré-existentes (hiper-
trofia celular), sendo o termo musculatura dupla utilizado erroneamente, pois
nao ocorre duplicagdo dos musculos (Arthur, 1995).

Figura 1. Imagens de individuos de diferentes espécies expressando o fenétipo de
hipertrofia muscular.

Fontes: bovino: https://lwww.researchgate.net/figure/Belgian-Blue-bull-exhibiting-double-
-muscling-photo-from-accessed-16-April-2008_fig1_263273729; peixe: https://www.nationalge-
ographic.com/animals/article/100329-six-pack-mutant-trout-genetically-engineered-modified-gm;
caes: https://doi.org/10.1016/j.nmd.2007.06.008; galinhas e roedores: Google Imagens; ovinos:
http://www.portlandprairietexels.com/pdfs/callipyge.pdf, equino: https://pubmed.ncbi.nim.nih.
gov/20706663/; suinos: https://www.scientificamerican.com/article/super-muscular-pigs-created-
-by-small-genetic-tweak/#; humano: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMo0a040933;
camundongos: https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0000789.
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Em bovinos, a sindrome da MD foi descrita pela primeira vez no inicio do sé-
culo XIX, sendo, atualmente, relatada em diversas racas, nas quais a hiper-
trofia muscular é observada especialmente na regido do quarto traseiro, onde
0s musculos sao protuberantes com seus limites e contornos bem visiveis
sob a pele. Comparados com animais normais, aqueles com MD possuem
melhor conversao alimentar, maior rendimento de carcaga, menos 0sso, me-
nos gordura, mais musculos e maior proporgao de cortes de carne com alto
valor de mercado, proporcionando, em média, 20% mais carne. No entan-
to, apesar do aumento desejado na massa muscular, bovinos hipertréficos
apresentam diversos problemas, tais como redugao de fertilidade, tanto em
machos quanto em fémeas; genitalia externa subdesenvolvida; alta incidén-
cia de distocia; baixa viabilidade dos bezerros; lingua aumentada e projetada
para fora da boca em bezerros recém-nascidos; aumento da susceptibilidade
ao estresse; susceptibilidade a doencas respiratérias; entre outros.

Esta sindrome é causada por diferentes mutagdes no gene MSTN (Myostatin)
ou GDF-8 (Growth Differentiation Factor - 8). Esse gene codifica a proteina
miostatina (MSTN) e é altamente conservado em mamiferos. A proteina MSTN
€, predominantemente, sintetizada e expressa no musculo esquelético e atua
em pontos-chave durante a vida pré e pos natal de um animal para determinar
a sua massa muscular geral, regulando, assim, a quantidade e o diametro das
fibras musculares. De acordo com seu papel negativo na miogénese, a expres-
séo da miostatina é rigidamente regulada em varios niveis, incluindo epigené-
tico, transcricional, pos-transcricional e pos-traducional (Sharma et al., 2015).

A identificacdo de individuos portadores de alelos mutados pode ser feita
por meio de testes de DNA, tornando, assim, mais eficiente o processo de
selecdo dos animais que serdo os pais da proxima geracao. Além disso, a
identificacdo precoce dos gendtipos dos reprodutores facilita a eliminagao
de animais que apresentam hipertrofia muscular; a manutencao de rebanhos
completamente livres desta caracteristica, ou ainda, a introdugao controlada
do(s) alelo(s) mutado(s) em determinados rebanhos.

Diante dos potenciais problemas que essa sindrome causa, principalmente,
os relacionados com a redugéo da aptidao reprodutiva dos animais e com a
necessidade de cesariana para contornar a alta incidéncia de distocia, bem
como dos potenciais beneficios do uso de animais com MD para o aumento
da producao de carne, é essencial que os criadores adotem uma abordagem



Musculatura dupla: viséo geral dos mecanismos de acdo do gene MSTN 9
e sua relevancia para bovinos de corte

cautelosa para utilizar esses animais em seus rebanhos. Neste contexto, a pre-
sente revisdo tem como objetivos apresentar a heranga genética da sindrome
da musculatura dupla em bovinos, as limitagbes e as vantagens associadas
a esta condigdo bem como ao potencial uso destes animais em sistemas de
producgéo de carne.

Herancga genética e historia da
musculatura dupla em bovinos

Diferentes evidéncias cientificas permitem concluir que a sindrome da MD
€ uma condicao genética parcialmente recessiva, controlada por um Unico
gene e que causa efeitos fisiolégicos semelhantes em todas as ragas bo-
vinas que expressam esta caracteristica (Arthur, 1995; Charlier et al.,1995;
McPherron & Lee, 1997; Bass et al., 1999).

A MD foi documentada na Inglaterra pela primeira vez por Culley em 1807
em bovinos Shorthorn e descrita em detalhes por Kaiser em 1888 (Arthur,
1995). Desde entéo, outros pesquisadores descreveram o fendétipo de hiper-
trofia muscular em diferentes ragas, sempre ressaltando a maior quantidade
de carne, o maior rendimento de carcaga e a menor porcentagem de gordura.
Por outro lado, varios autores consideram a carne de animais com hipertrofia
muscular de ma qualidade, devido a pouca gordura tanto subcutanea quanto
intramuscular, e descrevem esses animais como desajeitados, uma vez que
eles apresentam a parte posterior do corpo muito grande (Teixeira et al., 2006).

Durante o século XX, no continente europeu, a produgao de carne bovina
proveniente de ragas especializadas foi condicionada pela necessidade dos
criadores de aumentar a produtividade e de atender a demanda dos consu-
midores por carne macia, leve e magra. Assim, animais hipertroficos difundi-
ram-se por varios paises europeus, mantendo, até os dias atuais, os alelos
responsaveis pela manifestagao da MD em diversos rebanhos (Martin, 2003).

Atualmente, este fendtipo é encontrado no mundo todo ocorrendo em inu-
meras ragas francesas como Charolés, Maine d’Anjou, Blonde d’Aquitaine,
Parthenaise, Tarentaise, Bazadaise e Limousin; em ragas italianas como
Piemontesa e Marchigiana; Belgian Blue na Bélgica; ragas britdnicas como
Hereford, Angus, Galloway e Devon; ragas espanholas como Rubia Gallega,
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Asturiana de los Valles e Pirenaica; em racas taurinas adaptadas, como a
Senepol (Xavier, 2014); na raca composta Santa Gertrudis; entre outras.

Até o final do século XX, a identificagdo de animais portadores de MD so6
podia ser feita por meio de avaliagGes visuais subjetivas, observando o grau
de hipertrofia da musculatura do animal; a presenca de ranhuras intermus-
culares; a inclinagdo pélvica; o maior ponto de ligacdo da cauda; e, o tama-
nho aumentado da lingua em recém-nascidos. Dessa forma, os métodos de
identificacao disponiveis eram acurados somente na classificacéo de animais
extremos, ou seja, de animais normais ou com evidente hipertrofia muscular.

Com o avancgo das técnicas de biologia molecular e dos projetos de mapea-
mento gendmico, pesquisadores da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Liége, na Bélgica, identificaram um gene candidato no cro-
mossomo 2 de bovinos (BTA2) para esta caracteristica (Charlier et al., 1995),
confirmando a proposta de Wriedt (1929) de que a determinagéo genética da
sindrome da MD apresenta heranga simples e autossémica.

Para isso, Charlier et al. (1995) analisaram um painel de 213 marcadores
microssatélites em animais obtidos a partir do cruzamento de touro Belgian
Blue com MD com vaca Holandesa sem MD e mapearam um loco no BTA2
responsavel por toda a variagéo fenotipica observada na geracao de retrocru-
zamento. Esse loco, cuja existéncia foi anteriormente postulada por Hanset
e Michaux (1985) e referido por eles como mh (hipertrofia muscular), foi po-
sicionado em relagdo a um mapa composto por sete microssatélites especifi-
cos de BTA2, a 2 cM do marcador mais préximo. O resultado obtido confirmou
a validade na populacao Belgian Blue do modelo monogénico envolvendo o
loco mh autossGmico, caracterizado por um alelo “+” de tipo selvagem e um
alelo “mh” recessivo, causando o fenétipo MD na condicao homozigdtica.

Em seguida, Charlier et al. (1995) confirmaram a relacdo de ligagcéo entre o
loco mh e os marcadores do BTA2 em trés pedigrees informativos coletados
da populacdo geral de Belgian Blue, reforcando a observacdo da homoge-
neidade genética do fendtipo MD nesta raca. Com estes resultados, esses
autores abriram caminho para a selegao assistida por marcadores a favor ou
contra a caracteristica de hipertrofia muscular em bovinos e para a clonagem
posicional do gene correspondente.
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Dois anos depois, pesquisadores do Centro de Pesquisa em Produg¢ao Animal
dos Estados Unidos (US Meat Animal Research Center - USMARC), em Clay
Center, Nebraska, completaram o mapeamento do gene responsavel pela
MD bovina e relataram que este gene esta localizado proximo do centrémero
do cromossomo bovino 2 (BTA2) na posigédo 2911, sendo esta a mesma loca-
lizagado do loco mh (Smith et al., 1997).

Em 1997, McPherron e colaboradores determinaram a causa da hipertrofia
muscular, que os criadores ja vinham observando desde o inicio do século
XIX. Estes autores identificaram em camundongos um novo membro da su-
perfamilia do fator de crescimento transformante beta (Transforming Growth
Factor-8 - TGF-3). Essa superfamilia abrange um grande grupo de fatores
de crescimento e diferenciacdo que desempenham papéis importantes na
regulacao do desenvolvimento embrionario e na manutengdo da homeostase
dos tecidos de animais adultos. Este novo membro da familia TGF-(3 foi de-
nominado pelos referidos autores de fator 8 de crescimento e diferenciagdo
(GDF-8) ou proteina miostatina.

Para determinar a fungéo bioldgica dessa proteina, estes autores interrom-
peram em camundongos (camundongos knockout — KO ou nulos para mios-
tatina) o gene que a codifica por meio de direcionamento genético (gene tar-
geting). Como resultado, os animais nulos para a produgdo de MSTN foram
significativamente maiores do que os animais do tipo selvagem e mostraram
um aumento grande e generalizado na massa muscular esquelética, sem um
aumento correspondente na quantidade de gordura. Os musculos individuais
dos animais mutantes pesaram duas a trés vezes mais do que os dos animais
selvagens, sendo que este aumento na massa muscular pode ter sido resul-
tante de uma combinacgao de hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares.

Em outro trabalho publicado no mesmo ano, McPherron e Lee (1997) ca-
racterizaram a proteina MSTN em nove espécies de vertebrados, tais como:
rato, humano, babuino, bovino (raga Holandesa), porcino, ovino, frango
(White Leghorn), peru e peixe-zebra. Para clonar o gene GDF-8 destas espé-
cies, bibliotecas de cDNA foram construidas a partir de RNA isolado de teci-
dos de musculos esqueléticos e foram rastreadas, por meio de hibridizagao
fluorescente in situ, com uma sonda de MSTN proveniente de camundongo,
que correspondia a regido C-terminal, ou seja, a por¢céo ativa e madura da
molécula da proteina. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos pre-
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vistas destas espécies mostrou que todas as sequéncias apresentavam uma
sequéncia sinal putativa para secrecao e um sitio putativo de processamento
proteolitico RSRR (aminoacidos 263-266), seguido por uma regiao contendo
os residuos conservados de cisteina C-terminal que sao encontrados em to-
dos os membros da superfamilia TGF-(.

A partir deste alinhamento, McPherron e Lee (1997) relataram que o gene
GDF-8 ¢ altamente conservado entre as espécies de vertebrados, sendo que
as sequéncias da proteina MSTN em camundongo, rato, humano, suino,
frango e peru sdo 100% idénticas na regidao C-terminal; em babuino, bovino e
ovino ocorrem de um a trés aminoacidos diferentes na proteina madura; e em
peixe-zebra ha apenas 88% de similaridade desta regido com as outras espé-
cies analisadas. Para determinar se a proteina MSTN também desempenha
um papel importante na regulagdo da massa muscular em outras espécies,
além do que foi observado em camundongos por McPherron et al. (1997),
os autores investigaram a possibilidade de mutagdes no gene GDF-8 serem
responsaveis pelo aumento da massa muscular observada em ragas bovinas
que apresentam hipertrofia muscular.

Cabe ressaltar que na época eles sabiam que na raga Belgian Blue, que era
até o momento a mais estudada para a caracteristica de MD, este fendtipo
segregava como um Unico loco genético designado de mh (Hanset & Michaux,
1985). E que este loco estava intimamente ligado a marcadores moleculares
em uma regiao do BTA2 (Charlier et al., 1995), que é sinténico a regido 2q32 do
cromossomo humano 2 (Solinas-Toldo et al., 1995), e para a qual eles tinham
acabado de mapear o gene que codifica a proteina MSTN humana por hibridi-
zacgao fluorescente in situ. Devido a essas posi¢cdes semelhantes no mapa do
gene da MSTN humana com o loco mh em Belgian Blue e as semelhangas ob-
servadas no fenétipo muscular entre os camundongos nulos de MSTN e bovi-
nos que apresentam hipertrofia muscular, McPherron e Lee (1997) sugeriram o
homologo bovino da miostatina, o gene GDF-8, como um gene candidato para
o loco mh. Atualmente, este gene também é chamado de MSTN (Myostatin).

Para prospectar mutagées no gene MSTN em animais das racas Belgian
Blue e Piemontés associadas com o fenétipo MD, McPherron e Lee (1997)
sequenciaram os trés éxons do gene, utilizando como tipo selvagem a raga
Holandesa. Como resultado, a sequéncia de codificagdo da proteina MSTN
do Belgian Blue foi idéntica a sequéncia analisada na raga Holandesa, exceto
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por uma delegao dos nucleotideos 937-947 no éxon 3. Esta delegdo de 11 nu-
cleotideos causa uma mudanca no quadro de leitura da MSTN, resultando em
uma proteina truncada que termina 14 cédons a jusante do local da mutagao.
Esta é uma mutagéo nula que ocorre apos os sete primeiros aminoacidos da
regido C-terminal da proteina, resultando em uma perda de 102 aminoacidos
(aminoéacidos 274-375). Além disso, ela é semelhante & mutacao direcionada
em camundongos nulos para MSTN (McPherron et al., 1997), nos quais toda
a regido que codifica a proteina madura foi deletada.

Na raca Piemontés, a sequéncia que codifica a proteina MSTN continha duas
alteragdes de nucleotideos em relacao a sequéncia de Holandés. Uma delas
foi uma transversao de citosina (C) para adenina (A) no éxon 1, resultando em
uma substituicdo da leucina por fenilalanina (aminoacido 94). A segunda foi
uma transigéo de guanina (G) para A no éxon 3, resultando em uma substitui-
¢ao de cisteina para tirosina na regido madura da proteina (aminoacido 313),
sendo que, por analise de Southern Blot, esta mutacao foi encontrada em
ambos os alelos em todos os 10 individuos com MD (McPherron & Lee, 1997).

Segundo os autores, € provavel que a transicdo G — A resulte em uma per-
da completa ou quase completa da fungdo da MSTN, uma vez que este resi-
duo de cisteina é invariante ndo apenas entre todas as sequéncias analisadas,
mas também entre todos os membros conhecidos da superfamilia do TGF-8
(McPherron & Lee, 1996). Este residuo de cisteina é conhecido por ser um dos
aminoacidos envolvidos na formagéao da estrutura do né de cistina intramolecu-
lar em membros desta superfamilia para a qual a estrutura tridimensional é co-
nhecida (Daopin et al., 1992; Griffith et al., 1996). Além disso, quando a cisteina
correspondente na ativina A (cisteina-44) foi mutada para alanina por mutagé-
nese induzida, a proteina mutante apresentou atividade bioldgica e de ligacao
ao receptor de tipo selvagem reduzidas de duas a trés vezes (Mason, 1994).

Para McPherron e Lee (1997), as posi¢cdes semelhantes no mapa do gene da
miostatina e do loco mh e a identificagdo de mutacgdes relativamente graves
no gene que codifica esta proteina em duas ragas de bovinos que apresen-
tam MD sugeriram que estas mutagbes eram responsaveis por este fenétipo.
Para apoiar ainda mais essa hipétese, os autores analisaram o DNA de 120
animais de sangue puro de outras ragas que nao sao classificadas como de
musculos duplos (11 Angus, 11 Charolés, 10 Holandés, 10 Brown Swiss, 10
Polled Hereford, 10 Gelbvieh, nove Simental, nove Jersey, nove Guernsey,
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nove Ayrshire, sete Limousin, quatro Brahman, quatro Polled Shorthorn, quatro
Red Angus, dois Chianina e um Texas Longhorn) para a presenca de cada
uma destas mutagdes. Segundo os autores, por meio de analise de Southern
Blot, a substituicdo de cisteina por tirosina presente na raca Piemontés nao foi
detectada em nenhum dos 120 individuos das 16 ragas analisadas. Enquanto a
delecao de 11 nucleotideos presente na raga Belgian Blue foi detectada em um
alelo de um unico touro Red Angus que nao apresentava hipertrofia muscular.

Finalmente, para descartar a presenga de outras mutagdes em ragas sem
MD, McPherron e Lee (1997) determinaram a sequéncia completa da regiéo
codificadora da proteina MSTN de 11 dessas racas (Angus, Charolés, Brown
Swiss, Polled Hereford, Gelbvieh, Guernsey, Ayrshire, Limousin, Brahman,
Polled Shorthorn e Texas Longhorn). Esta analise revelou apenas polimor-
fismos que eram mudancgas silenciosas nas sequéncias de codificacdo ou
que estavam presentes nos introns e regides nao traduzidas. Desta forma,
e devido ao alto grau de conservagéo da sequéncia da MSTN em diferentes
espécies animais, como camundongo, rato, humano, babuino, bovino, porci-
no, ovino, frango, peru e peixe-zebra, esses autores deduziram que a fungao
biolégica da miostatina foi amplamente conservada em todo o reino animal.

Mutacdes descritas no gene MSTN

Algumas mutagdes localizadas no gene MSTN podem ocasionar perda da fun-
¢ao génica, causando o fendtipo de hipertrofia muscular em diferentes ragas bo-
vinas e em varias outras espeécies de animais. Neste sentido, dependendo da
regido do gene onde as mutagdes estéo localizadas, podem ocorrer altera¢des
no processo normal de leitura, transcrigdo e tradugéo da proteina miostatina,
ocasionando, assim, distintos efeitos fenotipicos nos individuos que as possuem.

A semelhanca do que ocorre em outras mutagdes genéticas em caracteristi-
cas recessivas, mutagdes no gene MSTN se apresentam em diferentes niveis
de intensidade, ou seja, exibem-se de forma mais ou menos exuberante, de-
pendendo do tipo da mutagédo e se o animal apresenta uma ou duas copias
do alelo mutado para hipertrofia muscular. Como o grau de expressao varia
de acordo com a heranga genética, alguns fenétipos podem passar desper-
cebidos pelos criadores de bovinos, que, geralmente, reconhecem somente
0s casos mais pronunciados de musculos hipertrofiados.
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Embora o gene MSTN esteja localizado no cromossomo 15 em suinos
(Sonstegard et al., 1998); 7 em frangos (Sazanov et al., 1999); 1 em camun-
dongos (Szabo et al., 1998); 9 em ratos (Salerno et al., 2004); 37 em caes
(Mosher et al., 2007); 18 em equinos (Hill et al., 2010b); e, no cromossomo 2,
tanto em bovinos (Grobet et al., 1997; Smith et al., 1997) quanto em ovinos
(Boman et al., 2009; Miar et al., 2014) e humanos (Gonzalez-Cadavid et al.,
1998), observa-se como caracteristica comum nas varias espécies nas quais
ele ja foi estudado a presenca de trés éxons de tamanhos semelhantes sepa-
rados por dois introns (Rodgers & Garikipati, 2008).

Em bovinos, até o momento, foram encontradas e relatadas na literatura 19
mutagdes diferentes neste gene, sendo 13 delas localizadas nas sequéncias
codificadoras e seis nas sequéncias intrénicas. A representagcédo esquematica
do gene MSTN e a localizagao destas mutagdes no DNA s&o apresentadas na
Figura 2. Das 13 mutagdes localizadas nos éxons, seis afetam o cédigo se-
quencial do gene MSTN, inativam a proteina miostatina e sdo descritas como:

(1) uma mutagéo de mudanca de matriz de leitura ou frameshift causada por
uma delegao de 11 pares de bases (pb) no éxon 3 do gene, entre os nucleo-
tideos 821 a 831 (nt821), resultando na inser¢do de um cédon prematuro de
parada (stop codon) e na formac&o de uma proteina truncada. E considerada
uma mutagao nula, pois a delecdo ocorre apds 0s primeiros sete aminoa-
cidos do dominio bioativo C-terminal da proteina, levando a uma perda de
102 aminoacidos. Esta delegao foi a primeira mutagéo descrita neste gene
em estudos com a raca Belgian Blue, sendo, em seguida, observada tam-
bém nas racas Blonde d’Aquitaine, Limousin, Parthenaise, Asturiana de los
Valles, Rubia Gallega e Senepol (McPherron & Lee, 1997; Dunner et al.,1997;
Kambadur et al., 1997; Grobet et al., 1997; Grobet et al., 1998; Dunner et al.,
2003; Martin, 2003; Gadanho, 2014; Xavier, 2014);

(2) uma mutagdo nao-sinbnima ou missense causada por uma transicdo de
guanina para adenina (G — A) no nucleotideo 938 do éxon 3, resultando na
substituicdo de um residuo de cisteina altamente conservado na regido ma-
dura da proteina por um residuo de tirosina (C313Y). Foi relatada na literatura
nas ragas Piemontés e Gasconne (Kambadur et al., 1997; Dunner et al., 2003);

(3) uma mutagdo de mudancga de matriz de leitura causada por uma dele¢éo/in-
ser¢ao na posi¢ao 419 do éxon 2, contando a partir do cédon de iniciagéo, que
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substitui sete pb por um trecho aparentemente néo relacionado de 10 pb (nt419
- del7-ins10), inserindo, assim, um stop codon no peptideo N-terminal associado a
laténcia (Latency associated peptide — LAP) na posi¢cao do aminoacido 140. Essa
mutacao foi relatada na raga Maine-Anjou (Grobet et al., 1998; Dunner et al., 2003);

(4) uma mutagéo sem sentido, nonsense ou disruptiva causada por uma tran-
sicdo de citosina para timina (C — T) no nucleotideo 610 do éxon 2, produzin-
do um stop cédon no peptideo N-terminal associado a laténcia na posi¢cao do
aminoacido 204 (Q204X). Esta mutagao foi observada em animais das racas
Charolés e Limousin (Grobet et al., 1998; Dunner et al., 2003; Gadanho, 2014);

(5) uma mutacado nonsense causada por uma transversdo de guanina para
timina (G — T) no nucleotideo 676 do éxon 2, também causando um stop
coédon no peptideo N-terminal associado a laténcia na posi¢ao do aminoacido
226 (E226X). Esta mutagao, juntamente com a nt419, também foi identificada
na raga Maine-Anjou (Grobet et al., 1998; Dunner et al., 2003);

(6) uma mutagado nonsense causada por uma transversao de guanina para ti-
mina (G — T) no nucleotideo 874 no éxon 3, causando um stop cédon no domi-
nio bioativo C-terminal (E291X). Foi relatada em animais da raga Marchigiana
(Grobet et al., 1998; Cappuccio et al., 1998; Marchitelli et al., 2003).

Em 1998, Grobet e colaboradores identificaram outra mutagéo missense em ani-
mais Limousin na qual ocorre uma substituicdo de fenilalanina por leucina no
aminoacido 94 do éxon 1, devido a uma transversdao C — A no nucleotideo 282
do gene MSTN, e a denominaram de F94L. Como esta mutagao foi observada
na condi¢gdo homozigética em animais que n&o apresentavam qualquer sinal de
desenvolvimento muscular excepcional, eles concluiram que ela nao interfere
na funcéo da proteina. Neste mesmo trabalho, os autores descreveram também
uma mutagéo silenciosa encontrada no éxon 2, denominada de nt414 (transi¢do
C —T), e quatro mutagdes neutras localizadas em regides intrénicas, sendo trés
delas no intron 1 e denominadas de nt374-50 (transicédo G — A); nt374-51 (tran-
sicdo T — C) e nt374-16 (del1); e uma no intron 2 chamada de nt748-78 (del1).

Em 2003, Dunner e colaboradores identificaram outras sete mutagdes no
gene MSTN, sendo cinco delas em regides codificadoras e duas em regido
intrébnica. Entre as mutacdes encontradas nos éxons, duas foram caracteriza-
das como missense, mas que néao alteram a matriz de leitura, sendo a primei-
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ra mutacao missense denominada de S105C, relatada na raga Parthenaise e
originada de uma transversdo C — G no nucleotideo 314 do éxon 1, na qual
ocorre a troca de um aminoacido serina por uma cisteina. E a segunda foi
denominada de D182N e observada na raga Maine Anjou, como resultado de
uma transigdo G — A no nucleotideo 544 do éxon 2, na qual ocorre a troca de
um aminodcido acido aspartico por uma asparagina.

As outras trés mutagdes encontradas nas regides codificadoras sdo caracte-
rizadas como silenciosas, sendo duas identificadas no éxon 1 e uma no éxon
2. No éxon 1, a mutagao nt267 (transicdo A — G) foi encontrada nas racas
Aubrac, Bazadaise e Salers, e a mutagéo nt324 (transicdo C — T) foi observa-
da nas racas Salers, Aubrac, Charolés, Maine Anjou e em um touro da linha-
gem Inra95. Enquanto no éxon 2, a mutagdo denominada de nt387 (transigao
G — A) foi identificada nas racas Ayrshire, Maine Anjou, Salers e Galloway.
Além dessas, Dunner et al. (2003) descreveram no intron 2 de ragas britanicas
duas mutagdes que ndo afetam a sequéncia codificante do gene e as denomi-
naram de nt747 + 7 (transicdo G — A) e nt747 + 11 (transigdo A — Q).

EXON 1 EXON 2 EXON 3
1.825pb 2.033 pb
5 ‘./H Il 1 [l ] T ¥
e U/ n>24 (C-T)

F94L

$105C (C-G)
nt374-16 (dell) D182N (G-A)

nt374-51 (T-C) ntd14 (C-T) nt747 +7 (G-A) nt748-78 (del1)
nt374-50 (G-A)
nt747 + 11 (A-G)

nt387 (G-A)

Figura 2. Representacao esquematica do gene MSTN bovino com a posigéo das prin-
cipais mutacdes identificadas até o momento. As regides em rosa correspondem as
regides 5’ e 3’ UTR (Untranslated Region), respectivamente. As duas regides em cinza
representam os introns. As regides azul, lilas e amarelo correspondem as sequéncias
do DNA que codificam para o peptideo lider, o peptideo N-terminal associado a latén-
cia e o dominio carboxi terminal bioativo da proteina, respectivamente. As posi¢des
das mutacdes sdo mostradas como linhas verdes, azuis e laranjas para muta¢des
silenciosas, nao sinénimas e disruptivas, respectivamente. Adaptado de Grobet et al.
(1998) e Karim et al. (2000).
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Miogénese e miostatina

O corpo de um animal é, basicamente, formado por trés tipos de tecidos
musculares, denominados de musculo estriado esquelético, musculo estriado
cardiaco e musculo liso ou nado estriado (Figura 3).

A) B) C)
Estriado esquelético Estriado cardiaco Liso
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Figura 3. Tipos de tecidos musculares. A) Tecido muscular estriado esquelético: apresen-
ta feixes de células cilindricas, longas, com varios nucleos periféricos € com estriagbes
transversais no citoplasma; B) Tecido muscular cardiaco: possui estriagdes, células
alongadas, ramificadas, com um ou dois nucleos centrais, que se unem por meio de dis-
cos intercalares; C) Tecido muscular liso: nao possui estriagdes e é formado por células
fusiformes com um Unico nucleo central. Adaptado de Junqueira & Carneiro (2017).

Para a bovinocultura de corte, o musculo estriado esquelético € o mais im-
portante dos trés em razédo de sua quantidade na carcaca e de seu valor
econdémico (Luchiari Filho, 2000). E o tecido mais abundante do corpo dos
mamiferos, constituindo, em média, 40% do peso corporal total e 60% da
carcaga dos bovinos, sendo suas principais fungbes possibilitar a locomo-
¢éo e os movimentos do corpo, assegurar a atividade postural e servir como
principal local de armazenamento de proteinas e glicogénio. Além disso, o
tecido muscular esquelético possui uma capacidade Unica, a plasticidade,
que o permite se adaptar a diversas condigdes, como crescimento e atrofia,
mediante condigbes normais e patoldgicas (Harridge, 2007).

Nos mamiferos o musculo esquelético € composto por trés tipos de fibras
musculares, definidas com base nas suas propriedades metabdlicas e con-
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trateis em: Tipo | - de contragao lenta e oxidativa; Tipo IIA - de contragao rapi-
da e intermediaria (oxidativa-glicolitica); Tipo 1IB de contracao rapida e glico-
litica. As fibras Tipo | sdo definidas como fibras vermelhas devido ao grande
numero de mioglobina e mitocdndrias, pelo sistema de energia utilizado ser
aerdbico e por usar oxigénio como principal fonte de energia. Enquanto as
Tipo Il sdo definidas como fibras brancas, pelo sistema de energia utiliza-
do ser anaerdbico e usarem fosfocreatina e glicose como fontes de energia.
Uma vez cessado o crescimento muscular, as caracteristicas fisiologicas e
metabdlicas e o tamanho final deste tecido dependem grandemente da pro-
porgéo dos tipos de fibras. Adicionalmente, a qualidade da carne bovina pro-
duzida também esta diretamente relacionada com a composi¢ao das fibras
musculares que formam o musculo, pois a proporg¢ao existente entre os tipos
de fibras sera determinante no metabolismo post-mortem de transformacao
do musculo em carne (Smith & Muscat, 2005; Tajbakhsh, 2009; Lopes, 2010).

Visto que a frequéncia de cada tipo de fibra muscular no musculo esquelético
¢é influenciada pela genética, género, nutricdo e manejo dos animais, o en-
tendimento de como ocorrem e como podem ser manipulados os fatores que
determinam o desenvolvimento, o crescimento e a regeneragao deste tecido
€ de extrema importancia em pesquisas que envolvem a produgao susten-
tavel de carne bovina de qualidade. Neste sentido, a Figura 4 descreve as
principais etapas que ocorrem na formagéo do tecido muscular esquelético.

A) B) c) D)
DETERMINAGAO PROLIFERAGAO DIFERENCIAGAO MODULAGAO

CELULAS
MESODERMICAS
ou
SOMITOS

Células miogénicas
precursoras
Figura 4. Principais etapas do desenvolvimento do tecido muscular estriado esquelético.
A) Determinagao: ocorre a mobilizagao inicial dos somitos para o processo de formagéo
do tecido muscular; B) Proliferagdo: células musculares precursoras mononucleadas
proliferam e diferenciam-se em mioblastos; C) Diferenciagdo: os mioblastos alinham-se
uns com os outros, fundem-se para formarem miotubos multinucleados e os nucleos
perdem a capacidade de divisdo; D) Modulagdo: a sintese de proteina miofibrilar é
acelerada, dando origem as fibras musculares. Adaptado de Salvatore et al. (2014).

Mioblastos Miotubo Fibra muscular
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Durante o desenvolvimento embrionario, células primordiais da mesoderme
participam da formagao da maior parte do tecido muscular, iniciando este
processo a partir de um bloco de células mesodérmicas denominadas de
somitos. Assim, no primeiro estagio da formagéao das fibras musculares, cha-
mado de determinagdo, os somitos, sob a acao de glicoproteinas secretadas
pela notocorda e tubo neural, diferenciam-se em células miogénicas precur-
soras. Posteriormente, estas células unicelulares proliferam e iniciam a fase
de diferenciagao, onde os mioblastos unem-se entre si formando miotubos
multinucleados, localizados no centro de cada célula. Os nucleos, por sua
vez, perdem a capacidade de divisdo e os miotubos passam por um processo
chamado de modulagao, no qual a sintese de proteina miofibrilar & acelera-
da, originando, assim, as fibras musculares primarias (Schultz & McCormick,
1994; Dias Correia & Dias Correia, 2006; Lopes, 2010).

No segundo terco de gestagéao, as fibras musculares primarias servem de su-
porte para o alinhamento e fusdo de uma segunda populagdo de mioblastos,
denominados fetais, que se fundem formando os miotubos secundarios, os
quais se diferenciam nas fibras secundarias. Em seguida, as fibras secundarias
passam por hipertrofia e ligam-se a outros miotubos por meio de uma forte liga-
¢ao, permitindo uma comunicacao célula a célula. A este processo de desen-
volvimento e formagao dos tecidos musculares é dado o nome de miogénese
(Schultz & McCormick, 1994; Dias Correia & Dias Correia, 2006; Lopes, 2010).

Alguns autores subdividem a miogénese em quatro estagios: (a) embrionario
ou primario, (b) fetal ou secundario, (c) neonatal e (d) adulto. As miogéne-
ses embrionaria e fetal ocorrem na vida pré-natal e sdo caracterizadas pela
multiplicagdo do numero de fibras musculares primarias e secundarias (hi-
perplasia celular), determinando, assim, a quantidade de fibras que estarédo
formadas ao nascimento do animal. Portanto, o estagio fetal é crucial para o
desenvolvimento do musculo esquelético. Na miogénese neonatal ocorre a
especificagdo dos tipos de fibras musculares. Enquanto a miogénese adulta
(pds-natal) é responsavel pela homeostase da musculatura esquelética, con-
tribuindo, assim, para o crescimento hipertréfico e para regeneragédo muscu-
lar (Chal & Pourquig, 2017).

Desta forma, o numero de fibras musculares que um individuo possui é de-
terminado, principalmente, por fatores genéticos, bem como por fatores am-
bientais que sejam capazes de interferir na miogénese. Assim, os fatores que
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mais afetam o niumero e o tamanho das fibras musculares de uma espécie
de produgdo é a sua raga e os processos de selegdo e cruzamentos que
objetivam aumentar o desempenho e a produtividade animal (Lopes, 2010).

Durante o processo da miogénese alguns mioblastos nao se fundem e per-
manecem em um estado quiescente (fase GO do ciclo celular) entre a mem-
brana plasmatica da fibra muscular e a lamina basal, sendo denominados
de células satélites, mioblastos adultos ou de mioblastos indiferenciados.
Estas células permanecem quiescentes e sao ativadas durante o crescimen-
to muscular e em casos de lesdo. Logo, sdo estas células as responsaveis
por conferir a caracteristica de plasticidade ao musculo esquelético (Schultz
& McCormick, 1994; Hawke & Garry, 2001).

Cabe ressaltar que o processo de crescimento muscular pés-natal ocorre
exclusivamente por hipertrofia, ou seja, somente pelo aumento do numero
de nucleos e de miofibrilas nas fibras musculares pré-existentes, a partir da
ativagao, proliferacao e diferenciacédo das células satélites. Os nucleos deri-
vados das células satélites sintetizam proteinas musculares especificas que
aumentam o volume das fibras musculares por meio da formagédo de no-
vos sarcOmeros, em posigao externa as miofibrilas pré-existentes (Schultz &
McCormick, 1994; Hawke & Garry, 2001).

Além disso, as células satélites também apresentam a capacidade de migra-
¢ao, sendo esta caracteristica dependente da integridade da lamina basal, que
pode se romper em decorréncia de um trauma muscular. Caso o rompimento
da lamina basal acontecga, as células satélites migram para a regido da leséo
para participar do processo de regeneragao muscular, sendo este um evento
mediado por citocinas liberadas pelas células inflamatdérias no local da lesao.
Consequentemente, estas células contribuem para o crescimento muscular
pbs-natal, reparo de fibras musculares danificadas e para manutengéo do mus-
culo esquelético adulto (Schultz & McCormick, 1994; Hawke & Garry, 2001).

Os processos de miogénese, crescimento muscular pos-natal e regenera-
¢ao sao controlados pela agdo coordenada de diferentes moléculas, como
fatores de crescimento e de transcricdo, horménios e citocinas. Dentre os
fatores de crescimento reguladores, estdo o fator de crescimento de hepato-
citos (Hepatocyte growth factor - HGF), fatores de crescimento de fibroblastos
(Fibroblast growth factor - FGF), fatores de crescimento transformadores-3
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(TGF-B), fatores de crescimento semelhante a insulina (/nsulin-like growth
factor - IGF) e fator de necrose tumoral a (Tumor necrosis factor-a - TNFa)
(Karalaki et al., 2009). Portanto, para que ocorra o desenvolvimento do mus-
culo esquelético, conforme as etapas descritas na Figura 4, é necessario a
expressao de genes musculo-especificos e a atividade de algumas proteinas
que regulam a miogénese positiva e negativamente.

A regulacdo positiva € realizada, principalmente, por genes regulatérios
miogénicos que codificam um conjunto de fatores de transcricdo (Myogenic
Regulator Factor - MRF) que s&o essenciais para o desenvolvimento mus-
cular, como Myf-5 (Myogenic factor 5), MyoD (Myogenic determination factor
D), MRF4 (Myogenic Regulator Factors 4) e miogenina (Myog). Estes fato-
res controlam as etapas da formagao muscular, atuando como ativadores de
transcrigdo, ligando-se a sitios especificos de DNA, conhecidos como E-box
(5°- CANNTG - 37), presentes na regiao promotora da maioria dos genes
musculo-especificos (Silva & Carvalho, 2007; Lopes, 2010).

Cada MRF apresenta a capacidade de induzir o processo de miogénese em
células ndo musculares, tais como os fibroblastos, resultando na formacao de
células miogénicas. Estudos sobre a fungdo dos MRFs revelaram uma hie-
rarquia genética em que MyoD e Myf5 sdo mais homologos entre si, sdo ex-
pressos em mioblastos antes da diferenciacdo e sdo necessarios para a de-
terminacgéao ou sobrevivéncia das células progenitoras musculares. Enquanto
a miogenina e o MRF4 sdo mais homdlogos entre si do que os outros e
sdo expressos no processo de diferenciacdo (Megeney & Rudnicki, 1995).
Esta hierarquia € demonstrada pela total auséncia de tecido muscular em
camundongos duplo Knockout MyoD:Myf5 e pela observagéao de que, nestes
animais, as células progenitoras musculares permanecem multipotentes e
contribuem para o desenvolvimento de tecidos ndo musculares do tronco e
dos membros (Rudnicki et al., 1993; Kablar et al., 1998).

Os mioblastos que saem do ciclo celular, que expressam Myf5 e MyoD, tor-
nam-se miocitos diferenciados e iniciam a expressdo de miogenina e MRF4,
0s quais regulam a diferenciagdo dessas células em fibras musculares, quan-
do os mioblastos se proliferam e se fundem para dar origem aos miotubos
(Megeney & Rudnicki, 1995). Embrides deficientes em miogenina morrem no
periodo perinatal devido a deficiéncia na diferenciagao dos miécitos, eviden-
ciada pela quase total auséncia de fibras musculares nesses mutantes (Hasty
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et al., 1993; Nabeshima et al., 1993). Similarmente, camundongos deficientes
em MRF4 demonstram uma série de fendtipos consistentes com seu papel
na diferenciagdo dos miécitos durante a miogénese (Patapoutian et al., 1995;
Rawls et al., 1995; Yoon et al., 1997).

A regulagéo negativa da miogénese é feita por fatores de crescimento séricos
e peptidicos, como TGF- e FGF, sendo que a miostatina (MSTN), que € um
membro da superfamilia TGF-3, regula negativamente a miogénese por meio
da inibicdo da proliferagdo (Thomas et al., 2000) e da diferenciacéo de mioblas-
tos (Langley et al., 2002). A regulagéo negativa destes processos miogénicos
leva a hiperplasia e hipertrofia muscular, fazendo com que um animal possua ao
nascimento o dobro de fibras musculares de um animal normal (Lopes, 2010).

A proteina MSTN madura inibe a proliferacao dos mioblastos, mantendo-os
nas fases G0/G1 e G2 do ciclo celular, diminuindo, assim, a progressao dos
mioblastos para a fase S, na qual ocorre a sintese de DNA (Dias Correia &
Dias Correia, 2006). Este efeito esta associado ao aumento da expressao do
inibidor da quinase dependente da ciclina p21 (regulagdo positiva), a dimi-
nui¢cdo dos niveis e da atividade da quinase-2 dependente da ciclina (Cdk2)
(regulagéo negativa) e a hipofosforilagdo da proteina Rb (pRb) (Thomas et
al., 2000). Enquanto a inibicao do processo de diferenciacao de mioblastos
€ dependente da concentracdo de MSTN no meio e esta associada a dimi-
nuicdo da expressado dos genes regulatérios miogénicos que codificam os
fatores de transcricdo MyoD, Myf5, miogenina e p21 (Langley et al., 2002).

Um modelo para a agédo da MSTN em mamiferos sugere que, na auséncia de
outros reguladores miogénicos, esta proteina inibe a hiperplasia do mioblasto
ao estimular a sua retirada do ciclo celular e atrasa a etapa de diferenciagao
induzindo a quiescéncia celular. Estudos recentes sugerem ainda que a quies-
céncia celular induzida por MSTN é reversivel e esta associada a expressao
reduzida dos fatores reguladores miogénicos Pax-3, Myf-5 e MyoD (Amthor et
al., 2006). Portanto, é impreciso descrever as agdes da MSTN como apenas
inibitorias. Na verdade, esta proteina inicia a primeira etapa no processo de
diferenciacao, a retirada do ciclo celular e evita a apoptose das células quies-
centes. Seus efeitos negativos na hipertrofia das miofibras sdo devidos em
parte a inibicao da ativacao, proliferagcdo e/ou renovagao das células satélites,
porque a fusdo destas células com as miofibras existentes € amplamente res-
ponsavel pelo crescimento muscular pos-natal (Figeac et al., 2007).
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Como outros membros da superfamilia TGF-3, a MSTN ¢é sintetizada como
uma proteina precursora de 375 aminoacidos (Figura 5). Esta proteina ina-
tiva contém um nucleo N-terminal (NH2) de aminoacidos hidrofébicos, que
atua como uma sequéncia sinal, de 24 aminoacidos (peptideo sinal - PS),
um dominio pro-peptideo e um dominio carboxi-terminal (C-terminal - COOH)
com nove aminoacidos de cisteina conservados que sdo usados para ho-
modimerizacao e formagéo da estrutura de “n6 de cisteina”, sendo esta uma
caracteristica marcante dos membros da superfamilia TGF-3 (McPherron et
al., 1997; Sharma et al., 2015).

Para a producao da forma ativa da miostatina séo realizadas duas clivagens
enzimaticas separadas, a primeira para remover o PS N-terminal e a segunda
para clivar o dominio do pré-peptideo no sitio conservado RSRR (R, arginina;
S, serina - aminoacidos de 264 a 267), resultando, assim, em um peptideo
N-terminal associado a laténcia (LAP) de 36/40 kDa e um peptideo C-terminal
de 12,5/26 kDa, que é a forma madura e biologicamente ativa da proteina.
Uma vez ativado, o dominio C-terminal da MSTN ¢é capaz de se ligar a re-
ceptores e ativar o sinal de transdugado em cascata na célula alvo, induzindo
sua fungao biolégica (McPherron et al., 1997; Lee & McPherron, 2001; Joulia-
Ekasa & Cabello, 2006; Sharma et al., 2015).

nt419 Q204X E291X
1 24 l l (264-267) l 375aa
NH, PS Pro-peptideo RSRR | Peptideo ativo | COOH
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Figura 5. Estrutura da proteina precursora da miostatina. Os trés dominios representa-
dos neste esquema sao: peptideo sinal (PS), pro-peptideo e peptideo ativo. RSRR é o
sitio de processamento proteolitico. A seta vermelha representa a clivagem enzimatica
que ocorre no sitio RSRR, dando origem ao peptideo N-terminal associado a laténcia
(LAP) e ao peptideo C-terminal maduro. As setas pretas indicam as posigoes relativas
das seis mutagdes disruptivas que ocorrem naturalmente no gene MSTN, que inativam a
proteina e sdo responsaveis pelo aumento do crescimento muscular observado em algu-
mas ragas bovinas. Adaptado de Joulia-Ekaza & Cabello (2006) e Sharma et al. (2015).
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A importancia do processamento proteolitico da proteina MSTN é bastante
clara, pois uma mutagao no sitio de processamento RSRR, que altera este si-
tio para os aminoacidos GLDG (G, glicina; L, leucina; D, aspartato) leva a hi-
pertrofia proeminente do musculo esquelético em camundongos transgénicos
que expressam MSTN sem seu local de clivagem normal (dnMS). De acordo
com Zhu et al. (2000), camundongos transgénicos exibiram um aumento na
massa muscular esquelética como resultado de hipertrofia muscular generali-
zada, sendo que ndo foi observado aumento na hiperplasia, sugerindo, nesse
caso, que o efeito hipertréfico da miostatina foi independente de seu efeito
hiperplasico. A massa muscular média de camundongos dnMS machos au-
mentou 17%, 35% e 23% para gastrocnémio, triceps braquial e quadriceps,
respectivamente, em relagéo aos individuos controles da mesma ninhada. A
massa muscular individual das fémeas dnMS também foi maior, apresentan-
do 16% para gastrocnémio, 21% para triceps e 28% para quadriceps.

Em comparagao com camundongos dnMS, camundongos totalmente nulos
para miostatina mostraram massas musculares que eram quase o dobro do
musculo normal (McPherron et al., 1997). Além disso, esse aumento acen-
tuado da massa muscular foi associado tanto a hipertrofia quanto a hiperpla-
sia (McPherron et al., 1997). A diferenga na massa muscular observada em
camundongos dnMS e miostatina nula provavelmente resulta da dominancia
incompleta de dnMS, de modo que a dimerizagao e a clivagem da miostatina
normal ndo é totalmente bloqueada em camundongos dnMS. A expressao
do transgene dnMS produziu uma diminuicdo de 23% a 40% na miostati-
na processada, e esse grau de reducéo foi paralelo ao aumento da massa
muscular. Assim, niveis mais baixos de inibicdo da miostatina podem afetar
a hipertrofia, enquanto niveis mais altos de inibicdo da miostatina podem ser
necessarios para alterar a hiperplasia (Zhu et al., 2000).

Um dos modos de regulagcdo pos-transcricional de genes & por meio da
acao de microRNAs (miRNAs), que sdo pequenas moléculas de RNA nao
codificantes (20-25 nucleotideos), altamente conservadas, que regulam a ex-
pressao génica através da ligagdo com sequéncias de complementaridades
imperfeitas de RNA mensageiro (MRNA) (He & Hannon, 2004). Esta se tor-
nando cada vez mais evidente que a regulacdo de miRNAs de mRNAs repre-
senta uma maneira eficaz de interferir na fungao génica agindo no nivel de
traducao de proteinas. Isso ocorre quando o miRNA tem como alvo a regido
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3’ UTR de transcritos por pareamento imperfeito de bases e fungdes para ini-
bir a traducdo. Em alguns casos, a degradacao de mRNA alvo também & um
mecanismo ou uma consequéncia da supressdo mediada por miRNA (Stefani
& Slack, 2008). Os miRNAs demonstraram desempenhar papéis criticos no
desenvolvimento do musculo esquelético, bem como na regulagéo da prolife-
ragéo e diferenciagdo das células musculares (Sayed & Abdellatif, 2011). Ao
regular a expressao génica, os miRNAs podem desempenhar um papel na
modulagao da hipertrofia do musculo esquelético.

Clop et al. (2006) relataram pela primeira vez o envolvimento de miRNAs na
regulacao da miostatina em ovelhas Texel, que expressavam baixos niveis de
MSTN concomitante com um fenétipo de hipertrofia muscular. Os autores re-
lataram um polimorfismo de nucleotideo Unico (transicédo G para A) na regiéo
3’ UTR do gene MSTN, que cria um sitio alvo para os miRNAs musculo-es-
pecifico miR1 e miR206, resultando na inibicdo da miostatina e no aumento
da musculatura dos animais Texel. Apos esta descoberta inicial, surgiram re-
latos adicionais na literatura destacando a regulagcdo da MSTN por miRNAs,
incluindo miR-27a, miR-27b, miR-208a, miR-208b e miR-499 (Allen & Loh,
2011; Chen et al., 2013; Miretti et al., 2013; McFarlane et al., 2014).

Adipogénese e miostatina

Sabe-se que a proteina MSTN ¢é expressa, predominantemente, durante a em-
briogénese no tecido muscular esquelético; em niveis variados nos musculos de
individuos adultos e, no tecido adiposo em niveis significativamente mais baixos
(McPherron & Lee, 2002). Além disso, alguns trabalhos mostram que a MSTN
também pode ser detectada nas glandulas mamarias (Ji et al., 1998), no teci-
do cardiaco (Sharma et al., 1999), baco, linfécitos (Lyons et al., 2010), placenta
(Mitchell et al., 2006) e no tecido muscular da glandula uterina (Kim et al., 2001).

Enquanto a influéncia da MSTN no musculo esta razoavelmente bem esta-
belecida, seus efeitos no tecido adiposo e em outros tecidos permanecem
ainda obscuros. Cabe ressaltar que o musculo esquelético e o tecido adiposo
se desenvolvem a partir das mesmas células-tronco mesenquimais e que
evidéncias ja foram obtidas demonstrando que o gene MSTN pode regular a
adipogénese nas fases de determinagéo e diferenciagédo, nas quais células-
tronco multipotentes se tornam adipoblastos e pré-adipécitos se convertem



Musculatura dupla: viséo geral dos mecanismos de acdo do gene MSTN 27
e sua relevancia para bovinos de corte

em adipdcitos maduros, respectivamente (Algire et al., 2013). Entretanto, a
funcéo do gene MSTN na adipogénese € controversa, pois em pré-adipécitos
ele pode inibir a adipogénese, enquanto em células-tronco pluripotentes pode
promové-la (Deng et al., 2017).

Em seu estudo inicial, McPherron et al. (1997) ndo observaram qualquer in-
fluéncia da proteina MSTN no tecido adiposo de camundongos portadores
de uma mutagédo direcionada no gene MSTN (knockout — KO ou nulos para
miostatina = MSTN ) de 16 semanas. Os camundongos KO apresentaram
um aumento generalizado na massa muscular esquelética, levando a um au-
mento de 25% a 30% no peso corporal total dos trés aos seis meses de
idade e com os musculos individuais pesando quase o dobro dos musculos
dos camundongos do tipo selvagem. Em concordéncia com estes resultados,
nenhuma alteragéo foi observada por Whittemore et al. (2003) na massa adi-
posa de camundongos adultos quando a MSTN foi inibida por meio de um
anticorpo bloqueador.

No entanto, McPherron e Lee (2002) quando compararam camundongos tipo
selvagem (MSTN **) com camundongos MSTN -~ de dois a 10 meses de ida-
de verificaram que, ao contrario dos camundongos MSTN **, os MSTN - ndo
continuaram a ganhar peso além dos seis meses de idade, de modo que por
volta dos nove aos 10 meses de idade, os pesos corporais totais de camun-
dongos MSTN ** foram comparaveis aos dos camundongos MSTN . A fim
de determinar se a normalizagédo dos pesos corporais entre estes dois genoé-
tipos foi resultado de uma normalizagdo dos pesos musculares individuais,
os autores compararam os pesos dos musculos triceps, peitoral, quadriceps,
gastrocnémio, plantar e tibial anterior dos dois grupos experimentais. Para to-
dos os musculos avaliados, as diferencas em pesos foram evidentes mesmo
na idade mais jovem (dois meses) e foram mantidas em animais mais velhos.
Além disso, em todas as idades examinadas, os camundongos heterozigotos
MSTN *- apresentaram pesos musculares intermediarios entre os camundon-
gos homozigotos MSTN ** e os MSTN -, sugerindo que o efeito da miostatina
na massa muscular & dependente da dose (McPherron & Lee, 2002).

Diante destes resultados, McPherron e Lee (2002) investigaram a possibilida-
de de que 0 aumento no peso corporal em camundongos homozigotos MSTN
** mais velhos foi devido a uma maior taxa de acimulo de gordura. Embora
as analises dos pesos das camadas de gordura individuais nao tenham re-
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velado diferencas entre os camundongos do tipo selvagem e os nulos para
miostatina aos dois meses de idade, por volta dos nove aos 10 meses a
massa de gordura corporal em alguns animais aumentou até nove vezes em
comparagao com os camundongos de dois meses de idade. Em contraste,
todos os camundongos MSTN -~ examinados entre nove a 10 meses perma-
neceram magros com relativamente pouco ganho de peso na gordura duran-
te o intervalo de sete a oito meses. A massa de gordura corporal total média
foi reduzida em 70% em camundongos MSTN - com oito meses de idade. Os
niveis de leptina sérica foram positivamente correlacionados as quantidades
de gordura corporal total em animais individuais e, portanto, também foram
significativamente reduzidos em camundongos sem miostatina. Desta forma,
as diferengas no ganho de peso corporal total ao longo do tempo parecem
resultar de diferengas no acimulo de gordura (McPherron & Lee, 2002).

Corroborando estes resultados, Lin et al. (2002) relataram que, em 12 sema-
nas, o peso da massa de gordura, o conteudo de lipidios totais e a secrecao
de leptina de camundongos KO foram significativamente reduzidos, enquanto
o conteudo de MSTN total foi significativamente aumentado em relagéo aos
valores obtidos para camundongos do tipo selvagem, embora os pesos cor-
porais tenham sido semelhantes nos dois grupos experimentais. Como conse-
quéncia, os autores concluiram que dele¢des no gene MSTN também afetam
a massa do tecido adiposo, reduzindo o acumulo de gordura de camundongos
com deficiéncia de proteina MSTN a medida que sua idade aumenta.

Guo et al. (2009) também demostraram que camundongos KO exibiram dras-
tico aumento na massa muscular, redugéo significativa da massa gorda e au-
mentos na utilizacao da glicose e da sensibilidade a insulina, contudo, nenhu-
ma mudanca na taxa de oxidagéo de lipidios totais foi observada por estes
autores. De acordo com Morissette et al. (2009), camundongos idosos nulos
para MSTN também apresentaram o percentual de gordura corporal menor
quando comparados com camundongos selvagens. Diminuicdo do acumulo
de gordura e aumento da massa muscular também foram observados em
ratos KO (Gu et al., 2016) e em suinos KO em comparagdo com animais do
tipo selvagem (Qian et al., 2015).

No entanto, niveis elevados de miostatina foram relatados em camundongos
e humanos que sofriam de obesidade (Allen et al., 2008; Hittel et al., 2009).
Hittel et al. (2009) demonstraram um aumento de 2,9 vezes na expressao da
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proteina MSTN no musculo esquelético de mulheres extremamente obesas e
com resisténcia a insulina, quando comparadas com mulheres ndo obesas e
saudaveis, resultando em elevada quantidade de miostatina circulante. Além
de regular o crescimento muscular, afetar o metabolismo da glicose e da
gordura, estar associada ao desenvolvimento de obesidade, de resisténcia
a insulina e de diabetes tipo 2, altos niveis de miostatina também estao rela-
cionados a perda de massa muscular observada durante o cancer (Aversa et
al., 2012), em infecgéo pelo HIV (Gonzalez-Cadavid et al., 1998), doenca he-
patica (Garcia et al., 2010), doenga pulmonar obstrutiva crénica (Ju & Chen,
2012) e durante o envelhecimento (McKay et al., 2012).

Estes relatos mostram que progressos consideraveis na compreensao das
fungbes da miostatina foram feitos desde a sua descoberta em 1997 e, con-
forme aumenta o desenvolvimento das pesquisas, fica cada vez mais claro
que, além de seu papel convencional no musculo, esta proteina também de-
sempenha um papel critico no metabolismo animal como um todo.

Caracteristicas fisicas e fisiologicas de
bovinos com musculatura dupla

Uma caracteristica importante na identificagdo de um animal com MD pode
ser observada logo apds o seu nascimento, pois bezerros recém-nascidos
com este fenodtipo apresentam a lingua bastante aumentada. Em alguns ca-
so0s, a lingua ocupa completamente a boca, fazendo com que haja dificuldade
ou até mesmo impossibilidade do bezerro se alimentar. Esta condic&o é cha-
mada de macroglossia e, geralmente, desaparece apds algumas semanas de
vida (Goyache et al., 1996).

Bovinos que exibem MD em grau extremo apresentam todos os musculos
do corpo aumentados, embora a parte traseira seja a regido mais eviden-
te observada na sua aparéncia, especialmente na regido do quarto traseiro,
onde os musculos sao protuberantes com seus limites e contornos bem visi-
veis sob a pele. Segundo Oliver e Cartwrigth (1968), citado por Teixeira et al.
(2006), o contorno geral da anca ou garupa bovina foi descrito pela primeira
vez por Dechambre em 1910, que evidenciou nos animais MD uma garupa
com aparéncia inclinada em relagdo a garupa considerada normal. O au-
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mento dos musculos da garupa resulta em sulcos subcutaneos, que podem
ser observados em cada lado das vértebras sacrais, sendo que os musculos
desta regido também se mostram bem definidos. A cauda destes animais &
mais ligada ao corpo e seu inicio € mais proeminente e bem definido (Arthur,
1995; Goyache et al., 1996).

Quando observada lateralmente, a regido mediana do corpo &, notadamente,
diferente da mesma regido dos individuos normais. Animais com a sindrome
MD sao mais longos da escapula a garupa e apresentam o abdémen menor
e retraido. A regido da escapula também é aumentada, embora n&o tao ex-
pressivamente como a regiao posterior. O pescogo parece ser menor € mais
grosso, arqueado acima da clavicula, devido ao aumento dos musculos desta
regido (Oliver & Cartwright, 1968; Teixeira et al., 2006). Devido a estas ca-
racteristicas, apresentam alto rendimento de carcacga, que esta intimamente
relacionado a redugéo no tamanho da maioria dos 6rgéos vitais, como co-
ragdo, pulmdes e rins. Como consequéncia, esses animais podem ser mais
susceptiveis a claudicagdo (doenga vascular que causa manqueira nos ani-
mais), doencas respiratorias, urolitiase (calculo renal) e estresse nutricional,
resultando em menor robustez. Dessa forma, sua capacidade de ingestéo
de ragao é reduzida, necessitando de uma dieta com maior densidade de
nutrientes, de proteinas e rica em energia (Fiems, 2012).

Animais hipertréficos presentam também reduzida quantidade de gordura, tan-
to subcutanea quanto intramuscular; menor proporgao de acidos graxos satu-
rados (Saturated Fatty Acids - SFA) e de monoinsaturados (Monounsaturated
Fatty Acids - MUFA); maior propor¢ao de acidos graxos poli-insaturados
(Polyunsaturated Fatty Acids - PUFA); elevada porcentagem de fibras bran-
cas (Tipo II); menor teor de hemoglobina e mioglobina; menor quantidade de
mitocdndrias; menor densidade capilar; diminuicdo da capacidade de reten-
¢ao de agua; bem como uma reduzida quantidade de colageno e de tecido
conjuntivo, fazendo com que produzam uma carne mais tenra e mais palida
do que bovinos considerados normais (Olivan et al., 2004; Teixeira et al.,
2006; Chelh et al., 2009; Sevane et al., 2014; Fiems, 2012).

Ademais, bovinos MD possuem baixa capacidade de dissipagao do calor,
sendo que durante estresse caldrico a temperatura retal aumenta mais rapi-
damente e ha produgao anormal ou maior de calor. Por apresentarem capa-
cidade respiratéria reduzida, sdo mais susceptiveis a hipoxia alveolar (troca
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gasosa inadequada na membrana capilar-alveolar), hipoxemia (baixa con-
centracao de oxigénio no sangue) e broncopneumonia grave (Gustin et al.,
1987; Cambier et al., 2000), fazendo com que necessitem de cuidados extras
em relagao as praticas de bem estar animal (Fiems, 2012). Além destes pro-
blemas, animais hipertréficos mostram sinais de fadiga mais rapido do que
0s normais apos exercicios severos, podendo provocar morte subita. Esta
exaustao pode ser decorrente de acidose metabdlica responsavel pela redu-
¢ao da circulagédo do sangue, devido ao volume de sangue e a contagem de
hematécritos serem menores, levando a deficiéncia no transporte de oxigé-
nio, por um lado, e reducao da atividade metabdlica aerébica do musculo do
animal MD, por outro (Teixeira et al., 2006). Como a densidade capilar é me-
nor nos animais com hipertrofia muscular, o suporte de nutrientes em ossos e
cascos também pode ser prejudicado (Fiems, 2012).

Com excegéao de evidéncias sobre susceptibilidade a claudicacao e a distur-
bios respiratérios, ndo ha indicagdo clara de que os animais MD tenham a
fungdo imunolégica reduzida. Entretanto, sabe-se que reducdes na gordura
corporal total estdo correlacionadas com imunidade prejudicada. Além disso,
a expressdo de MSTN foi detectada no bago de camundongos, sugerindo
que esta proteina pode influenciar o desenvolvimento de células imunes em
mamiferos e desempenhar um papel importante na modulagéo da fungéo do
sistema imunoldgico durante condigdes de estresse (Fiems, 2012).

Comparados a bovinos normais, animais com MD também apresentam os
ossos mais finos, podendo causar uma alta frequéncia de fraturas; reducao
no desenvolvimento do osso do quadril; aumento do peso do bezerro; dificul-
dade de parto aumentada (distocia); aumento de mortalidade perinatal em
vacas; aumento do intervalo entre partos; redugéo da fertilidade; diminuigédo
do fluxo sanguineo uterino e umbilical; aumento de abortos e de natimortos;
redugao da viabilidade do bezerro; diminuicao na quantidade de foliculos em
desenvolvimento nos ovarios; e, diminuigéo da qualidade do sémen (Oliver &
Cartwright, 1968; Olivan et al., 2004; Teixeira et al., 2006; Fiems, 2012). Em
ambos 0s sexos, a genitalia externa apresenta caracteristicas infantilizadas.
Nos machos, os testiculos, além de menores, possuem menor volume de
sémen e ficam mais préximos da parede abdominal (Kieffer & Cartwright,
1980; Michaux & Hanset, 1981). Em fémeas, outra desvantagem que surge é
a redugao da produgéo leiteira (Hanset, 1991).
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A sindrome MD também pode ser um fator predisponente para doengas con-
génitas como artrogripose (malformacdo das articulagées), distonia muscular
congénita | e Il (movimentos involuntarios que provocam contragdes musculares
alteradas, modificando a postura, causando dor e dificultando a mobilidade do
animal), sindrome da cauda torta, nanismo, hamartoma (tumor benigno) e ges-
tacdo prolongada. Frequentemente, sdo realizados testes genéticos para avaliar
a presenga das mutagdes que sao responsaveis por estes disturbios em touros
da raga Belgian Blue, visando a redugéo de perdas econdmicas (Fiems, 2012).

Apesar de muitas limitagdes, caracteristicas como: maior rendimento de car-
caca; producado, em média, de 20% mais carne por animal; menor peso 0s-
seo; melhor converséao alimentar, apesar da ingestao voluntaria de ragéo ser
reduzida; carne mais clara, mais magra e mais macia, com teor de colageno
reduzido, elevado grau de umidade e de proteina; teor reduzido de gordura
total; maior relagdo de PUFA:SFA; maior conversao de acidos graxos 6me-
ga-3; e, alta proporcao de cortes de carne com melhor valor de mercado,
sdo muito positivas no aspecto econémico, desde que sejam levadas em
consideracao, principalmente, alimentacdo, manejo e condicbes de abate
adequadas. Do ponto de vista dos cortes da carcaga, muitos produtores con-
sideram estes animais ideais, uma vez que a forma do corpo corresponde
a conformacgéo que os caracterizam como animal tipo “corte” (Olivan et al.,
2004; Safnudo et al., 2004; Biagini & Lazzaroni, 2005; Teixeira et al., 2006;
Sevane et al., 2014).

Diante deste cenario, alguns produtores tém relevado os custos com tais pro-
blemas, levando a selecao sistematica de animais hipertréficos ou 0 seu uso
em programas de cruzamentos (Karim et al., 2000). Entretanto, na pratica
nem sempre é facil equilibrar os gastos com manejos pré e pds abate com os
lucros que poderéao ser obtidos com a producao de bovinos MD que apresen-
tem bom desempenho, sejam saudaveis e produzam carne de boa qualidade.
A Figura 6 resume o impacto dessa sindrome em algumas caracteristicas de
importancia econdmica para a bovinocultura de corte.

A expressao das caracteristicas conferidas pelo fenétipo MD é extremamen-
te variavel e dependente da heranga genética. Em um rebanho, poucos, ou
mesmo nenhum animal, apresentardo todas as caracteristicas observadas
nesta sindrome. Além disso, algumas caracteristicas se expressarao em in-
tensidades mais severas e outras mais discretas, existindo a possibilidade de
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Figura 6. Impacto da sindrome da musculatura dupla em algumas caracteristicas de
importancia econdmica em bovinos de corte. Adaptado de Fiems (2012).

que a expressao das caracteristicas principais seja diferente para diferentes
ragas. Segundo Teixeira et al. (2006) todos estes pontos devem ser conside-
rados quando um rebanho é avaliado fenotipicamente.

Utilizando as caracteristicas principais € mais evidentes da MD varios au-
tores elaboraram critérios fenotipicos para classificar os animais com base
em inspecao visual. Em 1962, Neuvy e Vissac sugeriram a avaliagéo de 10
caracteristicas para descrever a sindrome MD, com valores crescentes em
funcdo da intensidade com que se apresentavam, sendo 0 para intensidade
baixa, 1 para intermediaria e 2 para alta. Os fenétipos considerados por estes
autores e os periodos mais adequados que eles devem ser avaliados foram:
macroglossia, hipertrofia da escapula, hipertrofia muscular da coxa, presencga
de sulcos cutaneos e retragdo do ventre, de trés meses a um ano; compa-
cidade geral, aprumos, ossos mais finos, inclinagdo da garupa e cauda, em
qualquer periodo da vida (Teixeira et al., 2006).

Em 1965, Charlet e Poly consideraram para avaliagéo visual as caracteristi-
cas de macroglossia, hipertrofia dos musculos da escapula e dos musculos
da coxa; o corpo mais largo em relagéo a altura; redugcdo do abdémen; in-



34 DOCUMENTOS 289

clinagdo da garupa; cauda com insergao mais alta, ressaltada pela convexi-
dade da nadega (cauda em cajado); presenca de sulcos entre os musculos;
posi¢do das pernas; e, pernas dianteiras com ossos mais finos. Os animais
analisados por estes critérios recebiam, conforme a sua aparéncia, escores
onde 0 = normal, 1 = intermediario e 2 = hipertrofia muscular. Esses valores
eram somados e, com base no valor total, o animal classificado de zero a seis
era considerado normal, de sete a 12 era intermediario ou heterozigoto e de
13 a 20 era hipertréfico (Teixeira et al., 2006).

Trés anos depois, Oliver e Cartwright (1968) adotaram um sistema de clas-
sificagdo baseado na avaliagdo geral, determinando como escore 1 os ani-
mais que ndo mostravam fenoétipos para a sindrome MD; 2 eram aqueles que
apresentavam fenoétipos muito discretos; 3 eram os animais que mostravam
caracteristicas mais evidentes; e, 4 aqueles com fendtipos extremos de hiper-
trofia muscular. Esses autores acreditavam que os individuos classificados
como 1 e 4 incluiam todos os homozigotos normal e MD, respectivamente, e,
talvez, alguns heterozigotos. Enquanto aqueles classificados como 2 e 3 se-
riam, em sua maioria, 0s heterozigotos e, talvez, alguns poucos homozigotos
com variagao no grau de expressao (Teixeira et al., 2006).

Em 1972, Valls Ortiz e colaboradores utilizaram o sistema de avaliagao vi-
sual proposto por Neuvy e Vissac (1962) para classificar animais da raga
Charolés. Eles somaram o valor obtido para cada uma das 10 caracteristicas
avaliadas e determinaram que até seis o animal devia ser considerado nor-
mal, de seis a nove ele apresentava um fenoétipo intermediario e maior que
nove o individuo era considerado hipertrofico (Teixeira et al., 2006).

Apesar do esforgo de diferentes pesquisadores para desenvolver um sistema
de inspegéo visual acurado nenhum deles € eficaz e objetivo, sendo este tipo
de avaliacdo apenas uma tentativa de identificar os animais heterozigotos.
Além disso, em nenhuma das tentativas de classificagao descritas acima fo-
ram considerados os manejos nutricional e sanitario, que podem influenciar
consideravelmente na definicdo dos escores (Goyache et al., 1996).

A partir da década de 1980, o desenvolvimento e a popularizagao das téc-
nicas de biologia molecular permitiram a analise direta do DNA em toda a
sua extensdo. Atualmente, por meio de diferentes técnicas de biologia mo-
lecular é possivel estudar genes ou regides do genoma responsaveis pela
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expressao de caracteristicas fenotipicas de interesse zootécnico em animais
de producédo. Dessa forma, a identificacdo de individuos portadores de alelos
mutados no gene MSTN pode ser feita por meio de testes de DNA, tornan-
do, assim, mais eficiente o processo de selegcao dos animais que serdo os
pais da proxima geracao. A utilizagdo de metodologias de biologia molecular
para a identificacdo de mutagbes e genotipagem de rebanhos surgiu como
um complemento as metodologias tradicionalmente empregadas no melhora-
mento genético animal.

Associagao de mutagdes no gene
MSTN com fendtipos de interesse

Vantagens e desvantagens da produgéo de bovinos de corte com a sindrome
MD sao relatadas em muitos trabalhos cientificos, nos quais as mutagbes
encontradas no gene MSTN sé&o associadas com caracteristicas fenotipicas
de interesse econdmico. Neste contexto, sdo apresentados a seguir resulta-
dos de pesquisa que foram obtidos com algumas racas de bovinos de corte
criadas em diferentes sistemas de producgao.

Allais et al. (2010) avaliaram as frequéncias das mutagdes disruptivas Q204X
e nt821 nas ragas Charolés, Limousin e Blonde d’Aquitaine e o efeito de uma
Unica copia do alelo inativo em caracteristicas de carcaga, musculares e de
qualidade de carne. Para tanto, foram analisados 1.114 animais Charolés,
1.254 Limousin e 981 Blonde d’Aquitaine, abatidos de 2004 a 2006, partici-
pantes de testes de progénies e filhos de 48, 36 e 30 touros, respectivamen-
te. Os gendtipos para as duas mutagbes foram determinados para todos os
bezerros, 78% das maes e todos os reprodutores.

Foram registrados peso ao nascer, ganho médio didrio durante a engorda,
idade, peso vivo ao final da engorda, peso de carcaga quente, rendimento de
carcaga, escores de musculatura e de gordura. Além destas caracteristicas
registradas rotineiramente, outras medi¢des foram coletadas especificamen-
te para este estudo, como: gordura interna (pélvica e renal); diminui¢gdo da
temperatura da carcaca durante o resfriamento; area de olho de lombo (AOL)
e pH, medidos na sexta costela; conteudo de lipidios; de colageno e éarea
média da seg¢ado das fibras musculares, medidos na sétima costela; razéao
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da AOL para a area média da secao da fibra, calculada como uma estimati-
va aproximada da hiperplasia no musculo Longissimus thoracis; e qualidade
da carne avaliada por meio de painel sensorial e da for¢ga de cisalhamento
Warner-Bratzler (Allais et al., 2010).

De acordo com os autores, como nao foram observados animais com duas
copias do alelo mutado, tanto para Q204X quanto para nt821, em nenhuma
das racas avaliadas, uma estimativa imparcial da frequéncia dos alelos mu-
tados foi calculada a partir das frequéncias observadas nas matrizes hetero-
zigotas, dado que elas formavam uma amostra representativa de cada raga.
Como os touros sao selecionados por empresas de inseminacao artificial de
acordo com seus objetivos de selecéo eles podem nao ser representativos
de toda a populacao. Assim, a frequéncia do alelo Q204X inativo foi estimada
em 6,50% na raga Charolés e em menos de 1% nas ragas Limousin (0,70%)
e Blonde d’Aquitaine (0,65%). Na raga Limousin, a frequéncia do alelo inativo
nt821 foi de 2,20% e na raga Charolés foi de 0,05%, sendo encontrado ape-
nas em uma matriz e um bezerro. Na raga Blonde d’Aquitaine, as frequén-
cias dos alelos nt821 e Q204X inativos foi de 0,65%. A propor¢ao de touros
heterozigotos para o alelo Q204X inativo na amostra Charolés (27,0%) foi
maior do que a proporgéo de maes heterozigotas, levando a uma frequéncia
de bezerros heterozigotos de 17,0% (191 animais) entre a progénie de teste.
Nenhum touro heterozigoto das ragas Blonde d’Aquitaine e Limousin foi en-
contrado para este alelo e, o alelo inativo nt821 foi observado em apenas um
unico touro heterozigoto da raga Limousin (2,80%) (Allais et al., 2010).

Estudos anteriores mostraram que animais Limousin com MD também sao
portadores da mutagédo F94L, na qual ocorre uma transversao de citosina para
adenina no éxon 1 do gene MSTN ocasionando a substituicdo de um aminoa-
cido fenilalanina por leucina (Grobet et al., 1998; Dunner et al., 2003). Esta
mutagao nao foi investigada por Allais et al. (2010), pois ela ndo esta presen-
te nas ragas Charolés e Blonde d’Aquitaine. Em 1998, Grobet e colaborado-
res, observando animais que nao apresentavam desenvolvimento muscular
acentuado, mas que eram homozigotos para o alelo mutado F94L, concluiram
que esta variante ndo interfere na atividade da proteina MSTN. No entanto,
resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa mostraram efeito signifi-
cativo desta mutagdo em caracteristicas de interesse econémico em animais
cruzados Limousin X Wagyu (Alexander et al., 2009) e Limousin X Jersey
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(Esmailizadeh et al., 2008; Lines et al., 2009). De acordo com Esmailizadeh
et al. (2008), esta variante apresenta efeitos menos expressivos em animais
homozigotos para o alelo F94L, que exibem um fenétipo intermediario quando
comparados com animais portadores de mutagdes disruptivas.

Mesmo que Allais et al. (2010) nao tenham investigado a associa¢do entre ca-
racteristicas de qualidade de carcaca e carne e os genotipos F94L, a presenca
de uma cépia de um dos alelos inativos da miostatina (Q204X ou nt821) mos-
trou aumentar o valor da carne de animais Limousin, apesar da baixa frequéncia
alélica observada. Estes autores, conduziram as analises estatisticas por raga e
observaram superioridade das caracteristicas de carcaca de bezerros portando
uma cépia do alelo inativo (Q204X ou nt821) sobre animais Charolés e Limousin
nao portadores destes alelos, mas as diferengas observadas nao foram signi-
ficativas para a raga Blonde d’Aquitaine. Animais jovens heterozigotos da raga
Charolés, portadores da mutagdo Q204X, apresentaram maior rendimento de
carcaga; maior AOL; carcaga com menor teor de gordura, tanto interna quanto
intramuscular; menor conteudo de colageno; maior nimero de fibras muscula-
res no musculo Longissimus thoracis; €, carne mais clara, mais macia e com
menor intensidade de sabor, do que os animais homozigotos normais.

Bovinos heterozigotos também foram ligeiramente mais pesados ao nascimen-
to do que os homozigotos normais, o que é consistente com os resultados
relatados em outros estudos (Casas et al., 1998, 1999, 2004; Short et al., 2002;
Wiener et al., 2009). Como consequéncia do aumento do peso ao nascer, as
dificuldades de parto também aumentaram significativamente, conforme ob-
servado por outros autores (Casas et al., 1999; Short et al., 2002; Wiener et
al., 2009). No entanto, na raca Piemontés, Short et al. (2002) apontaram que a
distocia foi aumentada em novilhas quando estas pariram bezerros com uma
ou duas copias do alelo inativo para a mutacdo C313Y, mas eles ndo encontra-
ram nenhum efeito quando bezerros com estes genoétipos nasceram de vacas.

Ainda com relacao a raga Piemontés, Casas et al. (1999) avaliaram a dificul-
dade de parto e os pesos obtidos em diferentes idades em animais homozi-
gotos para a mutagcado C313Y. Neste estudo, touros Angus (A), Hereford (H),
Piemontés (P), F1 Piemontés X Angus (PA) e F1 Piemontés X Hereford (PH)
foram acasalados com maes F1 (PA ou PH) para produzir descendentes com
25%, 50% e 75% de heranca piemontesa. Dessa forma, bezerros nascidos
em 1995 (n =82), 1996 (n = 75) e 1997 (n = 144) foram avaliados quanto aos
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pesos ao nascimento (PN, kg), desmame ajustado (P200, kg) e ao sobreano
(P365, kg) e para dificuldade de parto expressa como uma proporgéo de par-
to assistido. Além disso, o niumero de copias do alelo mutado para C313Y foi
avaliado em cada bezerro (0 = +/+; 1 = mh/+; 2 = mh/mh).

Estes autores observaram que conforme a proporgéo de sangue Piemontés
e 0 numero de cépias do alelo mutado aumentam nos cruzamentos a dificul-
dade de parto ou a necessidade de parto assistido e o peso ao nascimento
também aumentam (P = 0,01, dificuldade de parto; P = 0,0001, PN). Bezerros
com zero ou com uma coépia do alelo C313Y e 50% de heranga piemontesa
apresentaram proporcoes de 4% e 8%, respectivamente, de partos assisti-
dos. Enquanto os bezerros com 50% e 75% de heranga piemontesa e com
duas coépias do alelo mutado apresentaram 23% e 27% mais dificuldade de
parto, respectivamente. Para cada quilograma de aumento no peso ao nas-
cer, houve um aumento de 0,7% na dificuldade de parto (Casas et al., 1999).

Os animais heterozigotos (mh/+) foram 3,2 + 0,8 kg mais pesados ao nasci-
mento do que os homozigotos +/+ e apresentaram PN semelhante aos dos
animais homozigotos mh/mh. A diferenca observada entre os dois grupos de
homozigotos foi de 5,2 + 1,1 kg. Entretanto, a propor¢éo de heranga piemon-
tesa e a quantidade de cépias do alelo mutado nao influenciaram as caracte-
risticas relacionadas ao peso a desmama e ao sobreano (P > 0,05). Bezerros
mh/+ foram mais pesados no desmame do que os +/+ ou a média de ambos
0s grupos homozigotos, sendo as estimativas dessas diferencas de 9,1 + 4,0
kg e 8,8 + 3,2 kg, respectivamente. Para P365, os animais +/+ e os hetero-
zigotos foram mais pesados do que os mh/mh, apresentando uma diferencga
de 24,5 + 8,0 kg entre os grupos de bezerros mh/+ e mh/mh. Animais +/+
também foram mais pesados do que os mh/mh, sendo a diferenga observada
entre eles de 20,0 + 8,0 kg (Casas et al., 1999).

A partir destes resultados, Casas et al. (1999) concluiram que o uso de animais
da raca Piemontés com dois alelos mutados para MD é problematico em siste-
mas extensivos de produgao (a pasto), devido a necessidade de ter que auxiliar
a vaca durante o parto. Assim, para a utilizacdo de animais MD em pastagens
€ necessario manejar corretamente o rebanho com o intuito de produzir bezer-
ros somente com uma copia do alelo mutado, evitando, assim, a produgéo de
animais com hipertrofia muscular extrema. Este manejo propiciara aumento da
massa muscular e, consequentemente, da produgdo de carne, sem acarretar
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problemas no parto. Além disso, a criagdo de animais heterozigotos pode ser
uma opgao viavel quando o valor obtido com o aumento do rendimento do produ-
to no varejo € maior do que o aumento do custo associado a dificuldade de parto.

A diminuicdo do esqueleto e, principalmente, o reduzido desenvolvimento do
0sso do quadril também podem afetar o desempenho reprodutivo de animais
com hipertrofia muscular. Arthur et al. (1988) verificaram que a incidéncia de
distocia foi maior entre vacas com MD do que entre vacas normais, 19% e 6%,
respectivamente. A altura, largura e a area da abertura pélvica foram significati-
vamente menores (P < 0,05) nas vacas MD do que nas vacas normais, indican-
do que a maior incidéncia de distocia e mortalidade perinatal em bovinos com
hipertrofia muscular pode ser atribuida, pelo menos parcialmente, a menor area
de abertura pélvica em animais portadores da sindrome da musculatura dupla.

A composigao racial média das vacas na populagdo MD no inicio deste estudo
era de, aproximadamente, 47% Angus, 14% Charolés, 14% Galloway, 14%
Hereford e 11% de outras racas. Bovinos com pelo menos 50% de heranca
genética Hereford foram usados como o grupo normal (N). Cruzamentos re-
ciprocos entre os animais MD e N foram feitos em trés estagdes reprodutivas,
com acasalamentos MD X MD (touro x vaca), MD X N, N X MD e N X N. Todos
os touros MD apresentavam desenvolvimento muscular extremo e todas as
fémeas MD eram progénies de touros fenotipicamente MD e de vacas do
rebanho MD. Um total de 348 acasalamentos resultou em 247 partos nos
quatro tipos de acasalamento. Os resultados obtidos neste estudo estdo de
acordo com Short ef al. (2002), que também relataram uma diminuig&o linear
da drea pélvica em animais Piemontés com MD (Arthur et al., 1988).

Em 2004, Casas e colaboradores investigaram a associacado da mutagéo nt821
com mortalidade precoce de bezerros, caracteristicas de crescimento e compo-
sicdo de carcagca em uma populagao F2. Os animais avaliados foram obtidos a
partir de cruzamentos de vacas F1 com touros Charolés ou F1 Belgian Blue x
raga britanica, podendo ser Hereford ou Angus. As vacas F1 foram provenien-
tes de acasalamentos de vacas Hereford, Angus e MARC Il (1/4 Hereford, 1/4
Angus, 1/4 Pinzgauer e 1/4 Red Poll) em touros Hereford, Angus, Tuli, Boran,
Brahman ou Belgian Blue, sendo esta ultima racga a fonte do alelo mutado nt821.
A mortalidade precoce de bezerros foi examinada apenas em uma subpopula-
¢éo F2 (n = 154), derivada dos touros F1 acasalados com vacas F1 de touros
Belgian Blue, com o intuito de avaliar animais com zero, uma ou com duas
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copias do alelo mutado. Os autores observaram que o nimero total de descen-
dentes nao diferiu da propor¢éo esperada de 1: 2: 1 (homozigoto para o alelo
normal: heterozigoto: homozigoto para o alelo mutado), entretanto, uma compa-
racao entre bezerros que morreram antes do desmame e os que ficaram vivos
até o abate mostrou uma distribui¢cdo desigual entre os gendétipos (P <0,01). Os
bezerros com duas cépias do alelo nt821 mutado apresentaram maior probabili-
dade (P < 0,01) de morrer antes do desmame (Casas et al., 2004).

As caracteristicas de crescimento pds-desmame e de carcaga foram avalia-
das em 1.370 animais e incluiram pesos ao nascimento, a desmama, ao aba-
te, ganho médio diario pés-desmame, peso de carcaga quente, espessura
de gordura, area de olho de lombo, escore de marmoreio, classificagéo por
rendimento do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (Yield grade
USDA - quanto mais baixo o valor numérico da classe de rendimento, que vai
de 1 a 5, maior sera o rendimento esperado da carcaga em termos de cor-
tes prontos para comércio no varejo), estimativa de gordura renal, pélvica e
cardiaca, rendimento e peso de produto de varejo, rendimento e peso de gor-
dura, rendimento e peso de ossos e porcentagem de carcacgas classificadas
como Choice (Quality grade USDA - classes de qualidade da carne, da me-
Ihor para a pior: Prime, Choice, Select, Standard, Commercial, Utility, Cutter
e Canner). Os autores observaram que o efeito da miostatina foi significativo
para todas as caracteristicas analisadas (P < 0,05) (Casas et al., 2004).

Na subpopulagéo F2 gerada por touros Charolés (n = 645) foram avaliados
apenas animais com nenhuma ou com uma copia do alelo mutado, ja que a
mutacao nt821 ndo segrega nesta raga. Apesar da auséncia de animais com
duas copias, o efeito desta mutagéo foi detectavel para a maioria das ca-
racteristicas. Animais heterozigotos, carregando uma cépia do alelo mutado,
foram mais pesados ao nascer e ao desmame e apresentaram maior peso
de carcaga quente. Além disso, estes animais tinham maior area de olho de
lombo, menor classe de rendimento do USDA, maior rendimento e peso do
produto de varejo e maior rendimento e peso 6sseo (Casas et al., 2004).

Animais que nao possuiam nenhuma coépia do alelo mutado apresentaram
maior quantidade de gordura total do que aqueles que herdaram uma coépia,
exibindo, assim, maiores valores para espessura de gordura; rendimento e
peso de gordura; estimativa de gordura renal, pélvica e cardiaca; bem como
maiores pontuagdes para marmoreio (P < 0,05). Estes animais também apre-
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sentaram maior proporc¢ao de carcacgas classificadas como Choice (P < 0,05).
N&o foram observadas diferencgas significativas entre os animais com nenhu-
ma ou com uma coépia do alelo mutado para ganho de peso médio diario pos-
desmama e peso vivo (Casas et al., 2004).

Enquanto na populagéo gerada por touros F1 Belgian Blue x raga britanica (n
= 725), os animais com duas coépias do alelo mutado foram mais pesados ao
nascimento, menor classe de rendimento do USDA, maior rendimento e peso
do produto de varejo, maior rendimento e peso dsseo, mais magros e apre-
sentaram uma propor¢cao maior de massa muscular do que os animais com
nenhuma ou com apenas uma copia do alelo nt821. Animais heterozigotos
foram mais pesados ao desmame e para peso vivo, embora tivessem peso de
carcacga quente e area de olho de lombo semelhantes aos animais que herda-
ram duas copias do alelo mutado e ganho médio diario de peso pds-desmame
semelhante aos que ndo herdaram nenhuma copia (Casas et al., 2004).

Da mesma forma que na subpopulagéo gerada por touros Charolés, animais
homozigotos com os dois alelos normais desta populagdo apresentaram
maior quantidade de gordura do que os animais dos outros dois grupos. Eles
tiveram maiores valores para espessura de gordura; marmoreio; quantidade
de gordura estimada de rins, pélvica e de coragéo; e maiores rendimento e
peso de gordura do que os animais que herdaram uma ou duas cdpias do ale-
lo mutado. Além disso, uma maior porcentagem de carcagas foi classificada
entre estes animais como Choice (P < 0,05) (Casas et al., 2004).

Bovinos com MD nao apenas apresentam maior rendimento de carcaca, como
também apresentam maior rendimento dos cortes nobres, ou seja, dos cortes
que sao mais bem remunerados pelas industrias e pelos consumidores. Isso
foi demonstrado comparando touros Belgian Blue com MD com touros que
apresentavam genotipo normal, nos quais os rendimentos foram, em média,
70% e 64%, respectivamente, resultando em um peso de carcaca fria de 420
kg e 384 kg, respectivamente. Devido ao maior teor de carne magra na carca-
ca (76% vs. 65%), a carne total chegou a 319 kg e 250 kg, respectivamente,
sendo 28% a mais para animais com MD. Desse rendimento total de carne,
171 kg e 123 kg foram de cortes para assar, filé e bifes mais caros, enquanto
148 kg e 127 kg foram cortes mais baratos usados para cozidos, ensopados
ou hamburgueres, sendo o rendimento de 39% e 17% a mais para animais
MD dentro de cada classe de cortes no varejo, respectivamente (Fiems, 2012).
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Wheeler et al. (2001), visando determinar as contribui¢cdes relativas da heranca
piemontesa (0, 25%, 50% ou 75%) e da miostatina na maciez dos muscu-
los Longissimus thoracis (LD), gluteo médio (GM), semimembranoso (SM) e
biceps femoral (BF) direcionaram acasalamentos para produzir animais com
zero (+/+), uma (mh/+) ou duas cépias (mh/mh) do alelo inativo para a mutagao
C313Y. Dessa forma, durante um periodo de quatro anos, 395 novilhos e no-
vilhas da raca Piemontés foram abatidos com idade entre 14 a 17 meses. Por
meio de um painel sensorial, oito pessoas treinadas avaliaram aos 14 dias pos-
t-mortem maciez, facilidade de fragmentagao, quantidade de tecido conjuntivo,
suculéncia e intensidade do sabor da carne de bifes retirados dos musculos.
Em um primeiro momento, os dados foram analisados para os efeitos do mus-
culo (LD, GM, SM e BF) e do grupo (oito combinagdes de gendtipo de miostati-
na e porcentagem de heranga piemontesa = [+/+] / 0%, [+/+] / 25%, [+/+] / 50%,
[mh/+] / 25%, [mh/+] / 50%, [mh/+] / 75%, [mh/mh] / 50% e [mh/mh] / 75%).
Entretanto, como a porcentagem de heranga piemontesa nao foi significativa
(P > 0,05) para as caracteristicas avaliadas, os dados foram reanalisados con-
siderando apenas os efeitos do musculo e do gendtipo (+/+, mh/+ e mh/mh).

Valores para maciez, facilidade de fragmentagéo e quantidade de tecido con-
juntivo foram maiores para os genétipos mh/+ e mh/mh em relagdo a +/+
nos quatro musculos. Entretanto, no BF o gendétipo mh/mh apresentou maior
maciez, facilidade de fragmentagéo e quantidade de tecido conjuntivo do que
0 gendtipo mh/+. As avaliagdes de suculéncia apresentaram valores menores
para o genoétipo mh/mh quando comparado com o gendtipo mh/+ em todos os
musculos, tendo sido menores para mh/mh do que para +/+ para os musculos
LD, SM e BF. Os valores de intensidade do sabor da carne foram menores
para mh/mh do que para +/+ em todos musculos avaliados. As classificagbes
musculares para maciez dentro do gendtipo de miostatina foram LD> GM>
SM> BF, LD> GM> SM> BF, LD> GM> BF> SM, para os genétipos +/+, mh/+
e mh/mh, respectivamente. Segundo os autores, os touros Piemontés mh/mh
podem ser usados como touros terminais para produzir progénie mh/+ com
valor de carcaga melhorado devido & maciez melhorada nos quatro musculos
estudados (Wheeler et al., 2001).

Considerando também a qualidade da carne, Gariépy et al. (1999) avaliaram
bezerros nascidos de maes F1 britanicas (Hereford X Red Angus) e continen-
tais (Simental X Maine Anjou), sem MD, que foram inseminadas com touros
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sem MD da raga Charolés (grupo controle) e com touros com MD das ragas
Piemontés (portador da mutagcéo C313Y) e Belgian Blue (portador da mutagéo
nt821). Apds a desmama, todos os bezerros machos e fémeas foram confina-
dos e receberam a mesma dieta e manejo até o abate, que foi determinado por
ultrassonografia quando atingiram, aproximadamente, 10 mm de espessura
de gordura. Apds o abate, as carcagas foram refrigeradas de acordo com pro-
cedimentos comerciais padrao, classificadas e maturadas por sete dias antes
das amostras de carne (short loin) serem retiradas para avaliagdo. Foram ava-
liadas as seguintes caracteristicas no bife Porterhouse: rendimento de carne
magra, de gordura e de ossos; quantidade de gordura intramuscular, de protei-
na e de lipidios; colesterol na carne; e acidos graxos. Medidas de qualidade de
carne, como pH, cor, perdas por descongelamento e gotejamento, colageno
total e soluvel, forga de cisalhamento e avaliagdo sensorial de maciez, sabor e
suculéncia foram feitas na porg¢éo anterior do musculo Longissimus lumborum.

Como resultados, os animais filhos de pais Belgian Blue e Piemontés apresen-
taram menor quantidade de gordura intramuscular, maior quantidade de pro-
teina e maior rendimento de carne magra do que os filhos de touros Charolés.
Diferengas observadas na porcentagem de ossos nao foram estatisticamente
significativas (P < 0,05). As concentragbes de colesterol, pH final, perdas no
descongelamento e cozimento, forga de cisalhamento, maciez e sabor nao
foram afetadas pelo pai, mae ou sexo do bezerro. No entanto, a carne dos be-
zerros machos apresentou maior perda por gotejamento e a cor da carne dos
bezerros machos nascidos de maes britanicas foi ligeiramente mais saturada
do que a dos bezerros nascidos de maes continentais (Gariépy et al., 1999).

Interacdes significativas no conteudo de colageno total e soluvel, envolvendo
caracteristicas parentais juntamente com o efeito do sexo da progénie, ndo
induziram diferengas na textura em termos de for¢ca de cisalhamento e ma-
ciez, mas a carne dos bezerros machos oriundos de maes continentais cru-
zadas com touros Belgian Blue apresentou menor teor de colageno e maior
suculéncia. Portanto, o efeito da MD como caracteristica paterna na qualida-
de geral da carne das progénies foi minimo e dependente da origem da mae
e do sexo da prole. Assim, para a produgao comercial, a decisao de incluir ou
nao a caracteristica de hipertrofia muscular em cruzamentos terminais deve
ser baseada em critérios como rendimento de carcaga e preferéncia do con-
sumidor por carne mais magra (Gariépy et al., 1999).
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Na raca Senepol, ndo havia até 2014 relatos na literatura sobre a ocorrén-
cia de musculatura dupla e, consequentemente, ndo havia descrigdo de mu-
tagbes no gene MSTN que possam estar associadas com esta sindrome.
Porém, como na pratica sdo observados animais que apresentam hipertrofia
muscular, Xavier (2014) desenvolveu na Embrapa Gado de Corte um trabalho
de prospecgao de polimorfismos no gene MSTN. Neste trabalho, o sequen-
ciamento do gene MSTN revelou 11 polimorfismos, sendo um polimorfismo
de base unica (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) detectado no éxon 2
(nt414), uma delegéo de 11 pares de bases no éxon 3 (nt821) e nove SNPs
na regido 3’ UTR (Untranslated Region). De acordo com dados da literatura,
a mutacao nt821 inativa a proteina miostatina, apresenta efeito maior quan-
do comparada com outros polimorfismos descritos e esta associada com o
fenétipo MD em diversas ragas bovinas (McPherron & Lee, 1997; Grobet et
al., 1998; Dunner et al., 2003; Marchitelli et al., 2003). Como consequéncia do
trabalho de Xavier (2014), desde 2018 testes genéticos para a mutagéo nt821
sao realizados no Brasil na raca Senepol, permitindo a identificacdo precoce
de animais portadores da variante mutante.

Costa-Urquiza (2017) analisou informagdes fenotipicas e os genotipos
para a mutagcdo nt821 de animais participantes de Provas de Avaliacédo de
Desempenho a pasto da raga Senepol (PADS) realizadas nos anos de 2011 a
2015. Foram mensuradas caracteristicas fenotipicas como peso inicial ajus-
tado para 330 dias (PESO330), ganho de peso médio diario (GMD), confor-
magcao frigorifica (NCF), peso final (PESO550), perimetro escrotal (PE550),
espessura de gordura subcutanea (EGS550), espessura de gordura na pica-
nha (EGP550), area de olho de lombo (AOL550) e marmoreio (MARMS550)
ajustados para 550 dias. Dos 346 touros jovens Senepol genotipados, 70
(20%) apresentaram o genotipo heterozigoto (+/del) e 276 (80%) apresen-
taram o gendtipo homozigoto (+/+) sem a presenga da delegdo nt821. Nao
foram encontrados animais homozigotos (del/del) com fenétipo extremo para
musculatura dupla, ja que estes animais sao descartados dos rebanhos apos
o desmame. Os individuos heterozigotos (+/del) apresentaram maior AOL
ajustada para 550 dias quando comparados com os homozigotos sem a mu-
tacéo (+/+), apresentando aproximadamente 8% a mais de carne neste mus-
culo. Entretanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente signifi-
cativas (P > 0,05) para PES0O330, PESO550 e GMD entre os dois gendtipos
estudados.
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Além disso, Costa-Urquiza (2017) também nao observou diferencas estatis-
ticamente significativas entre os gendtipos heterozigoto (+/del) e homozigoto
(+/+) para as caracteristicas relacionadas com deposi¢éo de gordura na car-
caca (MARM550, EGS550 e EGP550) (P > 0,05), embora os individuos he-
terozigotos tenham apresentado menor espessura de gordura para EGS550
e EGP550 (2,01 cm e 2,08 cm, respectivamente) quando comparados com
os homozigotos (2,28 cm e 2,17 cm, respectivamente). Estes resultados sao
condizentes com os encontrados na raga Asturiana de los Valles por Aldai et
al. (2006), que relataram cobertura de gordura semelhante para animais hete-
rozigotos e homozigotos normais. Com relacao ao perimetro escrotal (PE), a
presenca do alelo mutado nt821 nos animais Senepol heterozigotos foi desfa-
voravel, uma vez que, os animais homozigotos normais apresentaram, aproxi-
madamente, 1 cm a mais de PE do que os animais com gendtipo heterozigoto.

Ainda com relagéo a raga Senepol, Menezes et al. (2022) analisaram a as-
sociagdo de DEPs (Diferenca Esperada na Progénie) e de caracteristicas
fenotipicas relacionadas a qualidade de carcaga com a presenga da mutacao
nt821 em 2.044 animais puros. Os animais, 586 machos e 1458 fémeas,
foram participantes de provas comerciais de desempenho realizadas en-
tre 2011 e 2020 e foram genotipados por meio do chip GGP Bovine 50k da
NEOGEN?®. As DEPs para area de olho de lombo (AOLg - kg), espessura de
gordura subcuténea (EGSg - mm) e porcentagem de gordura intramuscular
(MARMg - %) foram obtidas da Avaliagdo Gendmica do Senepol realizada
pelo Programa Embrapa Geneplus e pela Associagao Brasileira de Criadores
de Bovinos Senepol (ABCB Senepol) (Geneplus Senepol, 2021). Ja, os feno-
tipos area de olho de lombo (AOL - cm?), espessura de gordura subcutanea
(EGS — mm) e porcentagem de gordura intramuscular (MARM - %) foram
obtidos por ultrassonografia na regiao entre a 122 e 132 costelas no musculo
Longissimus dorsi.

O efeito de uma coépia da mutagéo nt821 foi significativo para todas as va-
riaveis (P < 0,05), tanto para fenétipos quanto para as DEPs. Os individuos
heterozigotos apresentaram maior AOL (73,05 cm?) quando comparados aos
animais homozigotos sem a mutagéo (69,20 cm?), o que tem sido relacionado
ao maior rendimento de cortes comerciais e peso de carcaca (SILVA et al.,
2012). Os resultados obtidos por Casas et al. (2004) e Allais et al. (2010) para
bovinos mestigcos e racas de corte francesas, respectivamente, foram seme-
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Ihantes a este estudo. No Brasil, individuos homozigotos para a mutagao
nt821 sédo descartados da reproducado, conforme recomendagdo da ABCB
Senepol. No entanto, heterozigotos sao aceitos, podendo representar uma
oportunidade para melhorar os sistemas nacionais de produgao com foco no
aumento da produtividade da carne, ja que metade de suas progénies sera
portadora da mutacao nt821 (Menezes et al., 2022).

Em relagdo a deposicdo de gordura na carcaga, os efeitos de uma coépia
da mutagéo nt821 sdo antagdnicos aos encontrados para AOL. Os animais
heterozigotos apresentaram menor EGS (5,02 mm) e menor porcentagem
de MARM (2,42%), quando comparados aos animais homozigotos sem a
mutacéo (5,45 mm e 2,70%, respectivamente). Semelhante a AOL, os es-
tudos realizados por Casas et al. (2004) e Allais et al. (2010) corroboram
estes resultados. Para atender mercados que desejam carne magra, 0 uso
de animais portadores da mutacdo nt821 pode ser desejavel. Entretanto, a
demanda predominante no Brasil é por carcagas com cobertura de gordura
adequada, para proteger contra o resfriamento rapido e o encurtamento das
fibras musculares pelo frio, o que, consequentemente, diminui a maciez da
carne. Além disso, ha uma tendéncia de priorizar cortes com nivel adequado
de marmoreio, 0 que impacta diretamente na suculéncia e no sabor da carne
(Menezes et al., 2022).

Atualmente, esta em andamento na Embrapa Gado de Corte um trabalho de
prospecgao de polimorfismos no gene MSTN na raga Bonsmara, visando o
desenvolvimento de um teste de DNA que possibilite a identificacdo precoce
de animais portadores dos alelos mutados. Além disso, também serao avalia-
dos os efeitos que polimorfismos neste gene causam em animais Bonsmara,
especialmente aqueles relacionados a facilidade de parto (partos distocicos,
peso e perimetro toracico do bezerro ao nascer), peso a desmama, peso ao
sobreano e precocidade sexual (circunferéncia escrotal e idade ao primeiro
parto). Com base nos resultados obtidos, os produtores desta raga poderéo
tornar mais eficiente o processo de selegao dos touros que serdo os pais das
proximas geragoes, facilitando a tarefa de eliminar ou de introduzir controla-
damente os alelos de interesse nos rebanhos.
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Consideracoes finais

Conforme descrito anteriormente, bovinos com a sindrome da musculatura du-
pla podem apresentar algumas vantagens para os produtores, industrias da
carne e consumidores, como por exemplo, alta proporgéo de cortes de carne
com melhor valor de mercado, melhor rendimento de carcaga, melhor conver-
sao alimentar, menores teores de gordura interna, subcutanea e intramuscular,
menor propor¢ado de acidos graxos saturados e monoinsaturados, maior pro-
porgao de acidos graxos poli-insaturados, reduzida quantidade de colageno e
de tecido conjuntivo, resultando, assim, em uma carne mais macia e saudavel.

Entretanto, estes bovinos também apresentam diversos problemas fisicos,
reprodutivos e fisioldgicos, tais como reducao de fertilidade; genitalia exter-
na subdesenvolvida; menor volume de sémen; alta incidéncia de distocia;
aumento de abortos e de natimortos; baixa viabilidade do bezerro; estresse
nutricional; baixa capacidade de dissipagao do calor; capacidade respiratéria
reduzida; susceptibilidade a doencgas respiratérias; menores volumes de san-
gue, de contagem de hematécritos, de teor de hemoglobina e de mioglobina;
0ssos mais finos com maior frequéncia de fraturas; elevada porcentagem de
fibras brancas; carne mais palida; entre outros. Estas caracteristicas eviden-
ciam a necessidade de cuidados extras na produgédo de animais MD para
garantir o bem estar animal, como sombra durante o pastejo para reduzir o
estresse por calor, nutricdo adequada para reduzir o estresse nutricional ou o
uso eletivo de cesariana para reduzir a perda de bezerros.

Devido a esta grande quantidade de efeitos adversos, bovinos MD n&o sé&o
desejados pela maioria dos produtores, fazendo com que varias associagdes
de criadores tratem esta condigdo como um problema que precisa ser elimi-
nado dos rebanhos. Para isso, ha a necessidade de identificar com preciséao
os animais portadores de mutagdes no gene MSTN, responsavel por codificar
a proteina miostatina, por meio da utilizagdo de técnicas de biologia molecu-
lar, complementando, assim, as metodologias tradicionalmente empregadas
nos processos de selegcdo e acasalamento.

Os testes de DNA permitem distinguir os gendétipos de maneira inequivoca,
identificando os animais homozigotos normais, os heterozigotos e os homozi-
gotos portadores de dois alelos mutados; determinar as frequéncias alélicas
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e genotipicas em racas nas quais os alelos mutados estejam segregando; e,
estimar a real superioridade das caracteristicas de interesse econémico dos
animais heterozigotos em relagdo aos animais homozigotos normais. Estes
resultados podem ser usados para auxiliar os produtores nas tomadas de
decisdes sobre as estratégias de acasalamentos mais adequadas, visando
alcancar os objetivos de selegao de cada criador.
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