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MACIEZ E ATIVIDADE DE CALPASTATINA
EM CARNE BOVINA
- Revisao -

Jane Maria Rilbensam’
Eliane Mattos Monteirg®

INTRODUGAO

A década de 90 representa um marco na pecuaria brasileira
devido as mudangas significativas que estdo ocorrendo na cadeia
produtiva do gado de corte culminando com novas formas de
comercializagado que visam, principalmente, atender a preferéncia
do consumidor por carne bovina de qualidade uniforme, que
satisfaga sempre seu paladar.

As caracteristicas de qualidade da carne bovina que
influenciam, em ordem de preferéncia, na decisdo de compra do
consumidor brasileiro sdo a cor, maciez, sabor, suculéncia
(FELICIO, 1995).

Em todo o mundo, a qualidade da carne bovina caracteriza-se
por ser extremamente inconsistente sendo a maciez a
caracteristica que apresenta a maior variabilidade.

:MTT*L'. Vet. Dr, Prof. da Faculdade de Veterindria, UFRGS, RS - jane@orion.ufrgs.br
Méd Vet Dr., Pesquisador da Embrapa Pecudria Sul, Caixa Postal 242, CEP 96400-970
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No Brasil, a questdao da variabilidade da maciez da carne
bovina talvez seja mais importante. De um rebanho de 140.000.000
de cabegas, 80% é constituido de bovinos com gendtipo Bos
indicus, que acarreta o inconveniente da falta de maciezda carne.

A competitividade da carne bovina tanto no mercado interno
quanto no mercado externo, depende da adogao de estratégias de
produgdo que provoguem o aumento da produtividade dos
rebanhos e da qualidade da carne. Diferentes mecanismos estao
sendo adotados para alcangar estes objetivos. Sistemas de
cruzamentos entre ragas para obtengdo das vantagens da
heterose, redugdo da idade de abate e precocidade reprodutiva séo
alguns deles.

Pesquisas recentes tém evidenciado que o sistema
enzimatico calpainas/calpastatina & o responsavel pelo
amaciamento progressivo da carne apos o abate confirmando as
hipoteses feitas desde décadas passadas de que a maciez da carne
e, antes de tudo, resultado de processos proteoliticos.

O desenvolvimento de pesquisas que visem melhorar a
qualidade da carne manipulando o sistema calpainas/calpastatina,
mostra-se extremamente importante num momento em que, a nivel
mundial, sao feitos grandes investimentos na qualidade total dos
alimentos. A introdugdo e selegdo de animais que venham a
produzir carne macia podera trazer aumento da produgao e da |
competitividade da carne produzida no Brasil.

Esta revisdo tem como objetivo apresentar a relagcdo da

atividade da calpastatina como indicador da maciez da carne
bovina.




MACIEZ DA CARNE BOVINA

A carne & composta, em sua maior parte, por musculatura
esquelética associada a tecido conjuntivo e gordura, organizados
em uma estrutura complexa, variavel entre espécies e entre
musculos de uma mesma espécie (LAWRIE, 1974).

Segundo JUDGE et al. (1989), por muitos anos, produziu-se e
consumiu-se carne sem preocupacao com as fungdes bioldgicas do
tecido muscular no animal vivo e o quanto elas influenciavam a
qualidade da carne. Somente com a compreensao dos eventos
bioguimicos que ocorrem no tecido muscular vivo, foi possivel
saber que a carne, como uma organizagao complexa de musculo
esquelético, tecido conjuntivo e gordura, resulta de uma série de
reagoes fisico-quimicas que ocorrem no tecido muscular a partir do
abate, ou mesmo momentos antes, e que determinam a qualidade
final do produto.

E unanime a preferéncia dos consumidores por uma carne
macia, embora os aspectos de qualidade visual da carne crua como
cor do musculo e da gordura, propor¢cdo musculo/gordura,
marmorizacao, firmeza do tecido muscular e textura visual (gréo da
carne) sejam determinantes na hora da compra (KOOHMARAIE,
1992b, 1994; SMITH et al., 1992; FELICIO, 1995; MILLER, 1997;
WARKUP, 1997).

Entretanto, o maior obstaculo para o consumo dessa camne,
em varios paises, é a falta de uniformidade da maciez. No Brasil, o
preco da carne bovina podera ser um fator decisivo a influenciar o
consumo se a qualidade puder ser melhorada.



Maciez, ou textura de um alimento, &€ a manifestagao de seus
elementos estruturais relacionados a aparéncia, a mastigacao e
resisténcia a aplicagao de uma forga (SZCZESNIAK, 1986).

A causa da variagdo da textura da carne foi, inicialmente,
atribuida ao tecido conjuntivo. Para LEHMANN (citado por
YEATES, 1967), musculos com pouco tecido conjuntivo resultavam
em carne mais macia do que aqueles com maior contetdo de tecido
conjuntivo. Entretanto, ndo era possivel, aos pesquisadores,
explicar por que musculos com a mesma quantidade de tecido
conjuntivo apresentavam diferengas em sua textura. Mais adiante,
pesquisas mostraram que a causa estaria na diferenca de
solubilidade das fibras de colageno (LAWRIE, 1974; MARSH,
1977). Somente a natureza do colageno nao foi suficiente para
explicar a variabilidade da textura da carne bovina. No inicio da
década de 60, ficou estabelecido que as proteinas contrateis do
musculo também influenciam na textura da carne. O trabalho
pioneiro de LOCKER & HAGYARD (1963) foi decisivo para o
conhecimento do fendmeno do encurtamento do sarcémero,
provocado pelo resfriamento rapido (10°C em 10 horas ou menos)
das carcagas bovinas e ovinas e que resultava em carne
excessivamente dura.

Os principais componentes estruturais da carne, tecido
muscular e tecido conjuntivo, passaram, entdo, a ser considerados
como determinantes da textura da carne (MARSH, 1977).

A participagdo do musculo esquelético na textura da carne nao
se limitou ao fenédmeno do encurtamento do sarcémero, também
conhecido como encurtamento pelo frio. Acreditava-se que o
diametro das fibras musculares bem como o modo como se
agrupam em feixes, estava associado a maciez. Muitos trabalhos



assinalaram que a um menor didmetro das fibras musculares
correspondia uma textura melhor ou seja, uma carne mais macia.
Pesquisando a maciez da carne, no Brasil, NORMAN (1982)
detectou diferengas nos valores de forga de cisalhamento, maciez e
preferéncia geral da carne de bovinos das ragas Canchim (5/8
Charolés 3/8 Zebu), Charolés, Nelore e Guzera tendo as ragas
zebuinas, recebido escores mais baixos para maciez e preferéncia
geral. Entretanto, apos descobertas sobre o papel das proteases
neutras ativadas pelo calcio, essa questao ficou relegada a um
segundo plano, principalmente porque WHIPPLE et al. (1990a,b),
estudando caracteristicas bioguimicas e histologicas de musculos
de bovinos europeus puros (animais Hereford x Angus como raga
pura européia) e de animais cruzados com a raga Sahiwal (3/8 e
5/8S), abatidos com idade média de 15 meses, com o objetivo de
predizer a maciez da carne bovina maturada, ndo encontraram
relagao da forga de cisalhamento com o didmetro e tampouco com o
tipo de fibra muscular.

A deposicdo de gordura intramuscular, comumente usada
como sindnimo de marmorizagdo, caracteristica de qualidade
associada a palatabilidade da carne, tem sido relacionada a maciez
desde as primeiras duas décadas deste século, quando os norte-
americanos comegaram a confinar bovinos alimentando-os com
graos. Acreditava-se que seu principal efeito era diluir o tecido
conjuntivo (LAWRIE, 1974). BLUMER (1963) atribuiu a propriedade
lubrificante da gordura intramuscular a maior facilidade para
mastigar a carne. Assim, o conceito de que carnes com mais
gordura intramuscular ou maior grau de marmorizagao, seriam mais
macias ficou incorporado entre consumidores e pesquisadores da
época. Entretanto, o mesmo autor mostrou evidéncias de que o teor



de gordura intramuscular contribuia com somente 7 a 11% da
variagao da maciez avaliada por painel sensorial, sendo raramente
encontrada uma correlagao significativa entre estas caracteristicas.
HAMMOND (citado por YEATES, 1967), em estudo sobre a
qualidade da carne ovina, verificou que a relagdo entre quantidade
de gordura intramuscular e maciez da carne era praticamente
inexistente. Mas, por contribuir com a palatabilidade geral da carne,
marmorizagao passou a ser um parametro importante em alguns
sistemas de classificagdo de carcagas como ocorre no sistema
norte-americano (JUDGE et al., 1989; KOOHMARAIE, 1992a).
Para JUDGE et al. (1989), a marmorizagdo € muito mais benéfica
para a suculéncia e sabor da carne do que para sua maciez.

PARRISH et al. (1973), em trabalho que avaliou o efeito da
temperatura de cozimento e da marmorizagdo scbre a
palatabilidade de longissimus dorsi bovino, concluiram que néo
havia justificativa para dar importancia ao grau de marmorizagéo na
tipificagao ("grading") de carcagas e na melhoria da palatabilidade
da carne. Os autores argumentaram que carcagas de bovinos mais
jovens, com pouca deposicdo de gordura intramuscular no
contrafilé, eram desclassificadas segundo os pardmetros do
sistema norte-americano. Além disso, os produtores investiam (e
continuam investindo, segundo WHEELER et al., 1994) no
acabamento de animais cujas carcagas apresentariam excesso de
gordura que seria retirada dos cortes carneos em funcdo da
qualidade exigida pelos consumidores.

YU & LEE (1986), avaliando as relagbes entre as caracte-
risticas de qualidade da carne bovina, observaram que, entre as
carcagas com a melhor classificagdo quanto 8 marmorizagao, a
freqliéncia de carcagas com carne muito dura era alta.




Segundo KOOHMARAIE et al., (1993), vérias investigagoes
realizadas com o objetivo de estudar o grau de interagao entre
marmorizagao e maciez da carne bovina tém mostrado que, quando
ha correlagdo positiva entre as duas caracteristicas, ela &, no
maximo, fraca. Os autores relataram que a marmorizagao explica
somente 5% da variagao da textura da carne bovina e que, qualquer
sistema de classificacdo de carcagas deveria ser baseado na
propria maciez, isto €, numa medida de forga de cisalhamento da
carne assada logo apds o resfriamento.

O amaciamento progressivo da carne durante certos periodos
de estocagem refrigerada (maturagao da carne) tem sido objeto de
estudos que datam do século XIX (LAWRIE, 1974). As primeiras
hipoteses formuladas para explicar este fendmeno basearam-se no
fato de que, uma vez degradados, os componentes do tecido
conjuntivo do musculo seriam facilmente desdobrados por
enzimas. Porém, logo se verificou que as proteinas do tecido
conjuntivo, colageno e elastina, nao sofriam degradacgao durante a
maturacgéo ou, quando isto ocorria, se fazia por um processo nao
enzimatico. Por outro lado, as proteinas miofibrilares e,
principalmente as sarcoplasmaticas, sofriam diferentes graus de
desnaturagao (LAWRIE, 1974). MARSH (citado por LAWRIE,
1974), observou que, apés a resolugdo do rigor mortis, a carne
tornava-se tdo macia quanto o era logo ap6s o abate sem que
houvesse a dissociagdo do complexo de actomiosina como se
esperava. DAVEY (citado por LAWRIE, 1974), constatou que na
carne, estocada por algum tempo em temperatura logo acima do
ponto de congelagéo, os filamentos de actina se desprendiam da
linha Z. Para DAVEY & GILBERT (citados por LAWRIE, 1974), o
processo era iniciado pela liberagdo de ions Ca™ do reticulo



sarcoplasmatico para o sarcoplasma. Eles observaram também
que etilenodiaminotetracetato (EDTA), agente quelante do Ca™,
evitava que ocorressem mudangas na linha Z durante a maturagao.
GOLL et al. (citados por LAWRIE, 1974), formularam a hipotese de
que o rompimento das miofobrilas, ao nivel da linha Z, era de
natureza enzimatica devido as semelhangas encontradas entre as
alteracdes estruturais das proteinas miofibrilares ocorridas durante
a maturagao e aquelas causadas pela digestdo das mesmas com
tripsina. Além disso, postularam que as mudancas sofridas pelas
proteinas musculares, que resultavam no amaciamento da carne,
poderiam ocorrer por uma protedlise limitada, com rompimento de
poucas ligagdes protéicas mas importantes do ponto de vista
estrutural.

Entretanto, a natureza enzimatica do amaciamento da carne
durante a estocagem refrigerada, com protedlise parcial das
proteinas miofibrilares, foi inicialmente atribuida as catepsinas
lisossomais cujo pH 6timo, em torno de 5,0, coincidia com o pH final
da carne, apos a resolugao do rigor mortis, em torno de 5,5 (YU &
LEE, 1986; JUDGE et al, 1989). GUROFF (citado por
KOOHMARAIE, 1988), obteve, pela primeira vez, uma fragdo
enzimatica de cerébro de rato, com pH 6timo de atividade
proteolitica entre 8 e 9. Esta fracdo foi descrita como proteinase
neutra, que dependia de calcio para ser ativada. Mais adiante, a
partir dos trabalhos de DAYTON et al. (1976), foi possivel obter a
primeira purificagdo homogénea da proteinase neutra ativada pelo
calcio, a partir de musculos esqueléticos de suinos. DAYTON et al.
(1976) demonstraram, in vitro, que a proteinase neutra removia
rapidamente a linha Z das miofibrilas.



O fato de que a maciez da carne bovina aumenta a medida em
que o periodo de estocagem refrigerada também aumenta, por 10 a
14 dias, sem que haja rompimento das ligagdes do complexo de
actomiosina e, ainda, que as alteragbes que ocorrem no musculo
sdo evidentemente proteoliticas, fez surgir um importante
questionamento sobre qual sistema enzimatico da célula muscular
estaria envolvido no processo de maturagao da carne. Naguele
momento, a questao estava centralizada na acgao proteolitica das
enzimas lisossomais e nas enzimas neutras dependentes de célcio
(calpainas) (GOLL et al., 1983; KOOHMARAIE, 1988).

GOLL et al. (1983) levantaram a possibilidade de que em
carnes mantidas sob congelagdo ou em temperaturas acima de
16°C, as catepsinas lisossomais, principalmente B, H e L,
associadas as calpainas, poderiam contribuir para o0 amaciamento
dacarne.

Varios experimentos foram realizados com o objetivo de
estabelecer qual sistema enzimatico estaria relacionado a
degradacao proteolitica da carne durante a maturagéo.

KOOHMARAIE (1988) verificou que, em carne estocada sob
refrigeragdo, a atividade enzimatica das catepsinas permaneceu
inalterada durante a maturagéo de trés musculos da carcaga de um
mesmo animal enguanto a atividade proteolitica das calpainas
sofria declinio conforme diminuia a forga de cisalhamento. Em outro
experimento, usando o indice de fragmentagdo miofibrilar
(CULLER et al., 1978) e eletroforese das proteinas musculares em
gel de dodecilpoliacrilamida de sédio (SDS-PAGE) como controle
da degradagao proteica, KOOHMARAIE (1988) em trabalho com
carne ovina, observou que, em presenca de EDTA e EGTA, a
atividade das calpainas foi inibida enquanto a atividade das



catepsinas permaneceu inalterada, ndo ocorrendo aumento da
fragmentagao miofibrilar. Porém, em presenca de cloreto de calcio,
houve aumento da fragmentagdo das miofibrilas com
correspondente declinio da atividade das calpainas mas sem
alteracdo da atividade das catepsinas lisossomais. O autor
observou, também, significativo aumento da maciez da carne de
carcagas ovinas que receberam infusdo de solugdo de cloreto de
calcio. Na carne destas carcagas, a atividade das catepsinas nao
apresentou diferenga em relag@o ao grupo controle, ao contrario
das calpainas cuja atividade sofreu declinio. Por outro lado, a
infusdo de carcagas ovinas com solugdo de cloreto de zinco,
potente inibidor das calpainas (KOOHMARAIE, 1990b), impediu o
amaciamento da carne durante a estocagem refrigerada
comprovando que o efeito proteolitico das calpainas foi inibido pelo
cloreto de zinco, como havia sido demonstrado por GUROFF
(citado por KOOHMARAIE, 1990b) enquanto a atividade das
catepsinas permanecia inalterada.

Sistema enzimético

calpainas/calpastatina

Calpainas sao enzimas proteoliticas presentes em todas as
ceélulas eucaridticas examinadas até o momento e também em
ceélulas de animais invertebrados. Pesquisas indicam que estas
enzimas estdo envolvidas na ativagéo, inativagao ou modificagao
das funcgdes de varias proteinas associadas com o metabolismo
celular como a proteina-quinase C, receptores do fator de



crescimento epitelial, tubulina, troponina, a-actinina e proteinas
nucleares envolvidas na regulagéo génica com a proteina Fos. As
alteragbes na permeabilidade das membranas celulares podem ser
uma conseqléncia da protedlise causada pelas calpainas em uma
de suas fungdes biolégicas como ocorre na ativagdo da
ATPase-Ca’" da membrana e, de modo geral, na modulagdo de
processos de transporte de membranas (YOSHIMURA ef al., 1984;
MELLONI & PONTREMOLI, 1989; JOHNSON, 1990; CARILLO et
al., 1994).

Calpainas estdo envolvidas em processos de protedlise de
proteinas musculares decorrente de desnervacdo e de distrofia
muscular de mamiferos e aves estando, ainda, envolvidas na
destruicdo dos tecidos sinoviais em artrites reumatoides
(DESPRES et al., 1995).

Os eventos proteoliticos post mortem que acontecem nas
celulas musculares de animais e que determinam o amaciamento
da carne estocada sob refrigeragéo estao associados as calpainas.

O musculo esquelético contém muitas proteinases.
Entretanto, especialmente dois sistemas tém sido objeto de
pesquisas pela capacidade de degradar proteinas miofibrilares: as
catepsinas e as calpainas. Existe, ainda, um terceiro complexo
enzimatico, as proteinases multicataliticas ou proteasoma, que
poderia estar envolvido na degradacgéo das miofibrilas. Porém, ficou
demonstrado que este complexo enzimatico ndo age sobre as
mesmas proteinas, que aparecem degradadas na carne durante o
processo de maturagéo ou estocagem refrigerada post mortem. Por
outro lado, éle pode ter um papel secundario na degradacao de

fragmentos protéicos gerados pelas calpainas (GOLL et al., 1992;
KOOHMARAIE, 19923, 1996).



Diferentes experimentos tém demonstrado que as catepsinas
lisossomais tém pouco envolvimento com a protedlise que se
observa no musculo apos o abate. Embora as principais proteinas
contrateis do musculo, miosina e actina, sejam bons substratos
para as catepsinas, in vitro, segundo KOOHMARAIE (1992b) nao
se observa degradagao destas proteinas em carne maturada por
periodos prolongados e, sob diferentes condigdes bioquimicas
(presenga de ions Ca’’, EDTA, EGTA), as catepsinas nao
apresentam alteragbes em sua atividade. Segundo KOOHMARAIE
(1992b, 1994), mesmo apos estimulagéo eletrica e estocagem por
28 dias a 4°C, catepsinas ainda se encontram dentro dos
lisossomas da celula muscular.

Por outro lado, a hipotese de que as calpainas sdo as
responsaveis pela proteodlise post mortem que ocorre nos musculos
apoés o abate, tem sido cada vez mais reforgada e continuamente
testada.

Calpainas sdo endopeptidases (EC 3.4.22.17), intracelulares,
nao lisossomais. Apresentam-se sob duas formas, p-calpaina e
m-calpaina. Foram denominadas, inicialmente, como fator deé
ativacao da quinase (em inglés "KAF"), fator ativado pelo calcio (em
inglés "CAF"), protease neutra ativada pelo calcio (em inglés
"CANP") e protease dependente de célcio (em inglés "CDP"). Sao
encontradas em homogeneizados de tecidos com seu inibidor
especifico, a calpastatina.

Estas enzimas apresentam absoluta dependéncia de célcio
para manifestarem atividade proteolitica. O requerimento de ions
Ca" para a p-calpaina varia de 5 a 45 uM e para m-calpaina, 200 a
1000 uM (DAYTON et al., 1981; KOOHMARAIE, 1992a,b).




Ambas as formas das endopeptidases constituem-se em
heterodimeros de aproximadamente 110 kDa que se dissociam em
duas subunidades, de diferentes pesos moleculares, na presenca
de cloreto de calcio (YOSHIZAWA et al., 1995). A maior subunidade
ou, a mais pesada, de 80 kDa, consiste de quatro dominios. Por
possuir sequéncia de aminoacidos caracteristica das
cisteinoproteinases, atribui-se ao Dominio Il a atividade catalitica
das calpainas. Acredita-se que no Dominio IV seja feita a ligagao
com o Ca" porque esta estrutura apresenta seqiliéncia de
aminoacidos semelhante a das proteinas que se ligam com calcio
como, por exemplo, a calmodulina e troponina C. A fungdo dos
Dominios | e lll, este Gltimo, constituindo a porgao terminal COOH,
ainda ndo esta bem definida. Apesar de serem semelhantes, as
subunidades de 80 kDa das calpainas sdo oriundas de genes
diferentes (KOOHMARAIE, 1992a, 1994; SORIMACHI et al., 1994).

Existe uma forma de calpaina expressada somente no tecido
muscular esquelético denominada p94 (nCL-1). Esta nova espécie
de calpaina foi descoberta em 1989. Dificilmente a calpaina p94 é
detectada pois se autolisa rapidamente apés a sintese. In vitro, sua
meia-vida é de 30 minutos, sem adicdo de ions Ca"". Localiza-se no
nicleo, préximo as proteinas do citoesqueleto e no citosol.
Provavelmente, sua acdo envolve a diferenciagdo das células
musculares interagindo com a familia MyoD (SORIMACHI et al.,
1994).

No musculo, apés o abate, a concentragéo de ions cdlcio é

suficiente para ativar a p-calpaina, responsavel pelo processo
proteolitico que se instala na célula muscular (GOLL et al., 1983,
1992, KOOHMARAIE, 1988, 1992a,b).



As calpainas, em presenca de calcio, sofrem autolise, mesmo
na presenca de substrato. A autdlise tem papel fisiologico
importante pois a atividade catalitica destas proteinases depende
disso (KOOHMARAIE, 1988; CONG et al., 1989). Uma das
descobertas mais importantes em trabalhos que envolveram as
calpainas é o fato de que, apos a autdlise, ambas as formas, - e
m-calpaina, se tornam sensiveis a concentragdes mais baixas de
ijons Ca". Segundo EDMUNDS et al. (1991), somente p-calpaina
autolisada pode ter atividade proteolitica na concentragdo de 0,2 a
0,8 uM de ions calcio existente dentro da célula muscular. A
isoforma milimolar de calpaina, em solugéo de cloreto de calcio
1 mM, dissocia-se em duas subunidades mas nac em CaCl, a

100 uM.

A dissociagdo das calpainas em presencga de cloreto de calci
é reversivel quando se adiciona EDTA, que remove o Ca™ da
subunidade de 80 kDa. Adicionando-se a subunidade de 30 kDa
uma solugéo que contenha a subunidade catalitica, parece have
uma redugdo na sensibilidade ao ion Ca™ em relagdo a calpain
intacta (YOSHIZAWA et al.,1995).

Em concentragdo de Ca" suficiente para sua dissociagéo, a
atividade proteolitica da p- e m-calpaina autolisadas, diminui
medida que aumenta o tempo de autolise. Porem, a autdlise d
u-calpaina, de origem intermolecular, ndo chega a ser completa. A
contrario, apés o mesmo tempo, a autdlise da m-calpaina
completa por ser de origem intramolecular (CONG et al., 1989;
EDMUNDS et al., 1991; KOOHMARAIE, 1996).
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A atividade proteolitica das calpainas é regulada pela
calpastatina, proteina que exerce agao inibidora especifica. Quanto
mais calpastatina na celula, mais baixo € o requerimento de ions
Ca" para a atividade das calpainas. A quantidade de calpaina que
pode ser ativada, mantendo-se a mesma concentragao de calcio, é
controlada pela concentracdo de calpastatina (SALAMINO et al.,
1994).

Segundo TAKAHASHI-NAKAMURA et al. (1981), a proteina
inibidora endégena das calpainas foi caracterizada pela primeira
vez em 1966, por DRUMMOND e DUNCAN. Desde entéo, esta
proteina tem sido objeto de pesquisas que investigam seu papel
regulador sobre calpainas e, especialmente, sua funcdo no
crescimento e desenvolvimento muscular de diferentes espécies
(GOLL et al., 1983, 1992; van den HEMEL-GROQTEN et al., 1997)
e na protedlise post mortem de musculos (WHIPPLE et al., 1990a;
KOOHMARAIE, 1996).

Calpastatinas com pesos moleculares que variamde 68 a 170
kDa ja foram purificadas a partir de diferentes tecidos do organismo
humano e de varias espécies animais (MELLONI & PONTREMOLI,
1989). Alguns estudos de purificagdo de calpastatina muscular de
diferentes animais citam que a proteina apresenta um peso
molecular igual a 68 kDa (TAKAHASHI-NAKAMURA et al., 1981;
POMPILI et al., 1995). Por outro lado, DOUMIT et al. (1996) e
DOUMIT & KOOHMARAIE (1996), utilizando anticorpo policlonal
anti GST-calpastatina, tém encontrado, em extragdes de musculo
bovino, calpastatina com peso molecular de 130 kDa. A
determinacao de calpastatina com pesos moleculares maiores que
70kDa, segundo MELLONI & PONTREMOLI (1989) e KILLEFER &
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KOOHMARAIE (1994), pode ser devido a alteragbes pos-
transcricionais e/ou pos-translacionais durante sua expressao.

Por ser uma proteina termoestavel (TAKAHASHI-
NAKAMURA et al., 1981), os sistemas de purificagdo da
calpastatina comumente utilizam-se deste recurso através do uso
de altas temperaturas (60 - 90°C, 5 - 20 min.) como uma das etapas
de sua purificagdo (MELLGREN & CARR, 1983; PONTREMOLI et
al., 1992: SHACKELFORD et al., 1994; KOOHMARAIE;
SCHAKELFORD; WHEELER, 1996).

A calpastatina é composta por cerca de 700 aminoacidos
sendo que a de musculo esquelético bovino apresenta 706
residuos. Nesta proteina, estdo ausentes os aminoacidos triptofano
e a fenilalanina; a metionina encontra-se em quantidades muito
baixas (KILLEFER & KOOHMARAIE, 1994).

O processo de conversdo do musculo em carne é complexo e
envolve uma série de alteragdes no metabolismo celular bem como
na estrutura protéica, que se caracterizam pelo rigor mortis, queda
do pH, glicdlise, esgotamento das reservas de ATP, queda da
temperatura da musculatura, aumento da concentragdo de ions
calcio no citosol, entre outros (LAWRIE, 1974; JUDGE et al., 1989;
GOLL et al., 1995; KOOHMARAIE, 1992a,b;1996). A combinagéo
destes eventos resultam no aparecimento de novas condigbes
intracelulares, muito diferentes daquelas encontradas na célula
muscular viva. Ndo se sabe ao certo quanto estas modificagbes
podem afetar os sistemas enzimaticos intracelulares mas,
favorecem a atividade das calpainas, resultando no amaciamento
da carne apds o rigor mortis (KOOHMARAIE, 1992a,b; 1994:
HUFF-LONERGAN et al., 1996).



Apos a resolugéo do rigor mortis, a carne apresenta maciez
semelhante aquela verificada no momento do abate do animal.
Neste periodo, miosina e actina interagem através de ligagbes
fracas e fortes tal como acontece durante a contrag&o muscular no
animal vivo, ou seja, ocorrem ciclos de "contracao” e "relaxamento”
até que se esgotem as reservas de ATP (JUDGE et al., 1989).
Acredita-se, hoje, que existem niveis intermediarios de interagbes
miosina-actina entre a mais fraca e a mais forte. Assim, o
enrijecimento muscular apés o abate bem como a resolugdo do
mesmo, seriam o resultado da mistura de todos os tipos de
interagdo miosina-actina e, a maior ou menor quantidade de um
deles, dependeria de como se encontrassem no momento do abate.
De qualquer modo, o amaciamento da carne apoés a resolugdo do
rigor mortis seria resultado do enfraquecimento das interagbes
entre miosina e actina. Estas mudangas podem ser provocadas
pelas enzimas proteoliticas do miuisculo (GOLL et al., 1995),
especificamente p-calpaina que, segundo GEESINK & GOLL
(1995), encontra-se também associada & fragdo muscular
sedimentada (proteinas miofibrilares) de homogeneizados
musculares.

Portanto, é provavel que a maciez da carne, no momento da
resolugao do rigor mortis, seja resultado da agéo proteolitica da
u-calpaina, iniciada no momento do abate (KOOHMARAIE, 1996).
ALARCAN-ROJO e DRANSFIELD (1995) consideraram esta
possibilidade ao verificarem que, 24 horas apés o abate, em carne
de bovino (musculo semitendinoso), a u-calpaina apresentava 40%
da atividade inicial. HUFF-LONERGAN et al. (1996) verificaram
que, em carne com forga de cisalhnamento muito baixa no 1° dia apos
0 abate, ndo ocorria reducéo significativa da maciez depois de 28
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dias de maturagdo, indicando a possibilidade de ter havidu|
alteragoes estruturais das fibras musculares num periodo muito.
curto logo apos o abate. |

A agdo da p-calpaina muscular, logo apés a morte do animal,
resulta em mudangas da ultraestrutura da celula muscular.
Rupturas ao longo da linha Z, na jungao da banda |, sao as mais
comumente observadas (GOLL etal., 1983, 1992, WHEELER et al.,
1990b; TAYLOR et al., 1995; HUFF-LONERGAN et al., 1996). Estas
alteragdes tém sido associadas a maior facilidade de fragmentagao
das miofibrilas (DAVEY & GILBERT, 1969).

Por muito tempo, considerou-se a degradag&o ou ruptura da
linha ou disco Z como a alteragao proteoclitica mais drastica da
ultraestrutura da fibra muscular durante a conversdo do musculo
em carne (DAVEY & GILBERT, 1969; GOLL et al., 1983; TAYLOR et
al., 1995). A protedlise post mortem torna as miofibrilas mais
suscetiveis a fragmentagdo durante a mastigacao. A facilidade de
fragmentacao das miofibrilas €, sem duvida, o resultado mais
importante das alteracdes que ocorrem durante a transformagéo do
musculo em carne e que confere a caracteristica de maciez a carne.
A maior ou menor facilidade de fragmentagao pode ser medida por
método quimico, denominado de Indice de Fragmentagéo
Miofibrilar, que mede a intensidade com que as miofibrilas s&o
rompidas durante um processo de trituragdo das mesmas, a
semelhanca do que ocorre na mastigagédo (DAVEY & GILBERT,
1969). Este método indica quao macia € a carne ou quéo facil sera
mastiga-la. Este indice foi muito utilizado como um meio de prever a
maciez da carne (CULLER et al., 1978; WHIPPLE et al., 1990a,b;)
mas, por demandar tempo e ser questionavel quanto ao valor
preditivo da maciez (WHIPPLE et al., 1990b), seu uso tem sido mais




limitado. Ao contrario, a medida da forca de cisalhamento, de
execugdo mais simples e rapida, de alta correlagdo com a avaliagao
sensorial, vem sendo utilizada atraves dos anos por ser uma
caracteristica com valor preditivo da maciez (HUFFMAN et al.,
1996: KOOHMARAIE, 1996, KOOHMARAIE; SHACKELFORD;
WHEELER, 1998).

Pesquisas recentes mostraram que o aumento da
fragmentagao miofibrilar ou amaciamento progressivo da carne
estocada sob refrigeragdo (0 a 5°C) esta relacionado muito mais
com a degradacdo da troponina T, desmina, nebulina e outras
proteinas pertencentes ao citoesqueleto da fibra muscular do que
propriamente com a ruptura da linha Z.

As calpainas estdo localizadas em regides distintas das
células musculares (GOLL et al., 1983,1992). Encontram-se junto
as mitocondrias, na superficie da membrana celular que esta em
contato com o citoplasma e as miofibrilas, nas quais a concentragao
€ maior junto a linha Z, assim como na superficie das miofibrilas.
Calpainas e calpastatina também ja foram localizadas fora da célula
muscular, no tecido conjuntivo (FUMAGALLI et al., 1996), podendo
ter participagao na regulagéo proteica dalamina basal.

A localizagao das calpainas, concentrada préximo a linha Z,
indica que possuem papel importante no metabolismo das
proteinas miofibrilares e, conseqiientemente, no amaciamento da
came (GOLL et al., 1983). As calpainas, especificamente a
w-calpaina, tém pouco efeito sobre as proteinas sarcoplasmaticas.
Sua agdo mais visivel (microscopia eletrénica) é a rapida
degradacéo da linha Z (DAYTON et al., 1981; WHEELER et al.,
1990D) e da linha M. Porém, em SDS-PAGE, a primeira alteragdo
que se observa nas proteinas miofibrilares é o desaparecimento da



banda protéica correspondente & troponina T, a medida que a carne
vai maturando. Em fung&o disto, estabeleceu-se uma relagao entre
o desaparecimento da troponina T, concomitante ao aparecimento
de um polipeptideo de 30 kDa e a velocidade de amaciamento da
carne, de tal modo que, em carnes macias, a banda de 30 kDa
aparece mais rapidamente do que naquelas cuja proteclise € mais
lenta, que nao amaciam durante a maturagao.

GOLL et al. (1983), revisando varios trabalhos, concluiram
que o amaciamento da carne ocorreria, provavelmente, pela
degradagao da troponina T paralelamente a outras alteragdes pos
mortem. Estas, por sua vez, também afetariam o processo d
amaciamento da carne como por exemplo, a degradagao da linh
N,, que aconteceria antes do desaparecimento da troponina T. Ale
disso, os autores enfatizaram que, em carne refrigerada entre 2
4°C, a degradacgéo da troponina T e da linha Z, seria causada pel
acao proteolitica das calpainas, principalmente p-calpaina, mesm
em presenca de calpastatina.

Recentemente, GOLL et al. (1995) afirmaram que, apesar d
existir ainda um consenso de que a p-calpaina provoca
degradagao da linha Z, existem evidéncias de que a linha Z
composta de a-actinina, permanece intacta na carne estocada so
refrigeragdo durante 7 a 10 dias. TAYLOR et al. (1995), em trabalh
que avaliou a degradagao das proteinas do citoesqueleto, atribuid
a p-calpaina, verificaram que a ruptura se da ao longo da linha Z
sem alteragdo da mesma ou seja, sem protedlise da a-actinina. O
autores também observaram afrouxamento do sarcolema
degradagdo das proteinas desmina, vinculina e distrofin
responsaveis pela sustentagdo das miofibrilas dentro da fibr




muscular, além de proteinas do citoesqueleto, nebulina e titina.
Segundo KOOHMARAIE (1996), outras proteinas musculares
poderéo ser descobertas e serem envolvidas no amaciamento da
carne porém, o certo € que este processo sera essencialmente
proteolitico.

Sempre houve um questionamento sobre a possibilidade de a
u-calpaina ser, ou ndo, ativa nas condicdes de estocagem
refrigerada da carne cujo pH esta ao redor de 5,6 e a temperatura
ambiente oscilando entre 0 e 5°C. Acreditava-se que a p-calpaina
seria inativada rapidamente e nd&o poderia contribuir para o
amaciamento da carne além das 24-48 horas que se seguiam ao
abate. Esta hipotese esteve alicergada em determinagbes de
atividade da p-calpaina nas quais se observava um declinio da
atividade proteolitica desta enzima a medida que aumentava o
tempo post mortem. Este declinio da atividade era atribuido a
autdlise e inativagao da enzima nas condigdes de temperatura e pH
dacarne.

Com o objetivo de determinar se a p-calpaina apresentava
atividade nas condigtes de estocagem refrigerada da carne, HUFF-
LONERGAN et al. (1996) estudaram a degradacéo das proteinas
troponina T, nebulina, desmina, filamina e titina na carne de
novilhos, previamente classificada em dois grupos conforme a forga
de cisalhamento inicial em muito macias e muito duras, maturadas
pelo método convencional (2-4°C), por diferentes periodos de
tempo. Estas proteinas, isoladas de musculos bovinos, foram,
também, incubadas com u-calpaina em condigtes semelhantes as
da maturagdo (4°C, pH 5,6, CaCl, 100 uM). A protedlise foi
controlada pelo aparecimento de produtos de degradagao destas



proteinas, em SDS-PAGE e técnicas imunologicas ("immunoblot”).
HUFF-LONERGAN et al. (1996) observaram, na carne
convencionalmente maturada, que os padroes de degradagao das
proteinas isoladas, incubadas com p-calpaina, mostraram-se
relacionados com a maioria das alteragdes observadas nas
mesmas proteinas. Nebulina foi degradada rapidamente, antes da
troponina T. Este resultado coincidiu com as observagdes feitas por
GOLL et al. (1983). A protedlise da nebulina também aconteceu
antes da titina. Desmina permaneceu praticamente inalterada
durante todo o periodo de maturagéo (28 dias) das carnes.

No trabalho de HUFF-LONERGAN et al. (1996), em amostras
de carne muito macia, a banda correspondente ao peso molecular
de 30 kDa, indicativa da proteélise da troponina T, apareceu no 1°
dia apds o abate enguanto nas carnes muito duras, o polipeptideo
de 30 kDa apareceu somente no 7° dia post mortem. No 3° dia ap6s
o abate, nas carnes muito macias, ja havia sido identificada uma
segunda banda, de 28 kDa, indicando inicio de degradacdo do
polipeptideo de 30 kDa. Porém, até o final da maturagéo, alguma
troponina T intacta permaneceu visivel em ambos os tipos de carne.
A degradagao parcial da desmina e troponina T coincidiu, em
ambos os tipos de carnes, com a redugao dos valores da forga de
cisalhamento, principalmente nas carnes muito duras.

Em conjunto, estes resultados forneceram suporte para
afirmar que a degradacgdo das proteinas miofibrilares pela
u-calpaina constitui o principal fator de amaciamento da carne
maturada sob refrigeragdo e que provavelmente seja iniciado
imediatamente ap6s a morte do animal, gerando as diferengas de
maciez durante as primeiras 24 horas post mortem
(KOOHMARAIE, 1996).




A degradagdo das proteinas nebulina, troponina T e titina
estao intimamente relacionadas com o aparecimento, numero e
largura das rupturas da jungdo da linha Z com a banda | (BOYER-
BERRI & GREASER, 1998) e, juntamente com a protedlise da
filamina e desmina, podem ser usadas como indicadores da maciez
da carne porque, de modo geral, elas sao degradadas mais
rapidamente em musculos macios do que naqueles de pior textura
(HUFF-LONERGAN etal., 1996).

Estes trabalhos, juntamente com o de GEESINK & GOLL
(1995), que observaram presenca de p-calpaina na fragao
sedimentada de miofibrilas, que contém actina e miosina, indicam
que esta endopeptidase pode manter atividade por um longo
periodo de tempo apos o abate. KOOHMARAIE (1996) relatou que,
em trabalhos nos quais se utilizou caseina marcada, p-calpaina
esta presente no musculo mesmo apés 14 dias, com 5 a 10% da
atividade inicial. A autdlise desta endopeptidase, constituindo-se
em processo intermolecular, ndo sendo, portanto, completo,
permite concluir que a p-calpaina pode reter alguma atividade apos
ter sofrido autdlise extensiva (KOOHMARAIE, 1996).

Sabe-se que a atividade das calpainas é inibida
especificamente pela calpastatina. Porém, a natureza desta
regulacao ainda nao foi bem definida. A velocidade de inativagio da
calpastatina é altamente correlacionada com o amaciamento da
carne durante a maturag@o. Em geral, alta atividade de calpastatina
€ relacionada a uma reduzida degradagio das proteinas
miofibrilares (HUFF-LONERGAN & LONERGAN, 1997),
-_::!aramente evidenciada na falta de maciez da carne de bovinos Bos
indicus e de ovinos com o fenétipo "callipyge” nas quais a atividade
de calpastatina se sobrepde & da p-calpaina (KOOHMARAIE, 1988;



WHIPPLE et al., 1990a,b; WHEELER et al., 1990b;
SHACKELFORD et al., 1991,1994; KOOHMARAIE et al., 1995b; |
KOOHMARAIE et al., 1996, KOOHMARAIE, SHACKELFORD & |
WHEELER, 1998). |

Maciez da carne de bovinos

Bos indicus

A introdugédo de bovinos da raga Nelore (Bos indicus) no
Brasil, vindos da india e que em 1962 n&o alcangava 7.000 animais,
sofreu uma expansao sem igual no mundo, refletindo a perfeita
adaptagao ao ambiente de clima tropical e subtropical caracteristico !
damaior parte do pais (SANTIAGO, 1972).

A adaptabilidade das diferentes ragas de Bos indicus a climas
quentes, sua resisténcia a ectoparasitas e os aspectos produtivos
em geral, vém sendo extensivamente aproveitados em
cruzamentos com bovinos europeus, em varias formas, para
obtengéo das vantagens da heterose (CARPENTER et al., 1961;
CROUSE et al., 1989; O'CONNOR et al., 1997).

Entretanto, apesar dos incontestaveis ganhos produtivos
resultantes desses cruzamentos, as vantagens da heterose tém
encontrado, na falta de maciez da carne, um sério obstaculo. Em
outros paises, mercados mais exigentes e a industria discriminam
bovinos com fendtipo zebuino (CARPENTER et al., 1961;
SHERBECK et al., 1996). Para os brasileiros, o maior obstaculo
podera estar relacionado a preferéncia dos consumidores que tém,
na maciez, o item mais importante da palatabilidade da carne
bovina (FELICIO, 1995, PIREDA, 1998).




No Brasil, que possui o maior rebanho comercial do mundo,
composto em grande parte pela raga Nelore, cruzamentos
comerciais entre 0 gado Nelore e bovinos Bos taurus estao cada
vez mais intensificados, principalmente em regides de clima
temperado, onde predominam as ragas européias. Com isso,
parece que, em algum momento, a qualidade da carne,
especialmente a maciez, devera constituir-se em ponto critico
(SMITH et al., 1992; WARKUP, 1997) do sistema de produgao de
carne.

Varios estudos, realizados basicamente nos Estados Unidos
da América, revelaram que o gendtipo zebuino e sua proporgao nos
cruzamentos com ragas europeias, introduz uma grande variagao
da maciez da carne. CARPENTER et al. (1961) compararam a
palatabilidade da carne de bovinos com diferentes graus de sangue
Brahman (1/4B, 1/2B, 3/4B), em cruzamentos com gado Shorthorn,
com a carne de animais puros Brahman. Os autores observaram
que a carne de novilhos 1/4B apresentou menor forga de
cisalhamento e os melhores escores de maciez pelo painel
sensorial em relagdo a carne de novilhos Brahman. Bovinos 1/2B e
3/4B produziram carne com textura intermediaria. CROUSE et al.
(1989), utilizando animais 0, 25, 75 e 100% Bos indicus,
demonstraram que, & medida que aumenta a participagdo do
gendtipo zebuino dentro de uma raga, aumenta a forca de
cisalhamento, diminuem os escores de avaliagdo sensorial de
maciez com o respectivo aumento da variancia destes valores.
CROUSE et al. (1989) concluiram que a variagio da maciez foi
Independente do ambiente onde os animais foram produzidos e da
Ccomposicao da carne e deveu-se ao gendtipo zebuino. Resultados



semelhantes foram encontrados por GALLINGER et al. (1992),
SHERBECK et al. (1995), e PRINGLE et al. (1997).

WHEELER et al. (1990a), maturando carne de novilhos}
Hereford puros, Brahman puros e cruzamentos Hereford x
Brahman, submetidos ou ndo a estimulagao elétrica logo apos o
abate (450 V, 1,5 a 2 min.), durante 28 dias, verificaram que o
gendtipo zebuino influenciava também a velocidade de
amaciamento da carne de novilhos. Neste trabalho, fico
demonstrado que a carne de novilhos Brahman necessitou de 28
dias de maturagdo para alcangar 20% dos valores de forca de
cisalhamento igual ou menor que 3,5 kgf, valor relativo as carnes
muito macias de novilhos Hereford, sem estimulacao elétrica, apos

3,5 kgf aos 14 dias post mortem e somente 60% das mesmas
necessitou menos que 3,5 kgf somente apds 21 dias de maturagao
Por outro lado, 70% das amostras de contrafilé de novilhos:
Hereford, ndo estimulados eletricamente, apresentaram valores de
forga de cisalhamento igual ou menor que 4,5 kgf aos 14 dias de
maturagdo e, com estimulagao elétrica, 90% das amostras
apresentaram forga de cisalhamento igual ou menor que 3,5 kgf no
mesmo periodo. Com relagao aos animais cruzados, a estimulagéo
elétrica fez aumentar em 70% a freqliéncia de valores de forga de
cisalhamento menor que 3,5 kgf apos 14 dias de maturagéo e, e
90%, a freqliéncia de amostras que necessitaram de menos de
4,5 kgf para serem cortadas. Para WHEELER et al. (1990a),

combinagao de estimulagao eletrica com maturagdo da carne d
novilhos Brahman nao foi suficiente para dar garantia de qualidade’
quanto a maciez.



WHIPPLE et al. (1990a), buscando explicar as causas das
diferencas de velocidade de amaciamento dos musculos longo
dorsal e semitendinoso de novilhos europeus puros (animais
Hereford x Angus como raga pura européia) e de animais cruzados
com a raca Sahiwal (3/8 e 5/8S), observaram que a carne de
bovinos 5/8S, mais dura que a de 3/8S, mesmo apds 14 dias de
maturacao, teve protedlise reduzida, verificada por eletroforese das
proteinas miofibrilares. A proteina desmina, do citoesqueleto das
células musculares, da carne de novilhos 5/8S permaneceu
inalterada. Ao mesmo tempo, ndo foi observada a banda
correspondente a proteina de 30 kDa, caracteristica das carnes que
sofreram maturagao (GOLL et al., 1983; KOOHMARAIE, 1988). Isto
também foi observado por WHEELER et al. (1990b), em contrafilé
maturado de novilhos Brahman. WHIPPLE et al. (1990a)
verificaram que a atividade de calpastatina, o inibidor especifico das
calpainas, determinada 24 horas apos o abate juntamente com a
forca de cisalhamento, foi mais alta no musculo longissimus dorsi
de novilhos 3/8S (1,96 U de calpastatina/g de carne e 9,3 kgf) e 5/85
(2,09 U/g de carne e 9,6 kgf) do que em novilhos Hereford x Angus,
igual a 1,36 U de calpastatina/g de carne (forga de cisalhamento
igual a 7,0 kgf). Para os autores, a pior textura da carne de zebuinos
foi devida & reduzida protedlise das proteinas miofibrilares
associada a alta atividade de calpastatina dos musculos.

Com base nestes resultados, WHIPPLE et al. (1990b)
realizaram estudo que envolveu andlise de regresséo tomando a
forga de cisalhamento e os escores sensoriais, obtidos de carne
maturada por 14 dias, como variaveis dependentes e, as diferentes
Faracteristicas bioquimicas e histologicas, como variaveis
independentes. O objetivo dos autores foi determinar o valor



preditivo das caracteristicas bioquimicas e histolégicas do musculo
longissimus dorsi de novilhos 3/8S e 5/8S apés 14 dias de
maturacao. Neste estudo, WHIPPLE et al. (1990b) verificaram que
o Indice de Fragmentagédo Miofibrilar (CULLER et al., 1978), de
carne maturada por 7 dias, explicava 50% da variagao da forga de
cisalhamento e maciez, avaliada por painel sensorial, e que O
mesmo poderia ser importante indicador da maciez junto com forga
de cisalhamento. Entretanto, o indice de Fragmentagdo Miofibrila
foi considerado como uma resposta a maturagdo e nao uma
caracteristica com potencial preditivo. Com base nessa
observagdo, WHIPPLE et al. (1990b) retiraram esta variavel da
andlise estatistica e verificaram que a atividade de calpastatina
determinada 1 dia apos o abate, foi a variavel que, sozinha, explicou
a maior parte, 44%, da variagdo da maciez da came bovina
independentemente da raga. O modelo de regresséao para a forga
de cisalhamento, sem o IFM, teve o maior coeficiente de
determinagdo (R?), igual a 0,76 e incluiu 4 variaveis: atividade de
calpastatina 24 h post mortem, atividade de catepsinas B + L apos
14 dias de maturacdo, pH 6 horas e relagdo porcentagem de
fibras/area de fibras BR, embora os trés ultimos tenham sido menos
importantes.

Resultados semelhantes aos obtidos por WHIPPLE et al.
(1990b) foram encontrados por SHACKELFORD et al. (1991):
Estes autores concluiram que a maior atividade de calpastatina de
contrafilé de novilhos 5/8B, em relagdo aos novilhos Hereford
contribuiu para a menor velocidade de amaciamento da carme
durante a maturacao.

A extensdo do amaciamento da carne bovina durante 2
maturacdo, de trés ragas 3/8 Brahman, provenientes de




cruzamentos com Hereford, Red Angus e Simental (Braford, Red
Brangus e Simbrah), foi avaliada em relacdo ao componente
genético do Bos taurus por O'CONNOR et al. (1997). A baixa
resposta a maturagdo e, portanto, a maior dureza da carne, foi
associada com o genétipo zebuino. Neste trabalho, a atividade de
calpastatina da carne de bovinos Braford, até 4 dias post mortem,
foi mais alta do que a de Red Brangus e Simbrah, embora a
diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. Entretanto,
comparando-se os genotipos que formaram as ragas estudadas, a
atividade de calpastatina de contrafilé de bovinos 3/8 Brahman foi
mais alta (P<0,05) em relagao aos animais Bos taurus. Além disso,
os autores observaram que o amaciamento da carne de novilhos
3/8 Brahman, mais lento do que a de bovinos europeus, foi
associado com a alta atividade de calpastatina.

RUBENSAM et al. (1998) encontraram diferengas na atividade
de calpastatina e na textura da carne medida através da forga de
cisalhamento pelo equipamento de Warner Bratzler Shear (WB)
determinados no 1° dia e no 10° dia apos o abate, entre a carne
(contrafilé, m. L. dorsi) de novilhos Polled Hereford (HH, n=14) e
5/8Hereford3/8Nelore (5/8H3/8H, n=5) produzidos no Rio Grande
do Sul. O grupo genético 3/4Hereford1/4Nelore (3/4H1/4N, n=7)
apresentou meédias intermediarias, que ndo diferiram dos dois
grupos anteriores (P>0,05). O coeficiente de correlagio entre forga
de cisalhamento e atividade de calpastatina, medidas no 1° e 10°dia
p.w, mortem, foi positivo (r=0,59 e 0,51, respectivamente) e
significativo (P<0,01 e P<0,05, respectivamente), indicando que
carneanm alta atividade de calpastatina no 1° dia post mortem
necessitam de maigr forca para serem cortadas, ou seja, sdo
MENos macias mesmo apos 10 dias de maturagdo. Considerando-



se o limite de 4,6 kgf de forga de cisalhamento proposto p
SHACKELFORD et al. (1991), entre carne macia (<4,6 kgf) e carn
dura (>4,6 kgf), a carne obtida nos trés tratamentos era dura no 1
dia apos o abate e, com excegéo do grupo 3/8N (37,5% Nelore), er
macia no 10° dia post mortem. Os autores concluiram que
introducdo de ragas zebuinas em cruzamentos comerciais d
bovinos pode estar trazendo prejuizos & maciez da carne produzid
no Estado.

Por muitos anos se utilizou e ainda se utiliza, a marmorizaga
(BLUMER, 1963; WHEELER et al., 1994; KOOHMARAIE, 1995)
caracteristica de atratividade da carne relacionada a quantidade d
gordura intramuscular, como critério de tipificagdo de carcagas no
Estados Unidos da América. Naquele pais, para se conseguir um
classificac&o superior das carcacgas, 0s animais permanecem mai
tempo em regime de alimentagdo extensiva, produzem carca
com maior proporgdo de gordura que sera, posteriorment
desprezada pelas donas de casa. Inumeros trabalho
demonstraram que marmorizagao se relaciona muito pouco com
palatabilidade da carne (KOOHMARAIE; SHACKELFORD
WHEELER, 1998) e, além disso, explica somente 5 a 20% d
variagdo da maciez (BLUMER, 1963, WHIPPLE et al., 1990b)
Deste modo, em um grupo de animais com o mesmo teor d
gordura intramuscular, alguns irdo produzir carne macia e, outros
carne dura.

Independentemente da classificagdo de carcagas, co
énfase na marmorizagao do contrafilé, a selegéo de ragas bovina
foi essencialmente direcionada para aquelas de constituica
genética apropriada tanto a um crescimento como a u




acabamento rapido e que apresentam, geralmente, uma carne mais

macia. . ol
No Brasil, este conceito esta sendo assimilado entre os

criadores e melhoristas da raca Ntailqre através de diferentes .
programas de melhoramento genetlc_n de glad::: de corte.
Precocidade ¢ a palavra-chave na cadeia produtiva da carne de
gado Nelore e tem por objetivo, a obtengdo de um produto final de
qualidade conhecida, seja no ambito da produgao de reprodutores
seja na produgdo da carne (FELICIO, 1995; FRIES, 1996) sem
porém, esquecer das caracteristicas de adaptagao.

Entretanto, mesmo que a precocidade de terminagao
aumente as probabilidades de os animais produzirem carne macia,
a qualidade final da carne ou a palatabilidade, sera variavel,
principalmente quanto a maciez (WHEELER; CUNDIFF; KOCH,
1994; KOOHMARAIE; SHACKELFORD; WHEELER, 1998).

Ha necessidade crescente de se adotar metodologias para o
melhoramento genético dos rebanhos bovinos, que déem garantia
ao consumidor de que a carne bovina sera macia. Para
KOOHMARAIE; SHACKELFORD; WHEELER (1998), a genética
influi significativamente na variagdo da maciez da carne e sua maior
expressao acontece em relagdo ao Bos indicus e ao fendtipo
“callipyge”em ovinos, associado a alta atividade de calpastatina
muscular.

A partir dos trabalhos de WHIPPLE et al. (1990a,b) e
WHEELER et al. (1990b), ficou estabelecida a estreita relagéo entre
a reduzida protedlise da carne maturada de bovinos com genétipo
zebuino a maior atividade de calpastatina muscular. Com base
nestes trabalhos, SHACKELFORD et al. (1994) calcularam as
herdabilidades e correlagbes genéticas e fenotipicas de
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caracteristicas de carcaca e de carne, a partir de dados d
programas de melhoramento de rebanhos bovinos do "Meat Anima
Research Center", Clay Center, Estados Unidos da Ameérica.
hipétese de que a selegao de animais com reduzida atividade d
calpastatina poderia resultar na produgéo de carne mais macia
levou SHACKELFORD et al. (1994) a determinar a herdabilidade d
atividade de calpastatina muscular e de sua relagao genética com
maciez da carne maturada. Os autores obtiveram valores d
herdabilidade de atividade de calpastatina, forca de cisalhamento
teor de gordura intramuscular iguais a 0,65, 0,53 e 0,93
respectivamente. A correlagdo genética entre atividade d
calpastatina e forga de cisalhamento foi igual a 0,50. Neste trabalho
a correlagdo genética entre rendimento em cortes e atividade d
calpastatina e teor de gordura intramuscular foi, respectivamente
0,44 e -063. Entre ganho meédio diario e as duas Ultima
caracteristicas foi, respectivamente, -0,52 e -0,04. Tendo em vis
estes resultados, os autores concluiram que a selecao de animai
com baixa atividade de calpastatina muscular pode resultar num
resposta genética rapida para maciez, sem comprometimento d
taxa de crescimento. Ao contrario, selegdo de animais com alto teo
de gordura intramuscular poderia levar a produgao de animais co
baixo rendimento em cortes.

Por outro lado, PRINGLE ef al. (1997), observaram que
diminuic@o do teor de gordura intramuscular, avaliada visualment
através da marmorizagdo do contrafilé bovino, pdde explica
parcialmente, as diferencas de maciez da carne observadas ent
Bos taurus e Bos indicus. Além disso, mais do que a atividade d
calpastatina, a relagdo p-calpainal/calpastatina constituiu-se n
caracteristica determinante das diferengas de maciez entre o




diferentes genotipos bovinos. Para os autores, o amaciamento da
carne de bovinos, com diferentes gendtipos Bos indicus, sofre efeito
combinado da atividade de calpastatina, grau de marmorizacéo e
da porcentagem de genes zebuinos.

Os resultados obtidos por SHACKELFORD et al. (1994) e
PRINGLE et al. (1997) podem estar indicando que a busca da
precocidade de crescimento (FRIES, 1996) talvez resulte na
produgdo de carne com qualidade uniforme. Portanto, a
possibilidade de se usar a atividade de calpastatina como método
de identificagdo de animais produtores de carne macia, pode se
constituir num meio de alcangar a precocidade de terminacgao.

Atividade de calpastatina
como indicador de maciez

de carne bovina

A constatagdo de que a atividade de calpastatina nas 24 horas
apos o abate, é uma caracteristica de alta herdabilidade e
geneticamente correlacionada com a maciez da carne bovina, tem
levado os pesquisadores a propor que a mesma seja usada como
indicador de maciez da carne logo apés a matanga e mesmo antes
de o animal ser abatido (KOOHMARAIE et al., 1995a; WULF et al.,
1996).

Sem duvida, 3 instigante curiosidade e necessidade de se
ccfnhecer @ maciez da carne bovina ja foi registrada ha algumas
dec:e?das, Mmostrando que o homem sempre se preocupou com a
qualidade da carne e, principalmente, com sua maciez. Mais
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interessantes, ainda, foram as observagdes feitas sobre

herdabilidade da maciez, a qual se atribuia a grande variabilida
encontrada entre os animais. Mas, nos anos passados, permane

dificil e distante estabelecer os fundamentos anatémico
fisiologicos ou bioquimicos de tais diferengas. YEATES (196
relatou sua preocupagéo e curiosidade afirmando que, no futu
talvez fosse possivel tomar amostras de musculos de toun
mediante uma biopsia, com o objetivo de determinar

herdabilidade da mesma.

Porém, até o presente momento, mesmo que a relagédo
maciez com a atividade de calpastatina post mortem esteja be
estabelecida, ainda néo foi possivel definir qual método é o ma
apropriado para fazer a previsdo da maciez com base genéti
Sabe-se que o gene da calpastatina bovina é polimaérfico e es
localizado no cromossoma 7 do genoma bovino (KOOHMARAIE
al., 1995a). O polimorfismo foi identificado por LONERGAN et
(1995), com as enzimas de restricdo BamHl e EcoRl q
produziram fragmentos de 9,0 e 5,0 kb (quilobases)e 6,0 e 4,0 k
respectivamente. Ambas enzimas produziram fragment
monoméricos de 15 e 2,0-3,0 kb, respectivamente. Entretant
apesar deste polimorfismo, ndo surgiu evidéncia de que
freqliéncia alélica fosse diferente entre ragas. Além disso,
polimorfismo de gendtipos, analisados pelas enzimas de restrig
BamH| e EcoRIl, nao explicou a variacdo da atividade
calpastatina e forga de cisalhamento da carne tanto nas primeir
24 horas post mortem como apos 14 dias apés o abate. Tendo e
vista estes resultados, LONERGAN et al. (1995) concluiram que
alternativa para prever a maciez da carne de bovinos de diferent
composigdes geneticas poderia ser baseada principalmente




variagdo da expressao da calpastatina e de sua atividade no proprio
musculo. . : :

GREEN et al. (1996) realizaram experimento com novilhos
provenientes de cruzamento? Bos taumls-Eos indicus, com o
objetivo de determinar a relaga? entrle mamezrdla carne, matura!da
por diferentes periodos, € 0 polimorfismo gengticn da calpastgtma
muscular. O polimorfismo do gene da calpastatina, de cada animal,
foi determinado pela técnica de identificagao de fragmentos de DNA
de diferentes comprimentos (RFLP) obtidos com a enzima Taq1.
GREEN et al. (1996) concluiram que o polimorfismo genético da
calpastatina de Bos indicus afetou significativamente a maciez,
avaliada por painel sensorial e forga de cisalhamento, e a atividade
de calpastatina, medida no 1° dia apds o abate.

KOOHMARAIE (1995) comentou que os fatores que afetam a
expressao do gene candidato a ser o marcador da maciez, no caso
o gene da calpastatina, podem estar localizados em cromossomas
diferentes e os mesmos nao podem ser identificados tendo por base
somente o gene candidato. O autor considerou que, para sele¢gao
geneética para maciez, mais importante e mais seguro, sera o uso de
marcadores genéticos, que permitem, em nivel de DNA, a
determinagdo da variagdo genética simultaneamente com as
determinacdes fenotipicas. Para KOOHMARAIE (1995), mesmo
conhecendo-se os fatores genéticos de regulagdo dos genes, nem
toda a variagdo da maciez da carne podera ser controlada porque
ela e afetada, também, por fatores ambientais e que se constituem
Na maior parte da variagdo desta caracteristica. Dentro de uma
raca, :a genética explica 30% da variagao da maciez e entre ragas,
Eﬁfﬂxlmadamente 46%. Segundo o autor, o fator ambiental
(alimentagao, nivel de estresse, resfriamento da carne, maturagao,



congelacgao, método de cozimento da carne) deve ser considerade
na selegao genetica para maciez.

MILLER (1997) considerou a possibilidade de se fazer sele¢a
genética para maciez através de testes de progénies de touro
tendo em vista que a forga de cisalhamento da carne responde a
efeito do touro e que a atividade de calpastatina no 1° dia po.
mortem tem relagdo genética com a forga de cisalhamento. P
outro lado, KOOHMARAIE (1995) ja havia se manifestado contrari
aos testes de progénie para a atividade de calpastatin
argumentando que isso seria um processo muito demorado
MILLER (1997) afirmou que a atividade de calpastatina da care n
1" dia apos o abate poderia constituir-se em instrumento de selega
indireta para a forga de cisalhamento.

As determinacgbes da atividade de calpastatina geralment
sdo feitas por determinagdo enzimatica das fragbes eluidas d
colunas de cromatografia de troca ibnica ou de gel-filtragdo ou d
extratos musculares aquecidos, atraves da atividade inibidora d
calpastatina sobre a ag¢do proteolitica das calpaina
(KOOHMARAIE, 1990a; SHACKELFORD et al., 1994). Esta
determinagbes consomem tempo e necessitam de quantidade
significativas de amostra. Por outro lado, os método
imunoenzimaticos sdo mais rapidos, simples e muito sensiveis
Quantidades minimas de amostras sao necessarias para fazer a
determinagdes (TAKANO et al., 1984; van den HEMEL-GROOTE
et al., 1997). A quantificagdo rapida da atividade de calpastatin
pode ser viabilizada através do ensaio imunoenzimatic
denominado teste ELISA (do inglés "Enzyme-Linke
Immunosorbent Assay") utilizando-se um anticorpo contra
calpastatina muscular bovina. O anticorpo pode ser produzido




partir de fragmentos menores de calpastatina como por exemplo,
15 kDa (KDDHMARAIE et al., 1995a), 34 kDa (POMPILI et al.,
1995, FUMAGALLI et al., 1996) ou pela expressdo da proteina
recombinante por microrganismos transformados com o plasmidio
contendo o gene da calpastatina (DOUMIT et al., 1996). Para que o
anticorpo reconheca a calpastatina nativa, com peso molecular em
torno de 70 kDa, ou fragmentos menores, em extratos musculares,
o mesmo deve ser policlonal. Utilizando-se o anticorpo policlonal
anti calpastatina, é possivel analisar pelo teste ELISA, ao mesmo
tempo, um grande nimero de amostras de carne de bovinos
fenotipicamente diferentes (DOUMIT et al., 1996).

A selecédo para carne macia, seja pelo uso de marcadores
genéticos, teste de progénie ou atraves de imunoensaios em
amostras de musculos obtidos por bidpsia, pode diminuir
significativamente a variabilidade da maciez da carne bovina.
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