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RESUMO
A expressao da isoforma de calpastatina responsiva a ractopamina altera a
maciez da carne, com implicagoes na eficiéncia de crescimento de suinos

O mercado consumidor esta cada vez mais exigente com relagdo a qualidade
dos produtos carneos. A ractopamina exerce influéncia pronunciada sobre as variaveis
de desempenho, aumentando, principalmente, o percentual de carne magra, por meio
da reducdo da espessura de toucinho e aumento da area de olho de lombo. Porém
estas modificacbes sdo acompanhadas de reducdo na qualidade da carne, alterando
cor e principalmente maciez, pois a ractopamina atua na expressao de isoformas da
calpastatina, inibidor do processo de amaciamento da carne. Sessenta animais (30
machos castrados e 30 fémeas), sendo 30 Large White (LW) e 30 Duroc (DU) foram
divididos aleatoriamente em grupos que receberam diferentes doses de ractopamina
(RAC): 0 (controle), 10 ppm e 20 ppm na dieta. O fornecimento de RAC iniciou-se
quando os animais atingiram 85,0 kg+6.5 de peso vivo e terminou quatro semanas
depois com os animais pesando 115,0 kg+11,0. Apés o abate, as carcagcas foram
resfriadas por 24 horas e as medi¢des de pH e temperatura foram feitas 0, 3, 6, 9 e 24
horas. O musculo L. dorsi da meia carcacga direita foi separado para medi¢ao da area de
olho do lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EG) e cor 24 horas. Amostras
do mesmo musculo foram separadas para quantificagcdo da expressado génica relativa
das trés isoformas (Calp1 — 1xa; Calp2 — 1xb; Calp 3 — 1u) do gene da calpastatina e
relacionadas com indice de fragmentagao miofibrilar, medido 0, 3 e 5 dias pds-abate, e
forca de cisalhamento 1 e 5 dias pds-abate. Houve melhora na conversao alimentar
para os animais tratados com RAC. Os animais LW apresentaram maior AOL do que os
animais DU. Fémeas e machos apresentaram diferenca na AOL. A EG apresentou
interacdo entre raca e sexo e ainda apresentou diferengas entre as doses de RAC e
também quando comparadas com o controle. A carne dos animais DU apresentou
valores superiores para a* e b*, e menor valor de pH final comparada as amostras de
LW, gerando carne com coloracdo vermelha mais clara. Os resultados confirmam a
produgdo de carne mais magra quando adicionado ractopamina na dieta, entretanto
nestas racas puras a adicdo de RAC néo influenciou na AOL. Em relagéo as isoformas,
a Calp 1 e 3 foram expressas em quantidades muito acima da isoforma Calp 2, esta
ultima apresentando esperada baixa expresséo. Os animais DU apresentaram, tanto no
dia 1 como no dia 5, uma menor forga de cisalhamento em relagdo aos animais Large
White e isto pode ser explicado pelo aumento da expressao da isoforma Calp1 nesses
ultimos, o mesmo ocorrendo quando houve o fornecimento da ractopamina. Os animais
tratados com 10 e 20 ppm apresentaram uma maior forca de cisalhamento, que
coincidiu com aumento da expressao da isoforma Calp 1. O indice de fragmentagao
miofibrilar foi inferior para todos os tempos pds-abate para 20 ppm de ractopamina e
para ou 0 e 5 dias pos-abate em animais DU. Houve alta correlagao positiva entre nivel
de expressao da Calp1 e forca de cisalhamento. Portanto a raca e a dose influenciaram
na expressao relativa das isoformas de calpastatina, o que alterou a maciez da carne
suina.

Palavras-chave:Large White; Duroc; Desempenho; pH; Maciez; Expressao
génica
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ABSTRACT
The expression of calpastatina isoform responsive of ractopamine modifies meat
tenderness, with implications on efficiency of swine growth

The consumer market is each more demanding time with relation to the meat
quality products. Ractopamine exerts sharp influence on performance variable,
increasing, meanly, percentage of lean meat, by reduction of fat thickness and increase
of rib eye area. However these modifications are associate with reduction in meat
quality, as color and meanly tenderness, therefore the ractopamine acts in the isoforms
expression of calpastatina, inhibitor of muscular proteolysis process. Sixty animals (30
barrows and 30 gilts) being 30 Large White (LW) and 30 Duroc (DU) were randomly
assigned to different doses of ractopamine (RAC): 0 (control), 10 ppm and 20 ppm in the
diet. The animals were fed with RAC after 10 weeks of their arrival and 85.0 kg+6.5 of
live weight and ended up 4 weeks later with animals at 115.0 kg£11.0. After slaughter,
carcasses were cooled for 24h and pH and temperature measurements were 0, 3, 6, 9
and 24h after slaughter. The L. dorsi muscle was collected 24h PM from the right
carcass side for rib eye area (REA), fat thickness (FT) and color measurements
Samples of the same muscle had been separate for quantification of relative gene
expression of three isoformas (Calp1 - 1xa; Calp2 - 1xb; Calp 3 - 1u) of calpastatin gene
and related with myofibrillar fragmentation index, measured 0, 3 and 5 days after
slaughter, and shear force 1 and 5 days after slaughter. Reaching an improvement of
feed conversion on animals with RAC. LW animals had greater REA than DU breed. Sex
condition influenced REA. FT presented interaction between breeds and sex condition
and were different between RAC doses and also compared to the control diet. The DU
meat presented superior values for a* and b*, and also lower ultimate pH value
compared to LW, generating meat with reddish pink color. The results confirmed the
production on leaner carcasses when RAC is added to diet. However, in those pure
breeds doses of RAC did not modify REA. In relation isoforms, Calp 1 and 3 were
express in amounts very high of Calp2 isoform, this last presenting waited low
expression. Animals DU presented, on day 1 and day 5, a low shear in relation to
animals Large White and this can be explained by the increase of the Calp1 isoform
expression in these last ones, the same occur when ractopamina was supplied. Treated
animals with 10 and 20 ppm presented a higher shear force, that coincided with increase
of Calp1 isoform expression. The myofibrillar fragmentation index was low for all times
after slaughter for 20 ppm of ractopamina and for 0 and 5 days after slaughter on
animals DU. High positive correlation between level of Calp1 expression and shear
force was founded. Therefore breed and dose influenced on relative expression of
calpastatina isoforms, that modified swine meat tenderness.

Keywords: Large White; Duroc; Performance; pH; Meta Tenderness; Gene
Expression
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1 Introdugao

O crescimento populacional tem sido destaque em muitos meios de comunicagao
e tem afetado todos os setores da economia mundial. A populacdo mundial em 1950
era de 2,5 bilhdes de pessoas. De acordo com dados obtidos junto a ONU (2006), no
nosso planeta vivem mais de 6,3 bilhdes de pessoas, dessas, mais de 75% vivem em
paises subdesenvolvidos.

Devido ao crescimento da demanda por alimento e a abertura de mercados para
exportagao, no setor agropecuario se faz cada vez mais necessario a adogao de novas
e melhores técnicas para atingir qualidade e maior produtividade. A competitividade é
uma realidade a ser enfrentada pelos produtores brasileiros na busca tanto do mercado
interno quanto do mercado externo, num cenario que busca maior rentabilidade
econdmica e sustentabilidade para o setor primario, isto €, eficacia. Qualquer fator que
possa interferir no processo de producgao, antes ou poés “porteira”, deve ser conhecido,
estudado e explorado.

Neste contexto estdo inseridos os produtores de suinos, pois a produgao
brasileira esteve estagnada até os anos 80. A partir deste periodo se consolidaram
importantes fundamentos que deram a base para a suinocultura que conhecemos hoje,
como: adequagao de instalagdes, exigéncias nutricionais, animais genéticamente
melhorados, uso de matrizes suinas cruzadas, fundamentos de biosseguranga,
cuidados com meio ambiente devido a grande quantidade de dejetos, além de outros
fatores.

Hoje a carne suina ocupa uma grande parte das refeigdes brasileiras, ela € um
alimento que enriquece a refeigdo de maneira nutritiva e saborosa. Sua maciez e sabor
caracteristico sdo os motivos de sua grande aceitacdo. Apesar de atrair pelo sabor, a
carne suina é também excelente fonte de vitaminas do complexo B (Tiamina,
Riboflavina, B6 e B12) e minerais (fésforo, zinco e ferro). Ao consumir 100 gramas de
carne suina uma pessoa atende aos seguintes percentuais de suas necessidades
diarias: 39% da Tiamina, 22% da Niacina, 20% do Zinco, 18% da Vitamina B6, 12% da
Vitamina B12, 20% do Ferro e 100% do Fésforo.
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A quantidade de gordura saturada ainda € considerada pelo consumidor um
problema da carne suina, devido a grande preocupagado das pessoas com doengas
cardiovasculares. A gordura €, hoje em dia, considerada pela maioria dos consumidores
como um componente desnecessario ou, pelo menos, evitavel. Nesse sentido, os
produtores, em especial os suinocultores, trabalham para melhorar o rendimento das
suas exploragdes através da producédo de carne magra em curto espago de tempo. A
utilizacdo de tecnologias como ragas geneticamente melhoradas e o fornecimento de
agonistas B-adrenérgicos pode facilitar esta agdo (RAMOS;SILVEIRA, 2000), embora
os resultados do uso destes farmacos nem sempre sejam positivas.

No tocante a qualidade organoléptica do produto carne, a interagédo entre raca e
agonistas B-adrenérgicos pode interferir negativamente na maciez. Muito embora a
maciez ndo ocupe lugar de destaque numa lista de pontos criticos de qualidade para
industria da carne suina, aquela continua sendo um atributo de palatabilidade

destacado pelos consumidores internacionais.

2 Revisao bibliografica

2.1 Suinocultura

A industria suinicola brasileira progrediu de forma significativa nos ultimos anos.
Em 2006 a produgao de carne suina cresceu quase 6,0%, atingindo 2,86 milhdes de
toneladas (ABIPECS, 2007). Este aumento foi concretizado devido a evolugdo dos
conhecimentos na area de nutricdo, do melhoramento genético, sanidade, manejo,
ambiéncia e instalagbes, sendo que hoje temos tecnologia para produgao elevada de
proteina animal pela espécie suina. Toda esta evolugdo na area técnica, por sua vez,
foi gerada a partir de esforgos e investimentos provindos de 6rgados de fomento,
instituicdes publicas de pesquisa e empresas privadas.

Em termos de gendtipos diretamente envolvidos na evolugdo da produgéo
podemos destacar algumas ragas importantes:

A raga Large White, no registro genealdgico, participou com 22,55% em 1998,
passando a ocupar o primeiro lugar na composigao do rebanho das granjas produtoras

de animais puros de origem. Das ragas puras criadas, foi a ultima a ser introduzida no
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pais, no inicio da década de 1970 e, pelo desempenho apresentado, vem aumentando
anualmente a sua participagao. A raga é muito utilizada na produgao de hibridos e se
caracteriza pela sua prolificidade e excelente habilidade materna.

Ja a raca Duroc foi a primeira raga a ser introduzida no pais e, portanto, a que
iniciou o melhoramento e a tecnificagdo da suinocultura brasileira. A rusticidade e a
facil adaptacao a todas as regides do pais fizeram com que seu uso em cruzamentos
industriais propiciasse uma melhoria na qualidade da carne das ragas brancas. Ja foi a
raga mais registrada no “Pig Book Brasileiro” (PBB), hoje participa com 1,94% do total
emitido no pais, com previsdo de manter esta participagao.

Resultados comparativos entre diferentes ragcas mostraram alteracbes de
rendimento de carne que podem estar relacionados aos programas de selecdo dos
animais. Dados sugerem que a progénie de machos Large White produz mais
carne do que a progénie dos machos Duroc, especialmente com ragdo ad libitum.
Outros estudos relatam rendimentos superiores de carne da progénie de machos Duroc
e Hampshire do que de machos Landrace e Large White (SMITH et al., 1989; BLASCO
et al., 1994).

Entre as racas de suinos criadas no Ocidente, a Duroc e seus cruzamentos
apresentam o maior conteudo de gordura intramuscular, seguidas da Hampshire,
Landrace, Large White, Landrace belga e Pietrain (BARTON-GADE, 1990; OLIVER,
1994).

Em andlise sensorial de maciez e sabor da carne proveniente de animais Duroc,
Berkshire e do cruzamento entre eles, os animais Duroc apresentaram carne com as
piores avaliagbes, além da maior perda por cozimento (STOLLER et al., 2003).

Existem diferengas dentro da prépria raga quando comparados animais Duroc de
dois grupos diferentes, um utilizando progénies de sémen congelado de animais da
década de 80 e outra usando sémen fresco de animais dos anos 2000, o musculo L.
dorsi do primeiro grupo apresentou maior acumulo de gordura intramuscular (3,48 vs.
3,09%) e menor for¢ca de cisalhamento (5,31 vs. 3,07) comparado com o L. dorsi do
segundo grupo (SCHWAB et al., 2006)

Apesar de todo o avanco, inclusive na caracterizagdo de aspectos de qualidade

da carne e adequacéo de processamento industrial, a cadeia de produgao suina tem
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sempre operado em estreitas margens de lucro. Assim, uma das principais metas da
cadeia produtiva da carne suina, a exemplo das outras espécies, € a redugao dos
custos de produgdo. Em espécies monogastricas, como os suinos, aproximadamente
70% dos custos de produgdo sao devidos a alimentagao dos animais (ALBINO; SILVA,
1996).

Dentro deste contexto que esta inserida a adigao de agonistas B-adrenérgicos na
dieta. A incorporagao destes na alimentagdo de animais por algumas semanas tem um
efeito de particdo de energia, fazendo com que exista um aumento na massa da
musculatura esquelética e uma reducgdo da deposi¢ao de lipidios no tecido adiposo do
animal (COLE et al., 1987; GU et al., 1991ab; MARAMATSU et al., 1991).

2.2 Beta agonistas adrenérgicos

Os agonistas B-adrenérgicos (B AA), embora estejam autorizados na terapia
humana e veterinaria, principalmente como anti-asmaticos, broncodilatadores e
tocoliticos, tém sido, também, usados como promotores de crescimento animal. Estas
catecolaminas ha muito vém sendo utilizadas na veterinaria em frangos (BUYSE et al.,
1991), suinos (BARKER et al., 1992) e bovinos (EISEMANN et al., 1988).

A descricdo do mecanismo de agao mais aceita aponta para um receptor (R) na
membrana celular que € estimulado pelo agonista (8 AA). O complexo BA-R fixa-se
sobre uma proteina de ligacdo que é regulada pelos nucleotideos guaninicos. O
difosfato de guanosina, GDP, quando a proteina esta na sua forma inativa e o trifosfato
de guanosina, GTP, quando a subunidade a da proteina é ativada pelo complexo
agonista/receptor. Esta proteina denominada Gs, na sua forma ativa, vai induzir a
modificagdo da fluidez da membrana, permitindo assim, o seu deslocamento lateral,
levando a estimulagdo da agao catalitica da enzima adenilato ciclase, Ac. Esta, que se
situa na face interna da membrana plasmatica, vai a partir do trifosfato de adenosina
(ATP), levar a formac&o do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), o que atua como
mensageiro secundario. O AMPc ativa uma proteina-quinase (PKA) que conduz a
fosforilzagdo de proteinas. As proteinas tém sua funcionalidade controlada pelo
processo de fosforilagao/defosforilacdo (adaptado de RAMOS;SILVEIRA, 2002).
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Os B AA sao capazes de promover maior ganho de peso diario em frangos
(RAMOS;SILVEIRA, 2002) e suinos (RAMOS;SILVEIRA, 2002; MOLONEY; ALLEN,
1992). Existe também aumento da massa muscular em percentagens que variam entre
6 e 18% em ratos (RAMOS;SILVEIRA, 2002; CORREIA et al., 1992; CARTER et al.,
1991) e suinos (RAMOS;SILVEIRA, 2002). Concomitantemente, observa-se a
diminuicdo da gordura corporal, com valores oscilando entre 6 e 33% em ratos
(RAMOS;SILVEIRA, 2002), frangos (MURAMATSU et al, 1991) e suinos
(RAMOS;SILVEIRA, 2002; MOLONEY; ALLEN, 1992).

Esta diminuigdo de gordura é devida a um efeito direto dos B AA no tecido
adiposo, estimulando a lipdlise, pois foram encontrados receptores dos 3 AA no tecido
adiposo suino, indicando pelo aumento da presenga de acidos graxos livres e glicerol
na corrente sanguinea (PETERLA; SCANES, 1990).

No caso de B AA parece ser caracteristico a necessidade de determinagao de
doses efetivas e tempo de atuacédo. A utilizagdo do B AA L-644,969 (6-amino-a-{[(1-
metil-3-fenilpropil)amino]metil}-3-piridina-metanol) na ragcdo de suinos em
concentracdes de 0; 0,25; 1 e 4 ppm durante um periodo de sete semanas, resultou
em melhor desempenho dos animais na dose intermediaria (1 ppm), particularmente
no periodo inicial do tratamento, sem nenhum beneficio observado a partir da sétima
semana (WALLACE et al.,, 1987). Esse tempo para que os tecidos se tornassem
refratarios ao 3 AA é reduzido para cinco semanas na dose mais elevada.

Os resultados obtidos por BARK et al. (1992) e ENGESETH et al. (1992)
indicam que a adicdo de ractopamina a ragdo de suinos numa concentracido de 20
ppm melhora a eficiéncia de crescimento bem como as caracteristicas da carcaga. Os
resultados positivos no ganho de peso diario foi verificado nos primeiros 14 dias de
fornecimento da ractopamina, diminuindo com o tempo de tratamento até cessar, apés
4 semanas de fornecimento.

Por outro lado, a ractopamina demonstrou ser mais eficiente quando sua
administragcdo é feita a animais mais pesados (CROME et al., 1996), o que vem
corroborar a idéia geral de que a administracao de B AA é mais rentavel quando é feita

no periodo final da engorda. Especialmente em suinos geneticamente selecionados
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para a produgao de carne magra e com abate efetuado até os 114 kg de peso vivo
(BARK et al., 1992; ENGESETH et al., 1992).

Alguns testes demonstraram pequenos aumentos na forga de cisalhamento da
carne, que mede resisténcia ao corte, proveniente de animais que receberam [ AA
(AALHUS et al., 1990). Outros pesquisadores relataram nao haver nenhuma diferenca
consistente tanto na resisténcia ao corte como na maciez sensorial para amostras de
pernil e lombo de suinos tratados com ractopamina (JEREMIAH et al., 1994).

A resisténcia ao corte levemente maior encontrada nos suinos tratados com
ractopamina pode ser devido a um maior didmetro da fibra muscular (AALHUS et al.,
1990; UTTARO et al., 1993). Entretanto, o indice de fragmentagdao das miofibrilas foi
menor para os animais tratados com ractopamina (UTTARO et al., 1993), indicando
uma influéncia do farmaco sobre o processo proteolitico muscular.

Embora ndo tenham encontrado diferengcas em maciez e sabor por analise
sensorial, STOLLER et al. (2003) sugeriram uma tendéncia de notas mais baixas

(menor satisfagdo dos provadores) para carne dos animais tratados com ractopamina.

2.3 Calpastatina

DRANSFIELD (1992, 1993) e KOOHMARAIE (1992) concluiram que o principal
sistema proteolitico relacionado com a maciez é denominado calpainas, proteinas que
contém no sitio ativo um residuo de cisteina, produzidas pelos musculos como
proenzimas que sao ativadas por calcio, tendo trés componentes principais:

e m — calpaina ou calpaina tipo Il (enzima que requer niveis mais elevados ou
milimoles (mM) de célcio). E ativada quando o pH esta préximo de neutro, embora
conserve alguma atividade em 5,7;

e | - calpaina ou calpaina tipo | (enzima que requer baixos niveis ou micromoles,
MM, de calcio), bastante eficiente em amaciar a carne logo apds o abate (até 6-10
horas), quando as concentracdes de calcio no sarcoplasma se elevam de 107
moles/L (0,1 uM de Ca**) para 10° ou 10 moles/L (1 — 10 yM de Ca®*). Também
€ uma proteinase que atua em pH neutro, embora conserve atividade diminuta em

pH tipico de carne .
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o Calpastatina, que tem como principal fungdo inativar as calpainas. Também
dependente de calcio, apresentando 4 dominios repetidos que sao responsaveis
pela inibicdo das calpainas.

DRANSFIELD (1992) sugeriu que 44% da variagao na maciez da carne pode
ser explicada pela variacdo na atividade da calpaina I.

A calpastatina € inibidora das calpainas impedindo que as calpainas degradem
as proteinas musculares por ocasidao da estocagem das carcagas e cortes carneos
(KOOHMARAIE, 1994). A calpastatina apresenta uma atividade "suicida", pois na sua
presenca, as calpainas em vez de hidrolisarem as outras proteinas, hidrolisam as
calpastatinas (DOUMIT; KOOHMARAIE, 1999).

A atividade da calpastatina medida 24 h pés-abate foi altamente correlacionado
com a maciez da carne bovina maturada por 14 dias (WHIPPLE et al., 1990). O
coeficiente de correlacdo entre o nivel de atividade de calpastatina e a forgca de
cisalhamento apds 14 dias de maturacgao foi de 0,44, isto €, quanto maior a atividade
de calpastatina, maior a forga necessaria para o corte da carne e, portanto menor a
maciez.

Entre espécies, quanto maior a atividade de calpastatina tanto maior a forga de
cisalhamento medida na carne sendo que dentre as espécies de carne vermelha a
bovina apresenta maior calpastatina e menor maciez da carne, enquanto a espécie
suina apresenta menor calpastatina e maior maciez da carne (KOOHMARAIE et al.,
1991).

Alguns trabalhos demonstram a existéncia de isoformas de calpastatina em
camundongos, ratos, humanos (TAKANO et al., 1999, 2000; PARR et al., 2000, 2001).
Existe uma forma inteira, isto €, traduzida normalmente e outras com delecbes de
exons na regiao denominada XL e do exon 3, que faz parte da ligagao entre o dominio
XL com outro dominio da proteina identificado como L (ambos ndo s&o dominios de
ligacdo com as calpainas), mostrando a existéncia de “slipicing” alternativo.

A regidao XL da calpastatina, de acordo com CONG et al. (1998), possui sitios
de fosforilagdo, e sua fosforilagdo bem como sua propria expressao sao ambas

dependentes de estimulo beta-adrenérgico.
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A fosforilagdo da calpastatina pode diminuir a afinidade desta pela u-calpaina
(PONTREMOLI et al.,1992). Portanto, isoformas com a regido XL deletada talvez
indique uma diferenga na interagéo entre a calpastatina e as calpainas. Ja aregido L é
responsavel pela regulacdo da ligagdo da calpaina no sitio inibitério da calpastatina
(LEE et al, 1992) sendo que em moléculas com regides desse dominio deletadas,
isoformas da calpastatina com atividades inibitérias diferenciadas poderiam ser
geradas.

Suinos das ragas Duroc, Large White e o cruzamento entre elas, demonstraram
trés isoformas da calpastatina, 172 kDa, 135 kDa e 80 kDa, separadas pela técnica de
imunodeteccao através do uso de anticorpos anti-calpastatina (SENSKY et al., 1999).
O aparecimento da isoforma de 80 kDa foi significativamente maior comparada com as
outras isoformas em animais Duroc, sendo verificada uma correlagédo negativa entre
forca de cisalhamento e a quantidade da isoforma de 80 kDa. Por outro lado, a forga
de cisalhamento foi positivamente correlacionada com a quantidade da isoforma de
135 kDa.

Pela mesma técnica BOEHM et al. (1998) encontraram quatro polipeptideos
com aproximadamente 125, 91, 68 e 42 kDa em carne bovina. O primeiro € a forma
nativa da calpastatina, ja os outros trés nao foram identificados, sendo que poderiam
ser produtos de degradagdo do primeiro ou isoformas produzidas por “splicing”
alternativo.

Trés isoformas de RNAm (8,5 Kb; 5,5 Kb e 2,5 Kb) foram encontradas em
amostras de L. dorsi de suinos (JI et al.,1998). A injecdo com somatrotopina suina
(pST) provocou uma reducédo em até 61% da isoforma de 5,5 Kb, havendo redugéo de
11% no consumo dos animais e um aumento de 26% no ganho destes. Isto pode
indicar relagdo da isoforma de 5,5 Kb com a protedlise miofibrilar e o crescimento
muscular.

Em face a ag&o da ractopamina e raga sobre expressao génica das diferentes
isoformas de calpastatina e suas possiveis implicacbes no crescimento muscular e
maciez da carne, foi realizado este projeto. Os resultados serdo apresentados em dois

capitulos.
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O capitulo 3, intitulado INCREMENTO NO DESEMPENHO DE SUINOS PUROS
DAS RACAS LARGE WHITE E DUROC RECEBENDO DIFERENTES DOSES DE
RACTOPAMINA E MODIFICACOES NA COR DA CARNE, teve como objetivos
estudar os efeitos de duas doses de ractopamina no ganho de peso, consumo de
ragao, conversao alimentar; e alguns parametros da carcaga e carne: curva de queda
de pH e temperatura, cor 24 horas pos-abate, area de olho do lombo e espessura de
gordura, em animais de diferentes condi¢cdes sexuais.

O capitulo 4, intitulado RELACAO ENTRE A FREQUENCIA RELATIVA DE
ISOFORMAS DE CALPASTATINA E QUALIDADE DA CARNE DE SUINOS PUROS
DAS RACAS LARGE WHITE E DUROC, teve como objetivos estudar o efeito de duas
doses de ractopamina na expressao génica de trés isoformas de calpastatina e sua
relagdo com maciez de carne medida por dois métodos: for¢a de cisalhamento e indice

de fragmentagao miofibrilar em carne de animais de diferentes condigbes sexuais.
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3 INCREMENTO NO DESEMPENHO DE SUINOS PUROS DAS RAGCAS LARGE
WHITE E DUROC RECEBENDO DIFERENTES DOSES DE RACTOPAMINA E
MODIFICAGOES NA COR DA CARNE

Resumo

A producgado de animais com melhor conversado alimentar aliado a producédo de
carne magra € muito importante para industria suina e para a saude humana. O uso do
agonista beta adrenérgico ractopamina tem se mostrado eficaz na produgao de suinos
com aquelas caracteristicas, porém afeta a qualidade final da carne. Sessenta animais
(30 machos castrados e 30 fémeas), sendo 30 Large White (LW) e 30 Duroc (DU) foram
divididos aleatoriamente em grupos que receberam diferentes doses de ractopamina
(RAC): 0 (controle), 10 ppm e 20 ppm na dieta. O fornecimento de RAC iniciou-se
quando os animais atingiram 85,0 kg+6.5 de peso vivo e terminou quatro semanas
depois com os animais pesando 115,0 kg+11,0. Os animais foram pesados
semanalmente, a conversdao meédia alimentar semanal foi calculada pela divisdo do
consumo meédio semanal pelo ganho de peso médio semanal. Apds o abate, as
carcacas foram resfriadas por 24 horas e as medi¢des de pH e temperatura foram feitas
0, 3, 6, 9 e 24 horas pds-abate. O musculo L. dorsi da meia carcacga direita foi separado
para medi¢cao da area de olho do lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EG)
e cor 24 horas pos-abate. Os animais tratados com RAC tiveram uma melhora da
conversdo alimentar verificada pelo aumento de ganho de peso, 2,3 kg+0,2 (P<0,01)
por semana a mais do que os animais ndo tratados. Nao houve diferenca entre as
doses. A conversao alimentar melhorou 1,1 kg+0,1 para os animais que receberam 10 e
20 ppm de RAC em relagao ao controle. Os animais LW apresentaram maior AOL
(P<0,05) do que os animais DU. Fémeas e machos apresentaram diferenga (P<0,05) na
AOL, 37,7+1,1 e 34,3+1,2 cm?, respectivamente. A EG apresentou interagdo entre raca
e sexo (P=0,083) e ainda apresentou diferengas entre as doses de RAC e também
quando comparadas com o controle (P=0,054). A carne dos animais DU apresentou
valores superiores (P<0,01) para a* e b*, e menor valor de pH final (P<0,01) comparada
as amostras de LW, gerando carne com coloragao vermelha mais clara. Os resultados
confirmam a produg&o de carne mais magra quando adicionado ractopamina na dieta,
entretanto nestas racas puras a adicao de RAC nao influenciou na AOL.

Palavras-chave: Conversao alimentar; pH; Area de olho do lombo; Espessura de
gordura; sexo
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INCREMENT IN PERFORMANCE OF PURE SWINE OF LARGE WHITE AND DUROC
BRREDS RECEIVING DIFFERENT DOSES OF RACTOPAMINA MODIFICATIONS
AND MEAT COLOR

Abstract

Lean meat production has been an important issue for health and economical
reasons in swine meat industry. The use of the beta adrenergic ractopamine have been
very efficient in the production of lean carcass and meat, however it affects the final
meat quality. Sixty animals (30 barrows and 30 gilts) being 30 Large White (LW) and 30
Duroc (DU) were randomly assigned to different doses of ractopamine (RAC): O
(control), 10 ppm and 20 ppm in the diet. The animals were fed with RAC after 10 weeks
of their arrival and 85.0 kg+6.5 of live weight and ended up 4 weeks later with animals at
115.0 kg+11.0. The animals were weighed weekly, average feed conversion were
calculated by the division of the average ration consumption for weight gain.week™. After
slaughter, carcasses were cooled for 24h and pH plus temperature measurements were
taken 0, 3, 6, 9 and 24h postmortem (PM). The L. dorsi muscle was collected 24h PM
from the right carcass side for rib eye area (REA), fat thickness (FT) and color
measurements. The animals fed with both doses of RAC had an improvement of feed
conversion verified by an increase in weight gain of 2.3 kg+0.2 week™ (P<0.01). The
feed conversion improved by 1.1 kg£0.1to the animals under 10 and 20 ppm RAC doses
compared to the control. LW animals had greater REA (P<0.05) than DU breed
(37.7+1.0 and 34.3+1.2 cm?, respectively). Sex condition influenced REA (P<0,05) with
gilts and barrows presenting 37.7+1.1 and 34.3%1.2 cm?, respectively. FT presented
interaction between breeds and sex condition (P=0.083). FT were different between
RAC doses (P<0.05) and also compared to the control diet (P=0.054) (0: 2.62+0.13 cm;
10 ppm: 2.53+0.12 cm; 20 ppm: 2.10+£0.13 cm). The meat of DU presented superior
values (P<0.01) for a* and b*, and also lower pH compared to LW, generating meat with
reddish pink color. The results confirmed the production on leaner carcasses when RAC
is added to diet. However, in those pure breeds doses of RAC did not modify REA.

Keywords: Feed conversion; pH; Rib eye area; Fat thickness; Sex condition
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3.1 Introducgao

No mundo, os suinos respondem por cerca de 39 % do consumo de carnes
(FAO, 2005). No Brasil, a carne bovina representa 52% do consumo total; a carne de
frango, 34%, e a suina, contribui com 15%. Em levantamento recente, o rebanho suino
brasileiro somava cerca de 38 milhdes de cabegas (IBGE, 2003). Do produtor ao
consumidor, a demanda da industria suina € por um produto com baixa quantidade de
gordura, refletindo na valorizagado da carne em fungao da quantidade e da qualidade da
gordura produzida.

Agonistas beta adrenérgicos, como a ractopamina (RAC), tém sido usados para
aumentar a quantidade de musculo e reduzir o teor de gordura nas carcagas suinas,
aumentando a eficiéncia do sistema produtivo (ANDERSON et al., 1987; PRINCE et al.,
1987; UTTARO et al., 1993; DUNSHEA et al., 1993a,b). Esta eficiéncia é estendida ao
processamento industrial com obtengcdo de maior rendimento de presunto (STITES et
al.,1991).

Os efeitos da ractopamina sobre a qualidade da carne sao controversos, onde
alguns trabalhos indicam que a RAC ndo exerce nenhum impacto significativo sobre a
qualidade da carne suina, inclusive na cor, na marmorizagao, na firmeza e nos valores
de pH final (STITES et al., 1994; UTTARO et al., 1993). Porém trabalhos mais recentes
indicam efeito da ractopamina sobre a cor devido a mudangas na composicao das fibras
musculares (CHANG et al.2003; DEPREUXE et al., 2002). O objetivo deste trabalho foi
verificar o efeito de diferentes doses de ractopamina sobre o desempenho e qualidade

da carne de suinos puros das ragas Large white e Duroc.

3.2 Materiais e Métodos
3.2.1 Local

O experimento foi realizado em galpao de terminacdo de suinos que apresenta
717,75 m? (43,5 x 16,5 m) de construgao e pée direito de 3,0 m, provido de janelas de
vidro teladas em ambos os lados de seu comprimento, permitindo ventilagdo e claridade
durante o dia todo. O mesmo possui 80 baias construidas em alvenaria, com dimensdes
de 1,11 m de largura por 2,20 m de comprimento (2,40 m? de area). Cada baia

apresenta em sua parte posterior um bebedouro do tipo niplee (chupeta) e na parte
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anterior um cocho de 45,0 cm de comprimento. As baias sdo divididas com grades de

ferro permitindo a visualizagdo dos animais vizinhos.

3.2.2 Animais

Foram utilizados 60 suinos para a realizagdo do experimento, sendo 30 da raca
Large White (15 machos castrados e 15 fémeas) e 30 da raga Duroc, com mesma
distribuicdo de condicdo sexual. Os animais foram transportados para o local do
experimento, com média de 60 dias de idade e 27,0 (x0,56) kg de peso vivo. Foram,
aleatoriamente, alocados nas baias individuais, ndo se respeitando a ordem de

desembarque. No mesmo instante tiveram acesso a agua e ao alimento.

3.2.3 Manejo de rotina

A primeira alimentagao do dia era fornecida as 07h 30 min. Apds a alimentacgao,
as baias eram lavadas com agua, sob pressdo. Durante o dia, era fornecida
alimentagdo aos animais, conforme os cochos eram esvaziados, sendo que a ultimo
trato do dia ocorria as 17h 30min. Uma vez na semana, havia a pesagem dos animais,
que se iniciava as 08h. Neste dia, os animais recebiam o primeiro trato apds a

pesagem.

3.2.4 Tratamento com ractopamina

Apds 10 semanas de experimento, 0os animais atingiram média de 85,0 (£6,5) kg
de peso vivo. Neste momento, foi iniciado o fornecimento da ractopamina (Paylean 20).
Foram preparadas trés dietas que diferiam nas doses do agonista 32-adrenérgico: 10 e
20 ppm, e grupo controle (O ppm). As doses foram, aleatoriamente, designadas aos
animais, dentro dos dois grupos de condi¢gao sexual diferenciada (machos castrados e
fémeas) e das ragas (Large White e Duroc). A ractopamina foi adicionada a ragao

comercial na fabrica de ragao experimental.

3.2.5 Analises de desempenho e qualidade da carne
O experimento foi dividido em duas fases: A primeira, chamada de periodo pré-

dosagem, iniciou-se com a chegada dos animais e durou 10 semanas, até os animais
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atingirem média de 85,0+6,5 kg de peso vivo. Nesta fase os animais foram identificados
individualmente, tratados contra endo- e ectoparasitas e distribuidos individualmente
nas baias, sendo alimentados com dieta comercial Crescimento-Engorda (Tabela 1). A
segunda fase, chamada de periodo de dosagem, iniciou-se apés a 10 semana, a partir
do momento que se iniciou o fornecimento de ractopamina (Paylean 20). Foram
utilizados os seguintes niveis deste 32-adrenérgico na ragao: 0 (controle), 10 e 20 ppm.
Os animais foram aleatoriamente divididos entre as doses, dentro dos dois grupos de
condigao sexual diferenciada (machos castrados e fémeas). O farmaco foi adicionado a
mesma dieta do periodo pré-dosagem, juntamente com suplementagédo do aminoacido
lisina, na fabrica de racdo da universidade. Os animais controle também receberam a
suplementacao de lisina na ragdo. Esta fase do experimento durou quatro semanas e

foi finalizada com o abate dos animais (média de 115,0£11,0 kg de peso vivo).

Tabela 1 - Porcentagem, na materia seca, dos nutrientes na dieta

Nutrientes (niveis de garantia) % na matéria seca
Umidade (méax.) 13,00
Proteina Bruta (min.) 20,00
Extrato etéreo (min.) 3,50
Matéria fibrosa (max.) 3,50
Matéria mineral (max.) 9,00
Calcio (max.) 1,00
Férforo (min.) 1,00
Cinzas (max.) 10,00

Dieta : Racdo completa, extrusada em forma de cilindro com didmetro entre 13 mm e 15 mm.

Os animais foram pesados no inicio do periodo pré-dosagem, sendo pesados
semanalmente a partir deste ponto até o abate. A conversdo meédia alimentar semanal
foi calculada pela divisdo do consumo médio semanal pelo ganho de peso meédio
semanal. Antes de cada pesagem, os animais ficavam em jejum de 6-8 horas para
eliminar os residuos gastro-intestinais.

Apds o abate, as carcagas foram identificadas e resfriadas por 24 horas. As
medigdes de pH e temperatura foram feitas 0, 3, 6, 9 e 24 horas pds-abate utilizando,
pHmetro portatil Digimed DM-2. Depois deste periodo foi separado o musculo L. dorsi
da meia carcaga direita dos 60 animais e levados em caminhao refrigerado para o

Laboratério de Processamento de Carnes, onde as pecas permaneceram sob
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resfriamento de 4 °C. As medidas de area de olho do lombo, ou seja, area do musculo
Longissimus dorsi (AOL), espessura de gordura subcutanea (EG) foram avaliadas as 24
horas pos-abate através da utilizagdo da régua de quadrantes de pontos (LUCHIARI
FILHO, 2000).

A avaliagao da cor foi obtida por meio do colorimetro MINOLTA Chroma Meter
CR-508d. As leituras dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e
b* (intensidade de amarelo) foram feitas no sistema CIELab com as seguintes
caracteristicas: area de medigcdo 8,0 mm de didmetro, dngulo de observagao 10°,
iluminante D65 com componente especular incluido. Foram utilizados dois bifes do
musculo L. dorsi por animal, sendo realizadas duas leituras por bife. O resultado dos
valores de L*, a* e b*, foi a média das quatro leituras realizadas as 24 horas apés o

abate.

3.2.6 Analise estatistica

O experimento foi delineado, inteiramente ao acaso, com estrutura fatorial 2
(ragas) X 2 (condigéo sexual) X 3 (doses de ractopamina). Os dados foram analisados
utilizando-se o Proc Mixed do pacote estatistico do SAS (SAS INST., INC., CARY,
NC). Foram incluidos no modelo os efeitos principais (raga, condicdo sexual e dose) e
suas interacgdes. Os efeitos principais e suas interagcdes foram submetidos a ANOVA.

O teste Student'’t foi utilizado para a comparacao das médias .

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Analises de desempenho
A eficacia da administracdo de ractopamina ficou evidente nos dados de

desempenho (Tabela 2). Nao houve diferenga no desempenho entre raga e sexo.
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Tabela 2 - Desempenho de suinos machos castrados e fémeas das ragas Large-White e Duroc nos
periodos pré-dosagem e pds dosagem com 0, 10 e 20 ppm de ractopamina

Periodos

Pré-dosagemE P&s-dosagem
Efeitos 0 ppm 10 ppm 20 ppm 0 ppm 10 ppm 20 ppm
N° de animais 20 20 20 20 20 20
Ganho de peso médio
semanal 6,1 (0,3) 6,0 (0,3)° 6,1 (0,2) 6,9 (0,4) 9,8 (0,2)° 10,1 (0,3)°
Consumo médio semanal 18,1 (0,9)° 18,3 (1,1)? 18,0 (1,0)° 247 (1,1  252(0,8)°  24,9(0,9)
Conversao alimentar média 3,1 (0,2)° 3,2(04) 3,0 (0,1)° 3,7(01° 230,17 2,2(0,3°

£ No periodo pré-dosagem (idade - 60 dias a 130 dias — peso vivo - 27+0,56 e 85,0+6,5 kg) os animais
foram divididos, para no periodo pds-dosagem (130 dias e 85,0+6,5 a 158 dias e 115,0+11,0) iniciar-se
os tratamentos com ractopamina; ¢ \/alores seguidos por letras diferentes diferem entre si (P<0,01)

O ganho de peso médio semanal, consumo médio semanal e a conversao
alimentar média semanal sofreram oscilagdo durante todo periodo pré-dosagem,
porém nao houve diferenga entre os grupos de animais sorteados para receberem
posteriormente as diferentes doses de ractopamina. Neste mesmo periodo os animais
apresentaram conversao alimentar média semanal em torno de 3,1. Este valor
corrobora com dados obtidos para animais puros Large White (OLIVEIRA, et al., 2002)
e Duroc (YOUNG et al., 1976) apresentando conversdao média alimentar semanal de
3,1 kg.

No periodo pés-dosagem, os animais controle (0 ppm) tiveram um aumento na
conversao alimentar, fato este esperado para animais na fase de terminacédo, onde
ocorre alto consumo e o mesmo ganho de peso semanal ja que grande parte do
crescimento concentra-se na deposigcdo de gordura (CAMPBELL; TAVERNER, 1988;
WHITTEMORE, 1992).

Os animais que receberam ractopamina, independente da dose, apresentaram
um ganho de peso adicional de 3,0 kg (P<0,01) por semana, aproximadamente 430 g
dia™ de ganho de peso vivo adicional comparados aos animais nao tratados. Para a
conversao alimentar houve uma melhora de 1,4 kg semana'1, ou seja, 200 g dia™
(P<0,01) para os animais que receberam ractopamina em relagdo ao controle.

Resultados semelhantes, porém mais modestos, para suinos tratados com 20
ppm de RAC mostraram uma melhora de 0,52 kg na conversdo alimentar média
semanal e ganho adicional de peso de 150g dia”' (UTTARO, et al.,1993). Outros

resultados similares em suinos que receberam 20 ppm tiveram ganho de peso 120 g
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dia’ maior do que os ndo tratados resultando em uma melhora de 0,54 kg na

conversao média alimentar semanal (CROME, 1996).

3.3.2 Qualidade da carne
3.3.2.1 pH, temperatura e cor

A ractopamina nao influenciou nas medidas do pH e temperatura durante as
primeiras horas pds-abate (P>0,05), assim como n&o influenciou o pH final. Por outro
lado, animais DU apresentaram carne com pH final de 5,40%0,1, inferior (P<0,05) aos

5,7410,08 observados na carne dos LW (Figura 1). Nao houve influéncia de sexo no pH

final.
6,40
6,20
6,00
> %0 \ﬁ%
:I:. 560 11 _o Lwm
5404 _m lwer
5,20 |
—+—DU-M
5,00
DU-F
4,80
0 3 6 9 24
Horas pés-abate

Figura 1 - Curva de queda do pH da carne suina 24 horas pos-abate para suinos Large White e Duroc
(machos castrados-M e fémeas-F). Circulo vermelho (agrupamento pH final): Large White; Circulo azul
(agrupamento pH final): Duroc

A temperatura da musculatura n&o foi alterada por raga, sexo (tabela 3), portanto
a conjungao temperatura alta e pH baixo ndo servem para explicar possiveis diferengas
nas caracteristicas de luminosidade. Temperatura proxima do seu estado fisiolégico

(>38 °C) com pH abaixo de 6 gera um acumulo de acido latico muscular, resultado do
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metabolismo  acelerado anaerébico da reserva de energia  muscular
(GREGORY;GRANDIN, 1998).

A carne dos animais da DU apresentou valores superiores (P<0,01) para a* e b*,
possivelmente devido ao menor pH final em relagdo ao obtido para a ragca LW (tabela
3). Valores elevados das variaveis de cor a* e b* estédo relacionados a baixo pH final da
carne, caracteristico em animais com grande reatividade ao estresse pré-abate
(JUNCHER et al., 2001). Outro fator importante na definigdo da cor seria o tipo de fibra.
Mudancgas nos tipos de fibra muscular pelo tratamento com ractopamina demonstraram
um aumento da fibra tipo 2A com queda do tipo 1 (DEPREUX et al., 2002). Justamente
a isoforma de miosina da fibra tipo 2A que apresenta uma correlagdo positiva com o
valor de a* para a raga DU e negativa para o mesmo espectro de cor para a raga LW
(CHANG et al.,2003).

Tabela 3 — Analise de parametros de cor da carne proveniente do musculo L. Dorsi 24 horas pds-abate
de suinos Large White e Duroc (machos castrados e fémeas) e temperatura do mesmo musculo 0, 3,6 e
24 horas pos-abate

Cor Temperatura
horas

L* a* b* 0 3 6 9 24
Raga
Large White (LW) 51,3 (0,7) 6,7(0,3° 44(0,2° 366 233 164 95 35
Duroc (DC) 52,6 (0,8) 76(04)" 52(0,37 362 238 160 92 31
P NS 0,08 0,03 NS NS NS NS NS
Sexo’
Macho Castrado (MC) 51,8 (0,8) 6,9(0,3) 4,6(0,2) 364 236 166 96 35
Fémea (F) 52,0 (0,8) 7,4(0,3) 4,8(0,2) 364 235 158 9,1 31
P NS NS NS NS NS NS NS NS
Raca X Sexo
LW-MC 49,9 (1,0 - - - - - - -
LW-F 52,7 (1,0 - - - - - - -
DC-MC 53,7 (1,2)° - - - - - - -
DC-F 51,4 (1,1)® - - - - - - -
P 0,02 NS NS NS NS NS NS NS

L: luminosidade; a*: vermelho; b*: amarelo;
*Sexo: condigao sexual;
A diferenga (P< 0,05) entre as médias esta representada pelas letras minusculas e a diferenga (P=0,08)

esta representada por letras mailsculas no canto superior direito dos valores, dentro dos efeitos

principais ou suas interagdes para cada quadrante.
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Outro fator que também pode estar relacionado com o pH final é o valor de L,
machos DU apresentaram maior valor de L quando comparados com os machos LW, e
os primeiros apresentaram um menor pH final. Este valor de pH final observado resulta
na perda da capacidade de retengcdo de agua pela aproximagao do ponto isoelétrico das
principais proteinas musculares, aumentando a exsudacado de agua (BREWER, 2004),
0 que gera uma maior luminosidade (valor de L). Fato corroborado pela correlagao
negativa (-0,31) entre valor de pH final e refletdncia (valor L) em animais Duroc
(SCHWARB et al., 2006).

A diferenca de L entre os grupos citados acima pode estar relacionada com
diferencas de reatividade entre os animais das diferentes ragcas e condicbes sexuais
(STELLA et al., 2007), embora fosse esperado que animais da raga LW apresentassem
um menor valor de L, fémeas LW apresentaram o mesmo valor de L da carne dos
suinos DU, o que confirma que ndo € somente o pH final o responsavel por variagoes

no valor de L.

3.3.2.2 Area de olho do lombo e espessura de gordura

A raca Large White e as fémeas apresentaram uma maior area de olho do lombo
(AOL) do que a raga Duroc e os machos, respectivamente (Tabela 4). A diferenca em
espessura de gordura (EG) foi verificada para a condi¢do sexual, onde os machos
apresentaram maior deposicdo de gordura subcutdnea. As doses de ractopamina
foram efetivas na diminuicdo da deposi¢do de gordura, com menores espessuras de

gordura especialmente na maior dosagem (Tabela 4).
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Tabela 4 - Area de olho do lombo (AOL)* e espessura de gordura (EG)* para suinos Large White e Duroc
(machos castrados e fémeas) de 115,0+ 11,0 kg de peso vivo médio recebendo diferentes doses de

ractopamina na racao

Raga Sexo Dose

LW DU Machos Femeas 0 10 ppm 20 ppm
AOL 37,7+1,0° 34,3%1,2° 34,321,2° 37,7117 34,4+1.4° 36,1%1,4*° 37,5%1,4°

(em?)

EG 2,30x0,09° 2,54+1,11° 2,6840.11% 2,16+0.10°  2,62+0,13* 2,53%0,12° 2,10+0,13°

(cm)

*LSMEANS+SD medidas na 10-112 costela no dia 1 pds-abate; Ragas : LW — Large White e
DU — Duroc; Sexo — condicdo sexual; ®*°Valores seguidos pela mesma letra dentro de raga,
sexo ou dose nao diferem (P>0,05)

Todavia, como houve interagdo (P=0,083) entre as ragas e condigdo sexual
para area de olho do lombo e espessura de gordura (Tabela 5), grande parte das
diferencas detectadas na AOL entre racas e entre os sexos € devida a uma menor
deposigao de tecido magro e maior deposigédo de gordura verificada em animais Duroc

machos castrados.

Tabela 5 - Interagdo entre raca e condicdo sexual (sexo) para Area de Olho do Lombo (AOL)* e

Espessura de Gordura (EG)* em suinos Large White e Duroc (machos castrados e fémeas)

Raga x Sexo
LW-M LW-F DU-M DU-F
AOL

emy 37.1x1.6a 38.3+1.5a 31.5+1.8b 37.1x1.7a
EG
(cm) 2.43+0.13b 2.17+0.13b 2.93#0.16a 2.15+0.15b

*LSMEANS+SD medidas na 10-112 costela no dia 1 pos-abate; * Valores seguidos pela mesma letra
dentro de raga, sexo ou dose nao diferem (P>0,05); LW: Large white; DU: Duroc; M: Macho castrado; F:
Fémea

UTTARO et al. (1993) observaram que o depdsito de gordura foi 0,18 cm menor
para suinos tratados com RAC. Porém, no mesmo trabalho, uma grande diferenga foi
encontrada entre os sexos, onde fémeas tratadas tiveram 0,49 cm a menos de
depdsito de gordura do que machos castrados. Este fato mostra que possivelmente, a
RAC tem maior efeito na deposigdo de gordura em fémeas ja que elas possuem um
menor depdsito de gordura comparado com machos (HAFEZ, 1972). Fémeas de ratos

sdo0 mais sensiveis ao efeito de promotor de crescimento do beta adrenérgico do que
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ratos jovens machos (KIM et al., 1992) e nesta mesma espécie o beta adrenérgico era

capaz de estimular o crescimento dos musculos esqueléticos e do conteudo protéico.

3.4 Concluséao

Suinos tratados com ractopamina aumentaram a eficiéncia alimentar, em parte
devido a menor deposi¢cao de gordura subcutanea.

Machos castrados Duroc apresentaram menor crescimento do musculo L. dorsi
e maior deposigdo de gordura. A carne dos animais desta raga apresentou pH final

que resulta em coloragao vermelha mais clara.
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4 RELACAO ENTRE A FREQUENCIA RELATIVA DE ISOFORMAS DE
CALPASTATINA E QUALIDADE DA CARNE DE SUINOS PUROS DAS RAGCAS
LARGE WHITE E DUROC

Resumo

A calpastatina € o inibidor enddégeno especifico das calpainas e é codificada por
um unico gene. Estudos demonstraram que as regides 1xa, 1xb e 1u do promotor da
calpastatina sdo funcionais e podem gerar trés isoformas diferenciadas. A expressao
diferenciada de isoformas pode estar relacionada com crescimento muscular e maciez
da carne. Sessenta animais (30 machos castrados e 30 fémeas), sendo 30 Large White
(LW) e 30 Duroc (DU) foram divididos aleatoriamente em grupos recebendo diferentes
doses de ractopamina (RAC): 0 (controle), 10 ppm e 20 ppm na dieta. O experimento
iniciou-se quando os animais atingiram 85,0 kg+6,5 de peso vivo e terminou quatro
semanas depois com os animais pesando 115,0 kg+11,0. Amostras do musculo L. dorsi
da meia carcaga direita foram separadas para quantificagdo da expressdo génica
relativa das trés isoformas (Calp1 — 1xa; Calp2 — 1xb; Calp 3 — 1u) do gene da
calpastatina e relacionadas com indice de fragmentag¢ao miofibrilar, medido 0, 3 e 5 dias
pos-abate, e forca de cisalhamento 1 e 5 dias pds-abate. Apenas a isoforma Calp 1 teve
expressdo diferencial (P<0,05) entre as ragas e as doses, com maior expressao
(P<0,05) nos animais Large White e nos animais tratados com 10 e 20 ppm de
ractopamina. A isoforma Calp 2, correspondente ao exon 1xb apresentou uma baixa
expressao relativa. A isoforma Calp 3 foi expressa de maneira igual quando
comparados sexo e dose de ractopamina. A carne dos animais Large White e tratados
com RAC apresentaram uma maior forca de cisalhamento e menores indices de
fragmentacao miofibrilar durante o periodo de amaciamento da carne coincidentes com
o0 aumento da expressao da isoforma Calp1.

Palavras-chave: Expressdo génica; indice de fragmentacdo miofibrilar; Forca de
cisalhamento
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RELATION BETWEEN RELATIVE FREQUENCY OF CALPASTAIN ISOFORMS AND
MEAT QUALITY OF LARGE WHITE AND DUROC PURE BREEDS

Abstract

Calpastatin is specific endogenous inhibitor of calpains and is codified by an
only gene. Studies had demonstrated that the regions 1xa, 1xb and 1u of the calpastatin
promoter are functional and can generate three differentiated isoforms. The expression
differentiated of isoformas can be related with muscular growth and meat tenderness.
Sixty animals (30 barrows and 30 gilts) being 30 Large White (LW) and 30 Duroc (DU)
were randomly assigned to different doses of ractopamine (RAC): 0 (control), 10 ppm
and 20 ppm in the diet. The animals were fed with RAC after 10 weeks of their arrival
and 85.0 kg+6.5 of live weight and ended up 4 weeks later with animals at 115.0
kgx11.0. Samples of muscle L. dorsi of the half right carcass had been separate for
quantification of relative gene expression of three isoformas (Calp1 - 1xa; Calp2 - 1xb;
Calp 3 - 1u) of calpastatin gene and related with myofibrillar fragmentation index,
measured 0, 3 and 5 days after slaughter and shear force 1 and 5 days after slaughter.
Only isoform Calp 1 had differentiated expression (P<0.05) between breeds and doses,
with higher expression (P<0.05) in the animals Large White and the animals with 10 and
20 ppm of ractopamina. Isoform Calp 2, correspondent to exon 1xb presented low a
relative expression. Isoform Calp 3 was express in equal when compared sex and dose
of ractopamina. The meat of the animals Large White and treated with RAC had
presented a higher force of shear and myofibrillar fragmentation index during the period
of coincident meat tendering with increase of expression of isoform Calp1.

Keywords: Gene expression; Myofibrillar fragmentation index; Shear force
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4.1 Introducgao

O sistema das calpainas (up-calpaina, m-calpaina e calpastatina) foi
primeiramente identificado como composto de proteinases cisteinicas, calcio
dependentes presente em todas as células, e desde entdo tem sido descrito com
grande detalhamento (CAMOU et al.,, 2007; GOLL et al., 2003; SORIMACHI, H.;
SUZUKI, 2001). As isoformas p-calpaina e m-calpaina catalisam a protedlise no
citoesqueleto e em proteinas de membrana e s&o reguladas pela concentragao de ions
de calcio e pela calpastatina que funciona como inibidor. Na musculatura estriada, o
sistema calpaina/calpastatina esta ligado com o turnover protéico e com o crescimento,
fusdo de mioblastos e desenvolvimento da textura na carne.

A calpastatina tem quatro dominios (I-IV) na regido C-terminal da proteina que
sdo responsaveis pela inibigdo das calpainas e um dominio ndo inibitério (L) cuja maior
parte da fungcéo ainda é desconhecida, embora esteja associada a atividade da proteina
(TAKANO et al.,, 2000). Uma sequéncia adicional de peptideos (XL) na regidao N-
terminal foi identificada em bovinos (CONG, et al., 1998). Diferengas nas sequéncias
das regides XL e L em tecidos especificos podem gerar isoformas da calpastatina, tipo
I-IV (TAKANO et al., 2000).

Um promotor do gene da calpastatina foi isolado por CONG et al. (1998) e este
pode ser ativado pela via do AMPc. Trabalho subsequente baseado na analise dos
transcritos de mRNA localizou quatro possiveis regides que seriam induzidas pelo
AMPc (TAKANO et al., 2000), sendo trés destas identificadas na estrutura do gene em
suinos podendo assim gerar trés isoformas da calpastatina (PARR et al., 2001).

A distribuicdo de isoformas da proteina calpastatina de 172 kDa, 135 kDa e 80
kDa foi correlacionada com forga de cisalhamento, a segunda positivamente e a
terceira negativamente. (SENSKY et al., 1998).

Neste presente estudo, trés construgdes do promotor do gene da calpastatina
foram feitas 5’ referentes aos exons 1xa, 1 xb e 1u, apontando para expresséo relativa
destas isoformas e sua relacdo com a maciez da carne suina medida pelo indice de

fragmentacao miofibrilar e pela for¢ca de cisalhamento.
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4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Local

O experimento foi realizado em galpao utilizado para a criagdo dos suinos
apresentando 717,75 m? (43,5 x 16,5m). O mesmo possui 80 baias individuais
construidas em alvenaria, com dimensdes de 1,11 m de largura por 2,20 m de
comprimento (2,40 m? de area). Cada baia possuia em sua parte posterior um
bebedouro do tipo niplee (chupeta) e na parte anterior um cocho de 45,0 cm de
comprimento. As baias eram divididas com grades de ferro permitindo a visualizagéo

dos animais vizinhos.

4.2.2 Animais

Foram utilizados 60 suinos para a realizacdo do experimento, sendo 30 da raca
Large White (15 machos castrados e 15 fémeas) e 30 da raga Duroc, com mesma
distribuicdo de condicdo sexual. Os animais foram transportados para o local do
experimento, com média de 60 dias de idade e 27,0 (+0,56) kg de peso vivo. Foram
aleatoriamente alocados nas baias individuais. No mesmo instante tiveram acesso a

agua e ao alimento.

4.2.3 Tratamento com ractopamina

Apds 10 semanas de experimento, os animais atingiram média de 85,0 (£6,5) kg
de peso vivo. Neste momento, foi iniciado o fornecimento da ractopamina Foram
fornecidas duas doses do agonista p2-adrenérgico na ragao: 10 e 20 ppm, e grupo
controle. As doses foram, aleatoriamente, designadas aos animais, dentro dos dois
grupos de condigdo sexual diferenciada (machos castrados e fémeas) e das ragas
(Large White e Duroc). A ractopamina foi adicionada a racdo comercial na fabrica de

racao experimental.

4.2.4 Forga de cisalhamento e indice de fragmentagio miofibrilar

Para a realizacdo do MFI foram utilizados 3 g de tecido muscular (L. dorsi) de
cada animal, seguindo o protocolo descrito por CULLER et al. (1978), onde o musculo

foi colocado em um tampéao fosfato e homogeneizado em liquidificadores "Waring”. Foi



45

feita a leitura do MFI em espectrofotdbmetro a 540 nm. As amostras foram refrigeradas
por 0, 3 e 5 dias de maturacgao.

Para corroborar com os dados de MFI, foram realizadas analises da forca de
cisalhamento das amostras do lombo provenientes das carcagas dos animais nos dias 0

e 5 pbés-abate de acordo com as normas da AMSA (1995).

4.2.5 ldentificagado do gendétipo Halotano

A identificacdo de suinos com gendtipo halotano homozigotos recessivos se fez
necessaria, pois animais com estas caracteristicas poderiam interferir na analise da
relacdo da expressao génica de isoformas e os resultados de qualidade da carne.

A carne destes animais apresenta menores valores de pH no musculo apds
abate (pH inicial) em relagdo a carne de suinos livres do gene halotano (OURIQUE;
NICOLAIEWSKY, 1990; SATHER et al., 1991). Portanto, a presenga do alelo halotano
aumenta a freqliéncia de carcagas classificadas como PSE (carne de textura mole, de
cor palida e que retém pouca agua) (BRIDI ET al., 2003).

O procedimento para identificagcdo do gendtipo do halotano foi baseado na
extragcdo de DNA dos bulbos capilares (MILLER et al., 1998) e a analise foi baseada no
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao (FUJIl et al.,, 1991;
SAMBROOK et al., 1989). Os resultados estdo no anexo 3.

4.2.6 Coleta de tecidos e extragao de RNA total

Amostras de tecido do musculo L. dorsi dos 60 suinos do experimento foram
coletadas apos o abate. O material coletado foi congelado em nitrogénio liquido,
colocado em tubos devidamente identificados e mantido congelado até analise. O RNA
total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen) seguindo o protocolo
desenvolvido por SIMMS et al. (1993)

4.2.7 Sintese cDNA
O cDNA foi sintetizado a partir de 30 yg de RNA total extraido a partir de

amostras de tecido de muscular, utilizando-se o protocolo descrito em SCHUMMER
(1999) com a utilizagéo do kit First Strand Superscript Ill (Invitrogen).
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4.2.8 Escolha das isoformas do gene da calpastatina para PCR quantitativo em

tempo real e sintese dos iniciadores

Para escolha das isoformas do gene da calpastatina a serem estudadas na
analise de expressdo foram tomados como base o estudo sobre a presencga da regiao
XL no gene da calpastatina (CONG et al 1998) e o estudo da expressao das isoformas
da calpastatina (Calp 1, Calp 2 e Calp 3) no musculo suino (PARR et al., 2004). Embora
neste ultimo trabalho as isoformas tenham sido quantificadas com base em sondas,
optou-se por utilizar a técnica de QC-RT-PCR em tempo real (Real-Time quantitative
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) com desenho de iniciadores com
base na sequéncia de RNA mensageiro disponivel no banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/; acessos N°. AJ583407, AJ583408 e AJ583409) e uso do

programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 _www.cgi). As

sequéncias dos iniciadores estdo na tabela 1.
A qualidade de cada um dos iniciadores selecionados foi verificada com auxilio

do programa Netprimer (disponivel pelo enderego eletrénico

http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html), a fim de assegurar que os
iniciadores utilizados permitam uma amplificacdo especifica. Para as analises de
comparacao entre as expressdoes se fez necessario a construcdo de um par de
iniciadores para um gene controle constitutivo, definido no projeto como sendo o gene

da Actina, utilizando-se de iniciadores publicados anteriormente (PARR et al., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html
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Tabela 1 - Combinagao dos iniciadores para analise de expressao por RT-PCR quantitativo em tempo

real

Nome do Regido alvo Tamanho do Seqliéncia do iniciador
iniciador produto
amplificado
Calp 1 Exon 1xa 251 pb F: CTCCAAGGCCTTACCATGTC
R: CTCGTTGAAGCAGAGGAAGG
Calp 2 Exon 1xb 181 pb F: TCAGAGCAAATTGGTTGTCG
R: CTCGTTGAAGCAGAGGAAGG
Calp 3 Exon 1u 91 pb F: CCAACCAGGAATGCAAACAT
R: CTCGTTGAAGCAGAGGAAGG
Actina Actina 95 pb F: GTGGCCCTGGACTTCGAG

R: TTGCCGATGGTGATGACCT

4.2.9 Validagao dos genes por RT-PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Para a validagcdo dos genes diferencialmente expressos, foi utilizada a
metodologia da transcrigdo reversa seguida de PCR quantitativo em tempo real (QRT-
PCR). Tal metodologia permite a quantificacao relativa dos niveis de expresséo génica
entre os diferentes individuos e tratamentos.

Apds a otimizagao das condigdes de PCR, as amostras de cDNA foram utilizadas
para as reagdes de amplificagcdo comparativa em tempo real. O estudo foi feito em
capilares de vidro em equipamento Light Cycler (ROCHE). Para a deteccdo da
quantidade de DNA sintetizado a cada ciclo, foi utilizado o kit LightCycler® FastStart
DNA Master "*YS SYBR Green | (Invitrogen). As condicdes de PCR em tempo real para
foram de 10 minutos de pré-incubagdo a 95°C, seguido de 45 ciclos de trés etapas
consistindo em desnaturagao durante 7 segundos a 95°C, pareamento dos iniciadores
durante 10 segundos e temperatura variando de acordo com o gene (Anexo 1), e
finalmente um periodo de extensdo de 5 segundos a 72°C. A temperatura e a duragao
da etapa de pareamento dos iniciadores foram de 7 segundos para todos os genes.

Cada reacao foi acompanhada e analisada diretamente em computador e, apds
o término, uma curva de melting foi gerada para cada par de iniciadores. Essa curva
permitiu verificar a especificidade da amplificagdo, garantindo que o produto amplificado
e analisado consiste unicamente do fragmento do gene de interesse.

O método de quantificacdo relativa dos genes foi o descrito por LIVAK;
SCHMITTGEN (2001), sendo o gene Actina utilizado como gene constitutivo referencial.

Esse método depende unicamente da diferenga de ciclos de amplificagdo no qual a
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quantidade de produto formado ultrapassa um limiar pré-estabelecido (Ct) entre os

genes avaliados e um gene de referéncia. O ACt é calculado conforme a equacgéo (1).

(1) ACt = (Ct alvo - Ct ref) trat

Em que:

(Ct avo - Ct er)yrar reflete a diferengca de Ct entre o gene alvo (isoformas de
Calpastatina) e o gene de referéncia para o tratamento (gene da actina suina). Ct indica
o ciclo no qual o sinal de fluorescéncia ultrapassou o limiar basal pré-definido. Sendo
que um menor ACt significa uma maior abundancia de RNAm, isto é, uma maior

expressao relativa para aquele gene alvo.

4.2.10 Analise estatistica da expressao génica

Os resultados de expressao relativa referentes ao estudo de qRT-PCR foram
analisados empregando-se Proc GLM do SAS 8.0, obtendo uma analise de variancia,
com teste de F a 5% de significancia. O experimento foi delineado, inteiramente ao
acaso, com estrutura fatorial 2 (ragcas) X 2 (condigdo sexual) X 3 (doses de
ractopamina).

Para MFI e forca de cisalhamento foi utilizado o mesmo deliniamento
experimental. Os dados foram analisados utilizando-se o Proc Mixed do pacote
estatistico do SAS (SAS INST., INC., CARY, NC). Foram incluidos no modelo os
efeitos principais (raga, condicdo sexual e dose) e suas interagbes. Os efeitos
principais e suas interagées foram submetidos a ANOVA. O teste utilizado para a
comparacao das médias foi o Student’t. Para estudo de correlagao foi utilizado o Proc
CORR do SAS 8.0.
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4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Otimizagao das condi¢gdes de PCR para amplificagcao das isoformas

O método de quantificagao relativa proposto por LIVAK; SCHMITTGEN (2001)
foi utilizado para a comparagao da expressao das isoformas. As medidas de Ct foram
tomadas igualmente para cada isoforma, determinando-se como Ct o ciclo no qual a
emissdo de fluorescéncia pelo SYBR green atingisse a marca de 1 na escala do
programa LightCycler Data Analysis 3.3. Nesse estudo, apenas a isoforma Calp 1 teve
expressao diferencial entre as ragas e as doses (Tabela 2). A figura 1 mostra as curvas

de eficiéncia de amplificagdo para cada um dos genes

Tabela 2 — Expressao relativa do gene controle constitutivo Actina e das isoformas do gene da

calpastatina Calp 1, Calp 2 e Calp 3 em diferentes ragas suinas e dosagens de ractopamina

na dieta
Large white Duroc 0 10 20
Actina 10,11+0,42 10,324#0,55 10,2240,40 10,71+40,33 10,4620,48
Calp 1 7,7310,33 Aa  15,45+64 Bb 17,34+0,71 Yy 8,54+0,11 Xx 9,21+0,19 Xx

Calp 2 36,12+0,18 B 35,56+0,32C 37,14+0,21Z 37,25t0,37Z 35,89+0,20Z

ABC XYZ 5 diferenca (P< 0,05) entre as médias estdo representadas pelas letras a direita dos valores,

cujas maiusculas referem-se as colunas e minusculas as linhas.

A expressdo do gene constitutivo controle, Actina, foi igual em todos os
parametros estudados, confirmando a validade dos resultados segundo a metodologia
proposta por LIVAK; SCHMITTGEN (2001).
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Actina y =-14,931x + 32,892 Calp 1 y =-26,196x + 68,739
Re=0,9984 R =0,9943
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Figura 1 — Curvas de eficiéncia de amplificagdo de gRT-PCR dos genes estudados

A isoforma Calp 2, correspondente ao exon 1xb apresentou uma baixa
expressao relativa, isto pode ser explicado por dois fatores: 1) Uma baixa atividade do
promotor 1xb e; 2) o mRNA da Calp 2 é rapidamente degradado. Este fato era
esperado, pois PARR et al., (2004) encontraram uma baixa expressao desta isoforma,
comparada a alta expressao das outras duas isoformas.

A expressao elevada das isoformas Calp 1 e Calp 3 foi também relatada por
PARR et al. (2004). Porém a observacdo de expressdo diferenciada das duas
isoformas difere do relato daqueles autores. A isoforma Calp 3 foi expressa de maneira
igual quando comparados sexo e dose de ractopamina, ja a isoforma Calp 1 teve uma
maior expressado nos animais Large White e nos animais tratados com 10 e 20 ppm de
ractopamina.

Estudos in vivo tém mostrado que tratamento de animais com agonistas beta
adrenérgicos induzem profundas mudangas no sistema das calpainas (PARR et al,
2001, 2004). Em bovinos, o aumento de 36% na massa muscular em animais tratados
com agonistas beta foi seguido de um aumento de 96% nos niveis de calpastatina e

76% de aumento na sua atividade (PARR et al, 1992). O B-adrenérgico se liga ao
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receptor B e ativa a proteina quinase A dependente de AMPc, sendo a calpastatina
um dos alvos desta quinase (CONG et al, 1998).

Os dados deste trabalho indicam que o exon 1xa é fundamental para a resposta
ao beta adrenérgico e modulagdo da fungdo da proteina calpastatina. A isoforma
Calp1, que apresenta este exon, teve sua expressao alterada pela ractopamina e pela
raca, o que indica que elementos de resposta ao AMPc sdo importantes na
modulagao da fung¢ao da proteina. Por outro lado, isoformas como Calp 2 e Calp 3 que
nao apresentavam em sua constituicido o exon 1xa ndo modificaram sua expressao
relativa.

Os elementos de resposta ao AMPc s&o locais que podem ser fosforilados pela
proteina quinase A e estes estao presentes em uma extensao do dominio N-terminal L,
denominada regido XL, do gene da calpastatina (CONG et al., 1998). Alguns destes
elementos estdo presentes no exon 1xa, e quando promove-se a delegcao deste exon
ocorre uma redugéo de 67% na fungao basal do promotor, indicando que esta regiao é
essencial para regulacdo da transcricdo da calpastatina e por consequéncia sua
funcédo (CONG et al, 1998).

4.3.2 Qualidade da carne e sua relagao com a expressao relativa das isoformas
A ractopamina influenciou os valores do indice de fragmentacdo miofibrilar

(Tabela 3).

Tabela 3 — indice de fragmentag&o miofibrilar das ragas e doses nos dias 0, 3 e 5 pés-abate

Dias Raca Dose (ppm)
Large White  Duroc 0 10 20
0 32+1,1a 3740,7b 40+1,1x 36+1,3x 31t1,1y
3 44+0,8 a 47+06a 49+1,4x 48+12x 39+05y
5 52+1,2a 58409 b 60+0,4x 57+0,7x 47109y

abxy o diferenca (P< 0,01) entre as médias dentro de raca e dose na mesma linha estdo representadas
pelas letras a direita dos valores

Nas primeiras 24 horas pds-abate o MFI foi maior para a raga Duroc em relagao
a raga Large White, enquanto a dose de 20 ppm de ractopamina apresentou o menor
indice. As diferencas dentro de racas e doses perduraram com o passar dos dias de

maturagao, como excec¢ao do dia 3 onde nao houve diferenga do MFI entre as racas.
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Mesmo estando bem estabelecida na literatura cientifica a alta relagdo entre
medida indireta de MFI e medida direta de forca de cisalhamento, testes de correlacéo
foram desenvolvidos para estes parametros a fim de observar e certificar que o mesmo
se repetia neste experimento

Analisando a maciez da carne através da for¢ca de cisalhamento (Figura 2),
tanto a raca quanto a dose influenciaram a maciez. No dia 1 pds-abate a forga foi mais
elevada para animais Large White do que da raga Duroc, e embora tenha ocorrido
queda da forca de cisalhamento com o tempo pds-abate, a diferenca entre as ragas se
manteve no dia 5 pds-abate. Para as doses, no dia 1 ndo houve diferenca entre elas,
mas diferiram do controle, ja no dia 5 as doses diferiram entre si além de diferirem do
controle.

Embora tenha sido observado MFI idéntico entre LW e DU no dia 3, o que
poderia ser resultado de preservar calpainas de autdlise e, portanto um periodo de alta
taxa de protedlise, como um periodo compensatério, a extensao acaba sendo ditada
pela quantidade de calpastatina total (LEONARDO et al, 2008). O MFI idéntico para
controle e 10 ppm, e diferengas com relacdo aos 20 ppm, especialmente com as
diferencas na FC pode se dever ao fato que nesta faixa de for¢ga de cisalhamento, as
diferencas de fragmentacdo sejam muito diminutas, pois a agdo das calpainas é
bastante “limitada”, com rupturas diminutas na estrutura miofibrilar que acabam sendo

suficientes para diferengcas na maciez.
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Figura 2 -. Forga de Cisalhameto no musculo Longissimus dorsi nos dias 1 e 5 pds-abate das ragas Large
white (LW) e Duroc (DU) alimentadas com 0, 10 and 20 ppm de ractopamina. A comparagao entre as
racas e as doses foi feita dentro dos dias pos- -abate; “® Valores dentro do mesmo dia pos-abate com a
mesma letra ndo diferem entre si (P>0.01); *°(P= 0.053); ** (P<0.05)

Para os dias 0 e 5 as correlagbes entre MFI (Figura 3 e 4) e forca de
cisalhamento foram -0,72 e -0,78 (P<0,001) respectivamente, o que esta de acordo
com a literatura, valores de correlagdo préximos a estes (-0,72 e -0,75) foram
encontrados por CULLER et al. (1978) e DAVIS et al. (1980), respectivamente.

Correlagao entre MFl e Forga de cisalhamento Dia 0
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Figura 3 - Correlagéo entre indice de Fragmentag&o Miofibrilar (MF1) e Forga de Cisalhamento (FC) dia 0
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Figura 4 - Correlacéo entre indice de Fragmentacdo Miofibrilar (MF1) e Forga de Cisalhamento (FC) dia 5

PARR et al. (2004) concluiram em seu trabalho que na musculatura esquelética o
nivel dos transcritos originados dos promotores mostram um baixo nivel do mRNA do
tipo Il (Calp 2), entretanto os niveis do mRNA dos tipos | (Calp 1) e Il (Calp 3) foram
iguais, sendo que estas observagdes sobre o nivel de controle dos produtos do gene
da calpastatina pode interferir diretamente na inibicdo das calpainas pela calpastatina,
alterando vias fisiologicas e desenvolvimento da textura da carne.

No presente trabalho, a isoforma Calp 1 foi expressa de maneira diferente da
isoforma Calp 2, esta ultima tendo uma baixa expressdao como era de se esperar
(PARR, et al., 2004). Os animais Duroc apresentaram, tanto no dia 1 como no dia 5,
uma menor for¢ca de cisalhamento em relagado aos animais Large White e isto pode ser
explicado pelo aumento da expressdo da isoforma Calp1 nesses ultimos, 0 mesmo
ocorrendo quando houve o fornecimento da ractopamina. Os animais tratados com 10 e
20 ppm apresentaram uma maior forga de cisalhamento, que coincidiu com aumento da
expressdo da isoforma Calp 1. A relagdo entre Calp1 e maciez é valida pelo alto

coeficiente de correlacao (Figura 5) 0,81 (P<0,001).
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Correlagao entre FC e expressao génica relativa
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Figura 5 - Correlagdo entre forgca de cisalhamento dia 1 e expressao génica relativa da isoforma Calp1

(ACt = (Ct actina — CtCalpl) trat

Estes resultados indicam que a adundancia do RNAm da isoforma Calp 1 foi
modificado em musculos de acordo com raca e fornecimento de ractopamina, podendo
esta isoforma estar diretamente relacionada com a maciez da carne suina.

Outra analise realizada foi a relacdo da expressao diferenciada da isoforma Calp
1 com crescimento muscular, representado pela area de olho do lombo (AOL). Animais
Duroc apresentaram uma menor AOL (P<0,05) comparada com os animais Large
White, 34,3+1,2 cm? e 37,7+1,0 cm? respectivamente. Houve uma correlagdo alta (0,58
— P<0,001) entre a maior expressdao da isoforma Calp 1 com maior crescimento
muscular em animais Large White (Figura 6), sugerindo uma efeito direto da maior

expressdo no crescimento muscular.
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Correlagao entre AOL e expressao génica relativa
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Figura 6 — Correlag&o entre area de olho do lombo e express&o génica relativa da isoforma Calp1 (ACt =

(Ct actina — Ctcaip1) trat

Esta abordagem pode tentar explicar o porqué grupos de animais com alto
crescimento muscular (WHIPPLE et al., 1990b; KOOHMARAIE et al., 1992; MORGAN
et al., 1993; DELGADO et al., 2001; MCDONAGH et al., 2001), apresentam carne

menos macia devido a alta atividade de calpastatina 0 ou 24 horas pds-abate.

4.4 Conclusao

A raca e o fornecimento de ractopamina influenciaram na expressao relativa das
isoformas de calpastatina, e esta modificagao alterou a maciez da carne suina. Animais
da raca Duroc apresentaram menor expressao relativa da isoforma Calp 1, e carne
com maior extensao de fragmentagdo e maciez. Ractopamina aumentou a expressao

desta mesma isoforma e carne com maior for¢a de cisalhamento.
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Anexo 1
Otimizagao do PCR

A amplificagdo ocorreu por meio de ciclos de PCR constituidos por uma
desnaturacao inicial a 94°C durante 5 min, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante
30s, pareamento dos iniciadores (54,0-62,0°C) por 30s e extensado da fita de DNA a
72°C durante 30s. A esse ciclo seguiu-se uma etapa de extensdo final a 72°C durante
10min, finalizando a reagao de amplificagcdo a 10°C.

Foi feita uma reagcdo de PCR para todos os iniciadores com gradiente de
temperatura de pareamento dos iniciadores para verificar a melhor condicdo de
amplificagdo de cada gene individualmente. O gradiente de temperatura variou de 58 a
62°C. A condicdo da reagédo para o PCR com gradiente de temperatura para cada

amostra é descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Condi¢des de PCR inicial (pré-otimizacéo)

Reagentes Concentragéo da Concentragdo na reagao Volume por
solugao estoque amostra
H,O g.s.p 25 uL (13,5)
Tampao 10x 1x 2,5uL
MgCl, 50 mM 2,0 mM 1,0 uL
Iniciador F 10 pmol/uL 2 pmol/pL 2,5uL
Iniciador R 10 pmol/uL 2 pmol/pL 2,5uL
DNTP 10 mM 0,25 mM 0,5 uL
Taqg DNA Polimerase 1,5 U/uL 0,75 U 0,5uL
cDNA 25 ng/uL 25ng 2,0 uL
Total 25 uL

As condicbes de amplificacdo e de temperatura de pareamento de iniciadores

estio sintetizadas na tabela 2.



Tabela 2 — Condi¢des de PCR para cada isoforma, apés otimizagao
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Gene Condigdes PCR (volume final = 25 uL; volumes em pL)
Taq DNA Temperatura
Tampdo  MgCl, dNTP Iniciador F Iniciador R .
H20 Polimerase  cDNA pareamento
10X (50mM)  (10mM) (2pmol/uL) (2pmol/uL) o
(5U/uL) iniciadores
Calp 1 13,5 25 1,0 0,5 2,5 25 0,5 2,0 60°C
Calp 2 13,5 25 1,0 0,5 2,5 25 0,5 2,0 61°C
Calp3 135 25 1,0 0,5 2,5 25 0,5 2,0 61°C
Actina 13,5 25 1,0 0,5 2,5 25 0,5 2,0 60°C
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Anexo 2
Otimizagao das condigoes de PCR para amplificagao dos genes

A especificidade de amplificacdo para cada amplicon foi ainda confirmada pela
realizacdo da curva de desnaturagao (melting curve) para cada amplificacédo realizada
por gRT-PCR. Essa curva consiste na elevagédo gradual da temperatura de incubagao
das amostras, logo apds o término dos ciclos de reagao de PCR. Na medida em que
se aumenta a temperatura ocorre a desnaturagao (ou separac¢ao) gradual das fitas de
DNA formadas durante a amplificacdo. A desnaturacdo ocorrera em temperaturas
distintas, de acordo com o tamanho do amplicon. Uma vez que o corante fluor6foro
SYBR green s6 emite fluorescéncia quando intercalado na fita dupla de DNA,
conforme as fitas de DNA vao se separando, o sinal de fluorescéncia captado sera
menor, até cessar por completo. Desse modo, para que a amplificagdo seja especifica,
somente um pico deve ser observado no grafico gerado pela curva de desnaturagao
(Figura 1). O programa de analise LightCycler Software 3.3 converte o sinal emitido
para valores positivos, usando a férmula F=-d(F1)/dT, permitindo melhor visualizag&o

da curva em forma de grafico.
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Figura 1 — Curva de desnaturagédo obtida apds quantificagdo da expressao génica em termociclador
LightCycler®. A presenga de um pico Unico evidencia a especificidade da amplificacéo. (1)
Pico para a Actina; (2) Pico para a Calp 1
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Anexo 3
Identificagcdao do genétipo Halotano

Foram analisados o gendtipo dos 60 (Figura 1 — amostragem) animais para o
gendtipo do halotano, apenas trés animais apresentaram o genoétipo heterozigoto

(Hal""), ja o restante apresentou o gendtipo normal (Hal""),

Figura 1 - Amplificagdo dos produtos de PCR para o gene do halotano. Eletroforese em gel de agarose
2% “Low melting”. (1) Marcador para o gendtipo recessivo (HaINN); (2) Marcador para o

gendtipo heterozigoto (HaIN"); (3) Marcador para o gendtipo dominante (Hal™); (4) branco;
(5) Animal 22; (6) Animal 14; (7) Animal 35; (8) Animal 10; (9) Animal 47; (10) Animal 67; (11)
Animal 51; (12) Animal 69

Os animais que tiveram o gendtipo heterozigoto (Hal\") ndo apresentaram

alteragdes que caracterizaram PSE para os parametros analisados neste experimento.
Caracteristicas como pH inicial e final da carne, temperatura da carcagca quente, grau
de marmorizagdo e maciez da carne ja haviam sido relatadas como similares entre
suinos homozigotos dominantes (Hal\“) livres do gene halotano e heterozigotos
portadores de um alelo halotano (Hal\") (BRIDI et al.,2006).
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