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EPIGRAFE

The Road not taken
(by Robert Frost)

Two roads diverged in a yellow wood,
And sorry | could not travel both
And be one traveler, long I stood

And looked down one as far as | could

To where it bent in the undergrowth;

Then took the other, as just as fair,
And having perhaps the better claim,
Because it was grassy and wanted wear;
Though as for that the passing there

Had worn them really about the same,

And both that morning equally lay

In leaves no step had trodden black.

Oh, | kept the first for another day!
Yet knowing how way leads on to way,
| doubted if I should ever come back.

I shall be telling this with a sigh
Somewhere ages and ages hence:
Two roads diverged in a wood, and 1—
I took the one less traveled by,

And that has made all the difference.

“E sabemos que todas as coisas cooperam para o bem daqueles que amam a Deus.

”»

Romanos 8:28



RESUMO

PASCHOAL, V. R. Perfil fisico-quimico e protedmico da carne de bovinos Nelore
submetidos e ndo submetidos a estimulacdo elétrica durante o processo de abate.
2024. 79f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2024.

A estimulacdo elétrica (EE) é uma ferramenta amplamente utilizada na busca por
aprimorar caracteristicas qualitativas da carne, como cor e maciez, no inicio do post
mortem. Entretanto, existem divergéncias de opinides a respeito dos verdadeiros efeitos
da técnica sobre o produto final. Com isso, 0 objetivo geral deste estudo foi avaliar
algumas caracteristicas relacionadas a qualidade da carne e as diferencas no perfil
proteico de carcagas bovinas submetidas e ndo submetidas a estimulacdo elétrica em
bovinos da raca Nelore. Para isso, foram avaliadas, carcacas de 24 bovinos da raca Nelore
“bos indicus”’, machos ndo castrados, com até 30 meses de idade. No processo de abate
as carcacas foram serradas ao meio (sentido longitudinal), as meias-carcacgas
categorizaram dois tratamentos, sendo estes: (i) 24 meias-carcacas (lado direito) foram
estimuladas por corrente elétrica, denominadas Grupo EE e; (ii) 24 meias-carcacas (lado
esquerdo) ndo foram eletroestimuladas, compondo a porcéo controle do experimento,
sendo denominadas Grupo NE. Todas as 48 meias-carcagas tiveram pH e temperatura
aferidos imediatamente ap0s o abate (T0) e no decorrer do resfriamento, horas trés (T3),
seis (T6), 12 (T12) e 24 (T24) post-mortem. Além disso, amostras biologicas foram
coletadas do musculo Longissimus thoracis (LT), para analises de perfil proteico por meio
da protedmica, aos 30 minutos e 24 horas post mortem. As 24 horas post mortem foram
retiradas amostras do masculo LT, das quais foram realizadas analises de maciez, cor e
perdas por coc¢do durante o periodo de maturacdo, portanto, 24 horas, sete e 14 dias post-
mortem. De maneira geral, as carnes provindas do grupo EE apresentaram resultados
favoraveis quando comparas as do grupo NE. O declinio do pH aconteceu em curva mais
acentuada em carnes EE, atingindo janela ideal as seis horas post mortem, enquanto
carnes NE ap6s 12 horas post mortem. Para a caracteristica de cor, o tratamento
apresentou mudancas significativas, como valores maiores de L* e de croma (p<0,05), e
para maciez, os valores de forca de cisalhamento de carnes EE foram significativamente
menores (p<0,01), portanto a técnica promoveu carnes mais macias. Apos analise
protedmica, foram encontrados 194 spots, dos quais foram identificadas 14 proteinas

diferencialmente abundantes, sendo 10 mais abundantes no grupo EE e 4 no grupo NE,



aos 30 minutos post mortem. As proteinas encontradas pertencem a diversas vias
metabdlicas, as mais abundantes neste periodo foram proteinas estruturais (como a
MYLPF e TNNT3) relacionadas ao mecanismo de contracdo muscular, além de enzimas
relacionadas ao metabolismo energético (CKM, ALDOA e GAPDH) e uma heat shock
protein (HSPB1). As 24 horas post mortem, foram encontrados 248 spots, dos quais foram
identificadas dez proteinas diferencialmente abundantes, sendo trés mais abundantes no
grupo EE e sete no grupo NE. As proteinas encontradas pertencem a diversas vias
metabolicas, enzimas metabdlicas como LDH, GAPDH, GPI e o-GP, as quais sdo

sobretudo relacionadas a morte celular.

Palavras-chave: Bovino de corte. Ciéncia da carne. Estimulacdo elétrica. Eletroforese
bidimensional. Proteinas.



ABSTRACT

PASCHOAL, V. R. Physicochemical and proteomic profile of Nellore cattle beef
subjected and not subjected to electrical stimulation during slaughter process. 2024.
79f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, Pirassununga, 2024.

Electrical stimulation (EE) is a tool widely used in the search to improve qualitative
characteristics of meat, such as color and tenderness, at the beginning of post-mortem.
However, there are divergences of opinions regarding the true effects of the technique on
the final product. Therefore, the aim of this study was to evaluate some characteristics
related to meat quality and differences in the protein profile of bovine carcasses subjected
and not subjected to electrical stimulation in Nelore cattle. For this, carcasses of 24 Nelore
“bos indicus” cattle, uncastrated males, up to 30 months old were evaluated. In the
slaughter process, the carcasses were sawn in half (longitudinal direction), the half-
carcasses were categorized into two treatments, these being: (i) 24 half-carcasses (right
side) were stimulated by electric current, called Group EE and; (ii) 24 half-carcasses (left
side) were not electrically stimulated, making up the control portion of the experiment,
being called Group NE. All 48 half-carcasses had pH and temperature measured
immediately after slaughter (T0) and during cooling, hours three (T3), six (T6), 12 (T12)
and 24 (T24) post-mortem. In addition, biological samples were collected from the
Longissimus thoracis (LT) muscle, for protein profile analysis through proteomics, at 30
minutes and 24 hours post-mortem. At 24 hours post-mortem, samples were taken from
the LT muscle, from which analyzes of tenderness, color and cooking losses were carried
out during the maturation period, therefore, zero, seven and 14 days post-mortem. In
general, meat from the EE group showed favorable results when compared to the NE
group. The decline in pH occurred in a steeper curve in EE meat, reaching the ideal
window at six hours post-mortem, while NE meat after 12 hours post-mortem. For the
color characteristic, the treatment showed significant changes, such as higher L* and
chroma values (p<0.05), and for tenderness, the shear force values of EE meat were
significantly lower (p<0. 01), therefore the technique promoted more tender meat. After
proteomic analysis, 194 spots were found, of which 14 differentially abundant proteins
were identified, 10 being more abundant in the EE group and 4 in the NE group, at 30
minutes post-mortem. The proteins found belong to several metabolic pathways; the most

abundant ones during this period were structural proteins (such as MYLPF and TNNT3)



related to the mechanism of muscle contraction, as well as enzymes related to energy
metabolism (CKM, ALDOA, and GAPDH), and a heat shock protein (HSPB1). At 24
hours post-mortem, 248 spots were found, of which ten differentially abundant proteins
were identified, three being more abundant in the EE group and seven in the NE group.
The proteins found belong to various metabolic pathways, metabolic enzymes such as
LDH, GAPDH, GPI, and a-G, which are primarily related to cell death.

Keywords: Beef cattle. Meat Science. Electrical Stimulation. Two-dimensional gel
electrophoresis. Proteins.
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1. INTRODUCAO

O Brasil atualmente ocupa lugar de destaque dentro da cadeia de producdo de
proteinas de origem animal. Particularmente em relacdo a bovinos de corte, € o segundo
maior produtor, maior exportador e terceiro maior consumidor de carne bovina do mundo
(ABIEC, 2023). Com o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, estimado em 215
milhGes de cabecas, sabe-se que o rebanho nacional é composto majoritariamente por
individuos da subespécie Bos taurus indicus, sendo a raca Nelore, a de maior
representacdo no abate nacional. Apesar da posicdo de destaque ocupada pelo Brasil na
cadeia da carne, a falta de padronizacdo do produto oferecido é tida como um dos
principais problemas na carne aqui produzida. As dificuldades na implementacdo de um
sistema de tipificacdo de carcacgas nacional, bem como, a introducdo de novas tecnologias
nos diferentes segmentos da bovinocultura de corte, resulta em produtos com
padronizacdo questiondvel e, muitas vezes, com variacdes excessivas em indicadores
relacionados a qualidade.

Dentre as tecnologias disponiveis para a melhoria de caracteristicas relacionadas
a qualidade de carne, a estimulagdo elétrica (EE) vem recebendo especial atencdo por
parte da industria frigorifica. A utilizacdo da corrente elétrica na carcaca induz a
ocorréncia de contragdes musculares, acelerando os processos bioquimicos e fisicos do
post mortem e, com isso, antecipando o estabelecimento do rigor mortis (CHRYSTALL
etal., 1980; PAREDI et al., 2012). Apesar de ser uma atraente estratégia, 0s impactos da
utilizacdo desta tecnologia permanecem ainda merecendo atencao especial por parte dos
Pesquisadores. Ha estudos avaliando caracteristicas indicadoras da qualidade da carne em
carcacas estimuladas e ndo estimuladas eletricamente no Brasil, porém ndo ao nivel
molecular. Neste contexto, a caracterizacdo das alteracdes ocorridas no perfil proteico
atribuidas a estimulacdo elétrica permanecem desconhecidas, bem como, as possiveis
relagBes do perfil proteico com as varidveis indicadoras da qualidade da carne. Estes
aspectos assumem importancia significativa para a caracterizacao das implicacdes do uso
da estimulacdo elétrica na cadeia da carne em bovinos de corte.

Diante do exposto, este projeto se propds a caracterizar varidveis objetivas
indicadoras de qualidade da carne, particularmente pH, cor (L*, a*, b*, h*, C*), forca de
cisalhamento e perdas de agua por coccdo em carcagas bovinas submetidas e nédo
submetidas a EE. Além disso, objetivou-se caracterizar o perfil proteico e explorar as

diferengas entre tratamentos (NE x EE) ao identificar proteinas diferencialmente
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abundantes (DAP, differentially abudant proteins), imediatamente apés o abate (30
minutos) e 24 horas post mortem. Para isso, foram realizados estudos de associacéo entre
as DAP com caracteristicas objetivas indicadoras de qualidade de carne, visando
identificar quais proteinas melhor predisseram tais caracteristicas nas primeiras 24 horas

post mortem.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ACADEIA DE CARNE BOVINA NO BRASIL

O Brasil ocupa posicoes de destaque frente a cadeia de carne mundial, sendo o
segundo maior produtor, maior exportador e terceiro maior consumidor de carne bovina
do mundo (ABIEC, 2023b). Apesar dos obstaculos gerados pela pandemia causada pelo
virus Covid-19 no ano de 2020, a cadeia se fortaleceu e permaneceu em crescente
desenvolvimento, atingindo recorde no volume de carne bovina exportada em 2022, com
2,26 milhdes de toneladas vendidas superando em 22,6% as exporta¢des de 2021, o que
por fim, garantiu ao Brasil crescimento de 40,8% em seu faturamento (ABIEC, 2023a).

O principal destino da carne brasileira permanece sendo o mercado asiatico,
sobretudo o chinés, que respondeu por 54,7% do volume de carne exportada pelo Brasil
em 2022 (ABIEC, 2023a). Com o quinto maior territorio do planeta, o Brasil possui cerca
de 162,53 milhdes de hectares voltados para a pecuaria (ABIEC, 2020). Dono do maior
rebanho comercial de bovinos do mundo, estimado em 202 milhGes de cabecas, composto
majoritariamente (80%) por individuos da subespécie Bos taurus indicus, o Nelore tem
maior representacdo, somando-se produtos de cruzamentos com racas da subespécie Bos
taurus taurus (CARVALHO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017; ABIEC, 2023c). Os
demais 20%, englobam racas puramente taurinas, que melhor se adaptaram a regido sul
do pais, como Aberdeen Angus, Red Angus, Hereford, Simental, dentre outras.

O cruzamento de ragas zebuinas e taurinas € uma estratégia utilizada por
pecuaristas com intuito de melhorar os indices de produtividade zootécnicos de seus
rebanhos, explorando a heterose a qual tem importantes impactos na qualidade do produto
final (LAGE et al., 2012). A heterose gerada pelo cruzamento de racas diferentes traz
consigo caracteristicas desejaveis de ambas as subespécies, caracterizando o fenbmeno
de complementaridade e originando animais com desempenho produtivo superior, mais
resistentes, relativamente mais precoces e com caracteristica de qualidade de carne
superior qguando comparados a seus progenitores.

Apesar da posi¢édo de destaque ocupada pelo Brasil na cadeia da carne, a falta de
padronizacdo do produto oferecido € tida como um dos principais problemas na cadeia da
carne. A dificuldade na implementacéo de um sistema de tipificagdo de carcacas nacional,
bem como a introdugéo de novas tecnologias nos diferentes segmentos da bovinocultura

de corte, resulta ainda em produtos com padronizacdo questionavel e, muitas vezes, com
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variacBes excessivas em indicadores de qualidade da carne. Este fato coloca o Pais em
risco frente a competitividade existente no comercio mundial de carne bovina.

A busca por avancos tecnoldgicos nos diversos setores que segmentam a cadeia
da carne tem o intuito de atender a demanda crescente dos mercados externo e interno,
oferecendo um alimento padronizado, seguro e de qualidade, de forma que assegure a
competitividade da carne brasileira, gerando maior lucratividade da atividade para o Pais.

2.2. CARACTERISTICAS OBJETIVAS FiSICO-QUIMICAS SENSORIAIS DA
CARNE

Em funcéo de seu alto teor proteico, a carne € referéncia de um alimento completo
e de qualidade, sendo a principal fonte de aminoacidos essenciais (leucina, isoleucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina, histidina) para o corpo humano
(GORSKA-WARSEWICZ et al., 2018). Com destaque para a carne vermelha, a maior
provedora de proteinas de alto valor bioldgico e nutrientes essenciais, alguns destes com
maior biodisponibilidade do que em qualquer outro alimento (WYNESS, 2016;
GORSKA-WARSEWICZ et al., 2018). Logo, um alimento tdo importante deve ser
entendido profundamente, conhecer as variaveis que determinam a qualidade da carne é
uma estratégia importante para a cadeia como um todo, pois um produto final de alta
qualidade sera mais valorizado por seus consumidores (LYFORD et al., 2010).

A determinacdo da qualidade da carne é bastante complexa, consumidores a
definem através de suas concepg¢des sobre o que é desejavel diante de uma gama de
parametros: visuais, sensoriais, de seguridade, satde e sustentabilidade (BECKER 2000;
WARNER et al., 2010). Atributos de apelo visual englobam desde cor e textura da carne,
distribuicdo e cor da gordura, até quantidade de exsudado presente na embalagem
(GLITSCH, 2000; WARNER et al., 2010). Por sua vez, atributos de apelo sensorial se
baseiam na palatabilidade do alimento, definida através de um conjunto de caracteristicas,
como maciez, suculéncia, sabor e odor (GLITSCH, 2000; WARNER et al., 2010).

A variacdo dos atributos que definem a qualidade da carne € dependente tanto de
fatores intrinsecos aos animais, como genética, sexo e idade, como de fatores extrinsecos,
como manejo e nutricdo, ate os relacionados ao processamento no pos-abate (WARNER
et al.,, 2010; LISTRAT et al., 2016; TOMASEVIC et al., 2021). Particularmente
associados aos fatores pos-abate, 0 monitoramento das medidas de pH e temperatura

durante o resfriamento das carcagas ¢ de suma importancia, uma janela adequada de
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declinio pH/temperatura durante o resfriamento garantem a definicdo adequada de
parametros visuais e sensoriais do produto final (THOMPSON, 2002; ZHANG et al.,
2018). Além disso, a utilizacdo de ferramentas tecnologicas durante o processamento esta
diretamente associada a reducdo de perdas e melhoria das caracteristicas organolépticas
(LISTRAT et al., 2016).

2.2.1. Cor da carne

Considerada um atributo de apelo visual, diretamente associada ao frescor da
carne apresentada, a cor é a primeira caracteristica a ser experimentada pelo consumidor
(MANCINI & HUNT, 2005). Dessa forma, se torna responsavel pela valorizacdo ou
depreciacao do produto ofertado, uma vez que dita, de forma direta, a sua compra ou ndo
(MANCINI & HUNT, 2005; SUMAN & JOSEPH, 2013, TOMASEVIC, 1., 2021).

A definicdo de cor na carne € associada com atividade de proteinas musculares,
tipo de fibra muscular (KLONT, BROCKS & EIKELENBOOM, 1998; GAGAOUA et
al., 2020), proteinas sarcoplasmaticas e glicoliticas (NAIR et al., 2018; GAGAOUA et
al., 2020), oxidagéo e estrutura miofibrilar (GAGAOUA, TERLOUW & PICARD, 2017;
GAGAOUA et al., 2020). Sendo, principalmente, determinada pela concentracéo de dois
pigmentos, 0s quais sdo compostos puramente por proteinas. Em maiores proporcdes, a
mioglobina e, em menores, cerca de 10%, a hemoglobina (MANCINI & HUNT, 2005;
SUMAN & JOSEPH, 2013).

A mioglobina ¢ uma proteina sarcoplasmatica responsavel pelo transporte e
armazenamento de oxigénio nos musculos esqueléticos e cardiaco, fator que possibilita e
sustenta a realizacdo das funcbes fisiologicas de cada tecido no animal vivo
(RAMANATHAN, SUMAN & FAUSTMAN, 2020). Na carne, propriamente dita, esse
pigmento € o principal responsavel pela defini¢éo da cor vermelha (SUMAN & JOSEPH,
2013). Sua estrutura quimica permite que ela assuma formas estruturais diferentes, destas,
quatro sdo as principais responsaveis pelas mudangas de cor da carne (MANCINI &
HUNT, 2005).

A hemoglobina, por sua vez, € um pigmento sanguineo responsavel pelo
transporte de oxigénio através da corrente sanguinea. Apesar de a sangria remover quase
totalmente o sangue do animal abatido, uma pequena parte fica retida dentro de artérias e
veias dos grandes musculos (SUMAN & JOSEPH, 2013). Dessa forma, pigmentos como

a hemoglobina e o citocromo C atuam na defini¢do da cor da carne de bovinos, mesmo
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que em menores proporcdes, porém sdo mais notaveis em carnes de outras espécies
animais como aves, peixes e animais de caca (SUMAN & JOSEPH, 2013).

O ciclo da carne ainda fresca é dindmico e reversivel, onde a mioglobina estara
presente em uma de suas quatro formas quimicas: oximioglobina, desoximioglobina,
carboximioglobina ou metamioglobina (MANCINI & HUNT, 2005; SUMAN &
JOSEPH, 2013). Cada uma dessas variacOes é reflexo do estado de oxigenacdo ou
oxidacdo da mioglobina na superficie do masculo evidenciado, ou seja, veriam de acordo
com as concentracdes de oxigénio (SUMAN & JOSEPH, 2013), portanto, fator altamente
influenciado pela atmosfera a qual a carne esta submetida, bem como suas condic6es de
embalagem (TOMASEVIC, 1., 2021).

Em bovinos recém-abatidos observa-se a coloracdo da carne vermelho puarpura,
por conta da mioglobina. Ao entrar em contato com o ar, a mioglobina reage com o
oxigénio e, o resultado desse processo de oxigenacdo, potencializa o surgimento da
oximioglobina, pigmento responséavel pela coloragdo vermelho brilhante ansiada pelos
consumidores. Porém, uma baixa concentracdes de oxigénio, baixo pH ou aumento de
temperatura, podem reverter 0 processo, ocasionando a desoxigenacdo. Essa
desoxigenacdo da oximioglobina resulta em um pigmento instavel, denominado
metamioglobina, que por sua vez promove uma coloragdo marrom, indesejavel por parte
dos consumidores (RAMANATHAN, SUMAN & FAUSTMAN, 2020).

Diversos fatores enddgenos contribuem para a definicdo e mudancas na coloracéao
da carne, dentre estes destacam-se o declinio do pH, grupo muscular, oxidacéo lipidica e
atividade mitocondrial (MANCINI & HUNT, 2005; SUMAN & JOSEPH, 2013;
RAMANATHAN, SUMAN & FAUSTMAN, 2020). Entretanto, a variacdo na
pigmentacdo da mioglobina é inerente ao musculo, sendo influenciada, também, por
fatores exogenos, tais como a espécie animal, idade, sistema de criagdo do animal,
nutri¢do, higiene e manejo (TOMASEVIC, I., 2021).

2.2.2. Maciez

Diretamente relacionada a satisfacdo dos consumidores, a maciez € um dos mais
importantes atributos para definir a qualidade da carne. Essa caracteristica organoléptica
é determinante para a palatabilidade, assumindo posi¢do de destaque ao ser apontada
como fator definitivo de segunda compra (LISTRAT et al., 2016). Maiores oportunidades

para alcance de mercado especificos e fidelizados tém sido alcangados, como
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consequéncia de marketing estratégico, que engloba a cadeia de carne bovina como um
todo (MULLINS et al., 2016). Estes esforgos tém buscado garantir melhorias na maciez
e outros atributos qualitativos, a partir do conceito “‘from farm to fork”.

Diversos fatores influenciam a maciez. Didaticamente pode-se dividi-los em: (a)
fatores relacionados ao ante mortem, 0s quais compreendem caracteristicas como
genética, idade, sexo, condigcdo (castrado ou inteiro), nutricdo, manejo, entre outros
(DELGADO & SORIA., 2006); (b) fatores relacionados ao post mortem, como
resfriamento da carcaca, tempo de maturacdo, técnicas como a estimulacdo elétrica,
dentre outros (NASSU et al., 2013).

Os processos bioquimicos envolvidos no pos-abate, correspondem a conversao
do musculo em carne, a qual se trata de um conjunto de eventos fisicos e quimicos, que
podem ser separados em trés etapas. A primeira etapa é o pre-rigor mortis, onde o aporte
de oxigénio cessa, mas 0 musculo permanece excitavel, em decorréncia da producéo de
energia proveniente das reservas de glicogénio; a segunda etapa é o rigor mortis, onde
componentes altamente energéticos, como o ATP e a fosfocreatina sdo exauridos, com
isso actina e miosina se ligam irreversivelmente, ocasionando a rigidez maxima do
masculo; por fim, a terceira etapa corresponde ao post mortem, onde enzimas proteoliticas
iniciam suas atividades, quebrando proteinas estruturais (MATARNEH, SCHEFFLER &
GERRARD, 2023). Com isso, hd muito tempo se determinou a importancia da
degradacdo das proteinas miofibrilares (DAVEY & GILBERT, 1969), de forma que, a
esséncia do processo de amaciamento da carne € o desenvolvimento da prote6lise das
mesmas, através de complexos enzimaticos, que atuam durante post mortem e,
subsequente, maturacdo (WARNER et al.; 2022).

Pelo exposto, observa-se que estudos avaliando a abundéancia do perfil proteico
no periodo do post mortem, bem como, durante o processo de maturacdo sao prioritarios
para auxiliar na compreensdo dos complexos mecanismos envolvidos na transformacao

do masculo em carne, sob o ponto de vista bioquimico e molecular.

2.2.3. pH

Em virtude da auséncia de oxigénio ap0s a morte do animal, as reservas de
glicogénio sdo esgotadas na tentativa de gerar energia para a sobrevivéncia das células.
Com isso, a glicolise post mortem vai produzindo mais acido latico ocasionando a queda

do pH, o qual, em condigdes ideais, compreendera janela de valores entre 6,9 e 7,2, no



25

momento do abate, a 5,8 e 5,5 estabilizando-se 24 horas post mortem (HOPKINS et al.,
2014).

A queda inadequada do pH pode provocar mudancas significativas no perfil de
qualidade da carne, desencadeando perdas econdmicas consideraveis (ADZITEY &
NURUL, 2011). A titulo de exemplo, quando o animal passa por niveis de estresse
cronico (prolongado), a queda do pH é incompleta, dado as reservas escassas de
glicogénio, portanto o valor do pH final se estabelece superior a 5,8, conferindo ao
musculo aspecto mais fibroso e mais escuro, por conta da maior agdo enzimatica com
gasto de oxigénio e da menor refracdo da luz. Neste cenario, tem-se como resultado carnes
classificadas como DFD (do inglés: dark, firm and dry), indesejada por vendedores
devido a vida util mais curta (PONNAMPALAM et al., 2017) e depreciada por
consumidor em consequéncia de sua aparéncia incomum. Assim, a carne DFD é uam das
principais preocupagfes acerca da qualidade da carne bovina (ADZITEY & NURUL,
2011).

A influéncia da temperatura associada a curva de declinio do pH tem efeito direto
sobre o processo de amaciamento, na ocorréncia de valores baixos de pH em alta
temperatura acontece a desnaturacdo de proteinas contrateis, as quais estdo mais estaveis
no momento do rigor mortis (OFFER, 1991; HOPKINS et al., 2014). Uma maior autdlise
de calpainas associadas as condi¢Oes descritas, podem explicar a baixa efetividade das
enzimas no processo de tenderizacdo, resultando em valores de forca de cisalhamento
maiores (HOPKINS et al., 2014).

Com o intuito de examinar as consequéncias de um declinio rapido do pH sob
condicdes de temperatura muscular elevada, Hopkins e colaboradores (2014) utilizaram
a eletroestimulacdo de carcacas para simular diferentes curvas de pH, contrastando o
grupo controle com o que recebeu tratamento feito a média voltagem, sobre caracteristicas
de qualidade da carne. O experimentou demonstrou que a curva de pH é mais acentuada
em carnes eletroestimuladas, o que resulta na antecipacao do rigor mortis a temperaturas
mais altas (média de 7°C de diferenca entre tratamentos, no pH 6), entretanto ndo houve
diferenga sobre o estabelecimento do pH final. Além disso, o rapido declinio do pH
demonstrou efeitos positivos sobre cor da carne, que evidenciou valores mais desejaveis
de a*, quanto a analise de perdas de agua, so foi apontada influéncia do valor do pH final
e, por fim, para maciez, carnes eletroestimuladas ja entraram na maturagdo com valores
mais baixos de forga de cisalhamento, ndo apresentando grandes mudangas durante os 14

dias seguintes.
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Diante do que foi exposto, fica evidente que a queda do pH é um dos eventos mais
importantes para a obtencdo de uma carne de qualidade, com impacto direto sobre

caracteristicas como maciez, cor e retencdo de agua.

2.3. EFEITOS DA ELETROESTIMULACAO NA QUALIDADE DA CARNE

A estimulacéo elétrica (EE) é uma técnica que vem sendo amplamente utilizada
no abate de animais, e consiste na passagem de corrente elétrica pela carcaca do animal
em algum momento da linha de abate, geralmente, logo apds o abate com a carcaga ainda
quente (CHRYSTALL et al., 1980). Essa corrente elétrica pode variar em voltagem,
amperagem, frequéncia, periodo de aplicacao, tipos de corrente, ciclos de pulso e formas
de administracdo. De forma geral, é classificada como estimulacdo de baixa, média ou
alta voltagem. A EE de baixa voltagem (com pico de até 100V), possui eficiéncia
limitada, uma vez que a contracdo muscular é induzida apenas por estimulo no sistema
nervoso central (SIMMONS et al., 2008). J& EE de média (pico de até 300V) e alta
voltagem (picos superiores a 300V), além do estimulo no sistema nervoso central, ha
também estimulacdo elétrica direta nos mdsculos de toda carcaga, ocasionando
contragdes que podem levar a ruptura das fibras musculares.

A técnica foi proposta em meados de 1749, quando Benjamin Franklin notou que
ao aplicar corrente elétrica em uma carcaca de peru, pouco depois de seu abate, a carne
demonstrava certo amaciamento (LAWRIE & LEDWARD, 2006; ADEYENI & SAZILI,
2014). Entretanto, estudos reportando devidamente o sucesso da técnica datam do inicio
dos anos 50 (SAMS, 1999; ADEYENI & SAZILI, 2014), onde, mais especificamente em
1951, Harsham e Deatherage buscaram uma patente para a utilizacdo de EE com o intuito
de amaciamento de carnes (TROY, 2006), alegando que tal tecnologia tinha como seus
principais efeitos o favorecimento da glicélise no post mortem, bem como a reducao
imediata do pH.

Apesar de ser uma técnica relativamente antiga, seu uso comercial se deu apenas
no inicio dos anos 70, onde foi demonstrado que a EE diminuia efeitos negativos
ocasionados durante o resfriamento, prevenindo o encurtamento das fibras e por fim,
intensificando o amaciamento da carne (JUAREZ et al., 2012). Desde entdo, pesquisas
vém sendo largamente realizadas com o intuito de desmistificar os efeitos da EE e seus

impactos em atributos relacionados a qualidade da carne, como cor (TAYLOR &
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MARTOCCIA, 1995; MCKENNA et al., 2003; CETIN & TOPCU, 2009; NAZL et al.,
2010) e maciez (GEESINK et al., 2001; Jl et al., 2021; ZHAO et al., 2022).

No entanto, a contribuicdo da estimulacdo elétrica e seus impactos em
caracteristicas que circundam uma carne de qualidade tém sido alvo de debates por conta
dos diferentes pontos de vista de pesquisadores da &rea (HWANG et al., 2003). Alguns
cientistas reportaram efeitos positivos (MCKENNA et al., 2003; CETIN & TOPCU,
2009; NAZLI et al., 2010), outros ndo surtir efeito (KIM et al., 2013), enquanto alguns
apontaram, até mesmo, efeitos negativos (HECTOR et al., 1992; SIMMONS et al., 2008).

De acordo com Aberle et al. (2001), o consequente amaciamento da carne devido
ao estimulo elétrico é atribuido, principalmente, a trés fatores: (i) a prevengdo do
encurtamento pelo frio, resultado da aceleracdo da glicélise que por sua vez precipita
rigor mortis, estabelecendo-o antes que a carcaca resfrie; (ii) por acelerar a prote6lise, em
virtude da liberacdo de célcio; (iii) pelas rupturas fisicas da fibra muscular, ocasionadas
pelas contragdes musculares. Segundo Eikelenboom (1993), dentre os resultados obtidos
pelo uso de EE associados a caracteristicas de qualidade da carne, além da maciez,
verifica-se outras melhorias como, a coloracdo da carne, em virtude da oxigenagdo da
mioglobina, potencializada pelo aumento da presséo de oxigénio muscular, e uma menor

capacidade de retencdo de agua, em razdo da desnaturacao proteica.

2.4. PROTEOMICA APLICADA A CIENCIA DA CARNE

Capazes de desempenhar diversas funcbes, desde componentes da estrutura
celular até moduladores da expressdo génica, as proteinas sdo macromoléculas
fundamentais para o funcionamento celular. Proteoma é o termo designado para o
conjunto de proteinas codificadas pelo genoma em determinado momento (WILKINS et
al., 1996). Influenciado por diversos fatores relacionados a sintese e degradacao proteica,
0 proteoma estd em constante mudanca (HOLLUNG et al., 2007). Nesse sentido, a
protebmica é considerada a ligagdo molecular entre 0 genoma e as caracteristicas
qualitativas da carne, fenotipicamente expressas sob diferentes condi¢cbes ambientais
(HOLLUNG et al., 2007).

A conversdo do musculo em carne é resultado de diversos processos bioquimicos
que influenciam a qualidade do produto final (PAREDI et al., 2012; MATARNETH,
SCHEFFLER & GERRARD, 2022). O estudo dessas transformagGes que ocorrem no

proteoma pode auxiliar no esclarecimento de mecanismos bioquimicos e moleculares
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importantes que ocorrem durante o post mortem (BENDIXEN, 2005; HOLLUNG et al.,
2007; GAGAOUA & PICARD, 2022). Por outro lado, estudos de associacdo de
caracteristicas relacionadas a qualidade da carne com o perfil proteico permitem a
deteccdo de importantes vias metabdlicas e bioquimicas envolvidas para expressdo destes
fendtipos (GAGAOUA & PICARD, 2022).

Nosso grupo de pesquisa e outros pesquisadores tém buscado identificar proteinas
diferencialmente abundantes, a partir de fendtipos contrastantes, para caracteristicas
indicadoras da qualidade da carne (PICARD et al., 2010; CARVALHO et al., 2014;
POLETI et al., 2018; ROSA et al., 2018; BOUDON et al., 2020, POLETI et al., 2020;
GAGAOQUA et al., 2021). Em um estudo conduzido com a raga Norwegian Red, Jia et al.
(2009) relatou que quando expressada em abundéancia, a proteina PRDX6 (peroxiredoxin-
6) pode funcionar como um indicador de individuos com carnes mais macias podendo
ser, um potencial biomarcador para maciez. Além disso, estudos desenvolvidos com
suinos apontaram que variagcGes na abundancia de peroxirredoxinas, como a PRDX2,
podem estar relacionadas com maciez, cor e capacidade de retencdo de agua (HWANG
et al., 2005; SAYD et al., 2006).

Em estudo do nosso grupo de pesquisa, Carvalho et al. (2014), apontaram as heat
shock protein (HSPs) HSP27 e HSP70, como potenciais biomarcadores para maciez em
bovinos Nelore. HSPs sdo proteinas chaperonas, que podem interagir com outras
proteinas, auxiliando na formacéo, dobramento e transporte de membrana. O aumento da
sintese de HSPs no organismo €é diretamente associado a intensidade do estresse sofrido,
porquanto esté atrelada a funcdo de defesa. Inibidoras da apoptose celular, ao atrasar o
processo de maturacao da carne, as HSPs teriam influéncia negativa na degradacdo das
proteinas miofibrilares (OUALI et al., 2006). Portanto, a abundancia de HSPs estaria
associada a uma carne menos macia devido a sua correlacdo inversamente proporcional
com maciez. Rodrigues et al. (2017), em experimento com bovinos das racas Nelore e
Angus, demonstraram que a partir de abordagem protedmica é possivel constatar
diferencas na qualidade da carne entre bovinos de ragas diferentes. Estes autores
verificaram a acdo de proteinas envolvidas em processos como contragdo e organizacao
celular, e das HSPs. Nesse mesmo estudo, a proteina proibitina foi indicada como possivel
biomarcador para marmoreio. Jia et al. (2007), analisaram o perfil proteémico do musculo
Longissimus thoracis de animais da ragca Norwegian Red e identificaram diferengas nas
concentragdes de proteinas das amostras em diferentes periodos de maturagéo (1, 2, 3, 6,

10 e 24 horas post mortem). Estes autores observaram diferencas significativas na
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abundancia de proteinas conforme o passar das primeiras horas do post mortem, bem
como, identificaram diferentes vias bioquimicas associadas a essas proteinas. A maioria
das proteinas identificadas estava envolvida no processo de defesa da célula, como a DJ-
1 e tiveram aumento até 10 horas post mortem. A DJ-1, por exemplo, age como uma
chaperona protegendo as células contra estresse oxidativo e morte celular.

A identificacdo de mudancas nos perfis proteicos em diferentes periodos no
decorrer da maturacdo exemplifica a importancia de uma abordagem protedmica em
pesquisas voltadas para qualidade da carne. A combinacdo bem-sucedida entre
protedmica e ciéncia da carne, somada aos avangos de técnicas como a eletroforese
bidimensional para separacdo de proteinas, espectrometria de massas e bioinformaética,
permite analises profundas e acuradas sobre fatores celulares ligados a qualidade da carne,
e consequentemente podem possibilitar a identificacdo novos genes para inclusao nos
programas de melhoramento genético de bovinos de corte. Esta estratégia permitiria a
inclusdo de novos marcadores a painéis comerciais possibilitando a sele¢do de animais

com carne de qualidade superior.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e O objetivo geral desse estudo foi avaliar algumas caracteristicas relacionadas a
qualidade da carne e as diferencas no perfil proteico de carcagas bovinas submetidas
e ndo submetidas a eletroestimulacdo (EE) em diferentes momentos do post mortem

em bovino da raca Nelore.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as variaveis objetivas indicadoras de qualidade da carne, particularmente
pH, L*, a*, b*, maciez objetiva determinada por texturémetro, perdas de agua
(coccao-PAC) em carcagas bovinas submetidas e ndo submetidas a eletroestimulacao
(EE);
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Caracterizar o perfil proteico de carcacas bovinas submetidas e ndo submetidas a
eletroestimulacdo (EE) imediatamente ap6s o abate (30 minutos) e 24 horas post

mortem;

Identificar proteinas diferencialmente abundantes (DAP, differentially abundant
proteins) em carcacas bovinas submetidas e ndo submetidas a eletroestimulacédo (EE)

imediatamente apds o abate (30 minutos) e 24 horas post mortem;

Realizar estudos de associacéo entre as proteinas diferencialmente abundantes (DAP)
com caracteristicas objetivas indicadoras da qualidade de carne (pH, L*, a*, b* e
maciez objetiva), visando identificar proteinas que melhor predizem as caracteristicas

objetivas indicadoras de qualidade da carne nas primeiras 24 horas post mortem.
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados no presente estudo seguiram os padroes éticos
de pesquisa, estabelecidos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP (protocolo n°® 5453260923).

4.1. ANIMAIS, TRATAMENTOS E LOCAL DE COLETAS

Foram avaliadas carcagas de 24 bovinos da raga Nelore Bos taurus indicus,
machos ndo castrados, com até 30 meses de idade. Os animais foram recriados a pasto e
terminados em confinamento e, por fim, abatidos em abatedouro escola localizado no
Campus USP “Fernando Costa” da Universidade de Sao Paulo, em Pirassununga, SP. As
operacOes de abate foram executadas de acordo com procedimentos humanitarios,
conforme exigido pela legislacdo brasileira (Brasil, 2017). Os animais foram submetidos
a insensibilizacdo mecanica (método percussivo com pistola pneumatica) e
imediatamente realizada a sangria por meio da seccao dos grandes vasos do pesco¢o. Em
seguida, foi realizada a esfola e, por fim, a evisceragdo. As carcacas destes animais foram
serradas ao meio (sentido longitudinal), categorizando dois tratamentos, sendo estes: (i)
as 24 meias carcacas direitas foram estimuladas por corrente elétrica, denominadas Grupo
EE e; (ii) 24 meias carcacas esquerdas ndo foram estimuladas eletricamente, compondo
a porcdo controle do experimento, sendo denominadas Grupo NE. O procedimento de
estimulagdo elétrica ocorreu antes da lavagem e, posteriormente, as carcacas foram
resfriadas em camara fria, a 4°C, por 24 horas.

Para a eletroestimulacdo das carcacas, em até 30 minutos ap6s a sangria, foi
utilizado um eletroestimulador (Modelo UFX7 NR-12; Fluxo Equipamentos Eletronicos
Ltda.; Chapeco, Santa Catarina, Brasil), ajustado para aplicacdo de corrente elétrica com
onda do tipo quadrada alternada (CA) de 15 Hertz (Hz) e voltagem de 300 volts (V).
Foram posicionados dois eletrodos, um colocado na regido do tenddo de Aquiles e o outro
no musculo Trapézio, de modo que a corrente elétrica percorresse toda a carcaca. O
periodo de aplicacdo se dividiu em seis ciclos, cada um com 10 segundos de pulso elétrico
seguido por 3 segundos de descanso, totalizando 78 segundos de aplicacdo em cada

carcaca.
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Todas as 48 meias carcagas tiveram pH e temperatura aferidos imediatamente
apos o abate (zero hora — T0O) e no decorrer do resfriamento, horas: trés (T3), 12 (T12) e
24 (T24) post mortem. Amostras biolégicas do musculo Longissimus Thoracis (LT)
foram coletadas, para posteriores analises de perfil proteico por meio da protedmica nos
momentos zero hora (T0), e 24 (T24) horas post mortem. Com 24 horas post mortem
foram coletadas amostras do musculo LT para realiza¢do de andlises fisico-quimicas. Os
bifes obtidos pelo porcionamento dessas pecas foram embalados a vacuo em embalagens
plasticas termoencolhiveis, armazenados a 2°C em camara de refrigeracdo ventilada com
auséncia de luz, e avaliados ao longo do tempo de maturacdo (24 horas, sete e 14 dias
post mortem).

4.2. ANALISES FiSICO-QUIMICAS OBJETIVAS RELACIONADAS A
ATRIBUTOS SENSORIAIS

4.2.1. pH e Temperatura

Para determinacdo de pH e temperatura das carcagas foram utilizados: um
medidor digital portatil de pH com sonda de penetracdo (marca Hanna Instruments, mod.
HI199163; Sao Paulo, Brasil) e, um termémetro digital do tipo espeto (marca Incoterm,
6030.08.1.00; Multi-thermometer; Sdo Paulo, Brasil). As medi¢6es aconteceram durante
as coletas no abatedouro nos tempos TO, T3, T12 e T24 horas post mortem. Somente
animais com pH final entre 5,5 e 5,8 (normais) foram contemplados no estudo, para fins
de estabelecimento das equac¢des do pH em funcao do tempo de resfriamento e do pH em

funcdo da temperatura da camara fria.

4.2.2. Avaliagdo instrumental de cor

A avaliagdo instrumental de cor foi realizada de acordo com o sistema CIELab
(CIE, 1986), com auxilio de espectrofotbmetro portatil (marca Konica Minolta Brasil,
modelo CM2500d), com iluminante padrdo A, angulo de observacéo de 10° e abertura do
obturador de 30mm. As coordenadas CIE, L* (luminosidade), a* (intensidade de
vermelho) e b* (intensidade de amarelo), valores de croma (C*) e angulo de tonalidade-

hue (h*) de cada amostra foram obtidas a partir da media de trés posi¢cdes adjacentes em



33

cada bife, sem presenca de tecido conjuntivo, ap6s um periodo de oxigenagdo de 30
minutos a 4°C, para estabilizacdo (blooming). Os pardmetros foram calibrados em
porcelana branca com Y = 93,7, x=0,3160 e y = 0,3323, com area de medi¢do de 8mm de

diametro.

4.2.3. Maciez objetiva (Forca de Cisalhamento) e Perdas de Agua por Cocgdo (PAC)

Para obtencdo da Forca de Cisalhamento (FC), foi utilizada a metodologia
proposta pela American Meat Science Association (AMSA, 2015). A FC foi estabelecida
a partir de bifes assados em forno elétrico convencional, previamente aquecido a 170°C
e com ajuste de temperatura programado para manter esta temperatura durante a coc¢éo.
Brevemente, cada bife foi pesado na balanca, antes da cocc¢éo, e colocado no conjunto
bandeja de aluminio e grelha. A medigdo da temperatura interna dos bifes foi realizada
com auxilio de termopar metalico, da marca TEXTO, inserido na regido central do bife.
Ao atingirem a temperatura interna de 71°C, os bifes foram retirados do forno e
novamente pesados, com o intuito de avaliar as perdas de agua por coc¢do (PAC). Em
seguida, foram retirados de seis a oito cilindros de 1,27 cm de didmetro cada, no sentido
paralelo a fibra, de cada bife para a determinacdo da FC média em sentido perpendicular

a fibra, usando sonda de 1,016 milimetros (Warner Bratzler Texture Analyzer).

4.3. ANALISES PROTEOMICAS

4.3.1. Extracéo de proteinas das amostras de carne

Foram utilizadas seis amostras de cada tratamento EE e NE, escolhidas ao acaso
e destinadas a analises protedmicas. As amostras de LT previamente congeladas em
nitrogénio liquido foram alocadas em freezer a -80°C, a preparacdo das mesmas seguiu
metodologia proposta por Lametsch et al. (2003) e Bouley, Chambon e Picard (2004).

O tecido muscular congelado (0,5g) foi macerado e homogeneizado em tampéo
de lise contendo 8M de ureia, 2M de tioureia, 1% DTT, 2% CHAPS e 1% inibidor de
protease, com auxilio de homogeneizador Turratec (marca Tecnal, modelo TE-102). Os
extratos brutos foram vigorosamente agitados por 30 minutos a 4°C e, em seguida,

centrifugados a 10.000 x g por 30 min a 4°C em centrifuga (marca Beckmann; mod. J2-
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21). O sobrenadante foi armazenado em freezer a -80°C e, posteriormente, utilizado para
determinacdo da concentracdo de proteina total através do método de Bradford.

4.3.2. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada através do método de Bradford,
utilizando o kit Bradford Protein Assay (5000203). Para estabelecimento da curva de

calibracéo foi utilizada a proteina albumina do soro bovino (BSA) como padrao.

4.3.3. Eletroforese Bidimensional (2DE)

Foram organizadas aliquotas de extrato carneo de cada amostra contendo 400ug
de proteinas, estas foram misturadas com o tampao de reidratagdo “Destreak” (7 M Uréia,
2 M Tiouréia, 2% CHAPS, 0,002% azul de bromofenol — Amersham Bioscience)
incorporado com 0,5% de tampéo de IPG pH 3-10. O volume final obtido de 250 ul da
solucdo proteica foi utilizado para uma reidratacdo passiva das tiras de IPG (strip) de 13
cm com faixa de pH de 3-10 NL (Amersham Biosciences) a temperatura ambiente por 14
horas no Immobiline Drystrip Reswelling Tray (GE Healthcare).

Apds a reidratacdo, as strips foram colocadas no aparelho Ettan IPGphor (GE
Healthcare) para a focalizacdo isoelétrica das proteinas (primeira dimensdo) a
temperatura ambiente e por, em média, 5 horas e 30 minutos. Foi estabelecido no
programa corrente de 50pA por tira e diferentes perfis de voltagem, sendo quatro fases,
exemplificadas a seguir: 500V por 500Vh, gradiente 1000 V por 800Vh, gradiente 8000V
por 11300Vh e a fase final 8000V por 7000Vh. O produto total de tempo x voltagem
aplicada foi de 18000V/h para cada strip. Ao final da focalizacdo isoelétrica as strips
foram congeladas em freezer a -20°C, até o momento da proxima corrida eletroforética
(segunda dimensé&o).

As tiras focalizadas foram submetidas ao tampao de equilibrio |1 (6M uréia, 75Mm
Tris-HCL pH 8.8, 29,3% glicerol, 2% SDS, 0,002% azul de bromofenol, 1% DTT) por
15 minutos sob agitacdo leve, em seguida, mais 15 minutos em tampdo de equilibrio 11
(6M uréia, 75Mm Tris-HCL pH 8.8, 29,3% glicerol, 2% SDS, 0,002% azul de
bromofenol, 5% lodoacetamida).

Apbs o processo de equilibrio, as strips juntamente com o marcador de peso

molecular, o qual foi aplicado em pequenos retangulos de papel filtro, foram sobrepostos



35

ao gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) (18 x 16 x 0.15 cm). Fixados sobre o gel
com o auxilio de uma solugdo selante de agarose (25mM Tris, 192 mM glicina, 0,1%
SDS, 0,5% agarose e 0,002% azul de bromofenol).

O tampédo de corrida utilizado foi feito a partir da diluicdo do tampdo
10xTris/Glycine/SDS (Bio-Rad) para 1x.

A proteinas foram separadas na segunda dimensdo utilizando uma cuba
eletroforética SE 600 Ruby (GE Healthcare), com a seguinte programacao de corrida:
primeira fase com duracdo de 30 minutos contabilizando 15mA/gel, 50 volts por gel; Em
seguida a segunda fase, com duracdo media de 3 horas contabilizando 50mA/gel, 300
volts por gel. Com o auxilio de um banho-maria termostatico circulador (MultiTemp 3,
GE Healthcare) foi possivel manter a corrida a 4°C.

Terminada a corrida responsavel pela segunda dimenséo, os géis eram retirados
de suas placas e colocados em solucéo fixadora (, composta por 50% metanol e 7% &cido
acético diluidos em &gua destilada), por 10 minutos em mesa agitadora. Em seguida, eram
imersos em solugdo corante, (resultado da mistura de 40% metanol, 7% de acido acético
e 0,025% de Coomassie Blue G-250 diluidos em &gua destilada), por cerca de 1 hora em
mesa agitadora. Prontamente eram colocados em solucdo descorante, (também composta
por 40% de metanol e 7% de acido acetico diluidos em agua destilada), por mais 1 hora
em mesa agitadora. Ap6s 0 banho em cada solucdo, os géis eram colocados em cerca de
150 mL de &gua destilada, posicionados em mesa agitadora onde permaneciam overnight.

No dia seguinte, os géis foram escaneados no Image Scanner |11 (GE Healthcare)
utilizando o Software LabScan, tendo suas imagens armazenadas para posterior analise.
Apos a leitura, cada gel foi mantido em solucdo de Acido Acético 5% em geladeira

domeéstica.

4.3.4. Analise de Imagens

A deteccdo e quantificacdo dos spots foi realizada por meio do software Image
Master 2D Platinum (GE Healthcare). Contamos com seis géis para cada tratamento e
tempo, possibilitando repeticdes suficientes para garantir maior confianca na detecgéo
dos spots. Dessa forma, para cada amostra e um spot, foi calculada a média de no minimo
trés valores. A quantidade de proteina de cada spot foi expressa como volume, ou seja,

quantificando a intensidade de pixel presente dentro de cada spot.
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A diferenca na quantidade de proteina de cada spot foi baseada no volume relativo
(% volume), valor este que permanece constante independente de outras variagdes.

Apols a deteccdo automatica dos spots, todos os géis passaram por validagédo
manual, onde foram reconhecidos spots verdadeiros. Em seguida, foram realizadas
analises de comparagdo, portanto o “Match” entre os géis, de forma a assegurar que um
spot presente em um gel encontrasse o seu correspondente no outro gel confrontado.
Primeiramente, para medida de comparacdo, foram sobrepostas imagens de géis
correspondentes ao mesmo tratamento (EE ou NE) e, posteriormente, as imagens de
tratamentos diferentes (EE x NE). Prontamente, as comparac6es passaram por validagédo

manual.

4.3.5. Digestao dos spots “in gel” e Espectrometria de massas (MS/MS)

Os spots detectados como diferencialmente expressos nas andlises estatisticas
(n=31), a nivel de significancia de 5% (p<0,05), foram retirados do gel, picotados em
segmentos de aproximadamente 1 mm e colocados dentro de microtubos de 1,5 mL,
contendo 1 mL de solucdo de 0,1% de acido férmico. Posteriormente, foram enviados
para a digestdo e analise de espectrometria de massas, ambas realizadas pela empresa
Baume Analytik LTDA.

Primeiramente, os spots selecionados foram submetidos a digestéo in gel segundo
metodologia descrita por Shevchenko et al. (2006). Peptideos tripticos foram liofilizados
e ressuspendidos em acido formico 0,1%, sonicados, e transferidos para microtubos de
maxima recuperacdo MS. Cerca de 8 pl da solucdo de peptideos foi injetada em uma
coluna ACQUITY M-Class Symmetry C18 Trap (100 =, 5 um, 180 um x 20 mm, Waters,
Milford, MA, EUA) por 10 minutos a uma taxa de fluxo 8ul/min e separada em uma
coluna ACQUITY UPLC M-Class HSS T3 (100~, 1.8 um, 75 um X 250 mm, Waters,
Milford, MA, EUA). Um gradiente de 3-40% do solvente B (acetonitrila em acido
formico 0,1%) foi utilizado por 14 minutos antes de subir para uma concentragao de 85%
do solvente B durante 5 minutos e reequilibrar por 8 minutos a uma taxa de fluxo
constante de 0,4 pl/min. Os espectros de massa foram adquiridos com HDMSe em
espectrometro de massas Synapt G2-Si em modo de resolugdo com rampa de energia de
colisdo de 25-55 eV. O Glu-Fibrinopeptideo B humano foi utilizado como spray
lockmass, amostrado a cada 30 segundos (785,8426 Dale). Os arquivos brutos foram
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importados para o ProteinLynx Global Server 3.0.2 (Waters, Milford, MA, EUA). As
identificacBes das proteinas foram obtidas em compara¢do com o banco de dados de Bos
indicus ndo revisado do Uniprot (download em 06/2023; 32.283 hits). Parametros de
pesquisa no banco de dados foram: minimo de trés fragmentos por proteina, uma massa
proteica maxima de 600 kDa, até uma clivagem perdida, carbamidometilacdo de cisteina
como uma modificacao fixa e oxidacdo de metionina como uma modificacdo variavel, e

uma taxa de descoberta falsa de 4% foi permitida.

4.3.6. Bioinforméatica

A anotacdo dos genes associados as proteinas diferencialmente abundantes
(DAPs, do inglés differentially abundant peptides) foi feita com a ferramenta online
BioMart do Ensembl, disponivel em http://www.ensembl.org/biomart. As analises de
enriquecimento funcional dos genes associados as DAPs foi realizada pela ferramenta
online Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v. 6.8
(HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2009) e GeneAnalytics™ (BEN-ARI FUCHS et al.,
2016) para identificacdo de vias metabdlicas enriquecidas e termos do Gene Ontology.
As DAPs para todas as andlises realizadas foram submetidos ao programa de
bioinformética String 10.0 (disponivel on-line: http://string-db.org/) para gerar redes de
interacdo proteina-proteina a partir das DAPs identificadas no estudo. A pontuacao
minima de interacdo necessaria foi definida como 0,700 (alta confianca). Além disso,
analises de Vias Metabolicas foram realizadas por meio da Enciclopédia Kioto de Genes
e Genomas (KEGG) foi obtida via String 10.0.

4.4, ANALISES ESTATISTICAS

Para as avaliacdes dos valores pH em funcéo do tempo e dos valores pH em funcéo
da temperatura, foi adotado o procedimento de regressdes transformadas. Por essa
estratégia, 0s modelos lineares sdo ajustados com transformacdes spline, dentre outras
transformacoes ndo lineares das variaveis. As curvas séo ajustadas por meio de um grafico
de disperséo, sendo uma para cada nivel da variavel dependente em questdo (EE ou NE).
As transformacbes produzidas pelo algoritmo de regressdo mualtipla utilizando
transformacdes spline sdo semelhantes as transformacdes produzidas pelo método de
regressdo suave ACE proposto por BREIMAN & FRIEDMAN (1985). No entanto,
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regressOes suaves ACE ndo otimizam a funcéo de perda (DE LEEUW, 1986), enquanto
as regressoes transformadas minimizam a fungéo de perda pelo critério de erro quadratico
médio. O conceito de regressdes transformadas séo extensdo do modelo linear geral
comum, porém fornecendo transformacdes Otimas de varidveis que sdo derivadas
iterativamente. A técnica faz iteracdes até a convergéncia, alternando duas etapas
principais: obtencéo de estimativas de minimos quadrados dos pardmetros do modelo,
dado um ponto atual dos dados e obtencdo de estimativas de minimos quadrados dos
parametros, dado o conjunto de todos os parametros do modelo. Essa estratégia é chamada
de método de minimos quadrados alternados (YOUNG, 1981).

Para avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas da carne relacionadas a cor,
maciez e PAC, considerou-se um modelo linear misto geral que contemplou os efeitos
fixos de Tratamentos (EE versus NE), Tempo de Maturacdo (24 horas, 7 dias versus 14
dias post mortem), interacdo Tratamento x Tempo, além dos efeitos aleatorios de animal
e residuo. Nestas andlises foi adotada a estrutura de medidas repetidas nas mesmas
unidades experimentais (meias carcacas dos mesmos animais, avaliadas em diferentes
tempos). As estruturas de covariancia entre as medidas repetidas foram avaliadas pelo
critério de informacdo de Akaike, AIC (AKAIKE,1973). As pressuposi¢des dos modelos
de andlise variancia (normalidade e homogeneidade dos residuos) foram realizadas
simultaneamente por meio de analises de residuos condicionais Studentizados. Em caso
de Teste F significativo (P<0,05) ou marginalmente significativo (P<0,10), o préprio
Teste F foi considerado discriminatério ou, quando avaliando o fator Tempo ou, no caso
de Interagdo significativa, para desdobramento dos tempos dentro de cada tratamento, foi
adotado o Teste de Tukey como procedimento para comparacdo de médias.

As andlises protéomicas foram avaliadas dentro de cada tempo de maturacdo (0
ou 24 horas). Esta estratégia foi adotada visando a prospeccdo do maior numero de
peptideos diferencialmente abundantes (DAP, do inglés differentially abundant peptides)
dentro de cada tempo de avaliagdo. Desta forma, as percentagens de volumes
normalizados foram avaliadas considerando-se um modelo linear misto geral que
contemplou os efeitos fixos de Tratamentos (EE versus NE), além dos efeitos aleatdrios
de animal e residuo. Nestas analises também foram adotadas a estrutura de medidas
repetidas nas mesmas unidades experimentais (meias carcagcas dos mesmos animais,
avaliadas com e sem estimulacao elétrica). As estruturas de covariancia entre as medidas
repetidas foram avaliadas pelo critério de informacéo de Akaike, AIC (AKAIKE,1973).
O Teste F significativo foi considerado discriminatorio.
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Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa Statistical Analysis
System, versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PERFIL FISICO-QUIMICO DE CARNES PROVINDAS DE CARCAGAS
SUBMETIDAS E NAO SUBMETIDAS A ESTIMULACAO ELETRICA NO
PROCESSO DE ABATE

5.1.1. Declinio do pH

O declinio de pH em funcdo do tempo post mortem (tempo de monitoramento)
das meias-carcacas submetidas a estimulacdo elétrica (EE) e das pertencentes ao grupo
ndo estimulado (NE) sdo apresentados na Figura 1. Nas primeiras 24 horas post mortem,
ambos os tratamentos (EE e NE) demonstraram um padrdo de declinio ao longo do
periodo analisado e, por sua vez, atingiram a faixa de pH considerada ideal. Entretanto,

observa-se claramente que o padrédo de declinio foi distinto entre os tratamentos avaliados.
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Figura 1. Regressdes splines dos valores de pH em funcdo do tempo de
monitoramento das meias-carcacas submetidas a estimulacdo elétrica
(EE, destacado em vermelho) e as pertencentes ao grupo néo estimulado

(NE considerado controle (CON), destacado em azul).
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A andlise de variancia dos valores de pH, apontaram efeitos significativos para a
fonte de variacdo Tratamento x Tempo (P<0,01). As estimativas de médias, erros-padrao
e valores de P observados para os valores de pH ao longo dos tempos de monitoramento,
dentro de cada tratamento, encontram-se na Tabela 1. Conforme demonstrado na Figura
1 e evidenciado pela Tabela 1, diferencas significativas foram verificadas nas magnitudes
de respostas do pH, para todos os momentos avaliados, entre os tratamentos NE e EE.
Destaca-se que as diferencas dos valores médios de pH do tratamento NE em relagdo aos
do tratamento EE, foram aparentes ja na primeira hora post mortem ((Ains p.m. = 0,73),
mantendo-se ao longo seis primeiras horas post mortem (Ashsp.m = 0,58), momento o qual,
as meias-carcacas EE comecam a atingir valores préximos do pH ideal (5,7). A partir das
nove horas post mortem a diferenca entre tratamentos comeca a diminuir (Aghsp.m = 0,37),
ficando cada vez menor até as 24 horas post mortem, (A2ansp.m.= 0,11). Observa-se também

que meia-carcacas NE entram em janela ideal de pH ap6s 12 horas post mortem.
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Tabela 1. As estimativas de médias, erros-padréo e valores de P observados para os valores de pH ao longo dos tempos de monitoramento, dentro

de cada tratamento avaliado (EE versus NE).

NE EE Ef. Princ. Tempo Pr>F
Tempo, em h Meédia EP Media EP Media EP Trat Tempo TratxTempo
1 6,58 0,02 A;a 585 0,02 A; b 6,22 0,02
3 6,37 0,02 B;a 567 0,02 B; b 6,02 0,02
6 6,15 0,02 C;a 557 002 C; b 5,86 0,02 <,0001 <,0001 <,0001
9 589 0,02 D;a 552 0,02 C,D;b 571 0,02
12 576 0,02 E;a 549 0,02 C,D;b 5,62 0,02
24 556 0,02 F;a 545 0,02 D; b 5,51 0,02
Ef. Princ. Trat. 6,05 0,01 559 0,01

Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maitscula nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,01); Médias em uma mesma linha e seguidas por

uma mesma letra minudscula nao diferem entre si pelo Teste F (P<0,01).
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A estimulacdo elétrica de carcacas foi proposta para acelerar a via glicolitica no
post mortem, resultando na queda do pH, via esgotamento répido das reservas de
glicogénio muscular (HWANG et al., 2001; HWANG et al., 2003; SIMMONS et al.,
2008). Como evidenciado pela Figura 1 e pela Tabela 1, o declinio do pH, das carcacas
submetidas a EE, de fato, ocorreu de maneira mais rapida, alcangcando valores ideais com
seis horas post mortem antes, quando comparado as meia-carcacgas NE.

Em experimento que objetivou comparar os efeitos de diferentes voltagens (alta e
baixa), demonstrou que o rapido declinio do pH apos aplicacdo de estimulacédo elétrica,
aos 40 minutos post mortem, acontece independentemente da voltagem utilizada, portanto
carcacas do grupo controle (ndo estimuladas) apresentaram curvas de declinio de pH mais
lenta dentre todos os grupos formados (Hwang et al., 2001). Porquanto outro estudo
relatou que apenas EE de alta voltagem teve efeito interativo sobre a queda do pH,
contudo, tal efeito sé foi observado em amostras do musculo Longissimus lumborum,
sugerindo que o efeito da técnica é dependente de caracteristicas intrinsecas ao masculo,
como localizacao anatdmica e metabolismo (DJIMSA et al., 2022).

Conforme destacado anteriormente, a queda do pH é um dos eventos mais
importantes para a definicdo de uma carne de qualidade, exercendo impacto direto sobre

caracteristicas determinantes como cor e maciez, as quais serdo discutidas adiante.
5.1.2. Cor
As estimativas de médias, erros-padrdo e valores de p observados para 0s

parametros de cor L*, a*, b*, croma e angulo Hue em carcacas estimuladas eletricamente

(EE) e ndo estimuladas eletricamente (NE) sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Estimativas de médias, erros-padrdo e valores de P observados para os valores de cor L*, a*, b*, croma e angulo Hue em carcagas

estimuladas eletricamente (EE) e ndo estimuladas eletricamente (NE) - Continua.

EE Ef. Princ. Tempo Pr>F
Tempo Média EP Média EP Média EP Tratamento Tempo Trat.xTempo
Valores de L*
1 42,37 0,39 43,65 0,39 43,01 0,27 C
7 44,85 0,39 45,56 0,39 4521 0,27 B 0,0141 <,0001 0,6034
14 46,58 0,39 47,11 0,39 46,84 0,27 A
Ef. Princ. Trat. 44,60 0,22 4544 0,22 a
Valores de a*
1 22,11 0,31 22,70 0,31 22,40 0,22 B
7 24,25 0,31 24,60 0,31 2442 0,22 A 0,5642 <,0001 0,1934
14 25,17 0,31 24,67 0,31 24,92 0,22 A
Ef. Princ. Trat. 23,84 0,18 23,99 0,18
Valores de b*
1 15,07 0,29 15,27 0,29 15,17 0,21 C
7 17,67 0,29 17,76 0,29 17,71 021 B 0,9968 <,0001 0,6831
14 18,61 0,29 18,32 0,29 18,46 0,21 A
Ef. Princ. Trat. 17,12 0,17 17,12 0,17

Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,01); Médias em uma mesma linha e seguidas por
uma mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo Teste F (P<0,01).
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Tabela 2. Estimativas de médias, erros-padrdo e valores de P observados para os valores de cor L*, a*, b*, croma e angulo Hue em carcacas

estimuladas eletricamente (EE) e nédo estimuladas eletricamente (NE) - Continuacao.

EE Ef. Princ. Tempo Pr>F
Tempo Média EP Média EP Média EP Tratamento Tempo Trat.xTempo
Valores de Croma
1 26,77 0,40 27,37 0,40 27,07 0,28 B
7 30,01 0,40 30,34 0,40 30,17 0,28 A 0,0141 <,0001 0,6034
14 31,31 0,40 30,74 0,40 31,02 0,28 A
Ef. Princ. Trat. 29,36 0,23 29,48 0,23 a
Valores de angulo Hue
1 34,24 0,30 33,85 0,30 34,04 021 B
7 36,03 0,30 35,83 0,30 3593 0,21 A 0,5296 <,0001 0,7014
14 36,48 0,30 36,59 0,30 36,53 0,21 A
Ef. Princ. Trat. 35,58 0,17 3542 0,17

Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,01); Médias em uma mesma linha e seguidas por
uma mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo Teste F (P<0,01).
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As variaveis que determinam os valores cor da carne no padrdo CIE (L*, a*, b*),
bem como, os valores associados ao croma e ao angulo Hue comportaram-se dentro dos
limiares médios estabelecido por Muchenje e colaboradores (2009), porém com ligeiras
particularidades dentro dos tratamentos avaliados. De maneira geral, efeitos principais de
Tratamentos significativos foram observados (P<0,05), com meias-carcagas estimuladas
eletricamente (EE) apresentando carnes com maiores valores de L* e croma. Também
foram evidenciados efeitos principais para Tempo de maturacéo significativos (P<0,01),
indicando alteracBes nos valores de cor L*, a*, b*, croma e angulo Hue conforme o
processo de maturacao foi sendo desencadeado.

Em estudo avaliando o estabelecimento da cor da carne, foi apontado que
diferencas mais aparentes, relacionadas a estimulacdo elétrica de carcacas, foram
perceptiveis somente até 20 horas post-mortem e, ao atingir 48 horas, essas diferencas
tenderam a desaparecer (LAWRIE E LEDWARD, 2006). Este fato pode ter acontecido,
em virtude de o pH final j& estar tendendo & estabilidade nas amostras de ambos 0s
tratamentos e, desta forma, o padrdo de oxidacdo da mioglobina seguira 0 mesmo curso.
Neste trabalho, foi observado que o estabelecimento da cor desejavel acontece mais
rapidamente em carcacas EE ja nas primeiras horas do post-mortem, como demonstrado

na Figura 2.

o

Figura 2. Imagem de cilindros de carne coletados do musculo Longissimus
thoracis as 6 horas post-mortem. Amostra “A” foi coletada de carcaga pertencente

ao grupo controle (NE) e “B” a carcaga submetida a estimulacdo elétrica (grupo
EE).
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Lawrie e Ledward (2006) constataram que a queda acentuada de pH, causada pela
eletroestimulacdo, leva proteinas miofibrilares a atingirem seu ponto isoelétrico mais
rapidamente, causando a abertura de suas estruturas e, com isso, desencadeando a
oxidacdo da mioglobina e acarretando estabilizacdo da cor de forma mais répida.

A definicdo da cor da carne tem relacdo a acdo do oxigénio na mioglobina,
portanto, com mudancas associadas a eventos proteoliticos (SUMAN & JOSEPH, 2013).
As alteracdes bioguimicas enlvolvidas no efeito favoravel observado em carnes EE na
reducdo da incidéncia de carnes DFD ainda ndo foram completamente elucidadas.
Entretanto, a tecnologia da EE vem sendo amplamente utilizada pela IndUstria Frigorifica
como uma ferramenta de aceleracdo da queda de pH para faixas consideradas ideais e,
consequentemente, reduzindo a ocorréncia de carnes DFD. Um estudo realizado em duas
plantas frigorificas norte-americanas, apontou que carnes nao eletroestimuladas (NE)
receberam 34% de classificagdo DFD, enquanto as eletroestimuladas (EE) receberam
valor duas vezes menor (17%) de condenacdo (DJIMSA et al., 2022).

Valores de croma (c*), sdo empregados para exemplificar os niveis de saturacdo
e, no presente estudo, comportaram-se um pouco acima do limiar médio proposto
(MUCHENUJE et al., 2009). Além disso, apresentaram diferencas significativas apenas
para o efeito de tempo de maturacdo. Os valores de angulo hue (H*), correspondente a
angulo de inclinacdo — variando de 0° a 360° — também variaram significativamente
apenas com o efeito de tempo de maturacao.

Zhao e colaboradores (2022) avaliaram os efeitos de trés tratamentos (explorando
dois niveis de cada um), sendo: tempo de banho (ST), tratamento eletrolitico (ET) e
estimulacdo elétrica (ES), sobre a qualidade da carne de bovinos da raca Qinchuan. Os
pesquisadores observaram que a interacdo entre ST e ET provocou mudancas
significativas nos valores de L* e b*, enquanto ES néo apresentou efeito sobre a cor da
carne, essa falta pode estar associada a voltagem utilizada, uma vez que outros
experimentos ja relataram que a ES de baixa voltagem ndo surtiu grandes efeitos sobre
caracteristicas de qualidade (ADEYEMI & SAZILI, 2014).

Por sua vez, quando aplicada EE de alta voltagem, Nazli et al. (2010) observaram
que o estabelecimento da cor demonstrou diferencas significativas entre tratamentos,
especialmente sobre o parametro a*, sendo carnes EE mais atrativas. Em outro estudo,
realizado em carne de caprinos, Cetin e Topeu (2009) apontaram diferencas significativas

para o parametro L* no sétimo dia post mortem de carnes submetidas a EE.
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Um experimento realizado em duas plantas frigorificas no Estados Unidos,
avaliou os efeitos de tamanho de carcaga, condi¢cdes de resfriamento e diferentes
voltagens de eletroestimulacao sobre caracteristicas de qualidade da carne em trés grupos
musculares com diferentes taxas glicoliticas (DJIMSA et al., 2022). Sobre o aspecto de
cor a EE demonstrou efeito positivo, sobretudo sobre o pardametro a*, onde 82% das
carnes provindas do lado estimulado foram classificadas como atrativas, sendo de cor
vermelho cereja, contra 0s 66% que receberam a mesma classificacdo no grupo controle.

Com base no que foi encontrado no presente estudo e na literatura consultada,
pode-se concluir que os efeitos da eletroestimulagdo sobre a caracteristica de cor da carne
sdo sutis, bem como dependentes da voltagem aplicada. De qualquer forma, vale ressaltar
que o sucesso da técnica pode ser dependente de diversos fatores, como temperatura

durante o resfriamento, anatomia muscular e até o peso da carcaca (DJIMSA et al., 2022).

5.1.3. Maciez e Perdas por Coccéo

As estimativas de médias, erros-padrdo e valores de P observados para as
percentagens de perdas de &gua por coccdo e valores maciez objetiva em carcacas
estimuladas eletricamente (EE) e ndo estimuladas eletricamente (NE) sdo apresentadas

na Tabela 3.
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Tabela 3. Estimativas de medias, erros-padrédo e valores de P observados para as percentagens de perdas de agua por cocgédo e os valores maciez
objetiva em carcacas estimuladas eletricamente (EE) e ndo estimuladas eletricamente (NE)

NE EE Ef, Princ, Tempo Pr>F
Tempo Media EP Meédia EP Media EP Trat Tempo TratxTempo
Perdas de Agua por Coog&o (em %)
1 28,88 1,23 30,03 1,23 29,45 0,87
7 30,20 1,23 29,50 1,23 29,85 0,87 0,1791 0,6281 0,2048
14 26,80 1,23 30,55 1,23 28,68 0,87
Ef. Princ. Trat. 28,63 0,71 30,03 0,71
Maciez objetiva (em N)
1 89,88 247 A;a 63,18 2,47 A;b 76,53 1,74
7 67,48 247 B;a 48,65 2,47 B;b 58,06 1,74 <,0001 <,0001 0,0135
14 5325 247 C;a 41,72 2,47 B; b 47,49 1,74
Ef. Princ. Trat. 70,20 142 51,18 1,42

Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,01); Médias em uma
mesma linha e seguidas por uma mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo Teste F (P<0,01).
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Conforme observado na Tabela 3, ndo foram verificados efeitos significativos
associados as perdas de aguas por coc¢do, indicando os tratamentos ndo influenciaram
nas perdas de agua.

Por outro lado, pela mesma tabela verifica-se que, para maciez avaliada de forma
objetiva, foram observados efeitos significativos da fonte de variacdo Interagéo
Tratamento x Tempo de Maturagdo. O resultado dos desdobramentos da Interacéo,
visando estudar o comportamento dos tratamentos dentro de cada tempo de maturacéo, é
extremamente relevante, pois demonstra de maneira inequivoca que as meia-carcacas EE
apresentam menores valores de maciez para todos os tempos de maturacdo, quando
comparadas as meia-carcacas do grupo controle (NE). Este efeito favoravel foi
identificado ja a partir da maturacdo sanitaria, com sete dias post mortem, com diferencas
nos valores de maciez do grupo EE em relacdo ao grupo NE de 29,7%. Nos demais
periodos de maturagdo, esse efeito da EE praticamente foi mantido, assumindo diferencas
de 27,9% e 21,7% nos tempos de maturacao sete e 14 dias post mortem, respectivamente.
Outro fato importante que também deve ser destacado € que as médias observadas de
maciez no grupo NE aos 14 dias post mortem foram superiores as médias observadas de
maciez avaliadas com sete dias post mortem. Trata-se de ponto importante para industria
frigorifica, merecendo maiores atences em estudos futuros, visando calibrar esse efeito
favoravel da EE.

O resultado dos desdobramentos da Interacdo, visando estudar o comportamento
dos tempos de maturacdo dentro de cada tratamento avaliado (NE e EE) é mais uma
contribuicdo importante deste trabalho, merecendo destaque. O efeito de tempos de
maturacdo dentro de cada tratamento, demonstraram diferencas dos padrfes de protedlise
das meia-carcacas NE em relacdo as meia-carcacas EE. As diferencas de maciez entre um
periodo posterior e o anterior ao longo da maturacdo, expressos como percentagem,
permitem a avaliar a eficiéncia da acdo proteolitica. Neste caso, avaliado as diferencgas
médias do dia sete em relacdo ao dia um post mortem, bem como, a diferenca média do
dia 14 em relacdo ao sete e um post mortem, verifica-se as eficiéncias proteoliticas dentro
de cada periodo de maturacdo, o tratamento NE, foram de 24,9% e 21,01%,
respectivamente. Ja para o tratamento EE, as eficiéncias proteoliticas dentro de cada
periodo de maturacdo foram 23% e 14,2%. A despeito dos valores no primeiro dia de
maturagdo ja iniciarem com magnitudes distintas, estes achados evidenciam que vias
metabolicas importantes, envolvidas no processo proteolitico, foram suficientemente

alteradas a ponto de serem captadas nas analises de maciez.
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Em estudo desenvolvido com bovinos de raca chinesa cruzada, Ji e colaboradores
(2021) testaram os efeitos da eletroestimulagdo e maturagdo antecipada em resfriamento
extra frio (superchilled storage). As meias-carcacas (lado esquerdo) foram
eletroestimuladas com voltagem média (300V) e, posteriormente, encaminhadas para
camara extra fria (1°C até 24 horas post mortem), enquanto o lado direito foi mantido
como grupo controle. Com isso, 0s pesquisadores identificaram que carnes provindas da
meia-carcaca EE demonstraram valores de forca de cisalhamento consideravelmente
menores do que as do grupo controle, mais precisamente 17,6% menores. Além disso,
apontaram a EE como ferramenta para acelerar a tenderizagdo em carne armazenadas em
resfriamento extra frio.

No experimento de Zhao e colaboradores (2022) foi apontado que carnes
eletroestimuladas apresentaram valores de forca de cisalhamento menores do que as que
ndo foram submetidas a técnica, portanto, se destacaram como mais macias. Os
pesquisadores associaram o resultado com a aceleracdo dos processos de degradacéo e
desnaturacdo proteica, aprimorados pela acdo de proteases (Ferguson et al., 2000), como
relatado por Balan et al. (2019) e Yang et al. (2019), que por sua vez ressaltaram tais
efeitos sobre a desmina e troponina T, respectivamente. Outros estudos também captaram
a intensificacdo da protedlise a partir da utilizacdo da EE que, por sua vez, foi associada
a liberagéo de célcio (Ca?*) no organismo enquanto a temperatura interna da carcaca ainda
estava elevada (Hwang et al., 2003).

Uma vez que a estimulacdo elétrica altera a relagdo pH/temperatura no post-
mortem é condizente esperar mudancas no padrdo de protedlise também (Hwang et al.,
2003). Entretanto, ndo existe um consenso entre pesquisadores em relacdo aos efeitos da
técnica sobre as taxas de protedlise, portanto, em busca de elucidar algumas dessas
duvidas, o perfil protebmico de ambos os tratamentos em dois momentos diferentes do
post mortem (30 minutos e 24 horas pds abate) serdo discutidos no préximo capitulo.

De maneira geral, alguns pesquisadores avaliam o efeito da EE sobre a maciez ao
analisarem a sua capacidade de evitar o fenébmeno de encurtamento pelo frio (do inglés:
cold shortening) (CROSS, 1979; BOUTON et al., 1980; SIMMONS et al., 2008).
Enquanto outros, pela possibilidade de ser resultado das rapidas alteracdes, resultado da
combinacdo da temperatura alta (in vivo) com o pH baixo (PEARCE et al., 2006;
PEARCE et al., 2010; DJIMSA et al., 2022.
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5.2. PERFIL PROTEOMICO DE CARCAGAS ELETROESTIMULADAS (EE) E
NAO ELETROESTIMULADAS (NE)

5.2.1. Perfil proteémico com 30 minutos post mortem

A separacdo das proteinas de todas as amostras foi realizada por eletroforese
bidimensional (2-DE), de forma a identifica-las com base em seus pesos moleculares
(PM) e ponto isoelétrico (pl). Os spots foram identificados automaticamente pelo
software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare).

Nas amostras coletadas as zero horas post mortem (TO0), foram detectados 261
spots. Destes, 194 spots se mantiveram apds checagem de distribuicdo, por se mostrarem
presentes em pelo menos trés amostras bioldgicas. Portanto, os spots presentes em pelo
menos trés amostras bioldgicas foram submetidos a anélise de abundancia diferencial e,
a partir disso, identificamos 14 proteinas diferencialmente expressas a nivel de
significancia P<0,05 (Tabela 4).

Tabela 4. Média (MED), erro padréo (EP), p-valor e fold change (EE/NE) -+dos spots
referentes as 14 proteinas diferencialmente abundantes a nivel de significancia (P<0,05).

NE EE

SPOT Fold
MED EP MED EP P-value  change

20 0,070 0,019 B 0,144 0,017 A 0,043 2,044
24 0,079 0,010 B 0,130 0,010 A 0,014 1,635
32 0,700 0,071 B 1,019 0,071 A 0,024 1,456
37 0,158 0,014 B 0,273 0,014 A 0,002 1,734
38 0,828 0,128 B 1,390 0,128 A 0,027 1,678
44 0,241 0,040 B 0,389 0,040 A 0,048 1,615
51 0,214 0,041 B 0,375 0,041 A 0,039 1,752
53 0,104 0,016 B 0,187 0,016 A 0,015 1,799
54 0,225 0,061 B 0,456 0,061 A 0,044 2,028
72 1586 0,120 A 0,924 0,131 B 0,020 0,582
81 0,115 0,015 B 0,213 0,015 A 0,005 1,851
94 2576 0,233 A 1,516 0,233 B 0,023 0,589
95 1512 0,136 A 0,841 0,136 B 0,017 0,556
214 0,598 0,057 A 0,328 0,057 B 0,020 0,549

NE — Amostras provindas de carcacas ndo submetidas a estimulacdo elétrica; EE — amostras provindas de
carcacas submetidas a estimulacéo elétrica.

Médias em uma mesma linha seguidas por letras maiusculas diferentes, demonstram diferenca significativa,
ao nivel de significancia 5%, pelo teste t de Student.
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Destas 14 proteinas diferencialmente expressas (Figura 3), com base no fold
change, 10 foram classificadas como mais abundantes nas amostras EE (upregulated),
enquanto quatro foram classificadas como menos abundantes nas amostras EE
(downregulated), ou seja, mais abundantes no grupo controle (NE). Além disso, foram
encontradas quatro proteinas que sO se apresentavam em amostras EE, e uma proteina

que so se expressou em amostras do grupo NE.
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Figura 3. Géis referéncia de eletroforese bi-dimensional (2-DE): 12,5% (m/v) e gradiente
de pH 3-10. Em destaque estdo spots de proteinas diferencialmente abundantes (P<0,05)

encontradas no musculo bovino Longissimus thoracis com 30 minutos horas post mortem.

Os 14 spots diferencialmente abundantes, bem como, 0s quatro spots detectados
somente nas amostras EE e um spot que se expressou somente nas amostras do grupo NE,
foram submetidos a analise de Espectrometria de Massas visando a identificacdo dos
peptideos presentes em cada um dos spots (Tabela 5). A anotacdo das proteinas
diferencialmente abundantes e Unicas encontradas no musculo bovino Longissimus
thoracis em amostras submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulacéo elétrica aos

30 minutos post mortem, s&o apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5. Genes correspondentes, acessos Uniprot, massa molecular (kDa), peptideos correspondentes, peptideos Unicos e porcentagem de

cobertura dos peptideos, das proteinas diferencialmente abundantes (P<0,05) encontradas no musculo bovino Longissimus thoracis em carcagas

submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulacéo elétrica aos 30 minutos post mortem.

SPOT  Tratamento Gene Acesso Uniprot Massa molecular (kDa)  Peptideos Unicos Peptideos cobertos (%)
20 Oh YWHAE AO0A6P5DGG5 29,35 15 61,57
24 Oh YWHAZ  AOA6P5CUI6 27,92 6 21,63
32 Oh KRT10 AOAG6P5DID6 62,56 9 13,49
37 Oh MYLPF  AO0A6P5DXE1 19,13 11 34,71
38 Oh MYLPF  AOA6P5DXE1 19,13 16 60,00
44 Oh CRYAB  AO0A6P5D0OD3 20,04 13 54,86
51 Oh HSPB1 AOAG6P5E062 22,48 8 42,29
53 Oh TPIL1 AOA6P5BSD8 30,80 12 39,86
54 Oh SREK1  AOA6P5DMXO0 60,05 4 3,11
72 Oh GAPDH  AOA6P5BSF2 36,10 20 53,75
81 Oh TNNT3 AOA6P5BJ71 32,28 8 18,64
94 Oh CKM AOA6P5DBL6 43,22 29 50,13
95 Oh CKM AOAG6P5DBL6 43,22 23 40,68
214 Oh CKM AOA6P5DBL6 43,22 18 41,47
242 EE Oh GAPDH  AOA6P5BSF2 36,10 16 42,94
244 EE Oh ALDOA  AO0A6P5DY27 39,95 23 60,44
245 EEOh  SH3BGRL3 AO0A6P5BYB7 19,75 10 56,91
247 EE Oh GAPDH  AOA6P5BSF2 36,10 4 18,02
254 NE Oh CKM AOA6P5DBL6 43,22 8 20,21
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Tabela 6. Anotacdo das proteinas diferencialmente abundantes (P<0,05) e Unicas encontradas no musculo bovino Longissimus thoracis em

amostras submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulacéo elétrica aos 30 minutos post mortem.

Gene Acesso Uniprot Descricao da proteina
YWHAE AO0A6P5DGG5 14-3-3 protein epsilon isoform X1
YWHAZ  AOA6P5CUI6 14-3-3 protein zeta/delta
KRT10  AOAG6P5DID6 Keratin_ type I cytoskeletal 10
MYLPF  AOAG6P5DXE1 Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
MYLPF  AOAG6P5DXE1 Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
CRYAB AOA6P5D0D3 Alpha-crystallin B chain
HSPB1 AOAG6P5E062 Heat shock protein beta-1
TPI1 AOAG6P5BSD8 Triosephosphate isomerase
SREK1 AOA6P5DMXO0 Splicing regulatory glutamine/lysine-rich protein 1 isoform X4
GAPDH  AOAG6P5BSF2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
TNNT3 AOAG6P5BJ71 Troponin T_ fast skeletal muscle
CKM AOAG6P5DBL6 creatine kinase
CKM AOAG6P5DBL6 creatine kinase
CKM AOAG6P5DBL6 creatine kinase
GAPDH  AOAG6P5BSF2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
ALDOA  AOQOAG6P5DY27 Fructose-bisphosphate aldolase
SH3BGRL3 AO0A6P5BYB7 SH3 domain-binding glutamic acid-rich protein-like isoform X2
GAPDH  AOAG6P5BSF2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
CKM AOAG6P5DBL6 creatine kinase

Como observado, foram identificados 13 genes responsaveis pela codificacdo das proteinas diferencialmente abundantes, encontradas no

musculo Longissimus thoracis aos 30 minutos post mortem, devidamente descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. ldentificagdo dos 13 genes responsaveis pela codificagdo das proteinas
diferencialmente abundantes encontradas no mdsculo bovino Longissimus thoracis em
carcacas submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulacao elétrica aos 30 minutos

post mortem.

Gene Descri¢do do gene
ALDOA aldolase, fructose-bisphosphate A
CKM creatine kinase, M-type

CRYAB crystallin alpha B

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HSPB1 heat shock protein family B (small) member 1

KRT10 keratin 10

MYL11 myosin light chain 11

SH3BGRL3 SH3 domain binding glutamate rich protein like 3

SREK1 splicing regulatory glutamic acid and lysine rich protein 1

TNNT3 troponin T3, fast skeletal type

TPI1 triosephosphate isomerase 1

YWHAE  tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon
YWHAZ  tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta

A partir da ontologia génica (GO) e posterior enriquecimento funcional foi
possivel relacionar as proteinas identificadas de acordo com processos bioldgicos,
componentes celulares e funcdes moleculares. Desta forma, os resultados mais
significativos obtidos na andlise de enriquecimento funcional, a partir dos 13 genes
identificados e que apresentaram expressao diferenciada entre 0s grupos de tratamento
(NE e EE), séo encontrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Escores de significancia (expresso em -log2 do valor-P), principais categorias

e identificacdo associada de acordo com a Ontologia Génica (GO), nimero de genes

diferencialmente expressos (total de genes) associados aos DAP com efeito significativo

de amostras coletadas aos 30 minutos post mortem.

Categoria/Nome Associado a Ontologia

NuUmero de genes

Escore Génica (Total de genes)
Componente Celular
22,6  Cytosol 12 (5.492)
15,08 Contractile Fiber 2 (15)
13,85 M Band 2 (23)
13,61 I Band 2 (25)
8,84 ZDisc 2 (133)
Processo Bioldgico
19,44  Glycolytic Process 3(42)
10,35 Muscle Contraction 2 (78)
11,01 Glucose Metabolic Process 2 (62)
8,68  Negative Regulation of Apoptotic Process 3 (531)
Funcdo Molecular
13,5 Protein Refolding 2 (26)
13,85 Potein Sequestring Activity 2 (23)
12,91 Identical Protein Binding 6 (1721)
10,87 Cytoskeletal Protein Binding 2 (65)
10,87  Ubiquitin Protein Ligase Binding 3 (313)
10,79 Cadherin Binding 3 (319)

Com isso, foram acessadas as principais fontes de dados disponiveis (KEGG,

Reactome, QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis, NCBI BioSystem Database, dentre

outros), que possibilitaram o agrupamento de pathways com base na similaridade entre

0s genes identificados como diferencialmente expressos. Os cinco principais pathways

para 0s 13 genes identificados e que apresentaram expressao diferenciada significativa

para efeitos de tratamento sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Escores de significancia (expresso em -log2 do valor-P) nome e numero de
genes diferencialmente expressos (total de genes) associados aos cinco principais

pathways identificados para o efeito de tratamento.

Escore Identificacdo do pathway Numero de genes (Total de genes)
23,35 Cori Cycle 3 (16)
20,11 Glucogenesis 11 3 (36)
19,87 VEGFA-VEGFR2 Signaling 4 (154)
15,19 MAP Kinase Signaling 3(113)
14,97 Death receptor Signaling Pathway 3(119)

O pathway Cori Cycle foi o que apresentou maior significancia (FDR=9,35E-0,8)
nas analises de enriquecimento. Os genes TPI1 (triosephosphate isomerase 1), GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase) e ALDOA (aldolase, fructose-
bisphosphate A) foram relacionados aos 16 genes envolvidos nessa via metabdlica
(Figura 4). O pathway Glucogenesis Il € um sub-pathway do super pathway da
gliconeogénese e foi 0 segundo mais significativo (FDR=8,83E-0,7). Nesta rota, 0s genes
HSB1 (heat shock protein family B (small) member 1), YWHAE (tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon) e YWHAZ
(tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta) foram
relacionados com outros 36 genes envolvidos (Figura 4).

No ciclo de Cori, a glicose é metabolizada em piruvato e entdo, em lactato no
musculo. Por sua vez, este lactato é liberado na corrente sanguinea e carregado até o
figado onde, a partir de sua reoxidacédo, sera reconvertido a piruvato e utilizado para a
gliconeogénese, que resultara na formacgéo de glicose, a qual serd liberada na corrente
sanguinea e voltara para o musculo (TORNHEIM, 2018). O lactato é um substrato
gliconeogénico, uma vez que além de garantir a molécula de piruvato, a cadeia de reacéo
lactato desidrogenase, libera quantidade equivalente de NADH, suficientes para a
gliconeogénese (TORNHEIM, 2018).

O pathway VEGFA-VEGFR2 Signaling, apresentou os genes ALDOA (aldolase,
fructose-bisphosphate A), GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
SH3BGRL3 (SH3 domain binding glutamate rich protein like 3) e YWHAE (tyrosine 3-
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monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon), os quais foram
relacionados com outros 154 genes envolvidos nesse pathway (Figura 5).

A rota VEGFA-VEGFR2 Signaling esta diretamente relacionada a angiogénese,
portanto, a formacdo de vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. O VEGFA é
uma citocina multifuncional que atua por meio de receptores, neste caso, 0 VEGFR2,
sendo a principal rota de ativacdo da angiogénese, através da proliferacéo, sobrevivéncia
e migracdo de células endoteliais, e do aumento da permeabilidade vascular (LOHELA
et al., 2009). A ligacdo estabelecida entre VEGFA e VEGFR2 induz a dimerizacéo e
autofosforilacdo do receptor, que por sua vez leva ao recrutamento de moléculas
sinalizadoras downstream (LOHELA et al., 2009).

Tanto no pathway MAP Kinase Signaling quanto no pathway Death Receptor
Signaling foi evidenciada a presenca dos seguintes genes: HSB1 (heat shock protein
family B- small- member 1), YWHAE (tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase  activation  protein  epsilon) e YWHAZ (tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan  5-monooxygenase activation protein zeta), sendo
relacionados a outros 113 genes presentes na rota MAP Kinase Signaling (Figura 6) e a
119 outros genes na rota Death Receptor Signaling (Figura 6). Ambas as rotas sdo
acionadas a partir de estimulos externos, diretamente ligados a respostas imunolégicas a
algum fator estressante, estdo associadas a morte celular, sendo assim, as ligacOes

proteina-proteina de tais dominios culminam na rota de apoptose.
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Figura 4. Rede de interacdo proteina-proteina atuantes nos pathways Cori
Cycle e Gluconeogenesis Il encontradas no musculo bovino Longissimus
thoracis em carcacgas submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulagdo

elétrica aos 30 minutos post mortem.
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Figura 5. Rede de interacdo proteina-proteina no pathway VEGFA-VGFR2
Signaling encontradas no musculo bovino Longissimus thoracis em carcacas

submetidos (EE) e ndo submetidos (NE) a estimulacéo elétrica aos 30 minutos

post mortem.
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Figura 6. Rede de interacdo proteina-proteina nos pathways MAP
Kinase Signaling e Death Receptor Signaling encontradas no
musculo bovino Longissimus thoracis em carcagas submetidos (EE)
e ndo submetidos (NE) a estimulagdo elétrica aos 30 minutos post

mortem.
5.2.2. Perfil protedmico com 24 horas post mortem

Nas amostras coletadas as 24 horas post mortem (T24), foram detectados 332
spots. Destes, 248 foram mantidos apds checagem de distribuicdo, por se mostrarem
presentes em pelo menos trés amostras bioldgicas. Portanto, tais spots foram submetidos
a analise de abundéancia diferencial. Foram identificadas dez proteinas diferencialmente

expressas a nivel de significancia P<0,05 (Tabela 10).
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Tabela 10. Média (MED), erro padrdo (EP), P-valor e fold change (EE/NE) dos spots

referentes as dez proteinas diferencialmente abundantes a nivel de significancia (p<0,05).

NE EE
SPOT Fold
MED EP MED EP p-value o ange
48 0130 0014 A 00724 00142 B 0044 0,56
57 1,704 0115 A 11717 01256 B 0,035 0,69
61 1612 0153 A 03607 01534 B 0010 0,22
100 0296 0121 B 15145 01105 A 0001 511
103 1465 0221 A 04112 02421 B 0032 028
122 0365 0,095 B 0,8513 00948 A 0,015 2,33
142 0129 0023 A 00394 00207 B 0042 030
178 0138 0047 B 0,3151 00474 A 0,045 2,28
195 0333 0040 A 01658 00400 B 0031 050
220 0860 0144 A 02465 01435 B 0029 0,29

NE — Amostras provindas de carcagas ndo submetidas a estimulagdo elétrica; EE — amostras provindas de
carcacas submetidas a estimulacéo elétrica.

Médias na mesma linha seguidas por letras mailsculas diferentes entre si, demonstram diferenca
significativa, ao nivel de significancia 5%, pelo teste de médias (t de Student).

Destas dez proteinas diferencialmente expressas (Figura 7), trés foram
classificadas como mais abundantes nas amostras EE (upregulated), enquanto sete foram
classificadas como menos abundantes nas amostras EE (downregulated), ou seja, mais
abundantes no grupo controle (NE). Além disso, foi encontrada uma proteina que s6 se
expressou em amostras do grupo EE e outra que s6 se expressou em amostras do grupo
NE.

12
®
&>

ol
Q
0

(@]
Figura 7. Geis referéncia de eletroforese bi-dimensional (2-DE) com destaque das proteinas
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diferencialmente abundantes (P<0,05) encontradas no musculo bovino Longissimus thoracis

com 24 horas post mortem.
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Os dez spots diferencialmente abundantes foram submetidos a analise
Espectrometria de Massas visando a identificacdo dos peptideos presentes em cada um

deles. Os resultados podem ser observados na Tabela 11.
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Tabela 11. Genes correspondentes, acessos Uniprot, massa molecular (kDa), peptideos correspondentes, peptideos Unicos e porcentagem de

cobertura dos peptideos, das proteinas diferencialmente abundantes (P<0,05) encontradas no masculo bovino Longissimus thoracis com 24 horas

post mortem.

SPOT Tratamento  Gene  Acesso Uniprot  Massa molecular (kDa)  Peptideos Unicos Peptideos cobertos (%)
61 24h MYLPF AOA6P5DXE1 19,13 13 51,18
57 24h MB AOA6P5BUC2 17,08 13 64,94
48 24h MB AOA6P5BUC?2 17,08 6 37,66
220 24h MB AOA6P5BUC?2 17,08 7 42,86
100 24h GAPDH  A0AG6P5BSF2 36,10 13 38,74
103 24h LDH  AOA6P5BOW1 36,94 7 25,6
195 24h PGK2  AO0A6P5DRH3 45,15 12 28,78
122 24h PGK2  AO0A6P5DRH3 45,15 5 16,55
325 NE 24h CKM  AOA6P5DBL6 43,22 9 25,46
178 24h a-GP  AOA6P5BBE6 97,52 23 20,43
142 24h GPI AOA6P5DB13 63,08 6 15,08
318 EE 24h a-GP  AOA6PS5BBE6 97,52 21 23,52
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Tabela 12. Anotagdo das proteinas diferencialmente abundantes (P<0,05) e Unicas
encontradas no masculo bovino Longissimus thoracis em amostras submetidos (EE) e

ndo submetidos (NE) a estimulacéo elétrica comcom 24 horas post mortem.

Gene  Acesso Uniprot Descricao da proteina

MYLPF AOA6P5DXE1 Myosin regulatory light chain 2_ skeletal muscle isoform
MB AOAG6P5BUC2  Myoglobin
GAPDH AO0A6P5BSF2  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
LDH AOA6P5BOW1  L-lactate dehydrogenase
PGK2  AO0AG6P5DRH3 Phosphoglycerate kinase
CKM  AOA6P5DBL6 creatine kinase
a-GP AOAG6P5BBE6  Alpha-1_4 glucan phosphorylase
GPI AO0A6P5DB13  Glucose-6-phosphate isomerase

Como observado, foram identificados oito genes responsaveis pela codificacdo
das proteinas diferencialmente abundantes, encontradas no musculo Longissimus thoracis

as 24 horas post mortem, devidamente descritos na Tabela 13.

Tabela 13. Identificacdo dos oito genes responsaveis pela codificacdo das proteinas
diferencialmente abundantes encontradas no musculo Longissimus thoracis com 24 horas

post mortem.

Gene Descri¢ao do gene
CKM  creatine kinase, M-type
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GPI glucose-6-phosphate isomerase
LDH lactate dehydrogenase A
MB myoglobin
MYL11 myosin light chain 11
PGK2  phosphoglycerate kinase 2
a-GP glycogen phosphorylase, muscle associated

A partir da ontologia génica (GO) e posterior enriquecimento funcional foi
possivel relacionar as proteinas identificadas de acordo com processos biologicos,
componentes celular e fungbes moleculares. Desta forma, os resultados mais
significativos obtidos na andlise de GO, a partir dos oito genes identificados associados
aos peptideos com abundancia diferenciada entre os grupos de tratamento (NE e EE), sdo

encontrados na tabela 14.
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Tabela 14. Escores de significancia (expresso em -log2 do valor-P), principais categorias
e identificacdo associada de acordo com a Ontologia Génica (GO), niUmero de genes
diferencialmente expressos (total de genes) associados aos DEG com efeito principal

significativo de amostras coletadas as 24 horas post mortem.

Numero de genes

Escore Categoria/Nome Associado a Ontologia Génica  (Total de genes)

Componente Celular

17,31 Cytosol 8 (5492)
16,27 Extracellular Exosome 6 (2216)
9,69 Cytoplasm 7 (7312)
7,68 Muscle Myosin Complex 1 (15)
5,79 Myosin Complex 1 (56)
Processo Bioldgico
30,66 Glycolytic Process 4 (42)
13,09 Gluconeogenesis 2 (50)
11,59 Hydrogen Peroxide Mediated Signaling Pathway 1(1)
10,59 Actin-myosin Sliding 1(2)
9,27 Phosphocreatine Biosynthetic Process 1 (5)
Funcédo Molecular
11,91 Catalytic Activity 3 (419)
10,59 Glucose-6-phosphate lomerase Activity 1(2)
10,59 Phosphoglycerate Kinase Activity 1(2)
10,59 Peptidyl-cysteine S-nitrosylase Activity 1(2)
10,00 Glycogen Phosphorylase Activity 1(3)

Com isso, foram acessadas as principais fontes de dados disponiveis (KEGG,

Reactome, QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis, NCBI BioSystem Database, dentre

outros), que possibilitaram o agrupamento de pathways com base na similaridade entre

os genes identificados como diferencialmente expressos. Os cinco principais pathways

para 0s oito genes identificados e que apresentaram expressao diferenciada significativa

para efeitos de tratamento sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Escores de significancia (expresso em -log2 do valor-P), nome e nimero de

genes diferencialmente expressos (total de genes) associados aos cinco principais

pathways identificados para o efeito de tratamento.

Numero de genes (Total de

Escore Identificacédo do pathway genes)
35,87 Cori Cycle 4 (17)
22,45 Glucogenesis IlI 3 (36)
19,40 Glycosaminoglycan Metabolism 4 (298)
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18,37 HIF1A and PPARG Regulation of Glycolysis 2 (8)
13,59 L-citrulline Metabolism 2 (42)

Os dois pathways identificados como mais significativos com 24 horas post
mortem foram os mesmos detectados com 30 minutos post mortem. O pathway Cori
Cycle (Figura 4) foi o que apresentou maior significancia (FDR=1,59E-11) nas analises
de enriquecimento, porquanto os genes PGK2 (phosphoglycerate kinase 2), GPI (glucose-
6-phosphate isomerase), LDH (lactate dehydrogenase A) e GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) foram relacionados a outros 17 genes envolvidos neste
pathway (Figura 8). O pathway Gluconeogenesis Il (Figura 4), teve os genes PGK2, GPI
e GAPDH associados a outros 36 genes envolvidos nessa rota. Conforme ja relatado
anteriormente, tanto o ciclo de Cori quanto a gliconeogénese sdo vias metabolicas
utilizadas pelo organismo na busca por gerar energia suficiente em momentos de estresse,
quando o glicogénio exdgeno ndo é suficiente para suprir a demanda energética celular.
Dessa forma, a partir de subprodutos do metabolismo muscular, como o lactato e a
alanina, é possivel produzir mais glicose e, assim, mais energia para manter a economia
celular em funcionamento.

O pathway Glycosaminoglycan Metabolism (Figura 8) teve os genes PGK2, GPI,
GAPDH e a-GP (glycogen phosphorylase, muscle associated) relacionados com outros
298 genes envolvidos nesse pathway. Glicosaminoglicanos (GAGSs) sdo polissacarideos
localizados principalmente na matriz extracelular e nas membranas celulares, cuja funcéo,
além de participantes de vias de sinalizagdo, esta relacionada com a lubrificacdo de
articulacdes (ESKO et al., 2009). Esta via metabdlica estd associada ao processo de
envelhecimento, o conteddo de acido hialurénico presente no tecido conectivo vai
diminuindo a medida que o de sulfato de condroitina aumenta, isto de maneira simultanea
com a queda da quantidade de agua presente no espaco extracelular (ALTMAN E
GERBER, 1983).

Ja o pathway HIF1A and PPARG Regulation of Glycolysis (Figura 9), como o
nome ja sugere, faz parte do superpathway da glicélise, onde os genes LDH e GAPDH
foram relacionados com outros oito genes. Na via metabdlica em questdo, HIF1A e
PPARG séo mediadores cruciais para o proprio funcionamento e para o anabolismo de
lipideos onde, sob estresse patoldgico, o HIF1A ativa genes glicoliticos e o PPARG, cujo

produto ativa a absorcdo de &cidos graxos e a biossintese de genes glicolipideos. Tais
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alteragBes culminam em um fluxo glicolitico mais intenso, bem como na conversdo
glicose-lipideo através das vias glicerol-3-fosfato, apoptose e disfuncdo contratil
(KRISHNAN et al., 2009).

Por fim, o pathway L-citrulline Metabolism (Figura 10), teve os genes CKM
(creatine kinase, M-type) e MB (myoglobin) relacionados com outros 42 genes nas
analises de enriquecimento. A citrulina é sintetizada nos enterdcitos, a partir da arginina
e da glutamina. Ao entrar em outros tecidos, como rins e endotélio vascular, a citrulina
pode ser convertida a arginina e 0xido nitrico, a partir dai a arginina se fara disponivel
para utilizagdo. Por sua vez, o 6xido nitrico ativa a enzima guanilil ciclase no madsculo
liso, ocasionando o aumento da concentragdo intracelular de guanosina monofosfato
ciclico, causando vasodilatacdo (KAORE & KAORE, 2014). Além disso, a citrulina,
provinda da ornitina e carbamilfosfato, € um importante componente do ciclo da ureia no
figado (ENDO et al., 2004).

PYGM
R d

Figura 8. Rede de interacdo proteina-proteina no pathway
Glycosaminoglycan Metabolism encontrada no musculo bovino
Longissimus thoracis em carcacas submetidas (EE) e ndo

submetidas (NE) a estimulacéo elétrica as 24 horas post mortem.



Figura 9. Rede de interacdo proteina-proteina no pathway HIF1A and
PPARG Regulation of Glycolysis encontrada no musculo bovino
Longissimus thoracis em carcacas submetidas (EE) e ndo submetidas

(NE) a estimulagdo elétrica as 24 horas post mortem.

IRS1

Figura 10. Rede de interacdo proteina-proteina no pathway L-citrulline
Metabolism encontrada no musculo bovino Longissimus thoracis em
carcagas submetidas (EE) e ndo submetidas (NE) a estimulacéo elétrica as

24 horas post mortem.
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E bem estabelecido que a eletroestimulagio causa o rapido esgotamento de ATP,
creatina fosfato e das reservas de glicogénio contidas no musculo no post mortem
(SIMMON et al., 2008). Dessa forma, a alta concentracdo de proteinas glicoliticas no
inicio do post mortem, como as encontradas no presente estudo, € justificada. A enzima
glicolitica GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) é responsavel por
catalisar a reagdo de conversdo do gliceraldeido-3-fosfato e NAD+ para 1,3-
bifosfoglicerato e NADH (KIM & DANG, 2005). Em estudo conduzido afim caracterizar
0 proteoma do musculo Longissimus lumborum de carnes com diferentes padrdes de
estabilidade de cor, enzimas glicoliticas foram apontadas como mais abundantes no grupo
de carnes de cor estdvel (CANTO et al., 2015).

Quanto aos efeitos sobre a maciez, diversos processos bioquimicos sao atribuidos
a definicdo de tal caracteristica organoléptica, principalmente relacionadas a mudancas
no perfil de proteinas miofibrilares, processos estes como a dissociacdo parcial da
actomiosina, despolarizacdo dos filamentos de F-actina, clivagem dos filamentos de
miosina, desorganizacdo das bandas Z e do complexo troponina e tropomiosina
(D’ALESSANDRO et al., 2012). Em estudo conduzido com a raca italiana Maremmana,
foi observado que o grupo de carnes classificadas como macias, expressou alta
concentracdo de enzimas glicoliticas, as quais estavam sob maior acimulo de acido latico,
quando comparadas ao grupo de carnes duras (D’ALESSANDRO et al., 2012).

Tendo isso em mente, mudancas observadas na estrutura muscular, destacadas
pela presenca de proteinas envolvidas na regulacdo do complexo actina-tropomiosina
(TNNT3, TNNT1, MYL1) ou proteinas com relacdo indireta a fungdes estruturais
(CRYAB, HSB1) ja foram previamente demonstradas como mais abundantes
(upregulated) em carnes macias (D’ALESSANDRO et al., 2012). As analises de
enriquecimento conduzidas no presente estudo, confirmaram a presenca de proteinas
destes grupos (no caso, CKM, CRYAB, HSB1, MYL11, TNNT3, TPI1, YWHAE e
YWHAZ) como upregulated no grupo EE, confirmando maior maciez observada ja nos
primeiros momentos do post mortem.

Entretanto, Kim e colaboradores (2013), visando determinar os efeitos da EE de
baixa voltagem sobre o processo de amaciamento, diagnosticaram que a mesma nao
influenciou a protedlise e maciez, mas sim alterou a predominancia de proteinas
metabdlicas em sua forma soltvel no musculo, como GAPDH, ALDOA, PGK1 e PKM.
Essa divergéncia de resultados pode ter sido produto da voltagem utilizada, uma vez que

0 presente estudo avaliou os efeitos da EE de média voltagem.
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Em decorréncia da falta de oxigénio e nutrientes, durante o post mortem, as células
chegardo a apoptose (OUALI et al., 2013). Em decorréncia da morte das células
musculares, ocorre a desintegracdo do disco-Z e, portanto, rompimento das fibras
musculares ocasionadas por acdo enzimatica (KEMP et al., 2010). Tendo isso em mente,
foi constatado que a identificacdo de um alto nimero de proteinas estruturais sustenta os
niveis de alteracdo e enfraquecimento de proteinas miofibrilares durante a protedlise e
consequente amaciamento (HOPKINS & GEESINK, 2009). Dessa forma, os niveis de
fragmentacdo miofibrilar ocasionados pela eletroestimulacdo nas primeiras horas do post
mortem, embasados pelas proteinas encontradas e subsequente analise de maciez
realizada no presente estudo, demonstram amaciamento antecipado de carnes do grupo
EE.

Gagaoua e equipe (2021) identificaram 124 biomarcadores proteicos para maciez,
baseado em 28 estudos protebmicos, os quais foram categorizados em 6 classes
(metabolismo energético; transporte, sinalizacdo e apoptose; contrateirs e proteinas
associadas; chaperonas e heat shock proteins; estresse oxidativo e protedlise). Destes,
foram encontrados 16, sendo 10 aos 30 minutos (YWHAE, MYLPF, CRYAB, HSPB1,
TPI1, GAPDH, TNNT3, CKM, ALDOA, SH3BG) e 6 as 24 horas (MYPLF, MB,
GAPDH, LDH, CKM, GPI).

A abundancia de proteinas musculares pode variar sob efeito de diversos fatores,
como: propriedades musculares, diferencas anatémicas ou de metabolismo entre os
musculos que compdem a carcaca (PICARD et al., 2018), mudancas no inicio do post
mortem, que podem resultar em diferencgas dentro do mesmo musculo, logo, dependendo
do periodo avaliado (ZHANG et al., 2020) ou, at¢ mesmo, durante o processo de
tenderizacdo da carne, enquanto este acontece em fase dependente do declinio do pH
(GAGAOQUA et al., 2021). Dessa forma, com base nos resultados do presente estudo,
podemos afirmar que eletroestimulacao de carcagas de média voltagem pode ser uma boa
alternativa para melhorias em aspectos de qualidade da carne, como cor e maciez, ja nas

primeiras horas do post mortem.

6. CONCLUSAO

A eletroestimulacéo de carcacas tem se consagrado como ferramenta amplamente
difundida na busca por melhorar aspectos de qualidade da carne, como cor e maciez. Os
resultados do presente estudo, indicaram que o emprego da eletroestimulacdo de média

voltagem no processo de abate pode culminar em ganhos satisfatorios, auxiliando na
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queda acentuada do pH e na antecipagdo de fendmenos proteoliticos no post mortem,
proporcionando carnes com melhores indicadores de qualidade, portanto com cor atrativa
e mais macias. Dessa forma, a utilizacdo da eletroestimulacdo pela industria pode
contribuir para a producédo de carnes de melhor qualidade, favorecendo a padronizacéo

do produto brasileiro frente ao mercado mundial que cresce em exigéncias.
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