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INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do
mundo, totalizando 214,7 milhdes de cabecas e, sendo
responsavel por 15,3% da produ¢cdo mundial de carnes [1]. O
rebanho brasileiro € composto majoritariamente por animais
zebuinos (Bos indicus), principalmente bovinos da raca Nelore. As
racas zebuinas se destacam por possuirem boa relacido
musculo:0sso, excelente acabamento de carcaga e por produzirem
carne magra, o que € bastante vantajoso sob o ponto de vista da
saude humana. Porém, em relacdo a maciez, animais Bos indicus
tendem a produzir carne menos macia e com menor conteudo de
gordura intramuscular quando comparados as ragas taurinas [2, 3].

A maciez de um corte carneo é o atributo sensorial que mais
afeta a satisfagdo do consumidor. Essa caracteristica pode ser
influenciada por fatores genéticos e ambientais, como raga, idade,
género, tipo de musculo, tempo de maturagao, processamento e
método de cocgdo. Somando-se a isso, algumas propriedades
fisioldgicas do musculo também exercem efeito sobre a maciez,
como taxa e velocidade da glicolise post-mortem, pH final,
comprimento do sarcémero apos o estabelecimento do rigor mortis,
atividade das enzimas do complexo das calpainas, protedlise das
proteinas miofibrilares, quantidade e solubilidade do tecido
conjuntivo e, conteudo de gordura intramuscular [4, 5].

Em relacdo as alteracbes fisiolégicas que ocorrem no
musculo apdés a morte do animal, a glicélise anaerdbica e o rigor
mortis sdo essenciais para qualidade da carne. Brevemente, o
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processo de conversao do musculo em carne se inicia com a
interrupcéo do suprimento de oxigénio para as células, quando os
musculos entram em metabolismo anaerdbico para manter a
geragéo de ATP. A glicdlise anaerdbica faz com que o glicogénio
seja transformado em acido piruvico e este, em acido latico. O
lactato formado fica entdo acumulado dentro das células, causando
a queda do pH. Como consequéncia do esgotamento das reservas
de energia ocorre o rigor mortis, um estado no qual as miofibrilas
entram em estado de contracgao irreversivel, através da formacgao
das pontes cruzadas entre miosina e actina [5, 6]. Esses processos
sado fundamentais para determinar o comprimento do sarcémero, a
atividade das proteinas miofibrilares, o espagamento entre as
miofibrilas, a capacidade de retengao de agua da carne e o pH final,
pontos-chave no estabelecimento da maciez [5].

Além do metabolismo post-mortem, outro ponto essencial
para o amaciamento da carne ocorre durante a maturacao, e
consiste na protedlise dos componentes estruturais das miofibrilas
[7]. Neste sentido, o sistema das calpainas é responsavel por 90%
ou mais do amaciamento proteolitico que ocorre durante os dez
primeiros dias de armazenamento da carne [8]. As calpainas sao
proteases produzidas pelos musculos na forma de enzimas
ativadas pelo calcio. Logo apds o abate, os niveis citosélicos de
calcio comegcam a se elevar devido a liberagdo de ions calcio do
reticulo sarcoplasmatico, ativando as calpainas. Inicialmente estas
enzimas estdo ligadas a seu inibidor, a calpastatina, porém
conforme o pH da carne diminui no processo de glicélise
anaerobica, as calpainas ativadas hidrolisam a calpastatina
causando o amaciamento da carne [6].

Ao longo dos anos, diversos estudos tentaram explicar os
mecanismos que levam alguns animais a produzirem carne mais
macia que outros, principalmente entender as diferencas entre os
grupos genéticos Bos taurus e Bos indicus [9, 10]. Inicialmente, os
estudos que visavam comparar a maciez da carne entre essas
subespécies eram voltados a mensuracdo da atividade das
enzimas calpaina e calpastatina, associando a maior dureza da
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carne de animais zebuinos a uma maior atividade enzimatica da
calpastatina [9, 11]. Em meados dos anos 2000, a investigagao de
mutagdes pontuais nos genes da calpaina e da calpastatina
ganharam destaque [12-14]. Mais recentemente, com o advento
das ciéncias Omicas (gendmica, transcriptbmica, protedmica,
metabolémica, etc.) foi possivel compreender mais profundamente
0s mecanismos moleculares que orquestram o processo de
amaciamento da carne em animais Nelore e, estudar melhor as
diferengas genéticas entre animais zebuinos e taurinos. Portanto,
o principal objetivo dessa revisao € abordar o uso das ferramentas
Omicas em estudos sobre a maciez da carne em bovinos da raca
Nelore.

FERRAMENTAS OMICAS

Marcadores moleculares e genes candidatos

A investigacdo da arquitetura genética de caracteristicas
zootécnicas de interesse configura-se uma excelente oportunidade
para melhor compreensdo da regulagdo dos fendtipos
economicamente importantes [15]. Para tanto, utilizar marcadores
moleculares, isto €, polimorfismos genéticos resultantes de
variagdes na sequéncia de nucleotideos de um determinado
segmento de DNA [16] e que, estdo associados a uma
caracteristica especifica funcional, € de fundamental importancia.
Tais variagbes podem ocorrer em um gene, ou ainda, em uma
regiao proxima do gene que codifica a caracteristica em questéao,
que, portanto, devido a proximidade entre eles, estdo em
desequilibrio de ligacao [17].

Uma estratégia que tem sido utilizada para associar genes
com caracteristicas de interesse econdmico na producéo animal &
o estudo de genes candidatos. Ou seja, genes de agao bioldgica
conhecida que estao envolvidos com o desenvolvimento/fisiologia
de uma caracteristica de interesse [18]. Um dos exemplos bem-
sucedidos da aplicacdo desta estratégia € o gene da Miostatina
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(MSTN), associado a formagéo da dupla musculatura em bovinos
[19].

As principais limitagdes desta estratégia s&do, o limitado
conhecimento dos genes que controlam caracteristicas de
interesse e o fato de que caracteristicas de natureza quantitativa
normalmente s&o controladas por varios genes de pequeno efeito.
Dificuldades também existem em estabelecer o efeito preciso do
gene candidato, ja que a determinacao da variante causal para um
gene de efeito menor pode nao ser facilmente definida [20].

Ao longo dos anos diversos estudos foram conduzidos com
o0 objetivo de compreender os mecanismos responsaveis pela
maciez da carne. Evidéncias sugerem que a protedlise das
proteinas miofibrilares e proteinas associadas seja o principal
mecanismo envolvido no amaciamento da carne durante a
maturacao, sendo o sistema das calpainas o principal alvo dos
estudos [21].

No ano 2000, Casas et al. [22] identificaram um QTL
(Quantitative Trait Loci) na porcéo final da regido telomérica do
cromossomo bovino 29 com efeito na maciez da carne em Bos
taurus. No mesmo ano, Smith et al. [23] verificaram que a variagao
no gene da calpaina (CAPN1) estava associada a maciez da carne
em bovinos. Somando-se a isso, o gene CAPN1 foi considerado
candidato para o QTL previamente identificado por Casas et al.
[22].

Page et al. [12] foram os pioneiros em caracterizar e associar
variagbes na sequéncia de nucleotideos do gene CAPN1
associadas a maciez da carne. Essas variagdes seriam causadas
por substituicbes nucleotidicas de uma citosina por uma guanina e
de uma guanina por uma adenina nas posi¢des 316 e 530 dos
exons 9 e 14, respectivamente. Em 2004, Page et al. [13] avaliaram
o efeito dos marcadores associados ao sistema proteolitico da
calpaina/calpastatina — CAPN316 e CAPN530 — na maciez da
carne bovina em populagcbes comerciais, observando maior
propor¢cao de alelos favoraveis para esse fendtipo em animais
taurinos. Corroborando esses estudos, Casas et al. [24] também
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verificaram uma associagao entre SNPs localizados no gene da
calpaina com a maciez da carne em animais Bos indicus.

Schenkel et al. [25] identificaram um polimorfismo associado
ao gene da calpastatina (CAST), caracterizado pela substituigdo de
uma guanina por uma citosina, que teve seu efeito associado a
maciez da carne e a outras caracteristicas de qualidade de carne e
de carcaga em uma populagdo de bovinos cruzados. Além destes,
outros estudos tém sido conduzidos no sentido de detectar e avaliar
o efeito de polimorfismos genéticos associados aos genes do
sistema das calpainas, em caracteristicas de qualidade de carne e
carcaga de bovinos Nelore [26-30].

Curi et al. [26] estudaram o efeito dos marcadores
localizados nos genes da calpaina (CAPN4751) e da calpastatina
(CAST/Ddel) na maciez da carne de animais Nelore e cruzados,
atestando a eficiéncia destes marcadores para o melhoramento
genético de animais da raga Nelore. Posteriormente, Pinto et al.
[27] igualmente estudaram o efeito de polimorfismos localizados
nos genes da calpaina e da calpastatina em bovinos Nelore,
reafirmando o potencial do uso desses marcadores em programas
de melhoramento genético na raga Nelore.

Em 2018, Braz et al. [29] trabalhando com uma populagao
de 1.657 bovinos Nelore, identificaram duas regides associadas a
maciez da carne localizadas nos genes ASAP1 e CAPN1. Os
efeitos dos haplétipos na forga de cisalhamento (FC) variaram de -
0,44 a 0,80 kg na regiao do gene CAPN1 e, de -1,03 a 1,52 kg na
regiao do gene ASAP1. Em 2019, este mesmo grupo de pesquisa
[30] encontrou oito SNPs, localizados nos cromossomos 3, 4, 9, 10
e 11, que estavam associadas a maciez da carne em uma
populagdo de 3.161 bovinos Nelore. O SNP rs134499129
(cromossomo 3) foi 0 que mais explicou a variancia genética aditiva
da FC (0,072 kg?) e, 0 rs41623448 (cromossomo 10) apresentou o
maior efeito de substituicao alélica (0,73 + 0,09 kg). Além disso, os
autores também identificaram 33 regidbes de QTL associadas a
maciez nesta populacdo de animais Nelore, dentre os genes
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identificados nessas regides destacam-se o CAPN1, SUCLG1
NOS1AP.

Estes trabalhos comprovam a eficiéncia do uso de
marcadores moleculares localizados em genes envolvidos no
sistema das calpainas, associados a maciez da carne em animais
Nelore e, nos auxiliam a compreender os mecanismos genéticos
que levam estes animais a produzirem uma carne menos macia
que bovinos de origem taurina. Somando-se a isso, esses estudos
abrem caminho para a validac&o de outros marcadores associados
a maciez da carne em bovinos Nelore, como os localizados nos
genes ASAP1, SUCLG1 e NOS1AP [29, 30].

GWAS

Desde os anos 90, o mapeamento de QTL tem sido uma
ferramenta importante, a qual era baseada em marcadores do tipo
microssatélites [31]. No entanto, nos dias de hoje com o advento
das tecnologias de sequenciamento do genoma completo e a
disponibilidade de painéis de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNP — single nucleotide polymorphism) distribuidos por todo o
genoma, a identificagao de QTL tem sido baseada em marcadores
do tipo SNP. Essa identificagdo tem sido realizada por meio de
estudos de associagcdo ampla do genoma (genome-wide
association study, GWAS), os quais se baseiam na proposta de
predicdo simultdnea dos efeitos dos marcadores sem o uso de
testes de significAncia para marcadores individuais e foi
apresentado pela primeira vez por [32, 33].

O GWAS possibilita a identificagcado de associacdo entre
locos e caracteristicas fenotipicas em nivel populacional, por meio
de testes de hipodteses, permitindo explicar maior propor¢ao da
variabilidade genética e reducdo da chamada herdabilidade
perdida (missing heritability). Nesses estudos de associacdo ampla
tem sido considerada a analise de desequilibrio de ligacdo em nivel
populacional, usando todos os locos marcadores simultaneamente,
o que tem demonstrado melhores resultados. O GWAS, como
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muitos outros modelos de estudo, apresenta desafios como a
escolha cuidadosa e estratégica de uma populagdo homogénea
para o estudo e a contabilizagdo da estratificagdo da populagéo.
Além disso, os modelos estatisticos devem ser escolhidos
cuidadosamente para minimizar as chances de associacgoes falsas
[33].

O GWAS resultou na identificagdo de centenas de QTLs
associados a caracteristicas de interesse econémico na area de
producao animal (http://www.animalgenome.org/QTLdb) tais como:
desempenho, rendimento de carcaga, crescimento, eficiéncia
alimentar, maciez, quantidade de gordura subcuténea e
intramuscular, entre outras [22, 34-40]. Em relagdo a maciez da
carne, McClure et al. [41], trabalhando com cinco diferentes racas
bovinas (Angus, Hereford, Charolais, Limousin e Simental),
identificaram 79 regides gendmicas associadas a forgca de
cisalhamento (FC) em pelo menos trés das ragas estudadas, porém
apenas oito regides foram detectadas em todas as racas. Os
autores detectaram QTL na regido dos genes CAPN1 (Calpaina 1)
e CAST (Calpastatina) associados a FC nas cinco ragas estudadas,
0s quais explicaram 1,02 e 1,85% da variacao fenotipica da FC,
respectivamente.

Para animais da raga Nelore, Tizioto et al. [36] identificaram
um QTL em regides préximas do gene da subunidade grande da
Calpaina 2 (CAPN2), quatro na regido do gene da Calpaina 5
(CAPNS) e dois em genes da familia do colageno (COL15A1 e
COL23A1). No entanto, nenhum SNP associado a FC foi
encontrado na regido do gene da Calpastatina em animais da raca
Nelore [36, 42]. Outra importante regidao identificada em bovinos
Nelore, que foi associada a maciez da carne, foi a regido do gene
PLAG1 [42]. De acordo com Magalhaes et al. [42] o gene PLAG1
tem um importante efeito pleiotropico e pode ser um excelente gene
candidato de grande efeito, por atuar em diferentes caracteristicas
fenotipicas como maciez, crescimento e eficiéncia alimentar e, ser
fator de transcrigao para o horménio do crescimento IGF-2 [43, 44].
Carvalho et al. [45] identificaram 18 regides gendmicas, as quais
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explicaram mais de 1% do total da variancia genética aditiva na
maciez da carne em Nelore, a partir de um conjunto de dados de
909 animais e 463.995 SNPs. Dentre os genes candidatos
localizados nestas regides se destacam SLC2A9, FRAS1, ANXAS,
FAM219A, DNAI, AVEN, SHISA7, UBE2S, CDC42EP5, CNTNS3,
C160rf96, UBALD1, MGRN1 e SNORA1, corroborando com o0s
estudos previamente realizados por Tizioto et al. [36]. Dessa forma,
os resultados de GWAS sugerem que, para bovinos Nelore, a
maciez da carne é controlada por varios genes de efeito pequeno,
e alguns deles parecem ser especificos da raca. Essas pesquisas
colaboram para melhor compreensao da arquitetura genética
envolvida no fenétipo da maciez da carne em animais Nelore.

~

Variagoes estruturais

A alta complexidade do genoma estd normalmente
associada a variagdes estruturais (structural variants, SVs), as
quais muitas vezes possuem definigdes e classificagdes ambiguas.
De modo geral, translocagdes, numero de copias de segmentos
gendmicos (copy number variations, CNVs) e inversdes englobam,
até certo ponto, a maioria das classes de SVs formalmente
descritas na literatura. SVs sédo de fundamental importancia para a
evolugdo de familias génicas, e, portanto, das espécies, pois
diferentes genes paralogos e ortdlogos advém de duplicagdes e
posterior selegcao natural [46]. Dessa forma, a selecao artificial em
animais domésticos pode também fazer uso de variagdes
estruturais para aumentar a frequéncia de polimorfismos
reconhecidamente associados a caracteristicas de interesse.

SVs tém sido predominantemente associadas a doencas,
principalmente aquelas relacionadas ao desenvolvimento cognitivo
humano tais como esquizofrenia e autismo [47]. Contudo, um
numero crescente de estudos tem associado diferentes SVs
também a fendtipos de interesse em animais domésticos, como
bovinos [48]. Por exemplo, a delecao total ou parcial do gene KIT
causa diferentes padrdes de cor na pelagem de variadas ragas de
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bovinos, tais como White park e Galloway [49]. Correlatamente, a
translocagao parcial do mesmo gene, do cromossomo 6 para o 29,
€ responsavel pela pelagem “color-sided” em bovinos da raca
Belgian blue [50]. Portanto, embora as mais diferentes classes de
SVs possam ser associadas a fendtipos de interesse, CNVs sao
tecnicamente mais faceis de detectar e caracterizar, sendo um bom
indicativo de variantes estruturais mais complexas [51] tais como
as translocacbes. CNVs podem ser identificados pela intensidade
de sinal e nivel de heterozigosidade advindo de algumas técnicas
de genotipagem, tais como os microarranjos/painéis de SNP [52].
Tais técnicas de genotipagem tém um custo reduzido quando
comparado ao sequenciamento, permitindo a caracterizagao de um
numero maior de animais com um mesmo investimento.
Consequentemente, o poder estatistico de futuras analises de
associacao com fendtipos ou expressao génica cresce.

CNVs advindos de painéis de SNP de alta resolugao, com
aproximadamente 770 mil marcadores, foram anteriormente
utilizados para identificagdo de CNVs em animais da raga Nelore
[53, 54]. A associagao de CNVs com maciez da carne em 723
animais Nelore revelou genes candidatos associados a um
intrinseco e complexo controle de moléculas de sinalizagao
intracelulares (CAMP e cGMP), bem como o gene da enzima
PRKABZ2 ligada ao transporte de calcio no sarcolema e a expressao
do gene da calpastatina [53].

De maneira geral, CNVs de Nelore possuem sobreposigao
com diversas regides contendo SNPs previamente associadas a
maciez de sua carne (i.e. QTLs), o que pode indicar que
polimorfismos estruturais mais complexos que os SNPs
encontrados podem conjuntamente contribuir para maciez [53].
CNVs sao também associados com um orquestrado controle da
expressdo génica, tanto de genes proximos como distais, de
musculo esquelético em animais da raca Nelore [55]. Portanto, a
variagao fenotipica na maciez da carne de zebuinos advém de uma
complexa rede de controle génico, influenciada por polimorfismos
de base unica e estruturais de multiplas bases.
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Transcriptomica

O transcriptoma é o conjunto completo de transcritos de uma
célula em uma etapa especifica do desenvolvimento ou condigao
fisioldgica. Ao longo dos anos, varias tecnologias foram
desenvolvidas para estudar e quantificar o transcriptoma, incluindo
técnicas de hibridizagdo e métodos baseados em sequéncias
especificas, como os microarrays e o sequenciamento Sanger [56,
57]. Atualmente, o RNA-Seq (RNA Sequencing), uma técnica de
sequenciamento em larga escala do RNA, € o método mais
utilizado para estudar o transcriptoma. A abordagem de
sequenciamento por meio do RNA-Seq produz milhdes de leituras
de sequéncias curtas de DNA complementar (cDNA) que sao
mapeadas contra um genomal/transcriptoma de referéncia para
obter um mapa transcricional na escala genémica, que consiste na
estrutura da transcrigdo e nivel de expresséo de cada gene.

O RNA-Seq tem sido utilizado em estudos de expressao
génica, na identificagdo de novas espécies de RNA, na descoberta
de variagbes de sequéncia nas regides transcritas (SNP),
identificacdo de isoformas de splicing e, analise de redes de co-
expressao génica [58-60]. Esta técnica vem sendo aplicada com
sucesso na bovinocultura de corte para estudar os mecanismos
biolégicos que controlam diferentes fendtipos de interesse em
racas ou populacodes distintas [61-64].

Em relacdo a maciez da carne, Bongiorni et al. [65],
utilizaram o RNA-Seq para compreender os mecanismos bioldgicos
que levam a diferencas na maciez da carne entre as racas
Maremmana (Bos primigenius) e Chianina (Bos taurus). Entre os
genes diferencialmente expressos identificados, os autores
ressaltaram alguns genes da familia TRIM (tripartite motifs),
envolvidos no crescimento, diferenciagao celular e regeneragao do
musculo esquelético; e, genes relacionados a concentracdo de
calcio, sodio e potassio no musculo esquelético (SCN2B, SLC9A7
e KCNK3). Em bovinos da raga Nelore, Fonseca et al. [3], também



\} VIIl Simpésio Internacional de Produgédo de Gado de Corte - 235
identificaram genes envolvidos no transporte de calcio, sédio e
potassio, relacionados a maciez da carne.

Em 2018, Gongalves et al. [63] visando compreender melhor
0S mecanismos que levam ao amaciamento da carne de bovinos
Nelore, realizaram sequenciamento em larga escala do RNA e
analise de redes de co-expressao génica. Como resultado, genes
que codificam proteinas ribossomais, ubiquitinas, mioglobinas e
enolases, e genes envolvidos nos processos de protedlise,
sinalizagao do calcio e apoptose, foram destacados neste estudo.
Em 2019, Diniz et al. [64] igualmente empregaram analise de co-
expressao génica ao estudar a associagéo entre a concentragao de
minerais no musculo esquelético de bovinos Nelore e atributos da
qualidade da carne. Dentre os modulos de gene encontrados,
aquele associado a maciez estava enriquecido principalmente para
vias metabdlicas relacionadas a sintese e degradacdo de
proteinas, como as vias de sinalizacdo mTOR, AMPK e via da
protedlise mediada por ubiquitina. Esses trabalhos abrem caminho
para identificacdo de novos potenciais genes candidatos
associados a maciez da carne, além de auxiliarem na compreensao
dos mecanismos moleculares que regulam essa caracteristica em
bovinos da raga Nelore.

Proteomica e metabolomica

Na ultima década, estratégias protedmicas vem sendo
extensivamente estudadas e empregadas na ciéncia animal em
vista que proteinas e enzimas determinam a diversidade fenotipica
a partir de um conjunto de genes comum. As recentes inovagoes
tecnolégicas no campo de separagao (eletroforese e cromatografia)
e identificacdo de proteinas (espectrometria de massas), e
bioinformatica [66, 67] foram fundamentais para os avangos nesta
area. Na ciéncia da carne, a protebmica permite aprofundar o
nosso conhecimento dos processos biolégicos que dirigem a
producao, com forte impacto econdmico na melhoria da qualidade
do produto final, e direcionando para descoberta de biomarcadores
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para maciez da carne com potenciais aplica¢des pela industria [68,
69].

A protebmica visa a caracterizagao das proteinas presentes
em uma célula, tecido ou um organismo, incluindo estudo de
abundancia, estrutura, funcdes, interacbes e modificacbes de
proteinas sob uma determinada situagao [70]. As pesquisas em
protedmica quantitativa utilizam abordagens baseadas em gel (uni
e bidimensional) e livres de gel, sendo que os estudos de
protebmica para maciez da carne, comparando amostras de carne
mais e menos macia, tem utilizado principalmente a eletroforese
bidimensional (2-DE) combinada a espectrometria de massas para
separar e identificar as proteinas com abundancia diferencial [71].

O processo de amaciamento da carne acontece nas fibras
musculares, cujo os constituintes sao proteinas que sofrem a agao
das proteases [66]. Portanto, a protedlise das proteinas
miofibrilares e citoesqueléticas sdo os fatores primarios
influenciando a variabilidade da maciez da carne bovina [72].
Devido a predominéancia de animais zebuinos no rebanho brasileiro
e as restricbes atribuidas a essa raca em relagcdo a maciez da
carne, diferencas no perfil proteico muscular em bovinos da raga
Nelore (Bos indicus) com valores contrastantes para forca de
cisalhamento (FC) foram avaliadas por Carvalho et al. [28]. Esse
estudo demonstrou o envolvimento das proteinas de choque
térmico de 27 kDa e 70 kDa (HSP27 e HSP70-1) na maciez da
carne. Os autores relataram maior abundancia da HSP27 e menor
abundancia da HSP70 no grupo de menor FC, além de terem
identificado proteinas estruturais como miosina (MLC1/MLC3,
MLC2), tropomiosina (TPM1), e actina (ACTA1) também com
menor abundéancia no mesmo grupo.

Um estudo de metaloproteinas em musculo de bovinos
Nelore identificou as proteinas piruvato quinase (PK) e albumina
relacionadas a variagao da maciez da carne entre os animais [73].
Rosa et al. [74] compararam o perfil proteico muscular de uma
populagao de bovinos Nelore com gendtipos contrastantes para os
marcadores nos genes da Calpaina 1 (CAPN4751) e Calpastatina
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(UOGCAST), previamente descritos por White et al. [14] e Schenkel
et al. [25], e reportaram algumas proteinas com abundéancia
diferencial significante para o efeito da interacdo entre os
marcadores, incluindo isoformas de miosina (MYL2, MYLPF, e
MYH®6), actina (ACTA1), troponina-T (TNNT3), proteinas de choque
térmico (HSP27), e proteinas do metabolismo energético (TPI1,
CKM, ENO3, UQCRC1, TRIM72). Entre essas, ressalta-se a maior
abundancia da HSP27 no grupo de animais com ambos os
gendtipos favoraveis para maciez da carne, corroborando os
resultados de Carvalho et al. [28].

Um estudo do proteoma e fosfoproteoma comparando o
perfil proteico dos musculos de zebuinos e taurinos reportaram
maior abundancia de tropomiosina (TPM1), troponina-T (TNN3),
miosina (MYL1), malato desidrogenase citoplasmatica (MDH1),
alfa-enolase (ENO1), e proteina regulada por glicose de 78 kDa
(HSPA5) em bovinos Nelore. Entretanto, os musculos de bovinos
Angus tiveram maior abundéancia de proibitina (PHB), HSP70 -
mitocondrial (HSP9), e HSP70 membro 6 (HSPAG) [75]. Em relagao
ao fosfoproteoma, esses mesmos autores constataram que
bovinos Nelore tiveram maior fosforilagdo da MYLPF, ACTA1, TPI1
(triosefosfato isomerase) e proteina épsilon 14-3-3 (YWHAE),
enquanto os animais Angus maior fosforilagdo da fosfoglicomutase
1 (PGM1) e TNNTS.

Embora alguns avangos estejam sendo realizados na area
de protebmica em maciez da carne, a complexidade dessa
caracteristica se reflete nos diferentes resultados observados entre
os estudos realizados para identificar potenciais biomarcadores. Os
estudos nessa area sdo avangados em animais taurinos [76],
devendo ainda serem melhor explorados em animais zebuinos,
uma vez que as diferencas entre racas tém efeito evidente na
qualidade da carne. Além disso, diferentes técnicas devem ser
empregadas. Um estudo de Bjarnadéttir et al. [77] comparando as
proteinas identificadas como diferencialmente abundantes entre os
grupos de carne bovina macia e dura na raga Norwegian Red,
observaram uma baixa sobreposi¢cao dos resultados obtidos pela
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quantificacdo absoluta e relativa por marcacgao isobarica (iTRAQ) e
a anadlise de eletroforese 2-DE, apesar de compartilharem
semelhantes fung¢des. Entretanto, com as recentes investigacgoes ja
€ possivel obter algumas certezas sobre a bioquimica da maciez
da carne em zebuinos, incluindo o envolvimento das proteinas de
choque térmico (HSPs); a func&o das enzimas glicoliticas no post-
mortem; a degradacdo ou alteragcdo de estado de proteinas
miofibrilares.

Uma proxima etapa para melhor entender esse processo de
amaciamento da carne é integrar analises do metabolismo, a qual
consiste em estudar os produtos finais dos processos regulatérios
celulares, isto é, pequenas moléculas dentro da faixa de 1.500
Daltons [78]. Analises metabdlicas comparando bovinos
Maremmana e Chianina, evidenciaram que carne mais macia tem
maior acumulo de produtos finais e intermediarios do metabolismo
glicolitico, incluindo fosfoenolpiruvato, lactato, NADH, NAD* [79].

Recentemente, um estudo de metaboldbmica usando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) demonstrou diferengas no perfil de metabdlitos entre as carnes
de aves, suinos e bovinos das ragas Wagyu e Holstein. Metabdlitos
como acido malico, maltose, trealose, arabitol, isomaltose, N-acetil-
serina e inositol foram mais abundantes na carne de bovinos
Wagyu em relagao a Holstein, podendo estar relacionado a maciez
devido ao alto grau de marmorizagédo em bovinos Wagyu [80]. Em
bovinos Nelore, a suplementacéo da dieta dos animais com extrato
de erva mate resultou em uma carne mais macia e em um aumento
do conteudo de acido linoleico conjugado, inosina monofosfato,
creatina e carnosina na carne fresca [81].

Analises metabolémicas usando espectroscopia de protons
por ressonancia magnética nuclear ("H-RMN) identificaram 19
metabdlitos correlacionados com propriedades sensoriais da carne
de bovinos Nelore e cruzados Angus x Nelore, sendo que carnosina
e betaina foram os principais metabdlitos correlacionados com a
maciez da carne [82]. A metabolbémica esta sendo utilizada para
investigar alguns fatores que afetam qualidade de carne, como a
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origem geografica de bovinos [83, 84], sistemas de alimentagao
[85], e a relacdo entre maturacdo e sabor da carne [86, 87]. No
entanto, a comparacao do perfil metabdlico entre carne macia e
dura, ainda ndo foi muito explorada, particularmente em animais
Bos indicus.

APLICACAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
Selecao Gendémica

Uma vez que marcadores associados a maciez de carne sao
conhecidos, é possivel desenvolver uma selecao genética assistida
por estes marcadores (marker-assisted selection, MAS). Contudo,
para caracteristicas complexas envolvendo multiplos marcadores,
tais como a maciez da carne, o planejamento do MAS pode ser
laborioso e os resultados podem ser decepcionantes [88]. Uma
alternativa € a selegcdo genbmica envolvendo uma populagao
referéncia e um grande numero de marcadores [33], a qual tende a
fazer um melhor uso da informagédo genémica para programas de
melhoramento. Na sele¢cdo genémica, a populagao de referéncia
possui gendtipos e fendtipos mensurados, mas a populagéo de
teste possui apenas os genotipos. Assim, animais da populagao
teste podem ter seu potencial genético estimado apenas por seus
marcadores genéticos, mesmo sem fendtipos mensurados ou
progénie existente. Isso tende a diminuir muito custos relacionados
a avaliagdo de progénie e deixar o intervalo entre geragdes
consideravelmente menor. Em animais da raga Nelore, a maciez
da carne obteve boa acuracia de predigao genémica [89], indicando
que a selegdo gendmica tende a ser uma alternativa promissora
para alcangar animais zebuinos com qualidade de carne superior.

Edicao génica

Apos anos de investigagao focada na busca de variantes
associadas a diversas caracteristicas de interesse econémico, o
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atual cenario cientifico esta voltado para a compreensao de como
tais variantes afetam a expressdo de seus genes correlatos. A
necessidade de interligar a genética quantitativa classica a
gendmica funcional tornou-se realidade devido ao desenvolvimento
de métodos high-throughput, permitindo uma analise sistematica
do genoma, além de visar a melhoria da produc¢ao de gado de corte
[90].

Nesse contexto, técnicas de edicdo génica tém sido
utilizadas. Em 2014, Luo et al. [91] realizaram com sucesso, a
producdo de bezerros com delecdo para o gene Miostatina
(MSTN), relacionado com a inibicado do desenvolvimento do
musculo esquelético [92], utilizando ZNFs (Fok1-based Zinc-Finger
Nucleases). Ja no ano seguinte, houve a produgdo de bovinos
knockout para o mesmo gene utilizando a ferramenta TALENs
(Transcription  Activator-Like  Effector ~ Nucleases) [93],
demonstrando a eficacia da edigdo génica para a melhoria de
caracteristicas de interesse econémico.

Mais recentemente, CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) tem atenuado as
dificuldades de investigagdo acerca da fungdo de variantes.
Especificamente, a metodologia CRISPR/Cas9 utiliza-se de uma
nuclease com alta especificidade para provocar uma quebra guiada
na dupla fita de DNA que, posteriormente, pode ser reparada
naturalmente pela célula ou facilitar a utilizagdo de mecanismos
acessorios para insercao de genes-reporter ou modificacao de
bases naregiao de interesse [94]. Esta ferramenta ja € amplamente
utilizada no meio académico ao redor do globo e foi aplicada a
varios modelos e com diversas finalidades [94].

Recentes estudos ja demonstraram a eficacia na produgéo
de animais modificados utilizando a injecdo de CRISPR/Cas9 em
embrides de ovelhas, coelhos e cabras com foco em genes
associados a producao de carne [95-97]. Apesar de também ja ser
possivel obter bovinos modificados [98], n&o ha relatos de variantes
associados a qualidade da carne. No entanto, em um encontro
recente da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides



K‘ji VIIl Simpésio Internacional de Produgao de Gado de Corte - 241

ocorrido em meados de agosto/2019 na Bahia, um grupo argentino
apresentou dados de sucesso com 100% de embrides bovinos
deletados também para o gene MSTN [99].

Outro mecanismo atualmente em estudo é o envolvimento
de SNPs em regides nao codificantes, que podem afetar a
expressdo génica por localizar-se em enhancers ou atuar na
interacdo, com outras variantes responsaveis pelo efeito causal na
expressdo de genes-alvos. Neste sentido, com a ferramenta
CRISPR/Cas9 também é possivel alterarmos as variantes e
entendermos a interrelacdo entre essas variantes e os mecanismos
funcionais de genes e fenoétipos. Neste quesito, ha uma lacuna de
conhecimento, indicando a necessidade de investirmos esforgos na
area e, consequentemente, significando um importante passo e
avango para o inicio da produgdo em grande escala de animais de
corte geneticamente melhorados.

Aprendizado de maquinas

Aprender com informacdes € a preocupacao central do
aprendizado de maquina (machine learning, ML), alcangada pela
aplicagao de um ou varios modelos a um grande conjunto de dados.
Tal parte é denominada de treinamento e pode ser subdividida
entre treinamento supervisionado, nos casos onde o aprendizado
ocorre através de exemplos existentes, como gendtipos e fenotipos
correspondentes, e treinamento nao supervisionado, como nos
casos onde estdo disponiveis somente dados de genotipagem
[100].

Diferentes tipos de algoritmos estao atualmente disponiveis,
e varias proposi¢des sdo constantemente levantadas. Dentre os
principais, pode-se citar os algoritmos de aprendizado de maquina
por regressao linear, maquina de vetor de suporte, k-vizinhos mais
préximos, regressao logistica, arvore de decisao, florestal aleatéria,
o aprendizado ingénuo de Bayes e redes neurais profundas [100].

Uma das primeiras tentativas da aplicacdo de aprendizado
de maquina no melhoramento genético foi realizado na previsao
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genbmica. Os resultados iniciais mostram que os métodos de
aprendizado de maquina, superam, em desempenho, os métodos
tradicionais quando a arquitetura genética subjacente era
complexa, ou seja, quando as caracteristicas eram controladas por
dominancia e/ou epistasia [101].

Além disso, aplicagdes no estudo de associagao ampla do
genoma também obtiveram relativo sucesso. Alguns estudos
mostraram que os métodos de ML podem ser utilizados para a
realizacdo do GWAS, com maior eficiéncia na identificagdo de um
subconjunto de SNPs com um link direto para genes candidatos
[101].

A aplicagdo direta do aprendizado de maquina no
melhoramento animal ainda esta incipiente e carece de maiores
investimentos e estudos, no entanto, pode ser utilizada em
contextos subjacentes. Os recentes desenvolvimentos em
tecnologias modernas, como sistemas automatizados de geracao
de imagens digitais e genotipagem em larga escala, possibilitaram
a coleta e o monitoramento continuo de uma grande quantidade de
dados (big data) em nivel do animal, a um custo razoavel, tornando
tais conjuntos vastos, de dificil visualizagdo e analise, em
programas de computador comuns. No entanto, esses dados nem
sempre sao "limpos", pois podem conter valores ausentes, outliers
e pontos de dados indesejados, vieses estes que podem ser
atenuados através do aprendizado de maquina.

Escalante [102], demonstrou que a aplicagao de modelos de
aprendizado de maquina sdo bem sucedidos na identificacdo de
outliers nos dados e podem ser aplicados para filtrar e editar dados
antes da avaliagao genética, além de possuirem maior precisdo na
imputacao de gendtipo, em casos onde nem todos os marcadores
sdo genotipados, e ha a necessidade de se prever os gendtipos
dos marcadores ausentes [103].
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CONCLUSAO

Com o advento das ciéncias édmicas foi possivel aprofundar
os conhecimentos moleculares acerca da maciez da carne em
bovinos. Foram revelados genes candidatos, QTLs, variacoes
estruturais, transcritos e proteinas que ainda n&o haviam sido
explorados. Genes relacionados ao transporte e concentragao de
calcio, codificadores de ubiquitinas, proteinas de choque térmico e
proteinas do metabolismo energético se mostraram importantes na
regulagdo da maciez da carne em Nelore, nos proporcionando um
novo olhar sobre essa caracteristica e robustez aos dados gerados
em anos de pesquisa. Apesar de revelarem importantes genes,
proteinas e até mesmo metabdlitos, a aplicacdo pratica desses
estudos em programas de melhoramento genético ainda é lenta,
demonstrando a necessidade de investimento de pessoal e
financeiro nas pesquisas emergentes e futuras aplicagbes. No
presente momento, a técnica de selegcdo genbmica tem se
mostrado bastante promissora ao utilizar informagdes genémicas
na producao de bovinos Nelore com qualidade de carne superior.
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