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Homeostase

Manutencao de um ambiente
interno fisiologicamente
balanceado

Condigodes fisioldgicas exigidas:

° pH

 Temperatura

- Concentragao de oxigénio
* Fornecimento de energia



Homeostase

- regulado pelo sistema nervoso
Importancia:

Reacoes e mudancas durante a
conversao de musculo em came.

Condicoes pre-abate pode alterar
mudancas post-mortem e
influenciar na gqualidade de carne



Imobilizacéo e sangria

Imobilizacao
« 0 animal € mantido inconsciente para a sangria

Sangria
«deve ser removida a maior quantidade de sangue
*inicio das alteracOes post-mortem no musculo



Alteracoes post-rnorierm no
musculo

* Queda da pressao sanguinea

 Aumento da atividade cardiaca

» Constrigcédo dos vasos periféricos

» Cessa o transporte de nutrientes e residuos

* Interrompe-se o suprimento de oxigénio para o musculo
« Metabolismo aerobico — metabolismo anaerdbico

« Acumulo de acido latico no musculo

* Inativacao de enzimas glicoliticas

* um aumento da forga idnica, devido a acumulagéao de
metabolitos



Metabolismo pés-mortem S

ApOs o abate, o masculo é convertido em carne S

As principais mudancas que ocorrem Sao:

« Deplecéao das fontes de energia (ATP, ADP, fosfocreatina)
« Deplecéao das reservas de glicogénio muscular

Producao e acumulo de acido latico

Diminuicao do pH da carne
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Consequéncias do Colapso
Circulatorio
* Interrupgéo do 0, —>finaliza a via aerébica

* Animal vivo

O2 dos pulmdes —> fibras musculares —» transferida a
mioglobina — usado pelas cés. Oxidativas por curto periodo
de tempo dependendo : Q de MbO2

» Cadeia de transporte de e- para de funcionar: falta de 02
* Apés sangria

- sistema circulatério e linfatico nao atuam mais
=p €les ndo podem prevenir a expansao dos mos.



Perda dos Mecanismos de
Protecao

 Aumento do tempo post-mortem
Y mecanismos homeostéaticos séo eventualmente perdidos
metabolitos armazenados sao gastos
- controle nervoso do sistema central — perda 4 - 6min
apo6s sangria
- impulsos nervosos locais néao controlados podem surgir

v

* No processo da conversao do musculo em carne
v propriedades da membrana séo alteradas
v tecido comeca a ser susceptivel a invasédo bacteriana



Producéao de calor post-rnoritern e
perda

» Apo6s sangria

Y mecanismo de controle da T° no musculo é perdido

v o calor das partes profundas do corpo vai para os pulmdes e
outras areas de superficie para dissipac¢ao

¥ o calor gerado no metabolismo continuo causa a elevagéo da T°
imediatamente apés sangria

v glicélise rapida é indicado pelo
- rapido declinio do pH
- produz quantidades elevadas de calor
- resfriamento da carcaca é lenta

Y tamanho e localizagéo dos misculos no corpo e quantidade de
gordura

v fatores externos associados ao processo de abate



Processo de mudanca de musculo
ern carne

v'Complexo
v'Alterac6es metabdlicas, fisicas e de estrutura

Tipos de fibras no musculo:

E Tipo | — vermelha

Contracéo lenta

Metabolisno oxidativo

Alto conteudo de mioglobina
Elevado contedudo de mitocdndria

+Tipo Il —branca

« Contracao rapida

Fibras com maiores niveis de ATP e glicogénio
Metabolismo predominantemente glicolitico
Menos denso e capilarizagcao

 Menos mioglobina, menos mitocondria



Metabolismo post-mortemn
(animal recém abatido)

Compostos de alta energia

v ATP: principal composto de alta energia
vpH: emtornode 6,9a7,2

v'Creatina fosfato (CP)

CP + MgADP ™ MQgATP + Creatina

creatina quinase



Produto de quebra de nucleotideos

ATP » ADP + FOSFATO
ATPase
2 ADP >  ATP + AMP
mioguinase
>
AMP IMP + NH3

AMPdeaminase



Mudancas nas propriedades
fisicas do musculo

v'Cor

Animais vivos

* Musculos com suficiente O, - vermelho-brilhante
* Musculos com pouco O, —» vermelho escuro ou roxo

Musculo Post-mortem

* inicio » vermelho escuro

+ apos exposicao — vermelho brilhante

* desnaturacdo severa — vermelho escuro

+ ¢ afetada diretamente pelo pH

+ quantidade de luz absorvida ou refletida depende estrutura superficie (varia com PI proteinas
e localizagdo da H20)



v Textura

Mulsculos de animais vivos: toOnus

Rigor mortis : enrijece os musculos

Apos rigor mortis: musculos menos firmes
Desnaturacao severa: musculos muito moles

v Agua

Musculos de animais: 65-80%

Fibras musculares/animais vivos: ligagao com
proteinas

Musculo post-mortem: sem desnaturacao, agua
continua ligada suculéncia da carne



v'Capacidade de retencao de
agua (CRA)

* pH alto do musculo post-mortem
CRA ~ musculo vivo

* pH cai rapidamente =»desnaturacao protéica

1

Proximidade Pl l CRA



v'Alteracdes morfoldgicas

* Inicialmente: Fibras musculares pouco
diferenciadas

Sem rupturas transversais

* Rigor mortis: Fibras retorcidas e nodos
contrateis

Estrias cruzadas

« Maturacao (2 dias): Desaparecimento de algumas
estrias cruzadas

Rompimentos transversais



Mudancas bioguimicas

Musculo estado repouso

Miofibrilas repletas de ATP (MgATP-?)
Animal vivo: Ac. Latico == produzido pelo metabolismo anaerébico
figado ressintetiza o ac. latico em glicogénio e glicose

Musculo post-mortem

Decomposicéao do glicogénio formando acido latico

Reducdo de creatina fosfato nas primeiras 12 horas, com aumento estequiométrico de
acido latico

Maior queda do pH em 12-15h e completa em 24h, em bovinos

o pH do musculo é tdo baixo que as enzimas da glicélise comeca inativar



Mudancas bioguimicas

v No periodo inicial post- mortem
 Produz um ambiente celular diferente ao que existia no animal vivo

« O effeitc(l) gue o ambiente intracelular tem nas proteinas musculares e
profundo

* - pH baixo
* - baixatemperatura
« - elevada forcaionica



Rigor mortis

Encurtamento

v'  Ca*?éliberado no sarcoplasma apds estimulo
. IATP — bomba de Ca*? ndo opera

. TCa™2 — ativa 0 musculo e ha contracdo

. Sem ATP — musculo permanece contraido = rigor

v' Todos os locais d(re ligacdes na area de sobreposicao de
actina e miosina: ligacoes cruzadas

v Tem onPafra 0 estabelecimento do rigor varia com a espécie
do anima



Rigor mortis

Caractenisticas fisicas do inicio do
ngor mortis:

* Perda de elasticidade e flexibilidade

* perda de extensibilidade de 5 a 10% da longitude normal
e encurtamento

» desenvolvimento de tensao

* solubilidade da actomiosina esta fortemente reduzida



Rigor mortis

v'O tempo que transcorre até a plenitude do rigor mortis
depende:

- Fatores internos como a quantidade de glicogénio e CP
- Fatores externos como a temperatura

- da espécie

» do musculo

v ATP tem duas fun¢des no musculo:
* Fornece energia para a contragao muscular
- Também fornece energia que opera duas bombas idnicas



Tempo de demora antes do inicio do
Rigor Mortis

Espécie Horas
* Bovino 6-12
 Cordeiro 6-12
* Porco 1/4 -3
* Peru <1
* Frango <1/2

* Peixe <1




Etapas do rigor moriis

1) Fase pré-rigor

 Apés sangria:

« Muisculo é extensivel e flexivel

* Poucas ligagdes actomiosina

+ Armazenamento de CP = ADP + P =ATP

« Fase de duracéao variavel

 reserva de glicogénio e CP

 temperatura do musculo

 Hidrédlise do ATP aumenta, porém permanece
compensada

* O musculo produz minima resisténcia a extenséao e
elasticidade natural do musculo e retorna a seu
comprimento original



2) Inicio co rigor mortis

* CP é gasto = ADP + P insuficiente

* Ligacoes de actomiosina comeg¢am a formar-se

* As fibras musculares comeg¢am a ser menos

extensiveis e diminui a elasticidade (2-3horas)

* O nivel de Ca*? excede 10°M — ativa a contracéo

do musculo



Tensao Isométrica desenvolvida no
musculo durante a fase de rigor mortis
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3) Estavilizagéo do rigor mortjs
* Néo tem CP e ATP

Musculo inextensivel

Ligacoes de actomiosina sao formadas (ficam permanentes)

Produz encurtamento do sarcomero e endurecimento do musculo

rigor mortis e ¥ pH: estédo correlacionados

desintegracéo de disco Z e outras estruturas comec¢a em algumas espécies

4) Resolugiio do rigor rmortis
* resultado das alteragcdes na ultraestrutura dos miofilamentos

* Amaciamento dos muasculos com “rigor mortis” causado pelas enzimas
proteases neutras.

* Nas cés. musculares as enzimas proteoliticas catepsinas sao mantidos no
estado inativo nos lisossomos

* Meios mecanicos
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Resultados a quebra de ATP
* Quebra de ATP e acumulo de lactato no muasculo promovem:

- queda do pH a partir de valores préximos de 7,0 =) 54e5,8
* Queda da curva depende de fatores:

- taxa de glicélise

- temperatura de resfriamento

- niveis iniciais de glicogénio

- tipo de estresse pré-abate
- aspectos genéticos



Glicogénio e pH final
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AVIACIAMENTO NATURAL DA CARNE
* Aumento da maciez na carne bovina
- inicia-se logo apos abate e estende-se por algum tempo post-mortem.
- Cerca 65 a 80% do processo de amaciamento ocorre 3 a 4 dias pés-mortem.
- Inicialmente néo é possivel verificar o efeito da maturagéo --- fase de rigor mortis
- * Aumento da maciez..... 24 e 72h posteriores ao abate
* Dinadmica do mecanismo de maturacao
- Hidrélise de proteinas miofibrilares especificas
* Provocam o enfraquecimento das estruturas filamentosas que ligam as

miofibrilas ao sarcolema e ligacdes intermiofibrilares, além dos
filamentos responsaveis pela integridade estrutural dos sarcémeros



AMACIAMIENTO NATURAL DA CARNE

. i\ matu;agéo da carne é o fenédmeno de resolucédo do rigor mortis (musculo
carne

. Mant)er a carne fresca a temperatura superior ao ponto de congelamento (-
1,5C

* Protedlise: maciez, sabor e conservacao.



Forca de cisalhamento, kgf

Comprimento do

Forca de

Sarcomero Cisalhamento

h um  SD h kg SD
0 224 18 0 507 78
3 2.00 .23 3 510 1.05
6 1.80 .13 6 6.53 1.51
9 1.72 .05 9 8.26 1.23
12 1.75 .06 12 824 1.53
24 1.69 .09 24 2.01
1.76 .07 72 .75

336 1.90

13

.63

—
12 24

72

Tempo (post-mortem), h



- PROTEOLISE NO AMACIAMENTO DA CARNE

- Degradacgao de proteinas miofibrilares envolvidas na ancoragem
dos filamentos contrateis na estrutura das miofibrilas

- a) Titina

-  b) Nebulina

- c¢) Desmina

- d) Troponina-T

- e)Aparecimento de proteinas com alto peso molecular (95 e
- 300 kDa)



* Representacao esuuematica da estrutura e composicio das proteinas
costameéricas do misculo estriado
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Proteodlise Muscular

* Processo iniciado pela atividade das enzimas:
1) Calpainas — CAF —enzimas fatoradas pelo célcio
v A calpaina é uma protease dependente de calcio localizada
ao redor das miofibrilas.
Y enzimas capazes de hidrolisar proteinas miofibrilares
¥ nao degradam actina e miosina
v hidrolisam as proteinas em determinados pontos internos
das moléculas
v Existe em duas formas: p-calpaina e m-calpaina
- devido a sua quantidade micromolar (M) e milimolar (mM) de

requisitos de concentracao de calcio para atividade maxima.



Protedlise Muscular

Processo iniciado pela atividacde das enzirnas:
Y n-calpaina necessita de 5 a 50 uM de ions de Ca+

Y m - calpaina necessita de 300 a 1000 uM de ions de Ca+
- degradam a linha Z e as proteinas desmina, titina, nebulina,
tropomiosina, troponina e proteina C
Funcgio ca calpaina
v As calpainas hidrolisam as proteinas em determinados pontos
internos das moléculas
- néo capazes de levar o processo de hidrélise até aminoacidos
v A concentracao de célcio no citosol esta na faixa micromolar,
apenas p-calpaina estaria ativa
v A p-calpaina desempenharia um papel significativo na
degradacao das proteinas miofibrilares especificas

— amaciamento da carne.



Modo de Acao - Calpainas

¥ Rompe a estrutura periférica das miofibrilas, mas nao
afeta a miosina e a actina.

v O pH ideal para a calpaina é 7,0 * 7,2, mas a enzima ainda
retém uma quantidade significativa de atividade no pH
muscular pés-rigor (5,5 t 5,6).

v A carne que é submetida a um processo normal de
protedlise post-mortem raramente se torna mole.

A razao:
- a calpaina é suscetivel a autdlise e é regulada por seu
inibidor endégeno calpastatina.

- A condicao de baixo pH (pH 5,5 * 5,6) no tecido muscular
poés-rigor também limitaria a atividade das enzimas.



Proteodlise Muscular

* Processo iniciado pela atividade das enzimas:
1) calpainas — CAF —enzimas fatoradas pelo calcio
v ativado em pH mais basico (6,0 a 7,5) e temperatura entre 10
e 25°C.
v Calpastatina — inibidor endégeno das calpainas
CALPASTATINA
v Reguladora do sistemas proteolitico das calpainas no musculo pés
- mortem
- Zebuinos

- Nao castrados



Proteodlise Muscular

CALPASTATINA
Touros Macho castrado
K- calpaina 0,29 a 0,21 a
Calpastatina (Ul/g carne) 241b 1,33 a
Forga de cisalhamento (kgf) 49b 4,2 a




HSP e dureza da carne

Endurecimento da Carne ------ Gado da Raca Bos indicus

tm»l»l ??

v Regulagéo crescente HSP :
M | »"‘ »l»"

v’ Atividade Calpastatina Elevada
(menor protedlise)

Dureza da carne



Proteodlise Muscular

2) Catepsinas
v proteases localizadas nos lisossomos

v enzimas que podem ser liberadas: citoplasma e espa¢os
intracelulares

v ocorre apés a queda do pH

v B e D degradam a actina e miosina nativa
v Em torno de 20 catepsinas

v Proteinases acidas (pH < 6,0)

v Degradam rapidamente o disco Z, troponina, proteina C,
lentamente a tropomiosina, nebulina e actina



Funcéo das Catepsinas

v O papel das catepsinas na protedlise pos-mortem da carne é
contraditorio porque:

- , as catepsinas no tecido muscular intacto
estao confinadas na membrana lisossomal, ou seja, nao estao
em contato direto com as miofibrilas.

, €ssas proteases tém um requisito de pH
muito baixo para a atividade ideal (1 a 2 unidades de pH
abaixo do pH pés-rigor da carne).

a eletroforese de carne maturada nao mostra
nenhuma alteracao apreciavel na miosina nem na actina,
ambas as quais sao substratos favorecidos pelas
catepsinas, conforme mostrado nos sistemas modelo.

- Esta ultima evidéncia é talvez a indicacao mais forte de
envolvimento minimo deste grupo de enzimas.



v No entanto, em condicoes de protedlise pés-mortem lisossomal
a membrana poderia se romper e as catepsinas liberadas se
difundiriam para o espaco intermiofilamental para iniciar a
degradacao da proteina.

v Uma ruptura do compartimento do lisossoma parece ser um
pré-requisito para a atividade da catepsina.

v Isso é corroborado pelas descobertas de que no surimi: um
concentrado de proteina bruta preparado pela lavagem do
tecido muscular de peixe macerado,

- catepsinas B, L e uma protease semelhante a L sao altamente
ativas — causando rapida degradacao de miosina, actina e
outras proteinas miofibrilares —— enfraquecimento dos géis
de surimi.



Etapas da conversao do musculo em carne

proposto por Ouali et al. (2006)

Abate Rigor mortis
Peri-mortem
L’> poptose
Tempo ante- :
mortem :i

Tempo post-mortem

Fase de
Amaciamento

.

Endurecimento
da Carne



Atividade Enzimatica

Dinamica de calpainas e catepsinas

\

e Atividade da

___ ¢ Atividade

Calpajna
X Catepsinas
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3) Caspases

AS caspases Ssao proteases constituidas por cisteina e acido
aspartico que desempenham um papel fundamental no controle e
regulacdo da inflamacdo e da morte celular programada
(apoptose).

 Normalmente, as caspases estao no seu estado inativo e
necessitam de uma modificacdo bioquimica para se tornarem
ativas e serem capazes de desempenhar as suas funcOes de
regulacéao.

« As caspases que estdao envolvidas no processo apoptotico
podem dividir-se em dois grupos: caspases iniciadoras (-2, -8, -9 e
-10) e caspases executoras (-3, -6 e -7).



4) Heat Shock Proteins - Proteina de Choque Termico
« Uma das respostas primarias de protecao celular

« Em condicdes adversas, os niveis de HSP sdo aumentados:
- 0 aumento de temperatura,
- estresse osmotico ou oxidativos,

 Funcao das HSP

- Auxiliar na sintese e maturacado de novas proteinas que irao
substituir aquelas afetadas pelo estresse metabadlico.

- As HSP também fornecem subsidio as células para identificar e
facilitar o redobramento de proteinas danificadas ou destina-las a
um sistema proteolitico adequado, facilitando a eliminacao de
proteinas cujos danos n&o sao passiveis de restauracao.



Funcéo das HSP

« O aumento de HSP nas celulas lesadas, alem de auxiliar no
reparo de proteinas, apresenta um importante papel na
manutencao da viabilidade uma vez que inibe a apoptose.
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