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RESUMO 
 

Diferentes sistemas nutricionais influenciam na maciez da carne de borregas 
sem alterar a expressão gênica 

 
A alimentação é fator determinante nas diversas características da carne ovina, 
sendo que os animais alimentados com maiores proporções de concentrado 
apresentam carnes com maior teor de gordura, que por sua vez, aumenta a 
sensação maciez sendo o complexo enzimático calpaína e calpastatina o principal 
mecanismo que leva ao amaciamento da carne. Os objetivos foram avaliar o efeito 
da suplementação de borregas terminadas em diferentes planos nutricionais, sobre 
a expressão gênica da caspase-3, μ-calpaína, m-calpaína e calpastatina e sua 
possível associação com a qualidade da carne. Foram utilizadas amostras do 
músculo Longissimus lumborum de 24 borregas, distribuídas em 3 grupos: P (pasto - 
70 a 80% da exigência nutricional), PS (pasto e suplemento - 100 a 110% da 
exigência nutricional) e C (confinamento, fornecido 140% da exigência). Foram 
realizadas análises físico-químicas para análise centesimal, pH, marmoreio, 
oxidação lipídica e força de cisalhamento e também a RT-qPCR para a análise de 
expressão gênica relativa dos seguintes genes: CASP3 (caspase 3), CAST 
(calpastatina), CAPN1 (μ-calpaína) e CAPN2 (m-calpaína). Houve diferença 
estatística para o extrato etéreo, força de cisalhamento e oxidação lipídica entre os 
tratamentos, em contrapartida, na expressão dos genes não houve diferença. Há 
aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois o maior aporte 
energético na nutrição aumenta esta variável. Os animais mantidos somente a pasto 
têm menor oxidação lipídica na carne que os outros tratamentos por conta da maior 
ingestão de vitamina E oriunda do pasto. A força de cisalhamento é 
consideravelmente maior na carne dos animais mantidos somente a pasto, porém 
ainda é considerada macia. A nutrição das borregas não interfere na expressão 
gênica de CASP3, CAPN1, CAPN2 e CAST. 
 
Palavras-chave: μ-Calpaína. Calpastatina. Caspase-3. Ovis aries. RT-qPCR. 

  



 
 

ABSTRACT 
 

Differents nutritional systems influence the tenderness of ewe lamb meat 
without changing gene expression 

 
Feeding is a determining factor in the various characteristics of sheep meat, and 
animals fed with higher proportions of concentrate have meats with higher fat 
content, which in turn increases the tenderness sensation, with the enzyme complex 
calpain and calpastatin being the main one mechanism that leads to tenderization of 
the meat. The objective were to evaluate the effect of supplementation of lambs 
finished in different nutritional plans on the gene expression of caspase-3, μ-calpain, 
m-calpain and calpastatin and its possible association with meat quality. Samples of 
the Longissimus lumborum muscle from 24 ewes were used, divided into 3 groups: P 
(pasture - 70 to 80% of the nutritional requirement), PS (pasture and supplement - 
100 to 110% of the nutritional requirement) and C (feedlot, provided 140% of the 
requirement). Physicochemical analyzes were performed for proximate analysis, pH, 
marbling, lipid oxidation and shear force and also RT-qPCR for the analysis of 
relative gene expression of the following genes: CASP3 (caspase 3), CAST 
(calpastatin), CAPN1 (μ-calpain) and CAPN2 (m-calpain).There was statistical 
difference for ether extract, shear force and lipid oxidation between treatments, on 
the other hand, there was no difference in gene expression. There is an increase in 
the ether extract in the meat of confined animals, as the greater energy input in 
nutrition increases this variable. Animals kept only on pasture have lower lipid 
oxidation in meat than other treatments due to the higher intake of vitamin E from 
pasture. The shear force is considerably higher in the meat of animals kept only on 
pasture, but it’s still considered soft. The nutrition of lambs does not interfere with the 
gene expression of CASP3, CAPN1, CAPN2 and CAST. 

Keywords: μ-Calpain. Calpastatin. Caspase-3. Ovis aries. RT-qPCR. 
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RNA abundance of genes related to sheep meat quality: a review 

Abundância de RNA de genes relacionados à qualidade da carne ovina: uma revisão 
 

Isabella Guartieri Da Silva1; Ines Cristina Giometti1; Calie Castilho1; Leticia Jalloul 
Guimarães1; Aline De Oliveira Santos1; Gabriella Capitane Sena2; Fabiola Cristine De Almeida 
Rêgo3; Edson Luis de Azambuja Ribeiro4; Marilice Zundt1 *. 
 

Highlights 

Different diets act on important variables in meat quality. 

Relevance of the association of genes of interest in livestock. 

Gene expression related to meat quality may depend on food. 

 

Abstract 

The development of strategies that add value to meat can represent opportunities for sheep 

farming and it is known that food influences different characteristics of meat. The concept of 

quality meat is complex and with many variables, being mainly influenced by genetics and 

nutrition. Thus, the strategy of associating genes with characteristics of economic interest is 

widely discussed in animal production. In the postmortem, proteolytic degradation modifies the 

architecture and integrity of structural proteins and, consequently, they act on meat tenderness. 

There is the theory that caspases are the main enzymes involved in the initiation and execution 

of apoptosis, which is an important process that occurs in multicellular organisms, both during 

development and for the maintenance of tissue homeostasis. The calpastatin gene (CAST) and 

the calpain gene (CAPN) are potential genes for meat quality due to their proteolytic activities. 

To study the expression of these genes, the RT-qPCR technique is widely used to verify gene 

expression, as it analyzes the RNA responsible for protein synthesis. If there is a specific protein 

present, it is because its gene is being expressed and giving rise to RNA for that protein. 

Researches have shown that for years the action of the calpain-calpastatin complex acts directly 

on muscle proteolysis, actively acting in the transformation of muscle into meat and being 

directly responsible for its quality. 

Keywords: μ-Calpain. Calpastatin. m-Calpain. Ovis Aries. RT-qPCR. 

 

Resumo 

O desenvolvimento de estratégias que agreguem valor à carne pode representar oportunidades 

para a ovinocultura e sabe-se que a alimentação influencia diversas características da carne. O 

conceito de carne de qualidade é complexo e com muitas variáveis, sendo influenciada 

principalmente pela genética e nutrição. Dessa forma a estratégia de associação de genes com 

características de interesse econômico é bastante abordada na produção animal. No post mortem 
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a degradação proteolítica modifica a arquitetura e integridade das proteínas estruturais e 

consequentemente atuam na maciez da carne. Há a teoria que as caspases são as principais 

enzimas envolvidas no início e na execução da apoptose que é um importante processo que 

ocorre em organismos multicelulares, tanto durante o desenvolvimento quanto para a 

manutenção da homeostase do tecido. O gene da calpastatina (CAST) e o gene da calpaína 

(CAPN), são genes potenciais para a qualidade da carne em função das atividades proteolíticas 

que desempenham. Para estudar a expressão desses genes, utiliza-se a técnica de RT-qPCR que 

é amplamente utilizada para verificar a expressão gênica, uma vez que analisa o RNA 

responsável pela síntese de proteínas. Se há uma proteína específica presente, é porque o gene 

da mesma está sendo expresso e originando RNA para tal proteína. Pesquisas têm mostrado que 

há anos a ação do complexo calpaína-calpastatina atua diretamente na proteólise muscular, 

agindo ativamente na transformação do músculo em carne e sendo diretamente responsável pela 

qualidade da mesma. 

 

Palavras-chave: μ-Calpaína. Calpastatina. m-Calpaína. Ovis aries. RT-qPCR. 
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Introduction 

The development of differentiation and value-adding strategies for sheep meat in order 

to meet consumer demands may represent opportunities for the agro-industrial sheep farming 

system (Deliza et al., 2019). It is known that food influences several characteristics of meat, in 

which animals fed higher proportions of concentrate tend to have meat with higher fat content, 

which in turn increases the sensation of juiciness and tenderness (Moreno et al., 2015). 

The concept of quality meat is complex and has many variables, being mainly 

influenced by genetics, and other factors such as sex, age, nutrition, pre and post slaughter 

management. Among the meat quality characteristics, tenderness is the main one (Anderson et 

al., 2012). The determination of meat quality comes if becoming more and more objective, 

based on chemical and physical tests, and the diet directly influences the composition of the 

meat (Gois et al, 2017). 

Improving animal productivity requires a better understanding of the structure and 

function of animal genomes and how they interact with non-genetic components of production 

systems (nutrition, environment) so that management practices can be optimized to improve 

performance, making the association of certain genes with meat quality an important fator 

(Rexhoad et al., 2019). Recently, the calpain/calpastatin proteolytic systems have been 

investigated at mRNA level (Rubio-Lozano et al., 2016). However, the mRNA expression of 

genes does not always explain the differences in myofibrillar proteolysis in skeletal muscle of 

Bos taurus and Bos indicus cattle (Giusti et al., 2013).  

The qPCR protocol allows for direct quantitative analysis of relative RNA expression, 

it is of utmost importance that the sample material is of high quality, that is, RNA not degraded 

or fragmented, for the classical gene expression profile it well documented. Therefore, RNA 

quality analysis is a valuable tool in the preparation of methods such as RT-qPCR and 

microarray analysis (Becker et al., 2010). 

 

Meat quality 

Consumers are developing new habits related to meat products, conducive to growing 

demand for sheep meat and its derivatives. For these consumers to have a good acceptance of 

this product, it is necessary to produce animals that meet the needs of the market and that 

present quality standards (Guerrero & Sañudo, 2019). 

The physicochemical characteristics are those that directly affect the market, being 

subjected to several factors of variation before mortem and post mortem, including the 

combination of flavor, juiciness, texture, tenderness and appearance of the product (Gois et al., 

2017).   

Proximate composition is a chemical-bromatological analysis and defined as a 

quantification of the chemical components of muscle such as proteins, water, ether extract and 
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mineral matter (Pitombo et al., 2013). The average proximate composition of sheep meat is 75% 

moisture, 19% protein, 4% fat and 1.1% mineral matter, being largely influenced by the feeding 

and finishing of the animals (Lopes, Sales, Azevedo & Oliveira, 2012). 

All the agents within the meat chain should be involved so that a quality, like the 

water it’s the most important constituent of meat, this constant concentration from one muscle 

to another will affect the quality of the meat, whether in juiciness, texture, flavor or color 

(Guerrero, Valero, Campo & Sañudo, 2013). 

According to Costa et. al. (2011) the final pH of meat around 5.5, close to the 

isoelectric point of proteins and, with the absence of the attractive force existing between the 

muscle fibers, provided by the difference in positive and negative charges, favors the distance 

between the myofilaments that constitute the muscle tissue, increasing the length of the 

sarcomeres and leading to the tenderness of the meat. 

For sheep meat, the final pH is expected to be between 5.5 and 5.8, and a sharp drop in 

temperature and pH accelerates the biochemical changes at post mortem and the action of 

proteolytic enzymeson the sensory attributes of the meat (Costa et al., 2011). The pH values for 

lamb and ewe lamb meat, when kept within the indicated range, demonstrate that slaughter was 

carried out within the standards of animal welfare, allowing for the correct rigor-mortis 

(Valadez-Garcia et al., 2021). 

Lipidic oxidation affects color, texture, nutritional value, taste, and aroma leading to 

rancidity, wish is responsible for off-flavors and unacceptable taste, which are important reasons 

for consumer rejection and the diet has a determinant effect of sheep meat by influencing the 

levels of mono and polyunsaturated fatty acids, and the TBARS values increase with the storage 

period in the meat of the fed animals with concentrated feed compared to pasture sheep (Lima, 

Rangel, Urbano, Mitzi & Moreno, 2013). 

Pasture has natural antioxidants, and animals that have a diet exclusively on pasture 

have more vitamin E in meat and the protective effect of tocopherol is exerted by retarding the 

oxidation of the oxymyoglobin pigment and inhibiting the oxidation of polyunsaturated fatty 

acids (PUFA) (González-Calvo, Ripoll, Molino, Calvo & Joy, 2015).  

After blood circulation is stopped, the muscle undergoes a series of biochemical 

changes in processes known as rigor mortis and postmortem. The rigor mortis process can be 

characterized as the transformation of muscle into meat. In the postmortem, proteolytic 

degradation modifies the architecture and integrity of structural proteins and consequently 

occurs the tenderness of the meat (Lana & Zolla, 2016). 

 

μ-calpain and m-calpain 
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The system of calpains is composed of µ-calpain and m-calpain, the effective calpain 

involved in postmortem cytoskeletal protein degradation in mammals (Pomponio & Ertbjerg, 

2012). This process has a great influence on the final tenderness of the meat. 

Some researchers have indicated that µ-calpain has important effects on the 

postmortem degradation of poultry cytoskeletal proteins (Chang & Chou, 2012; Liao, Chang, 

Yang & Chou, 2016), and other scholars have reported that µ/m-calpain is crucial for 

postmortem degradation of poultry cytoskeletal proteins (Huang et al., 2014). 

The enzymatic system of CAPNs is formed by two calpains: μ-calpain was more 

sensitive to Ca2+ than that in livestock and its activation and autolysis have been reported and 

play an important role in the main intracellular processes. With emphasis on cytoskeleton 

restructuring, cell cycle regulation, apoptosis and muscle tissue formation (Chang et al., 2013).  

Unlike most proteases, calpains do not destroy but cleave their substrates in limited 

places to modulate their function. They are activated by micromolar and millimolar calcium 

concentrations, respectively (Sorimachi, Hata & Ono, 2011; Ono, Saido & Sorimachi, 2016) 

Calpains are neutral proteases that have optimal activity at neutral pH (7.0 to 7.5), at 

temperatures between 10 and 25°C and are dependent on calcium. They also degrade 

myofibrillar proteins (proteins present in muscle fibers) and act in the degradation of the Z line 

(delimiter of the functional unit of myofibrils – sarcomere) (Koohmaraie, 1992). 

Proteolysis is carried out by enzymes that make changes in the structure of muscle 

tissue, such as the gradual reduction of the Z line, with the dissipation of the troponin T and the 

deterioration of the proteins desmin, nebulin and titin (Koohmaraie, 1994). Changes in 

myofibril structures cause a reduction in muscle stiffness. As a consequence, there is a gradual 

increase in the tenderness of the meat (Gaya & Ferraz, 2006). 

When ATP reserves in the muscle run out, after death, Ca++ can no longer be 

transported into the sarcoplasmic reticulum, increasing its concentration intracellularly. There is 

also an acidification of the cell. These two factors (increase in Ca++ and fall in pH) activate 

calpains (Palma, 2017).  

During the meat tenderization process, the weakening and disappearance of the Z disk 

of calcium-treated (Ca2+) muscle sarcomeres were related, leading to the discovery of the 

calpain system. It identified and isolated a protease activated by Ca2+, removing the Z discs and 

promoting a loss of periodicity between the contractile filaments of the muscle, moreover, point 

out the endogenous enzymatic activity with respect to actomyosin dissociation activated by heat 

supply. Therefore, dissociation of individual protein types depends on different modes of 

treatments (Wang et al., 2013). 

In addition to the different need for calcium levels to be activated, calpains 1 and 2 

need to be in an optimal pH range to carry out proteolysis. Some authors confirmed that μ-

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535220305281#b0715
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calpains are activated with a pH between 6.8 and 5.7; while m-calpains are activated at an 

average pH of 5.7 (Lonergan, Zhang & Lonergan, 2010). 

There are evidences that at pH between 5.5 and 5.8 μ-calpain is inactivated, thus it is 

necessary to simultaneously evaluate the activities of calpains 1 and 2 to obtain specific results 

for each of them (Kanawa, Ji & Takahashi, 2002). 

In sheep of the Polish Merino breed, kept on pasture, the CAPN1 gene had highly 

significant effects on the loss of natural drip, lightness and intramuscular fat content, 

respectively. The results confirmed that the CAPN1 gene can be considered a candidate gene for 

meat quality traits in sheep and can affect lamb quality parameters, as it is associated with 

important production traits (Grochowska, Borysb, Grześkowiak & Mroczkowski, 2017). 

 

Calpastatin 

The Calpastatin gene (CAST) plays a significant role in growth traits and carcass 

characteristics. CAST works by inhibiting protease enzymes that degrade muscle protein, and 

influences meat production, tenderness, and quality (Zareian-Jahromi et al., 2015). Calpastatin, 

the well caracterized member of the calpain system, is a protein that specifically inhibits the 

proteolytic activity of µ-calpain and m-calpain but of no other proteases tested thus (Huang, 

Hoffmann, Norton, Hashimoto & Hoffmann, 2011). 

Low pH can cause inhibition of enzyme activity and excessive fiber shortening, which 

makes meat harder, with less water retention capacity. This is because the helical sequences of 

calpastatin prevent calpains from binding to membranes, negatively affecting softness in living 

muscle, and the heightened action of calpastatin results in reduced degradation of muscle 

proteins (Morgan, Wheeler, Koohmaraie, Savell & Crouse, 1993). 

Calcium (Ca++) is required by calpastatin to bind and inhibit calpains (Otsuka & Goll, 

1987). The binding between calpastatin and calpain is reversible and the calcium requirement 

depends on the calpain molecule being bound. The amount of calcium needed for 

calpastatin/calpain binding is significantly less than that needed to initiate the proteolytic 

activity of all forms of cathepsins, taking this into account, nutrition is very important for the 

action of calpastatin (Kapprell & Goll, 1989). 

There was expression of the CAST gene in muscle samples from Santa Inês lambs 

when compared with the meat from White Dorper x Santa Inês and Dorper x Santa Inês 

crossbred lambs. The authors suggests that the expression of this gene in the Santa Inês breed 

leads to greater production of the enzyme calpastatin and consequent inhibition of calpains, 

resulting in less tender meat for this breed. In the same study, a higher SF was found in the meat 

of animals of the Santa Inês breed, indicating that the meat of this breed was less tender 

compared to the other genetic groups studied (Bagatoli et al., 2013). 
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Actuation and activation of caspase-3 

Postmortem proteolysis plays important role in muscle structure fragmentation 

afecting tenderness and/or water-holding capacity. Proteolysis, however, can only explain 

limited portion of quality variations in muscle (Kim et al., 2018; Carlson et al., 2017). Chen et 

al. (2011) and Huang, Hoffmann, Norton, Hashimoto and Hoffmann (2011) indicated that the 

active caspase-3 was associated with degradation of myofibrillar proteins, then are the main 

enzymes involved in the initiation and execution of apoptosis, which is an important process 

that occurs in multicellular organisms, both during development and for the maintenance of 

tissue homeostasis. 

Many of the changes that occur in cells undergoing apoptosis are mediated by an 

enzymatic cascade involving cysteine proteases, called caspases (CASP), they are endoproteases 

that hydrolyze peptide bonds in a reaction that depends on catalytic cysteine residues in the 

caspase active site and occurs only after certain aspartic acid residues in the substrate. Although 

caspase-mediated processing can result in substrate inactivation, it may also generate active 

signaling molecules that participate in ordered processes such as apoptosis. Accordingly, 

caspases have been broadly classified by their known roles in apoptosis (McIlwain, Berger & 

Mak, 2013). 

It has been suggested that there may be an interaction between the calpain and caspase 

systems (Kemp, Bardsley & Parr, 2006). Cells express their genes responding to environemental 

changes, in particular in response to specific extracellular signaling molecules. In turn, the cell 

changes the microenvironment by synthesis and release of cytokines, soluble receptors, 

enzymes, etc. The way a cell will respond to a stimulus depends very much on the context, 

namely the repertoire and sequence of incoming signals. The multiple extracellular signals 

converge within the cell and may have differential impact on gene expression. Since gene 

expression is initiated at the level of transcription it is widely accepted that cellular fates are 

derivative of gene transcription. Cell activation by cytokines, as well as expression of cytokines, 

bases upon a molecular machinery including transcription as the major regulatory pathway. 

Therefore the following paragraphs will show that communication between caspases and 

cytokines occurs also at transcriptional level (Loppnow, Guzik & Pryjma, 2013).  

In addition to cleaving the same substrates as calpains, there is also evidence that there 

are interactions between the calpain system and the caspase system, acting together (Chua, Guo 

& Li, 2000). It is important to note that calpastatin is a substrate of caspases, mainly caspases 3 

and 7 (Nakagawa & Yuan, 2000). Thus, if caspases are active in the postmortem muscle, they 

may influence meat quality in response to calpastatin proteolysis, resulting in a greater amount 

of active calpains that can act during the proteolytic process (Wang et al., 1998). 

Although CASP3 is not a calcium-dependent cysteine protease, the use of Ca2+ leads 

to increased caspase 3 activity, but it is still necessary more studies to understand the true 
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relationship between the calpain proteolytic system - calpastatin and caspase3 (Chen et al., 

2011). In relation to 3/7 caspases, Fuente-García et al. (2021) indicate its preferable use as an 

indicator capable of detecting race and transport differences influencing the characteristics of 

animal meat. 

In this line, some authors found a higher expression of the caspase 3 large subunit in 

DFD beef samples at 24 h post mortem times (Díaz-Luis et al., 2021). However, the tenderness 

of the meat can be considered a complex system and an intrinsic network of proteins may be 

related to tenderizing meat (Guillemin et al., 2011; Lana & Zolla, 2016; Picard & Gagaoua, 

2017) 

  

RT-qPCR - Endogenous genes 

To be considered a normalizer, a gene must show unregulated and stable expression in 

the type of sample analyzed, and normalizer genes meet these criterias (Romanowski, 

Markiewicz, Bednarz & Bielawski, 2007).  

In unpublished data by Guartieri et al. (2021), the most stable endogenous genes for 

the analysis of CASP3, CAPN1, CAPN2 and CAST gene expression in sheep muscle fed with 

three different nutritional plans was the combination of endogenous 

hydroxymethylbilanosynthase (HBMS) and β-2-microglobulin (B2M) as reaction normalizers. 

There was also the possibility of using the HMBS gene and the TATA box binding protein 

(TBT) gene alone as normalizers. 

HMBS is a molecule involved in the metabolism of porphyrin (purple pigment of 

natural origin). It becomes a metabolic intermediate in heme biosynthesis (Salway, 2017). One 

of the best known hemeproteins of the heme group is hemoglobin, which is responsible for 

carrying O2 in the blood and for the red color of the blood. Another example of hemeprotein is 

myoglobin, which is a sarcoplasmic protein that makes up muscle fibers. Hemeproteins have 

several functions such as: oxygen binding and transport, electron transfer, catalysis and 

signaling (Lin & Wang, 2013).  

An additional function of B2M is its association with the HFE protein, jointly 

regulating the expression of hepcidin in the liver which targets the iron transporter ferroportin in 

the basolateral membrane of enterocytes and macrophage cell membrane for degradation, 

resulting in decreased uptake of iron from food and decreased iron release from recycled red 

blood cells in the mononuclear phagocyte system, respectively. Loss of this function causes 

excess iron and hemochromatosis (Hundall, 2011). 

Some researchers have studied a total of 12 genes belonging to various functional 

classes, which are often used as reference genes in RT-qPCR studies, including B2M (Garcia-

Crespo, Juste & Hurtado, 2005). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bielawski+KP&cauthor_id=17909518
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The TATA box binding protein (TBP) is a transcription factor (TF) that specifically 

binds to a DNA sequence called TATA box and can also be used as a normalizer for the genes 

in question. TF are proteins that bind to the DNA of eukaryotic cells to allow a link between the 

RNA polymerase enzyme and the DNA, thus allowing for transcription and future translation 

(Dylacht, Hoey & Tijan, 1991). TBP and TF play crucial roles in the transcription of class II 

genes (DYA, DYB and DI), specific ruminant genes, whose functions are unknown (Tizard, 

2014). 

The transcription of genes in eukaryotes requires the actions of an RNA polymerase to 

bind to a sequence upstream of a gene to initiate transcription. However, unlike prokaryotic 

cells, the eukaryotic RNA polymerase requires other proteins, or transcription factors, to 

facilitate transcription initiation. Transcription factors are proteins that bind to the promoter 

sequence and other regulatory sequences to control the transcription of the target gene. RNA 

polymerase by itself cannot initiate transcription in eukaryotic cells. Transcription factors must 

bind to the promoter region first and recruit RNA polymerase to the site for transcription to be 

established (Rye et al., 2021). 

 

Final considerations 

Research has shown that for years the action of the calpain-calpastatin complex acts 

directly on muscle proteolysis, actively acting in the transformation of muscle into meat and 

being directly responsible for its quality. However, the expression of the genes responsible for 

these enzymes still differs from the results found by several authors, for example some of them 

associate the shear force considerably higher in the meat of animals that express the CAST 

gene, while meats that do not express this gene are tender. 

 Likewise, there are authors who have not found a relationship between tenderness and 

the expression of any gene responsible for muscle proteolysis. It is known that animal nutrition 

interferes with the action of enzymes, but it is not certain that the same nutrition affects the gene 

expression of CAPN1, CAPN2 or CAST, which may depend on the animal species, time of 

study or breed. 

Further research is suggested on the level of RNA abundance for the CAPN1, CAPN2 

and CAST genes, especially in sheep.  
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Resumo 
Contexto: O conceito de carne de qualidade é complexo e com muitas variáveis, sendo 
influenciada principalmente pela genética e nutrição. Dessa forma a estratégia de 
associação de genes com características de interesse econômico é bastante abordada na 
produção animal. Esse estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da suplementação de 
borregas terminadas em diferentes planos nutricionais, sobre a expressão gênica da 
caspase-3, μ-calpaína, m-calpaína e calpastatina e sua possível associação com a força 
de cisalhamento da carne. Foram utilizadas amostras do músculo Longissimus 
lumborum de 24 borregas, distribuídas em 3 grupos: P (pasto, 70 a 80% da exigência 
nutricional), PS (pasto e suplemento, 100 a 110% da exigência nutricional) e C 
(confinamento, fornecido 140% da exigência). Foram realizadas análises centesimal, 
pH, marmoreio, oxidação lipídica e força de cisalhamento e também a RT-qPCR para a 
análise de expressão gênica relativa dos seguintes genes: caspase 3 (CASP3), 
calpastatina (CAST), μ-calpaína (CAPN1) e m-calpaína (CAPN2). 
Resultados: Houve diferença estatística para o extrato etéreo, força de cisalhamento e 
oxidação lipídica entre os tratamentos, em contrapartida, na análise centesimal, pH, 
marmoreioe expressão dos genes não houve diferença estatística.  
Conclusões: Há aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois o 
maior aporte energético na nutrição aumenta esta variável. Os animais mantidos 
somente a pasto têm menor oxidação na carne que os outros tratamentos por conta da 
maior ingestão de vitamina E oriunda das pastagens. A força de cisalhamento é 
consideravelmente maior na carne dos animais mantidos somente a pasto, porém ainda é 
considerada macia. A nutrição das borregas não interfere na expressão gênica de 
CASP3, CAPN1, CAPN2 e CAST. Sugere-se mais pesquisas entre raças distintas de 
ovinos e tempos mais longos de experimento. 
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Introdução 1 

A composição centesimal da carne sofre variações em função do tipo de 2 

músculo, da idade, da espécie animal, da nutrição, da raça, da condição sexual, do 3 

manejo pré-abate e pós-abate dos animais1. O pH final da carne em torno de 5,5, 4 

próximo ao ponto isoelétrico das proteínas e com ausência da força de atração existente 5 

entre as fibras musculares, favorece o distanciamento entre os miofilamentos que 6 

constituem o tecido muscular, aumentando o comprimento dos sarcômeros e 7 

conduzindo a maciez da carne 2. 8 

Outro fator de grande relevância é a oxidação lipídica dos ácidos graxos 9 

poliinsaturados, a concentração de malonaldeído, produto secundário desta oxidação, 10 

pode ser determinada através do T’bars, sendo a dieta fator determinante nessa 11 

variável3. 12 

A caspase 3 (CASP3) é responsável pela clivagem proteolítica de várias 13 

proteínas e evidências sugerem que as principais enzimas envolvidas neste processo são 14 

as calpaínas (CAPNs) e seu inibidor, calpastatina (CAST) 4. Além de clivarem os 15 

mesmos substratos das CAPNs, há também evidências que existam interações entre o 16 

sistema CAPNs e o sistema de CASPs, atuando de forma conjunta5. É importante 17 

salientar que a CAST é um substrato das CASPs, principalmente as CASP 3 e 7 6. 18 

Dessa forma, se as CASPs estão ativas no músculo post mortem, poderão 19 

influenciar na qualidade da carne em resposta à proteólise da CAST, resultando em 20 

maior quantidade de CAPNs ativas que podem atuar durante o processo proteolítico7. A 21 

CAST atua como inibidor endógeno das calpaínas e, portanto, diminui a taxa e extensão 22 

da proteólise no músculo esquelético. Fica localizado no quinto cromossomo de 23 

ovelhas, codifica um inibidor específico das CAPNs que desempenham papéis 24 

importantes na formação do músculo, degradação e maciez da carne pós abate8. 25 
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Os objetivos específicos dessa pesquisa foram analisar através da qPCR a 26 

expressão gênica relativa dos genes alvos caspase-3, μ-calpaína, m-calpaína, 27 

calpastatina e sua possível relação com a maciez da carne, que foi mensurada através da 28 

força de cisalhamento juntamente com as análises do teste do ácido tiobarbitúrico 29 

(T’bars), pH e análise centesimal para um resultado mais completo. 30 

A hipótese deste trabalho é que os diferentes planos nutricionais influenciem 31 

na qualidade e na expressão dos genes CASP3, CAPN1, CAPN2 e CAST na carne das 32 

borregas. 33 

 34 

Material e métodos 35 

Local de desenvolvimento 36 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 37 

instituição de origem, sob protocolo número 4610, realizado na Universidade do Oeste 38 

Paulista – UNOESTE, Campus II, na cidade de Presidente Prudente-SP, latitude de 22° 39 

07’21,06” norte e longitude 51° 23’17,71”, clima tropical, iniciado em Abril de 2018 e 40 

finalizado em Janeiro de 2021. 41 

 42 

Manejo nutricional  43 

Foram utilizadas 24 borregas (7/8 Dorper), com peso médio inicial de 21,64 ± 44 

1,31 kg e idade inicial entre 6 e 7 meses provenientes do mesmo rebanho de matrizes e 45 

nascidas de partos sincronizados após IATF com sêmen do mesmo reprodutor. Ao 46 

início do experimento todas as fêmeas foram pesadas e as fezes coletadas para 47 

realização de OPG, cujo exame foi repetido mensalmente até o final do experimento de 48 

campo. As fêmeas foram aleatoriamente distribuídas em três grupos sendo, Pasto (P), 49 

onde as borregas receberam entre 70 a 80% da exigência nutricional; Pasto e 50 



29 
 

suplemento (PS), grupo que as fêmeas receberam de 100 a 110% da exigência 51 

nutricional, e o grupo Confinamento (C), em que as fêmeas foram alimentadas em 52 

cocho individual, sendo fornecido 140% da exigência nutricional9.  53 

Foram feitas 3 análises bromatológicas do pasto, contemplando o inicio, meio e final do 54 

experimento.   Foram avaliados matéria seca (MS), proteína bruta (PB), nutrientes 55 

digestíveis totais (NDT), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente ácido 56 

(FDA), no terço inicial 26,22%, 7,53%, 53,24%, 75,81% e 45,78%, no terço médio 57 

45,12%, 7,55%, 48,58%, 79,33% e 51,76% e no terço final do experimento 25,11%, 58 

10,39%, 49,51%, 80,45% e 30,92% respectivamente. As analises foram realizadas 59 

conforme metodologia proposta por Silva e Queiroz 10, valores de nutrientes digestíveis 60 

totais (NDT), segundo Capelle 11. Os teores de fibra em detergente ácido (FDA) de 61 

acordo com metodologia obtida pelo método de Van Soest 12. 62 

 Desta forma o nível de exigência nutricional dos grupos experimentais, foi 63 

elaborado de acordo com a realidade do ovinocultor brasileiro, bem como o 64 

estabelecimento dos diferentes sistemas nutricionais adotados.  65 

 Os animais do grupo P (n=7) foram mantidos exclusivamente a pasto 66 

(Panicum maximum cv. Tanzânia), com acesso a água e sal mineral ad libitum. O grupo 67 

PS (n=8) também permaneceu a pasto (Panicum maximum cv. Tanzânia), porém 68 

recebendo 1,5% do peso vivo de ração comercial® (FORT OVINOS 16, FORTSAL®) 69 

para ovinos, contendo 16% de  proteína bruta e 72% de NDT. 70 

 As borregas do P e PS foram mantidas a pasto em módulo de rotacionado, 71 

totalizando área 0,8 hectares, subdivididos em 4 piquetes de aproximadamente 200 m2, 72 

onde permaneceram por 9 dias em cada piquete com período de descanso do capim de 73 

27 dias13. 74 
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 As borregas do C (n=9) ficaram confinadas durante todo o período 75 

experimental, recebendo dieta total, na proporção volumoso/concentrado de 20:80, em 76 

cocho individual, com acesso a água e sal mineral (quelatado) ad libitum. O volumoso 77 

utilizado foi feno de Tifton e o concentrado a ração comercial citada acima, contendo 78 

16% de PB e 72% de NDT, visando ganho de peso diário de 200g/dia9. 79 

Inicialmente as borregas receberam 1,5% do peso vivo da dieta total (feno + 80 

ração), sendo esta porcentagem aumentada até atingir em média de 4,5 a 5% do peso 81 

vivo, conforme leitura de cocho14,15. As borregas dos grupos PS e C foram alimentadas, 82 

duas vezes ao dia, às oito horas da manhã e 4 horas da tarde, durante o experimento e 83 

foram pesadas a cada quinze dias para ajuste da dieta em função do peso vivo. 84 

 85 

Metodologia de abate 86 

Ao atingirem o peso médio de 37,26±3,25 kg/PV, as borregas permaneceram 87 

18 horas em jejum alimentar com dieta hídrica. O abate ocorreu em frigorífico 88 

comercial. A tabela 1 mostra a ordem de abate das borregas de acordo com a sequencia 89 

em que foram atingindo o peso pré-estipulado. 90 

Tabela 1. Ordem, data, quantidade e grupo pertencente das borregas abatidas e peso 91 

médio por abate dos grupos. 92 

Ordem 
dos 

abates 

Dias de 
abates P (pasto) PS (pasto + 

suplemento) 
C 

(confinamento) 

Peso médio 
por abate 

1º abate 27/09/2018 01 01 04 42,18±2,01 
2º abate 11/10/2018 - 02 04 38,81±2,5 
3º abate 29/10/2018 01 03 01 35,4±1,0 
4º abate 06/12/2018 03 01 - 34,02±1,4 
5º abate 10/12/2018 02 01 - 35,9±0,5 

 93 

Todas as borregas foram sincronizadas e os abates ocorreram durante a 94 

primavera brasileira.  95 
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Imediatamente após o abate, foram colhidas amostras do músculo Longissimus 96 

lumborum para que ocorresse a devida preservação do Rna. 97 

 As carcaças foram resfriadas por 24 horas em câmara frigorífica com 98 

temperatura de 0 – 1 ºC. O músculo Longissimus lumborum, entre a 12ª e a 13ª vértebra 99 

torácica foi removido e separado em pequenas porções e congelados para análise 100 

posterior.16 101 

Análises físico-químicas da carne  102 

Foram realizadas análises centesimais do músculo (umidade, proteína bruta, 103 

extrato etéreo e matéria mineral)17. 104 

Já o pH da carne foi determinado por um peagâmetro portátil com eletrodo de 105 

penetração (Hanna Instruments, Brasil), a 1 cm de profundidade no músculo da fatia18. 106 

O índice de oxidação lipídica foi feito pelo teste do T’bars, com a leitura em 107 

espectrofotômetro a 538 nm19. A taxa de marmoreio foi avaliada subjetivamente 108 

utilizando padrões fotográficos, onde foram classificadas com notas de 1 a 10 (1 = 109 

traços de marmoreio e 10 = marmoreio abundante)20. 110 

O preparo das amostras para a avaliação da força de cisalhamento foi realizado 111 

em forno elétrico pré-aquecido a 180 °C. Os bifes foram assados até atingirem 71 °C 112 

internamente19. Para a obtenção das amostras foi utilizado um amostrador cilíndrico.  113 

Foram utilizadas três amostras por animal e de cada amostra foram retiradas 114 

duas sub-amostras de aproximadamente 1,25 cm de espessura e cada sub-amostra foi 115 

cisalhada uma única vez, totalizando seis leituras por animal21. A força de cisalhamento 116 

foi objetivamente medida por meio da utilização de um texturômetro CT3 texture 117 

Analyser Brookfield® (Brookfield engineering, Middleboro, MA) com lamina Warner-118 

Bratzler de 3mm de espessura22. 119 

 120 
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Expressão gênica 121 

 Durante o abate foram colhidas amostras do músculo Longissimus lumborum 122 

para a extração de RNA para a análise da expressão gênica. As amostras de músculo 123 

foram colhidas e depositadas em nitrogênio líquido (-196oC) e armazenados em freezer 124 

-80°C até a realização da RT-qPCR. Esses fragmentos (~40 mg) foram triturados em 125 

homogeneizador de tecidos e submetidos ao protocolo de extração do TRIzol® (Thermo 126 

Fisher Scientific®) de extração total.  127 

A concentração do RNA total recuperado e a razão 260/280 foram mensuradas 128 

por NanoDrop® Thermo Fisher Scientfic, Brasil. Todas as amostras de RNA total 129 

foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao RT-qPCR, conforme as 130 

instruções do protocolo DNAse I – Amplification Grade (Invitrogen®).  131 

A transcrição reversa foi realizada utilizando o protocolo da High Capacity 132 

(Applied BiosystemsTM, Termo Fisher Scientific, Brasil), seguindo protocolo do 133 

fabricante. A qPCR foi realizada para a análise quantitativa da expressão gênica 134 

relativa. Os ensaios com os “primers” e as sondas para os genes-alvo que são 135 

correlacionados com qualidade da carne foram: CASP3 (Oa0481763_m1), CAPN1 136 

(Oa04658113_g1), CAPN2 (Oa04659692_m1) e CAST (Oa0456608_m1). Como 137 

controle interno das reações de qPCR em tempo real foram utilizados 3 genes 138 

endógenos: B2M (Oa04818291_m1), HMBS (Oa04838105_g1) e TBP 139 

(Oa04666642_m1).  140 

Para a normalização dos dados se utilizou a combinação de HMBS e B2M, que 141 

se mostrou mais estável pelo programa NormFinder software® (MOMA, Dinamarca), 142 

com a finalidade de normalizar os resultados obtidos para o gene-alvo. Os “primers” 143 

para os genes endógenos e alvos e suas respectivas sondas foram obtidos a partir de 144 

ensaios TaqMan® (AppliedBiosystems®, Foster, USA), já padronizados. 145 
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 146 

Análises estatísticas 147 

O experimento inicial foi composto de 3 tratamentos, inteiramente casualizado, 148 

com 8 repetições. Para o peso inicial, ganho médio diário, peso de abate, análise 149 

centesimal (umidade, PB, MM e EE), pH, marmoreio, força de cisalhamento e oxidação 150 

lipídica, a homogeneidade das variâncias foi testada pelo teste de Bartlett (p > 0,05) e a 151 

normalidade dos resíduos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram 152 

submetidos à análise de variância e quando significativos submetidos ao teste de Tukey, 153 

á nível de 5%. Todas as avaliações estatísticas foram executadas com auxílio do 154 

Software Rstudio.  155 

As qPCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressão foi 156 

determinada pela quantificação em relação ao gene endógeno. Para quantificação 157 

relativa das amplificações foi empregado o método de Pfaffl23. Os dados de expressão 158 

gênica foram analisados quanto ao suposto de normalidade Shapiro-Wilk e então foram 159 

submetidos ao teste de análise de variância (ANOVA). Diferenças significativas foram 160 

consideradas com p < 0,05. 161 

Resultados  162 

O GMD foi maior no grupo C (p < 0,05) e menor nos animais do grupo PS e 163 

grupo P sucessivamente. O menor ganho de peso dos grupos PS e P se deu em 164 

consequência desses grupos terem grande infestação parasitária durante o experimento e 165 

o grupo C ter 140% das suas exigências nutricionais atendidas. 166 

Consequentemente, houve diferença no ganho de peso total (p < 0,05) com o 167 

aumento do concentrado, de acordo com os planos nutricionais (Tabela 2). 168 

Os valores encontrados na análise centesimal da carne de borregas criadas em 169 

diferentes planos alimentares, não apresentaram diferença estatística entre os 170 
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tratamentos para a maioria das variáveis com exceção EE, que apresentou um aumento 171 

linear ao ser adicionado concentrado na dieta dos animais (Tabela 2). 172 

Tabela 2. Peso vivo inicial, ganho de médio diário, valores médios (%) para umidade, 173 

PB, MM e EE da carne de borregas, em três grupos com diferentes sistemas de 174 

alimentação. 175 

Variáveis (%) TRATAMENTOS Média Erro padrão Valor de P P PS C 
PVI 22,24 22,56 20,14 21,64 1,264 0.4611 
GMD 0,0539c 0,178b 0,222a 0,151 0,0083 2.1231 
Umidade 71,76 71,57 68,93 70,91 0,71 0,2328 
PB 23,74 23,20 23,52 23,50 0,58 0,9345 
MM 1,25 1,03 1,18 1,16 0,04 0,1309 
EE 1,77a 3,56b 5,10c 3,29 0,39 <0,001 
P = pasto / PS = pasto e suplemento / C = confinamento / PVI = peso vivo inicial / GMD = 176 

ganho médio diário / PB = proteína bruta / MM = matéria mineral / EE = extrato etéreo. 177 

Na avaliação qualitativa não houve diferença significativa para as variáveis pH 178 

e marmoreio (p > 0,05) (Tabela 3). 179 

Tabela 3. Avaliação de pH e marmoreio da carne de borregas, em três grupos com 180 

diferentes sistemas de alimentação. 181 

Variáveis TRATAMENTOS Média Erro Padrão Valor de P P OS C 
pH 5,62 5,47 5,54 5,54 0,03 > 0,05 
Marmoreio 1 1 1 1 0 > 0,05 
Marmoreio – 1 (traços de marmoreio) a 10 (marmoreio abundante) 182 

P = pasto / PS = pasto e suplemento / C = confinamento 183 

O pH manteve-se dentro do padrão esperado para a carne de ovinos sendo que 184 

não houve diferença significativa entre os tratamentos, obtendo valor médio de 5,54. 185 

O marmoreio não apresentou diferença entre os tratamentos (p > 0,05), estando 186 

todos com traços de marmoreio.  187 

Houve diferença estatística entre os tratamentos para a variável oxidação 188 

lipídica onde o grupo P diferiu dos demais tratamentos tendo média de 1,1998 mg TMP/ 189 

kg de carne (Figura 1). 190 
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Figura 1. Oxidação lipídica na carne de borregas alimentadas com diferentes sistemas 192 

nutricionais: P (pasto, no qual as borregas receberam entre 70 a 80% da exigência 193 

nutricional9, n=7); PS (pasto e suplementação, no qual as fêmeas receberam de 100 a 194 

110% da exigência nutricional9, n=8); e C (confinamento, em que as borregas foram 195 

alimentadas em cocho individual, fornecido 140% da exigência nutricional9, n=9). 196 

Para a força de cisalhamento houve diferença significativa entre os três 197 

tratamentos, sendo que o grupo C apresentou valor de 27,06 N, seguido do grupo o PS 198 

(31,28 N) mostraram menor N do que o tratamento P (50,40 N) (Figura 2).  199 

Figura 2. Força de cisalhamento na carne de borregas alimentadas com diferentes 201 

sistemas nutricionais: P (pasto, no qual as borregas receberam entre 70 a 80% da 202 

exigência nutricional9, n=7); PS (pasto e suplementação, no qual as fêmeas receberam 203 
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de 100 a 110% da exigência nutricional9, n=8); e C (confinamento, em que as borregas 204 

foram alimentadas em cocho individual, fornecido 140% da exigência nutricional9, 205 

n=9). 206 

Com os resultados devidamente corrigidos para eficiência, não houve diferença 207 

estatística para nenhum dos genes avaliados na análise de expressão gênica relativa 208 

(P>0,05) (Figura 3 – A, B, C e D). 209 

 211 

 213 

Figura 3. Expressão gênica relativa dos genes CASP3 (A), CAPN1 (B), CAPN2 (C) e 214 

CAST (D) avaliada no músculo Longissimus lumborum de borregas, utilizando a média 215 

dos endógenos HMBS e B2M como normalizadores da reação, em três grupos 216 

terminados com diferentes sistemas de alimentação: P (pasto, no qual as borregas 217 
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receberam entre 70 a 80% da exigência nutricional9); PS (pasto e suplementação, no 218 

qual as fêmeas receberam de 100 a 110% da exigência nutricional9); e C (confinamento, 219 

em que as borregas foram alimentadas em cocho individual, sendo fornecido 140% da 220 

exigência nutricional9). 221 

 222 

Discussão 223 

É importante destacar que criar animais exclusivamente com alimentação 224 

oriunda de pastejo não é suficiente para o atendimento das demandas de produção, 225 

principalmente de animais geneticamente mais produtivos, havendo necessidade de 226 

buscar alternativas que contornem o problema, tais como suplementação dos animais 24. 227 

As ovelhas terminadas em confinamento atingiram em menor tempo a 228 

condição de abate, devido ao aporte nutricional que esse sistema proporciona e 229 

provavelmente também está relacionado aos ganhos médios diários 25. 230 

Em um estudo sobre o crescimento e a taxa de infestação parasitológica na 231 

terminação de cordeiros com e sem suplementação na fase de cria, confinados ou 232 

semiconfinados em Brachiaria brizantha, mostrou que como esperado, os animais 233 

confinados permaneceram com níveis de OPG baixos até o final, e os semiconfinados 234 

mostraram aumento na infecção, mas sem necessidade de tratamentos anti-helmínticos e 235 

sem prejuízos no seu desempenho 26. 236 

O que não aconteceu neste experimento, que, mesmo o pastejo sendo 237 

rotacionado, a baixa qualidade das pastagens, fez com que a contaminação helmintica 238 

provocasse maior sensibilidade aos animais, o que aliado ao aporte nutricional baixo, 239 

provocou menores ganhos, chegando a levar uma borrega a óbito durante ao final do 240 

experimento.  241 
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Ovinos alimentados com dietas mais energéticas tem aumento nos valores de 242 

extrato etéreo na carne, pois cordeiros alimentados com diferentes volumosos obtiveram 243 

aumento linear no extrato etéreo da carne de acordo se elevava a gordura do volumoso 244 

utilizado na dieta27. Comparando animais confinados e a pasto observaram maiores 245 

valores de lipídios na carne dos animais confinados, corroborando com o presente 246 

estudo28. 247 

A composição centesimal média da carne ovina é de 75% de umidade, 19% de 248 

proteína, 4% de gordura e 1,1% de matéria mineral, sendo influenciada em grande parte 249 

pela alimentação e terminação dos animais29. 250 

Para a carne ovina espera-se pH final entre 5,5 e 5,8, sendo esta medida 251 

importante para a qualidade da carne, principalmente a maciez, pois está relacionado 252 

com a transformação do músculo em carne, pela degradação enzimática que ocorre na 253 

estrutura miofibrilar do músculo30. Os valores de pH encontrados corroboram com 254 

dados recentes para a carne de cordeiras e borregas e demonstra que o abate foi 255 

realizado dentro das normas de bem-estar animal, permitindo o correto rigor-mortis31. 256 

O resultado para o marmoreio pode estar relacionado com a idade de abate, 257 

pois o tecido adiposo, responsável pelo marmoreio, é o último dos tecidos a ser 258 

depositado32. Sabe-se também que a gordura se deposita primeiro ao redor do rim e 259 

intestinos, depois subcutaneamente e, finalmente, como gordura inter e intramuscular, 260 

portanto, é difícil produzir carcaças contendo grande quantidade de gordura 261 

intramuscular e pequenas quantidades de outras gorduras. Deve ser lembrado que o grau 262 

de marmoreio está fortemente correlacionado com o conteúdo geral de gordura na 263 

carcaça33. 264 

As médias de oxidação lipídica observadas na carne dos animais do tratamento 265 

P (1,19mg de malonaldeído kg-1) apresentaram medias dentro do desejado, pois valores 266 
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abaixo de 1,59mg de malonaldeído kg-1 são considerados aceitáveis e sem prejuízos ao 267 

consumidor34. Já os tratamentos PS e C apresentaram médias acima do desejado isso 268 

pode estar relacionado com a dieta dos animais.  269 

O pasto possui antioxidantes naturais, sendo que animais que tem dieta 270 

exclusiva em pastagem apresentam mais vitamina E na carne35. Em carne de bovinos 271 

em sistema a pasto, pasto com suplementação e confinamento, outros autores também 272 

encontraram menores valores de oxidação lipídica para aos animais terminados a pasto 273 

(a pasto 0,09 mg TMP/ kg e confinados 0,28 mg TMP/ kg), pois animais que tem dieta 274 

exclusiva em pastagem apresentam mais vitamina E na carne36,37. 275 

A diferença significativa na FC pode ser explicada fisiologicamente pelo fato 276 

dos animais a pasto se movimentarem mais em busca do alimento, consequentemente se 277 

exercitando mais, produzem mais colágeno. E o aumento do colágeno e de sua 278 

resistência é responsável pelo aumento da dureza da carne38. Mesmo com valores mais 279 

altos a carne do tratamento P é considerada macia39, enquanto as carnes dos tratamentos 280 

PS e C são consideradas muito macias. Valores próximos foram encontrados na 281 

literatura para cordeiras e borregas variando de 34,9N a 57,8N 31,40. 282 

Mesmo que a FC na carne do grupo PS não tenha sido menor que o grupo C, 283 

sua carne é considerada muito macia, pleiteando a criação a pasto com suplemento a 284 

melhor alternativa, como em pesquisa utilizando pasto com suplemento e confinamento 285 

em cordeiros que obtiveram diferença no ganho de peso e resultados semelhantes nas 286 

características de carcaça, por exemplo a textura, respectivamente, foi 3,0 e 3,73 (pela 287 

granulometria das fibras musculares, onde 1 – muito grosseira e 5 – muito fina) 41. 288 

Embora a CASP3 não seja uma cisteína-protease dependente de cálcio, o uso 289 

de Ca++ leva a maior atividade da caspase 3, mas ainda é necessário para entender a 290 
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verdadeira relação entre o sistema proteolítico calpaína - calpastatina e caspase 3, e no 291 

presente estudo não foi utilizado nenhum tipo de suplemento mineral especial42. 292 

Porém é responsável pela fase de execução da apoptose celular, as principais 293 

enzimas ativadas neste processo são as calpaínas, o que justifica a pesquisa dessa 294 

variável43. Na avaliação da maciez da carne de vacas descarte, não houve associação da 295 

força de cisalhamento com a atividade da caspase 3 e apesar de estar relacionada ao 296 

fenótipo, não está envolvida no processo de amaciamento postmortem44.  297 

Em bovinos de corte, houve diferença estatística em relação à expressão gênica 298 

relativa das calpaínas entre raças distintas que são alimentadas com duas fontes 299 

nutricionais, sendo elas Nelores e Angus que tem maior abundância de RNA do que o 300 

Nelore. Também não foram relatadas diferenças na expressão desse gene na mesma 301 

raça45. 302 

Na comparação de raças distintas, 54% das variações na maciez da carne se 303 

deve às variações ambientais, enquanto os outros 46% estão associados à genética. 304 

Dependendo da raça bovina, há mais genes que se relacionam com as calpaínas, 305 

potencializando sua ação, o que é uma sugestão de que ocorra em outras espécies de 306 

animais de produção, principalmente nos ruminantes43. 307 

Em outra pesquisa utilizando cabras de diferentes idades, houve a expressão do 308 

gene CAPN2 na carne de cabras pós-púberes quando comparadas com a carne de cabras 309 

mais jovens. Já o gene CAPN1, a expressão foi semelhante entre os grupos 310 

experimentais de cabras recém-desmamadas e cabras pós-púberes. Os autores sugerem 311 

que animais jovens têm uma menor taxa de proteólise, de acordo com sua maior taxa de 312 

crescimento46. 313 

Em bovinos Braford terminados com diferentes planos nutricionais, pasto e 314 

pasto com silagem de milho a 1% PV/dia, houve diferença significativa para a 315 
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abundancia de RNA do gene CAPN1 em diferentes músculos analisados de acordo com 316 

a alimentação fornecida aos animais, havendo expressão no Longissimus dorsi dos 317 

animais suplementados. Não houve diferença para o gene CAPN2 no mesmo estudo47. 318 

Cordeiras com 5 meses de idade, alimentadas por dois dias a pasto e 319 

posteriormente divididas em 4 protocolos de jejum antes do abate, controle (zero dias), 320 

1, 3 e 7 dias, observou-se correlação significativa entre a maciez de diferentes músculos 321 

e abundância de RNA apenas no músculo Longissimos dorsi, que também apresentou 322 

atividade significativa de μ-calpaína e de m-calpaína nas miofibrilas. A suposição geral 323 

foi que aumentou a ação da calpaína e diminuiu da calpastatina, resultando em uma 324 

maior maciez na carne dos animais dos grupos de jejum de 1 e 3 dias48. 325 

Com a expressão das calpaínas em todas as amostras, pode-se afirmar que a 326 

criação PS é a mais indicada ao produtor, de acordo com um estudo onde os cordeiros 327 

terminados em pasto com suplemento, não gerou prejuízo, o que indica necessidade de 328 

elevada eficiência no uso dos recursos na criação de ovinos. O sistema de confinamento 329 

para terminação dos cordeiros apresentou alto custo de produção, por isso, é 330 

economicamente inviável49. 331 

A maior proporção de genes zebuínos em novilhos afetou significativamente a 332 

atividade de calpastatina no 1o dia post mortem no músculo Longissimus dorsi, sendo 333 

superior (p < 0,05) à de bovinos europeus. Não se detectou diferença na atividade de 334 

calpastatina entre três grupos genéticos após 10 dias de maturação, mas pode-se notar 335 

uma tendência de aumento com a maior participação do genótipo Bos indicus 50. 336 

Houve maior expressão do gene CAST nas amostras de músculo de cordeiros 337 

Santa Inês quando comparados com a carne de cordeiros mestiços White Dorper x Santa 338 

Inês e Dorper x Santa Inês. Os autores sugerem que a expressão desse gene na raça 339 

Santa Inês leva a uma maior produção da enzima calpastatina e consequente inibição da 340 
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calpaína, resultando em uma carne menos macia para esta raça. No mesmo estudo, foi 341 

encontrado FC maior na carne dos animais da raça Santa Inês indicando que a carne 342 

desta raça era menos macia em relação aos demais grupos genéticos estudados 51. 343 

Também não foi encontrado efeito da expressão sobre a FC, tanto em bovinos 344 

Angus quanto em ovinos Dorset Down, em que não houve diferença estatística na 345 

expressão do gene CAST, porém houve diferença da atuação da enzima calpastatina em 346 

fases distintas da maturação da carne, que são ocorrências diferentes, justificando o 347 

resultado comparativo desta variável com a FC 52. 348 

 349 

Conclusões 350 

Os animais confinados têm maior ganho peso médio diário e menor tempo de 351 

abate, quando comparados com animais criados exclusivamente a pasto e pasto com 352 

suplemento.  353 

Há aumento do extrato etéreo na carne dos animais confinados, pois o maior 354 

aporte energético na nutrição aumenta esta variável.  355 

Os animais mantidos somente a pasto têm menor oxidação lipídica na carne 356 

que os outros tratamentos por conta da maior ingestão da vitamina E proveniente das 357 

pastagens.  358 

A força de cisalhamento é consideravelmente maior na carne dos animais 359 

mantidos somente a pasto, porém ainda é considerada macia. 360 

A nutrição das borregas não interfere na expressão gênica de CASP3, CAPN1, 361 

CAPN2 e CAST. 362 

Sugere-se mais pesquisas entre raças distintas de ovinos e tempos mais longos 363 

de experimento. 364 

 365 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO CEUA 
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ANEXO B – NORMAS DA REVISTA SEMINA (QUALIS CAPES B1, FATOR 
DE IMPACTO 0,564) 
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ANEXO C – NORMAS DA REVISTA JOURNAL OF THE SCIENCE OF FOOD 
AND AGRICULTURA (QUALIS CAPES A2, FATOR DE IMPACTO 2.240) 
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