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RESUMO

A ractopamina (RAC) é um agonista B-adrenérgico utilizado na dieta
animal como agente repartidor de nutrientes. Contudo, poucos estudos abordam
o funcionamento bioquimico envolvido na ativacao de receptores B-adrenérgicos
e sua relagdo com o estresse € o comportamento animal. Assim, este estudo
objetivou verificar o efeito da RAC sobre o metabolismo, desempenho,
composic¢do corporal e comportamento em modelo experimental de ratos Wistar
tratados com RAC e submetidos a estresse. Os ratos foram distribuidos em 15
grupos experimentais (n=5). A dose oral de 5 ppm de RAC foi fornecida por
periodos de 07, 14, 21 e 28 dias. Protocolos de estresse por imobilizagdo aguda
(1 hora por 1 tnico dia) e cronica (1 hora por dia /5 vezes por semana/ 40 dias)
foram realizados. Os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado (TLCE) para avaliagdo comportamental. Niveis de corticosterona e
insulina foram determinados por ELISA. Niveis de colesterol total e fracdes,
triacilglicerol, glicemia e caracteristicas da carcacga e visceras foram avaliados. A
determinacdo de proteinas transportadoras de glicose dependentes de insulina
(GLUT-4) foi realizada pelo método de Western Blot nos adipocitos
epididimarios. O delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3x5 foi instituido. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia, e
quando necessario, a comparacao de médias pelos Testes SNK e Regressao. Para
as variaveis relacionadas ao comportamento optou-se pelas Andlises de
Deviance considerando o Modelo Linear Generalizado. Os periodos de RAC
associados ao estresse cronico elevaram de forma periodo-dependente a
expressdo da proteina GLUT- 4 no tecido adiposo. Adicionalmente, os periodos
de RAC combinados ao estresse elevaram a explora¢do no labirinto de forma
periodo-dependente, efeito antagonico aquele verificado pela RAC fornecida aos
animais ndo estressados. O estresse (cronico e agudo) reduziu a atividade
locomotora no labirinto. O estresse agudo reduziu o aporte sanguineo para
algumas visceras e elevou o nivel do horménio corticosterona. O estresse
cronico, por sua vez, reduziu o ganho de peso dos animais. Porém, os
parametros sanguineos: insulina, glicose, triacilglicerois, colesterol total e
fragdes HDL e VLDL+LDL ndo foram afetados pelos niveis de estresse € nem
pelo fornecimento de RAC. A baixa dose de 5 ppm de RAC via oral, apesar de
suficiente para suinos, provocou efeitos menos pronunciados em ratos,
sugerindo uma metabolizacdo de primeira passagem no figado dessa espécie.
Mesmo nessa dosagem, a RAC potencializou os efeitos do estresse em ratos.
Assim, ao extrapolar tais achados os para animais de produgdo, sugere-se que o
estresse pode influenciar negativamente os possiveis efeitos beneficios da RAC.

Palavras-chave: Agonista B-adrenérgico. Desempenho. Metabolismo. Teste do
Labirinto em cruz elevado.



ABSTRACT

Ractopamine (RAC) is a B-adrenergic agonist used in animal diet as a
nutrient repartitioning agent. However, few studies have detailed the
biochemical profile involved in the activation of f-adrenergic receptors and their
relationship to stress and animal behavior. Thus, this study aimed at evaluating
the effect of RAC on metabolism, performance, body composition and behavior
using an experimental model in Wistar rats treated with RAC and submitted to
stress. The rats were divided into 15 experimental groups with five replicates.
The oral dose of 5 ppm of RAC was provided in periods of 07, 14, 21 and 28
days. Protocols for acute (1 hour in a single day) and chronic (one hour per day /
5 times a week / 40 days) restrain stress were performed. The animals were
tested on the elevated plus-maze test (EPMT) for behavioral assessment. Insulin
and corticosterone levels were determined by ELISA. Total and fraction
cholesterol, triglycerides and glucose levels and characteristics of carcass and
viscera were evaluated. The determination of insulin dependent glucose
transporters (GLUT4) were analyzed by Western Blot epididymal adipocytes. A
completely randomized design (CRD) in a factorial 3x5 was employed. The data
were submitted to ANOVA and, when necessary, the comparison of means was
made by SNK and Regression models. The analysis of the behavior-related
variables was done using the Generalized Linear Deviance Model. RAC periods
associated with the chronic stress increased, in a time-dependent manner, the
protein expression GLUT-4 in adipose tissue. Additionally, periods of stress
combined with RAC increased exploration in the maze in a time-dependent
manner. An opposite effect was found when RAC was provided to non-stressed
animals. Chronic and acute stress reduced locomotive activity in the maze.
Acute stress reduced blood supply to certain organs and raised the level of
corticosterone. The chronic stress, in turn, reduced weight gain of the animals.
However, blood parameters: insulin, glucose, triglycerides, total cholesterol and
HDL and VLDL + LDL levels were not affected by stress or by supply of RAC.
The low oral dose of 5 ppm of RAC, although sufficient for swine, caused less
pronounced effects in rats, suggesting first pass metabolism in the liver of this
specie. Even at this dosage, the RAC potentiated the effects of stress in rats.
Thus, in extrapolating these findings to animal production, it is suggested that
stress may act as a detrimental factor against the possible benefits offered by
RAC.

Keywords: B-adrenergic agonist. Performance. Metabolism. Elevated Plus-
Maze Tests.
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1 INTRODUCAO

Os agonistas B-adrenérgicos (ABAs) tém sido empregados usualmente
em terapéutica humana e veterinaria como broncodilatadores ou como
tocoliticos. Entretanto, mais recentemente, eles t€m sido empregados como
potentes agentes de incremento de massa protéica (incremento de massa magra)
e redutores do tecido adiposo corporal.

A utilizagdo de ABAs na produgéo animal ¢ de interesse para produtores
e consumidores de carne. Especialmente na producdo de carne suina (onde esta
pratica ¢ extensamente difundida), a gera¢do de protocolos seguros no emprego
de agentes de particdo confere efeitos ambientais benéficos (SUTTON et al.,
2001), diminuindo a quantidade de animais abatidos e consequentemente a
polui¢do gerada por eles. Entre os ABAs, destacam-se o clembuterol, salbutamol
e, em especial, a ractopamina (RAC). Devido a sua menor toxicidade, baixa
fixagdo as proteinas plasmaticas e facilidade de biotransformagdo, esta
substancia desponta de forma factivel para uso como modificador de carcaca
pelo efeito repartidor de nutrientes (SMITH, 1998).

Nas ultimas décadas houve um grande avango de pesquisas na area e
uma rapida expansdo da RAC no mercado. No entanto, observam-se
divergéncias entre os paises quanto a legislacdo relacionada a sua utilizag@o.
Paises pertencentes a Unido Européia ndo permitem a utilizacdo de substancias
como promotores de crescimento (Directiva 96/22/CE) (SERRATOSA et al.,
2006), porém outros, como Estados Unidos e Brasil, aprovam seu uso para
finalidades zootécnicas em suinos (BRASIL, 2008; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2012).

Agentes como a RAC realizam seus efeitos por meio da ligacdo em
receptores [P-adrenérgicos e consequente ativacdo de adenilatociclase e

proteinaquinase A. Este mecanismo ¢é idéntico ao incitado pelos agonistas
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endégenos; adrenalina e noradrenalina. Porém, a exposi¢do prolongada das
c€lulas a esses agonistas sintéticos pode gerar down-regulation desses receptores
(LIU et al., 1994), mecanismo pelo qual a intensidade da resposta mediada se
reduz. Desta forma, situagdes de estresse podem interferir na farmacodinamica
da RAC. Adicionalmente, animais de abate estdo constantemente submetidos a
estresse de confinamento, manejo e transporte (MARCHANT-FORDE et al.,
2003) o que torna os resultados do presente estudo importantes do ponto de vista
da produ¢do animal moderna.

Os efeitos da RAC no metabolismo lipidico e especialmente seus
mecanismos de agdo ainda sdo controversos na literatura. A reducdo da
deposi¢do de tecido adiposo na carcaga de suinos alimentados com dietas
contendo RAC ja foi relatada (MIMBS et al., 2005; SEE; ARMSTRONG;
WELDON, 2004; UTTARO et al.,, 1993), sugerindo a ativacdo de duas
provaveis vias metabolicas: redugdo da lipogénese e/ou o aumento da lipolise.
Nao existe atualmente um consenso a respeito destes mecanismos, de modo que
alguns trabalhos in vitro mostram que a diminui¢@o do tecido adiposo na carcaca
dos animais ocorre por aumento da lipolise (LIU; BOYER; MILLS, 1989),
enquanto outros sugerem ser a diminuigdo da lipogénese (MILLS et al., 1990).
Adicionalmente, foi demonstrado que adipdcitos isolados de ratos Sprague-
Dawley estimulados pela RAC apresentaram tanto aumento da lipolise quanto
inibi¢do da lipogénese, processos estes que ocorreram de forma eficiente e com
poténcias equivalentes (HAUSMANN et al., 1989).

As informagdes a respeito do potencial do uso da RAC sobre os
parametros metabodlicos sdo ressaltados na maioria dos experimentos, sendo
ainda escassas na literatura as informagdes sobre o comportamento. Um estudo
em suinos demonstrou que animais tratados com RAC permaneceram mais
ativos, ficaram menos tempo deitados, frequentaram por maior periodo os

alimentadores e apresentaram maior dificuldade de manejo (MARCHANT-
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FORDE et al., 2003). Desta forma, modelos experimentais podem contribuir na
avaliag@o fisioldgica, molecular e comportamental em animais de laboratorio,
produzindo conhecimentos que poderdo futuramente ser extrapolados na

producdo animal para comerciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal da autora com esse trabalho foi verificar o efeito da
RAC sobre o metabolismo, desempenho, composi¢ao corporal € comportamento
de ratos submetidos a diferentes tipos de estresse por imobilizacdo aguda e
cronica. Assim, pretendeu-se aprimorar o periodo de adicdo de RAC na ragéo
para obtencdo de um melhor efeito dose-resposta nos animais sujeitos a estresse.
A hipotese levantada foi a de que o estresse interfere diretamente na
farmacodindmica da RAC, uma vez que niveis aumentados de catecolaminas
endogenas — adrenalina e noradrenalina — podem interferir na regulacdo de
receptores B disponiveis. Baseados nestes pressupostos, periodos crescentes de
administracio de RAC foram testados de forma a se avaliar pardmetros

metabolicos e comportamentais.

2.2 Obijetivos especificos

Verificar se o estresse (agudo ou cronico) afeta o desempenho (consumo
e ganho de peso), as caracteristicas de carcaca (peso, proteina bruta e extrato
etéreo e pesos de algumas fragdes musculares), os pesos de visceras, os
pardmetros sanguineos bioquimicos (glicose, triacilglicerol, colesterol total e
fragdes High Density Lipoprotein — HDL, Low Density Lipoprotein e Very Low
Density Lipoprotein - LDL + VLDL), parimetros sanguineos hormonais
(insulina e corticosterona) e o comportamento (Teste do Labirinto em Cruz

Elevado) de animais tratados com RAC. Desta forma, por meio de todos os



17

pardmetros analisados, pretendeu-se verificar a influéncia do estresse na resposta

metabolica de ratos tratados com RAC.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As exigéncias do mercado consumidor quanto a qualidade dos alimentos
vém crescendo a cada ano. A preocupacao com a saiude e a busca por alimentos
com melhores aspectos sensoriais incentivam ndo s6 o melhoramento genético
dos produtos, mas também, os recursos tecnoldgicos neles utilizados. Nesse
cenario, a RAC representa um recurso nutricional de grande importancia,
objetivando a otimizacdo da produgdo de carne, principalmente suina (BRIDI et
al., 2000).

Esse agonista tem acdes sobre o metabolismo animal, sendo capaz de
melhorar indices de desempenho e caracteristicas da carcaga. As alteragdes
zootécnicas observadas sdo realizadas por meio de um redirecionamento de
nutrientes para algumas determinadas caracteristicas. Dessa forma, observa-se
um aumento de ganho de peso e retencdo de proteina na carcaga, sem, no
entanto, alteracdes no consumo alimentar de suinos que receberam a RAC na
dieta (ARMSTRONG et al., 2005; DUNSHEA et al., 1993). Adicionalmente,
esses animais podem apresentar reducdes no tecido adiposo e acréscimos
principalmente relacionados a musculatura de areas nobres (ADEOLA et al.,
1990; GU et al., 1991; HALSEY et al., 2011). Com relagdo a outras espécies,
principalmente bovinos, existem algumas limitagdes no uso desse agonista. As
diferencas de maciez entre as areas musculares mais € menos nobres nessa
espécie podem ser influenciadas por meio das acdes da RAC na carcaga,
aumentando, por exemplo, a forca de cisalhamento de algumas porcdes
musculares (BOLER et al., 2012).

Apesar da ampla utilizagdo da RAC em animais de produgao, estudos
com promotores de crescimento em modelos experimentais tém contribuido para
a determinacdo de protocolos farmacoldgicos mais precisos e adequados,

levando em consideragdo sua farmacocinética e farmacodindmica (SMITH;
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PAULSON, 1994). Tais modelos, como os de ratos, podem simular mecanismos
fisiologicos e patoldgicos, sendo seus resultados extrapolados para outras
espécies. As vantagens de se utilizar os chamados modelos experimentais sdo
diversas, principalmente com relacdo as questdes econdmicas, temporais, fisicas
ou mesmo éticas. Quando comparados a outras espécies, ratos possuem menor
custo para sua aquisicdo e manutencdo, menor periodo de vida médio, alta taxa
reprodutiva, ciclos estrais e gestacionais reduzidos e menor demanda de espago
fisico para seus alojamentos e instalagdes. Além disso, algumas questdes éticas
muitas vezes impedem ou dificultam as pesquisas em outras espécies animais.
Assim, em muitas situagdes, os ratos podem ser modelos de eleicdo para varios
ensaios tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria (DAMATTA,

2010; FAGUNDES; TAHA, 2004).

3.1 Mecanismo de Ativacao dos Receptores B-Adrenérgicos

Um grande avango ja foi alcangado no entendimento dos mecanismos de
acdo dos repartidores de nutrientes. Tais compostos sdo capazes de interferir no
metabolismo animal a partir de uma resposta fisioldgica que ¢ produzida quando
um agonista B-adrenérgico (ABA) se liga a um receptor -adrenérgico (RBA).
Existe um consenso do mecanismo basico de funcionamento dos RBAs na
presenga de um agonista. Os ABAs sdao moléculas organicas que se ligam aos
receptores, mudando sua conformagdo e formando um complexo agonista-
receptor capaz de ativar a proteina Gs (proteina G estimulatoria) (RAPIEJKO et
al., 1986) (Figura 1). A subunidade o da proteina Gs por sua vez ativa a
Adenilato Ciclase, enzima que produz a Adenosina Monofosfato Ciclico
(AMPc), uma das principais moléculas sinalizadoras no meio intracelular. O
AMPc, entdo, se liga a subunidade regulatéria da Proteina Quinase A (PKA),
liberando sua subunidade catalitica, e esta é capaz de fosforilar um grande

numero de proteinas intracelulares. Algumas destas proteinas sdo enzimas que
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sdo ativadas quando fosforiladas (por exemplo: lipase hormoénio sensivel,
enzima limitante da degradacdo dos triacilgliceréis no tecido adiposo). A
proteina de ligacdo ao elemento de resposta do AMPc (CREB) ¢ fosforilada pela
PKA. Apos a fosforilagdo, a CREB se liga ao elemento de resposta do AMPc na
por¢do regulatéria de um gene e estimula sua transcri¢do. Dessa forma, uma
série de genes pode ser transcrita nas células dos mamiferos quando esta for
mediada pelos ABAs. Por outro lado, algumas enzimas podem ser inativadas
quando fosforiladas (por exemplo: a acetil-CoA carboxilase, enzima reguladora
da sintese de acidos graxos de cadeia longa), podendo causar efeitos adicionais
por esses agonistas (LIGGETT; RAYMOND, 1993; MERSMANN, 1989a;
STROSBERG, 1992).

Em quase todos os tipos celulares dos mamiferos existem RBAs, os
quais se encontram associados a membrana plasmatica. Estes receptores
possuem mais de 400 aminoacidos na estrutura primaria. Modelos propostos
para a estrutura dos receptores indicam a presenca de sete dominios
transmembrana de natureza hidrofobica, os quais sdo responsaveis por ancorar
os receptores na estrutura das membranas. Existem quatro segmentos do lado
extracelular (trés algcas conectam estas por¢des aos dominios transmembrana) e
quatro segmentos do lado intracelular (também conectados por trés algas aos
dominios transmembrana) (Figura 1).

O local de ligacao do agonista € no centro das sete algas transmembrana
e envolve os aminoacidos dos diversos outros dominios (OSTROWSKI et al.,
1992). O local de ligagdo a proteina Gs esta localizado nas algas dois, trés e
quatro da por¢do intracelular. Para evitar a ativagdo permanente do RBA, o
agonista pode ser removido por recaptagdo e metabolizado ou o receptor pode
ser inativado por diversos mecanismos, como fosforilagdo e dessensibilizagdo.
Depois da ligagdo com o agonista esse receptor pode ser fosforilado por uma

enzima quinase especifica, que se localiza na al¢a quatro intracelular. A PKA
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também pode fosforilar o receptor, inativando-o. Durante as condi¢des de
estimulacdo cronica desse receptor, a resposta pode ser reduzida por uma
diminuicdo na sua disponibilidade devido a remog¢do da membrana (HEIN;

KOBILKA, 1995; STROSBERG, 1993).

Megio Externo

nzima efetora
Interagdo Receptor-Proteina 6 Adenilato Ciclase

Meio Interno

Figura 1 Mecanismo de agdo de agonistas f-adrenérgicos (Ligante). Formacgdo do
complexo agonista receptor e ativagao da proteina G
Fonte: Universidade Federal de Lavras - UFLA (2011)

Alguns mecanismos menos diretos também podem contribuir para os
efeitos dos agonistas administrados aos animais. Por exemplo, um possivel
aumento no fluxo sanguineo ou no débito cardiaco. Um aumento desse fluxo
para determinadas regides, como a muscular, poderia resultar em um maior
afluxo de nutrientes melhorando as condi¢des para a hipertrofia muscular
(sintese proteica). Adicionalmente, um maior fluxo sanguineo para o tecido
adiposo poderia resultar em maior remogdo dos acidos graxos livres e com isso
estimular a lipdlise. Uma possivel explicacdo para esse aumento no fluxo

sanguineo ¢ a elevacdo na frequéncia cardiaca (MERSMANN, 1989a).
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Entretanto, no estudo de Catalano et al. (2012) a RAC nio foi capaz de alterar a
frequéncia cardiaca, os parametros cardiograficos ou a contagem de células
sanguineas, aumentando apenas as dimensdes ventriculares do coragdo na
espécie suina.

Outros efeitos dos ABAs ainda podem ser verificados por meio da
modulagdo da liberagdo de certas substancias endocrinas. Em suinos, observou-
se um aumento nos niveis plasmaticos de dcidos graxos ndo esterificados
(AGNE), glicerol e lactato (MERSMANN, 1989b). Em ovinos, apds duas horas
de ingestdo do agonista, foram verificados maiores concentragdes de insulina,
glicose, ¢ também de AGNE e glicerol (O’CONNOR et al., 1991). Estas
respostas agudas sugerem que ha uma estimulagdo direta da glicogenolise e
lip6lise, sendo esta, uma alteragdo caracteristica dos ABAs no metabolismo de
carboidratos e lipidios. Ainda, segundo Mersmann (1989b), os efeitos agudos
causados por ABAs no tecido adiposo podem ser por resposta direta devido a
ligacdo do agonista no receptor, combinada aos efeitos indiretos, como o
aumento do fluxo sanguineo nesse tecido. Segundo o autor, a administracdo
aguda de agonistas sintéticos em suinos estimula a liberacdo de catecolaminas
enddgenas, as quais poderiam mediar uma série de efeitos em varios 6rgaos.
Além das respostas agudas, efeitos cronicos também foram verificados na
utilizacdo de ABA. Dessa forma, a administragdo cronica de cimaterol, reduziu
as concentragdes de insulina e de tetraiodotironina (T4), sem maiores alteracdes
nas concentragdes de glicose e no Fator de Crescimento semelhante a insulina
Tipo 1 (IGF-I) na espécie ovina (O’CONNOR et al., 1991). Em suinos, a RAC
alterou os padrdes da glandula tireoide, promovendo uma reducdo do seu peso e
também dos niveis de triiodotironina (T3) circulantes (CATALANO et al.,
2012).

Os ABAs podem influenciar as taxas metabodlicas em varios tecidos,

podendo alterar as concentragdes de uma série de nutrientes no sangue. Tal fato
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sugere que os agonistas poderiam modificar o metabolismo basal e ainda que
esses mecanismos ocorram de forma integrada. Dessa maneira, as caracteristicas
farmacocinéticas (absor¢do, distribui¢do e eliminagdo) e farmacodinamicas
(interagdo com os receptores e mecanismo de acdo) sdo de grande importancia
para a eficiéncia dos ABAs. Na eleicdo desses farmacos, portanto, devem ser
considerados varios fatores como: dose, formulacdo, via de administracdo,
estabilidade na presenca de certos alimentos, espécie do animal, idade, sexo,

dentre outros (MERSMANN, 1998).

3.2 Subtipos dos Receptores B-Adrenérgicos

Os efeitos dos Agonistas [B-Adrenérgicos (ABAs) podem ser mais
pronunciados em algumas espécies do que em outras. Tais diferencas podem
estar relacionadas a capacidade do [-agonista em estimular os receptores nos
tecidos alvo de formas diferentes entre as espécies. Existem trés subtipos de
Receptores B-Adrenérgicos (RBAs): o B1, o B2 e o B3, além dos receptores a
(EMORINE et al., 1989; KIM et al.,, 1991); e estes estdo presentes em
praticamente todas as células dos mamiferos. Porém, para uma dada espécie,
pode haver variagdes na distribuicdo e na propor¢do dos subtipos entre os
diversos tecidos. Além disso, entre as diferentes espécies, os subtipos variam
quanto sua distribuicdo nos tecidos e sua sequéncia de aminoacidos. Dessa
forma, a multiplicidade de efeitos fisiologicos controlados por esses receptores
tornam os mecanismos dos diferentes ABAs, bastante complexos e dificeis de
serem compreendidos (MERSMANN, 1998).

A existéncia de diferentes tipos de B-receptores e a grande diversidade
quanto a sua distribuicdo trouxeram uma visdo prototipica com relacdo aos
tecidos, ou seja, os tecidos que apresentam predominancia de certo subtipo vai

apresentar as fungdes fisiologicas que decorrem da estimulagdo deste tipo de



24

receptor. Exemplos de tecidos chamados prototipicos sdo: o coracdo de ratos e a
musculatura lisa traqueo-bronquica de cobaias. Estes apresentam respostas
tipicas de Bl e P2, respectivamente (MERSMANN, 1998). A maioria dos
tecidos apresenta mais de um subtipo e a proporg¢ao entre eles depende do tecido
e da espécie. O sequenciamento de RBAs em algumas espécies indicou que os
trés subtipos de receptores tém aproximadamente 50% de homologia na
sequéncia de aminoacidos dentro de uma unica espécie, enquanto que oS
subtipos individuais t&ém 75% ou mais de homologia entre as espécies (HALL et
al., 1993; PIETRI-ROUXEL; STROSBERG, 1995).

O conhecimento do subtipo de receptor presente em um dado tipo
celular pode trazer informagdes sobre o tipo a e intensidade das respostas por um
determinado tecido e/ou espécie. H4 um conhecimento limitado sobre os
subtipos presentes no tecido adiposo ¢ no musculo esquelético os quais sdo
capazes de responder aos agonistas. Em bovinos, € possivel identificar a
presenca dos trés subtipos de P-receptores, havendo uma predominancia de 32
no musculo esquelético e no tecido adiposo (PIETRI-ROUXEL et al., 1995). Em
ovinos, estudos indicam a predominancia de B2 nos adipocitos. Casteilla et al.
(1994) constataram que os trés subtipos de -receptores sdo transcritos no tecido
adiposo de bovinos e atribuiu a presenca dos B3 a adipécitos do tecido adiposo
marrom. Alguns estudos identificaram as sub-populagdes presentes no tecido
adiposo e no musculo esquelético de suinos, verificando a presenca
principalmente de 1 e B2 nesses tecidos, no entanto, as proporc¢des para cada
tipo ainda nao foram muito bem esclarecidas. O receptor B1 parece ser o subtipo
predominante em adip6citos de suinos, podendo mediar a maior parte da
resposta lipolitica. Segundo Mills, Spurlock e Smith (2003), ambos os receptores
Bl e P2 contribuiram para a lipolise, sendo que 50 a 60% da resposta foi
proveniente de P1. Mcneel e Mersmann (1999) confirmam a maior

representatividade desse subtipo na lipolise, mas observaram uma prevaléncia de
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73% com relagdo aos demais receptores. Os autores ainda verificaram diferengas
na ocorréncia dos subtipos para alguns tecidos de suinos, e as proporg¢des
encontradas para B1, f2 e B3 foram respectivamente: ventriculo esquerdo do
coragdo = 72: 28: 25; pulmdo = 67: 33: 0,2; figado = 45: 55: 0; musculo
esquelético = 60: 39: 0,7; e adiposo subcutdneo = 73: 20: 7. Sendo que, a
concentragdo de RNAm para B3 no tecido adiposo subcutaneo dessa espécie foi
dez vezes menor que no tecido adiposo perigonadal de ratos (MERSMANN,
1996).

Para os roedores, observou-se o B3 como subtipo predominante e o
responsavel por mediar a maior parte da resposta lipolitica (HOLLENGA;
ZAAGSMA, 1989). No musculo esquelético, o subtipo B2 mostrou ser
predominante nos ratos, no entanto, o subtipo B3 também foi identificado nesse
tecido (KIM et al.,, 2010). Nos musculos sb6leo, plantar e gastrocnémio,
principalmente nas areas de fibras musculares oxidativas ele foi encontrado
(EMORINE et al., 1989). Os subtipos também foram encontrados em outros
tecidos corporais dos ratos. No ileo, por exemplo, foi detectada a expressdo dos
receptores B1, B2 e B3. A comparacdo de tecidos apresentou a seguinte ordem
decrescente de expressdo de PB3: tecido adiposo branco, célon = ileo, cortex
cerebral, misculo séleo; B1: cortex cerebral, tecido adiposo branco, ileo = célon,
soleo; e subtipo B2: musculo soéleo, tecido adiposo branco, ileo = cdlon, cortex
cerebral (ROBERTS et al., 1999).

Esses receptores desempenham um papel significativo na regulacdo da
funcdo celular e existem importantes diferengas espécies-especificas ao nivel de
expressdo de varios subtipos dos RBAs. Por exemplo, algumas informacgdes
sobre o fendmeno de down-regulation, descritas principalmente em suinos,
podem contribuir para maiores esclarecimentos relacionados a esses receptores.
A exposi¢do prolongada das células adiposas aos agonistas pode promover

dessensibilizacdo dos RBAs (LIU et al.,, 1994). Tal evento parece ocorrer
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preferencialmente com 2 se comparado ao subtipo 1, sendo o subtipo B3 ainda
menos sensivel (LAFONTAN, 1994; MARULLO et al., 1995). Em suinos, foi
visto que o isomero RR da RAC, sendo esta uma mistura de quatro
estereoisdmeros RR, RS, SR, SS, exibe ativacdo seletiva pelo receptor B2,
podendo limitar a resposta lipolitica desse agonista. Contudo, foi sugerido que
ha um agonismo parcial da RAC no subtipo B1, e que ambos os subtipos nos
adipocitos foram suficientes para ativar a lipdlise (MILLS; SPURLOCK;
SMITH, 2003). Spurlock et al. (1994) ndo encontraram o efeito de
dessensibilizagdo no musculo de suinos, como visto no tecido adiposo e sugeriu
ainda que os efeitos positivos encontrados no tecido muscular talvez nao fossem
mediados pelos RBAs. Portanto, a compreensdo da heterogeneidade dos
receptores e da interagdo receptor-efetor ¢ essencial para melhores abordagens
farmacoldgicas e também terapéuticas, sempre levando em consideracdo a

espécie alvo (LAFONTAN; BERLAN, 1993).

3.3 Efeitos farmacolégicos da Ractopamina

Varios trabalhos realizados em suinos e ratos buscam desvendar os
efeitos da Ractopamina (RAC) sobre os tecidos muscular e adiposo. Em estudo
realizado por Ricke et al. (1999), foi preparada uma solugdo com a RAC
coletando seus estereoisdmeros por meio de filtragdo. Isto foi possivel porque a
estrutura quimica da RAC apresenta dois carbonos quirais, que sdo aqueles que
possuem quatro ligantes diferentes (Figura 2). Dessa forma cada carbono quiral
pode existir em duas conformagdes diferentes, R e S, sendo entdo a RAC uma
mistura de quatro estereoisdmeros. Os efeitos destes estereoisomeros (RR, RS,
SR, SS) foram comparados aos efeitos da RAC em ratas. Os animais receberam
320 pg/d de RAC ou 80 pg/d de cada um dos estereoisdmeros. Os agonistas [3-

adrenérgicos (ABAs) foram administrados via intraperitoneal por 14 dias por
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meio de bombas osmoéticas. A RAC e seu isomero RR aumentaram
significativamente o consumo alimentar, o peso corporal e a absor¢o e retengao
de proteina bruta na carcaca. Adicionalmente, houve diminui¢do do tecido
adiposo das visceras e da carcaga. Este estudo demonstrou que o isdmero RR € o

maior responsavel pelos efeitos de crescimento de massa magra da RAC em
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Figura 2 Estrutura da Ractopamina. Asteriscos mostrando a presenga dos
carbonos quirais
Fonte Ricke et al. (1999)

ratos.
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Os ABAs sdo capazes de reduzir a massa de tecido adiposo. Esses
agonistas estimulam a degradacdo e inibem a biossintese de triacilglicerdis, tanto
in vitro quanto in vivo em diversas espécies (DUBROVIN; LIU; MILLS, 1990;
HAUSMAN et al., 1989; MIMBS et al., 2005). A elevagdo da quantidade de
acidos graxos livres no plasma apds a administragdo desses agonistas indica uma
ativacdo no sistema lipolitico dos animais (ADEOLA; MCBRIDE; YOUNG,
1992; BEERMANN et al., 1987).

Porém, os efeitos no tecido adiposo podem ndo ser persistentes como
aqueles no tecido muscular. Acredita-se que haja dessensibilizagdo dos
receptores apos a administracdo cronica dos ABAs, com maior relevancia no
tecido adiposo, havendo maior irregularidade da resposta ao nivel deste tecido

(LIU et al., 1994; SPURLOCK et al., 1994). Estudos dos efeitos moleculares da
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RAC foram conduzidos nas ultimas décadas. Liu et al. (1994) avaliaram o efeito
da administracio de RAC (20 mg/Kg) na ragdo de suinos. A atividade de
enzimas lipogénicas e sua expressao gé€nica foram avaliadas ap6s administragio
por 1, 8 ou 24 dias. A RAC nao causou efeitos na atividade da acetil-coenzima
A carboxilase ou enzima malica no tecido adiposo subcutineo. A expressdo de
RNAm para acetil-coenzima A carboxilase e para transportadores de glicose
(GLUT-1 e GLUT-4) também nao foi afetada pela administragdo de RAC.
Entretanto, a RAC aumentou a retengdo de nitrogénio, a area do musculo
longissimo e a expressdo génica de a-actina no musculo esquelético. Os autores
sugeriram que os efeitos da RAC no tecido adiposo podem ser mascarados por
uma combinagdo de fatores incluindo falta de sensibilidade tecidual, limitacao
da dosagem de RAC e down-regulation de receptores B-adrenérgicos.

O estudo de Halsey et al. (2011), apesar de citar o evento de down-
regulation como possivel para tal tecido, descreve a ocorréncia de redugdes na
expressdo de genes lipogénicos: Proteina-1 Ligadora do Elemento Regulado por
Esterois (SREBP-1), PPARY2, Acido Graxo Sintetase (FAS) e GLUT-4; mesmo
com o fornecimento de RAC apods periodos de 42 dias. Adicionalmente,
discordando de Liu et al. (1994), a dose de 20 mg/Kg em seu estudo foi capaz de
promover as alteragdes na expressao desses genes. Outro tratamento semelhante,
pelo periodo de 52 dias com esse agonista, também reduziu a expressao de genes
relacionados ao anabolismo de lipidios, como o FAS, GLUT-4, SREBP-1,
estearoil-CoA dessaturase (SCD) e leptina, e aumentou a expressdo daqueles
catabodlicos como a Carnitina palmitoil-1 (CPT-1) e o acil-CoAdesidrogenase
(ACDH) (REITER et al., 2007).

Outro ABA, o Clembuterol melhorou a porcentagem de carne magra,
reduziu o tamanho das células adiposas e aumentou a espessura das fibras
musculares em suinos. Do total de 3358 genes, os niveis de RNAm de 82 genes

foram diferencialmente expressos nas analises de ¢cDNA Microarrays. Sendo
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que, desses 82 genes, 16 estavam relacionados a genes do metabolismo celular
(incluindo cinco relacionados ao metabolismo lipidico, como a apolipoproteina
D, apolipoproteina R e estearoil-coA dessaturase). A analise de PCR em tempo
real, também identificou diferentes niveis de proteinas para oito genes, entre
elas, a apolipoproteina R. Esta molécula apresentou maiores niveis tanto de
RNA, quanto de proteina e foi considerado um dos pontos criticos pelos quais o
clembuterol reduz o acumulo de gordura (ZHANG et al., 2007).

Outro efeito evidente da administragdo de ABAs em animais de
producdo ¢ o aumento da massa muscular. O aumento da sintese protéica e
reducdo de sua degradacdo podem ser estimulados, contribuindo para o
crescimento da massa muscular (KIM; SAINZ, 1992; MERSMANN, 1995). A
degradagdo de proteinas pode ser medida pela atividade de proteases no musculo
do animal. Dessa forma, as agdes de ABA podem ser tanto na redugdo da
atividade de proteases quanto no aumento da concentracao de certos inibidores
destas proteases (SAINZ et al., 1993).

Alguns trabalhos apresentam respostas metabolicas de animais aos
ABAs. Em suinos, os niveis plasmaticos de epinefrina foram positivamente
correlacionados com a concentragdo muscular de calpastatina, um inibidor das
calpainas (protease muscular ativada pelo calcio) (SENSKY et al., 1996). Ainda
nessa espécie a RAC aumentou a expressdo de genes de a-actina no musculo
esquelético (LIU et al., 1994). Em ratos, o clembuterol preveniu a perda de
RNAm da o-actina em musculos esqueléticos atrofiados por denervagdo
(BABIJ; BOOTH, 1988). No entanto, & possivel observar algumas variagdes
sobre os possiveis efeitos nesses parametros, como por exemplo, variagdes de
sensibilidade entre os tipos de fibras musculares e entre os diferentes intervalos
de tempo de utilizagdo de ABAs. Ja foi observada na literatura uma maior
sensibilidade das fibras do tipo Il se comparadas aquelas do tipo I, e ainda, uma

transi¢do e/ou reducdo das respostas hipertroficas sob tratamentos prolongados.
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Por isso, ¢ importante considerar a natureza temporal de respostas celulares para
o tratamento cronico de ABA, bem como os efeitos diferenciais destes
compostos sobre o metabolismo de proteinas no musculo esquelético ao
investigar os mecanismos de acao destes compostos (KIM; SAINZ, 1992).

Os protocolos para a utilizagdo da RAC s3o variados na literatura.
Cantarelli et al. (2009) avaliaram em suinos o fornecimento de 5 ppm de RAC
na ragdo por 28 dias antes do abate. As caracteristicas da carcaca em terminagao
¢ a viabilidade economica do uso desse agonista foram analisadas. A adigdo da
RAC aumentou o rendimento da carcaga, a area de olho de lombo, a
porcentagem de carne e a relagdo carne/gordura na carcaga, o indice de
bonificagdo, a receita bruta e a receita liquida da produgdo e reduziu a espessura
de toucinho dos animais. Nessa mesma espécie, Main et al. (2009) avaliaram os
efeitos da dose e periodo de tratamento com RAC sobre o desempenho e
composi¢ao de carcaga em suinos. As doses administradas foram 0; 5; 7,5 ¢ 10
ppm por 21 ou 28 dias antes do abate. Doses entre 5 ¢ 10 ppm de RAC por
periodo entre 14 a 28 dias resultaram em maior ganho didrio de peso, melhor
eficiéncia alimentar ¢ melhor rendimento da carcaga.

Destaca-se que o estudo de diferentes periodos de suplementacdo ¢
importante, devido a alteragdo na sensibilidade dos receptores adrenérgicos
levando a reducdo do efeito da RAC. Em suinos, observou-se um aumento linear
da resposta de desempenho, até atingir um platd e um posterior decréscimo
gradativo (APLLE et al., 2004; DUNSHEA et al., 1993; KELLY; TOKACH;
DRITZ, 2003). A definicdo de protocolos precisos pode culminar com a
determina¢do do menor periodo de fornecimento necessario para a obtengdo dos
efeitos desejados e menor custo com o uso de agentes modificadores de carcaga,
gerando beneficios diretos ao produtor. Aliado a isso, ¢ essencial o maior
esclarecimento acerca dos ABAs, principalmente com relacdo ao tipo de

producdo dos animais. Pois, a epinefrina, um agonista fisiologico, tem suas



31

concentragdes aumentadas significativamente durante o estresse (MERSMANN,
1989a), podendo interferir nas respostas dos analogos sintéticos utilizados

atualmente, principalmente nos animais sob condi¢des estressantes.

3.4 Efeitos comportamentais da Ractopamina

As informagdes a respeito do potencial do uso da Ractopamina (RAC)
sobre os parametros metabolicos s@o ressaltados na maioria dos experimentos,
sendo ainda escassas na literatura as informagdes sobre o comportamento dos
animais de producdo sob efeitos dessas substincias. Porém, tal conhecimento ¢é
de extrema relevancia do ponto de vista produtivo, ainda mais por se tratar do
uso de um agonista B-adrenérgico (ABA), o que motiva a realizagdo de
pesquisas nesta area.

Marchant-Forde et al. (2003) avaliaram os efeitos da RAC sobre o
comportamento e fisiologia de suinos durante manejo e transporte. Os animais
receberam ragdo contendo 10 ppm de RAC por quatro semanas antes do abate.
Durante as duas primeiras semanas, os animais tratados com RAC
permaneceram mais ativos, ficaram menos tempo deitados e frequentaram por
maior periodo os alimentadores. Apds cada semana da administracdo de RAC,
os animais apresentaram maior dificuldade de manejo, maior frequéncia cardiaca
na presenca de pessoas nao-familiares e durante transporte. Adicionalmente, os
animais tratados apresentaram niveis mais elevados de catecolaminas circulantes
que os animais controle. Os resultados demonstraram que a RAC afetou o
comportamento e pardmetros fisiologicos como a frequéncia cardiaca e os niveis
de catecolaminas de animais em fase de terminagdo, dificultando o manejo e
potencialmente deixando os animais mais suscetiveis aos efeitos do estresse de

manejo e transporte.
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Os modelos experimentais tém auxiliado os pesquisadores nas
investigagdes comportamentais, para a compreensdo dos mecanismos
subjacentes a depressdo e ansiedade e para a avaliagdo dos efeitos ansioliticos e
ansiogénicos de farmacos (ROCHA et al., 2007). A ansiedade dos animais pode
ser avaliada utilizando-se o teste do labirinto em cruz elevado (TLCE). Este teste
baseia-se em um conflito entre a curiosidade em explorar ambientes novos ¢ a
aversdo natural dos roedores a espagos abertos (representados pelos bracos
abertos do labirinto) (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; PELLOW et al., 1985;
ROCHA et al., 2007). Por meio da sensacdo tatil dada pelas vibrissas, o animal
percebe o ambiente ao seu redor. O contato das vibrissas com as paredes
verticais faz com que o animal sinta-se mais seguro. Enquanto os bragos abertos
geram medo e ansiedade. Ha preferéncia dos animais pelos bracos fechados
(tigmotaxia) (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). A ansiedade ¢ medida pela
aversao dos ratos pelos bragos abertos do labirinto. Portanto, se um tratamento
diminui a preferéncia do animal pelos bragos abertos, ¢ tido como ansiogénico
(CRUZ; FREIL;, GRAEFF, 1994; PELLOW et al., 1985).

Os receptores P-adrenérgicos estdo envolvidos em respostas
relacionadas ao estresse. Gorman e¢ Dunn (1993) estudaram os efeitos do L-
propranolol no comportamento de ratos submetidos a estresse por imobilizagao.
O TLCE mostrou que o propranolol administrado previamente preveniu as
mudangas comportamentais induzidas pelo estresse. O propranolol também
diminuiu os niveis de corticosterona plasmatica, que foi medida apos o teste do
labirinto. Para investigar mais profundamente o papel de B-adrenérgicos no
comportamento dos ratos, os efeitos do isoproterenol, um ABA, foram testados
pelos autores. O isoproterenol produziu um aumento dose-dependente no
comportamento defensivo e o propranolol impediu tais mudangas
comportamentais. Tal fato, sugere o envolvimento de B-adrenérgicos em

alteragdes comportamentais relacionados com estressee ainda que a agonistas -
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adrenérgicos exercem efeitos ansiogénicos. Porém, estudos considerando o
comportamento de roedores no labirinto em cruz elevado (LCE) apoés o

tratamento com RAC ainda sdo desconhecidos.
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4 MATERIAL E METODOS

Os animais do presente estudo foram fornecidos pelo Setor de Fisiologia
e Farmacologia do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras — UFLA. O protocolo utilizado foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentagdo Animal (NINTEC) da UFLA, de acordo com as
normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério

(SBCAL) sob protocolo 004/2010.

4.1 Animais e procedimentos experimentais

Foram utilizados 75 ratos (Wistar) machos com aproximadamente 60
dias de idade e peso de 220-260g. Os animais foram divididos em 15 grupos
experimentais de acordo com os tratamentos descritos na Figura 3. Cada grupo
foi formado por cinco animais selecionados aleatoriamente. Estes foram
mantidos no Biotério, em gaiolas individuais e ambiente semi-controlado com
ciclo claro/escuro de 12/12 h, recebendo agua a vontade uma ragdo propria para
a faixa etaria de forma a atender as suas exigéncias nutricionais. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados no periodo da manha, entre 8 h e
12 h. Os animais e a racdo eram pesados uma vez ao dia, durante todo periodo

experimental.
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Grupos experimentais

Niveis de Estresse Periodos de Ractopamina (RAC)
Sem RAC

/ RAC 5 ppm por 07 dias
Sem Estresse -—"-_”::_:: RAC 5 ppm por 14 dias
%‘\“‘ RAC 5 ppm por 21 dias
N RAC 5 ppm por 28 dias
Sem RAC

K RAC 5 ppm por 017 dias

Estresse agudo
¢ ____::\_ RAC 5 ppm por 14 dias

{inica scssio -1 hora)
RAC 3 ppm por 21 dias

RAC 3 ppm por 28 dias

e Sem RAC

Estresse cronico é’/” RAC 5 ppm por 007 dias
{1 hora podiufofscumn:\\ RAC 5 ppm por 14 dias

por 4 dins) \ RAC 3 ppm por 21 dias

RAC 3 ppm por 28 dias

Figura 3 Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais

4.2 Racgdes e Manejo Alimentar

A alimentagdo utilizada para o grupo de animais que ndo recebeu RAC
foi realizada por meio de ra¢do comercial de acordo com recomendagdo para
dieta de roedores do American Institute of Nutrition (AIN-93M), estabelecida
por Reeves, Nielsen e Fahey Junior (1993) (Tabela 1). Para o grupo de animais
que recebeu dieta com RAC, foi oferecida uma ragdo experimental, de acordo

com seu peso metabolico, garantindo assim que estes ingerissem a RAC na dose
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correta (5 ppm). A opgdo por tal dosagem foi uma tentativa de se evitar os
efeitos de down-regulation induzida por acimulo de agonistas sobre receptores
B-adrenérgicos. A racdo experimental também foi de acordo com AIN-93M
(REEVES; NIELSEN; FAHEY JUNIOR, 1993) e produzida por meio da
repeletizacdo da ragdo comercial, adicionando 5 ppm de RAC e acrescentando
30% de lisina em relagcdo aos animais dos grupos controle (Tabela 1). Essa
adicdo de lisina ¢ recomendada por Mitchell, Solomon e Steele (1991) para que
animais tratados com RAC atinjam resultados satisfatorios de desempenho e
qualidade de carcaca. Segundo os autores ainda, a suplementacdo de lisina
somente € necessaria para os grupos de RAC, pois esse excedente do
aminoacido ndo ¢ aproveitado por animais sem repartidores de nutrientes na

dieta, sendo, portanto, eliminado do organismo sem promover efeitos.
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Tabela 1Composi¢do da rac¢do utilizada durante o periodo experimental
COMPONENTE

(2/KG DE RACAO) RACAO CONTROLE GRUPOS RAC
Caseina 200 200
Lisina HCI 78%* 0 5
Sacarose 100 100
Amido 549,8 549,8
Oleo de soja 50 50
Celulose 50 50
Mix mineral 35 35
Mix vitaminico 10 10
Colina 2 2
Metionina 3 3
Vitamina E 0,1 0,1
BHT 0,1 0,1
TOTAL 1000 1000
RACTOPAMINA (ppm) 0 5

* Calculo baseado na suplementagio em 30% (MITCHELL; SOLOMON; STEELE,
1991) nos valores recomendados para roedores (13 g/Kg) (REEVES; NIELSEN;
FAHEY JUNIOR, 1993).

4.3 Exposicao ao estresse

Os animais foram estressados utilizando-se modelos previamente
validados. Estes modelos consistiram na imobilizagdo por uma hora/dia, cinco
dias por semana, por 40 dias no modelo de estresse cronico (ELY et al., 1997;
GAMEIRO et al., 2005) ou por uma unica exposicdo no modelo de estresse

agudo, realizado ao final do periodo experimental, ou seja, no dia da eutandsia
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(GAMARO et al., 1998; GAMEIRO et al., 2005). Este modelo de indugdo de
estresse foi baseado em recente revisdo que indicou esta modalidade como
preferivel para estudo de estresse, uma vez que ndo ¢ doloroso e também nao
debilita o animal (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009). Os ratos foram
imobilizados por meio de seu posicionamento em recipientes plasticos adaptados
de acordo com o tamanho/peso do animal por periodo de uma hora. Os
recipientes plasticos apresentaram uma abertura de 1 cm posicionado nas vias
aéreas para promover a respiragdo (figura 4). Um grupo controle foi observado,
para comparagdes entre animais estressados e ndo estressados. A imobilizagdo
foi realizada em ambiente silencioso, sempre no mesmo horario e com
luminosidade padronizada, para evitar estresse adicional ou interferéncias de

ciclo circadiano.

Respiragéo: Recjpi_entes

abertura de 1 plasticos

cm para vias | adaptados
aéreas tamanho/peso

Figura 4 Modelo de Estresse por imobilizagdo em ratos

4.4 Avaliacédo do Desempenho

O ganho de peso médio diario dos animais foi calculado por meio dos
registros dos pesos dos animais durante o periodo experimental. O consumo de
racdo meédio diario foi determinado pela subtracdo da sobra de ragdo da

quantidade de ra¢des que eram fornecidas.
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4.5 Teste do labirinto em cruz elevado (TLCE)

Ao final do periodo experimental os animais foram mantidos em jejum
por 12 horas. Apods este periodo, todos os animais dos grupos submetidos a
estresse foram submetidos a Ultima sessdo de restricdo e logo em seguida
levados ao labirinto em cruz elevado. O labirinto (Figura 5) foi construido em
madeira, apresentando uma altura de 50 cm, e dois bragos abertos e opostos
(50x10 cm), cruzados em um angulo reto por dois bracos de mesma dimenséo
fechados por paredes de 40 cm de altura, mas com a porg@o superior aberta.
Uma borda, com altura de 1 cm, envolveu os bragos abertos para evitar a queda
dos animais. Esse teste comportamental foi realizado em uma sala iluminada
artificialmente e com isolamento térmico e acustico. Cada animal foi submetido
somente uma vez a este teste comportamental, sendo colocado no centro do
labirinto, de frente para um dos bracos fechados e, observado durante cinco
minutos (MARCONDES et al., 2001; ROCHA et al., 2007). Seu comportamento
foi filmado e posteriormente analisado por trés pesquisadores treinados e que
ndo sabiam a que tipo de tratamento o animal foi submetido, sendo, portanto um
experimento cego. Foi registrado o tempo de exploracdo dos bragos abertos e
fechados e o numero de entradas nos bragos abertos e fechados. Uma entrada em
cada braco foi considerada quando o animal colocava os quatro membros em um
brago aberto ou fechado (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; PELLOW et al., 1985).
As filmagens foram analisadas pelos trés examinadores separadamente e

posteriormente foram calculadas as médias de cada tempo.
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“_I

Figura 5 Labirinto em cruz elevado
Fonte: Rocha (2006)
Os resultados foram convertidos posteriormente em:1) Porcentagem de

tempo de exploragdo dos bragos abertos (%TBA) (100 x tempo (s) nos bragos
abertos/ tempo total de observacao); 2) Numero de entradas feitas nos bragos
abertos (EBA); 3) N° de entradas feitas nos bragos fechados (EBF). A
porcentagem de tempo nos bragos abertos ¢ considerada um indice de medo e
ansiedade, onde se verifica também a explora¢do do ambiente. As entradas nos
bragos abertos estdo relacionadas tanto com a atividade locomotora,
exploratéria, quanto com a ansiedade (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Por outro
lado, o nimero de entradas nos bragos fechados corresponde a um indice de
atividade locomotora (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; PELLOW et al., 1985;
ROCHA et al., 2007).

Os seguintes parametros propostos por Cruz, Frei e Graeff (1994) e
Rodgers et al. (1999) também foram avaliados: 1) Nimero de vezes em que o
animal chegou ao final do brago aberto e 2) Avaliagdo de risco - comportamento
de conflito do animal. O nimero de vezes em que o animal chegou ao final do
brago aberto. Este numero ¢é inversamente proporcional ao seu nivel de
ansiedade. A avaliagdo de risco estd diretamente relacionada com o nivel de
ansiedade e ¢ medido pelo nimero de vezes que o animal se dirigiu ao centro do
labirinto, mas ndo entrou em outro bragco (ROCHA et al., 2007). Todos os
periodos experimentais de cada grupo, bem como os periodos de tratamento

estdo evidenciados no fluxograma a seguir (Figura 6).
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Linha Cronologica
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% 17 dia Sem estresse e sem RAC 54° dia (labirinto)
£ |2 | | -
o 1° dia 48" dia (RAC) 54° dia (labirinto)
ﬂ 3) | | =
= 1° dia 41° dia (RAC) 54° dia (labirinto)
™
w|Y k- = W
wn 1° dia 34° dia (RAC) 54 dia (labirinto)
m
5) | e |
1° dia 27° dia (RAC) 54° dia (labirinto)
1) | I
g 17 dia (inicio do estresse) Sem RAC 54° dia (estresse e labirinto)
= |2 | | ]
& 17 dia (inicio do estresse) 48° dia (RAC) 54° dia (estresse e labirinto)
[0}
v |3 | I =
m 17 dia (inicio do estresse) 41° dia (RAC) 54° dia (estresse e labirinto)
P
=59 | | —
O 1° dia (inicio do estresse) 34° dia (RAC) 54° dia (estresse e labirinto)
=2F | ORI TR TR ns |
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1) | I
es 17 dia Sem RAC 54° dia (estresse e labirinto)
o
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n |3 | | —]
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) 17 dia 34° dia (RAC) 54° dia (estresse e labirinto)
@
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Figura 6 Fluxograma dos tratamentos (Adi¢do de Ractopamina na dieta) e grupos
experimentais de acordo com os modelos de estresse agudo e cronico
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4.6 Eutanasia dos Animais

Ao final do experimento, apos o jejum de 12 horas e o TLCE, os animais
foram eutanasiados por decapitagdo utilizando-se guilhotina apropriada a

espécie.

4.7 Avaliacdo sanguinea

O sangue foi coletado por meio de um tubo de ensaio, imediatamente apds
a decapitacdo. Em seguida, foi centrifugado e o soro armazenado a -20 °C, para
avaliacdes dos perfis plasmaticos dos animais. Analises de glicose,
triacilglicerol, colesterol total e fragdes HDL e LDL + VLDL plasmaticos foram
quantificados por Kit colorimétrico enzimatico (Labtest Diagndstica SA.).

Niveis de corticosterona ¢ insulina foram determinados pelo Método
ELISA, utilizando-se kits comerciais (Arbor Assays e Millipore Corporation

para corticosterona e insulina, respectivamente).

4.8 Avaliacao das carcacas, visceras e musculos

Os animais foram dissecados e os pesos das carcagas, de musculos e das
visceras foram avaliados. As visceras consistiram de trato gastrointestinal, bago
coracdo, rins, figado e trato reprodutivo. As carcagas consistiram de dorso,
ossos, cauda, membros e musculo. Além da carcaga inteira, os pesos dos
musculos Gastrocnémio, Biceps femoral e Longissimus dorsi foram obtidos.

Para a analise da composicdo quimica das carcacas o contetido de
nitrogénio foi determinado usando o método Kjeldahl, segundo a Association of
Official Analyticial Chemist - AOAC (1990) e as concentragdes de extrato

etéreo pela metodologia de Silva e Queiroz (2002).
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4.9 Western Blot para GLUT -4

A quantificagdo das proteinas GLUT-4 foi realizada pela técnica de
Western Blot, a partir da extracdo de proteinas totais do tecido adiposo
epididimario dos ratos. A andlise foi realizada a partir da coleta de tecido
adiposo de animais do grupo controle e do grupo estresse cronico. A op¢ao pela
exclusdo do grupo estresse agudo nesse teste ¢ justificada pelo curto espaco de
tempo entre a Unica sessdo de estresse e a eutandsia, ndo havendo tempo habil
para promoc¢do de sintese protéica nesse tecido, reduzindo, portanto, a
importancia de tais resultados. Portanto, as amostras dos grupos testados foram
homogeneizadas em tampdo comercial de extragdo suplementado com
aprotinina, leupeptina, PMSF e ortovanadato de sddio com protease e inibidor de
fosfatase no gelo, seguido de centrifugagdo a 12000 giros por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e submetido a trés ciclos de
resfriamento (-80 °C)/aquecimento (37 °C), para completa lise da membrana
celular e quantificagdo da proteina, usando o método de Bradford.

Amostras de 40 ug da proteina total foram adicionadas a um tampao
contendo glicerol, SDS e DTT, aquecida e desnaturada a 95 °C por 5 min e
carregada em gel de poliacrilamida com SDS. As proteinas foram separadas por
eletroforese em um gel de 105 de Tris-HCI poliacrilamida, submetidas a uma
voltagem de 100 V por 90 min. Posteriormente, elas foram eletro-transferidas
para membranas de nitrocelulose 0,2 uM (300 mA durante sessenta minutos). As
membranas foram bloqueadas com solugdo salina de Tris-buffer a 5%, caseina e
Tween-20 a 0.1%, por uma hora a temperatura ambiente e posteriormente
incubada durante a noite a 4 °C, com os anticorpos primarios policlonais (anti-
goat).

Os anticorpos primarios (anti-goat) e secundarios (rabbit anti-goat IgG)

foram retirados via utilizagdo de um tampao (2-mercaptoetanol 100mM , SDS
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2%, Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,7) por quinze minutos a temperatura ambiente,
seguido de um banho de 10 min de dH20 (2x) e, finalmente, uma lavagem por
10 min em Tris salino, contendo Tween-20 a 0,1%. As membranas foram entdo
incubadas com anticorpos contra uma proteina housekeeping (o-tubulina),
utilizada como controle positivo. As bandas presentes na membrana foram
transferidas para uma pelicula radiografica utilizando um sistema
quimioluminescente. As imagens digitalizadas por filmes radiografados foram
obtidas em um sistema de documentacdo e posteriormente realizou-se a analise
de densidade das bandas utilizando software especifico (MALFITANO et al.,
2010).

4.10 Analise estatistica

Um delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
3x5 (trés niveis de estresse — sem estresse, estresse agudo e cronico e cinco
periodos de tratamento com RAC — 0, 7, 14, 21 e 28 dias) foi utilizado,
totalizando 15 tratamentos com cinco repeticdes. A parcela experimental foi
representada por um animal.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia ap6s o teste de
normalidade (Shapiro Wilk). Quando ndo atingida a normalidade, a opgao de
transformagdo raiz quadrada foi utilizada. Para as seguintes andlises utilizou-se
transformagao: rendimento de carcaga, musculos gastrocnémio e Longissimus
dorsi, triacilglicerol, fragdo VLDLALDL, insulina e corticosterona. A Analise de
Variancia foi realizada, e quando significativa ao Teste F, a comparacdo de
médias foi conduzida pelos Testes SNK para niveis de estresse e Regressao para
periodos de RAC. Para a maioria das variaveis a analise foi realizada por meio

do pacote estatistico Statistical Analysis System, do Statistical Analysis System
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Institute - SAS Institute (1996), exceto para aquelas relacionadas ao
comportamento.

Para as variaveis relacionadas ao comportamento, ndo foi possivel
atingir a normalidade. Por se tratar de contagens ou proporgdes optou-se pela
metodologia de Modelo Linear Generalizado. Inicialmente foram realizadas
Andlises de Deviance para verificar a significincia dos efeitos principais,
estresse ¢ dias de RAC, bem como da interagdo entre cles. Para os casos de
interacdo significativa, como o fator dias é quantitativo, optou-se por comparar
diferentes modelos de regressdo que representem o desdobramento dessa
interacdo. Para os dados de contagem, nimero de entradas no brago aberto,
numero de entradas no brago fechado, nimero de vezes que o animal foi até o
final do brago aberto e nimero de vezes que o animal permaneceu no centro, foi
utilizada a funcdo logaritmica como fun¢do de ligagdo, ou seja, n = In(u).
Assim, o modelo ajustado foi: In(u;) = u + a; + f; + af;, em que, 4 ;= nimero
médio de vezes que os animais executaram determinada acdo, recebendo o
estresse i,nos periodos de RACj. Comi=1,2, 3ej=1 2, 3,4, 5, ;1 éuma
constante inerente a cada observagdo, a; € o efeito i-ésimo nivel do estresse, f; ¢
o efeito j-ésimo nivel do fator dias de RAC e af; ¢ a interagdo entre os fatores
estresse e dias de RAC. Para os dados de propor¢do de tempo que os animais
permaneceram no braco aberto foi utilizada a /ogit como fungdo de ligagdo, ou
seja, # = In(m /I- ). O modelo ajustado foi semelhante aquele ajustado para os
dados de contagem. No entanto, ao invés de considerar n = In(u;), foi
considerado # = In[p; / (1-p;)].

Para as varidveis cuja interagdo entre os fatores estresse e dias de RAC
foi significativa, optou-se por identificar o modelo de regressdo mais adequado
para descrever o efeito dos periodos de RAC para cada estresse. O modelo que
apresentou melhor ajuste para as variaveis foi o0 modelo com intercepto comum:

In(uy) = a + bx, onde x = periodos de RAC (0 a 28 dias). Adicionalmente, para
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a variavel numero de entradas nos bragos abertos, verificou-se que as retas
referentes aos estresses agudo e cronico foram muito semelhantes e por uma
nova Analise de Deviance constatou-se que estas poderiam ser representadas por
uma Unica equacao ajustada. Assim, tem-se uma reta para os tratamentos com
estresse e outra sem estresse. Todas as analises relacionadas ao comportamento
foram realizadas por meio da Linguagem de programac¢do R 2.12.2 (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
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5 RESULTADOS

Nao houve intera¢do entre os periodos de tratamento com RAC e os
diferentes niveis de estresse em relacdo ao desempenho, as caracteristicas de
carcaga, aos pesos relativos viscerais e aos pardmetros sanguineos. Além disso, a
adicdo de RAC na dieta dos animais nao influenciou as variaveis citadas
(p>0,05) (Tabelas 2, 3, 4).

O estresse cronico provocou um menor ganho de peso nos animais,
quando comparados aqueles que ndo sofreram estresse ou aqueles que sofreram

estresse agudo (p<0,05) (tabela 2).
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Tabela 2 Desempenho e caracteristicas de carcaga de ratos, recebendo ragdes com 5 ppm
de ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse

Periodos com Ractopamina (dias)* Niveis de Estresse
Parametros CV%

SE EA EC

0 7 14 21 28

- Desempenho (g/dia) -

Consumo 18,52 18,03 17,92 18,22 17,80 18,13 18,53 17,63 8,03
GP 1,55 1,35 1,21 1,36 1,27 1,46b 1,56b 1,02a 41,68
- Carcaca (%) -

Rendimento 68,24 67,92 67,97 65,56 68,10 66,79 68,27 67,61 3,34
PB 22,57 21,97 21,13 21,50 22,32 21,60 22,35 21,76 9,59
EE 21,37 17,95 21,71 20,72 19,62 20,07 20,13 20,64 28,29
Gastrocnémio 0,57 0,66 0,65 0,63 0,66 0,64 0,60 0,67 10,58
B. femoral 0,80 0,81 0,71 0,80 0,85 0,84 0,76 0,78 22,29

L. dorsi 1,34 1,56 1,38 1,38 1,37 1,42 1,40 1,40 21,67

"'Nio significativo ao teste F (P>0,05)

* Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste SNK (P<0,05).
Legenda: SE= animais do grupo sem estresse; EA= animais do grupo de estresse agudo;
EC= animais do grupo do estresse cronico, GP= Ganho de peso; PB= Proteina Bruta;
EE= Extrato Etéreo;

Os resultados quanto aos pesos relativos das visceras apontaram uma
influéncia do estresse realizado uma tinica vez antes do abate (estresse agudo).
Os pesos do Trato Gastrointestinal (TGI- estomago e intestino) e do figado
apresentaram-se menores nos animais que sofreram estresse agudo em relagdo

aos animais nao estressados ou estressados de forma cronica (p<0,05) (tabela 3).
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Tabela 3 Peso relativo visceral (%) de ratos, recebendo ragdes com 5 ppm de
ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse

Periodos com Ractopamina (dias)* Niveis de Estresse
Paréametros CV%

0 7 14 21 28 SE EA EC

-Pesos Relativos Viscerais (%)-

1GI 6,00 543 598 574 604 60lb 553 598b 1135
Figado 2,65 249 2,50 2,51 253 258 247a 2,60b 747
Baco 0,9 0,19 0,19 0,18 019 019 018 0,19 10,74
Coracio 034 031 033 032 033 033 032 033 11,58
Rins 0,72 0,73 071 073 071 0,73 070 0,73 11,12

Reprodutor 57 245 283 2,67 257 256 263 267 1472

' Nio significativo ao teste F (P>0,05)

*® Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste SNK (P<0,05).
Legenda: SE= animais do grupo sem estresse; EA= animais do grupo de estresse agudo;
EC= animais do grupo do estresse cronico; TGI= Trato gastrintestinal

Os parametros sanguineos bioquimicos: glicose, triacilglicerol,
colesterol total e fragdes HDL e VLDL+LDL, ndo foram afetados pelos niveis
de estresse induzidos nos animais (p>0,05). Porém, foi observado o efeito do
estresse agudo em parametros hormonais, sendo que os animais deste grupo
apresentaram maiores niveis plasmaticos de corticosterona quando comparados

com aqueles do grupo controle ou do estresse cronico (p<0,05) (tabela 4).
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Tabela 4 Parametros sanguineos de ratos, recebendo ragdes com 5 ppm de ractopamina e
submetidos a diferentes niveis de estresse.

Periodos com Ractopamina (dias)* Niveis de Estresse
CV%

0 7 14 21 28 SE EA EC

-Parametros Bioquimicos (mg/dL)-

133,27 117,55 124,03 127,02 131,79 122,99 127,69 129,51 31,61

Glicose

TAG 74,65 5122 49,56 84,51 5223 58,31 76,68 51,28 38,81
Co.t 99,69 97,34 98,46 101,39 114,24 114,85 92,96 98,86 56,66
HDL 50,81 48,13 48,52 47,69 47,19 51,53 4748 46,39 17,27

vr+rpr 4037 40,58 4144 4217 5254 4726 37,52 4545 5542
-Parametros Hormonais (ng/ml)-
Insulina 0,57 0,60 0,61 0,59 0,62 0,65 0,54 0,60 19,98

Cort. 344,66 267,95 321,39 362,58 343,79 274,93a 358,30b 278,1a 22,67

' Nio significativo ao teste F (P>0,05)

*® Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste SNK (P<0,05).
Legenda: SE= animais do grupo sem estresse; EA= animais do grupo de estresse agudo;
EC= animais do grupo do estresse cronico; TAG= Triacilglicerdis; Co.t= colesterol total,
Cort.=Corticosterona

A quantidade da proteina GLUT-4 no tecido adiposo epididimario dos
ratos foi afetada simultaneamente pelos periodos de adi¢gdo de RAC na dieta e
pela indugdo ao estresse cronico, havendo, portanto, uma interagdo entre os dois
tratamentos. Os resultados demonstram maior quantidade de GLUT-4 em
animais que receberam RAC por 14 e 28 dias e foram submetidos a estresse
cronico (p<0,05) (Tabela 5). Esses resultados indicaram um aumento da
expressao de GLUT-4 no tecido adiposo de animais estressados em relag@o aos
ndo estressados nos referidos periodos. Para os animais desse grupo, observou-se
ainda que a quantidade da proteina foi diretamente proporcional aos periodos de

tratamento com RAC, ou seja, quanto maior o periodo de consumo de RAC em
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animais estressados cronicamente, maior a quantidade de GLUT-4 no tecido
(Gréfico 1). A figura 7 mostra o autorradiograma representativo das bandas de
54 KDa da proteina GLUT-4 juntamente com as bandas de 55 KDa da proteina

a-tubulina, nos tecidos adiposos epididimarios dos ratos.

Tabela 5 Quantificagdo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo de ratos, recebendo
ragdes com 5 ppm de ractopamina e submetidos a estresse cronico.

Periodos de tratamento com Ractopamina (dias)

Estresse 0 . 14 1 "
- GLUT-4 -
sem 1,46 1,72 1,07a 1,41 1,37a
Croénico’ 1,42 1,19 2,03b 1,59 2,35b
CV (%) 16,88

b Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P<0,05)
'Regressdo linear significativa (P<0,05)

=240 y = 0,032x + 1,269
£ 220 R?=0,577
3

Unidade de Desidade relativa
ot
%

1,00 . . |

0 7 14 21 28
Periodo de Ractopamina (dias)

Grafico 1 Variagdes da quantidade de GLUT-4 no tecido adiposo epididimario conforme
os diferentes periodos de tratamento com ractopamina (RAC), para animais
submetidos a estresse cronico
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Figura 7 Autorradiograma representativo de western blotting para a proteina GLUT-4 e
a-tubulina no tecido adiposo epididimario de ratos recebendo 5 ppm de
Ractopamina (RAC)

Quanto ao comportamento dos animais, o Teste do Labirinto em Cruz
Elevado (TLCE) indicou uma interacdo dos diferentes periodos de RAC com os
niveis de estresse (p<0,05) (Tabela 6). Observou-se um desempenho semelhante
quanto ao numero de entradas (Grafico 2) e o tempo de permanéncia (Grafico 3)
nos bragos abertos do labirinto para os animais que nao receberam RAC na
dieta. No entanto, na medida em que se elevaram os periodos de fornecimento
de RAC, observou-se que os animais estressados (tanto cronico, como agudo)
aumentaram o numero de entradas nos bragos abertos (Grafico 2) e que os
animais sob estresse agudo elevaram o tempo de permanéncia nesses bragos
(Gréfico 3). Por outro lado, os animais que ndo foram submetidos ao estresse
tiveram uma reducdo de entradas (Grafico 2) e de tempo de permanéncia
(Gréafico 3) nesse brago proporcional ao aumento nos intervalos de tempo de
consumo de RAC. Ainda, foi observado para o grupo do estresse cronico, que os
periodos de fornecimento de RAC ndo influenciaram o tempo que esses animais

permaneceram nos bragos abertos do labirinto (Grafico 3).
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Tabela 6 Parametros comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado pelos ratos,
recebendo ragdes com 5 ppm de ractopamina e submetidos a diferentes niveis
de estresse

Periodos com Ractopamina (dias)
0 7 14 21 28

Niveis de Estresse

- Numero de Entradas nos bracos abertos L

Sem Estresse 0,4 1,0 0,6 0,0 0,4

Estresse Cronico 0,6 0,8 0,8 0,6 2,0

Estresse Agudo 0,8 0,6 1,0 1,8 0,6
- % Tempo de Permanéncia nos bracos abertos -

Sem Estresse 6,1 13,2 7,5 0,8 24,7

Estresse Cronico 10,6 8,7 5,9 12,3 4.0

Estresse Agudo 3,1 4,7 7,5 0,0 2,8

'Interagdo significativa pela Anélise de Deviance (P<0,05). Modelo de regressio
ajustado: modelo de intercepto comum. Legenda: SE= animais do grupo sem estresse;
EA= animais do grupo de estresse agudo; EC= animais do grupo do estresse cronico.
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Grafico 2 Variagoes dos nimeros de entradas nos bragos abertos do Labirinto em Cruz

Elevado conforme os diferentes periodos de tratamento com ractopamina
(RACQ), para animais do grupo sem e com estresse (agudo e crénico). Grupos
Estresse Agudo e Cronico ajustados para uma tinica equagdo pela Analise de
Deviance

14 - EA:p;= 100*EXP(-2,581 1+0,03 14X)/
(1+EXP(-2,5811+0,0314X))

EC:p; = 100*EXP(-2,581 1+0,0022X)/
] (1+EXP(-2,58 11+0,0022X))

4 SE:p;=100*EXP(-2,5811-0,0434Xy T T ——-
(1+EXP(-2,5811-0,0434X))
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Grafico 3 Variagdes de tempo de permanéncia nos bragos abertos do Labirinto em Cruz

Elevado conforme os diferentes periodos de tratamento com ractopamina
(RACQ), para animais do grupo sem estresse, estresse agudo ¢ estresse cronico

O numero de entradas nos bracos fechados, outro parametro testado no

labirinto, ndo foi influenciado pelos periodos de RAC na dieta (p>0,05), mas,
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sim pelo estresse (p<0,05). Dessa forma, aqueles animais submetidos as
situacdes estressantes (estresse agudo ou crénico) entraram menos nos bracos
fechados, mostrando um menor indice locomotivo em comparagdo ao grupo sem
estresse. Outras varidveis comportamentais complementares, como o nimero
de vezes que os animais chegam ao centro do labirinto, sem ultrapassa-lo e o
numero de vezes que alcancam o fim dos bragos abertos ndo foram afetados

pelos tratamentos (p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 Parametros comportamentais de ratos, recebendo ragdes com 5 ppm de
ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse, no Labirinto em

Cruz Elevado (LCE)
. Periodos com Ractopamina (dias)* Niveis de Estresse
Parametros
0 7 14 21 28 SE EA EC

- Locomogéo no LCE -

Numero Entradas BF 4,47 3,33 560 3,80 4,53 5,64b 3,80a 3,60 a
Numero vezes FBA 0,07 0,13 0,07 0,07 0,27 0,04 0,24 0,08

Numero vezes Centro 2,93 2,46 4,60 4,00 3,33 3,48 3,56 3,36

" Nio significativo ao teste F, pela Anélise de Deviance (P>0,05)

b Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem pelo teste X *de Wald (P<0,05)
Legenda: SE= animais do grupo sem estresse; EA= animais do grupo de estresse agudo;
EC= animais do grupo do estresse cronico; BF=Brag¢o Fechado; FBA= Chegada no fim
dos bragos abertos
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6 DISCUSSAO

Geral

Modelos experimentais sdo uteis para simular mecanismos fisiologicos e
patolégicos in vivo, possibilitando extrapolagdes para outras espécies, devido a
questdes éticas, financeiras e/ou questdes de gestdo de instalagdes ou falta de
espaco fisico (DAMATTA, 2010; FAGUNDES; TAHA, 2004). Algumas
diferencas fisiologicas e metabolicas podem ocorrer entre a espécie estudada e a
espécie alvo. Como o presente estudo almeja-se a otimizacdo da producdo de
suinos, algumas diferengas e semelhangas dos tratamentos e resultados para
ambas espécies foram discutidas.

Algumas das varidveis analisadas ndo apresentaram respostas
diferenciadas aos tratamentos com RAC, tais como, desempenho, caracteristicas
de carcaga, pesos relativos viscerais e pardmetros sanguineos. Esses resultados
sugerem que a dosagem utilizada ndo foi suficiente para causar tais alteragdes,
ou que a dose ingerida na dieta sofreu uma metabolizagdo de primeira passagem
no figado (SMITH; PAULSON, 1994), ou ainda que o evento de down-
regulation de receptores B-adrenérgicos pode ter ocorrido (LIU et al., 1994).

A opgdo pelo tratamento com a dose de 5 ppm de RAC, se baseou no
estudo de Ferreira et al. (2011) em suinos, nos quais os autores estimaram o
ponto 6timo de tratamento com este aditivo entre 4,09 a 5,14 ppm, havendo um
aumento de 6,09% no indice de bonificacao, sendo esta, uma varidvel economica
de produgdo descrita por Guidoni (2000), quando utilizado o nivel de 5 ppm de
RAC. Por outro lado, em ratos pode ser observada uma maior eficiéncia da RAC
administrada intraperitoneal, quando comparada com o fornecimento por via
oral (SMITH; PAULSON, 1994). Entretanto, este estudo optou pela
administragdo oral visando a extrapolagdo para a producdo de suinos, uma vez

que o tratamento via parenteral ¢ invidvel para tal espécie. Apesar de a dose ser
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considerada inferior ao preconizado em ratos, optou-se pela avaliacdo dos
efeitos acumulativos de doses administradas em periodos crescentes de
fornecimento de RAC. Este fato se justifica como uma tentativa de se evitar a
diminui¢do da sensibilidade dos receptores e nao o ajuste de dosagens, uma vez
que Liu et al. (1994) reportaram limitagdes do efeito de altas doses RAC para
suinos devido ao acimulo desse agonista. Em altas doses, a RAC pode gerar
down-regulation dos receptores adrenérgicos, mecanismo pelo qual a
intensidade da resposta mediada se reduz. Esse evento tem grande importancia
no presente estudo, uma vez que o incremento de catecolaminas endogenas
provocadas pelo estresse pode ter sido o responsavel pela neutralizagdo de seus

efeitos em animais estressados.

Desempenho e Carcaga

A adicdo de RAC na dieta dos animais ndo influenciou as variaveis
relativas ao desempenho e as caracteristicas de carcagca, como descrito no
presente estudo. Todavia, € possivel observar certas alteragdes nesses
pardmetros a partir da utilizacio de ABAs. Alguns agonistas como o
clembuterol, o fenoterol, o cimaterol e a RAC (via intraperitoneal) aumentaram
0 consumo, o ganho de peso, o teor de proteina corporal € o pesos de musculos
em ratos (EADARA et al., 1989; EMERY et al., 1984), sendo possivel observar
até uma redugdo no tecido adiposo da carcaga por meio da administragdo da
RAC intraperitoneal (RICKE et al., 1999). No entanto, a RAC administrada por
via oral ndo provocou efeitos na ingestdo de alimentos, no ganho de peso
corporal, na eficiéncia alimentar, na composi¢do corporal e nos pesos
musculares de camundongos, como descrito por Page et al. (2004). Tal fato
demonstra que a administragdo oral da RAC em ratos pode ndo causar efeitos no
crescimento e eficiéncia alimentar como aqueles encontrados quando esta ¢

administrada por via intraperitoneal. Dessa forma, apesar de a absorgdo oral ter
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se mostrado alta, no estudo de Smith e Paulson (1994), sugeriu-se que a RAC se
torna menos disponivel na corrente sanguinea devido ao metabolismo de
primeira passagem no figado de ratos. Assim, a administragdo oral de RAC
resulta em rapida transformagdo da mesma em metabolitos inativos diminuindo
significativamente sua biodisponibilidade. Ainda, para a administragdo por via
oral, a dose utilizada se torna um fator limitante para a obtencdo dos efeitos
desejados. Os achados de Dubrovin, Liu e Mills (1990) corroboram essa
informacao, pois se observou que a RAC na dose de 500 mg/litro, adicionada na
agua dos bebedouros, causou um aumento no ganho de peso, ndo havendo o
mesmo ganho para a dose de 50 mg/litro. No entanto, existem diferengas entre
ratos e suinos, principalmente relacionadas a farmacocinética desse agonista e as
subpopulac¢des de receptores. Sendo assim, em suinos, a RAC pode elevar o
ganho de peso ¢ melhorar as caracteristicas de carcaga dos animais, mesmo
quando esta é fornecida por via oral (HALSEY et al., 2011; MARCHANT-
FORDE et al., 2003; UTTARO et al., 1994).

Diferentemente da RAC, a exposicdo a situagdes de estresse promoveu
alteragdes sobre o desempenho dos animais. O menor ganho de peso observado
no grupo de animais que foram submetidos a estresse cronico corrobora o estudo
de Ricart-Jané et al. (2002). Os autores indicaram ainda, que o estresse induziu a
menor ingestdo de alimentos, levando consequentemente a diminuicdo do
crescimento em ratos. No entanto, no presente estudo houve uma manutengao do
consumo dos animais sob estresse, sugerindo que o menor ganho de peso deveu-
se a outros processos metabolicos. Segundo McEwen (2000), elevados niveis de
catecolaminas e glicocorticoides tendem mobilizar e reconstituir reservas de
energia necessarias para o cérebro e para as fungdes corporais em desafio. Essas
adaptacdes sdo essenciais para manter o metabolismo e a temperatura corporal e
podem reduzir os ganhos no organismo sob desafio. Com relagdo aos suinos, a

adicdo de RAC na dieta, combinada com algumas situa¢des estressantes como
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manejo e transporte ndo alterou o consumo dos animais. Apesar das condigdes
de estresse, o fornecimento do agonista na dieta foi capaz de elevar o ganho de
peso, a area de lombo e a porcentagem de carne magra nessa espécie

(MARCHANT-FORDE et al., 2003).

Visceras

Assim como para variaveis relacionadas ao desempenho e a carcaga dos
animais, os pesos relativos das visceras ndo foram afetados pela adi¢cdo de RAC
na dieta, mas sim pela indugdo ao estresse. A utilizagdo de diferentes tipos de
protocolos para ABA também ndo foram capazes de afetar esses parametros.
Desse modo, os pesos de coracdo, rins e figado ndo foram afetados pelos
tratamentos com clembuterol oral (200 ppm) (PAGE et al., 2004) ou
intraperitoneal (2 mg/kg/dia), com fenoterol (intraperitoneal, 2 mg/kg/dia)
(EMERY et al., 1984) e com a RAC (200 e 800 ppm) (PAGE et al., 2004).
Adicionalmente, ndo foram encontradas alteragdes nos pesos das visceras de
ratos utilizando o cimaterol (EADARA et al., 1989) ou mesmo a RAC pela via
intraperitoneal (RICKE et al., 1999).

Da mesma forma, suinos tratados com RAC ndo tiveram alteragdes em
seus pesos viscerais (BARK et al., 1992; DUNSHEA et al., 1993; GONZALEZ
et al., 2010). No entanto, o presente estudo encontrou alteragdes quanto a esses
parametros em animais estressados. Foi observado no experimento, menor peso
para parte do trato grastrintestinal (estdbmago e intestino) e figado dos animais
submetidos a estresse agudo. Este fato poder ser possivelmente explicado por
um menor fluxo sanguineo nessas visceras. O sistema nervoso simpatico tem a
capacidade de realizar uma descarga em massa apos situagdes de estresse. Este
fato resulta na reacdo generalizada por todo corpo que é conhecida como
resposta de alarme ou resposta de estresse, cujo objetivo é fornecer ativacdo para

luta ou fuga. Essa descarga em massa aumenta a capacidade do corpo de
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desempenhar atividade muscular vigorosa. Para que isso ocorra, o organismo
utiliza alguns recursos, tais como: aumento do fluxo sanguineo para os muisculos
ativos concomitante com fluxo sanguineo diminuido para 6rgaos tais como trato
gastrointestinal e rins que sdo dispensados na atividade motora rapida
(GUYTON; HALL, 2010).

Yeh et al. (2012) estudaram as alteracdes na microcirculacdo sanguinea
durante o processo cirurgico, observando que tal situacdo foi capaz ativar o
sistema nervoso simpatico. Segundo os autores, os niveis mais elevados de
estresse, estimulados pela dor e por utilizacdo de anestesias, causaram uma
vasoconstricdo esplénica e intestinal em ratos. Tais alteragdes sugerem uma
ampla distribuicdo de subtipos dos receptores f-agonistas nos diversos tecidos e
visceras. McNeel e Mersmann (1999) encontraram os subtipos de receptores 1
e P2 distribuidos em varios o6rgdos como coracdo, pulmio e figado.
Adicionalmente, Roberts et al. (1999) verificaram em regides do trato
gastrintestinal de ratos nao s6 os subtipos 1 e B2, como também receptores do
tipo B3. Essas informagdes corroboram os resultados do presente estudo, no qual
o menor peso das visceras pode ser atribuido a uma redugdo em seu fluxo
sanguineo, mediada pelos receptores durante o estresse agudo.

Além disso, a ativagdo do sistema nervoso autdnomo pode modificar o
fluxo simpatico para o tecido adiposo marrom, sendo essa resposta mediada por
fatores relacionados com o fator de libertagdo de corticotropina (CRF)
(ROTHWELL; STOCK, 1984). O estudo de Lefeuvre, Rothwell e Stock (1987)
demonstrou que a administragdo central de CRF e de noradrenalina estimularam
a termogénese no tecido adiposo marrom de ratos.

Sendo assim, o desvio do fluxo sanguineo das visceras pode ser tanto
para os tecidos musculares, como para aquele tecido adiposo destinado ao
controle da temperatura, ja que o estresse pode aumentar ndo s6 os niveis de

catecolaminas, como também a liberagdo de CRF no hipotadlamo desses animais,
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resultando no aumento dos niveis de corticosterona plasmatica, visto no presente

estudo.

Tecido Adiposo

Diferente das varidveis discutidas anteriormente, a quantidade de
transportadores de glicose dependentes de insulina (GLUT-4) no tecido adiposo
epididimal dos animais variou devido ao fornecimento da RAC concomitante a
indug@o ao estresse. Dessa forma, observou-se um aumento da expressdo de
GLUT-4 no tecido adiposo para os periodos 14 e 28 dias, nos animais
submetidos a estresse, ¢ um aumento diretamente proporcional dessa proteina
com relagdo aos periodos de consumo de RAC naqueles estressados
cronicamente. Tais achados indicaram uma interferéncia do estresse nas acgoes
da RAC, com relagdo ao metabolismo lipidico.

O efeito dessa interacdo antagoniza aquele esperado pela RAC,
sugerindo um aumento da lipogénese nos animais sob estresse cronico. Dessa
forma, a ocorréncia do aumento de catecolaminas devido as condi¢des
estressantes pode ter gerado uma down-regulation dos receptores -
adrenérgicos. Tal situagdo pode ter promovido uma redugdo de ligagcdes da RAC
nesses receptores, ocasionando, consequentemente, uma maior quantidade de
GLUT-4 no tecido desses animais. No entanto, alguns estudos mostram que o
uso de ABA pode reduzir o tecido adiposo e aumentar a apoptose de suas
células, embora tais mecanismos ainda sejam desconhecidos. Os tecidos
adiposos retroperitoneal e epididimal de camundongos foram reduzidos com 800
ppm de RAC e 200 ppm de clembuterol (PAGE et al., 2004). Outro ABA, o
cimaterol, também demonstrou ser capaz de reduzir o peso do tecido adiposo
abdominal. A adicdo tanto de 10 quanto de 100 ppm desse farmaco na dieta de
ratos foi eficiente, sendo esta redugdo diretamente proporcional a dose

administrada (EADARA et al., 1989). Apesar da capacidade desses agonistas em
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reduzir a gordura corporal, observou-se que o clembuterol aumentou a taxa de
captagdo de glicose e melhorou a resposta a insulina pela gordura abdominal
(PAN et al., 2001).

Dessa forma, o aumento da captacdo de glicose nesse tecido, como
indicado pelo aumento da proteina carreadora de glicose GLUT-4 no presente
trabalho, ndo sugeriu necessariamente um aumento do tecido adiposo na regidao
intraperitoneal, bem como na carcaca. Tal observagdo corrobora com a auséncia
de diferengas nas respostas entre os tratamentos quanto a composicao de extrato
etéreo na carcaga, apresentada nesse estudo.

Por outro lado, em suinos, com relacdo ao tecido adiposo, foi possivel
verificar a influéncia da RAC na expressdo de genes lipogénicos envolvidos com
a via do Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc), desse modo, 60 ppm do
agonista foi eficiente para reduzir FAS ¢ GLUT-4 no tecido adiposo desses
animais (HALSEY et al., 2011). Efeitos in vitro (DUBROVIN; LIU; MILLS,
1990; HAUSMAN et al.,, 1989) demonstraram que a RAC tem resposta
concentragdo-dependente sobre a responsividade e a sensibilidade & insulina no
tecido adiposo. Segundo Hausman et al. (1989), a capacidade de resposta ¢ a
sensibilidade a insulina em adipdcitos de ratos foram reduzidas na presenca de
RAC e isoproterenol. Além disso, a RAC foi potente em estimular a lipolise e
inibir a lipogénese em adipdcitos isolados de ratos mesmo sem a presenga de
insulina. Dessa forma, o seu estudo sugeriu que as mudangas induzidas pela
RAC, no metabolismo lipidico estimulado pela insulina, podem ser tanto por
meio de alteracdes no nivel de receptores de insulina, quanto por perturbagdes
pos-receptor (HAUSMAN et al., 1989). Esse efeito pode ser explicado pelo fato
da RAC, assim como outras catecolaminas, induzirem suas alteragdes por meio
de mecanismo dependente do AMPc (SMITH; KURODA; SIMPSON, 1984).

Porém, ainda com relacdo aos receptores de insulina, pode haver

diferentes respostas entre os tratamentos in vifro € in vivo. A exposi¢do in vitro a
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RAC e ao clembuterol reduziu em 20-30% a ligagdo da insulina em adipocitos
de ratos, devido a uma diminui¢do na concentragdo dos receptores de insulina.
Por sua vez, o tratamento in vivo com ambos agonistas, clembuterol e RAC (500
mg/litro), reduziu o peso do tecido adiposo dos membros posteriores dos
animais, mas tendeu a aumentar a ligacdo desse tecido a insulina. No entanto,
esses efeitos ndo foram observados com menores doses de RAC (50 mg/litro)
(DUBROVIN; LIU; MILLS, 1990). O presente estudo corrobora com esse fato,
pois a dose de 5 ppm de RAC fornecida por diferentes periodos ndo alterou a

quantificagdo de GLUT-4 no tecido adiposo dos animais sem estresse.

Parametros Sanguineos

A GLUT-4 ¢é uma proteina transportadora de glicose insulino-
dependente. Apos a estimulagdo pela insulina, esses transportadores sdo
translocados das vesiculas citoplasmaticas para a membrana e o transporte de
glicose ¢ aumentado. No presente estudo ndo foi encontrada diferenga quanto a
concentragdo plasmatica de insulina. Os ABAs apresentam diferentes respostas
quanto aos niveis de insulina. Alguns agonistas como o clembuterol (2
mg/kg/dia, sub-cutineo) utilizado por 16 dias e o cimaterol (10 e 100 ppm, oral)
durante uma semana ndo afetaram os niveis de insulina plasmaticos (EADARA
et al., 1989; EMERY et al., 1984), porém, outros como o fenoterol (2 mg/kg/dia,
sub-cutaneo) utilizado por 19 dias (EMERY et al., 1984) e o clembuterol (1
mg/kg/dia, oral) utilizado durante 5 semanas (PAN et al., 2001) reduziram o
nivel plasmatico do horménio (EMERY et al., 1984; PAN et al., 2001). Mesmo
mantendo ou reduzindo os niveis de insulina foi possivel observar a reducao no
tecido adiposo abdominal (EADARA et al., 1989; PAN et al., 2001), indicando
que as alteragdes encontradas no metabolismo lipidico realmente ndo estdo
relacionadas as agOes diretas sobre esse hormonio, mas sim por acdo antagénica

a ele. Ja o nivel de outro horménio, a corticosterona, nio foi alterado pela RAC
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nesse trabalho e nem pelo cimaterol, como apresentado por Eadara et al. (1989).
Tais resultados também foram verificados em suinos tratados com RAC, nos
quais as concentragdes circulantes de cortisol, hormdnio similar a corticosterona
em ratos, ndo diferiram entre os tratamentos (MARCHANT-FORDE et al.,
2003).

O estresse por sua vez, pode trazer alteragdes em pardmetros sanguineos
hormonais. No estudo em questdo ndo houve diferenga entre os animais quanto
ao nivel de insulina, porém para a corticosterona houve diferentes respostas de
acordo com os diferentes niveis de estresse. Outros estudos corroboram os
presentes resultados, pois utilizando modelos de imobilizagdo semelhantes as
mesmas alteracdes na corticosterona plasmatica de ratos foram encontradas.
Dessa forma, observou-se maiores niveis circulantes do hormo6nio em animais
sob estresse cronico e sub-cronico quando comparados aqueles ndo estressados
(GAMEIRO et al., 2006) e niveis maiores ainda nos animais sob estresse agudo
(GAMEIRO et al., 2006; RICART-JANE et al., 2002). Adicionalmente, o
estresse agudo também promoveu um aumento nos niveis de ACTH tanto em
relagdo aos animais controle, como em relacdo aos animais do estresse cronico
ou sub-cronico, mostrando-se mais potente nessas alteracdes hormonais
(GAMEIRO et al., 2006). No presente estudo, porém, ndo foi observada
diferenca de resposta para corticosterona entre os animais do grupo estresse
crénico em relagdo ao grupo controle, tal fato pode ser devido ao tempo
decorrido entre a inducdo desses animais a imobilizagdo ¢ a coleta do material,
ja que antes da eutanasia eles ainda foram submetidos ao TLCE. Ja suinos
tratados com RAC e submetidos ao manejo de transporte, um potencial causador
de estresse, apresentaram concentragdes mais elevadas de epinefrina e
norepinefrina, no entanto, sem alteragdes nos niveis de cortisol (MARCHANT-

FORDE et al., 2003).
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Apesar da indugdo ao estresse ser um potencial causador de mudangas
em alguns pardmetros sanguineos bioquimicos (RICART-JANE et al., 2002),
ndo foram observadas altera¢des nos niveis de glicose, triacilglicerdis, colesterol
total e suas fragdes HDL (High-Density Lipoprotein) ¢ VLDL+LDL (Very Low
Density Lipoprotein+Low Density Lipoprotein) nos ratos. Em humanos, tanto o
estresse agudo quanto o crénico aumentam os niveis de colesterol plasmatico.
Os principais efeitos sdo encontrados no estresse cronico, ou seja, o colesterol
total circulante aumenta significativamente. Este fato ocorre normalmente
porque o estresse aumenta a liberagdo de catecolaminas que estimulam a
atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima (HMG-CoA), aumentando
assim, a sintese de colesterol total, como sugere Ricart-Jané et al. (2002). Em
ratos, a auséncia de respostas diferentes ao estresse agudo corroboram os
achados de Ricart-Jané et al. (2002), no qual esse nivel de estresse também nao
foi suficiente para alterar os parametros lipoprotéicos como o colesterol e sua

fracao HDL.

Comportamento

O TLCE do presente estudo apontou alteragdes nas respostas de ratos
submetidos a estresse e suplementados com RAC. Outros trabalhos indicaram
alteragdes no comportamento e fisiologia de animais submetidos aos ABAs. Tais
efeitos podem ser resultantes da ativacdo de receptores B-adrenérgicos no
Sistema Nervoso Central, mais especificamente no cortex e cerebelo, como
descreveu O’Donnell (1988). O autor sugeriu uma relagdo entre a ativagdo
desses receptores com o comportamento de animais, constatando alteracdes
comportamentais sob efeito do clembuterol. Além do cortex e cerebelo, Nomura
et al. (1981) observaram a presenca de sitios de ligacdo dos agonistas [-
adrenérgicos em outras areas cerebrais, tais como: hipotdlamo, mesencéfalo,

hipocampo e tdlamo, ponte e medula oblonga. Adicionalmente, segundo
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Gameiro et al. (2006), o estresse pode aumentar significativamente o
comportamento de ansiedade e de nocicepg¢do em ratos.

No presente estudo foi observada uma interagdo entre a RAC e o
estresse. O aumento nos periodos de RAC produziu efeitos contrarios no grupo
com estresse em relagdo aos nao estressados. Assim, quanto maior o numero de
dias de fornecimento de RAC, maior foi o nimero de entradas nos bragos
abertos para os animais estressados, maior foi a permanéncia nestes para aqueles
sob estresse agudo e menor foi o niumero de entradas e a permanéncia para
aqueles sem estresse. Esses resultados sugerem que a RAC por si s6 reduziu o
comportamento de exploracdo dos animais, mas quando associada ao estresse
esse parametro foi elevado. Entretanto, ndo foram observados os mesmos efeitos
de interacdo entre RAC e estresse quanto ao tempo nos bragos abertos, para
aqueles animais sob estresse cronico. Os animais desse grupo responderam ao
estresse, mas ndo aos diferentes periodos de RAC. Segundo Nomura et al.
(1981), o estresse induzido de forma crénica nos ratos aumenta os niveis de
norepinefrina intra-sinapticos, podendo provocar uma sub-sensibilidade do
receptor P-adrenérgico no cortex cerebral, devido a uma diminuicdo em seu
numero. Sendo assim, os efeitos da RAC para esse grupo podem ter sido
neutralizados devido a uma down-regulation desses receptores.

Gorman e Dunn (1993) avaliaram o comportamento de camundongos
sob o efeito do estresse por restrigdo (imobiliza¢do). Os autores constataram que
os animais submetidos ao estresse ficaram menos tempo dentro de camaras
(tubos cilindricos galvanizados) e mais tempo na area aberta, apresentando uma
reducdo no comportamento de defesa em relacdo ao ambiente. O achado ¢
condizente com o presente resultado, no qual o maior nimero de saidas dos
animais para os bracos abertos e maior permanéncia nestes sugeriu também um
comportamento menos defensivo, devido a interacdo da RAC com o estresse.

Essa combinacdo pareceu ser capaz de inibir o medo e elevar o comportamento
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expansivo nos animais, deixando-os até mais ofensivos. Efeitos semelhantes
foram observados em suinos alimentados com RAC e submetidos as situagdes
de estresse, como manejo e transporte. Dessa forma, nas primeiras semanas do
ensaio 0s animais passaram mais tempo ativos e em alerta e menos tempo
deitados em decubito lateral (MARCHANT-FORDE et al., 2003). Os achados
de Flicker e Geyer (1982) ratificam essas informagdes ao indicar que a infusdo
de norepinefrina no hipocampo de ratos tende a aumentar o comportamento
exploratorio de uma maneira que € antagonizada pelo propranolol.

Diferentemente do estudo atual, Gameiro et al. (2006) ¢ Gorman e Dunn
(1993) verificaram que o estresse isoladamente foi capaz de reduzir o numero de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE). Gorman e Dunn
(1993) ndo encontraram diferencas no tempo médio em que os animais
permaneceram nestes bragos, porém Gameiro et al. (2006) constataram que este
foi reduzido. Os efeitos do isoproterenol, um ABA, também foram estudados no
comportamento de ratos. O isoproterenol aumentou o tempo de laténcia dos
animais (tempo que gastavam para sair de um cilindro, onde eram colocados).
Tais efeitos foram dose-dependentes, ou seja, quanto maior a dose de
isoproterenol maior era o tempo de permanéncia dentro dos cilindros ¢ maior era
a demora para sair (GORMAN; DUNN, 1993). Tal resultado condiz com o que
foi verificado para os animais que foram submetidos somente a RAC, pois tal
grupo teve uma redug¢do nas entradas nos bragos abertos proporcional ao
aumento nos periodos de administracdo de RAC.

Apesar das respostas para os bracos abertos do labirinto, a RAC nao
produziu alteragdes quanto as entradas nos bracos fechados. A exposi¢do ao
estresse, entretanto, foi capaz de provocar uma redugdo nesse parametro. Porém,
no estudo de Gameiro et al. (2006) em ratos submetidos a diferentes periodos de
estresse por imobilizacdo, semelhantes aos utilizados no atual estudo, ndo foram

encontradas diferencas significativas para as entradas nesses bragos. O niimero
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de entradas nos bragos fechados pode ser analisado como um parametro de
locomogdo dos animais. Dessa forma, o resultado do presente estudo sugeriu que
o estresse, diferentemente da RAC, foi capaz de reduzir a atividade locomotora
dos animais. Apesar disso, Bisagno et al. (2004) constataram que o estresse
crénico por si s6 pode ndo alterar o nivel de locomog¢ao dos animais. Segundo o
autor, as sessdes de estresse por restricdo combinado com anfetamina podem
ainda aumentar esse parametro.

Segundo Marchant-Forde et al. (2003), suinos alimentados com RAC e
submetidos a situagdes estressantes, como manejo e transporte, apresentaram
maior atividade nas primeiras semanas do ensaio, comportamento semelhante
aquele visto nos bragos abertos do LCE, para os animais do presente trabalho.
No entanto, nas semanas seguintes do estudo, os autores constataram que os
animais sairam menos da baia de forma voluntaria, levaram mais tempo para se
retirarem das baias, levou-se também mais tempo no manejo de pesagem,
necessitando de mais palmadas e empurrdes do manipulador para entrarem na
balanca. Tal comportamento dos animais se assemelha aos dos ratos quanto ao
pardmetro de locomocdo (entradas nos bragos fechados), pois assim como o
estresse incitado aos ratos, a RAC associada a alguns manejos estressantes
podem reduzir a atividade locomotora dos suinos. Portanto, os resultados
sugerem que o estresse, somado ou ndo a administragdo de RAC, bem como de
outros ABAs, pode afetar o comportamento dos animais, tornado-os

potencialmente mais ofensivos e suscetiveis a manipulacao.
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7 CONSIDERAGCOES FINAIS

A dose de 5 ppm de RAC via oral, apesar de suficiente para suinos,
provocou efeitos menos pronunciados em ratos, sugerindo uma metabolizacao
de primeira passagem no figado dessa espécie. Porém, a op¢ao pela dose foi uma
tentativa de se evitar a diminui¢do da sensibilidade dos receptores, objetivando a
avaliacdo dos efeitos pelo incremento no tempo de fornecimento de RAC.
Mesmo nessa dosagem, a RAC potencializou os efeitos do estresse em ratos. E
ao extrapolar para animais de produgdo, sugere-se que o estresse pode atuar

negativamente nos possiveis beneficios oferecidos pela RAC.
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8 CONCLUSAO

Os periodos de RAC associados ao estresse cronico interferiram de
forma periodo-dependente na expressdo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo.
Também houve uma intera¢do entre a RAC e o estresse no comportamento dos
animais. Assim, os periodos de RAC combinados ao estresse elevaram a
exploracdo no labirinto de forma periodo-dependente, efeito antagénico aquele
verificado quando a RAC foi fornecida aos animais nao estressados.

O estresse foi capaz de interferir no comportamento, desempenho e
metabolismo dos ratos. Os animais estressados apresentaram uma redu¢do na
atividade locomotora no labirinto. O estresse agudo reduziu o aporte sanguineo
para algumas visceras e elevou o nivel do hormdnio corticosterona. O estresse
cronico, por sua vez, foi capaz de prejudicar o ganho de peso dos animais, mas
ndo foi eficiente em alterar outros pardmetros, como aqueles vistos para o nivel

agudo.
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TABELA 1A Analise de variancia de desempenho e caracteristicas de carcaca de ratos,
recebendo ragdes com 5 ppm de ractopamina e submetidos a diferentes
niveis de estresse

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Consumo (g/dia)

Estress 2 10,077912 5,038956 2,385  0,1008
Diasrac 4 4,834272 1,208568 0,572 0,6840
Estress *Diasrac 8 22,978648 2,872331 1,359  0,2329
Erro 60  126,774560 2,112909
Total corrigido 74 164,665392
CV (%) 8,03

Ganho de Peso (g/dia)
Estress 2 4,189056 2,094528 6,632  0,0025
Diasrac 4 1,011075 0,252769 0,800  0,5297
Estress *Diasrac 8 1,275757 0,159470 0,505  0,8479
Erro 60 18,948520 0,315809
Total corrigido 74 25,424408
CV (%) 41,68

Rendimento de carcaga (%)

Estress 2 0,102525 0,051263 0,679  0,5109
Diasrac 4 0,284813 0,071203 0,943  0,4452
Estress *Diasrac 8 0,171757 0,021470 0,284  0,9686
Erro 60 4,528345 0,075472
Total corrigido 74 5,087440
CV (%) 3,34

Concentrac¢do de Proteina Bruta (%)
Estress 2 7,861795 3,930897 0,890  0,4159
Diasrac 4 20,848632 5,212158 1,181  0,3285
Estress *Diasrac 8 21,788552 2,723569 0,617  0,7602
Erro 60  264,889840 4,414831

Total corrigido 74 315,388819
CV (%) 3,34




TABELA 1A, conclusio

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Concentracdo de Extrato Etéreo (%)
Estress 2 4,910419 2,455209 0,075 09282
Diasrac 4 139,281507  34,820377 1,058 0,3852
Estress *Diasrac 8 188,170661  23,521333 0,715  0,6776
Erro 60 1974,634480 32910575
Total corrigido 74 2306,997067
CV (%) 28,29
Peso Musculo Gatrocnémio (%)
Estress 2 0,024201 0,012100 1,702 0,1910
Diasrac 4 0,039559 0,009890 1,391  0,2479
Estress *Diasrac 8 0,057140 0,007143 1,005  0,4422
Erro 60 0,426572 0,007110
Total corrigido 74 0,547471
CV (%) 10,58
Peso Musculo Biceps femoral (%)
Estress 2 0,089096 0,044548 1,417  0,2503
Diasrac 4 0,153045 0,038261 1,217 0,3129
Estress *Diasrac 8 0,075011 0,009376 0,298  0,9638
Erro 60 1,885720 0,031429
Total corrigido 74 2,202872
CV (%) 22,29
Peso Musculo Longissimus dorsi (%)

Estress 2 0,000914 0,000457 0,007  0,9931
Diasrac 4 0,079000 0,019750 0,299  0,8778
Estress *Diasrac 8 0,075014 0,009377 0,142 0,9968
Erro 60 3,969490 0,066158

Total corrigido 74 4,124418
CV (%) 21,67




87

TABELA 2A Analise Variancia de pesos relativos viscerais de ratos, recebendo ra¢des
com 5 ppm de ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Peso Trato Gatrintestinal (%)

Estress 2 3,636531 1,818265 4,139  0,0207
Diasrac 4 3,900219 0,975055 2,220 0,0775
Estress *Diasrac 8 2,320509 0,290064 0,660  0,7239
Erro 60 26,358640 0,439311
Total corrigido 74 36,215899
CV (%) 11,35

Peso Figado (%)
Estress 2 0,268331 0,134165 4,122 0,0210
Diasrac 4 0,278699 0,069675 2,141 0,0868
Estress *Diasrac 8 0,462389 0,057799 1,776 0,0998
Erro 60 1,953000 0,032550
Total corrigido 74 2,962419
CV (%) 7,07

Peso Bago (%)
Estress 2 0,002264 0,001132 2,743  0,0724
Diasrac 4 0,000645 0,000161 0,391 0,8143
Estress *Diasrac 8 0,003083 0,000385 0,934  0,4958
Erro 60 0,024760 0,000413
Total corrigido 74 0,030752
CV (%) 10,74

Peso relativo Coragao (%)

Estress 2 0,001267 0,000633 0,443  0,6444
Diasrac 4 0,004965 0,001241 0,868  0,4887
Estress *Diasrac 8 0,009427 0,001178 0,824  0,5850
Erro 60 0,085840 0,001431

Total corrigido 74 0,101499
CV (%) 11,58
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TABELA 2A, conclusdo

Peso Rins (%)

Estress 2 0,016771 0,008385 1,305  0,2787
Diasrac 4 0,009160 0,002290 0,356  0,8386
Estress *Diasrac 8 0,055016 0,006877 1,070  0,3959
Erro 60 0,385520 0,006425

Total corrigido 74 0,466467

CV (%) 11,12

Peso Trato Reprodutor (%)

Estress 2 0,175776 0,087888 0,590  0,5574
Diasrac 4 1,204365 0,301091 2,022 0,1027
Estress *Diasrac 8 1,511491 0,188936 1,269  0,2768
Erro 60 8,933560 0,148893

Total corrigido 74 11,825192

CV (%) 14,72

Tabela 3A Analise de Variancia de pardmetros sanguineos de ratos, recebendo ragdes
com 5 ppm de ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicose (mg/dL)

Estress 2 567,156728  283,578364 0,177 0,838
Diasrac 4 2400,907333  600,226833 0,374 0,826
Estress *Diasrac 8 1291,791099 161,473887 0,101 0,999
Erro 60  96307,664040 1605,12773
Total corrigido 74  100567,51920
CV (%) 31,61

Triacilglicerol (mg/dL)

Estress 2 33,572129 16,786065 1,807 0,172
Diasrac 4 59,289789 14,822447 1,596 0,187
Estress *Diasrac 8 60,426645 7,553331 0,813 0,593
Erro 60 557,217321 9,286955

Total corrigido 74 710,505885
CV (%) 38,81




Tabela 3A, continuagdo

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Colesterol total (mg/dL)

Estress 2 6411,006888 3205,50344 0,955 0,3904
Diasrac 4 2844386893 711,096723 0,212  0,9308
Estress *Diasrac 8 5106,346819 638,293352 0,190 0,9914
Erro 60 201305,2382 3355,08730
Total corrigido 74 215666,9788
CV (%) 56,66

HDL (mg/dL)
Estress 2 365,835392 182,917696 2,610  0,0819
Diasrac 4 117,468085  29,367021 0,419  0,7943
Estress *Diasrac 8 511,799795  63,974974 0,913  0,5122
Erro 60 4204,895160 70,081586
Total corrigido 74 5199,998432
CV (%) 17,27

VLDL + LDL (mg/dL)
Estress 2 7,994189 3,997095 0,301  0,7415
Diasrac 4 8,544452 2,136113 0,161 09574
Estress *Diasrac 8 7,408925 0,926116 0,070 0,9998
Erro 60 797911198  13,298520
Total corrigido 74 821,858763
CV (%) 55,42

Insulina (ng/mL)
Estress 2 0,065097 0,032548 1,362 0,2638
Diasrac 4 0,009646 0,002412 0,101 0,9817
Estress *Diasrac 8 0,344357 0,043045 1,802 0,0945
Erro 60 1,433394 0,023890

Total corrigido 74 1,852493
CV (%) 19,98
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Tabela 3A, conclusido

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Corticosterona (ng/mL)

Estress 2 111486,9317 55743,46586 11,753 0,000
Diasrac 4  21078,60853 5269,652133 1,111 0,359
Estress *Diasrac 8  36587,59959  4573,449950 0,964 0,472
Erro 60 284569,2157 4742,820263

Total corrigido 74 453722,3556

CV (%) 22,67

Tabela 4A Analise de Variancia da quantificagdo da proteina GLUT-4 no tecido adiposo
de ratos, recebendo ragdes com 5 ppm de ractopamina e submetidos a
estresse cronico

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Estress 1 0,484850 0,484850 6,977  0,0247
Diasrac 4 0,476125 0,119031 1,713  0,2232

Estress *Diasrac =~ 4 1,689336 0,422334 6,077  0,0096

erro 10 0,694933 0,069493

Total corrigido 19 3,345244
CV (%) 16,88

Tabela SA Analise de deviance Pardmetros comportamentais no Labirinto em Cruz
Elevado pelos ratos, recebendo ragcdes com 5 ppm de ractopamina e
submetidos a diferentes niveis de estresse

Fontes de Variacao GL Deviance Valor p*
Numero de entradas no brago aberto

Estresse (E) 2 5,24 0,0727

Dias de ractopamina (DR) 4 1,52 0,8238

E x DR 8 16,45 0,0364

Residuo 60 75,34
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Tabela 5A, conclusido

Fontes de Variagao GL Deviance Valor p°
% tempo de permanéncia no brago aberto

Estresse (E) 2 292,27 0,0754

Dias de ractopamina (DR) 4 147,31 0,2474

E x DR 8 667,90 0,0420

Residuo 60

Tabela 6A Analise de deviance Pardmetros comportamentais de ratos, recebendo ragdes
com 5 ppm de ractopamina e submetidos a diferentes niveis de estresse, no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Fontes de Variagdo GL Deviance Valor p*
Numero de entradas no brago fechado
Estresse (E) 2 13,99 0,0282
Dias de ractopamina (DR) 4 10,07 0,2591
E x DR 8 4,98 0,9604
Residuo 60
Numero de vezes que alcangam o fim do brago aberto
Estresse (E) 2 4,50 0,11
Dias de ractopamina (DR) 4 3,28 0,51
E x DR 8 8,01 0,43
Residuo 60
Numero de vezes de permanéncia no centro
Estresse (E) 2 0,15 0,9650
Dias de ractopamina (DR) 4 12,40 0,2089
E x DR 8 6,70 0,9281

Residuo 60




