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RESUMO

Compreender o metabolismo lipidico e seus mecanismos regulatdrios
ajudam desenvolver novas estratégias capazes de modificar a deposi¢do de
gorduras nos diferentes tecidos animais e, assim, melhorar a qualidade da carne
produzida. Ao ativar receptores [-adrenérgicos especificos, acoplados as
proteinas G, a ractopamina (RAC) modifica o padrao de sinalizag¢do celular nas
c¢lulas musculares e adiposas, gerando reducdo na deposicdo de gordura e/ou
sintese de acidos graxos ¢ aumento da taxa de sintese proteica e crescimento
muscular. Contudo, poucos trabalhos cientificos detalham o mecanismo de agdo
e as possiveis rotas metabodlicas da RAC em suinos. Diante disso, avaliou-se o
efeito da suplementacdo com diferentes niveis de RAC no metabolismo de
suinos em terminag¢do. 40 suinos, machos castrados e fémeas, hibridos
comerciais (TOPIGS®™), com peso inicial de 75 kg, foram alojados em baias
individuais com piso de concreto dotadas de comedouros semiautomaticos e
bebedouro tipo chupeta. As dietas experimentais, fornecidas por um periodo de
28 dias e formuladas a base de milho e farelo de soja, foram suplementadas com
niveis distintos de RAC (ppm): 0, 5, 10, 15 e 20. O delineamento adotado foi
blocos casualisados, com 5 tratamentos e 8 repeticdes. No momento do abate
dos animais, coletaram-se amostras de tecido adiposo subcutaneo, perirrenal,
tecido muscular e sangue a fim de avaliar a atividade total da lipase lipoproteica
(LPL), o contetido de glicogénio muscular, a quantidade de insulina, dos
transportadores de glicose dependentes de insulina (GLUT-4) e acido graxo
sintetase (FAS) e os niveis séricos de glicose, colesterol total, HDL-c e
triacilglicerol. A RAC nao alterou a atividade LPL nos tecidos estudados. De
forma semelhante ndo foi verificado alteracdes nos niveis séricos de insulina,
contudo houve um aumento linear nos niveis séricos de triacilglicerois,
colesterol total ¢ HDL-c. A quantidade de FAS e GLUT4 presente no tecido
adiposo dos animais ndo variou entre os tratamentos, mas o GLUT4 muscular
apresentou efeito quadratico negativo com o aumento da concentracdo de RAC,
sendo a menor quantidade do transportador (0,959) estimada para 15,5ppm do
aditivo. Os niveis séricos de glicose aumentaram linearmente com a inclusao de
RAC a dieta, mas verificou-se redug¢do linear no conteido de glicogénio
muscular. Os resultados indicam que a ractopamina quando administrada a
suinos na fase de terminagdo atua sobre o metabolismo do tecido adiposo de
forma a estimular a lipdlise nestes animais, a0 mesmo tempo, em que sao
ocasionadas mudangas no metabolismo de carboidratos que dardo suporte ao
crescimento de massa magra nos animais suplementados.

Palavras-chave: Agonistas f-adenérgicos. Lipase lipoproteica. FAS. GLUT-4.



ABSTRACT

Understanding the lipid metabolism and its regulatory mechanisms help
the development of new strategies capable to modify the fats deposition in the
different animal tissues and thus improve the quality of the meat produced.
When activating B-adrenergic receptors, which are G protein-coupled receptors,
the ractopamine (RAC) modifies the pattern of cell signaling in fat and muscle
cells, resulting a reduction of the fat deposition and/or fatty acid synthesis,
increasing the rate of protein synthesis and muscle growth. However, a few
scientific studies detail the mechanism of action and the possible metabolic
pathways of RAC in swine. Therefore, It was evaluated the effect of
supplementation with different levels of RAC in the metabolism of finishing
pigs. 40 pigs, barrows and gilts, commercial hybrids (TOPIGS®), with an initial
weight of 75 kg, were housed in individual pens with concrete floors equipped
with semi-automatic feeders and drinker-type pacifier. The experimental diets,
supplied for a period of 28 days and formulated based on corn and soybean
meal, were supplemented with different levels of RAC (ppm): 0 (control), 5, 10,
15 and 20. The experimental design was randomized blocks with 5 treatments
and 8 replications. At slaughter, samples were collected from subcutaneous and
perirenal adipose tissue, muscle tissue and blood in order to assess the total
activity of lipoprotein lipase, glycogen content, amount of insulin, the insulin-
dependent glucose transporters (GLUT-4) and fatty acid synthase (FAS) and
serum levels of glucose, total cholesterol, HDL-C and triacylglycerol. The RAC
did not affect the activity of lipoprotein lipase in the tissues studied. Similarly
was not observed changes in insulin levels, but there was a linear increase in
serum levels of triglycerides, total cholesterol and HDL-c. The amount of
GLUT4 and FAS present in the animals adipose tissue did not differ between
treatments, but the muscular GLUT4 showed negative quadratic effect with the
RAC concentration increase, with the smallest amount of carrier (0.959)
estimated for 15.5 ppm of the additive. Serum glucose increased linearly with
RAC addition to the diet, but there was a linear decrease in glycogen content.
The results indicate that ractopamine when administered to swine in the
finishing phase acts on the adipose tissue metabolism in order to stimulate
lipolysis in these animals, simultaneously, that occur changes in carbohydrate
metabolism that will support the growth of lean body mass in supplemented
animals.

Keywords: B-adenergic agonists. Lipoprotein lipase. FAS. GLUT-4
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1. INTRODUCAO

A deposi¢do excessiva de gordura na carcaga de suinos constitui um
risco de saude para os consumidores, pois o consumo de niveis elevados de
gordura na dieta estd correlacionado com o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, resisténcia insulinica, diabetes e obesidade. Nesse contexto, a
compreensdo do metabolismo lipidico e os mecanismos pelos quais ¢ regulado
tém ajudado no desenvolvimento de estratégias cada vez melhores, capazes de
modificar a deposi¢do de gorduras nos diferentes tecidos animais e, assim,
melhorar a qualidade da carne produzida.

Analogos estruturais de hormonios coletivamente denominados
catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) e conhecidos como agentes de
particdo, os agonistas B-adrenérgicos (ABAs), por exemplo, o clembuterol,
salbutamol, terbutalina e a ractopamina, apresentam efeitos sobre o sistema
endocrino, metabolismo proteico, metabolismo lipidico e metabolismo de
carboidratos dos animais.

Particularmente, a ractopamina (RAC), amplamente pesquisada nos
ultimos 20 anos, ¢ adicionada nas ragdes de suinos em fase de terminacio,
periodo em que os animais ja atingiram a maturidade ¢ a sua capacidade de
sintese proteica comeca a ser menor. Ao alcangar o tecido adiposo de suinos, a
RAC pode se ligar aos receptores de agonistas f-adrenérgicos e ativar proteinas
G; que catalisardo a conversao do trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) e assim aumentar as taxas de lipdlise e diminuir a
atividade de enzimas lipogénicas no tecido adiposo.

Embora os beneficios da ractopamina sobre o desempenho e as
caracteristicas de carcaga de suinos sejam bastante conhecidos, poucos trabalhos

cientificos detalham o mecanismo de acdo e as possiveis rotas metabolicas do
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agonista nesses animais. Em razio disso, objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito de diferentes niveis de ractopamina no metabolismo de suinos machos

castrados e fémeas na fase de terminagao.



19

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Agonistas de receptores p-adrenérgicos, AMP ciclico e lipolise

2.1.1 Receptores adrenérgicos

Receptor ¢ uma molécula ou complexo de moléculas, capaz de
reconhecer ¢ interagir com hormdnio, droga ou neurotransmissor e, apos esta
interagdo, gerar sinal capaz de iniciar uma cadeia de eventos que resulta em
resposta biologica (LIMBIRD, 2004). Os receptores de membrana acoplados a
proteina G (GPCRs), aos quais fazem parte os receptores adrenérgicos,
constituem uma familia de receptores transmembrana que medeiam os multiplos
efeitos metabolicos e neuroendécrinos celulares que podem ser causados por
hormdnios e neurotransmissores (COMAN et al., 2009; DEUPI; STANDFUSS,
2011; DROR et al., 2011). As proteinas G, membros de uma familia de proteinas
homologas e triméricas, apresentam trés subunidades designadas a, B e y. De
acordo com a estrutura e sequéncia de suas subunidades, as proteinas G, ligadas
ao sistema adenilato ciclase, podem ser classificadas nas isoformas: Gs (ativa a
adenilato ciclase) e Gi (inibe a atividade da adenilato ciclase) (MOURA;
VIDAL, 2011; NETO; RASCADO; BENDHACK, 2006).

Os receptores adrenérgicos podem ser divididos em duas classes: a e
receptores que, ainda podem ser subdivididos em ala, alb, alc, a2a, a2b, a2c,
B1, B2 e B3, cujas diferencas residem nas suas afinidades e respostas a um grupo
de agonistas e antagonistas (DROR et al, 2011; NETO; RASCADO;
BENDHACK, 2006; SILVA; ZANESCO, 2010). Os receptores [, ligados a
proteina Gs (estimulatérias), sdo proteinas de membrana pertencentes a familia
de receptores do tipo serpentina que possuem sete segmentos transmembrana,
cada um com 22 a 28 residuos de aminoacidos (Figura 1) (COMAN et al., 2009;
DEUPI; STANDFUSS, 2011).



20

M-ter
fm L X = = 2 =
f. L
'~ E2 - |_! E3 : Reziduoz envolvidos com a
[ "‘ .‘ _l : {' .1 ligagdo com as catecolaminas
- -
2.3 % . ol

WB4R "~ .

ol 4
O ' '."df, 'f {.—-
o 4 2oowrdsrses ats
3

Eeesiduos idénticos e
nos B3AR e P2AR ! Cter —

Figura 1 Estrutura do receptor adrenérgico B3. Em azul claro estdo representados os
residuos de aminoéacidos que permanecem constantes entre os fB-receptores 3 e
2; em verde estdo representados os residuos de aminoacidos envolvidos com a
ligagdo da catecolamina. Fonte: Adaptado de Coman et al. (2009)

Compondo a sua estrutura possuem uma cauda N-terminal localizada na
regido extracelular, uma cauda C-terminal, que ¢ intracelular, trés voltas
extracelulares (E) e trés intracelulares (I). Os receptores do tipo Bl e B2
apresentam em sua cauda C-terminal um sitio de ligacdo que pode ser
fosforilado pela proteina quinase A (PKA) ou receptores beta quinase (beta-
ARK) (COMAN et al., 2009). Warne et al. (2008) afirmam que as voltas
intracelulares 12 e I3 em todos os P-receptores desempenham um papel
importante na seletividade, ligagdo e ativagdo das proteinas G. Muito embora
Bergen e Mersmann (2005) e Warne et al (2008) tenham informado que os
subtipos de B-receptores apresentam diferencas, entre si e entre espécies, na

sequéncia de aminoacidos que os compdem, Coman et al. (2009) verificaram
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homologia estrutural de 51% entre os receptores B3 e B1, 46% entre os
receptores B3 ¢ B2 e 54% entre os Ple P2 receptores. A homologia entre
humanos, bovinos, macacos, hamster, porcos da india, ratos e camundongos, ao
menos para o subtipo B3, ¢ considerada alta (aproximadamente 90%).

Verifica-se, ainda, que a distribuicdo desses B-receptores nos varios
tecidos incluindo os adipdcitos, € espécie-especifica. Em roedores, por exemplo,
90% dos B-receptores presentes na membrana celular adipocitaria ¢ do subtipo 3,
enquanto na maioria das outras espécies, esse subtipo representa
aproximadamente 10% dos B-receptores presentes (BERGEN; MERSMANN,
2005; MERSMANN, 1995). Em suinos, a predominancia sdo os receptores do
subtipo Bl (75%) e os subtipos de receptores P2 e 3 perfazem
aproximadamente 20% e 5% cada um (MERSMANN, 2002; MILLS, 2002a).
Devido a isso, o efeito final da ativacdo dos diferentes tipos de receptores beta
depende especificamente do 6rgdo-alvo e, principalmente, da espécie animal ja
que os animais podem transmitir sua especificidade para responder aos agonistas
¢ antagonistas sintéticos ou naturais dos B-receptores (BERGEN; MERSMANN,
2005; BORTOLOTTO; CONSOLIM-COLOMBO, 2009).

2.1.2 Catecolaminas, AMP ciclico e lipdlise

As catecolaminas sdo consideradas importantes, mas ndo os Unicos
reguladores da lipolise em células de gordura. Tanto o neurotransmissor
noradrenalina e o hormoénio adrenalina quanto seus analogos estruturais regulam
a lipolise por meio dos receptores lipoliticos B-adrenérgicos e anti-lipoliticos a-
adrenérgicos (indiretamente) (KIM et al., 2010; LANGIN, 2006; MILLS;
SPURLOCK; SMITH, 2003).
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A ligagdo desses agonistas P-adrenérgicos ao seu receptor induz
rearranjos conformacionais nas extremidades citoplasmaticas dos segmentos
transmembrana do GPCR os quais permitem a ligagdo com a proteina Gs.
Durante a formagdo do complexo agonista-receptor-proteina Gsqpy,, @ guanosina
difosfato (GDP) ¢ liberada da subunidade o deixando o sitio de ligagao livre para
associacdo com a guanosina trifosfato (GTP). Uma vez que essa proteina
reguladora se liga a subunidade o da proteina Gsu,, ocorre uma alteracdo
conformacional na molécula da proteina G que resulta na dissociagdo do
complexo aGTP da subunidade fy. O complexo aGTP induz uma modificacido
na fluidez da membrana celular que permite o seu deslocamento lateral. Ao
entrar em contato com a enzima adenilato ciclase (AC), o aGTP altera a
estrutura terciaria dessa enzima, ativando-a. A proteina trimérica Gs retorna a
sua configuracdo original (Gsep,) a partir da hidrolise do GTP para GDP na
subunidade o (Figura 2) (BARISIONE et al., 2010; MOURA; VIDAL, 2011;
RASMUSSEN et al., 2011)

Ligacio do
Agonista .
0 Ligagio do GTP & i Hidrdse do GTP em GDP
subunidade o daproteina G~ - (itg)m ae e inativacio do complexo
\ . eGTP

Retorno da proteina G a configuracio original

Figura2 Ciclo da proteina na formagdo do complexo agonista-receptor-proteina Gs,g,.
R: receptor; ATP: adenosina trifosfato; cAMP: adenosina monofosfato
ciclico; Pi: Fosfato. Fonte: adaptado de Rasmussen et al. (2011)
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A adenilato ciclase ativa converte adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e como resultado, hd um aumento dos
niveis intracelulares dessa molécula sinalizadora. O AMPc liga-se a subunidade
regulatoria da proteina quinase A (PKA) para liberar sua subunidade catalitica e
tornar a proteina ativa. Apos a ativacdo, a PKA regula enzimas intracelulares
(Perilipina e HSL), fosforilando-as (GRANNEMAN et al., 2007). As perilipinas
sdo as principais proteinas estruturais que revestem a superficie do adipossomo e
atuam bloqueando o acesso das lipases a essas células (SZTALRYD et al.,
2003). Dessa forma, a sua fosforilagdo ¢ necessaria para a translocagdo da HSL
ativa (fosforilada) do citoplasma para a superficie da gota lipidica resultando no
incremento da taxa lipolitica (BEZAIRE et al., 2009; GARCIA et al., 2004;
TANSEY et al., 2003). A ativacdo dos a-adrenoreceptores inibe a lipolise, uma
vez que estdo acoplados com a proteina Gi, o que leva a uma inibi¢do da
adenilato ciclase e a reducdo dos niveis intracelulares de AMPc (BERGEN;
MERSMANN, 2005; UETA, 2009).

A HSL ¢ regulada por fosforilagdo e desfosforilagdo em resposta aos
niveis intracelulares do AMPc que sdo controlados positivamente pelos
horménios glucagon, epinefrina e norepinefrina (YEAMAN, 2004) e
negativamente pela insulina (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004), cuja
atuacdo decorre da inativagdo da lipase horménio sensivel a partir da
fosfodiesterase que degrada essas (HOLM, 2003; WOLF, 2005).

Outra forma de regulacdo dessa enzima se dd por meio do processo de
dessensibilizacdo dos receptores B-adrenérgicos que ocorre em resposta a agao
prolongada de agonistas especificos. Nesse processo, o AMPc ativa a beta-
adreno-receptor quinase (beta-ARK), uma proteina quinase que fosforila os
receptores 2 e Bl em sua cauda C-terminal, inativando-o. Apods a inativagdo
ocorre o sequestro do complexo agonista-receptor para o meio intracelular, com

o aparecimento, ap6s algumas horas e/ou dias, de um fendmeno conhecido por
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downregulation (COMAN et al. 2009; KENAKIN, 2011; RAJAGOPAL,;
RAJAGOPAL; LEFKOWITZ, 2010).

Esse fendmeno, segundo Coman et al. (2009), provoca a diminui¢do da
sintese de mRNA dos PB-receptores e, consequentemente, da quantidade de
receptores B1 e B2 na membrana. Os receptores 3, no entanto, ndo sofrem essa
dessensibilizacdo induzida pelo agonista, tampouco o sequestro. O fenomeno de
down-regulation nestes receptores ¢ mediado pela ativagio do AMPc e da
proteina quinase C e ndo pela degradacido do mRNA dos receptores [B3-
adrenérgicos.

Além do aumento da lipdlise como resultado da estimulagdo dos
receptores [-adrenérgicos, Coman et al. (2009) verificaram o efeito no
metabolismo de carboidratos. Segundo esses autores, diferentes tipo de agonistas
B3 sdo capazes de normalizar a glicemia em roedores acometidos com diabetes
tipo 2. Esse efeito anti-hiperglicémico foi atribuido a distintos mecanismos de
acdo como a estimulacdo da secre¢do da insulina pelas células B pancreaticas; o
aumento na sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos em resposta ao
aumento na expressdo de transportadores de glicose ou no aumento dos
receptores de insulina; na diminuicdo da liberagdo de glicose pelo figado e no
aumento na captura de glicose ndo insulino-dependente e sua utilizagdo pelos

tecidos adiposo marrom, branco e miisculo esquelético.

2.1.3 Ractopamina

A deposi¢cdo de gordura na carne dos animais pode ser benéfica ou
indesejavel dependendo de sua quantidade e localiza¢do. Deposi¢do excessiva de
gordura tem sido reconhecida como prejudicial a qualidade da carcaca e

constitui um risco de satde para os consumidores, pois o consumo de niveis
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elevados de gordura saturada na dieta estd correlacionado com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, resisténcia insulinica, diabetes e
obesidade (RANIJIT et al, 2011; SULKOWSKA et al, 2006; ZHAO et al., 2010).
Na producdo de suinos, a compreensdo do metabolismo lipidico e os
mecanismos pelos quais ¢ regulado t€m ajudado no desenvolvimento de
estratégias cada vez melhores para modificar a deposicdo de gorduras nos
diferentes tecidos animais e, assim, melhorar a qualidade da carne entre elas, a
suplementa¢do com ractopamina (KUTZLER et al.; 2011; PATIENCE et al.,
2009; ROSS et al., 2011).

Pereira et al. (2008), Souza et al. (2011) e Andretta et al. (2012),
definem a ractopamina (RAC), como composto sintético que apresenta estrutura
e propriedades quimicas e farmacoldgicas similares as das catecolaminas
naturais epinefrina e norepinefrina. Esse agonista de receptores p-adrenérgicos
que pertence a familia das fenetanolaminas ¢ caracterizado pela presenca, em
sua estrutura, de um anel aromatico substituivel, uma cadeia lateral de

etanolamina e um nitrogénio alifatico (Figura 3) (SMITH, 1998).

ANFL AROMATICO ETANOLAMINA
HO CH
B o °
H e HCI
OH ,
ALFATICO OH

Figura3  Estrutura da ractopamina. * Carbono quiral, assimétrico. Fonte: Mills et al.
(2003)

Ricke et al. (1999) definem fenetanolaminas (-adrenérgicas agonistas

como combinagdes quirais. Dessa forma, existe uma assimetria molecular no
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carbono P hidroxilateral, um nitrogénio alifatico e o para um grupo benzil
substituido comum a todas as fenetanolamina. Ainda de acordo com esses
autores, para um agonista } apresentar atividade bioldgica, ¢ necessario que
exista em sua constituicdo um anel aromatico com seis membros substituiveis,
um grupo hidroxil ligado ao carbono P do radical amina em configura¢do R e um
nitrogénio com carga positiva no grupo etilamina, substituivel no nitrogénio
alifatico para dar especificidade ao receptor do tipo . Mills et al. (2003) e Mills,
Spurlock e Smith (2003) explicam que a RAC apresenta dois centros quirais em
sua constituicdo e pode formar quatro esteroisomeros RR, RS, SR e SS. O
isomero RR ¢ o mais lipolitico e ¢ provavelmente o mais ativo e funcional que
influencia o crescimento em suinos. Smith (1998) verificou, em seu estudo com
roedores, que a ractopamina ¢ seletiva para [l-adrenoreceptores, mas nos
suinos, conforme Mills (2002b), a RAC possui afinidade similar com os
receptores adrenérgicos B1 e 2. No entanto, a resposta ¢ mais eficiente quando
ocorre a ligacdo de seu esteroisdomero RR ao B2. Isso dificulta a compreensao da
acdo desse isdmero no tecido adiposo de suinos, ja que nesses animais, como foi
citado anteriormente, a maior predomindncia ¢é dos receptores [1
(MERSMANN, 2002; MILLS, 2002a).

A utilizagdo da ractopamina na medicina veterinaria ocorre
principalmente por via oral e o pH do trato gastrointestinal influencia
diretamente na sua absor¢do. No estdmago, independentemente da espécie ou da
idade do animal, ocorre a formagdo de um cation na amina alifatica, enquanto
que no intestino, devido sua natureza mais neutra, a ractopamina sofre reducgdo
na ionizac¢do de seus compostos, os quais aumentam a absor¢ao passiva através
da mucosa intestinal. Ap6s absorvida, a ractopamina ¢ metabolizada pelo figado
originando trés metabolitos identificados como monoglicuronideos de

ractopamina que apds sua utilizagdo e/ou interrupcdo do fornecimento &
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eliminada predominantemente pela urina (PALERMO NETO, 2002; RAMOS;
SILVEIRA, 2001).

O mecanismo de acdo da ractopamina nos receptores P-adrenérgicos
presentes no tecido adiposo dos suinos ¢é similar ao descrito para as
catecolaminas e também envolve a produgcdo de um segundo mensageiro
intracelular (AMPc) que ira fosforilar a PKA, tornando-a ativa. A PKA ativa ira
fosforilar as enzimas lipoliticas, que respondem quebrando as reservas de
gordura. Contudo, de acordo com Leeb-Lundberg et al. (1987), se o agonista
atuar continuamente sob os receptores P, podera causar uma redugdo na sua
quantidade pelos processos de dessensibilizagdo, sequestro e down-regulation
explicados anteriormente e, como consequéncia, um decréscimo na resposta a
estimulacdo  P-adrenérgica da RAC (MILLS, 2002a; SPURLOCK;
CUSUMANO; MILLS, 1993). Embora essa dessensibilizacdo possa ser
verificada no tecido adiposo, o mesmo nao ocorre no tecido muscular. De acordo
com Spurlock et al. (1994), parece que o processo de down-regulation tem
pouca influéncia sobre esse tecido, ja que o nimero de B-receptores no musculo
esquelético de suinos alimentados com ractopamina por 28 dias ndo diminui.

Os resultados fisiologicos gerados em resposta a agdo da RAC no corpo
do animal sdo afetados pela a atividade do composto no receptor, bem como,
pelas suas taxas de absor¢do, metabolismo e eliminagdo (SMITH, 1998). Sabe-
se que a ractopamina em suinos ¢ capaz de particionar os nutrientes do tecido
adiposo em favor do aumento da taxa de sintese proteica e do crescimento
muscular (Figura 4). Ao ativar receptores adrenérgicos especificos que
modificam os sinais metabodlicos nas células musculares e adiposas, a RAC
acaba gerando reducdo da deposicdo de gordura e/ou sintese de AG e, como
resultado, é possivel ter uma melhora na qualidade da carne produzida (APPLE

et al., 2007; ROSS et al., 2011; WATANABE et al., 2011).
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Figura4 Efeito do uso de ABA no particionamento de nutrientes. Fonte: Anderson,
Moody e Hancock (2005)

2.1.3.1 Efeito dos agonistas de receptores p-adrenérgicos no metabolismo

do tecido adiposo e muscular

Conforme o que foi publicado por Mersmann (1998) e Bergen e
Mersman (2005), os adipdcitos da maioria dos mamiferos respondem muito bem
a estimulacdo por agonistas f-adrenérgicos e insulina. Os efeitos mais profundos
sdo melhor demonstrdveis quando os tecidos ou adipdcitos isolados sdo
incubados in vitro e, respectivamente, sdo: aumento das taxas lipoliticas e
diminuicdo das taxas lipogénicas. Por exemplo, Peterla e Scanes (1990), ao
examinarem os efeitos in vitro da ractopamina e da insulina na lipdlise e
lipogénese em células do tecido adiposo de suinos, verificaram que a RAC foi
capaz de estimular a lipdlise nos adipdcitos cultivados pelo aumento na
liberagdo de acidos graxos e/ou glicerol ao mesmo tempo em que inibia a
lipogénese. Ao incubarem as amostras com insulina perceberam claramente uma
reducdo dos efeitos lipoliticos com diminuic¢do dos efeitos anti-lipogénicos desse
[B-agonista.

Mersman (1998) também procurou avaliar a taxa lipolitica e lipogénica

in vitro do tecido adiposo de suinos tratados com insulina e com um agonista [3-
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adrenérgico (o isoproterenol - ISO), por meio da atividade das lipases LPL e
HSL. O autor verificou que ndo houve modulacio da atividade das lipases (LPL
e HSL) ao incluir a insulina ou ISO durante o ensaio padrdo e a pré-incubacio
dos fragmentos de tecidos com ambos resultou numa modulacao discreta apenas
na atividade da LPL. As tentativas de regular a atividade da LPL no ensaio
enzimdtico padrdo podem ndo ter sido bem sucedidas porque muitos dos
componentes que participam do sistema de cascata de sinais gerados em resposta
a insulina e a B-receptores adrenérgicos eram esperados para estarem nas fragdes
centrifugadas diferentes das que foram utilizadas para andlise da medida da
atividade da LPL. Além disso, a propria ruptura fisica do receptor que pode ter
sido ocasionada pelos processos de homogeneizagdo, centrifugacdo e diluicdo
provavelmente impedem a sua fungdo (MERSMANN, 1998).

No entanto, essas dificuldades ndo foram encontradas por Ballart et al.
(2003) os quais avaliaram a atividade da LPL no tecido adiposo de ratos
estimulados in vitro e in vivo com o mesmo p-adrenérgico. Os autores
conseguiram verificar que o agonista B-adrenérgico isoproterenol foi capaz de
causar diminui¢do na atividade desta lipase in vitro em adipocitos isolados de
ratos que nao receberam inje¢ao subcutanea de ISO, bem como na sua atividade
em fragmentos de tecido adiposo de ratos tratados com o agonista.
Adicionalmente, os resultados obtidos por Mersmann (1998) diferem daqueles
reportados por Moody, Hancock ¢ Anderson (2000). Segundo esses autores,
estudos in vitro com suinos mostraram que agonistas beta-adrenérgicos sdo
capazes de aumentar a produg¢do de AMPc, os quais ativam proteinas quinases,
que por sua vez, fosforilam (ativam) a enzima essencial da lipolise, a HSL. Essa
enzima ativa quebra os TAG e, consequentemente, aumenta a taxa de lipolise
(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004).

Embora Liu et al. (1994) tenham verificado que suinos alimentados com

RAC nao apresentam modificagdes na atividade da acetil-CoA carboxilase ou
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enzima malica tampouco a abundancia do mRNA para acetil-CoA carboxilase e
o GLUT-4 sejam afetadas no tecido adiposo subcutaneo dos animais, trabalhos
mais recentes conseguiram verificar efeito dessa droga nesses € em outros genes
relacionados com o catabolismo e anabolismo de lipideos em suinos. Conforme
Mills (2002a) e Mills (2002b) a ativagdo da PKA apresenta também efeitos anti-
lipogénicos por meio da fosforilagdo e inativagdo do transportador de glicose
(GLUT-4) e acetil-CoA carboxilase associados ou ndo a uma alteragdo na
expressdo e atividade de genes lipogénicos. Desta forma a atividade do agonista
a nivel celular ndo esta relacionada apenas a modulagdo das enzimas envolvidas
no metabolismo de lipideos, mas também atua sobre o metabolismo de glicose
dos animais, reduzindo a sensibilidade a insulina. Halsey (2003) (citado por
BERGEN; MERSMANN, 2005) verificou, ap6s os suinos serem alimentados
por um periodo superior a duas semanas com esse agonista P-adrenérgico
comercial, uma expressdo génica diminuida de FAS e SREBP-1 no tecido
adiposo.

Reiter et al. (2007) compararam a administragdo cronica de RAC na
expressdo diferencial de genes relacionados ao anabolismo (FAS; GLUT-4;
estearoil-CoA dessaturase - SCD; SREBP-1 e leptina) e catabolismo (CPT-1 e
acil-CoA desidrogenase) de lipideos no tecido adiposo, figado e musculo
esquelético de suinos. Os autores verificaram ap6s a administragdo da RAC por
52 dias uma reducdo em ambos as racas estudadas (Pietrain e Duroc) na
expressdo dos genes FAS do tecido adiposo e figado, SREBP-1 do tecido
adiposo ¢ GLUT-4 do musculo esquelético e um aumento na expressdo génica
da acil-CoA desidrogenase do figado e musculo. Enquanto a RAC diminuiu a
expressdo génica da leptina no tecido adiposo apenas na raga Duroc, a
abundancia do mRNA para GLUT-4 no tecido adiposo foi significativamente

diminuida apenas na raga Pietrain. Em ambas as ragas estudadas, a expressao de
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CPT-1 nao foi afetada pela inclusdo de RAC na dieta e foi verificada uma
tendéncia a diminuig¢do da quantidade do mRNA para SCD no tecido adiposo.

Halsey et al. (2011), estudaram o efeito da ractopamina na expressdo de
genes envolvidos com o metabolismo de lipideos em suinos e puderam verificar
uma diminui¢do da expressao génica de SREBP-1, PPARy2, FAS ¢ GLUT-4
associado a um aumento da expressio de PPARa, fator de transcrigdo
relacionado com o metabolismo oxidativo.

Outro efeito da suplementagdo com RAC no metabolismo de lipideos de
suinos foi reportado por Hoshi et al (2005). Os autores ao avaliarem os
parametros reprodutivos e plasmaticos de suinos fémeas suplementadas com 20
ppm de RAC na racdo, postularam que, provavelmente devido ao efeito
lipolitico da droga, os animais suplementados em relagdo ao controle
apresentaram niveis elevados de colesterol total (71,80 mg.dl" vs 65,04 mg.dl™),
triglicérides (42,30 mg.dl” vs 37,00 mg.dl™") e colesterol HDL (59,40 mg.dl"' vs
53,40 mg.dl™).

Webster et al. (2007) mostraram que os suinos suplementados com RAC
apresentaram um aumento linear na porcentagem de carne magra, associado ao
aumento linear do acumulo de proteina e diminui¢do do acréscimo de gordura.
Ainda de acordo com os autores, incluindo lisina na dieta dos suinos
suplementados com a RAC ¢ possivel ter uma reducdo linear na deposicao de
gordura dos mesmos.

De acordo com Weber et al. (2006), uma provavel explicagdo, mesmo
que parcial, para a menor quantidade de gordura na carcaga de suinos
suplementados com RAC, poderia residir nos resultados obtidos por Page et al.
(2004), os quais demonstram que a RAC aumenta a apoptose no tecido adiposo
branco de camundongos. Contudo, Kim et al. (2010) trabalhando com outra
classe de agonista B, o clembuterol, ndo conseguiram verificar aumento na

apoptose nos adipdcitos, mas provaram uma direta estimulagdo lipolitica e



32

diminuicdo da lipogénese. Os distintos resultados comprovam a especifidade
farmacoldgica da resposta a estimulagdo dos B-receptores adrenérgicos.

Além dos efeitos no metabolismo de lipideos, a RAC ¢ conhecida
também por estimular o incremento da musculatura esquelética dos animais
suplementados. Esse resultado foi observado por Ross et al. (2011) que
verificaram que suinos suplementados com RAC aumenta a taxa de sintese
protéica e tendem ao decréscimo na deposicao lipidica. Conforme Depreux et al.
(2002) as respostas da acdo da RAC nas células musculares incluem aumento da
lactato desidrogenase, diminuicdo das enzimas oxidativas e alteragdo nas
propriedades contrateis do misculo. O aumento na lactato desidrogenase, de
acordo com Vestergaard et al. (1994), indica um reforgo na glicolise anaerdbica
e aumento na capacidade glicolitica do muisculo provavelmente pelo incremento
na atividade celular e ““turnover” proteico. Isso sugere que quando o animal é
suplementado com a RAC, o metabolismo muscular desloca-se em diregdo ao
metabolismo glicolitico ao invés do oxidativo. Gerrad (2008) demonstrou que o
uso de RAC ¢ capaz de alterar o tipo de fibra muscular e provocar mudangas no
metabolismo post-mortem.

Vestergaard et al. (1994) e Gerrad (2008) relatam em seus trabalhos as
mudancas que os ABAs podem ocasionar nas propriedades contrateis do
musculo esquelético. De acordo com os primeiros autores, os quais verificaram
essas alteragdes em bovinos, o cimaterol afeta a hipertrofia dos musculos de
contracdo rapida, provavelmente devido ao aumento do fluxo sanguineo
observado nos animais suplementados com [, agonistas. Esse aumento no fluxo
de sangue, conforme Mersmann (1998), pode oferecer uma maior quantidade de
substratos necessarios para a sintese de proteinas. Gerrad (2008) sugere que a
RAC estimula mudangas nas propriedades contrateis dos musculos para uma
contragdo de natureza mais rapida por meio do envolvimento de um controle

diferencial via MAP quinases (Mitogen activated protein kinases — proteinas
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quinases ativadas por mitégeno). Ainda segundo o autor, animais que ndo
apresentam a capacidade de expressar o fenotipo muscular de contragdo rapido
nado respondem totalmente a alimentacdo com o ABA.

Contudo, Hoshi et al. (2005) ao avaliarem indiretamente possiveis
alteracdes na contracdo muscular dos animais suplementados com RAC por
meio da quantificagdo dos niveis plasmaticos da creatinina, um produto da
contracao do musculo cuja sintese esta aumentada em animais mais ativos, ndo
obtiveram resultados significativos entre os tratamentos. Isso indicaria que as
drogas beta-adrenérgicas possam apresentar uma acdo ‘“negligenciavel” na
contragdo do musculo dos animais. Ainda segundo esses autores, os niveis
plasmaticos encontrados de nitrogénio na forma de ureia que diferiram entre os
grupos experimentais (controle apresentou maiores niveis em relagdo do grupo
suplementado com RAC), indicam um menor catabolismo de proteina e isso
provavelmente pode acarretar no incremento do desenvolvimento muscular dos
animais.

Agbenyega e Wareham (1990), Dodd et al. (1996) e Ryall, Sillence e
Lynch (2006) demonstraram que a administragdo cronica de agonistas de
receptores B-adrenérgicos particularmente os B2, pode aumentar o conteudo de
proteina da miofibra e entdo induzir uma hipertrofia no musculo esquelético de
mamiferos. Aalhus et al. (1992) também relataram que a suplementagdo com
RAC causa hipertrofia das fibras musculares, especificamente as brancas e
intermediarias, gerando um aumento no didmetro das fibras do musculo
esquelético. As mudancas verificadas pelos autores incluem aumento no
tamanho e no nimero das fibras brancas (tipo IIb) dentro do tecido muscular,
diminuicdo da quantidade de fibras intermedidrias (tipo Ila) e diminui¢do do
tamanho das fibras vermelhas (tipo I). Bark et al. (1992), Busquets et al. (2004)

e Navegantes et al. (2006) explicam as possiveis causas para essas mudangas
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apresentadas e acredita-se que possam ser em decorréncia de uma maior sintese
proteica e/ou diminui¢ao da sua degradacao (protedlise).

De fato foi verificado por Beermann (2002) que suinos alimentados com
RAC nido apresentam alteracdo na atividade das enzimas relacionadas com a
degradagdo de proteinas como a catepsina. Contudo Sainz et al. (1993)
afirmaram que o musculos de suinos suplementados com este ABA apresentam
uma menor ac¢do da calpaina, protease dependente de calcio, sobre a protedlise
muscular. Moloney ¢ Beermann (1996) comprovaram que na suplementagio
com RAC héd uma diminuigao significativa na excre¢do de um produto resultante
do catabolismo proteico, a 3-metil-histidina. Além disso, Bergen et al. (1989) e
Liu et al. (1994) ja tinham verificado que quando suinos recebem RAC na ragao,
o musculo esquelético desse animais responde retendo mais nitrogénio e
aumentando a expressio do mRNA da a-actina necessario para a sintese
proteica.

Navegantes et al. (2001) verificaram em ratos que a administracdo de
catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) e clembuterol reduzem as taxas
musculares esqueléticas da protedlise dependente de Ca>", provavelmente por
meio de suas ligagdes ao receptores P2-adrenergicos presentes nos musculos
esqueléticos brancos e vermelhos e ativacdo das vias intracelulares que
envolvem a proteina quinase dependente do AMPc. Yimlamai et al. (2005)
também verificaram que o clembuterol é capaz de induzir alteracdes especificas
no musculo como por exemplo atenuar a sua atrofia, por meio dos efeitos
causados na via proteolitica da ubiquitina-proteossoma. Conforme esses autores,
ratos tratados com esse ABA apresentaram reducdo da ativacdo da protedlise
causada pela via da ubiquitina-proteossoma nos musculos de contracdo rapida,
provavelmente por agdo do IGF-1. Esse peptideo é responsavel pela ativacao da
PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) com posterior ativagdo da proteina quinase B

(Akt), que uma vez ativa, ird fosforilar a proteina quinase alvo da rapamicina
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dos mamiferos (MTOR - mammalian target of rapamycin) com posterior
aumento da sintese de proteinas por meio da ativagdo de reguladores-chave
envolvidos na regulagdo e sintese proteica (p70S6K e 4E-BP1). Sendo assim a
inibi¢do desta via no musculo pode estar relacionada com a progressao de sua
atrofia (ZHANG; CHEN; FAN, 2007)

Outra explicacdo para tais modificagdes foi proposta por Gunawan et al.
(2007). Como um dos principais determinantes da velocidade de contragdo ¢ a
abundancia relativa das isoformas da miosina de cadeia pesada (MyHC) e os
genes que as codificam s3o regulados na transcricdo, entdo a RAC
provavelmente pode alterar a expressdo do gene MyHC. Para comprovar essa
hipétese, os autores determinaram no musculo Longissimus dorsi (LM) de
suinos alimentados com ractopamina, por meio de PCR em tempo real, a
abundancia relativa dos transcritos dos tipos de fibras I, Ila, IIx e IIb. Muito
embora, os autores tenham verificado que a expressdao do gene MyHC das fibras
tipo I ndo tenha sido afetada pela administragdo do ABA, a expressdao do MyHC
das fibras do tipo IIb foi mantida em niveis elevados e a expressao do MyHC
das do tipo IIx permaneceu diminuida durante toda a duragdo do experimento.
Apesar dos resultados apresentados pelos autores sugerirem que a RAC induz de
forma diferente a expressdo do gene MyHC das fibras do tipo IIb a custa das
demais isoformas, deve-se levar em consideragdo que nesse experimento a RAC
foi administrada aos porcos durante a fase de terminacdo e nesse periodo os
animais normalmente ja exibem hipertrofia muscular. Dessa maneira, ndo pode
ser subestimado que seja possivel o musculo apresentar essas caracteristicas
como resultado de seu crescimento rapido e/ou experiéncia hipertrofica

(GUNAWAN et al., 2007).
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3. CONCLUSAO

Nas ultimas décadas a suinocultura no Brasil tornou-se uma atividade
bastante dinamica devido os consumidores terem aumentado as suas exigéncias
em relagdo a qualidade da carne procurando por produtos com baixo teor de
gordura. Nesse contexto, os suinocultores buscando melhores caracteristicas
zootécnicas vém adotando como recurso nutricional a utilizacdo de agonistas
beta-adrenérgicos como aditivos que agem na modificacdo do metabolismo do

animal.

A ractopamina, andloga estrutural das catecolaminas, ¢ conhecida como
um agente de particdo que tem efeito principalmente no metabolismo muscular e
lipidico, atuando neste ultimo de forma a promover a reducao do teor de gordura
do corpo. Amplamente pesquisada nos ultimos 20 anos, a ractopamina foi
aprovada para uso em varios paises, inclusive no Brasil (FDA, 2000). A droga ¢é
administrada nas ragdes de suinos em fase de terminacdo e como pode ser
observado por meio dos trabalhos apresentados nesta primeira parte, 0s suinos
suplementados com ractopamina apresentam uma diminui¢do da deposicdo de
gordura e um aumento do crescimento muscular por mecanismos diversos.

Visando compreender o mecanismo de acdo e as possiveis rotas
metabdlicas da ractopamina em suinos na fase de terminagdo, como podera ser
visto na segunda parte deste trabalho, procurou-se verificar se a suplementagdo
com ractopamina altera nos animais suplementados a resposta metabodlica
sanguinea, a sensibilidade insulinica do transporte de glicose, as vias
metabdlicas responsaveis pelo armazenamento de gordura nos adipodcitos e no

musculo e pelo armazenamento de carboidratos.
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Resumo

Avaliou-se o efeito da suplementagdo com diferentes niveis de RAC no metabolismo
lipidico de suinos em fase de terminagdo. Amostras de tecido adiposo subcutaneo,
perirenal, muscular e sangue foram coletadas no momento do abate de 40 suinos
hibridos comerciais (TOPIG). Os animais utilizados foram suplementados com o0s
seguintes niveis de RAC (ppm): 0 (Controle), 5, 10, 15 e 20. A RAC nao alterou a
atividade da lipase lipoprotéica nos tecidos estudados. Nao foram verificadas alteracoes
nos niveis séricos de insulina, contudo houve um aumento linear nos niveis séricos de
triacilgliceréis, colesterol total e HDL-c. A quantidade de FAS e GLUT4 do tecido
adiposo dos animais ndo variou, mas o GLUT4 muscular apresentou efeito quadratico
negativo. Os niveis séricos de glicose aumentaram linearmente, a0 mesmo tempo em que
foi verificada uma reducdo linear no contetdo de glicogénio muscular. Os resultados
indicam que a ractopamina quando administrada a suinos na fase de terminagéo atua
sobre o0 metabolismo do tecido adiposo de forma a estimular a lipdlise nestes animais,
ao mesmo tempo, em que sdo ocasionadas mudangas no metabolismo de carboidratos
gue dardo suporte ao crescimento de massa magra nos animais suplementados.

Palavras-Chave: Agonista -adrenérgico, lipase lipoproteica, FAS, GLUT-4



49

1. INTRODUCAO

A deposi¢do de gordura na carne dos animais pode ser benéfica ou indesejavel
dependendo de sua quantidade e localizagdo. Deposicdo excessiva de gordura
tem sido reconhecida como prejudicial a qualidade da carcaga e constitui um
risco de saude para os consumidores, pois o consumo de niveis elevados de
gordura saturada na dieta estd correlacionado com o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, resisténcia insulinica, diabetes e obesidade
(Sulkowska et al. 2006; Zhao et al. 2010; Ranjit et al. 2011). Na producdo de
suinos, a compreensdo do metabolismo lipidico e os mecanismos pelos quais ¢é
regulado contribuem no desenvolvimento de estratégias capazes de modificar a
deposi¢do de gorduras nos diferentes tecidos animais e, assim, melhorar a
qualidade da carne, como por exemplo, a suplementacdo com ractopamina
(Patience et al. 2009; Kutzler et al. 2011; Ross et al. 2011).

Acredita-se que a ractopamina (RAC), agonista de receptores P-adrenérgicos,
por apresentar estrutura e propriedades quimicas e farmacoldgicas similares as
das catecolaminas naturais, possa controlar a adiposidade em suinos através de
vias metabolicas importantes relacionadas a deposigao e liberagdo de gordura no
tecido ao ativar receptores B-adrenérgicos especificos (Apple et al. 2007; Ranjit
Souza et al. 2011). Como consequéncia, ha a producdo de carcagas com teores
inferiores de gordura resultantes do melhor particionamento dos nutrientes do
tecido adiposo em favor do crescimento muscular (Ferreira et al. 2011;
Watanabe et al. 2011; Andretta et al. 2012).

Alguns efeitos da acdo da suplementacdo com ractopamina sobre o metabolismo
lipidico de suinos incluem: regulacdo da expressdo de genes relacionados com a
quebra de gordura corporal (acil-CoA desidrogenase, carnitina palmitoil
transferase 1 e receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissomas) e dos
genes de enzimas que participam do processo de lipogénese (acido graxo
sintetase, proteina 1 ligadora do elemento regulado por esterdis e acetil-CoA
carboxilase) (Bergen e Mersmann 2005; Reiter et al. 2007; Halsey et al. 2011).
Contudo, ainda se faz necessario mais estudos que possam ajudar a compreender
as possiveis vias metabodlicas da droga nesses animais, haja vista, que enzimas
metabolicamente importantes, como por exemplo a lipase lipoprotéica, carecem
de maiores investigacdes nesse modelo animal. Sendo assim, procurou-se avaliar
o efeito da suplementacdo com diferentes niveis de ractopamina sobre o
metabolismo de suinos em fase de terminagio.

2. MATERIAL E METODOS

Quarenta suinos hibridos comerciais (TOPIGS) provenientes do Centro
Experimental de Suinos (CES) do Departamento de Zootecnia da Universidade
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Federal de Lavras (UFLA), machos castrados e fémeas, foram utilizados para a
coleta das amostras de tecido adiposo subcutaneo (TAS) e perirenal (PR), de
tecido muscular (TM) e sangue. Durante todo o periodo do experimento, os
animais foram alojados em baias individuais com piso de concreto (2,3 x 1,5 m)
dotadas de comedouros semiautomaticos e bebedouro tipo chupeta, tendo acesso
ad libitum a agua. A ragéo foi fornecida duas vezes ao dia as 07h e as 16h.

Os tratamentos experimentais foram: dieta controle, formulada a base de milho e
farelo de soja, sem a adi¢cdo de ractopamina (RAC); dieta + suplementagdo de
Sppm (RAC); dieta + suplementagdo de 10ppm (RAC); dieta + suplementagao
de 15ppm (RAC) e dieta + suplementagdo de 20ppm (RAC). Na tabela 1 esta
apresentada a composicdo centesimal e os valores calculados das dietas
experimentais.

Tabela 1 Composi¢do centesimal e valores calculados das dietas experimentais de
suinos suplementados com diferentes niveis de ractopamina na fase de
terminagao

Dieta Experimental

Ingredientes (%)

Oppm Sppm 10ppm 15ppm  20ppm

Milho 71,43 71,43 71,43 71,43 71,43
Farelo de soja 22,73 22,73 22,73 22,73 22,73
Oleo de soja 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato Bicalcico 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Calcario Calcitico 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Sal comum 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Premix Mineral' 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix Vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 99% 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
L-Lisina HCL 78% 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
L-Treonina 98% 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Caulim 0,490 0,465 0,440 0,415 0,390
Tylan® 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Ractosuin’ 0,00 0,025 0,05 0,075 0,10

Composigdo calculada

Proteina bruta (%) 16,20 16,20 16,20 16,20 16,20
EM (kcal/kg) 3310 3310 3310 3310 3310
Lisina digestivel (%) 1,003 1,003 1,003 1,003 1,003

Metionina digestivel (%) 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Treonina digestivel (%) 0,717 0,717 0,717 0,717 0,717
Fosforo disponivel (%) 0,263 0,263 0,263 0,263 0,263

Calcio (%) 0,559 0,559 0,559 0,559 0,559
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* Composigdo, por kg de produto. Calcio: 98.800mg; cobalto: 185mg; ferro: 26.650mg; cobre:
15,750mg; iodo: 1.470mg; manganés: 41.850mg; zinco: 77.999mg.

® Composigio, por kg de produto. Acido folico: 116,55mg; 4cido pantoténico: 2.333,5mg; biotina:
5,28mg; niacina: 5.600mg; piridoxina: 175mg; riboflavina: 933,3mg; tiamina, 175mg; Vit. A:
1.225.000 U.L; Vit. D3: 315.000 U.L; Vit. E: 1.400mg; Vit K5: 700mg; Vit. B,: 6.825mg; selénio:
105mg; antioxidante: 1.500mg.

¢ Antibidtico a base de tilosina granulada.

4 Cloridrato de ractopamina 2,05%

As amostras de TAS, PR e TM e sangue foram coletadas no momento do abate
dos animais, o qual ocorreu ao final do periodo experimental de 28 dias, apds
dessensibilizagdo elétrica, em abatedouro comercial, de acordo com as normas
do Servigco de Inspegdo Federal (SIF). Todos os animais abatidos haviam
passado por jejum s6lido de 12 horas.

Fragmentos de TAS, PR com no minimo 1 c¢cm de espessura e 1 cm de
profundidade foram coletados em duplicata no menor espago de tempo apds o
obito do animal, durante a evisceracdo das carcagas. Os fragmentos do musculo
Longissimus dorsi (TM), de mesma espessura e profundidade, foram coletados,
igualmente em duplicata, da carcaca esquerda dos animais na cdmara fria.
Ambos os procedimentos foram realizados com auxilio de instrumentos estéreis.
Cada fragmento coletado foi armazenado em sacos plasticos resistentes, com
rotulos identificados individualmente, e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. O material coletado foi dividido, transportado em tambores
de nitrogénio liquido para os laboratérios de Bioquimica Celular, da
Universidade Federal de Minas Gerais, e de Biologia Molecular, da Faculdade
Sdo Leopoldo Mandic, e armazenados em freezer (-80°C) até as respectivas
avaliagdes nestes laboratdrios da atividade total da lipase lipoproteica,
quantificacdo do contetido de glicogénio e analises semi-quantitativas da
expressdo do transportador de glicose dependente de insulina (GLUT-4) e acido
graxo sintetase (FAS). Especificamente, as analises semi-quantitativas foram
realizadas somente com as amostras dos suinos machos castrados, uma vez que
esses animais apresentam um melhor padrio de resposta a ractopamina.

O sangue dos animais foi coletado em duplicata durante o ato da sangria, a qual
foi realizada por meio de corte dos grandes vasos do pescoco, com 0s animais
posicionados na vertical e suspensos por um dos membros posteriores. O
armazenamento das amostras de sangue dos animais foi em tubos de ensaio sem
anticoagulante com capacidade de 10 mL, individualmente identificados. O
material foi mantido sob refrigeracdo (2°C a 8°C) durante o transporte até a
Universidade Federal de Lavras, cujo percurso foi realizado em no maximo 30
minutos. No setor de Fisiologia e Farmacologia, as amostras foram centrifugadas
a 1.000 g por 15 minutos para obtengdo do soro e armazenadas a -20°C em
microtubos de polietileno para posterior dosagem dos seguintes parametros
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metabolicos: glicose (GLI), colesterol total (CT), HDL-c e triacilglicerdis
(TAG). O soro utilizado para dosagem de insulina (IN) permaneceu armazenado
em freezer a -80°C.

Para efetuar a analise da atividade total da lipase lipoproteica (LPL) os
fragmentos de TAS, PR ¢ TM (150mg) foram homogeneizados em tampao
contendo detergentes (Iverius e Ostlund-Lindqvist 1986) e a atividade total da
LPL foi medida utilizando um substrato emulsificado com lecitina (Nilsson-Ehle
e Schotz 1976) e contendo [9,10-’H]-trioleina e plasma de rato em jejum por 24h
como fonte de apo-CII. A reacdo foi interrompida com mistura de extragdo
(Belfrage e Vaughan 1969) e os [*H]-acidos graxos livres liberados foram
quantificados por espectroscopia de cintilacdo liquida (Beckman LS 7600). A
atividade da enzima foi expresso como nmol de [*H]-acidos graxos liberados x
mg do tecido avaliado™ x minuto™.

O conteudo de glicogénio muscular foi determinado pelo método proposto por
Hassid e Abraham (1957). O glicogénio foi extraido de amostras de TM
(200mg) em agua fervente por lh utilizando uma solugdo de KOH (30%),
seguido da adicdo de Na,SO, saturado e dalcool absoluto, para precipitar o
glicogénio a partir da digestdo alcalina. O material foi centrifugado a 978 x g por
10min, com posterior lavagem do glicogénio em dagua destilada e nova
precipitacdo em alcool absoluto e centrifugacdo. O glicogénio precipitado foi
dissolvido em 10mL de agua destilada e esta solu¢do final foi armazenada em
tubos Falcon de 15mL. A mistura de antrona foi cuidadosamente adicionada em
uma aliquota de 1mL da dilui¢do final, com posterior aquecimento das amostras
em agua fervente por 10 minutos. A leitura das absorbancias foi realizada no
espectrofotometro a 620nm. Glicose a diferentes concentragdes foi utilizada para
a curva de calibragdo.

As analises semi-quantitativas da expressdo do GLUT-4 e da FAS por Western
blotting foram realizadas homogeneizando as amostras de TAS e TM em tampao
de lise contendo inibidores de proteases, seguida de centrifugagdo (12000g,
10min, 4°C), a fim de remover o infranadante e, assim, quantificar as proteinas
das amostras utilizando o método proposto por Bradford (1976). Em seguida,
20ug de proteina das amostras foram aquecidas a 95°C por 10min e aplicadas
em gel de poliacrilamida a 12% com dodecil sulfato de sédio (SDS), de acordo
com o método descrito por Laemmli (1970) e, posteriormente, foram
transferidas eletroforeticamente (tampdo: Tris-HCl 25mM, glicina 192mM,
metanol 20%) para uma membrana de nitrocelulose, sob voltagem de 110 Volts,
por 1h. O transportador de glicose GLUT-4, a acido graxo sintetase, a o-tubulina
(controle endégeno), todos da Santa Cruz Biotechnology®, foram sondados com
um anticorpo primario policlonal anti-goat (Santa Cruz Biotechnology™). O
anticorpo secundario utilizado foi o rabbit anti-goat 1gG (Santa Cruz
Biotechnology®™). A revelagdo quimioluminescente foi realizada em filme
radiografico e as bandas imunorreativas foram quantificadas por densitometria
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no software livre Image J quant, da National Institute of Health, USA. Os
resultados foram expressos a partir da relagio GLUT-4/a-tubulina e FAS/a-
tubulina em unidades de densidade relativas.

As concentragdes de GLI, CT e HDL-c do soro foram quantificadas
respectivamente pelas metodologias da glicose oxidase, colesterol oxidase e
PEG 6000 modificado utilizando testes enzimaticos da empresa DOLES
(Goiania, GO) e de acordo com as normas do fabricante. O TAG foi
quantificado pela metodologia Enzimatico-Trinder utilizando o teste enzimatico
da empresa LABTEST (Lagoa Santa, MG), de acordo com as normas do
fabricante. A concentragdo de IN foi quantificada pelo método de ELISA
conforme as normas do fabricante do teste comercial para insulina de rato
(MILLIPORE, St. Charles, MO — USA).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualisados com cinco
tratamentos e oito repetigdes. Apds teste de normalidade e homogeneidade das
variancias (testes de Shapiro-Wilk ¢ de Levene, respectivamente), os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), utilizando-se o
programa estatistico Statistic Pacckage for the Social Sciences (SPSS), versao
17.0 para Windows, sendo realizadas analises de regressdes multiplas até o
terceiro grau. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

3. RESULTADOS

Nao foi verificado efeito significativo da suplementagdo com os diferentes niveis
de ractopamina na atividade da enzima lipase lipoproteica presente nos capilares
que circundam o tecido adiposo subcutdneo (TAS), tecido adiposo perirenal
(PR), tecido muscular (TM) (Tabela 2) dos suinos.

Tabela2  Atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL) no tecido adiposo subcutineo
(TAS), tecido adiposo perirenal (PR), tecido muscular (TM) e conteudo de
glicogénio muscular (GM) de suinos, machos castrados fémeas,
suplementados com diferentes niveis de RAC (ppm) na fase de terminagao.

Doses de Ractopamina (ppm) C.V' Regressa

0 5 10 15 20 % 0 p
Atividade da LPL?
TAS 0,024 0,023 0,021 0,019 0,018 22,39 - 0,114
PR 0,025 0,023 0,023 0,022 0,022 13,00 - 0,197
™ 0,026 0,028 0,029 0,029 0,029 13,48 - 0,542
Conteudo de
Glicogénio

GM® 87,40 84,84 84,00 80,97 81,08 6,23 Linear 0,001
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! Coeficiente de Variagio

#Resultados expressos em niimero de moles de 4cidos graxos liberados x mg de tecido™! x min.”!

®Resultados expressos em mg glicogénio/g de tecido

Foi verificada uma reducdo linear (Figura 1; P=0,001) na quantidade de
glicogénio armazenado no tecido muscular esquelético dos animais em fungdo
do aumento das doses de ractopamina na dieta, ap6s 28 dias de suplementacao.
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Figural Conteddo do glicogénio muscular em fungdo das
concentragdes de ractopamina nas dietas de suinos,
machos castrados e fémeas, hibridos comerciais na fase
de terminacdo.

A figura 2 mostra um autoradiograma representativo das bandas de GLUT-4
(54KDa) e de FAS (250 KDa), juntamente com as bandas da proteina a-tubulina
(55 KDa), no tecido adiposo subcutineo e a figura 3 mostra um autoradiograma
representativo das bandas de GLUT-4 e da proteina a-tubulina, no tecido
muscular de suinos machos castrados suplementados com concentragdes
distintas de ractopamina.
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Doses de Ractopamina Oppm Sppm 10ppm 15ppm 20ppm
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Figura 2 Autoradiograma representativo de western blotting para as proteinas GLUT-4,
FAS e o-tubulina no tecido adiposo subcutaneo de suinos machos hibridos.
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Figura 3 Autoradiograma representativo de western blotting para a proteina GLUT-4 ¢ a
o-tubulina no tecido muscular de suinos machos hibridos.

Os conteudos de GLUT-4 e FAS do tecido adiposo subcutdneo ndo foram
afetados pelos diferentes niveis de ractopamina na dieta (Tabela 3).

Tabela 3 Andlise semi-quantitativa por Western blotting do conteido de do
transportador de glicose dependente de insulina (GLUT-4) e da enzima acido
graxo sintetase (FAS) presentes nos tecidos adiposo subcutidneo e muscular de
suinos machos hibridos, em terminagdo, em fung¢do da concentracdo de
ractopamina na dieta

Doses de Ractopamina (ppm) cv.!
0 5 10 15 20 % Regressdo P
Tecido adiposo
subcutineo
GLUT-4* 0,780 0,765 0,696 0,655 0,595 11,57 - 0,263
FAS® 0,495 0,680 0,660 0,610 0,655 16,21 - 0,450

Tecido muscular

GLUT-4* 1,785 1,325 1,025 1,020 1,010 8,91 Quadrética 0,003

T - -~
Coeficiente de variagdo.
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#Resultados expressos a partir da relagio GLUT-4/0-tubulina em unidades de densidade relativas
® Resultados expressos a partir da relagio FAS/a-tubulina em unidades de densidade relativas

Em relagdo ao GLUT-4 presente na musculatura esquelética dos animais
suplementados com a ractopamina durante a fase de terminagdo foi verificado
um efeito quadratico negativo (P=0,002) (Figura 4), com o aumento da
concentragdo de ractopamina nas dietas, sendo a menor quantidade do
transportador de glicose dependente de insulina (0,959) estimada para a
concentragdo de 15,5ppm de ractopamina na dieta.

y=0.0034Rac?- 0.1054x+ 1.7747

R-=0.,988

GLUT-4
-2

=
h
—_
[e=
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Ractopamina (Rac) - ppm

Figura4 Analise semi-quantitativa da proteina GLUT-4 presente no
tecido muscular de suinos machos tratados com diferentes
niveis de ractopamina (ppm). Os resultados foram expressos,
a partir da relagdo GLUT-4/0-tubulina, em unidades de
densidade relativa

Nao foi verificado efeito da adigdo de ractopamina sobre os niveis séricos de
insulina (IN) (Tabela 4). Para os niveis de glicose (GLI), colesterol total (CT),
HDL-c e de triacilgliceréis (TAG) no sangue, foram encontrados aumentos
lineares (P=0,040; P=0,002; P=0,000 e P=0,002, respectivamente), com o
aumento da concentracdo de ractopamina nas dietas (Figura 5).
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Tabela 4 Niveis séricos de glicose (GLI), colesterol total (CT), colesterol HDL (HDL-
¢), triacilglicerois (TAG) e insulina (IN) de suinos, machos castrados e
fémeas, em terminagdo, em funcdo das concentra¢des de ractopamina.

Doses de ractopamina (ppm)

CV', Regressa

Variaveis 0 5 10 15 20 % 0 P
GLI (mg.dl™) 83,80 9224 98,11 9946 99,90 11,88 Linear 0,040
CT (mg.dl™") 68,85 77,33 81,17 87,29 90,50 12,95 Linear 0,002
HDL-c (mg.dl™) 35,34 38,00 40,82 4229 43,23 7,08 Linear 0,000
TAG (mg.dl'™) 50,07 56,27 56,69 61,41 63,89 11,25 Linear 0,002
IN (ng.ml™) 0,116 0,107 0,106 0,100 0,094 33,03 - 0,766
T Coeficientes de variagdo
110 46
A) 4
o 100 /q O »
2% 40
5% % v 2% 38
SE § Bt e Rl B 3 =04014Rac + 35,922
80 HE B
i 4 — 34
R?=08346 . R2=0.958
o i ' 2 ' 30 : : : .
y ) N o 2 0 5 10 15 20
Ractopamina (Rac) - pm Ractopamina (Rac) - ppm
93 70
B % ;
i
P
35 B y = 1.0652Rac + 70,376 y =0,6556Rac + 51,11
%E, Ny - -
S 63 R2=0.975 R2=0.9479
a0 T : : . 40 T T T ]
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Ractopamina (Rac) - ppm

Ractopamina (Rac) - ppm

Figura5 Niveis séricos de glicose (a), colesterol total (b), de HDL-c (c) e de
triacilglicerois (d), em fung¢do das concentragdes de ractopamina nas dietas de
suinos, machos castrados e fémeas, hibridos comerciais na fase de terminagao.
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4. DISCUSSAO

A lipase lipoproteica (LPL) ¢ uma enzima essencial para o controle do
direcionamento de triacilgliceréis entre os tecidos muscular e adiposo,
aumentando os estoques lipidicos ou fornecendo energia na forma de acidos
graxos para o crescimento muscular (Elkattawy et al. 2009; Schittmayer e
Birner-Gruenberger 2009). Avaliar a atividade desta enzima, sobretudo no
tecido adiposo, pode ser um instrumento, ndo o Unico, valido para o estudo da
via anabdlica (Mersmann 1998). Varios autores estudaram extensivamente a
regulacdo da atividade da LPL por agonistas de receptores f-adrenérgicos em
distintos modelos animais (Ballart et al. 2003; Smith et al. 2007; Bryant et al.
2010), contudo os estudos envolvendo a sua regulagio em suinos
especificamente por agdo da ractopamina carecem de maiores investigagoes.
Baseado nos efeitos que as catecolaminas exercem sobre a atividade da LPL do
tecido adiposo e muscular, diminui¢do e aumento, respectivamente, conforme
Fonseca-Alaniz et al. 2007 e Goldberg et al. 2009, esperava-se que os suinos
também pudessem apresentar alteracdo na atividade da mesma em funcdo da
suplementacdo realizada com ractopamina, no entanto este efeito ndo foi
observado provavelmente porque ndo atua diretamente sobre a atividade da
lipase lipoproteica de suinos.

Outro pardmetro valido para o estudo da via anabolica, a acido graxo sintetase
(FAS), também foi avaliada neste experimento. Esta ¢ uma importante enzima
que participa dos processos de sintese enddgena de acidos graxos de cadeia
longa através de precursores menores como o acetil-CoA e malonil-CoA
(Carvalheira et al. 2002). Como informado anteriormente, a ractopamina nio
alterou a quantidade de FAS presente no tecido adiposo subcutaneo dos animais
suplementados na fase de terminag@o, muito embora a redugdo na quantidade do
mRNA de FAS neste mesmo tecido tenha sido verificada em suinos
suplementados com 20ppm do agonista durante um periodo de 28 dias (Halsey
et al. 2011) e por um periodo de 52 dias (Reiter et al. 2007). Ressalta-se que
nenhum dos trabalhos abordados assemelha-se metodologicamente com este
experimento e por este motivo deve ser levada em consideracdo que as respostas
aqui obtidas podem ter variado das dos demais devido a linhagem utilizada,
tempo de exposicdo ao agonista e do nivel administrado, conforme teoria
proposta por See et al. (2004).

Devido aos resultados discutidos anteriormente, acredita-se, portanto, que a
suplementacdo de suinos com ractopamina altere o metabolismo lipidico do
animal ocasionando estimulo na lipdlise e ndo bloqueio da lipogénese, muito
embora o tecido adiposo desses animais apresente menor concentracdo de
receptores lipoliticos B3-adrenérgicos (Peterla e Scanes 1990; Mcnell e
Mersmann 1999). Esta pode ser uma provavel explicacdo para a diminui¢ao na
deposicdo de gordura na carcaca de suinos suplementados com o aditivo na fase
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de terminagdo encontrada por diversos autores (Pérez et al. 2006; Amaral et al.
2009; Cantarelli et al. 2009). De fato, Dunshea et al. (1998) ao estimarem a
lipogénese a partir da incorporagio de C'* aos estoques lipidicos de suinos
suplementados com ractopamina na dieta e recebendo doses intravenosas de
glicose-[U-C""], verificaram que a o aditivo ndo influenciou a taxa de lipogénese
do tecido adiposo dos animais no estudo. Por outro lado, Peterla e Scanes (1990)
verificaram in vitro que adipécitos de suinos tratados com ractopamina
apresentam aumento na liberagdo de glicerol. Provavelmente, segundo Adeola et
al. (1992), a ractopamina quando melhora o desempenho e composicdo da
carca¢a dos suinos, também induz uma mudan¢a no metabolismo do animal ao
aumentar a utilizacdo de gordura para a oxidagdo e potencializando a capacidade
de resposta do tecido adiposo a estimulos lipoliticos, no entanto os resultados na
literatura acerca da redugdo in vivo da gordura sdo inconclusivos (Moore et al.
2009; Boler et al. 2010; Kutzler et al. 2010).

Diversos estudos demonstraram que alteracdes no metabolismo lipidico em
distintos niveis repercutem diretamente nos niveis séricos das lipoproteinas ricas
em triacilglicer6is e lipoproteinas ricas em colesterol (Bernardes et al. 2004;
Scherr e Ribeiro 2008). Hoshi et al. (2005) verificaram que, provavelmente
devido ao efeito lipolitico da droga, suinos suplementados com 20 ppm de RAC
na ragdo apresentaram aumento linear do colesterol total, triacilglicer6is e HDL-
c. De forma semelhante, estes mesmos parametros apresentaram-se aumentados
com a inclusdo da ractopamina neste estudo. Provavelmente, por outros
mecanismos nao esclarecidos com essa pesquisa, a ractopamina possa ter
acarretado diminui¢do na captagdo dos quilomicra remanescentes e lipoproteinas
circulantes e na captagdo do colesterol pelo figado o que pode ter afetado
respectivamente o nivel sérico de triacilglicerdis e colesterol total, bem como o
de HDL-c (maior fragdo presente no suino).

Enquanto que a ractopamina € capaz de ativar a via lipolitica no tecido adiposo
de suinos, a insulina apresenta um papel lipogénico sobre este tecido (Almeida
et al. 2012). Este hormonio promove o armazenando de triacilgliceréis (TAGs)
por meio da estimulacdo do transporte de glicose, mediado pela ativagao dos
receptores insulina substrato (Kahn e Flier 2000), estimulag¢do da captacao dos
TAGs circulantes por meio do aumento da atividade da lipase lipoproteica (Buijs
et al. 2003) e reesterificacdo de acidos graxos livres (Enoksson et al.1998; Van
Harmelen et al. 1999). Embora Dunshea e King (1994, 1995) tenham verificado
que suinos suplementados com ractopamina apresentam niveis basais de insulina
diminuidos, neste experimento esse efeito ndo ficou demonstrado. Possivelmente
a ractopamina possa ter diminuido a sensibilidade a insulina e/ou a ligagdo da
insulina ao adipocito dos suinos suplementados, como fora verificado
anteriormente em estudos in vitro por (Liu e Mills 1990; Mills et al. 1990).
Associado a isto, o tecido hepatico em resposta a estimulagdo por este agonista
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pode ter reduzido a extra¢do da insulina o que pode ter ajudado na manutengao
dos niveis elevados deste hormdnio (Hermsdorf e Monteiro 2004).

Medir a concentracdo de um metabolito no plasma nao necessariamente indica
uma taxa das alteragdes metabdlicas que ocorram em um tecido especifico, uma
vez que as concentragdes destes metabolitos circulantes dependem de uma série
de fatores, como por exemplo, ingestdo alimentar, taxa de produgdo, taxa de
captacdo e taxa de liberacdo para o plasma, reutilizacdo intracelular, o fluxo
sanguineo e da complexa interacdo de hormdnios (Adeola et al. 1992; Mersman
1998). Desta forma, as mudancgas verificadas no presente experimento nao
podem ser unicamente expostas como o resultado de um tnico evento, mas sim,
também podem ter surgido a partir de eventos metabolicos complexos e
integrados ao metabolismo lipidico animal, como por exemplo, em resposta a
provaveis alteragdes no metabolismo de carboidratos do animal.

E sabido que a ractopamina além de atuar em vias metabodlicas importantes
relacionadas com o metabolismo proteico e lipidico, também ¢ conhecida por
apresentar efeito sobre o metabolismo de carboidratos dos animais
suplementados, ¢ desta forma integrada, redireciona os nutrientes presentes na
dieta favorecendo a sintese de proteinas em detrimento da deposi¢do de gordura
na carcaga (Andretta et al. 2012; Gunawan et al. 2007; Watanabe et al. 2011).
Assim como ocorre com as catecolaminas, o uso deste B-agonista sintético pode
ocasionar o aumento das concentragdes de glicose e 4acidos graxos nao
esterificados no plasma dos animais suplementados, tendo estas mudangas ja
sido relatadas (Adeola et al. 1992; Barth et al. 2007).

A hiperglicemia pode, portanto, ser considerada uma marca da resposta
metabodlica frente ao uso de catecolaminas e seus agonistas P-adrenérgicos
similares e, ao contrario do que foi verificado por Dunshea e King (1994), este
efeito ficou demonstrado neste experimento. Os suinos suplementados com
ractopamina apresentaram aproximadamente um aumento maximo de 19% nos
niveis séricos de glicose. Estes resultados aproximam-se dos obtidos por
Mersman (1987), cujo experimento, que visava avaliar os efeitos metabdlicos
agudos da suplementacdo com o mesmo agonista na dieta de suinos, mostrou
como resultado aumento no volume de glicose em 24% ¢ Vandenberg et al.
(1998) que trabalhou com peixes. Provavelmente, a estimulagdo dos
receptores Pr-adrenergicos hepaticos pela ractopamina pode ter resultado no
aumento do catabolismo de glicogénio (glicogendlise e/ou gliconeogénese,
indiretamente), gerando um maior nivel plasmatico de glicose (Arinze e Kawai
1983; Ghosh et al. 2012), presumivelmente para apoiar o aumento verificado por
diversos autores na deposicao proteica que ocorre no musculo esquelético desses
animais durante a suplementagdo com a RAC (Andretta et al. 2012; Cantarelli et
al. 2009; Ferreira et al. 2011).

Na musculatura esquelética, o conteudo de glicogénio tanto pode servir como
uma reserva energética para essas células (Jensen et al. 2006, Kishore et al.



61

2006) como também ¢ utilizado no complexo processo de conversdo do misculo
em carne (Koohmaraie et al. 1995, Huff-lonergan e Lonergan 1999). O efeito
glicogendlico discutido anteriormente frente a administragdo de catecolaminas
também pode ser verificado neste tecido (Gunawan et al. 2007) e esse trabalho
mostrou esta diminui¢do no contetdo de glicogénio muscular dos suinos
suplementados com a RAC. Os resultados demonstrados para os niveis séricos
de glicose e conteido muscular de glicogénio podem dar suporte para as
alteracdes encontradas por Gunawan et al. (2007) para a expressao da glicogénio
sintetase em seu experimento com suinos. Inicialmente, o aumento da
disponibilidade de glicose na circulagdo devido a mobilizagdo das reservas
energéticas a partir do figado estimula a expressdo da glicogénio sintetase (GS).
Com administragdo cronica da RAC, aumenta a necessidade de energia
associada ao crescimento muscular continuamente estimulado pelo aditivo. A
partir deste momento, ndo seria mais necessaria para a célula muscular manter
niveis elevados da GS que sofreria downregulation de seu gene com
concomitante necessidade de quebra das reservas de glicogénio do musculo por
meio da atuagdo da enzima glicogénio fosforilase. Novos estudos neste campo
sdo encorajados a fim de poder esclarecer esta hipotese levantada.

A suplementacdo com RAC aumenta a lipolise por meio da ligacdo deste aditivo
a receptores B-adrenérgicos presentes na membrana do adipocito com posterior
ativagdo de uma cascata de sinalizacdo que envolve a sintese de AMPc, com
posterior ativagdo da lipase hormdnio sensivel pela proteina quinase A (Almeida
et al. 2012; Bergen and Merkel 1991; Lefkowitz 2006). Adicionalmente, foi
demonstrado que a proteina quinase A (PKA), por meio do aumento da
fosforilagdo da serina, apresenta efeitos inibitdrios em diversas reagdes que
participam do processo de conversdo de glicose a triacilglicerol e seu posterior
armazenamento (Liu et al. 1994). Os horménios que ativam a PKA, de forma
aguda, interferem tanto no transporte da glicose e translocagdo do receptor
GLUT4 para a membrana celular (Joost et al. 1987) quanto na via de sinalizagdo
da insulina (Héiring et al. 1986). Foi demonstrado que uma exposi¢ao cronica
leva ao aumento do AMPc que induz a supressdo génica e a abundancia do
mRNA de GLUT4 (Cooke and Lane 1999; Kaestner et al. 1991; Qi et al. 2009;
Yu et al. 2001). Contudo, o mecanismo pelo qual o AMPc pode modular a
expressdo de GLUT4 ainda ndo estd bem estabelecido (Halsey et al. 2011).

Da mesma forma que o proposto por Liu et al. (1994), era esperado que os
suinos suplementados com RAC apresentassem uma diminui¢do na taxa de
lipogénese com consequente decréscimo da atividade das enzimas envolvidas
com a sintese de lipideos ¢ do transportador de glicose GLUT4, que participa
metabolismo de lipideos e de carboidratos. No entanto, ao contrario do que foi
verificado por Halsey et al. (2011) e Reiter et al. (2007), esse resultado s6 foi
obtido com a quantidade de GLUT-4 presente no tecido muscular esquelético
dos animais (Figura 4). Halsey et al. (2011) verificaram que 28 dias de
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suplementacdo com a RAC ¢é capaz de diminuir a quantidade de mRNA de
GLUT-4 presente no tecido adiposo dos animais. Reiter et al. (2007), mesmo
aumentando o tempo de exposicdo ao agonista (52 dias), conseguiu obter
resultados semelhantes para 0o mRNA do GLUT-4 presente no tecido adiposo e
ainda provaram que o mesmo efeito (decréscimo) também ¢ verificado no tecido
muscular esquelético.

O fato da quantidade de GLUT-4, FAS no tecido adiposo dos suinos ndo terem
variado entre os tratamentos ndo indica que a RAC ndo possa ser um agonista no
tecido adiposo desses animais. Os efeitos caracteristicos da RAC enquanto
agonista ja esta bem demonstrado em estudos in vitro e in vivo (Dickerson-
Weber et al. 1991; Mills et al. 1990). Provavelmente, a suplementacdo com RAC
por 28 dias, induziu downregulation dos receptores beta-adrenérgicos presentes
no tecido adiposo dos animais, gerando um decréscimo na resposta beta-
adrenérgica, o que explicaria os resultados obtidos. Esta bem definido que a agdo
prolongada do agonmista pode induzir a dessensibilizagdo dos receptores [3-
adrenérgicos, com posterior sequestro do complexo agonista-receptor para o
meio intracelular e aparecimento do fendmeno downregulation (Coman et al.
2009; Kenakin 2011). Todos esses processos causam uma reduc@o na quantidade
dos receptores B1, B2 e B3 na membrana (Leeb-Lundberg et al. 1987). De acordo
com Spurlock et al. (1994), a dessensibilizagdo parece ndo ocorrer no tecido
muscular ou o processo de downregulation parece ter pouca influéncia sobre
esse tecido, ja que o nimero de P-receptores no misculo esquelético de suinos
alimentados com ractopamina por 28 dias ndo diminuiu em seu experimento. De
certa forma, os resultados obtidos com essa pesquisa confirmam o postulado
pelos autores, haja vista que houve uma diminuicdo na quantidade dos
transportadores de glicose nos animais suplementados.

Adicionalmente, ¢ sabido que ambos os genes e as enzimas lipogénicas sdao
extremamente sensiveis ao status energético do animal (Sul e Wang 1998;
Halsey et al. 2011). Antes do abate neste experimento, 0s animais passaram por
um periodo de 12 horas de jejum. Desta forma, as amostras de TAS, PR ¢ TM
obtidas apos o abate podem ndo refletir o real cendrio da quantidade de enzimas
ativas no tecido adiposo do animal vivo (Halsey et al. 2011). Nos trabalhos de
Halsey et al. (2011) e Reiter et al. (2007) esta claro que os suinos foram abatidos
sem nenhum periodo de privacdo de alimentagdo e isto pode ter refletido nos
resultados obtidos por estes autores. Liu et al. (1994), no entanto, ndo explica se
0s animais em seu experimento ficaram ou nao em jejum, mas os seus resultados
mostram que a RAC nao afetou a quantidade de mRNA do GLUT4 presente no
tecido adiposo dos animais.

As mudangas nos metabolitos sanguineos e no metabolismo lipidico e de
carboidratos observados no presente estudo e discutidos com base em
observagdes anteriormente publicadas por outros autores representam alguns dos
componentes metabdlicos dos efeitos da reparti¢do de nutrientes causada pela
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ractopamina que resultam na reducdo de gordura, aumento da massa muscular e
incremento da eficiéncia produtiva. Ficou demonstrado que a ractopamina nao
exerce influéncia in vivo sobre a atividade da lipase lipoprotéica de suinos. Por
mecanismos levantados e discutidos anteriormente, os animais suplementados
com o aditivo apresentaram aumento nos niveis séricos de colesterol total, HDL-
¢, triacilglicerdis e de glicose, sem haver altera¢des nos niveis de insulina. A fim
de suportar, o crescimento muscular estimulado pela administragdo do agonista
B-sintético as reservas de glicogénio foram diminuidas. O contetido do GLUT4 e
FAS presente no tecido adiposo dos suinos suplementados, provavelmente, por
downregulation ndo responderam a suplementagdo da ractopamina na dieta para
os suinos em terminagdo, no entanto, este efeito ndo foi verificado no tecido
muscular. Conclui-se que a ractopamina quando administrada a suinos na fase de
terminagdo atua sobre o metabolismo do tecido adiposo de forma a estimular a
lipdlise nestes animais, a0 mesmo tempo, em que sdo ocasionadas mudangas no
metabolismo de carboidratos que dardo suporte ao crescimento de massa magra
nos animais suplementados. Novos estudos neste campo sao necessarios a fim de
ajudar na compreensdo das possiveis rotas metabodlicas da ractopamina em
suinos na fase de terminac¢do e com isso melhorar a eficiéncia dos animais nos
sistema de producao e também a qualidade da carne produzida.
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ANEXO

Brazilian Archives of Biology and Technology - INSTRUCTIONS FOR
AUTHORS

1. GENERAL INFORMATION

The journal Brazilian Archives of Biology and Technology — BABT
publishes original articles of research, short notes and review articles in the
following areas: Agriculture, Agribusiness and Biotechnology; Human and
Animal Health; Biological and Applied Sciences; Food/Feed Science and
Technology; Environmental Sciences; Engineering, Technology and
Techniques.

The submission of a manuscript to the Brazilian Archives of Biology
and Technology implies that:

e The manuscript is presented in English; We suggest the manuscript to be
reviewed by someone whose first language is English and that,
preferably, be a scientist in the area;

e The manuscript hasn’t been partial or entirely published; not to be in
selection process for publishing in another journal and/or another
language;

e The submission must have been approved for all the co-authors and
whenever necessary, by the authorities of the institution where the work
was developed;

e The veracity of the information and of the bibliographic citations is of
exclusive responsibility of the authors;

o The journal does not take responsibility and/or takes part in eventual

lawsuits related to the published articles.
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The submitted manuscripts are pre-evaluated in its content referring to
scientific relevance and/or technological and originality. Also referring to its
form, observing the conformity to the norms, grammatical quality and English
language. Manuscripts accepted in this stage will be forwarded for review with

specialists, and sent for judgment for at least two referees.

2. PREPARATION OF THE MANUSCRIPT

The manuscript must be prepared in one column with 12 pages in most
for original and review manuscripts; 2 to 4 pages for short notes (including
tables, graphics, figures, images and references), in MS-Word (.doc) format,
simple line spacing, paper size A-4 (210x297cm), with margins (2,5cm left,
right 2,0cm, top and bottom 3,0cm).

The entire article must be written in Times New Roman font. *Save the
file in doc. Format. Do not send docx files. **The journal is only published in
gray scale.

o Title (Font 18 and Bold): With initials capitalized up to 250 characters.
Running title: with up to 40 characters (letters and spaces). Authors and
institutional affiliation. There must not be information which identify
authorship, institutional address or e-mail, because these information are
registered at the moment of the submission of the manuscript.

e Abstract (Font 12 and bold): Text — Font 10, italicized with up to 200
words (100 words for short notes). The Font style must be normal for
scientific names, being highlighted in the text.

o Key-words (Font 10 and bold): Font 10, separated by a comma. There
must be at least 3(three) and up to 6(six) terms.

e INTRODUCTION (Font 12, bold, and caps lock): Text — Font 11, 1

column, simple space and no retreat in the paragraphs.
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e MATERIAL AND METHODS (Font 12, bold and caps lock): Text —
Font 11, one column, simple space and no retreat in the paragraphs.
0 For Titles and Subtitles, use the following levels:
= First level — Other sections can be created: uppercase,
font 12, bold.
= Second level: only the first letter of each word is
uppercase, font 11, bold
= Third level: only the first letter of each word is
uppercase, font 11, italicized.
e RESULTS AND DISCUSSION (Font 11, bold, and caps lock): Text —
Font 11, 1 column, simple space and no retreat in the paragraphs.
e CONCLUSIONS (Font 12, bold and caps lock): Text — Font 11.
e ACKNOWLEDGMENTS (Font 12, bold and caps lock): Text — Font 11,
simple space and no retreat in the paragraphs.
o REFERENCES (Font 12, bold and caps lock): Text — Font 10, with

special retreat of 0,3cm.

The titles of the journals must be abbreviated. There is a list of
abbreviations to be consulted:
e Biological Journals and Abbreviations
e Index Medicus - abbreviations of journal titles
o For abbreviations of titles of national and Latin-American journals:

“Biblioteca Virtual em Saude”.

For citation, use the author’s last name and the date:
e An author:
Bacila (1946) or (Bacila 1946)

e Two authors:
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(Maack and Bodziak 1946) or Maack and Bodziak (1946).

Three or more authors:

Last name of the first author followed by et al.: Bacila et al. (1946) or
(Bacila et al. 1946).

Obs: more than one reference from the same author (s) in the same year,
must be identified by the letters “a”, “b”, ’c”, etc, put after the year of
publication: (Bacila et al. 1910a) e (Bacila et al. 1910b) e. (Bacila et al.
1910c).

Examples of references:
Journal Article: Author(s) of the article. Title of the article. Title of the
journal, abbreviated italicized. Date of publication; volume
(number/supplement): initial-final page of the article.
Examples:
0 One author up to six authors:
= Pandey A. Recent developments in solid state
fermentation. Process Biochem. 1992; 27: 109-117.
= Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ
transplantation in HIV-infected patients. N Engl J Med.
2002; 347(4): 284-7.

0 More than six authors: (list the first six authors followed by "et
al.")

= Arakaki AH, Vandenberghe LPS, Soccol VT, Masaki R,

Rosa Filho EFda, Gregorio A, et al. Optimization of

Biomass Production with Copper Bioaccumulation by

Yeasts in Submerged Fermentation. Braz Arch Biol

Technol. 2011; 54(5): 1027-1032.
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Web article: Author(s) of the article. Title of the article. Title of the
journal abbreviated italicized [journal in the internet]. Date of
publication [date of access]; volume(number): number of pages.
Available from: address of the website.
Example:
0 Nandan A, Gaurav A, Pandey A, Nampoothiri KM. Arginine
specific aminopeptidase from Lactobacillus brevis. Braz Arch
Biol Technol [Internet]. 2010 [cited 2011 Oct. 19]; 53 (6): 1443-
1450. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_pdf&pid=S1516891
32010000600021 &Ing=pt&nrm=iso&tlng=en

Thesis: Author. Title of the work [type of document]. City of
publication: Publisher; year of thesis defense.
Example:
0 Chang CW. Effect of fluoride pollution on plants and cattle
[PhD Thesis]. Varanasi, India: Banaras Hindu University; 1975.

In books: Authors. Book title. Edition. City: Publisher; Year.
Example

0 Bacila M. Bioquimica Veterinaria. 2nd ed. Sao Paulo: Robe;

2003.

Chapter in book: Authors. Chapter Title. In: Editors. Book title. Edition.
City: Publisher; Year. Pages of citation.

Example:
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0 Tengerdy RP. Solid substrate fermentation for enzyme
production. In: Pandey A, editor. Advances in Biotechnology.
New Delhi: Educational Publishers & Distributors; 1998. p. 13-
16.

- UNITS AND ABBREVIATIONS
The “SI” system must be used. In the case of other units, these must be
added in parentheses. Only the standard abbreviations for the units must
be used. Dots must not be included in the abbreviations, also must be

used % and / instead of “per cent” and “per”.

- TABLES
Must be numbered consecutively in Arabic digits and inserted in proper
place in the text. A brief and descriptive title must be included above

each table and the explanations put below as a subtitle.

e Formatting of Tables:

Font Times New Roman 10, title and content.
Font Times New Roman 9, footnotes.

Width 16,5 cm.

Vertical and Diagonal lines must not be used in tables.

O O O O O

The tables must be elaborated and edited in cells, using the

resources of the text editor.

Obs: Tables in figure format (jpg, tif or png) are not accepted. or that

contain lines drawn

- FIGURES
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Must be numbered consecutively in Arabic digits and cited in the text in
numerical order.
0 Parts of figures must be indicated by uppercase (A,B,C, etc).
0 The figures must be presented in gray scale, clear and with high
contrast.
0 Letters and numbers must have readable size after reduction or
print, use the following fonts: Arial or Times New Roman.
0 The image must be adjusted to the width (16,5 cm) of the page,
and must be smaller than the page to allow the inclusion of the

subtitle.

The illustrations must be cited in the text with the word “Figure”,
without being abbreviated when it is part of a sentence. When it appears in
parentheses , it must be abbreviated “(Fig.)”.

The text file containing the final paper submitted should not exceed 400kB.
If the final text file has exceeded 400kB, please, see here the "Suggestion to

reduce the manuscript file size".

e Page charges: There will be no page charges.

e Proofs: After the layout, the manuscript in converted to pdf ( proof
sheet) and forwarded to the authors for approval. The Proofs must
return to the Editorial Production in the stipulated date. Other changes in

the original manuscript won’t be accepted in this stage.



