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RESUMO

A utilizacdo de partidores de nutrientes tem siddentemente relatada na
producdo animal. Sua utilizacdo em peixes ainddafivamente pequena e seus
efeitos sobre 0 metabolismo desses animais aimdpaio conhecidos. O pacu
€ um peixe de grande interesse comercial, porémteéeaéncia a acumular
gordura em sua cavidade celomatica o0 que reduxaeu de mercado. Para
avaliar os efeitos da ractopamina sobre o metabolide pacus em terminagéo
um experimento foi conduzido, em delineamento liateente casualizado, com
cinco tratamentos (racdo com 32% PB e inclusédo,dEL®@5, 22,5, 33,75 e
45,00 ppm de ractopamina) e oito repeticdes ptartranto, no laboratério de
metabolismo de peixes da Estacdo de Pisciculturdmieersidade Federal da
Lavras. O periodo experimental foi de 60 dias digras quais os animais foram
alimentados com as dietas experimentais, duas eezés,ad libitum Ao final

do experimento foram avaliados pardmetros de des@mp(consumo de racao
e taxa de rendimento dos filés), sanguineos (&glieos e proteinas totais
circulantes), enzimologicos (G6PD e EM). Fragmentes filés foram
submetidos & andlise de composicdo centesimal ksemale crescimento
muscular através da mensuracdo do didmetro daas fibrdo percentual de
deposi¢do de tecido adiposo entre as fibras mussul®s resultados obtidos
para os parametros de desempenho, sanguineosoepasicdo centesimal dos
files foram submetidos a andlise de varidncia depos teste de Student-
Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade. As aeélisle crescimento
muscular e percentual de deposicdo de tecido adlipore as fibras foram
submetidas ao teste ndo paramétrico de KruskalidVallposterior teste de
comparac8es multiplas de Nemenyi, a 5% de probabidi. A inclusdo de 11,25
ppm de ractopamina nas dietas de pacus levou aredwgdo (P<0,05) no
extrato etéreo dos filés corroborada pelo resulidnificativo (P<0,05) na
mensuracdo do percentual de distribuicdo do teaiiposo entre as fibras
musculares. Entretanto, ndo houve qualquer alteragdés parametros de
desempenho, sanguineos ou enzimoldgicos dos anin@ss resultados
encontrados sugerem que inclusbes superiores & pp@ de ractopamina
levam a um desequilibrio metabdlico, ocasionandeagido nas concentracdes
(P<0,05) de triglicerideos e proteinas totais tamies e reducdo das atividades
especificas das enzimas G6PD e EM sem que estaacaks fossem refletidas



sobre os parametros de desempenho e na andlisengesicdo centesimal dos
filés. A suplementacdo de 11,25 ppm de ractopamasadietas, por 60 dias,
traz resultados satisfatorios do ponto de vistaeroim uma vez que reduz o
extrato etéreo dos filés e a quantidade de tecdiposo entre das fibras
musculares dos pacus em terminacgao.

Palavras-chave: Beta adrenérgico. Glicose-6-fostato-desidrogen&s®ima
malica. Metabolismo. Crescimento muscular. DepasiGfidica. Piaractus
mesopotamicus



ABSTRACT

The use of nutrient partitioning has often beeroregal in animal production. Its
use in fish is still relatively rareand its effeas the metabolism of these
animals are still poorly understood. Pacu is a filgreat commercial interest,
but has a tendency to accumulate fat in the coelaanvity, which reduces their
market value. To evaluate the effects of ractopamimthe metabolism of pacu
inthe finishing phase, an experiment was conduictedcompletely randomized
design with fivetreatments (diet with 32% Crude tBim and ractopamine
supplementation of 0, 11.25, 22.5, 33.75 and 4p@10) and eight replicates per
treatment in the fish metabolism laboratory of fieh Culture Station of the
Federal University of Lavras. The experimental geérivas 60 days, during
which the animals were fed with the experimentatsliwice dailyad libitum
At the end of the experiment, performance pararadfeed intake and rate of
return of the fillets), blood (triglycerides andtdb circulating proteins) and
enzymology (Glucose-6-phosphate-dehydrogenase aatic NEnzyme) were
assessed. Fragments of steaks were subjectedrtocelh@omposition analysis
and analysis of muscle growth by measuring the eiamof the fibers and the
percentage of fat deposition between muscle fibéitse results for the
performance parameters, blood and chemical conposif the fillets were
submitted to variance tests and subsequent Stidmtman-Keuls (SNK) tests
at the 5% probability level. Analyses of musclevgitoand the percentage of fat
deposition between fibers were subjected to noarpatric Kruskal-Wallis tests
and subsequent Nemenyi multiple comparisons ab%herobability level. The
inclusion of 11.25 ppm ractopamine in the pacu ldiétto a reduction (P <0.05)
in the ether extract of steaks, corroborated bystpgificant result (P <0.05) in
the measurement of the percentage of fat distdhulietween muscle fibers.
However, there was no change in performance paeasietblood or
enzymological results. The results suggest thausimns greater than 11.25
ppm ractopamine lead to metabolic imbalance, cgusin increase in the
concentrations (P <0.05) of circulating triglycexsdand total protein and a
reduction in the specific activities of the enzyn@&PD and ME. These results
were reflected in the performance parameters aadtialysis of the chemical
composition of the fillets. Supplementation witf?3ppm ractopamine in the



diet, for a period of 60 days, led tosatisfact@yults from the commercial point
of view because it reducedthe ether extract offillets and the amount of
adipose tissue between the muscle fibers of pactieifinishing phase.

Keywords: Beta-adrenergic.  Glucose-6-phosphate-dehyrogenaséalic
enzyme. Metabolism. Muscle growth. Fat depositRiaractus mesopotamicus
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a aquicultura é o setor de producéalideentos de maior
crescimento no mundo. No Brasil, nos udltimos deagsam intensificacdo do
cultivo de peixes em cativeiro tem sido cresceptacipalmente de espécies
nativas tropicais, como o pacwidractus mesopotamicus) e o tambaqui
(Colossomamacropomum). Essas espécies apresentam grandeipbfgara a
piscicultura intensiva uma vez que possuem carnexaelente qualidade,
facilidade de adaptacéo ao cultivo em tanques-wadgveiros e grande procura
na pesca esportiva.

Entretanto, o pacu apresenta tendéncia a depgsitade quantidade de
gordura corporal, sobretudo na cavidade abdonirglie altera a palatabilidade
da carne, reduzindo seu valor de mercado. Pesqeisaistes vém enfatizando o
uso de aditivos como forma de alterar a particimulteientes, buscando a
diminuicdo da deposi¢cdo de gordura e o aumentorescimento muscular.
Além da manipulacdo de nutrientes da dieta, vasialsstancias tém sido
pesquisadas, como a ractopamina.

Os primeiros estudos realizados em peixes pardaaevas efeitos da
suplementacdo de ractopamina foram conduzidos pordéhberg e Moccia
(1998) com truta arco-iris e por Mustin e Loveld9B) com bagre do canal.
Esses estudos demonstraram que a ractopaminargpresnores efeitos que os
encontrados para outros vertebrados.

A ractopamina, agonista [3-adrenérgico do grupdetetanolaminas, é
uma substancia exdgena que altera a particdo didsntes para a deposicéo de
musculo e gordura. Trata-se de um analogo sintétiee catecolaminas,
horménios que regulam processos fisiol6gicos atraleeativacao de receptores
adrenérgicos especificos (RAMOS; SILVEIRA, 2001)n kivel celular, a
ractopamina pode inibir a lipogénese e estimuldip@lise (MILLS, 2002)
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contribuindo, consequentemente, para a reducdeatode gordura na carcaca
do animal, o que é desejavel pelo produtor devidmador aceitacdo deste
produto pelo consumidor (AGOSTINt al, 2008).

Neste sentido, faz-se necessério entender, noxtomeetabdlico, de
forma geral, de que maneira o organismo do pesgorede a suplementacao de
ractopamina na dieta. Nos peixes, como na grand®iemdos animais, o figado
desempenha papel importante no metabolismo lipidiowm vez que apresenta
acentuada atividade lipogénica (NANKERVIE al, 2000) sendo que as
principais enzimas atuantes na sintese lipidicaasénzima malica (EM) e a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD).

A G6PD é a principal enzima responsavel pelo fameoto de NADPH
para a biossintese de acidos graxos (ALVAREZal, 1999). Esta enzima
também é necessaria para sustentar a sintese Bmtfdens envolvidos na
producdo de DNA, durante a fase de alto crescimesiidar, por se tratar de
uma enzima chave na via das pentoses (WINEER, 2002). J& a contribuicédo
do NADPH proveniente do ciclo do piruvato/malatealizado pela EM,
apresenta grande variacdo entre as diversas espkcipeixes (DIAS:t al,
1998).

Paralelamente, ha relatos de que a ractopaminatarabta relacionada
com o aumento da deposi¢cdo protéica no tecido rfarsdde acordo com
Dunsheaet al. (2005), a primeira resposta da ractopamina sobtecimo
muscular é o aumento do tamanho das fibras mussul@omo consequéncia,
seu maior efeito esta relacionado ao aumento desdgp protéica e aumento
no crescimento, sendo observado apenas um peqdeno elacionado a
deposi¢éo de tecido adiposo (WEATHEREPal, 1998; DUNSHEAet al,
2005; MOOREet al, 2009).
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Diante da escassez de estudos sobre a acdo olgaracta para peixes,
0 objetivo do presente trabalho é avaliar a acaoradéopamina sobre o

metabolismo lipidico e crescimento muscular em pa&en fase de terminacgao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pacu Piaractus mesopotamicus)

O pacu (HOLMBERG, 1887) é uma espécie pertencersigparordem
Ostariophysi - na qual, segundo Urbinati e Gon@l{2005), incluem-se o0s
peixes de maior valor comercial na pesca e pigaieulbrasileiras - familia
Characidaee subfamiliaMyleinae Comumente conhecida como pacu, ocorre
desde a bacia do rio Orinoco, na Venezuela, atédarPrata, no Uruguai.

No Brasil, a criacdo de peixes em cativeiro tementado e, entre as
espécies que vém sendo utilizadas, destaca-se Wb quax apresenta grande
potencial para a piscicultura intensiva devido aptabilidade ao cultivo, menor
exigéncia de proteina e possibilidade de menousdc de farinha de peixe na
racdo (FERNANDESt al.,2000).

De acordo com varios autores, 0 pacu € uma dasciespéais
promissoras para a piscicultura brasileira por sgrar facil adaptacéo
alimentar, crescimento rapido, facilidade de repcag artificial e adequacao
para pesca esportiva (CANTELMO, 1993; OLIVEIRAal., 2004; QUEIROZ
et al., 2005). A espécie é tolerante a baixa qualidadeaglea e apresenta
crescimento compensatério quando ha restricaoimieratb. Além disto, resiste
a manejos estressantes (URBINATI; GONCALVES, 20@3jtretanto, por ser
classificado como pescado gordo, pois sua compmsiggoral apresenta alto
teor de lipidio, (cerca de 8-10% de lipidios nacaea) ainda apresenta certa
resisténcia no consumo por parte do mercado codsunfALVES, 1999;
STECH, 1999).
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2.2 Aditivos modificadores do metabolismo animal

Aditivos sdo substéncias com propriedades funcsouigestivas ou
equilibradoras da microbiota do trato digestérioe gséio adicionadas aos
produtos ou agua de bebida dos animais ou adnaidéstrdiretamente ao animal
por via oral (BRASIL, 2003). Os aditivos podem airgkr referenciados como
substancias ou microrganismos adicionados intealriimmte aos alimentos com
a finalidade de conservar, intensificar ou modifieaas propriedades. Dentre os
aditivos, os modificadores metabélicos tém utilielach producédo animal, uma
vez que possuem a capacidade de alterar o cresoimmeimal (GUYTON;
HALL, 2006).

Os aditivos modificadores do metabolismo animal gpodalterar as
taxas de sintese protéica, modificar a proporcaqrdéeina em relacdo a
gordura, alterar o perfil de acidos graxos na carnealterar o metabolisnpbst
mortem Alguns modificadores metabdlicos sdo compostos taminas,
metabdlitos vitaminicos (LAWRENCE; COPPACK, 2000) @mpostos
semelhantes a vitamina, que fornecem beneficiagoadis a carcaca quando
adicionados além da exigéncia dos animais (l¢E@l, 2000). Além disso, tém
sido utilizados como modificadores do metabolismimal, os agonistas beta-
adrenérgicos, com destaque para a ractopamina. dé#feo redireciona os
nutrientes para o anabolismo protéico em detrimantdipidico, contribuindo

para melhorar as caracteristicas da carcaca (SGkHENE@t al, 2003).
2.2.1 Ractopamina
A ractopamina é um agonista beta-adrenérgico pEntea a familia das

fenetanolaminas, constituida em sua estrutura por anel aromatico

substituivel, uma cadeia lateral com o grupo etanwla e um nitrogénio
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alifatico (Figura 1) (MILLSet al, 2003; SMITH, 1998). E um agente repartidor
gue redireciona nutrientes do tecido adiposo peposicdo em tecido magro
(MOODY et al, 2000). Pela definicdo, fenetanolaminas beta-#dgaros

agonistas sdo combinacdes quirais, isto €, exssimatria molecular ao carbono
B hidroxilateral a um nitrogénio alifaticocepara um grupo benzil substituido

comum a todas as fenetanolaminas (RIGtEI, 1999).

H OH

=T

Nitrogénio

HO Etanolamina lact
alifatico

Anel
aromatico

Figura 1 Estrutura quimica da ractopamina
Fonte: Smith (1998) adaptado por Cantarelli (2007).

A ractopamina HCI é uma fenetanolamina beta-adgi&g@agonista que
contém dois carbonos quirais que permitem a exigtérde quatro
esteroisdbmeros. Assim, para um beta-agonistaitédade biol6gica deve haver
um anel aromatico com seis membros substituiveiggoghidroxil ligado ao
carbonof na configuracdo R e nitrogénio positivamente camegna cadeia
etilamina, e plenamente substituivel no nitrogémidatico para conferir
especificidade para o beta-receptor. A ractopanmoaser constituida por dois
centros quirais, pode apresentar-se como quatecoesimeros: RR, RS, SR e
SS (RICKEet al, 1999). Dessa forma, a preparacao comercial depatina €
uma mistura racémica dos quatro estereoisbmerosiveds (MILLS et al,
2003).

As fenetanolaminas, e consequentemente a ractopasédio substancias
com capacidade de ligacdo aos receptoefsuf adrenérgicos (SMITH, 1998).
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Entre os quatro estereocisbmeros da ractopaminR, & jtovavelmente o ligante
funcional, uma vez que possui alta afinidade e dgamabilidade para gerar
resposta celular apés seu acoplamento com o reddfitd S et al, 2003).

As acbes mediadas pelos beta-adrenérgicos sao celnli@es
sequenciais a estimulacdo do receptor beta agq@QNZALEZ; DA SILVA,
2006). O complexo agonista/receptor se fixa a urotefma heterotrimérica {5
a qual consiste de subunidadesalf@ta e gama e, quando na forma inativa, a
subunidade alf&ncontra-se acoplada a guanina difosfato (GDP) (\URKEER
et al, 2007). Apés a acdo da ractopamina, que atua poimeiro mensageiro,
sobre o receptor betaa subunidade alfas substitui o GDP por guanifastato
(GTP), dissocia-se das subunidades beta e gamabnsequentemente, o
complexo alfgGTP induz uma modificacdo na fluidez da membrana,
permitindo seu deslocamento lateral e estimulandgéa catalitica da adenilato
ciclase (AC) (BARROSt al, 1999). Esta participa da formacdo do AMPc a
partir do ATP, passando a atuar como segundo meinsagMcGRAW;
LIGGETT, 2005). O AMPc ativa a enzima proteina gsm A (PKA)
(LINHART et al, 2001), a qual encontra-se na forma inativa erozgda na
forma de tetrAmeros com duas subunidades regalat(iR) e duas subunidades
cataliticas (C) (MERSMANN, 1998). Assim, o AMPc emige com a PKA
inativa, liga-se as subunidades R e libera as sdades C, tornando-a ativa, a
gual conduz a fosforilagcdo de enzimas responsg@etésresposta final da célula
(Figura 2) (McGRAW; LIGGETT, 2005).

No entanto, sob acgdo continua da ractopamina, o AktRa uma
proteina quinase, a beta-adreno-receptor quinasa-#RK) que, ao fosforilar o
receptor, o torna inativo e desacopla o complexep®r-G-adenilato ciclase
(LEEB-LUNDBERG et al, 1987). O efetor desacoplado passa para o0 espaco
intracitoplasmatico, o que diminui o0 numero de ptoees disponiveis na

membrana. Essa diminuicdo no numero de receptoreschémada
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dessensibilizag&o e causa diminuicdo na respaestaraulacdo beta-adrenérgica
da ractopamina (MILLS, 2002; SPURLOCHt al, 1998). Além disso, no
espaco intracitoplasmatico, o receptor beta-adgi@rpode ser consumido,
fendbmeno denominado sequestro, 0 que acarreta iauif@o do numero de
receptores celulares (BENOVIEtL al, 1988). Esta variacdo no ndmero de
receptores por unidade de sarcolema é denomimaden‘regulation”. Tanto os
receptores betaquanto os beteadrenérgicos podem sofrer processos de
dessensibilizacdo edown-regulation porém estes fendbmenos sao mais

expressivos com receptores do tipo pEWEHLLS, 2002).

agonista [§-adrenérgico

Membrana B
I I LI Y
I |LI |.('elu*|m I J Il
AL $29® |1

Citosol [ . 5. AC |
GTP e
AMPe<™ a1P

PKA PKA
inativa ativa

Fosforilacao =l
E de enzimas EFPO4

Figura 2 Mecanismo de acédo dos agoniptadrenérgicos} — receptorp-adrenérgicos;
Gs — proteina ativa; AC - enzima adelinato ciglas&TP — trifosfato de
adenosina; AMPc — monofosfato ciclico de adenos$ti@) — proteina quinase
A; E — enzima; EP®- enzima fosforilada.

Fonte Adaptado de Barres al.(1999)
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2.3 Lipogénese em peixes

A lipogénese se inicia com a producédo de uma mialétri acetil-CoA
no citoplasma, a partir da formacéo de citratonterior da mitocondria (Figura
3). O transporte do citrato intramitocondrial pareitossol s6 ocorre quando sua
concentracdo esta elevada no interior da mitocAnéissa elevacdo é causada
pela inibicdo da atividade da enzima isocitratddtegenase, no ciclo de Krebs,
pelo acimulo de ATP. Portanto, o aumento de ATRe ecitftato favorece a
ocorréncia dessa rota metabolica (CHAMPE; HARVEY97).

Citoplasma Mitocbndria

-

2N

Oxaloacetat Acetil-CoA Oxaloacetat\AciCoA
Citrato liase Citrato sintase
CoA \ CoA
v
Citrato €« —-—-—-— == == - Citrato

\ =

Figura 3 Producdo de Acetil-CoA no citoplasma aipalo citrato intramitocondrial
(adaptado de Champe e Harvei, 1997).

Em seguida, ocorre a carboxilacdo da acetil-CoAa paformacéo de

malonil-CoA, através de um processo mediado pelaimen acetil-CoA

carboxilase (Figura 4).
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O ATP ADP + Pi o )
% 1\ o 4
H,C— C - - > C GH- C—
N Acetil-CoA carboxilase / N\
SCoA o SCoA

Figura 4 Sintese do malonil CoA a partir do adetlA pela acdo da enzima acetil-CoA
carboxilase

A partir da molécula de malonil-CoA formam-se difeies acidos
graxos, pela acao da enzima “4cido graxo sintetase”dimero multicatalitico
capaz de catalisar até sete diferentes reacfesicgsimsendo que cada
mondmero contém um dominio que se liga covalenteareemuma molécula de
4'-fosfopanteteina que carrega unidades acetilaila am seu grupo terminal
tiol contendo sete enzimas e uma proteina traregand de acila (ACP)
(CHAMPE; HARVEY, 1997).

Para que as vias lipogénicas atuem de forma efitazecessaria a
participacdo de NADPH como doador de equivalergdatores sendo a via das
pentoses-fosfato a principal fonte de hidrogénessario & sintese redutiva dos
acidos graxos.

A via das pentoses-fosfato € uma rota alternativia glicolitica para a
oxidacdo da glicose. Ao contrario do que ocorreviaaglicolitica, a via das
pentoses-fosfato ndo produz ATP. Ao invés dista,gedra NADPH, utilizado
em processos de reducdo, como a biossintese des apidxos e a pentose
ribose, para a producdo de nucleotideos e acidioocARNESENet al,
1995).

A via das pentoses-fosfato apresenta duas fase¥@8A1988). (1) a
fase oxidativa irreversivel na qual a glicose-Gdtis 0 substrato comum para



27

todas as vias biologicas da glicose, sofre desigidats e descarboxilacdo dando
origem a uma pentose. Essa reacdo € catalisada dflietzse-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) e 6-fosfogluconato desidregeif@PHD). Ambas as
enzimas necessitam de NADRomo aceptor de elétrons. As reacbes de
desidratacfes e descarboxilacdo sofridas pelasgli6gosfato ddo origem a
NADPH e CG e (2) fase ndo oxidativa reversivel na qual aloge+5-fosfato é
convertida a xilulose-5-fosfato e, apdés um reaaatgs esqueletos carbbnicos
dos acUcares e a conversdo de seis moléculas aeselfosfato em cinco
moléculas de glicose fosfato, completando o ciclpeemitindo a oxidacao
continua da glicose-6-fosfato.

A conversdo de malato a piruvato, catalisada petma malica, e a
conversdo de citrato a acetil-CoA, catalizada pelazima isocitrato
desidrogenase sdo duas outras rea¢des que dam eriddDPH. As Figuras 5 e
6 ilustram a via das pentoses (fase oxidativa) @cto do piruvato/malato,
exemplificando a acdo das enzimas glicose-6-fodfleidrogenase e malica,
respectivamente, na formacao de NADPH.
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Glicose-6-fosfato

NADP*
NADPH

Glicose-6-fosfato desidrogenase

6-fosfogliconolactonato

H,O
o 3 6-fosfoglicono-lactonase

6-fosfogliconato

NADP* ) _
6-fosfogliconato desidrogenase
NADPH + CGQ
Ribulose-5-fosfato

Figura 5 Fase oxidativa da via das pentose fosfadie ha formacéo de NADPH
Fonte: Motta (2003)

CO,~NADPH NADP™

Piruvate +

Enzima malica

Malato
k
/--DI\'AD'
Complexo da pinmvase ‘\‘—I\' ADH
HCO; + ATP desidrogemase e
Piruvatg-cashoxilase

Oxaloacetato
b

B+ ADP BrADPa~| ~»[Ace

Omaloacetato ATP—/ ~_HS-Cof

Citrato /

Anion
(malato, piruvato, E)

Citrato-sintase

Matriz mitocondrial Citossol

Figura 6 Ciclo do Malato/Piruvato. Malato originangiruvato através da acédo da
enzima malica
Fonte: Motta (2003)
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E importante ressaltar que tecidos que apreserifgogéhese ativa,
como, por exemplo, o figado e tecido adiposo, tamlapresentam a via
oxidativa das pentoses ativa. Parece que o figadmé&al de maior importancia
para a sintese de acidos graxos em peixes em cagapaao tecido adiposo
(LIN et al, 1977, LIKIMANI; WILSON, 1982).

2.4 Tecido muscular em peixes

O tecido muscular estriado esquelético € um teoioplexo, dinamico
e possui caracteristicas peculiares de adaptacafolégica, metabdlica e
funcional frente aos mais variados estimulos (PETSTEARON, 2000).

Nos peixes, a maior parte da massa corporal ésemaxa pelo tecido
muscular estriado esquelético que constitui de A8 do peso total do animal.
Essa abundante massa muscular ndo representa som@ntmecanismo
especifico para a adaptacdo desses animais noaoughdico, mas também uma
importante fonte de proteinas utilizadas na aliegd humana
(WEATHERLEY; GILL, 1985).

Na maioria das espécies de peixes, a musculattmadesesquelética
(musculatura miotomal) é organizada em miémeroslagies morfofuncionais,
que se repetem ao longo do corpo do animal e gdaremos entre si pelos
miosseptos, constituidos por bainhas de tecidountmp (ALEXANDER,
1969)

Existem trés tipos basicos de fibras muscularesstitoindo o tecido
muscular estriado esquelético: fibras vermelhaserimediarias e brancas
(JOHNSTON, 1981). Enquanto nos mamiferos, a maidoa musculos é
formada por diferentes tipos de fibras, formandomasaico ou em pequenos
grupos de um mesmo tipo de fibra (ARMSTROBIGI, 1982; ARMSTRONG;
PHELPES, 1984), na maioria das espécies de peiasestao distribuidas em
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compartimentos: vermelho, intermediario e branamb&ra as fibras brancas
correspondam a mais de 90% do tecido muscular (WHERLEY; GILL,
1989; KILARSKI, 1990), a distribuicdo das fibras soulares nos
compartimentos é variavel tanto entre as espéocie® q0s diferentes estagios
de desenvolvimento dos animais.

A cor do musculo é indicativa do grau de vascudgi@o de cada tipo de
fibora. O musculo vermelho aparece escuro devidoltacteor de mioglobina,
elevada densidade mitocondrial e alto grau de adgéicdo, em contraste com
0s baixos valores desses parametros no musculochr@nmausculo rosa possuli
caracteristicas intermediarias. A nomenclaturagdapdo lenta (aerdbica lenta),
oxidativa glicolitica rapida (aerébica rapida) ecgjitica rapida, combina
informacdo de propriedades contrateis e metabdl@asso de outros métodos
quantitativos e analiticos (histoquimico, imunagitbmico, microscopia
eletrbnica, morfometria, hibridizagéo situ) pode auxiliar na caracterizacao e
identificac@o dos tipos de fibras mencionados endisitilas em tipos adicionais
(SANGER; STOIBER, 2001).

A musculatura estriada esquelética dos peixes € pasia
predominantemente de musculo branco. As fibras asarepresentam mais de
70% da massa do muasculo miotomal e sdo as fibramaieres diametros,
atingindo entre 50 e 1Qdn ou mais. A proporcdo da area da seccao transversa
do musculo miotomal correspondente ao muasculo bramgia ao longo do
comprimento do peixe: € maior na parte anterioradomal, diminuindo em
direcdo a cauda (SANGER; STOIBER, 2001).

As fibras musculares lentas, ou vermelhas, estBmoe®nte restritas a
uma faixa estreita superficial ao longo da linharkdt com uma insercdo na
regido do septo horizontal e geralmente apresentaralinhamento paralelo ao
eixo do corpo, apropriado para lenta velocidadmdemento do corpo (BONE,
1978).
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As fibras musculares vermelhas, de pequeno dian@get5 pum),
usualmente constituem menos de 10% e nunca maBd%eda musculatura
miotomal, estando presentes em maior proporcaegiaa caudal (ZHANGet
al.,, 1996). A proporcdo de musculo vermelho na regidsterior reflete um
determinado estilo de vida. Predadores possuem sndao5% de musculo
vermelho na regido caudal (LUTHER al, 1995). Segundo Katz (2002), uma
razao potencial para se ter maior quantidade decutuss vermelhos é
simplesmente a necessidade de manter velocidadbiegersuperior aquela de
presas potenciais ou predadores competitivos, ddéinassim, uma estratégia
efetiva.

Entre os compartimentos vermelho e branco, encsetrao
compartimento intermediario (musculatura intermedja com fibras que
apresentam propriedades morfofisiolgicas interarea$ entre as das fibras
musculares brancas e vermelhas (ROMANEL&iCGal, 1987; MASCARELLO
et al, 1995; ZHANGet al, 1996; SANGER; STOIBER, 2001), como contracao
rapida e metabolismo oxidativo/glicolitico (FOG, dinglés fast glycolityc
oxidativg (JOHNSTONet al, 1977). Essas fibras compreendem em torno de
10% da massa miotomal e apresentam diametro métti® &s fibras brancas e
vermelhas (GlLLet al, 1989).

A locomogédo e a manutencdo dos processos vitaisgémismo, como
alimentacao e respiracdo, sdo dependentes datomdsti morfofisioldgica dos
musculos e dos tipos de fibras musculares envdyideluindo o tipo de
miosina existente nas fibras (GOLDSPINK al, 2001). A especializacdo
muscular nos peixes envolve a adaptacdo associslaatores fisicos do
ambiente e as mudancas do comportamento dos m¢3@ANSTON, 1999)
Estudos de Johnsta al. (1977) mostraram que natagdo prolongada leva a um

aumento na propor¢cdo das fibras musculares do metuseumelho e a um
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aumento sutil na proporcdo das fibras muscularesagculo branco, embora
estas sejam passivas nesse tipo de movimento rauscul

Da mesma forma que em outros grupos animais, cammamiferos,
em algumas espécies de peixes, o tecido conjumtivaedor de cada fibra
muscular recebe 0 nome de endomisio e o tecidaivg mais desenvolvido,
gue separa as fibras musculares em grupos, é ficadei como perimisio
(ALMEIDA et al, 2008; CARANIet al, 2008; MICHELIN, 2007).

A distribuicdo da matriz extracelular entre as dibrda musculatura
estriada dos peixes é especifica para cada espégiedependéncia dos
movimentos realizados durante a locomocao, porémerios desenvolvida que
nos mamiferos, ndo ultrapassando 3% (SATaI, 1986; 1989).

O masculo esquelético consiste predominantementeeldmentos
contrateis, mas a intima associacdo entre as fibmasculares e o tecido
conjuntivo é importante para manter a integridadefuncdo do musculo inteiro
(COHN; CAMPBELL, 2000; TAKALA; VIRTANEN, 2000).

2.4.1 Crescimento do tecido muscular em peixes

O crescimento pos-natal do tecido muscular esdcelétos peixes
envolve os mecanismos de hipertrofia e hiperplasia fibras, a partir da
proliferacdo dos mioblastos indiferenciados ou laélimiossatélites (ALFEét
al., 1994; JOHNSTON, 1999; JOHNSTGHN al.,2000; DAL PAI-SILVAet al.,
20034a, b). Na hipertrofia, as células miossatétitefundem a fibras musculares
existentes, aumentando o nimero de nucleos pam siatese de miofibrilas,
enquanto que, na hiperplasia, ocorre a formacdoadas fibras musculares
(KOUMANS et al,1993; JOHNSTONMet al., 2000). Quando a hiperplasia esta
ocorrendo, observa-se um mosaico de fibras conmedifes diametros (fibras

grandes e pequenas associadas) e predominam diorasliametro menor que
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25 um. Esse padréo de organizacdo das fibras é melbsen@do na
musculatura branca (VEGGETTI et al., 1990; JOHNSTO99) (Figura 7).

; el
(> <. Sl
® @ 9\ Hipertrofia
® @ ¢ ® - @
il o —=mEs”
® | Proliferagéo | Hiperplasia
Mioblastos Fa.torﬁlzs de I

indiferenciados crescimento

L =)
Diferenciagdo

Tiwh
Fatores de
erescimanin

Figura 7 - Populacdo de mioblastos indiferenciaffopblastos adultos ou células
miossatélites). A proliferacéo e diferenciagéo mhisblastos ocorrem sob o
controle da expressédo dos fatores de regulacdoémitay (MRFs) e de
fatores de crescimento.

Fonte: Johnston (1999)

A hiperplasia pode ocorrer de forma estratificadaeon mosaico. A
hiperplasia estratificada ocorre em todas as expée peixes, a partir das zonas
germinais de proliferacdo de mioblastos, localizatks regides dorsal e ventral
dos midtomos e entre os compartimentos vermelhgaacb. Esse tipo de
hiperplasia é responsavel pelo espessamento daslaarmusculares nas fases
iniciais do desenvolvimento. A hiperplasia em mosaiesulta em um grande
aumento no namero de fibras musculares, principaknea fase juvenil, sendo
observada na musculatura das espécies de graratecwaiercial que atingem
um tamanho maior (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). A triliuicdo da

hipertrofia e da hiperplasia, no crescimento didteeuscular, pode variar de
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acordo com a espécie e a fase de crescimento dagidBROOKS;
JOHNSTON, 1993; JOHNSTON, 1993).

Entre todos os vertebrados, os peixes apresentam camacteristica
peculiar, principalmente quando os padrdes de ionesto muscular sao
considerados. Com poucas excecdes, 0S peixes tendpnesentar crescimento
indeterminado (MOMMSEN, 2001). Nos mamiferos, ahjfasia cessa em um
determinado periodo apds o desenvolvimento emhbi@m(@OLDSPINK et al,
2001). Nos peixes, a hiperplasia e a hipertrofigrdmuem por todo o periodo de
crescimento da musculatura estriada esquelética. ddpécies que atingem
tamanho de poucos centimetros, 0 crescimento nausenNolve principalmente
a hipertrofia de fibras formadas nas fases iniclaigmbriogénese, e o periodo
de crescimento hiperplasico é mais curto. Nas e&péae atingem um tamanho
maior, novas fibras musculares sdo continuamegteteglas em todas as fases
do crescimento (ALAMI-DURANTEet al, 1997; ROWLERSON; VEGGETTI,
2001; WEATHERLEYet al, 1988).

A retomada de eventos ocorridos durante a miogéaesbservada
durante o crescimento hiperplasico e hipertréfieontusculatura (WATABE,
1999).

Nas fases iniciais de crescimento, a proliferacédse mhioblastos e a
hiperplasia celular podem ser inferidos pela meaigresséo dos MRFs MyaD e
Myf5 (JOHANSEN; OVERTURF, 2005). Ja na fase aduliagxpressdo de
miogenina e MRF4 esta relacionada com os procedsodiferenciacdo dos
mioblastos e hipertrofia das fibras musculares @NSEN; OVERTURF,
2005). O balanco entre os mecanismos de crescinmemsoular hipertrofico e
hiperplasico pode determinar a taxa de crescimentotamanho da espécie,
sendo dependente de varios fatores como, temperdtoperiodo, regime
alimentar e composi¢ao da dieta (AS®Isal, 2004; BRODEURet al, 2002;
JOHNSTONet al, 2000)
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2.4.1.1 Efeito da ractopamina sobre o metabolisma@éico

O masculo estriado esquelético é o primeiro tedidoqual ocorre
sintese protéica em animais alimentados c@radrenérgicos como a
ractopamina, mas a hipertrofia depende da adequngdatao protéica advinda
da dieta (BERGENMt al, 1989; SAINZ; WOLF, 1990; YANG; McELLIGOTT,
1989). A deposicao protéica em células muscularestro, pode ser aumentada
pela acdo d@-adrenérgicos e esse efeito pode ser bloqueadp-aatagonistas
(ANDERSON et al, 1990). Isso demonstra que o aumento na hipextrofi
muscular devido ao uso fleagonistas é mediado por uma via de sinalizacéo de
receptores do tipg; entretanto, outros tipos de estimulacdo do mascul
esquelético também séo propostos (BEREEAI, 1989).

O mecanismo pelo qual a ractopamina leva ao aumdatsintese
muscular é controverso. Alguns estudos demonsti@ragactopamina reduz a
degradacao protéica e nao estimula sua sinteseTBRY; DAWSON, 1990;
YANG; McELLIGOTT, 1989; GOLLet al, 1989). Todavia, quando a sintese
protéica muscular foi avaliada utilizando-se amaidds marcados (BERGE&t
al., 1987), quase todos os estudos que utilizaramtéstaca concluiram que os
agonistasp-adrenérgicos aumentam a sintese de proteinas (BERS al,
1989; CLAEYSet al, 1989, MacLENNAN; EDWARDS, 1989).

Apés a alimentacdo com urfi-agonista, a excre¢do urinaria de
nitrogénio é rapidamente diminuida, portanto, &#@wvel que haja uma reducéo
na degradacdo protéica no misculo esquelético (EADAt al, 1989). Apds
alimentacao continuada com este tipo de aditivapacidade de sintese protéica
do masculo (rRNA) e a abundancia de mRNA miofibrisio aumentadas
(HELFERICH et al, 1990). Portanto, essas respostas metabdlicasp-aos
agonistas indicam que a sintese protéica é a inaipal de sintese protéica

durante a hipertrofia do musculo estriado esquelébbe forma geral, os efeitos
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somatogénicos, endécrinos e metabolicos da acgdo pdagonistas no

metabolismo protéico estdo resumidos na figura 8.

[ Efeitos gerais

1- Reducgéo na excrecdo de N iario

2- Aumento na retencdo de N

3- Aumento no contetdo de RNA do musculo
esquelético

4- Hipertrofia da musculatura esquelética

5- Aumento do fluxo sanguineo para os
tecidos periféricos

Efeitos somatogénicos / enddcrinos

Alimentacdo continua com
AgonistasB-adrenérgicos

1- Sem efeito sobre o IGF-1
2- Sem efeito sobre o GH

Efeitos metabdlicos

1- Aumento da sintese protéica

2- Aumento da abundéancia de RNAm para
actina e miosina

3- Atenuacdo inicial da degradacao protéica
4- Aumento na atividade da calpastatina
(inibidor citoplasmatico de proteases)

Figura 8 Resumo esqueméatico dos efeitos dos agerfisadrenérgicos, como a
ractopamina sobre o metabolismo protéico
Fonte Adaptado de Bergen e Merkel (1991)

2.4.1.2 Efeito da ractopamina sobre o metabolismipldico

A reducao na gordura corporal € a maior consedménetabdlica ao se
alimentar animais com ractopamina. A reducéo ddwgarcorporal associada ao
tratamento cong-agonistas pode ser uma consequéncia do aumengasto
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energético, por aumento do metabolismo, ou deviddteaacbes na sintese e
deposic¢éo dos lipideos.

Os agonistag-adrenérgicos, como a ractopamina, reduzem a dguosi
lipidica estimulando a lipdlise e inibindo a lipogde (YANG; McELLIGOT,
1989). O aumento da lipdlise é dependente do auntEnatividade da enzima
triacilglicerol lipase.

J& a reducdo da lipogénese no tecido adiposov&eaddiminuicdo na
atividade das enzimas lipogénicas, que pode dbufta, em parte, a regulacéo
alostérica via fosforilacdo por cAMP dependentatiliadade da proteina kinase
e em parte por uma reducdo na expressdo dos gesesngdimas lipogénicas
(DICKERSON, 1990).

Em suinos alimentados com ractopamina, hd aunmmentmobilizacéo
lipidica e reducéo na atividade das enzimas médicds complexo 4cido graxo
sintetase (MERKElIet al, 1987a). Os efeitos da ractopamina sobre a defmsic
lipidica, lipdlise, atividade de enzimas lipogésiaa expresséo lipidica foram
estudados em células adipogénicas do tipo TAL. gosigdo de células TAL,
diferenciadas e repletas de lipideos, a ractoparmdaziu uma reducao
imediata na sintese de acidos graxos. A exposigitica das células TAL a
ractopamina foi acompanhada por uma diminuicdo bumdancia do mRNA
para acetil-CoA carboxilase, éacido graxo sintetase glicerol fosfato
desidrogenase (BABIJ; BOOTH, 1988). O efeito datap&mina sobre as
células TA1l pode ser mimetizado pela adicdo de cAMBgeno ao meio de
cultura celular, na auséncia de ractopamina e smterevertido peld3-
antagonista propranolol. Um resumo sobre a ac¢éopemgonistas sobre o

metabolismo lipidico esta descrito na figura 9.
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Aumento da lipc¢lise

TAGL inativa —» TAGL ativa

N

Reducao na sintese de A

ACC ativa—» ACC inativa

CAMP

»| PK —>

?

REDUCAO
RNAmM
AUMENTO
EM
AGS

ACC
GPDH

TAG sintetase

ativa —>

TAG sintetase
inativa

Reducéo na sintese de TA

Figura 9 Desenho esquemético da acdo de agofiisdi®nérgicos, como a ractopamina

sobre o metabolismo lipidico

ABA = Agonista beta adrenérgico, RBA = Receptoabadrenérgico, PG = Proteina G,
ACa = Adenilato ciclase ativa, CAMP = Monofosfafe @denosina ciclico, PK =

Proteina quinase, TAG = Triacilglicerol, EM = Enzirmalica, AGS = Acido graxo

sintase, ACC = Acetil CoA carboxilase, GPDH = gladosfato desidrogenase, TAGL

= Triacilglicerol lipase, AG = 4cidos graxos.
Fonte Adaptado de Bergen e Merkel (1991)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e duracéo do experimento

O experimento foi conduzido na Estacdo de Pisciriltda
Universidade Federal de Lavras (UFLA) durante dqoler de agosto a outubro
de 2011. As andlises foram realizadas no Labocatfei Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia. O periodo experimeoiale 60 dias precedido de
10 dias de periodo pré-experimental para adaptgsianimais.

Para realizagdo do experimento foram utilizadasirssalagbes do
laboratério de metabolismo de peixes que dispurthd@ caixas de fibra de
vidro com volume util de 75 L, dispostas em sistetaarecirculagdo de agua
equipado com filtros de areia, ultravioleta e bjidd além de um termostato

para controle da temperatura.

3.2 Animais e instala¢bes

Foram adquiridos de piscicultura comercial no mipnicde Cana Verde,
MG, 40 exemplares de pacusPidractus mesopotamicys com
aproximadamente um ano de idade e peso inicialov&B64 + 75 gr.

Os animais foram transportados até o Laboratéridvidéabolismo de
Peixes da UFLA, onde foram alojados em caixas lafa file vidro (um animal
por caixa), com capacidade util de 75 L cada, bgaé um sistema de
recirculacdo com filtros de areia, ultravioleta ieldmgico e com controle de

temperatura por termostato.
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3.3 Dietas

A racdo fornecida aos animais foi formulada e pagm no
Departamento de Zootecnia da UFLA, de acordo coexigg€ncias da espécie e
sem a inclusdo de ractopamina. A esta racdo basainfsuplementadas as
guatro concentracfes de ractopamina avaliadasy(12225, 33,75 e 45 ppm).

Apéds a mistura dos ingredientes, a racdo foi pzeldd (peletizadora
Marca CPM 2000) e, em seguida, foi seca a 40°C stnfaecom ventilagédo
forcada por aproximadamente 24 horas e armazemadfieezer a -18°C. A

composi¢cao da dieta base encontra-se na Tabelal.

Tabela 1 Composi¢éo percentual e nutricional d@diase experimental

Ingredientes (kg) Ragcéo basal
Farelo de soja 40,50
Fubéa de milho 34,88
Farinha de peiXe 8,00
Farelo de trigo 8,00
Oleo de soja 3,52
Fosfato bicélcico 3,80
Vitamina C 0,06
Suplemento vitaminico/minefal 0,50
BHT 0,02
Sal comum 0,20
L-Lisina (78%) 0,19
DL-Metionina 0,28
L-Treonina 0,05
Ractopamina 0,00
Proteina bruta (%) 31,28
Energia bruta (kcal/kg) 4099,10
Extrato etéreo (%) 7,08
Ractopamina (ppm) 0,00

?Rag&o basal sem ractopaminBarinha produzida a partir de residuos da indidgiéletagem do salméabd.
Fornecimento de vitaminas e minerais/kg de rag@anyiha A: 1500 UI, Vitamina B1: 20 mg, Vitamina B2
15 mg, Vitamina B3: 1000 Ul, Vitamina B12: 10 pgtarmina E: 25 mg, Vitamina PP: 120 mg, Colina: 2000
mg, Pantetonato de Célcio: 80 mg, Acido Folico:@® Manganés: 80 mg, Ferro: 24 mg, Zinco: 50 mg,r€ob
8 mg, lodo: 3 mg, Selénio: 0,10 mg, BHT: 170 mg.
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3.4 Procedimentos
3.4.1 Arragoamento

O arragcoamento foi realizado duas vezes por di®820 e 16:00 h,
sendo que a quantidade diaria foi fornecida atéacedade dos animais.
Diariamente, 30 minutos apds o término da primairaentacdo, as caixas eram
sifonadas.

Diariamente, mensurou-se o consumo de racéo deacéial por meio
da subtracdo dos pesos dos potes de racdo anfEss eaalimentacdo, para

determinacdo do consumo total aparente ao finakgerimento.
3.4.2 Parametros limnologicos

Durante todo o periodo experimental os parameimusoldgicos foram
monitorados e registrados diariamente. O pH, teatpex e teores de oxigénio
na agua foram determinados por meio de equipametigiwis (pHmetro,
termémetros e oximetro, respectivamente) enquanteares de nitrito e aménia
toxica foram quantificados utilizando-se kits cooieis (Labcoff).

Todos os parametros limnoldgicos avaliados encamra&e dentro dos
intervalos aceitaveis para pacus, sendo: temparatu27,6°+0,2°C, oxigénio
dissolvido = 5,73+0,49 mg/L, pH = 6,92+0,18, ndrit 0,089+0,007 ppm e
amodnia téxica = 0,0007+0,0002 ppm.

3.4.3 Coleta de sangue e analises sanguineas

Antes da manipulacdo e abate, no Ultimo dia do raxpato, os peixes

foram mantidos em jejum por 24 horas e, procedeusseta de sangue atraves
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de puncéo da veia caudal utilizando tubos vacufaif®@steriormente, o sangue
coletado foi centrifugado (Centrifuga Excelsa bdbyModelo 206-R e 15
minutos, 3.500 rpm) e o soro foi coletado paratardeénacéo das concentracdes
de triglicerideos e proteinas totais utilizandopsea isso kits colorimétricos
comerciais (Labte$t Triglicérides Liquiform, cat. 87 e Proteinas tst@at. 99).

3.4.4 Abate e andlises

No ultimo dia do experimento, os 40 animais foisedados (em caixa
de transporte de 45L com benzocaina na concentde;&60 mg/L), abatidos e
eviscerados descartando-se também a pele com eseantabeca.

Os filés foram recolhidos, pesados (para calcultaga de rendimento
dos filés = [peso files/peso do animal] x 100), raticionados em embalagens
plasticas e congelados a -20°C até a realizacdarddises bromatoldgicas. Os
teores de proteina bruta, extrato etéreo, cinzasmalade no filé foram
determinados segundo metodologias da AOAC (19@dds o teor de proteina
bruta determinada pelo método Microkejeldhal; ccestual de extrato etéreo
foi obtido utilizando-se o método de Soxhlet e étdico como solvente; o teor
de cinzas pelo método gravimétrico com aquecimenmomufla a 550°C e a
umidade estabelecida pela secagem da amostra afa asi05°C até atingir
peso constante.

Fragmentos de 8x4x4 mm do musculo branco da refpésal de cada
um dos animais foram coletados e imediatamenteddixaem solucdo de
Karnovisky modificada (2,5% glutaraldeido, 2% foltdeddo em tampé&o fosfato
de sddio a 0,1 M e pH 7,4). Apés a fixacdo, as aamdoram submetidas as
técnicas histoldgicas de rotina com inclusdo erimagslastica e coloracdo com
hematoxilna-eosina, para realizacdo das analisesoibpicas de crescimento

muscular (hiperplasia e/ou hipertrofia) e deposigéatecido adiposo entre as
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fibras musculares. As laminas foram observadasate de aumento de 10x em
um microscépio Olympus CX31 (Olympus, Japéo) aatipla uma camera
digital Altra SC30 (Olympus, Japéo). Para a avaliago crescimento muscular,
utilizou-se o programa de analises morfométric& &ll B (Olympus, Japéao),
mensurando-se em cada lamina, os didmetros de DO&s fmusculares
(DUBOWITZ; BROOKE, 1973). Os valores dos diametroistidos foram
distribuidos em classes de frequéncias (adaptadaLt4EIDA et al, 2008)
com o objetivo de avaliar o grau de ocorréncia @samento hipertrofico e
hiperplasico do tecido muscular (VEGGETEt al, 1990). Para determinacao
da deposicdo do tecido adiposo entre as fibras utares, um quadriculado
contendo 1.564 interseccdes para cada imagemifiaaddb, com o auxilio do
programa Image J (Wayne Rasband, National InstitofeHealth, Bethesda,
MD), contou-se o numero de interseccdes nestedoecalém de se efetuar a
mesma contagem nos campos sem tecido algum attbaireste item, o nome
artefato. Apos a mensuracao de todas as imagems geesmo animal (mesma
lamina) determinou-se o percentual de distribuig@ocada um dos tecidos,
excluindo-se previamente, a contagem dos artefatos.

Fragmentos de figado de todos os animais foramades, congelados
em nitrogénio liquido e posteriormente submetidospeocesso de extracao
hepatica segundo Ribeiro (2007), com modificacdam pleterminacdo da
atividade especifica das enzimas Glicose-6-6fosfasidrogenase (G6PD)
seguindo o proposto por Graeve et al. (1994) enenmalica (EM) conforme
protocolo de Spinaet al. (1966). Todos os protocolos estdo descritos nos
APENDICES A, B e C, respectivamente.
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3.4.5 Delineamento e analises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamentceiriaimente
causalizado com cinco tratamentos (0, 11.25, 23%75 e 45 ppm de
ractopamina) e oito repeti¢cdes por tratamento.

Os resultados referentes ao consumo de ragéo eleapendimento dos
files, bem como composicdo quimica dos filés eiddade especifica das
enzimas G6PD e EM, foram submetidos a andlise daneia e posterior teste
de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidanten o auxilio do
pacote estatistico SAEG.

Os resultados do crescimento muscular e a depod&decido adiposo
entre as fibras musculares dos filés de pacu fabmetidos ao teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidadquando significativo, os
dados foram submetidos ao teste de comparac¢Oeplagiile Nemenyi, a 5%
de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros sanguineos avaliados no presentaloedtram
influenciados (P<0,05) pelo nivel de inclusdo dztapamina na dieta (Tabela
2). Os peixes alimentados com as dietas contendfb 38 45,00 ppm de
ractopamina apresentaram maior concentracdo sediea triglicerideos
comparados aos peixes dos demais tratamentos.elessgdo dos triglicerideos
circulantes poderia estar relacionada a diverssefs dentre eles, a lipdlise.
Segundo Peters et al. (1980) e Vijayan et al. (1,984 catecolaminas, e as
substancias semelhantes a ela, como a ractopafagiitam a utilizacdo de
triglicerideos, aumentando a concentracdo de agdos livres, sendo uma
possivel fonte energética em condi¢bes de aumentiechanda fisiolégica em

peixes submetidos ao estresse.

Tabela 2 Concentragbes séricas de trigliceridepso®ina total de pacu®iéractus
mesopotamicysem terminagdo alimentados com dietas contendeismiv

crescentes de ractopamina

Nivel de ractopamina na o i
Triglicerideos (mg/dL)  Proteina total (g/dL)

dieta (ppm)
0 307,41B 4,78B
11,25 262,96B 5,05B
22,50 329,01B 5,23B
33,75 622,22A 5,01B
45,00 606,17A 6,52A
Coeficiente de variacao (%) 20,96 10,00

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifase entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.
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De modo semelhante, Haji-Abaédt al. (2010) também observaram
aumento do teor de triglicerideo sanguineo em jevele truta arco-iris
alimentadas com racdo contendo ractopamina, comhpas®s animais do
tratamento controle sem ractopamina. Por outro, letbshi et al. (2005) néo
observaram correlacéo entre a ractopamina dael@teor deste parametro para
suinos, demonstrando que distintas espécies pastgrander de modo diferente
a este 3-adrenérgico.

Por outro lado, apenas a inclusdo de 45,00 ppm ag®pamina
acarretou aumento no teor de proteinas totaisawra. Em relacdo aos peixes
alimentados com a dieta basal sem ractopamina,oodes45,00 ppm de
ractopamina aumentou a concentracdo de proteinasulatites em
aproximadamente 36%.

Essa elevacédo dos triglicerideos circulantes juatéencom a elevacao
da proteina total seriam resultados esperadosédedacractopamina, o estimulo
a lipdlise. Entretanto, essa afirmacao ndo podeadirmada unicamente com
os resultados de parametros sanguineos uma vez gfi@gio do estresse sobre
estes parametros sdo amplamente divulgados.

Como o kit utilizado para a determinacdo de tragiideos no presente
estudo ndo é seletivo, ou seja, dosa todo e qualipe de triglicerideo
circulante, ndo se pode afirmar que a diferengissta encontrada seja devido
a acao lipolitica da ractopamina o que sugere gaentento observado esteja
relacionado ao estresse sofrido pelos animaisg@mento, manejo, etc.).

O que aparenta ter acontecido € que a partir de@2n de incluséo de
ractopamina, o estresse causado por ela acarratbuanomento gradativo nas
concentracbes dos parametros avaliados sugerirgla tactopamina agiu como
agente estressor e levou a um desequilibrio métabdlos animais, como

resposta secundaria a este estresse.
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O nivel maximo de suplementacdo da ractopaminaiaalealneste
trabalho (45,00 ppm) reduziu (P<0,05) a atividalds enzimas glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e malica em até 36,45%61,90%,
respectivamente (Tabela 3). De modo semelhantés &ikl. (1990) e Merkekt
al. (1987b) também constataram reducéo da atividaédezienas lipogénicas no
tecido adiposo de suinos alimentados com dietaderseptadas com

ractopamina.

Tabela 3 Atividade especifica da glicose-6-fosfdesidrogenase (G6PD) e enzima
malica determinada no extrato hepatico de paeismdctus mesopotamicus
em terminag&o alimentados com dietas suplementaasiveis crescentes

de ractopamina

Nivel de ractopaminana  G6PD (U/mg de Enzima malica (U/mg

dieta (ppm) proteina) de proteina)
0 1,7375A 0,2625A
11,25 1,8175A 0,2400A
22,50 1,7100A 0,2125A
33,75 2,0025A 0,2550A
45,00 1,2725B 0,1000B
Coeficiente de variacdo (%) 14,08 11,82

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifase entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade

A via das pentoses-fosfatos é a principal rota bddiza responsavel
pelo fornecimento de NADPH para o organismo, seasta molécula um
importante redutor bioquimico. A enzima G6PD catal reacdo de oxidacdo
irreversivel da glicose-6-fosfato + NADP a 6-fodfognolactona + NADPH e
representa um importante ponto de regulacdo dads&g pentoses-fosfato
(CHAMPE et al, 2009). No figado, a maior parte do NADPH prodazél
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utilizada para a biossintese de acidos graxos éspora G6PD é reconhecida
como uma enzima lipogénica (ALVAREEZt al, 1999). Outra importante
enzima lipogénica é a malato-desidrogenase deptndin NADP (também
conhecida como enzima malica) que também produz PNADLCatravés da
oxidacdo do malato a piruvato. Portanto, a diméwida atividade das enzimas
hepaticas G6PD e malica verificada nos pacus emirtacdo alimentados com
0 uso de 45,00 ppm de ractopamina na dieta, pemféer que houve inibicdo
da lipogénese culminando na menor producdo de NADBHhepatdcito e
consequente reducéo da biossintese de acidos gres®ss animais.

Os resultados encontrados na avaliagdo das enzimepsiticas
demonstraram a inibicdo da lipogénese ao nivelarelentretanto, esta inibicéo

nao foi observada nos pardmetros de desempentiadns(P>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 Consumo de racgédo (g) ao final dos 60d#a=xperimento e taxa de rendimento
dos filés (%), de pacu®igractus mesopotamicuem terminacéo alimentados

com racdes contendo niveis crescentes de inclueséactbpamina

Nivel de ractopamina na Consumo de Taxa de rendimento dos

dieta (ppm) racéo (g) filés (%)
0 648,63 A 44,84 A
11,25 626,88 A 44,98 A
22,50 615,25 A 45,98 A
33,75 639,50 A 46,32 A
45,00 630,13 A 46,24 A
Coeficiente de variacao (%) 8,74 3,90

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifase entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.

Em parte dos estudos conduzidos com diferentegrapimais como
suinos e ovinos, o efeito maior e mais marcantesdplementacdo de
ractopamina na dieta € a melhora no desempenho MERE& al, 1996;
BRUMM et al, 2004; MIMBS et al, 2005). O fato de ndo terem sido
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encontrados efeitos significativos sobre o desehpareste estudo pode estar
relacionado a duas diferentes hipéteses. A primdraue a reducdo nas
atividades enzimaticas tenha ocorrido na fase fioaéxperimento e, o tempo

entre esta reducdo e o término do experimentonificiente para que se

pudesse visualizar diferencgas significativas n@aiggenho dos animais. A outra
hip6tese segue a linha proposta para os resultedosntrados para os

parametros sanguineos. Os niveis mais altos desanlde ractopamina levaram
ao estresse do animal, culminando na reducdo dadades enzimaticas, no

nivel mais alto de incluséo testado, como respmstdesequilibrio metabdlico

causado pelo beta-adrenérgico no organismo dosemim

Um fato que corrobora os resultados encontradas ggparametros de
desempenho é a fase em que o0s animais se encomtgarando submetidos ao
estudo. E sabido que o crescimento dos peixesedarrforma diferente dos
outros grupos animais ja estudados. Enquanto sajm@sentam grande ganho
de peso na fase de terminacdo, a maioria dos paigste mesmo periodo,
apresenta baixas taxas de crescimento e, em algspésies, na terminacao, o
crescimento ja esta praticamente completo (JOHNSTO®99). Por isto,
alteracdes no desempenho néo sédo esperadas pasagsamgsta fase.

Diversos estudos conduzidos com peixes também n&ongaram
resultados significativos da suplementacdo da pactina sobre os parametros
de desempenho (VANDENBERG; MOCCIA, 1998; VENDENBERSE al,
1998; WEBSTERet al, 1995). Contradizendo os resultados referentes ao
consumo encontrados no presente estudo, algunesutdatam que o uso da
ractopamina na dieta reduz o consumo de alimenBP& et al, 2007), mas
nao influencia o ganho de peso (MIMBSal, 2005).

Ndo houve diferencas (P>0,05) significativas nogeisi de proteina
bruta e cinza dos filés de pacu. Devehsl (2012), estudando a incluséo de

ractopamina para juvenis de car@ygrinus carpiy, também nao verificaram
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influéncia da suplementacdo do beta adrenérgicoresa@sses mesmos
parametros e Bicudat al. (2012) ndo verificaram qualquer diferenca na
composicdo corporal de pacus alimentados, pord&f) dom diferentes niveis de
inclusdo de ractopamina (0-40 mg/kg de dieta).t®@da néo ter sido encontrada
diferenca estatistica para o teor de proteina lrutarroborado pelo resultado
encontrado para analise de crescimento atravésedauracdo do didmetro das
fibras musculares (Tabela 5). Desta forma, podesseluir que, nas condi¢des
do presente estudo, a inclusdo de ractopamina e@ ibfluéncia sobre o
crescimento muscular de pacus na fase de terminacao

No presente estudo, reducdes significativas (P¥M05extrato etéreo
foram encontradas nos animais que receberam aatiatando 11,25 ppm de
ractopamina (Tabela 5). De forma semelhante, Bossohl. (2009) relataram
uma diminuicdo da gordura corporal de pacus aliate#, por 30 dias, com
racBes contendo de 2,5 a 10 mg de ractopaminaugorde dieta.

Diferencas significativas (P<0,05) também forameobsdas para o teor
de umidade dos filés (Tabela 5). A relacdo invezafre extrato etéreo e
umidade é amplamente conhecida. Por isso, era depsgar, uma vez que 0s
outros parametros ndo apresentaram diferencadststet, que tal resultado
fosse encontrado. Resultados semelhantes ao denfresstudo, demonstrando
a relacéo inversa entre EE e U foram encontrado$poza et al. (2002), que
verificaram hidratacéo dos tecidos e diminuicdo teoses de extrato etéreo em

pacus quando submetidos a periodos de restrigéerdhr.
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Tabela 5 Frequéncia percentual de distribuicdalitad, em classes de didametomj,

do musculo brancode pacu®idractus mesopotamicusem terminagao

alimentados com ra¢fes contendo niveis cresceetieldsao de ractopamina

Nivel de ractopamina na dieta%0 de fibras segundo as classes de diametros

<30 um 30a50 um >50 um

0 ppm 9,2A 243 A 66,5 A
11,25 ppm 6,9 A 27,0 A 66,1 A
22,50 ppm 119A 279 A 60,2 A
33,75 ppm 10,7 A 25,3 A 64,0 A
45,00 ppm 9,1A 245 A 66,4 A
p>Qui-quadrado* 0,4296 0,5495 0,4602

Médias seguidas de letras diferentes na colunaedifse entre si pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Walis, a 5% de probabilidade

Tabela 6 Teores de umidade e extrato etéreo, ed®g/de matéria seca, determinados

nos filés de pacusP{aractus mesopotamicuem terminagdo alimentados

com racdes contendo niveis crescentes de incluséactbpamina

Nivel de Proteina Bruta Extrato Cinzas Umidade

ractopamina na dieta (%) etéreo (%) (%) (%)
(ppm)

0 25,37 A 6,51 A 1,29 A 66,83 B
11,25 21,92 A 3,40 B 1,35A 73,33 A
22,50 22,96 A 552 A 1,32 A 70,20 AB
33,75 23,25 A 525 A 1,40 A 70,10 AB
45,00 21,87 A 6,19 A 1,31 A 70,63AB
Coeficiente de 19,53 19,67 17,30 2,87

variacao (%)

Médias seguidas de letras diferentes na coluneedifase entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), a 5% de probabilidade.
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Corroborando com os resultados obtidos na avalidodextrato etéreo
dos filés, a andlise realizada para avaliar a deposlo tecido adiposo entre as
fibras de tecido muscular demonstrou que apenestaintento com inclusdo de
11,25 ppm de ractopamina diferiu entre os demais0,() (Tabela 7),
apresentando uma menor deposicdo de tecido adgmis® as fibras. A figura
10 mostra as fotomicrografias dos tratamentos agidado a menor deposicao

de tecido adiposo no tratamento de 11,25 ppm depaxina.

Tabela 7 P-valores do teste de comparacdo mulipl&Nemenyi, para avaliacdo de
diferenca de deposicdo de tecido adiposo entribias fmusculares de pacu
(Piaractus mesopotamicusm terminagdo alimentados com rag¢des contendo

niveis crescentes de incluséo de ractopamina

Tratamento B

P-valores do teste de Nemeny

11 22 33 45
0 0,0117* 0,9981 0,4424 0,9716
11 - 0,0261* 0,0466* 0,0497*
Tratamento A
22 - - 0,5954 00,9970
33 - - - 0,7982

P-valor do Teste de Kruskal-Wallis significativé% de significancia: 0,0089

* Diferencas significativas (P<0,05) ao teste Nemethyicomparag8es multiplas.

Os resultados encontrados nos presente estudo pxienrtelacionados
ao periodo prolongado, 60 dias, de utilizacdo deoopamina. Assim como nho
presente estudo, Boscokt al. (2009) relataram reducdo no percentual de
gordura de peixes tratados com ractopamina, pali€8) mas ndo encontraram

diferengas quando os parametros foram avaliadas@pdias de tratamento.
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Figura 10 Secdo transversal de musculo esquelétianoco de pacusP{aractus
mesopotamicys em fase de terminag¢éo alimentados com rac¢oeerudm
niveis crescentes de inclusé@o de ractopamina

(A, B) = Tratamento 1 — Oppm, (C, D) = Tratamebte 11,25 ppm, (E, F) = tratamento
3 — 22,50 ppm, (G, H) = tratamento 4 — 33,75 ppimJ) = tratamento 5 -45 ppm.
Aumento 10X (todas), coloracdo HE (hematoxilinaess
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Como a acdo da ractopamina, assim como os demaisthenérgicos,
é dose e tempo dependente, é possivel que os miadss altos de inclusao
tenham levado ao processo de dessensibilizacddoaun regulation Outra
hipotese levantada é que os niveis mais elevadomaligsdo levam a um
desequilibrio metabolico evidenciado pelo aumento aoncentracdo dos
pardmetros sanguineos e reducdo na atividade dasnasn lipogénicas
avaliadas. Embora muitas hipoteses sejam levantagasas com estudos mais
aprofundados e que levem em conta diferentes nfieimclusdo e tempo de

administracdo da ractopamina é que se pode chegaa @aoncluséo.
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5 CONCLUSOES

A inclusdo de 11,25 ppm de ractopamina reduziuiesinde extrato
etéreo dos filés de pacu. InclusGes superioresmepassivelmente a um
desequilibrio metabdlico com aumento nas conceigmagle triglicerideos e
proteinas totais circulantes, reducéo da atividiate enzimas lipogénicas sem

causar qualquer alteracdo nos parametros de deslkempe
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APENDICE A - Obtenc&o do extrato hepatico, segundBibeiro (2007), com

modificacbes

Pesou-se 0,1g do figado figado de cada animal. reaterial foi macerado,
em gral de porcelana mantido sobre banho de galpresenca de 0,4 mL de
tampdo HEPES-KOH 25 mM e pH 7,2. ApGs completa hganeizacdo do
tecido, o extrato foi submetido a banho ultrassdpier 10 minutos (Ultrasonic
Cleaner Unique) e foi centrifugado a 10.000 xg (@@ minutos a 4°C
(Centrifuga refrigerada a ar Sigma modelo 2K15)dsem sobrenadante
recolhido e armazenado em tubo eppendorf.

Em seguida, opellet foi re-suspendido em 0,4 mL do tampao,
homogeneizado em vortex e levado ao banho ultrecssdseguido de
centrifugacdo com posterior recolhimento do soltante o qual foi reunido ao
sobrenadante resultante da primeira centrifugacao.

O procedimento de resuspenséopédtet foi realizado trés vezes, de modo
gue o extrato hepatico final obtido correspondguaporcao de 0,1g de figado
para 1,2 mL de tampao.

Os extratos hepéticos foram congelados & -20°@ agélizacdo dos ensaios
cinéticos para a determinacdo da atividade dasmasziglicose-6-fosfato

desidrogenase (G6PD) e malica.
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APENDICE B - Determinacéo da atividade especificaalenzima glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD)

A determinacdo da atividade da G6PD (E.C. 1.1.1hE)atica foi
realizada segundo protocolo de Graeve (1994) qumseia na acdo da G6PD
presente na amostra sobre o substrato D-glicossfétd com a formacao de 6-
fosfo-D-gluconato, na presenca de R-NADP.

O ensaio cinético foi feito em microplacas de 96¢cgso sendo
adicionados em cada poc¢o: 210 pL de &gua deionizafi@ pL de tampdao
HEPES-KOH 25 mM (pH 7,2) + 10 pL de NADP 20 mM (816 NO505) + 10
puL de MgC} 300 mM + 10uL de D-glicose-6-fosfato 60 mM (SIGMBY879)

+ 10 pL do sobrenadante do extrato hepético. Padla emostra, realizou-se
também o branco amostra (ou branco enzima) subshitse a D-glicose-6-
fosfato pelo tampéo.

A placa foi incubada a 25°C em um leitor de micaops automatico
(Bio-Tek  Instruments, PowerwaVe XS  Microplate  Scanning
Spectrophotometer) previamente programado paraizaealleituras de
absorbancia em=340 nm a cada 15 segundos de reacdo durante uadger
maximo de 240 segundos.

Posteriormente, os dados do ensaio enzimatico fardiimados para
gerar uma curva linear crescente, sendo os vattzrehsorbancia plotados no
eixo y do grafico e o tempo de reacdo no eixo xaRulo da atividade da

enzima G6PD foi feito pelo uso da seguinte equacéo:

Atividade volumétrica (U/L) = (IRA — IRBA) x VT x@00
exV
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IRA = inclinagdo da reta resultante do ensaio @pétcom a amostra
(absorbancia/segundo)

IRBA = inclinacéo da reta do branco amostra (aliwria/segundo)

VT = volume total da reacdo em puL (300uL)

¢ = coeficiente de extincdo molar do NADPH, a 34q6ra2 L/mmol)

V = volume do extrato hepatico em pL (10uL)

O teor de proteina nas amostras (mg de proteindémdxtrato hepético)
foi dosado segundo Bradford (1976) usando a albars#érica bovina como
padrdo a fim de permitir o calculo da atividadeeeffira da G6PD conforme

descrito a seguir:

Atividade especifica (U/mg de proteina) = atividag#dumétrica + teor de

prote ina na amostra.

Portanto, a atividade G6PD foi expressa em U, sequm U é a
quantidade de enzima que gera 1umol de 6-fosfodDeglato, na presenca de [3-
NADP, por 1 segundo de rea¢do em pH = 7,2 e 25°C.
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APENDICE C - Determinacg&o da atividade da enzima mlica (EM)

A determinacéo da atividade da enzima madlica (EICLH0) hepéatica
foi realizada segundo protocolo de Spétaal. (1966) que se baseia na acdo da
enzima malica presente na amostra sobre o0 subkta@lato com a formacéao
de piruvato, na presenca de R-NADP.

O ensaio cinético foi feito em microplacas de 96¢cgso sendo
adicionados em cada poc¢o: 109 pL de &gua deionizadla pL de tampdao
HEPES-KOH 25 mM (pH 7,2) + 15 pL de NADP 20 mM (M& NO505) + 6
pL de MnC} 50 mM + 8uL de NECI 40mM + 31puL de KCI 1M + 31pL de
malato 100 mM (SIGMA M1125) + 15 pL do sobrenadalteextrato hepatico.
Para cada amostra, realizou-se também o brancotrarmos branco enzima)
substituindo-se 0 malato pelo tampéao.

A placa foi incubada a 25°C em um leitor de micaops automatico
(Bio-Tek Instruments, PowerWaVe XS Spectrophotometer) previamente
programado para realizar leituras de absorbanciak=8d0 nm a cada 15
segundos de reagcdo durante um periodo maximo de sHifundos.
Posteriormente, os dados do ensaio enzimatico fatdizados para gerar uma
curva linear crescente sendo os valores da absabalvtados no eixo y do
gréafico e o tempo de reagdo (em segundos) no eigcélculo da atividade da

enzima malica foi feito pelo uso da seguinte equiaca

Atividade volumétrica (U/L) = (IRA — IRBA) x VT x@00
exV

IRA = inclinagdo da reta resultante do ensaio @pétcom a amostra
(absorbéancia/segundo)

IRBA = inclinacéo da reta do branco amostra (aliswia/segundo)
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VT = volume total da rea¢do em pL (307uL)
¢ = coeficiente de extingdo molar do NADPH, a 34q6t22 mmol/L)
V = volume do extrato hepatico em pL (15uL)

Assim como para a enzima G6PD, O teor de protedsaamostras foi
dosado segundo Bradford (1976), sendo a atividapec#fica (U/mg de
proteina) obtida pela razdo matemética entre &atle volumétrica e teor de
proteina na amostra. A atividade da enzima maticexpressa em U, sendo que
U é a quantidade de enzima que gera 1 pmol degtouwna presenca de f3-

NADP, por 1 segundo de reacédo a pH = 7,2 e 25°C.
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ANEXO A - Andlises de variancia

Tabela 1 - Andlise de varidncia da concentracddglEérides circulantes apos
60 dias de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 484065,2 121016,3 15,199 0,00004
Residuo 15 119431,5 7962,099

CV* (%) = 20,96

*Coeficiente de Variagdo

Tabela 2 - Analise de variancia da concentracgwateinas totais circulantes

apos 60 dias de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 7,615087  1,903772 6,719 0,00263
Residuo 15 4,249953  0,2833302

CV* (%) = 10,00

*Coeficiente de Variagdo

Tabela 3 - Andlise de variancia da atividade e$ipacnzimatica, hepatica, da

G6PD, apds 60 dias de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 1,157020  0,2892550 4,998 0,00920
Residuo 15 0,868100 0,578733¢

CV* (%) = 14,08

*Coeficiente de Variagdo

Tabela 4 - Andlise de variancia da atividade e$ipacnzimatica, hepatica, da

EM, apés 60 dias de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 0,701184% 0,1752961€" 27,73 0,00000
Residuo 15 0,885000°2 0,6321429&°

CV* (%) = 11,82
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*Coeficiente de Variagdo
Tabela 5 - Andlise de variancia do teor de umidhmefilés apds 60 dias de

experimento

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 63,77145 15,94286 3,903 0,02476
P inicial 1 2,787892 2,787892 0,683 -
Residuo 14 57,18191 4,084422

CV* (%) = 2,87

*Coeficiente de Variagdo

Tabela 6 - Andlise de variancia do teor de exteédoeo dos filés ap6s 60 dias de

experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 16,05177 4,012943 3,590 0,03246
P inicial 1 6,169049 6,169049 5,519 -
Residuo 14 15,64857 1,117755

CV* (%) = 19,67

*Coeficiente de Variagdo

Tabela 7 - Analise de variancia do teor de matéiieeral dos filés apos 60 dias

de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 0,3467802 0,869505e 1,803 0,18438
P inicial 1 0,86252758  0,862527& 0,179 -
Residuo 14 0,6731430 0,4808185e

CV* (%) = 17,30

*Coeficiente de Variagdo
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Tabela 8 - Analise de variancia do teor de protbinga dos filés apés 60 dias

de experimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Ractopamina 4 28,71007 7,177517 0,624 -
P inicial 1 0,9254939 0,9254939 0,080 -
Residuo 14 161,1091 11,50779

CV* (%) = 19,53

*Coeficiente de Variagéo



