UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Efeito da Mono-Semi-Carbazona do
Adrenocromo sobre o Metabolismo de
Frangos de Corte

JOSE LUCIANO ANDRIGUETTO

Tese apresentada a Universidade Federal
do Parana para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Veterinarias.

CURITIBA
1989



A meus pais e meu irmio.

II



AGRADECIMENTOS

Ao Coordenador do Curso de Pos-Graduagdc em Ciéncias
Veterinéa&rias = Orientador Prof. Dr. Metry Bacila por sua

inestimavel orientacdo.

Ao Prof. Dr. Luimar Perly, pela crientag¢do 1nicial e

eterna disposig3o.

Ao Prof. Dr. Pedro Hélio Lucchiari, do Departamento de
Biofisica do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho", Campus de Botucatu, pela
orienta¢d3c, fundamental ac trabalho aqui apresentado, na técnica

polarografica, e pela generosa hospitalidade em Botucatu.

A Prof=. Dr=. Clotilde Lourdes Branco Germiniani,

membro da banca examinadora, pela reviséio critica do trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico, CNPq, através da Coordenadoria de Zootecnia e

Veterinadria, pelos recursos financeiros fornecidos.

I1I



IV
A Jo3do Gilberto Biora, do Laboratério de Bromatologia
do Departamento de Zootecnia, pelo grande auxilio nos trabalhos

com a8 aves.

Ac pessoal do Laboratério SUREHMA/UFPr (Helena, Katia,
Marvina, Thalma, Lotte) peloc auxllio nos experimentos
latoratoriais e pelo ambiente de trabalho, e a Tania M. Schrank,

secretaria do Curso de Pds-GraduagzZo em Ciéncias Veterinarias.

Aocs amigos, muitos para serem nominados, .pelo

constante apcio.

A meu irmd&c Milton, pela orienta¢doc em varios pontos
do trabalho e pela amizade irrestfita; e a meus pais, Mariza e

Milton, por constante amor, compreensdc e estimulo.



II.

INTRODUGEO . . . . it i e e i et it ee o R 1
MATERIAL E METODOS. . . . . . .. e e e et 12
2.1. Material bioldgico. ... i i 12
2.2. Acondicionamento das aves. ... ... .. ... ... 0. 12
2.2 Administracéolda M3CA por via intramuscular...... 14
2.4. Administra¢d3o da MSCA atraves da agua............ 14
2.5. Administrag3oc da M3CA atraves da ragdo........... 15
2.6. Alimentagdo das avesS. ... .. .. .. e e e 16
2.7. ﬁétodos para estudo de atividade respiratéria... .17
2.7.1. Preparagdo de mitocédndria hepatica e de
musculo cardiaco. .. ... ... ... ... o oL, 17.
2.7.2. Técnica de respirometria de Warburg....... 18
2.7.3. Medida polarcgrafica de consumo de
OX1BeNi0. . . . . e e e e e 21
2.8. Determinag¢3o do efeito da MSCA sobre a turbidez
de uma suspens3o de mitocdndria.................. 24
2;9. Métodos analiticos. ... ... .. .. . ... i oL, 25
2.9.1. Determinag¢do de proteina...... : ........... 25
2.9.2. Par&metros filsico-quimicos da MSCA........ 26
2.10 . Equipamentos. . .. . . .. e 27
2.11.ReagentesS . . . .. .. e 27

CONTEUDO



III.

Iv.

VI.

VII.

RESULTADOS . . . . i e e e e e e e e e e e e e 28

3.1. Efeito da MSCA sobre o desempenho produtivo de .

frangos de corte. ... ... . .. ... e e 28
3.1.1. Administracd3o por via intramuscular....... 28
2.1.2. Administrag¢i3o através da agua............. 29
3.1.3. Administra¢do atraves da ragdo............ 32
3.2. Efeito da MSCA sobre a atividade respiratéria
da mitocdndria.. ... .. . ... ... e e 39
3.2.1. Estudeocs por respirometria com a técnica
de Warburg. . ... ... . .. e 39
3.2.1.1. Figado ........................... 39
3.2.1.2. Misculo cardiaco....... ... ... ... 41
3.2.2. Estudos por respirometria pela teécnica
bolarografica ............................. 42
2.2.2.1. Flgado. ... .. . . i e e 42
2.2.2.2. Misculo cardiaco.............. ... 44
2.3. Pardmetros fisico-gquimicos da MSCA............... 46

3.4. Efeito da MSCA sobre a turbidez de uma suspens&o

de mitocoOndria.. ... ... ... . e e 47
DISCUSSAEOD . . . it e e e e e e e e e e 50
SUMARIO E ABSTRACT . . . . . . i e 62
CONCLUSOES...h ........................................ 66

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. . ... . .. ... ... .. ... 70

V1



I. INTRODUGCKO

O adrenocromoc constitui o produto da oxidag¢&o e da
ciclizaci%o da adrenalina, e foi identificado inicialmente por
KISCH, em 1927 . Estudando a oxida¢do de aminoacidos catalisada
pela adrenalina, KISCH observou que este efeitc n&o era devido &
adrenalina propriamente dita, mas ao produto de sua oxidagio,
uma quinona de coloracéé vermelha, que Kisch denominou de Omega
(KISCH, 1947).

A - denominag¢doc de adrenccromo fol proposta por GREEN &
RICHTER, em 1937. Estes autores estudaram o efeitc catalisador
da adrenalina sobre os sistemas das desidrogenases dos Acidos
malico e latico isoladas de miusculo cardilaco e observaram que
ela sd exercia seu efeito apds sua oxidacgao, fa qu levava &

produ¢cdc do adrenocromo. GREEN & RICHTER (1937) demonstraram

entdo que, constituindo um sistema redox, o adrenocromo
aumentava o "turnover" dos sistemas enzimdticos daquelas
desidrogenases.

GREEN & RICHTER (1937) demonstraram ainda que a
adrenalina & facilmente oxidada & adrenécromo por Varios.
componentes quimicos € enzimaticos, destacando-se o sistema da
citocromo-indofencl oxidase, presente em todos os tecidos.

KISCH (1947) , em extensa revisdo sumarizou os

efeitos bioqulmicos do adrenocromo, mencionando sua atividade



comc catalisador da oxidac¢do da adrenalina, do sistema da
desidrogenase dos acidos latico e malico, e da desaminagdo e da
descarboxila¢doc de amincacidos.

O adrenocromo foi inicialmente descrito como uma o-
quinona (Figura 1.A), constituindo um sistema redox 'de dois
eletrons (GREEN & RICHTER, 1937; HWIESNER, 1942 e KISCH, 1947).
Porem mais tarde, considerando suas propriedades fisico-
qulimicas, verificou-se que a estrutura molecular do adrenocromo
¢ a de um 1on anfdterce p-quincnaimina, constituindo um sistema

redox de um elétron (Figura 1.B) (HARLEY-MASON, 1948; KOELLE e

FRIEDENWALD, 1951; SOBOTKA et alli,1957 e HEACOCK, 1959).
Atualmente, o adrenocromo & aceito como um l1lon  anfétero
pertencente a0 Erupo das 2,B—dihidroindol—s,6—quinonas,
resultante da oxidagéao da adrenalina por quatro elétrons

(PRABHANANDA et alli, 1985).

A oxidagdo da adrenalina in vitro, por uma série de
agentes filsicos e qulmicos, levando & producdo de adrenocromo,
entre outros produtos da sua oxidagiEo, foi demonstrada por
diversos autores (GREEN & RICHTER, 1937:. MARQUARDT, 1947; KISCH,
1947; FRIEDENWALD et alli, 1951; SOBOTKA, 1957; HEACOCK, 1959{
KALYANARAMAN et alli, 1984). Porém a demonstragd3o da ocorréncia
de vias metabdlicas que levassem & pradugdo do adrenocromo in
vive 8¢ foi realizada mais tarde, pois a grande reatividade
desse compostco dificultou sua identifica¢doc .no meio bioldgico.
WAJZER (in HOFFER, 1957) reporta a existéncia do sistema
adrenalina-adrenocromo em musculc esquelético de mamifero em
concentrag¢ac de 1077M. AXELRCD (1964) demonstrou a presenga de

uma catecol oxidase na glandula salivar do gato, capaz de
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3
produzir adrenccromc a partir de adrenalina, porém animals que
receberam adrenalina injetada diretamente na arteéria cardtida
n&c apresentaram, apds cinco minutos, quantidades consideraveis

de adrenoccromo. Em 1968, HEGEDUS & ALTSCHULE demonstraram que

adrenalina incubada em plasma humarnoc transformava-se em
adrenccromao, adrenolutina e finalmente num composto de estrutura
n&c identificada, porém semelhante & melanina. Mais

recentemente, GUARNIERI et alli (198L) demonstraram a capacidade

do  sarcolema de bovine de sintetizar adrenocromo a partir’ de

adrenalina, em rea¢dc dependente de Oz e caﬁalisada pelo acido
araquidénico. Tambeém MATTHEWS et alli (198%) demonstraram que o0s
leucdcitos polimcrfonucleares apresentam um mecanismo de
oxidacdo da adrenalina ‘via adrenccromo, responsavel pelo

catabolismo de 80% da adrenalina presente no sistema.

Quanto ao¢ catabolismc do adrenocromo, sua oxidacdo In
vitre leva ac  surgimentc de dois produtos, o 5,6-dihidroxi-N-
metilindoxil  ou adrenclutina e o S,6-dihidroxi-N-metilindcl
({HARLEY-MASON, 1948; HEACQCK, 1959) (Figura 2). Aparentemente os

mesmes produtos resultam do catabolismo 1In vivo. NOVAL et allil

(1961), trabalhandoe com injecd@c de adrenocrome em animais
experimentais, observou  <© surgimento de trés metabdlitos
diferentes na urina desses animais. Estes metabdlitos foram

identificados como um conjugado de adrenolutina com sulfato, um
conjugado de 5,6-dihidroxi-N-metilindol com sulfato e o terceiro
parece também ser um conjugadce de 5,6-dihidroxi-N-metilindcl.
FISCHER & LECOMTE (in NOVAL et alli, 1961) reportam ainda a

excrecdc de adrenccromo inalterado na urina de c3es & gatos.



A estrutura molecular do adrencocromo também permite a
formacac de radicais livres semi-qulnona, com potencial
citotéxico, responsdvel por sua atividade anti-tumcres & pelo

efeito de necrose do miccdrdic, ¢ que ocorreria pela reducgdo do

adrenccromce na. posigdc 5, catalisada por varias flavoenzimas,
incluinde a enzima microssomal NADPH-citocromo FP-450 redutase.
Esta - forma reduzida poderia ser suficientemente estavel para
penetrar no ntcleo celular e provocar a destruigdo do DNA. Porém
sabe-se que esta forma & altamente reativa e tende a desaparecer
pcr interacdoc miutua, inferacéo com outrds constituintes
celulares ou por transferir um eletron ao oxigénico molecular
formando o© &nicon superdxido (SVINGEN & POWIS, 1981; PﬁABHANANDA
et alli, 1985).

Sendo um derivado da adrenalina e um contaminante

freqliente em solucdes desse agente simpaticomimetico, o
adrenoccromo teve seus efeitos fisioldgicos extensamente
estudados. SOBOTEA et alli (1957 j& menciconam que ndo ce
poderia excluir a possibilidade de que o adrenocromo

constituisse um membro de uma cadeia metabdlica normal e além
disso tivesse alguma fungdc metabdlica especifica, pois o
adrenocrom¢ introduzido no orgaﬁismo comd agenté farmacolbgicd,
& efetivo em quantidades infericres 'a miligrama, tal qual pode
ser formado comoc um intermediaric efémerc no catabolismeo das

catecolaminas.

KISCH (1947) menciona Qque . a qquincona derivada da
oxidagdc da adrenalina nd3o apresentou efeito sobre a presséo
sanglinea, sobre glicosuria ou efeito similar aco estimulo de

fibras nervosas simpaticas, poram parece inibir a



acetilcolinesterase. SOBOTKA et a&lli (1957) mencionam um efeito

de redugdc da pressdc arterial em ratos artificialmente
hipertensos, porém afirmam que este efeito inexiste em animais
normais. A auséncia de efeitc sobre a glicemia, de forma similar

4 da insulina ou antagébnica & da adrenalina, foi demonstréda por
SNYDER et alli (1947). INGLE et alli (1948) demonstraram
yeduzido efeito do adrenocromo sobre a glicosldria de ratos
diabeéticos, efeito esse que se mostrou relacionado a uma
diminuigao na ingestdo de alimento. Uma poderosa agéao
hemostatica fol descrita por DEROUAUX (1939),VROSKAM & DEROUAUX
(1944) e confirmada por PREVOST.et alli (1947). SOBOTKA et alli
(1957)  mencionam gue esta aCéov se deve a um aumento da
resisténcia da parede dos capilares, sem que haja alteracd3oc no
mecanismo de coagulagdo. HOFFER (1957) sugere uma possivel
influéncia da produgé&c de nilveis elevados de adrenocromo‘ no
organismo e o desenvolvimento de esquizofrenia. Menciona ainda
uma Ialteracéo caracteristica no padr3oc de construgio de teias de
aranhas tratadas com adrenocromc. BULLOUGH (in HOFFER, 1957)

descreve uma atividade antimitética do adrenccromo, tanto In

n

vivo como In vitro. HEACOCK (1959) menciona ainda atividades

anti-hialurconidase e semelhante & do ACTH.

Efeitos -importantes sobre a atividade cardiaca também
tém sido relatados. KISCH (1947) j& menciona uma reducgdo na
freqléncia cardlaca € na contratilidade do miccardio, bem como
retarde na condutividade &trio-ventricular. Atualmente varios
autores confirmam o efeitc 1notrdpico negativo (redu¢dc na
contratilidade) e incluem uma &ac¢3d3c de necrose do miocardic

(SINGAL et alli, 1982; MATTHEWS et alli, 1985). Porém WHEATLEY



et alli (1985) citam gue esses efeitos, bem como vasoconstricédo
arterial coronaria, s& Gacorrem 2m concentragdes de adrenccromo
superiores a 107°M, tendo entdc csignificado patofisiolégico
gquestionavel.

No que diz respeito a pdssiveis interferéncias sobre o
metabolisme celular. a primeiraAobservacéo pertinente & de GREEN
& 'RICHTER (1937)., demonstrando um efeito catalisador sobre os
sistemas das desidrogenases dos acidos malico e latico, isocladas
do mlsculcoe cardlaco do porco. Afirmam que o© adrenocromo é um
eficiente carreador de hidrogénic em concentragdes de 6 x 10~7M.
KISCH, em sua revisdo de= i947, menciona um efeito catalisador da
oxidag@o em varios tecidos e células, especialmente figadoe e
rins, onde tal efeito ésta provavelmente ligado ao catabolismo
de amino&cidos. Também cita que outros processos onde- ocorre
consumo de oxigénio sdc 1gualmente catalisados. RANDALL (1546) e
MEYERHOF & RANDALL (1948). estudandc a glicdlise anaerdbica do
cérebro de rato, observaram um efeito inibitdériec do adrenocromo
sobre a hexoquinase e a fosfohexoquinase. WOODFORD (in HOFFER,
1957) afirma que o adrenocromo 1inibe o metabolismo aerdbico da
glicose, do piruvato, do sﬁccinato e do malato, em estudos in.
vitro de metabolismo cerebral. HOFFER (1957) descreve um efeito
de reducic de ganho de peso em ratos albincs e a existéncia de
propriedades semeihantes 4ds da auxina. SOBOTKA et alli (1957)
relatam ainda um efeito inibitdric sobre a tircsinase e inibic3c
completa da hidrélise do glicerofcsfate pela fosfatase sérica.
Mais recentemente, FAINE & MCLEAN (1974) demcnstraram um aumentc

na atividade da aril-hidrocarbono hidroxilase em cultivo de

ce&lulas de flgado de rato.
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Figura 3. Fdérmula estrutural da mono-semi-

carbazona do adrenccromo.



Atualmente, com a verificacdo da ccorréncia de
radicais 1livres formados a partir da redﬁcgo do adrenccromo,
outros efeitos tém sidc relatados. PRABHANANDA et alli (1985)
mencionam uma ag3oc <citotdxica, potencial atividade antitumor e
promocic de necrose de miccardio. Esses efeitos seriam devidos a
peroxidacioc dos fosfolipidios das membranas pelos radicais
livres, o qQue levaria & altera¢des na permeabilidade bem como a
uma sobrecarga intracélular de calcioc. Esta levaria a ceélula a

uma deplecidc de ligagdes fosfato de alta energia, por ativar as

ATPases c&lcio-dependentes e por comprometer o metabolismo
energeético mitocondrial. Esta deplecda levaria 4 necrose
celular. Foi demonstradoe gque este efeito pode ser minimizado

pelo tratamento dos animals experimentais com vitamina E e
zinco, Qque apresentam reconhecida agdc antioxidante & protetora

de membranas (SINGAL et alli, 1982).

Devidco & grande instabilidade da molécula  do
adrenoCromo, sua aplicacao pratica s¢ &  possivel apds  a
estakbilizacdo, por blogueio da fungdo quincona, na posicdo &, por

reagdc com uma semi-carbazida, resultando na monc-semi-carbazona
do adrenccromc (MSCA) (Figura 23). Esta tem sido wusada na‘
terapéutica humana desde 1957, por via intramuscular, associada
ao  Acido salicillico, para aumentar sua solubilidade. Apresenta-
se estavel por pelo mencos cinco ancs (SO0BOTKA =t alli, 1957).

A MECA & totalmente desprovida de qualquer acao

simpaticomimética sobr gracac e

1]

(@]

(g}

obre a musculatura lisa

0}

{ BACQ, 1947); porem possul acentuado efeito hemostaticd,
aumentandoe a resisténcia capilar (PREVOST et alli, 1947; HAGERTY

et alli, 1951; STANGL, 1951). STANGL (1951) descreve ainda uma
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reducio na permeabilidade capilar e um efeito dinamogénico,
favorecendo a contragidc muscular através de catalisag3do dos
processos de dxido-reducdo, inibic&o da glicélise, estimulo da
oxidacéo: do &cido latico e acelerac&@c da sintese do glicogénio.
Estes efeitos surgiram apds a administrag¢doc da MSCA tanto por
via oral como parenteral. HOFFER (1957) cita gque a MSCA ndo tem
efeitc especifico sobre ¢ padrdc de construgdc da teia de aranha
e se apresénta inerte em relac¢dc aco metabolismo cerebral in
vitro. FISCHER & LECOMTE (in HOFFER, 1957) observaram que a MSCA
ndc & hidrolisada a adrenocromc no organismo, cerca de um quarto
da guantidade aplicada seﬁdo excretado inalterado.

No que diz respeitoc a estudos dos efeiﬁos do
adrenocromo ou seus derivados estavels em frangos de corte, a
bibliocgrafia disponlvel & extremamente restrita. JANATOVA et
alli (1986), estudandc os efeitocs da isoprenalina oxidada e
adrenccromc comercial scbre o coracgdo do embri3do de pinto
obser&aram gue ¢ adrenccromc ndo apresenta qualquer efeito, ao
contrarico do observado c¢om a iscprenalina intacta e oxidada, e

do cobservado em cutras especies.

CUNNINGHAM (1963) estudou o desenvolvimento e a
composigdo da carcaga de frangos de corte tratados com
adrenalina e noradrenalina, por via parenteral, e nicotina, por

via oral. Observou Qque doses baixas de adrenalina (0,02 e 0,10
mg/kg de pesc vive) levaram & peguenos aumentos na taxa de
crescimento, enquanto noradrenalina € nilveis mais altos de
adrenalina (0,2 e 0,5 mg/kg de peso vivao) provocaram reducd@es na
taxa de ganho. Nicotina, em doses de 2,5 e 5,0 mg/kg'de‘racéo

produziu significativoe aumentc na taxa de crescimento sem



alterar a composicgdo da carcaca. DENBOW et alli (1981) testando
a resposta de frangos de corte, em termos de ingestdo de &agua e
alimento e variagdoc da temperatura corporal, frente a injeci3oc
intraventricular de catecolaminas, observaram que a adrenalina
provocou um aumento na ingest3o de alimentos e uma redu¢dce na
temperatura corporal. Mencionam ainda que as catecolaminas s&o
encontradas em altas concentragdes no sistema ﬁervoso central
"das aves.

Em vista do que fol descrito inicialmente, permanece a
duvida de que esses efeitos sejam decorrentes da adrenalina
propriamente dita ou de um produto de seu catabolismo, como por
exemplo o adrenocromo.

Um fator importénte ‘considerado na decis3o por
realizér este trabalho ¢é o estégio atual em que se encontra a
producdc de frangos de corte. O melhoramento genético realizado
nesta espécie levou a grande aumento na eficiéncia alimentar. Em
1934, as aves eram abatidas com 95 dias, 13200g de peso e uma
conversdo alimentar de 4,30. Atualmente o abate & realizado aos

47 dias, com aves pesando 1890g e conversdo alimentar de 1,96.
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Para 1994 espera-se produzir aves de 2050 g aos 42 dias e

conversdo alimentar de 1,82 (WABECK, 1987). Porém a estrutura
anatémica das aves nfo foi grahdemente alterada, resultando em
reduzida capacidade cardio-respiratéria e digestiva frente a uma
grande demanda metabdlica. Isso cria dificuldades em termos da
concentrac¢do de nutrientes na dieta fornecida a essas aves,
principalmente no que diz respeitoc ao aporte energético. OQutro
fatocr qQque evidencia essa limitacéo metabdlica ao avango na

performance do frango de corte e a ocorréncia, atualmente, do



sindrome da morte subita e do sindrome ascltico. Observa-se
entao a necessidade de uma otimizacdc no comportamento
metabdlico dessas aves, de modo a viabilizar seu melhoramento
futuro, com vistas a atender & crescente demanda de broteina de

origem animal.

Considerando entdc o efeito que a mono-semi-carbazona

do adrenocromo. exerce sobre varias rea¢es metabdlicas, em
especial aquelas relacionadas com o metabolismo energético, e
seus efeitos farmacoldgicos, ¢ presente estudo tem por objetivo

avaliar o efeito da mono-semi-carbazona do adrenocromo sobre o
metabolismo de frangos de corte, avaliado em termos de

performance produtiva e atividade mitocondrial.
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II.MATERIAL E METODOS

2.1 _Material bioldgico: as av=z utilizadas nos =xperimentos para
verificac¢do do efeitce da mono-semi-carbazona dd adrenocromo In
VIVO , bem como &aguelas das quais fol coletadc o material para
a preparacdoc de suspensdes de mitocdndria, ‘foram frangos de
corte de linhagens comerciais, adquiridos & idade de um dia,
junte & Cooperativa Agropecuadaria Batavo, situada na c¢idade de
Carambel , distante aproximadamente 120 km de Curitiba. Todas as

aves utilizadas eram da linhagem Hubbard, com exnceg das fémeas

Qv
@]

gue receberam a droga via 4gua de bebida, que pertenciam &

linhagem Ross.

2.2 . Acondicionamento das aves: nos testezs aem gque o produtoe foi
administrade por via intramuscular € através da agua de bebida,
as aves permaneceram em galioclas durante todo o perilcdo. As

galolas wutilizadas nestes testes sidc confecciocnadas em ferrao

revestido com  zinco, com 50 cm de frente por 45 cm  de
profundidade & 52 cm de altura. 5&o construldas com  barras
transversals de 0,5ctm de espessura e vdo de 2,0 cm. A face
supericr & fixada com dobradigas, representandc & porta da
gaiola. Nas paredes {frontais, barras fixas s3c intercaladas con

barras méveis, as quais podem ser suspensas de modo a permitir o

M

acesso da cabeca da ave

W

ao comedourc e ao bebedouro definitivos,

1)



ambos externcs & csituados em faces opostas. Estes equipamentos
sac constituldos por calhas de PVC & sdo utilizados a partir do
21® dia de vida das aves. Até aste dia sic empregados comedouros
e hebedourocs iniciais internos. O comedcouro inicia; .é do tipo
copo, com capacidade para aproxiﬁadamente 450g de 'ragdc e o
tebedourc ¢ do tipo garrafa, de aproximadamente 35C ml, ambos de
plastico. S3c cclocadcs scobre ¢ piso, tipe gaveta de metal
forrada com maravalha de pinho. Como fontes de calor sao
empregadas lampadas incandeséentes de 60 watts, de altura
regulavel, uma para c¢ada gaicla.As gaiolas foram dispostas em
trés filas, apoiadas scobre cavaletes de madeira, em uma sala de
4,70m de.largura por 10,30m de comprimento e Z,70m de altura,
Com ventilacéo natural, atraves de quatro janelas. Apds o
desligamento das lAmpadas de aquecimento, as aves foram mantidas
em regime de 24  horas de luz, provida por 12 lampadas

fluorescentes de 60 watts.

, Quando da administracsdos da droga atraves da racdo, as
aves foram alajadas N galpé&o experimental da Estacao
Experimental dJdo Canguiri, do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do  Faranad. Este galpdo mede 8m de largura
por  66m de comprimentce e & subdividido em 26 boxes de 3,50m por

2m, previstcs para uma capacidade de 100 aves, em uma densidade
aproximada de 10 aves por metro quadrado. Neste teste nadc foram

utilizados o©s guatro boxes dos cantos. As aves foram criadas por

um pericdoe de 42 dias. Na fase 1nicial foram utilizadas
campanulazs & gas, clrcules de protecds de eucatex, comedourcs
tipo bandeja e bebedourcs tipce copo. Na segliéncia foram

|
utilizados comedourocos tubulares e bebedouros pendulares, em

~
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foram vacinadas contra

U
(m
n

niimerc suficiente. Mo sa&timo dia, as av

doenca Jde Mewcastle & Brongquite infeccicsa, por wvia ocular.

2.3.Administrac3do da mono-semi-carbazona do adrenocromo por via

intra-muscular: o primeirs tests in VvIvo consistiu na
aplicacic da monc-semi-carbazona do  adrenocromo .em solugaoc
aquaosa por via intra-muscular, na musculatura peitoral., a

intervalos de cinco dias, sendo a primeira aplicacd@c no primeiro

dia d

]

vida. ¢ delineamento exnperimental adotado foi do tipo
completamente casualizado, sendo as aves distribuldas em quatro
grupcs, cada um formadoe por seis machos e seis fémeas, alojadas

duas & duas em gaiclas e distribuilda

0}

aleatoriamente. Um grupo
serviu de testemunha, recebendo injecf=s placebo de solugidco
fisicldégica estéril, enguanto em cada um dos cutros trés grupos

foi aplicada uma dose diferente da droga. As doses testadas
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foram 0,035 mg/kg de pesc vive; 0,070 mg/kg e 0.105 mg/kg. As

aves foram pesadas nos dias de aplicacac e as doses calculad

as
com base no  pEso m&dio do grubo. O périodov de vida foi de 42
dias, sendo a Ultima aplicagdc feita acs 35 dias de vida. Os
resultados foram estatisticamente &avaliados por analise de

vari&ncia e teste de Tukey. Neste casco foi considerado apernas ©

psso médio final.

2.4 .Administragc3do da mono-semi-carbazona do adrenocromo através
da Agua: ¢ segundc teste in vivo consistiu na administracioc
via &gua de bebida da M3CA. Neste ekperimento, machos e fémeas
foram testados em ocaszides diferentes, mas com delineamentos

iguais, do  tipo completamsente casualizado. Foram utilizados



quatra grupcs de nove aves cada um, alcjadas individualmente em

gaiclas, em distribuicdoc aleatdria. Comc velculo para. a mono-
‘semi-carbazona do adrenoccromc  foli utilizada a dextrose, na

proporcadc de 1,17g de MECA para 993,82z de dextrose. O grupo
testemunha recebesu 0,5g de dextrose pura por litro de &agua
enguanta  Os trés grupos-teste receberam 0.5 ; 1.0g: e 2,0g da
mistura dextrose/adrenocromo por litro de &gua respectivamente.
As aves foram pésadas semanalmente ate o 4Z= dia.

A avaliac¢dao ==statlsztica dos resultados foi feita

atraves de

It

nilise de varilncia & teste de Tukey. As variaveilis
consideradas foram o peso médio aocs 21 e acs 42 dias; o ganho de

pesco  didrio de 0 a 21 dias, de 21 a 42 dias € de 0 a 42 dias; e

& conversa&o alimentar de 21 a 42 dias. O ganho de peso diario
foi calculado subtrainde © pesc 1inicial do peso fina e
dividindo o resultade. pelo pericdo caonsiderado; a conversio
alimentar foi calculada dividindo & gquantidade de racao
consumida peloc pesc gahho, representandce  entdo a quantidade de

racdc necessaria para que ave ganhe um quilograma de peso vivo.
N&o fol considerada & conversdo alimentar da primeira fase pelo
fato de os comedourcs inicials permitirem grande desperdiciao de

racic, scbretudo entre 15 2 21 dias.

2.5. Administrac3o da mono-semi-carbazona do adrenocromo atraveés

da rag¢do: no  terceiro test

0]
(1]

in vivoe a MESCA fol acrescentada &
Ao, na farma de uma premistura composta ‘de 2,55z de mono-
sami-carbazona do adrenccroms & 997 .4tz de farelo de milho
{Famyl). Foram testados trés nlyeis da droga, correspondentes ao

acréscimas  de 0,5kz: 1,0kg & 2,0kg de premistura por tonelada de
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produ A mortalidade foi medida =m

¢ ganhc de didrioc foi calculado

peso

do peso final e dividindo o resultado

: a conversdo alimentar foi calculada

de racidco consumida pelc pesco final,

quantidade de ra¢&c necessdria para que a

pesc vivo; o 1Indice de produgi3o foi

seguinte fdrmula:

V% = percentual viabililidade,

percentual de mortalidade de 100%; GPD

A convarsiao alimentar.

em todas e testes, as aves foram

a base ‘de milho e soja,

fornecida pela empresa Nuwital Nutrientss Ltda.

Quant acs

duas fases:

ase

niveis

inicial,

nutricicnais, foram consideradas

do primeiro ac vigésimo-primeirc dia;



e fase de crescimento, do vigésimo-segundo ao quadragesimo-
segundo dia. As racgdes foram calculadas conforme os niveis

nutricicnais prescritcos por ANDRIGUETTO et alli (1986).

A=z ractes de cada teste foram fabricadas com lotes
homogéneos de matérias-primas, cujos niveis nutricionais foram
controladeos segundo ©s m&todos preconizados pela A.0.A.C.

Official Methods of Analysis, 12= edigd3c (1975).
2.7 .Métodos para estudo de atividade respiratéria.

2.7.1 . Preparagc3do de mitocéndria hepatica e de misculo cardlaco:
nos testes Iin vitro o material wutilizado fol suspensd3c de
mitocéndria, obtida a partir de figado e de misculo cardiaco de
frango de corte. Estas suspens@es. foram obtidas por técnica de
centrifugag¢io fracionada (JOHNSON & LARDY 1in ESTABROOK &
PULLMAN, 1963; VILLELA et &lli, 1973; JUNOUEIRA & CARNEIRO,
1979) . O tampdc extrator utilizado compéds-se de manitol 0,25M;
TRIS 10-"M; e EDTA 107 2M; pH 7.4.

As aves foram sacrificadas por luxagdo da articulacfo

occipital., sendo ¢ flgado e o cora¢do rapidamente retirados e
transferidos para recipientes contendo solugdo fisioldgica
gelada. Estes recipientes, bem como todos os outros utilizados

no processo, foram mantidos em caixas de isopor contendo gelo
picado, de modo a .manter os tecidos em temperatura
aproximadamente de 4~=C.

Os drgaocs foram picados e lavados com solucdo
fisiocldgica e com o tampdc extrator. Apbs a lavagem, os

fragmentos foram homogeneizados com homogeneizador de Potter-



Elvehjem. O homogenado foi filtrado em funil com gase quadrupla.
Este filtrado foi entdo levado a centrifuga refrigerada, mantida

a 0°C, e centrifugadc por. duas vezes. A primeira centrifugagio

m

fcoi feita em baiza rotacac, de 960 g. O precipitado resultante
foi desprezado € ¢ sobrenadante foi novamente centrifugado,
desta vez a 11300 g. O sobrenadante, que corresponde a fracédo
microssomal, foi desprezadac & o precipitado, contendo

bagicam

®

nte mitocédndria, fol suspensco em volume suficiente do

W

me

[G]

m
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tampac extrator. O volume empregado variou em funcg&o da

técnica de respircometria.

2.7.2.Técnica -de respirometria de Warburg: a cléassica técnica
recpirom&trica  de Warburg basela-se na medida da variagdo de

pressaoc em um

n
6

istema fechadao, a temperatura constante,
provocada pela variagdo na quantidade de gas resultante de
atividade metabdlica.

O respirdémetro constitui-se de um  mandmetro graduado

em milimetros =2 de um frasco que a ele se adapta. As areas de

o
0]

contato sic vedadas com vaselina siliconada.

¢ mandémetro & compostc de duas colunas capilares
comunicantes, contendo liquido de densidade conhecida, neste
caso, solugic de Brodie, composta de cloreto de sédic 23g;
ccleato de sddio, Sg; &gua destilada até 500 ml; & como corante
200mg de azul d= metileno por litro. Uma ccluna & ligada ao
sistema fechadc onde ocorre a atividade respiratéria e a outra &
aberta. A variacidc de pressdc no sistema fechado provoca a

movimentacico das colunas. Para a leitura, a coluna aberta e

sy
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ajustada em um ponto padr&o, neste caso 150, e pode-se entdo ler
a variac3o da coluna do lado fechado.

Para corrigir variac&es de corigem externa, e utilizado
um frasco adicional, o termobarémetro, contendc apenas agua.
Qualqguer variacdo neste sistéma e proveniente apenas de
alterac®es na pressid3c atmosférica cu na temperatura do banho.
Estas variac®es s3oc anctadas no momento da leitura e utilizadas
para corregdes postericres.

0 frascoc empregado, de volume Util aproximado de Scc,
apresenta um brac¢o lateral, para o substrato, e um pogo central,
para o a&lcali (hidrdéxido de potassio a 20%). Este tem por fung&o
absorver o gas carbénice produzido, mantendo a zero sua'presséo
parcial, permitinde assim a medida da variag3c de pressi3o
decorrente do consumo de oxigénio. Para aumentaf a superficie de
contato & colocado no poco central um fragmento de papel de
filtro de tamanho padrde (30 x © .mm). O frasco & mantido em
banho de temperatura constante, a 37<C, com agitacd&o de 100
ciclos por minutoc.

A conversdo da leitura em milimetros para microlitros
de oxigénic consumido & feita atraves do‘ cadlculo de . uma

constante, kOz, segundo a expressdo:

kKO= = Vgl273/(T+t)]1 + a0z

Fo

onde: kO= constante do¢ frasco para quando se mede consumo

de O=; Vg = volume da fase gasosa do sistema (volume do frasco

mais o volume do manédmetro, previamente calibrados, menos o

19



volume do sistema); T = temperatura absoluta (273<C); t =
temperatura do teste (37=C); a0z = coeficiente de solubilidade

do oxigénic no liquido usado & temperatura do teste (0,0237);Po
= 760mm de mercuric expressc em termos de fluidoe manométrico; se

o fluido tem densidade 1033, Po = 10.

Os sistemas testados continham suspensdo de
mitocdndria, Acido succinico como substrato, MSCA, hidréxido de
potassic (no poco central) e tampdc extrator, em Qquantidade
suficiente para cbmpletar o volume de 3ml. O tampd3o foi o mesmo
empregado para a obtencd3o de mitocéndria. Quando da preparac3o
dos sistemas, o substrato foi colocado no braco lateral do
frasco, sendo acrescentado ao meio de reagdo somente apds um
perliodo de cinco minutos, durante o qual ocorria o equilibrio da
temperatura dos sistemas com a do banho.

O acréscimo do substrato é uma manobra delicada. Para
realiza-la deve-se vedar a salda da cocluna aberta, de modo que
esta ndo se altere, e inclinar o conjunto formado pelo frasco e
o mandmetro de modo que o substratc passe do brago lateral para
0 meio de reagdo. E imprescindivel evitar que o alcali contido
no pogo central venha a contaminar ¢ meio de reag¢3o, pois a
alterag®c no pH & fatal para a mitocéndria.

A brimeira leitura foi realizada aos cinco minutos de
reagdo, a segunda aos dez minutos, e a partir de ent3c a
intervalos de dez minutcs até um total de noventa minutos.

Sabendo-se a quantidade de coxigénio consumida e a
quantidade de material bicldgico presente no sistema, foi

calculado entdo o coeficiente metabdlico QO=z, que representa a

20
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xa de consume de oxigénio por unidade de material bioldgico.
Ezte foi quantificado em miligramés de protelna.

A técnica & descrita com maicresz detalhes nas
publicac#es de SLATER {in ESTABRQOE & PULLMAN, 1967) e VILLELA

et alli (1973).

21

A influéncia da mono-semi-carbazona do adrenocromo

scbre a atividade respiratdédria da mitocdndria foil avaliada por

regressadc linear. A significancia da equagdoc de regressio foil
verificada por andlize de variancia e tezte t de Student.
2.7.3. Medida polarografica de consumo de oxigénio: nesta

tecnica ‘foi enpregade um modelo de  polardgrafo desenhado e
caonstrulde pelo Prof. Pedro Helico Lucchiari, do Departamento de
Bicoflzica do Instituto  de Ciénciaé Bizldgica=s da Universidade
Ezstadual Paulista " Julic de Mesquita Filho " campus de

!

Botucatu.

n

A rtécnica =se baseia na medida da variagd&o da corrente

létrica no sistema em  ftuncdo do consume de oxigénio. Foi

@
>

()

utilizade um eletrodo sdlida de Clarks, compostoe por um eletrodo

dz platina {(pdlo negativao) = um de prata (p&lo positivo)f

revestidos  por uma membrana de dialize. Aplicada uma diferenga

de potencial entre os eletrodos, & corrente & fechada pela

1

reducio do oxigénic molecular Oz no eletrodo de platina, segundo

a equacac:

e- —---: 4OH™.

s

Oz + Z2H=O +



Sendo assim hd uma relag¢3o direta entre a intensidade
de corrente e a velocidade de consumo de oxigénio. A diferenga
de potencial empregada foi de 0,6V.

O eletrodo ¢ ligado a um polarédégrafo, que & o aparelho
qQue regula a voltagem e que transfere a leitura a um registrador

grafico. Estes trés elementos compdem ¢ circuito polarografico.

0] eletrodo ¢é 1inserido numa camara de reacldo de
acrilico, de volume aproximado de 2ml. Esta cl&mara conta com um
sistema de escoamento, ligado a uma trompa dé vacuo, e e

construida dentro de outra caAmara, também de acrilico, por onde
circula 4&gua a temperatura constante, proveniente de um banho
circulante, de modo a manter a camara de réacéo a uma
temperatura constante, que foi de 37°C. A cAmara é& moﬁtada sobre

um agitador magnético, de modo a garantir a homogeneidade do

sistema de reag¢3o. Na face superior da camara, ao lado da
entrada do eletrodo, ha& uma abertura cabilar, com 1lcm de
comprimento e 45 de inclinag¢do, através da qual se faz a
introdu¢do dos elementos do sistema, com seringas de 1ml de
capacidade e pipetas de Hamilton, neste caso de 10, 25 e 100
microlitros.

A velocidade de consumo de oxigénio & dada em

micromoles de 0= por segundo conforme a equagio:

Ve = d x 209 x VF
A x 1000 x 1 x 3.149
onde: Vc = velocidade de consumo; d = cateto adjacente ao Angulo

de inclinag¢ioc da curva de atividade metabdlica, paralelo &
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largura do papel, em milimetros; 209 = valor constante da
saturacdo de Oz em um litro de meioc aquoso, em micromoles de O=,
extrapolado da coluna de clorinidade 0%. para 37<C do Handbook
of Marine Science (1974); VF = volume total de fluido na camara
de reagdo; A =>amplitﬁde de leitura no papel do registrador, do
nivel de saturac¢&o ao nivel zero de Oz, em milimetros; 1 =
cateto oposto ao Angulo de inclina¢&oc da curva de atividade
metabdlica, em milimetros; 3,149 = tempo, em segundos, em que ©
papel percorre um milimetro'no registrador grafico, em segundos

por milimetro.

De modo a se obter uma solu¢do saturada de oxigénio,
antes de cada sess8c os tampBes foram ligados a um sistema de
aerag3o. Este consistiu de um pequeno compressor de ar ligadd a
um primeiro frasco contendo agua destilada, conectado a um
segundo frasco, contendo o tampdo, de modo que este recebesse ar
saturado de &gua, 0o que evitou altera¢®es na concentracio
decorrentes de evaporagio (KNAPP in GNAIGNER & FORSTNER, 1983).
Durante o processo, o frasco contendo tampdo foi mantido em
banho a 37<C.

Nas determinac¢des de consumo de oxigénioc foi utilizado
o. mesmo tampdoc extrator usado na tégnica manométrica, comboSto
de manitol 0,25M, TRIS 10—-=M, e EDTA 107>M, pH 7,4; e como
substrato foi empregado ¢ acido succilnico 0,5M pH7,4.

Sabendo-se a -quantidade de proteina presente nas
suspensties de mitocébndria, fol possivel calcular a Qquantidade
presente na camara  de reagdo e conseqlentemente calcular o

coeficiente de consumc de oxigénio por miligrama de proteina.
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Ao 1inicio de cada sessd@o procedeu-se a uma lavagem e
desinfecc3o da cAdmara com etanol 70%, de modo a evitar a
interferéncia de possiveis contaminac®es bacterianas (DALLA VIA
in GNAIGNER & FORSTNER, 1983).

A interferéncia da mono-semi-carbazona do adrenocromo
sobre a atividade respiratéria da mitocédndria foi analisada por
regress8do linear. A siénificéncia da equagdo de regressdo foi
avaliada por analise de varidncia e teste t de Student.

Maiores detalhes sobre a técnica podem ser encontrados
nas publica¢®es de ESTABROOK in ESTABROOK & PULLMAN (1963),

VILLELA et alli (1973) e FATT (1976).

2.8 .Determina¢d&o do efeito da mono-semi-carbazona do adrenocromo
sobre a turbidez de uma suspensdo de mitocébndria: de modo a se
verificar possilveis altera¢des filsico-quimicas na mitocéndria,
procedeu-se ao controle espectrofotométrico da evolugd@o de uma
suspensdo de mitocdbndria hepatica em presengca de diferentes
concentragdes de MSCA.

Foram utilizadas seis cubetas de quartzo. A primeira

serviu para zerar o aparelho, contendo apenas 3,0ml de tamp&o.
extrator. A segunda continha 2,9ml1 de tamp3oc e 0,1ml de
suspens&o de mitocéndria. As outras Qquatro continham 0,1ﬁl de
suspensé&o, quantidades crescentes de solug8o de mono-semi-
carbazona do adrenocromo 400 uM, e tamp8do em quantidade

suficiente para 3ml. As quantidades de solu¢do empregadas foram
0,01; 0,05; 0,10 e 0,20 ml. As leituras foram realizadas ém
comprimento de onda de 600nm, a intervalos regulares até 15

minutos.



2.9.Métodos anallticos.

2.9.1.Determinac3do de protelna: a determinacdc de protelna foi
levada a efeito segundo a técnica descrita por LOWRY et alli
(1961), qgque se processa em duas etapas. Inicialmente o cobre
presente na mistura reativa forma um complexo de coordena¢do com
o0 nitrogénic das ligac®es peptldicas; posteriormerite a hidroxila
da tirosina reduz, em pH 10,0, os sais de fosfomolibdato do
reativo de Folin e Ciocéltéu,lproduzindo 6xido de molibdénio, de

cor azul, cuja intensidade & proporciconal & quantidade de
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tircsina presente, o que & um indicativo da quantidade de

proteina, visto que este amincacide aparece regularmente nas
moléculas protéicas.

O método preveé a construGgao de uma curva
espectrofotométrica a partir de uma solucgio padrao de
concentragdo conhecida (400ug de albumina bovina/ml). Variando-
se a aliquota tomadé desta solugdc constrdéi-se uma curva
variando de 40 a 280 ug de proteina. Com base nesta curva e
calculado, por regressdo linear, um fator de conversdo de
densidade d&ptica em concentracgde de protelna.

Para determinagdc da concentragdo de protelna em uma
solucdo desconhecida, &€ tomada uma alliquota de 0,1ml e diluilda
em 0,9ml de &gua destilada. Sclucgdes com alta concentragdo podem
ser previamente diluldas, éeralmente a 1:10, tomando-se ent3o
uma aliduota desta solug&c. Acrescenta-se a seguir 5Sml de
solu¢io reativa. Esta & composta de 1ml de sulfato de cobre 2%,

2ml de tartarato de sdédio 4% e 100ml de sclugdo alcalina,
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compcsta de 20g de carbonato de sédio anidro, 4g de hidroxido de
s&ddio e Adgua destilada em quantidade suficiente para 1000ml. A
solucao‘ reativa deve ser preparada no momento do uso. Apds dez
minutos ¢é acrescentado 0,5ml de reativo de Folin-Ciocalteu. O

reativo comercial (Labtest) e diluldo em duas partes de agua

destilada. Apds vinte a trinta minutos faz-se a leitura em
cubeta de vidro e comprimento de o¢onda de 660nm, luz de
tungsténio.

A absorbancia encontrada & entdo multiplicada pelo
fator e por dez (ou cem, no caso de solugBes previamente
diluldas), obtendo-se a concentragdo de proteilna em microgramas

por mililitro.

2.9.2 . Parametros fisico-quimicos da mono-semi-carbazona do
adrenocromo: a curva espectrofotométrica bem como a curva padrao
de solubilidade da mono-semi-carbazona do adrenocromo foram
determinadas dentro das condigles experimentais do presente
trabalho. |

A fim de tracar a curva espectrofotométrica da MSCA,
foram diluidos alguns cristéis em 3ml de &agua destilada, em:
cubeta de vidro, formando uma solu¢3oc verdadeira. Procedeu-se
ent&o 4 leitura da absorbancia desta solugdo em compriment&s de
onda wvariando de 340 a 600 nm, observando-se uh pico de
absorbancisa ﬁaxima a 355nm.

Essé dadco féi utilizado como base para se determinar a
curva padrdo de solubilidade dessa substancia, através da
leitura espectrofotométrica de solugdes com concentracdes

crescentes de mono-semi-carbazona do adrencocromo.
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2.10.Equipamentos: foram empregados ©s seguintes equipamentos:

- Rotor marca Eberle de 1700 rpm;

- Centrifuga refrigerada K5 70 com multiplicador de velocidade;

-~ Respirdmetro de Warburg modelo circular marca Braun-

Melsungen;

Polardgrafo associado a agitador magnético;

Registrador grafico marca Texas Instruments modelo Rectiriter;

Banho circulante marca Etica;

Espectrofotémetro modelo DU marca Beckman adaptado com leitura
digital;
- Potencidmetro Micronal;

- Balanga analitica eletrdénica marca Sartorius.

2.11 . Reagentes: foram utilizados os seguintes reagentes: manitol
Reagen; EDTA (&cido etileno diamino tetraacético) QEEL; TRIS
(hidroximetil metano) Carlo Erba; &cido succinico Merck; mono-
semi-carbazona do adrenocromo (carbazocromo) Tanabe Seiyaku; e

demais reagentes inorgaénicos, todos de fonte idénea.



III. RESULTADOS

3.1 _Efeito da mono-semi-carbazona do adrenocromo sobre o

desempenho produtivo de frangos de corte.

3.1.1.Administrag¢&o por via intra-muscular: verificou-se o
efeitec de trés niveis diferentes de monc-semi-carbazona do
adrenocrome, quando injetada por via intra-muscular a cada cinco
dias, a partir do primeiro dia. Foram avaliadas as difereng¢as .
entre os pesos médics finalis de machos e deAfémeas, criados até
42 dias, através de analise de varil&ncia simples e teste de
Tukey. A Tabela 1 mostra as probabilidades encontradas e a
Tabela 2 os pesos médios finais.

Tabela 1.
An&lise de varidncia do experimento em 3.1.1.

Variavel f Probabilidade SignificAncia
(FPesc médico)

Machos 3,468 00,0796 NS (P<0,1)*

Fémeas 2,460 0,1373 NS
*P<0,1 indica significé&ncia ac nivel de 10%.
NS = n&o significativo.



Tabela 2.
Peso médic aos 42 dias de machos = fémeas tratados com MSCA por
via intramuscular.

Dose peso medio + desvic peso medic + desvio
(mg/kg) padrdo-machos (g) padrac-fémeas (g)
0,000 1780,00 + 219,91 ab* 1386,67 + 86,22
0,035 1640,00 + 100,37 ab* 1498,332 + 18,92
0,070 1907 ,50 + 144,96 Db* 1512,32 + 85,05
0,105 1483,33 + 150,86 a * 1506,67 + 52,46

*Letras diferentes indicam diferen¢as significativas,
ac nivel de 10%. o

3.1.2.Administragc33o atraves da agua: verificou-se o efeitco da
mono-semi-carbazona do adrenocromc quando administrada atraves

2= dia. Foram

JiS

da &gua de bebida, diariamente, do primeirc ao

testados trés niveis, quais sejam 0,58

tn

;1,170 e 2,340 mg/l de
adgua. Foram utilizades 26 machos e 26 fémeas, testados em
ocasifes diferentes. 0s resultados foram -avaliados por andlise
de variancia simples & teste de Tukey. A Tabela 3 mostra o
resultado da andlise estatistica de cada varidvel considerada.
Foram considerados separadaﬁente ¢cs perlodos de 1 a 21 dias, 21
a 42 dias e 1 a 42 dias.

Tabela 3.
Andlise de varidncia do experimento em 3.1.2.

Variavel f Probabilidade Significancia
MACHOS
PM  21d. 0,720 0,5419 ‘NS
GPD 21d. 0,734 0,5399 NS
PM  42d. 3,757 0,0207 P<«0,05&
GPD 42d. 4,009 00,0160 P«0,05
CA 42d. 2,710 00,0620 NS (P<0,10)

GPD total 2,774 00,0203 P<«0,05



Tabela 3. Continuagdo.

FEMEAS

PM  21d. , 242 0,3113 NS

GPD 21d. , 285 0,2968 NS

PM  42d. 0,692 0,5630 NS

GPD 42d. 1,191 0,3295 NS

CA 42d. 0,104 0,9569 NS

GPD total 0,694 0,5628 NS
NS = n3c significativo; P<0,05 = significativo ao
nivel de 5%; P<0,10 = significativo ao nivel de 10%;
Varidveis: PM = pesc médio; GPD = ganho de pesc
did&rio; CA = conversdo alimentar; 21d refere-se ao

perliodo de 1 a 21 dias; 42d ao perlodo de 21 a 42
dias e total ac perliodo de 1 a 42 dias.

As Tabelas 4 a 9 mostram os resultados obtidos com a

administra¢c&c da MSCA através da &gua de bebida, para cada uma

ds wvaridveis consideradas. Aquelas variadveis Qque apresentaranm

diferencas significativas foram ordenadas pelo teste de Tukey.

Peso médioc aos

Tabela 4.
21 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
através da agua.

machos fémeas
546,56 + 60,94 562,22 + 22,79
546,89 + 71,48 535,00 + 35,05
535,67 + 38,38 534,44 + 72,48
510,37 + 55,04 513,33 + 66,52
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Tabela 5.

Ganho de peso didrio de 1 a 21 dias de machos e fémeas tratados

com MSCA atraves

da agua.

machos fémeas
0,000 23,95 + 2,89 24,67 + 1,11
0,585 23,95 + 3,43 23,24 + 1,75
1,170 23,42 + 1,83 23,33 + 3,50
2,340 22,20 + 2,68 22,29 + 3,13
Tabela 6.
Peso mé&dio aos 42 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
atraves da agua.

, 000

170

1845 ,56
1925,56
1764 44

Média(g) + desvio-padr#o
achos fémeas
134,36 ab * 1574, 44 + 43,62
220,77 b * 1712,50 + 67,98
131,64 ab * 1700,00 + 118,95
179,76 a * 1737,78 + 33,02

0
0,585
1

2,340

1655,00

¥*Letras diferentes indicam

Ganho de peso diario

tratados

diferengas significativas.

Tabela 7.
dos 21 acs 42 dias de machos e fémeas
com MSCA atraves da agua.

0,000
0,585
1,170
2,340

61,88
65,66
8,51

54,51

machos fémeas

+ 5,68 ab * 56,78 + 1,62
+ 8,66 b ¥ 56,07 + 3,07
+ 5,08 ab * £E5,50 + 4,23
+ 7,80 a * 58,31 + 3,76

*Letras diferentes

indicam diferencas significativas.



Tabela 8
Conversdo alimentar dos 21 aos 42 dias de machos e fémeas
tratados com MSCA através da agua.

Dose(mg/1) Média + desvio-padrio
machos fémeas
0,000 1,99 + 0,08 ab * 2,07 + 0,12
0,585 1,88 + 0,132 b * 2,07 + 0,10
1,170 2,00 + 0,13 ab * 2,06 + 0,15
2,340 2,10 + 0,26 a * 2,09 + 0,14

*Letras diferentes indicam diferenc¢as significativas.

Tabela 9.
Ganho de peso didrioc de 1 a 42 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA atraveés da agua.

Dose(mg/1) Média(g) + desvioc-padric
machos fémeas
0,000 42,90 + 3,18 ab * 40,71 + 1,03
0,585 44,80 + 5,46 Db * 39,65 + 1,64
1,170 40,98 + 3,12 ab * 39,42 + 2,86
2,340 38,36 + 4,29 a * 40,28 + 2,10

*Letras diferentes indicam diferencas significativas.

3.1.3.Administragdo atraves da rag¢do: verificou-se o efeito de
trés nilveis de mono-semi-carbazona do adrenocromo na rac¢8o sobre
a performance produtivé de frangos de corte. As aves receberam‘
o produto diariamente, incorporado a racdo farelada, do primeiro
até o 42 dia. Foram utilizados 1600 machos e 1600 fémeas,
alojados em boxes de 100 aves, sendo utilizados quatro boxes de
machos e quatro boxes de fémeas para cada tratamento. Os niveis
testados foram 1,275 ppm; 2,550 ppm € 5,100 ppn.

As Tabelas 10 e 11 mostram os resultados da analise

estatlistica de cada variavel considerada para machos e fémeas.
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Foram considerados separadamente og perlodos de 0 a 21 dias, 21
a 42 dias e 0 a 42 dias.
Tabela 10.

An&lise de varidncia dos resultados dos machos do
experimento em 3.1.3.

De O a 21 dias

Mort. 2,000 0.1678 NS
Peso 0,482 00,7010 NS
GPD , 532 0,6689 NS
CA 1,902 0,1830 NS
IP 1,553 0,2517 NS

De 21 a 42 dias

Mort. 2,617 0,0991 NS (P<0,10)

Peso 0,910 0, 4649 N3

GPD 0,982 0,4333 NS

Conv. 2,349 00,1240 NS

IP 2,689 00,0934 NS

De 0 a 42 dias

Mort 2,617 0,0991 NS (P<0,10)

GPD 0,934 00,4545 NS

CA 2,801 00,0852 NS (P<0,10)

IP 3,285 0,0583 N3 (P<0,10)
NS = n3o significativo; P<0,10 = significativo ao
nivel de 10%. Varidveis: Mort. = mortalidade;
Peso = peso médic; GPD = ganho de peso diario;

CA = conversdo alimentar; IP = 1indice de produgdo.

W



Tabela 11.
Anadlise de varilncia dos resultados das fémeas no
experimento em 3.1.3.

De 0 a 21 dias

Mort. 1,224 00,3434 NS

Peso 0,713 00,5629 NS

GFD 0,902 00,4688 N3

Conv. 0,353 00,7875 NS

IP 0,263 00,7810 NS

De 21 a 42 dias

Mort. 2,054 00,0697 NS (P<0,10)

Pesao 0,855 0, 4904 : NS

GPD 0,512 0,6816 NS

Conv. 0,297 00,8272 NS

IP 1,263 00,2311 NS

De 0 a 42 dias

Mort. 3,054 00,0697 NS (P<0,10)

GPD : 0,932 0,4552 NS

Conv. 0,064 0,9776 N&

IP 1,529 00,2576 NS
NS = n&do significativo; P<«0,10 = significativo ao
nivel de 10%. Variavels: Mcort. = mortalidade;
Peso = pesc médico; GPD = ganho de peso diario;
CA = conversdo alimentar; IP = 1indice de producao.

As Tabelas 12 a 25 mostram os valores médios obtidos
com machos e fémeas, para c¢ada uma das varidveis consideradas..
Aquelas variadveis que apresentaram diferencas significativas

foram ordenadas pelo teste de Tukey.



Tabela 12.
Mortalidade de 1 a 21 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
atraves de ragaoc.

Dose(ppm) Média(%) + desvio-padrao
machos fémeas
0,000 2,00 + 1,41 3,00 + 2,58
1,275 2,25 + 0,50 1,00 + 1,41
2,550 1,75 + 0,96 1,75 + 0,50
5,100 4,50 x 1,48 2,00 % 0,00
Tabela 13.

Peso médio aocs 21 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
atraves de ragdo.

- - = - ————— - ——— —_— — —— ——— i ——————————— ———— — ——————————

Dose(ppm) Média(g) + desvio-padri3o
machos fémeas
0,000 692 + 16,96 646,26 + 7,36
1,275 685,14 + 11,14 634,73 + 22,59
2,550 697,80 + 19,08 635,59 + 14,10
5,100 696,35 + 17,01 630,10 + 16,88
Tabela 14.

Ganho de peso de 1 a 21 dias de machos e fémeas tratados com
MSCA através de ragao.

Dose(ppm) Média(g) + desvioc-padrio
machos fémeas

0,000 ] 30,94 + 0,86 26,95 + 2,20

1,275 30,61 + 0,59 25,63 + 0,50

- 2,550 31,23 + 0,90 27,25 + 3,68

5,100 ' 31,19 + 0,77 27,45 + 1,68



Tabela 15.
Convers3do alimentar de 1 a 21 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA atraves de ragdo.

Dose(bpm) Média + desvio-padrioc
machos fémeas
0,000 1,52 + 0,05 1,68 + 0,10
1,275 1,56 + 0,03 1,64 + 0,06
2,550 1,52 + 0,05 1,64 + 0,05
5,100 1,59 + 0,02 1,67 + 0,05
Tabela 16.

Indice de produci3oc de 1 a 21 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA através de racgao.

Dose(ppm) Media + desvio-padrac
machos fémeas
0,000 198,60 + 12,48 166,65 + 7,89
1,275 191,70 + 8,28 170,26 + 10,66
2,550 201,48 + 11,80 169,48 + 8,90
5,100 187,67 + 6,85 164,20 + 9,11
Tabela 17.

Mortalidade de 21 a 42 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
atraves de ragao.

Dose(ppm) Média(%) + desvic-padrac
machos fémeas
0,000 4,25 + 2,06 a * 4,50 + 1,73 Db*
1,275 4,25 + 1,50 a * 1,50 + 1,73 a *
2,550 3,75 + 0,96 a * 2,50 + 1,29 ab*
5,100 7,25 + 2,87 b* 2,75 + 1,26 ab*

*Letras diferentes indicam diferen¢as significativas.



Tabela 18.
Peso médio aos 42 dias de machos e fémeas tratados com MSCA
atravées de ragdoc.

Dose(ppm) Me&dia(g) + desvio-padrdo
machos fémeas
0,000 1940 ,25 + 43,64 1679,00 + 11,86
,275 1940,50 + 32,56 1674,25 + 20,01
2,550 1987.00 + 57,40 1660,25 + 10,24
5.100 1961,75 + 48,77 1665,25 + 14,22
Tabela 19.

Ganho de peso dos 21 acs 42 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA através de ragédo.

Dose(ppm) Média + desvio-padrio
machos fémeas
0,000 £9,41 + 1,60 49,18 + 0,56
1,275 £9,78 + 1,24 49,50 + 1,00
2,550 61,39 + 2,06 48,79 + 1,12
5,100 60,26 + 1,85 49,29 + 0,44
Tabela 20.

Conversac alimentar dos 21 acos 42 dias de machos & fémeas
tratados com MSCA atraves de ragéao.

Dose(ppm) Média =+ desvio-padrio
machos fémeas

0,000 2,20 + 0,07 2,31 + 0,03

1,275 2,17 + 0,08 2,30 + 0,02

2,550 2,12 + 0,08 2,22 + 0,04

5,100 2,22 + 0,02 2,29 + 0,07



Takbela 21.

L)

Indice de produgdo de 21 a 42 dias de mac

com MECA atraves de ragaoc.

os & fémeas tratados

Dose(ppm) Média + desvic-padrac
machos fémeas
0,000 259,21 + 15,67 a * 202,27 + 7,k6
1,275 263,11 + 12,19 &a * 211,95 + 7,14
2,550 279,63 + 20,65 Lb* 205,37 + 5,64
5,100 251,41 + 4,46 & * 207,47 + 5,85

*Letras diferentes indicam diferencas significativas.

Tabela 22.

ias de machos e fémeas tratados com MSCA
através de ragio.
Dose Media(%) + desvioc-padrio

machos fémeas

0,000 4,25 + 2,06 a * 4,50 + 1,73 b*

1,275 4,25 + 1,50 & * 1,50 + 1,72 &a *

2,550 3,75 + 0,96 a * 2,50 + 1,29 ab*

5,100 7,25 + 2,88 b* 3,75 + 25 ab*

*Letras diferentes indicam diferenc¢as significativas.

Tabela Z2.
Ganho de pesc diaric de 1 a 42 dias de

machos

fémeas tratados

<
com MSCA através de ragao.
Dose(ppm) Média(g) + desvio-padrio
machos fémeas
0,000 45,17 + 1,06 28,99 + 0,26
1,275 45,19 + 0,81 38,86 + 0,71
2,550 46,31 + 1,36 38,54 + 0,26
5,100 45,72 + 1,15 28,64 + 0,31
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Tabela 24.
Conversdo alimentar de 0 a 42 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA através de ragac.

Dose(ppm) Média + desvio-padrio
machos fémeas
0,000 1,97 + 0,04 ab¥ 2,06 + 0,02
1,275 . 1,97 + 0,04 ab¥ 2,06 + 0,02
2,550 1;92 + 0,06 a * 2,07 + 0,02
5,100 2,00 + 0,00 b * 2,06 + 0,08

*Letras diferentes indicam diferen¢as significativas.

Tabela 25.
Indice de produgdoc de 0 a 42 dias de machos e fémeas tratados
com MSCA atraves de ragdo.

Dose Média + desvio-padrao
machos fémeas
0,000 219,99 + 10,29 ab¥* 180,78 + 4,65
1,275 219,89 + 7,320 ab¥* 185,63 + 2,78
2,550 232,85 + 14,74 a * 181,67 +.2,62
5,100 211,38 + 2,24 b+ 180,18 + 5,18

*Letras diferentes indicam diferencas significativas.

3.2.Efeito da mono-semi-carbazona do adrenocromo sobre a
atividade respiratéria da mitocoéndria: experimentos para
verificar um possivel efeito da MSCA sobre a atividade de.
mitocdndria isolada de filgado e de musculc cardiaco de frango de
corte foram levados a efeito por respirometria pelo claésico

m&todo de Warburg e por polarografia com eletrddio de oxigénio.
3.2.1_Estudos por respirometria com a técnica de Warburg.

3.2.1.1.Figado: a tabela 26 mostra o consumc de oxigénio por

mitocdndrias isoladas de figado frente a diferentes



concentrag¢des de MSCA; conforme observade no Respirdmetro de
Warburg.

Tabela 26.
Efeito da MSCA sobre a respiracdc de mitocéndria hepatica.

Concentragéo Q0= Inibicgéao

(umoles/mg proteina) (ul O0Z/mg prot.) (%)

sem MSCA 57,26 —————

com Msca = 0—---=--=-  —--=-

00,0305 50,45 11,89

0,0590 44,46 22,35

0,0690 50,19 12,35

0,1050 51,55 9,97

00,1100 42,10 26,47
Sistema: o meio de reagdc era composto de 0,2ml de solugl3o de
adcido succinico 0,125 M; 0,2 ml de solugdoc de KOH 20% no pogo
central; 0,5ml de suspensd3oc de mitocébndria hepatica obtida por
centifuga¢doc fracionada, a partir de aproximadamente 16g de
tecido, sendo o¢o '"pellet" f{final suspenso em 3ml do tampdoc

empregado no meio de reag¢do; volumes variando de 0,1 a 0,4ml de
solucdo 400 pM  de mono-semi-carbazona do adrenocromo; e tampdo
composto de TRIS 102 M, EDTA 10" M e manitol 0,25 M pH 7.4 em
quantidade suficiente para 232ml; a temperatura foi mantida em
37=C com 100 agitacd®es por minuto; apés o tempo de equilibrio de
5 minutos, ¢ 4&cido succinico foi transferido do brago lateral
para o meio de reagidc. Os valores correspondem & leitura obtida
acse 60 minutog de reacdo. As concentra¢les de proteina nos
diferentes sistemas variaram de 0,486 a 1,520 mg/ml.

Considerando-se a concentracgdo de MSCA (A) como
varidavel independente € ¢ consumoc de oxigénio (0O) como variavel
dependente, foi calculada a equagdo de regressd3c linear Qque
prediz a influéncia da droga sobre ¢ consumc. O coeficiente
angular calculade foi de -37,722 pual Oz/umol de MSCA e o

intercepto foi igual a 50,5686 nl Oz, gerando a seguinte

equagio:

40
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A significancia da equacgdo de regressac foi avaliada

por anadlise de variancia e teste t de Student e a probabilidade

)}
()]

encontrada foi de 0,62612, o que significa que ndc se pode
afirmar gue o coeficiente de regressdc seja diferente de zero.
Sendo assim naoc hd relacdo de causa e efeito entre a
concentragdc de mono—semi—carbazoha do adrenccromoe € ¢ CONsSumo

de oxigénio por miligrama de protelna de mitocébndria hepatica,

medidc no respirdmetrc de Warburg.

27 mostra o consumc de
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3.2.1.2.Misculo cardlaco:
oxigénio pdr mitocéndrias iscladas de musculo cardilaco frente a

diferentes concentragdes de M3CA, conforme cobservado no

Respirémetro de Warburg.

Tabela 27.
Efeitc da MSCA s=cobre a respira¢dc de mitocéndria de musculo
cardiaco. :

Concentragac Q0= Inibig&o
{pmoles/mg protelna) {(ul 0Z2/mz prot.) (%)

sem M3CA 52,47  ———--

com MSCA  —emm——— e

00,0236 45,37 13,53

0,0462 46,18 11,97

00,1074 51,16 2,48

Sistema: ¢ meio de reagdoc era composto de 0,2 ml de KOH 20%, no

poco central; 0,2 ml de sclucaoc de Acido succinico 0,125 M,
0,.5ml de suspensdoc de mitocdndria de musculc cardiaco obtida por
centrifugagdc fraciocnada, a partir de aproximadamente 15 g de
tecido, correspondente a dols caragdes, sendc © "pellet" final
suspenso em 2ml do mesmo tamp3o empregadc no meioc de reacdio; 0,1



a 0.,4ml de sclugdo de mono-semi-carbazona do adrenccromo 400 uM
e tampdo de reagdo compostce Jde TRIS 1072 M, EDTA 1072 M e
manitcl ©0.25 M pH 7,4 em guantidade suficiente para 3ml; &
temperatura fel mantida a 37C com 100 agitagles por minuto;
apts o tempo de equililbric de S minutos, o acido succlnico foi
acrescentado ao meic de . reacdoc. Os valores correspondem &as
leituras obtidas aos 60 minutos. As concentracgtes de protelna
nos diferentes sistemas variaram de 0,80 & 1,856 mg/ml.
Considerando a concentraciioc de MSCA (A) como variavel
independente e o consumo de oxigénio (0) como variavel
dependente, fol calculada a equagdo de regressdoe linear Qque
prediz o efeite da concentracd3o da MSCA scobre a atividade da
mitocéndria. O coeficiente angular calculado foi de 71,665 ul

O=/umcl de M3CA e o intercepto foi igual a 43,337 pl Oz, logo a

equacio resultante &:
O = 43,3237 + 71,665A.

Analisandc-se a significé&ncia do coeficiente angular

por  anadlise de varidncia e teste t de Student, obtem-se uma
probabilidade de 0,08540, o gue permite aceitar a hipdtese de
que o coeficiente ¢ diferente de Zero, ac nivel de 10%, porém

P

ndo ao nivel de 5%. O erro padrdoc da estimativa, que indica a
acuracia com que a equagac prediz a dependéncia de O em relacdo
a A, foi de 0,592989ul O0=. O coeficienté de determinacdc r=, que
indica a proporcgp percentual da variag¢do total em O qﬁe =

explicada pela equagdo encontrada, foi de 98,21%.
3.2.2.Estudo por respirometria pela técnica polarografica.

3.2.2.1.Filgado: a tabela 2

(s3]

mostra os valores de consumc de

oxigénico na unidade de tempo de suspensdes de mitocéndria de



figado , frente a vArias concentrages de MSCA, em medidas
levadas a efeito em eletrddio de oxigénio.

. Tabela 28.
Efeito da MSCA sobre a respiragio de mitocoéndria hepatica.

Concentragdo Consumo de O= Inibig¢&o
(umoles/mg protelna) (nmolesOZ/seg.mg prot.) (%)

sem pré-incubacgio

sem MSCA 0,128  ———e=
com MSCA  —memmm——— e
0,00598 0,113 11,72
00,0118 0,103 19,53
0,0177 0,122 4,68
0,0237 0,118 7,81
0,0296 0,104 18,75
0,0444 0,117 8,59

com pré—incubacﬁd

sem MS5CA 0,310  ee——-
com MsCA 000 e————— ee———
Q,0092 0,210 32,25
0,0230 0,208 32,90
0,0461 0,207 33,23
Sistema: o meic de reacdo era composto de 1,5ml de tamp3o
constitulido de TRIS 107 M, EDTA 107 M e manitol 0,25 M, pH
7,4 0,1ml de suspens&o de mitocéndria hepAtica obtida por
centrifugagdo fracionada a partir de aproximadamente 16g de
tecido, sendo o '"pellet" final suspenso em 3ml do tamp&o de
reagdo; 20ul de acido succilnico 0,22M e vclumes variando de 20 a
170 pul de solugdo de mono-semi-carbazona do adrenocromo 1072 M;
a temperatura na camara de rea¢dc foi mantida em 37°C; a
velocidade de deslocamento do papel foi de 0,75 polegadas por
minuto. As concentraclies de proteina nos diferentes sistemas
variaram de 29,70 a 22,75 mg/ml. Nos experimentos com pré-
incubagdo a MS3CA foi adicionada ao sistema junto com a

mitocédndria e o succinato aproximadamente 1 minuto apds.



Considerando a velocidade de consumo de oxigénio (0)
como variavel dependente e a concentragdo de MSCA (A) como
varidvel independente, foi calculada a equag¢do de regressio
linear «que prediz a influéncia da MSCA sobre a atividade
respiratbria da mitocéndria hepatica, referente aos experimentos
sem pré-incubag¢fo. A declividade calculada foi de 0,09872 nmoles
O=.seg. */umol de MSCA e o intercepto foi de 0,11064 nmoles

O=/seg. mg proteina, gerando a seguinte equag¢&o:
O = 0,11064 + 0,09872A

A significadncia da declividade foi avaliada por
andlise de varidncia e teste t de Student, e a probabilidade
encontrada - foi de 0,74122, o que nos leva a aceitar a hipétese
de que a declividade n&o difere de zero, ao nivel de 5%.

A velocidade de consumo de oxigénio correspondente &
auséncia da droga n&o foi inclulda no cdlculo de regress3oc pois
entende-se que este valor ndo faz parte da demonstracgdo
estatistica da atividade da droga, vvisto que representa uma
variag&o qualitativa no meio da mitocédndria e ndo quantitativa;
expressando de outra forma, pode-se dizer que o intercepto
calculado representa a velocidade de consumo de oxigenib em
presenga de uma quantidade infinitamente pequena da droga, mas

n&c igual a zero.

3.2.2.2.Misculo cardiaco: a tabela 29 mostra os valores de
consumo de oxigénioco, na unidade de tempo, de suspensdes de

mitocdndria de misculo cardiaco frente a varias concentrac8es de
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mono-semi-carbazona do adrenocromo, em medidas levadas a efeito
em eletrdéddic de oxigénio.

TABELA 29.
Efeitc da MSCA sobre a respiracdo de miteccéndria cardiaca.

Concentragdoc . Consumo de O= Inibig&o
(umoles/mg proteina)(nmolesQ2/seg.mg prot.) - (%

sem pré-incubag3o

sem M5CA 0,93 e
com MsCA m--=== mmm——e
00,0317 0,92 1,07
00,0635 0,97 -4,30
0,0952 1,05 -13.,44
0,1269 0,84 9,67
0,1587 1,00 -7,52
com pré-incubagdo
sem M3CA 0,69 e
com MsCcA  s=---= ——— e
Q,0272 0,79 -14,49
00,0679 0,69 0,00
Sistema: o meio de reacdc era composto de 1,5ml de tamp3o
constituldo por TRIS 107= M, EDTA 10 ™M e manitol 0,25 M, pH
7,45 0,2ml de suspensdo de mitocébndria cardlaca cobtida por
centrifugacdo @ fracicnada a partir de um corac®oc de 7g. sendo o©
"pellet" final suspensc em 1,&tml  de tampdo de reacdoc; 20ul de
&cido succlnico 0,22M; e volumes variando de 20 a 170 pl  de
mono-semi-carbazona do adrenccroma 1072M; a temperatura na
camara de reacdo foli mantida em 37°C & a velocidade de
deslocamentc do papel foi de 0,75 polegadas por minuto. As

concentracdes de protelna nos diferentes =sistemas variaram de
©,.200 a 10,580 mg/ml. Nos experimentos com pré-incubacdo a MSCA
foi adiciconada ac sistema juntamente com ‘a mitocéndria e o
succinats aproximadaments 1 minuto apds.

Conglderando a concentragdo da M3CA (A) como variavel

independente e a velccidade de consumc de oxigénic {(0) como



vari&vel dependente, fol calculada a equa¢gdo de regressdo linear
que  prediz a infludncia da MECA sobre a atividade respiratdria
da mitocéndria cardlaca, referente aos experimentos sem  pré-
incubag&c. A declividade calculada foi de 0,09519 nmoles O=
.seg” ' /umol de MSCA e o intercepto foi de 00,9469 nmoles O=z/seg.
mg protelna, compondo a seguinte equacdo:

O = 0,9469 + 0,09519A.

Avaliando-cse a .significancia da declividade por
anadlise de wvariéncia e teste t de Student, obtem~-se a
probabilidade de 0,92419, o gue nos leva a afirmar gque a
declividade n#oc difere de zerc., ou seja, n3o h& relacdo de
dependéncié entre a atividade respiratéria da mitocéndria
cardlaca; medida no polardgrafo de oxigénico, & a concentragao de

monc-semi-carbazona do adrenccromao.
A velocidade de consumo de oxigénio correspondente &

auséncia da droga ndo foi inclulda no calculoe de regressdoc pois

entende-se gque ecte valcor na@o faz parte da demonstraci3o
estatistica da atividade da droga, visto que representa uma
variag¢io qualitativa no meio da mitocédndria e ndo quantitativa;

expressandoe de outra forma, pode-< di

1y

N

2r gue ¢ intercepto
calculado representa a velocldade de consumo de oxigénio em
presenca de& uma quantidade infinitamente pequena da droga, mas

ndo igual a zero.

3.3.Parametros fisico-quilmicos da mono-semi-carbazona do
adrenocromo: a figura 4 mostra a curva espectrofotométrica da
MZCA, no espectro da luz vislvel, de 240 a 600 nm. Observa-se um

b

picco em 25&5nm e um patamar na faixa de 410 a 450 nm.

I~
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A figura & mostra a curva padrdoc de scolubilidade da
MSCA, conforme leitura espectrofotométrica realizada em 355 nm.
A absorbAncia (D.O.) pode ser prevista, em funcado da
concentragdo de MSCA (C), atraves da seguinte equacdo:

D.O. = 0.0171 + 0,0327C.

Observa-se que a solubilidade s& se apresenta linear
até a sclucd&o 20uM, intervalc para o qual & valida a equagdoc

descrita. O coeficiente de determinacidc para este intervalo & de

29 ,98%.

3.4 _Efeito da mono—semifcarbazona,’ do adrenocromo sobre a
tufbidez de uma suspensdo de mitocédndria: és figpraS’é.A e 6.B
mostram a variacéob na leitﬁrav espectrofotométrica de uma
suspensdo de mitocéndria, ao longo do tempo, em presenca de
diferentes concentrag¢des de MSCA. A figura 6.C mostra a variac3o
ccorrida na absorbancia da suspensdc ao longe do tempo. As
“abcissas correspondemvé diferenca enfre & absorbé&ncia observada
em determinade momento € a inicial, do tempo zero.

Observa-se que, nas concentragles mais baixas de MSCA

il

(1,23 e 6,67 MM nao ccorreram alteracdes notdveis na
abscorbaAncia da suspensac, porem nas concentracdies mais altas, de
12,322 e 26,67 MM, ocorreram quedas bruscas na absorbancia>e de
forma proporcional & quantidade da droga existente, denotando

entdc uma provavel alteragd&o estrutural da mitocéndria.
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IV. DISCUSSAO

0Os resultados de experimentos preliminares sobre os
parametros fisice-quimicos da MSCA concordam com o©os dados
encontrades na biblicgrafia. Confirmaram & ocorréncia de um pico

de absorbAncia em 355 nm (Figura 4), & sclubilidade linear até

uma concentracdce de 20 uM (Figura 5)., com forte tendéncia a
precipitar em solug3doc saturada (1,4 x 107=M), atingindo o
equilibrio somente apdés 20 horas, a temperatura ambiente

(BEAUDET et alli, 1951; SOBOTKA et alli, 19&57).

A agdc da M3CA sobre a absorbancia da suspensdo de
mitocdndria (Figura 6) & proavavelmente explicada pelo efeitc de
peroxidacio de adcidos graxos insaturados da membrana, conforme
sugerido por SINGAL et alli (19321).

Em experimento realizadco com o objetivo de verificar a
absorgdc da MSCA pela mitocédndria atraves de espectrofotometria,

cbservou-ge que apds & adicdo da drogza, ndce foi possivel tornar

a solucdoc novamente limpida, por centrifugacdo. Apds a
centrifugacio, ¢ meio permaneceu turvo, impossibilitande a
leitura espectrofotometrica. Houve aparentemente alguma

alteracdc na suspensdc de mitocdOndria em decorréncia da adicgéao
da MSCA ac sistema.
A atividade respiratdria da mitocdndria hepatica,

frente a diferentes concentragdes de MSCA., medida em



respirémetro de Warburg mcostra uma tendéncia inibitdéria, porém
n&o significativa, aparentemente explicada pelas alterag¢des

fisico-quimicas produzidas pela MSCA quando adicionada a

]

suspensdes de mitocdndria (Figura

No casoc da mitocédbndria cardilaca, & necescsaria uma
analise cuidadcsa dos resultados. Quando comparada
gualitativamente, a atividade mitocondrial parece ser inibida em
presenca da MSCA. Contudo, ao se avaliar o efeito de doses
crescentes de ME&CA, verifica-se um incremento .da atividade
respiratéria q§ mitocdndria, airetamente proporciconal ao aumento

da concentracdo de MSCA, com uma equa¢do de regressdo linear

1]

significativa aoc nivel de 10%. Essa atividade, porém, sempre se
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mantém abaixo dagquela observada na auséncia da droga, ainda que

com percentuais de inibicidc inferiocres a 15%. Diante "desses
dados, deve-se concluir que a MSCA na realidade n&3o apresenta

efeito especifico sobre a atividade respiratéria da mitocéndria
cardlaca, medida em respirdmetro de Warburg.
Também quandce se mede o efeitac da MSCA sobre a

respiracdc da mitccéndria por polarcgrafia com eletréddio de

oxigenio, observa-se que a mitocéndria hepatica, apesar de
mostrar tendeéncia & inibicdo, ndoc apresenta resposta consistente
com a concentracio de M3CA, resultando em curva de regrésséo
linear ndoc csignificativa. Apenas nos experimentos com pré-

incubacdo da mitocéndria em presenca da M3CA & que se observa um
marcado efeito inibitdrio, da ordem de 30%.
No caso da mitccéndria cardiaca, parece igualmente n3o

haver um efeito

1y
iy

cspeclifico da droga sobre a atividade

respiratéria medida por polarcgrafia. Efeitos de inibic8o se



52
alternam com eventcos conde parece haver estimulc, porém em nenhum
casca ocorre influencia supericr ac nilvel de 15%, © mesmo se
aplicandc acs experimentos de pré-incubacdc.

Em ambocs os  casos & permitido comparar os resultadoes
com oS eXperimentos levados a efeito em respirdmetro de Warburg.

Neste Ultimc, o tempo de contato da MSCA com & mitocéndria. & bem

mais prolongade, cerca de £0 a 90 minutcs, do gue nos
experimentos , polarcgraficos. Nezte Caso, somente nos
sxperimentos . onde  OCLOrreu pré-incubacac da - MECA com a
mitcocdndria & gque == . caonstatou inibicéda da atividade
respiratéria.  Esszes fatcs  todoz =ztdc de acordo com o achado de
gus  =clusldes de MIZCA adicicnadas & suspensdes . de »mitocbndria
hepatica alteram C ssu comportamento filsicoc-gquimicao,
provavelmente por uma agdc scbre a membrana, ainda né&c

identificada (Figura ¢©).

STANGL {1951} confere & MICA um efeito catalisador dos

processos  de dxido-reducdcs,  sem contudo especificar o= sistemas
enzimaticos  envaolvidos. Tal afirmacds estaria, a princlpic, em

desacordo com as observasdes do presente trabalho. HOFFER (1957

porem afirma
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metabolisme cerebral Iin vitro Esta cbservagdo concorda com cs
resultados agul obtides
Considerandc a acac 4o adrenccrome propriamente dito,

constata-se que GREEN & RICHTER (1%927) & KISCH {(1947) afirmam
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=feltos
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gue o adrenccromoe  teria atalis adores sobre wvarios

sistemas enzimaticos, enquanto WOODFORD (in HOFFER, 1957) afirma
que o adrenccromo  inibe ¢ metabolisme da glicose, do piruvato,

do  sguccinato & do malate no metabolismo cerebral in vitro.



Anteriormente, RANDALL (1946) e MEYERHOF & RANDALL (1948)
demonstraram tambem efeito inibitdéric sobre a glicdlise
anaerdbica de tecido cerebral In vitro. Entretanto, tais eventos
se referem ao adrencocromo e n3do aoc seu derivado mono-semi-
carbazona. A dissociacéo deste composto iIn vitro n3do & descrita
na bibliografia, mas parece poucc provavel que ocorra, frente as
observacgtes de sua estabilidade e baixa solubilidade em
solventes polares (BEAUDET et alli, 1951; SOBOTKA et alli, 1957;
HEACOCK, 1959).

A analisé dos resultados, mostrando auséncia de
correlagdo entre concentragac de MSCA e grau de inibioéo da
atividade respiratdéria da Mitochdria, tanto cafdiaca COmO
hepatica, sugere que a tendéncia inibitdéria obéervada talvez se
deva a uma alteragdo Qqualitativa na mitocédndria, em termos
estruturais, o que viria a comprometer parcialmente sua
eficiéncia. Tal alteragdoc pode ter sua explica¢dc na oxidac3o
dos &cidos graxos poliinsaturados das membranas mitocondriais
interna e externa (SINGAL et alli, 1982

Esses efeitos poderiam ser melhor estudados fazendo-se

o acompanhamento das alteragfes ultra-estruturais davmitOCOndria,

através de microscopia eletrénica. Da mesma forma, experimentocs
com sistemas enzimaticos isclados possibilitariam identificér em
que ponto ocorre essa provavel agd&c da MSCA.

Procede ainda observar que uma suscetibilidade

aumentada " da mitocdndria a alteragles estruturais pode ter sido

resultante do procedimento de preparag3oc da - suspensd3o dé‘

mitocdndria, visto que o procedimentc empregado foi descrito

para ensaios com mitocdndria de animais de laboratério. Essa

(V%)



possibilidade & considerada pelo fato de n3do ter sido obtida
nenhuma preparacdo de mitocédndria de frango de corte qué
respondesse ka um sistema de estudo de fosforilagéo okidativa.
Tal estudo é& félatado por BROWN et alli (1986), wutilizando

também um eletrddio de oxigénio de Clarke, porem a relagdo ADP/O

obtida por esses autores varia na faixa de 1,00 a 1,07, com
acido succinico como substrato. Tais valores sugerem uma
prepara¢3oc mitocondrial desacoplada, visto que a estequiometria

da relac¢3o ADP/O na fosforilag¢&c oxidativa, tendo o succinato
como substrato, aponta para valores na faixa de 1,71 (LEMASTERS,
1984) . BROWN et alli (1986) mencicnam ainda que tal estudo com
mitocédndria de frangos ’de corte ainda n3doc havia sido levado a
efeito.

Nos experimentos em Qque se avaliou a performance
produtiva de frangos de corte frente a diferentes doses de MSCA

e diferentes vias de administragao, uma importante tendéncia
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geral observada ¢ a da maior sensibilidade dos machos aos.

efeitos da droga. Essa se deve, muito provavelmente, & acentuada

diferenciac3oc na taxa de crescimento entre os dois sexos, como

pode ser apreciado pelos pesos finais, ganhos de peso diario e.

conversdo alimentar alcancados por machos e fémeas sujeitos ao
mesmo tratamento.bAs fémeas sb responderam & administraoéo da
MSCA através da ra¢do, com redugd8o na mortalidade, significativa
ao nivel de 10%. Observou-se vuma mortalidade minima com a dose
mais baixa de MSCA (1,275 ppm). Porém, mesmo os nilveis mais
altos ainda propiciaram mortalidade inferior &quela observada
nos lotes que ndo receberam a droga, denotando um efeito

protetor da MSCA em relagdo &s agressdes normais de cémpo.



No caso dos machos, agueles que receberam a MSCA por
via intramuscular ac¢ nivel de 0,070 mg/kg de peso vivo,
apresentaram peso medic superior aos outros Erupos,
distanciando-se =significativamente daqueles que receberam a dose
mais alta (0,105 mg/kg). Possivelmente, resultados mais
expressivos poderiam ter ocorrido caso a droga fosse
administrada com maior. freqléncia, pois tende a permanecer por
pouco tempo na circulagcdc, parte dela sendo excretada de forma
inalterada (FISCHER & LECOMTE in HOFFER, 1957). SOBOTKA et alli
(1957) mencionam que, em seres humanos, a MSCA, com finalidade
hemostatica, pode ser 1injetada em 1intervalos de até duas horas
sem que aparecam efeitos colaterais. HAGERfY et alli (1951),
referindo-se ao uso em seres humanos comc hemostatico, também
citam que a droga & bem tolerada pelos pacientes, n3o tendo
esses autores encontrado qualqguer efeité colateral.

Dos machos tratados com MSCA atraves da agua de
bebida, aqueles que receberam a dose mais baixa, de 0,585 mg/l,
apresentaram pesco meéedio fihal e ganho de peso diario,

determinade nos periodos de 21 a 42 dias e de 1 a 42 dias,
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superiores aos dos grupos que ndo receberam a droga e que.

receberam 1,170 mg/l, diferindoc significativamente aoc nivel de

% dos resultadeos dessas variavels no grupo que recebeu a dose

W

mais alta , de 2,340 mg/l de agua. Também a convers3o alimentar
de 21 a 42 dias se comportou de maneira semelhante, porém com um
nivél de significancia de 10%.

Quanto & administrag3io da droga através da racdo,
observa-se que, consideradoc o perilode de 21 a 42 dias, os machos

apresentaram mortalidade significativamente superior, ao nivel



de 10%, no nivel mais alto da droga (5,100 ppm). Ja o indice de
producdo apresentou melhor resultado ao nivel de 2,550 ppm,
diferindo estatisticamente, ao nilvel de 10%, daquele referente
ao nivel mais alto. Considerando o perlodoc total de criagdo, de
1 a 42 dias, a convers3o alimentar e o indice de produc¢do dos
machos tratadosbcom a dose média, de 2,550 ppm de MSCA, foram
superiores aos dos outros grupos{ diferindo estatisticamente, ao
nivel de 10%, dos resultados para essas variaveis do grupo que
recebeu a dose mais alta, de 5,100 ppm.

Avaliando em conjunto o0s resultados  obtidos nos trés
experimentos, verifica-se que ha uma tendéncia a uma>melhoria na
performance dos frangos de corte tratados com doses mais baixas
da MSCA. Por outro lado, parece haver também um efeito téxico
da droga quando administrada em doses mais altas, variando esses
valores com a via de administragédo. Provavelmente, também o grau
de atividade metabdlica do orgahismo em questdo. interfere com os
efeitos da droga, o0 que explicaria a diferen¢ga de resposta entre
machos e fémeas.

Vale ressaltar que, apesar de o nivel de 10% de
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significancia ser normalmente desconsiderado, os resultados .

obtidos apresentam grande consisténcia em termos de relacio
entre dose e efeito, sugerindo a existéncia de um - efeito
especifico da mono-semi-carbazona do adrenocromo sobre o
desempenho produtivo de frangos de corte.

O aparente benefilcioc proveniente da administrac3o de
doses mais baixas de MSCA & condizente com os efeitos positivos
mencionados por STANGL (1951), de estimulo dos processos de

O0xido-reducio, de inibic¢&c da glicdédlise, de elevacd3o na taxa de



oxidacgao do Acido latico e de aceleragdo da sintese do
glicogénio.

Apesar de ndc ser posslivel a extrapolacdo dos dados
observados in vitro para aqueles obtidos nos experimentos in
vive, & interessante ressaltar a semelhanga -na tendéncia de
resposta as cohcentracées crescentes da droga. Suspenstes de

mitocéndria hepatica e cardlaca se mostraram inertes, ou mesmo

Y

sofreram pequenc estimulo em sua atividade metabdlica, quando as
concentracdes de MSCA eram baixas; animais intactos tiveram
melhor performance quando a dose de M3CA empregada foi baixa. Em
casoc de conéentrac@es altas, as suspensdes de mitocédndria
sofreram 1inibig¢d8c de atividade ei alteracdo de pfopriedadés
fisico-quimicas, engquanto os  animais apresentaram pior
deﬁempenho, com aumento inclusive da mortalidade.

Talvez o efeito do adrenocromo mencionado por KISCH

(1947), de estimulo da oxidag¢do em varios tecidos e células,
especialmente no flgado e no rim, onde estd provavelmente
relacionadoe com o catabolismo de aminodcidos, também tenha

participac&c no aumentc da eficiéncia produtiva do frango de
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corte. Essa possibilidade & reforgada pelo fato de que o.

derivado mono-semi-carbazona aparentemente nd3dc perde a estrutura
de i1on anfétero, o que permite sua participacdo em brécessbs de
transferéncia de um ielétron, e pelo fatc de que flgado e rim
parecem ter especial significade no metabolismo protéico nas
avés. em virtude de particularidades circulatérias e do fato de
serem animals uricotélicos (BOORMAN & LEWIS in BELL & FREEMAN,

1971) .



Os resultados aqui expostocs apresentam paralelismo com
aqueles observados por CUNNINGHAM (19632). Este autor, estudando
o efeito da adrenalina,‘da noradrenalina e da nicotina, obteve
pequencs efeitos de melhoria na performance de frangos de corte
com as doses mals baixas de adrenalina (0,02 e 0,10 mg/kg.dia de
peso vivo por via subcutdnea), enquanto doses mais altas (0,20 e
0.50 mg/kg.dia) provocaram redu¢les na taxa de crescimento. O
autor c¢cita, em sua revisao, que a adrenalina estimularia a
liberagac vde acidos graxos liQres do tecido adiposco, mantendo
altos nilveis de 4cidos graxos livres e glicose circulantes. A
nicotina foi empregada por sua capacidade de estimular a
libéracéo de adrenaiina no organismo. Administrada na ragd3o em
niveis de 2.5 e 5,0 ppm produziu aumentos significativos na taxa
de' ganho de peso em relacdc ac nivel de 1,25 ppm (P<0,05) e ao
nivel de 0,0 ppm (P:<0,01). Considerando-se o©s fatos aqui
analisados, n&o se pode descartar a possibilidade de que tais
efeitos sejam produzidos 'pelo adrenocromo produzido a partir da
oxidacd3o da adrenalina injetada ou enddégena.

O aparente .efeito tdxico, observado quando da
administracdc de docses ‘mais altas da droga, pode ter sua drigem_
na atividade inibitéria do adrenocromo sobre alguns sistemas
enzim&ticos, principalmente sobre o) metabolismo oerébral
(RANDALL, 1946; MEYERHOF & RANDALL, 1948; WOODFORD in- HOFFER,
1957). Também alteragdes ‘émportamentais, como as descritas por
HOFFER (1957), ainda que trabalhando com outras espécies, podem
ser a causa para uma baixa performance produtiva. Alids, segundo
DENBOW et alli (1981), altas cbncentracﬁes de catecolaminas s&o

encontradas no sistema nervosge central, a adrenalina parecendo



estar envolvida na regula¢idoc da- temperatura corporal e da
ingestdo de alimentos.

Uma posslvel causa para a baixa performance, qgque se
verifica quando da administra¢do de altas dose de MSCA, .pode
estar nos efeitos produzidos pelos radicais livres formados
atraves da reduc&c do adrenocromo, que, transferindo um elétron
ao oxigeénio molecular, formam o Anion superdxido. Esées efeitos
se traduzem basicamente pela citotoxicidade desses radicais, que

podem interferir com o DNA (SVINGEN & POWIS, 1981; PRABHANANDA

et alli, 1985), o¢u levar & peroxida¢do dos fosfolipldios das
membranas celulares e de organelas, com alterac3do de sua
permeabilidade. Este efeito . parece ser mais pronunciadd sobre o

miocadrdio (SINGAL et alli,1982; MATTHEWS et alli, 1985).

Também efeitos do adrenocromo sobre a atividade
cardiaca s3o relatados. KISCH (1947) ja menciona uma reducdo na
freqtiéncia caraiaca e na contratilidade do‘miocardio, bem como
retardo na condutividade atrico-ventricular. Mais recentemente, a
acdo de reducdo da contratilidade do miocadrdio foi confirmada

por varios autores. Porém WHEATLEY et alli (1985) afirmam que os
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efeitos deletérios celulares seriam provocados pela propria.

adrenalina, engquanto ¢ adrenocromo - s¢ apresentaria o efeito

inotropico negativo, além de vasoconstrigdo arterial coronaria,

a partir de uma concentragdo de 107°M. E possivel que tal

concentra¢dc tenha sido atingida nos tratamentos com doses mais
altas da droga.

JANATOVA et alli (1986) n&c observaram porém qualquer
efeito do adrenocromo sobre o coragcd3oc de embrido de pinto,

atirmando inclusive que, ndo tendo observado elevacd3o no nivel



de AMPc, & possivel concluir que o adrenccromce comercial né&c
estimula os beta-receptores no coragdo embricnario. Mencionam
ainda a inexisténcia de dados que expliquem pogsiveis diferencas
cntoglénicas no metabolismo  do adrenocromo, citandco apenas o

trabtalhao de FISHER & LECOMTE (19E51) sobre diferengas

interespecificas nesse metabolismo.
As considerac#es a respeito dos efeitos do adrenccromo

c&a procedentes pois na biblicgrafia disponivel ndc hd ainda uma
definicic scbre a possivsl hidrédlise da MSCA no  organismo.
Apenas FISCHER & LECOMTE (in HOFFER, 1957) citam que a MSCA n3oc
& hidrolisada nc organismo, cerca de um quarto da‘ droga
administrada sendo eliminado de forma inalterada.

Deve ser ainda considerada a possibilidade de a MSCA,
‘zaso hidrolisada, venha & produzir no-organismo adrenclutina,

produto, segundo HOFFER

@

praodutc de oxidacdo do adrenccromo. Ess

(1957) & duas vezes mals ativo do gque o adrenccromo, com agac

8

1

antimitdtica, produzindoe hipotermia e outras alteragdes quando

injetadc nos ventrilculos de gatos. O autor afirma ainda que, ao

contrario do adrencocromo, a adrenclutina pode acelerar o consumo
de oxigénioc na respiracdc do tecido cerebral in vitro.

Quantoc a posslveis efeitos  tdéxicos da MSCA, a

nl

biblicgrafia disponlvel se mostra bastante restrita. BACQ (1947)

afirma gque esse composto naoc apresenta qualquer agao
simpaticomimética sobre o corac&o e sobre a musculatura lisa.,

HOFFER (1957) cita que a MSCA ndc tem ef

M

ito especifico sobre o
padr&o de construcdo da teilia de aranha e & inerte sobre o
metaholismoe cerebral in vitro. Quanto & formacd&c de radicais

s

livres, segundo FRABHANANDA et alli (1985 a reducao do
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adrenccrome  ocorreria na posiciEoc cilnco. Ezta & porém a posicdo
de

ligagdc do radical carbazona, o que  leva a crer gue a M3CA
nadc apresenta o potencial citotdxico decorrente da formagdo de
radicais livres.

0s  dados aqui discutidos mostram que parece haver
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te um efeitc da monc-semi-carbazona do adrenccromo sobre

o metabolismo de frangos de corte. Esse efeit
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resultante de mlltiplas acles da droga, atuando em varios niveis
metakdlicos, desde o subcelular. Parece., contudo, qQue maiores
egclarecimentcos scbre o  =feito da MSCA sobre o metabolismo de
frangos - de corte dependem de um estudco mais aprofundado dos
" warics possiveis sitics de acao da droga, isoladamentes, buscando
alfera«bes na atividade do flgade., do rim, do sistema nervosco

central, do coragidco e da musculatura esquelética.

Vale acrescentar ainda, gue além dos fatos ligados ao
desempenhc de frangos de corte estudados agui, o mais claro
efeito da MSCA até agora encontrado, foli o demonstrado no

rresente  trabalhce, de qgue este derivado do adrenocromoc exerce
anao, ainda ndoc esclarecida, sobre a mitocdndria isclada de

fizade de frango de corte, alter dhdu O seu comportamento flsico-

J‘ g]

guimico guando em suspensdc em tampdco manitol O,25M., EDTA 10-°M

e TRIZ 10-72M, pH 7.4, efeito este que se  torna evidenciavel
guando  a relagc3d3sc MESCA/protelna mitocondrial wuwltrapassa 00,1662
pmoles/mg prot. ., determinando inibig&o da respiracado

mitccondrial frente a succinatco, em experimentos polarcgraficos
ou  em respirémetro  de Warburg. Até gue ponto, contudo, esses
dados podem ser extrapcolados para o experimentos Iin vivo & um

tato ainda a

N

f

2r esclarecido.



V. SUMARIO

Est

e estudo foil planejado com o objetive de verificar
o] efeitc da mono-semi-carbazona do adrenccromo (M3CAY , um
derivadc estavel do  adrenccrome, sobre o metabolismo de frangos

de corte, machqs e fémeas. A MSCA foi pouc@ pesquisada em termos
de sua atiyidade "sobre o .organismo animal, inexistindo estudos
da acdc dessa subsztancia em frangos de corte. 0Os efeitos da MSCA
sobre o.metabolismo. de franges de corte foram avaliados através
da performance produtiva das aves e  por  acompanhamentc  da
atividade respiratdéria de mitocdndria isclada de flgado e de

coragio. A atividade mitocondrial foi medida por duas técnicas,

W

técnica resgpirometrica de Warbwurg e a polarcgrafia com

zletradic de oxigénio. Os resultados obtidos foram analisados

"

!

por  regr aliacao da performance dos frangos de

i

szdo linear. A a

<
[11]

{

corte  foi realizada em trés experimentcs distintos, onde as aves
receberam a MSCA por via intramoescular, atraves da agua, e
através da rag&c. - As variladvels consideradas foram peso médio,
ganhco de pesc diaric, conversdo alimentar, mortalidade e indice
de produgdo. Os resultados foram avaliados considerando-se um

periode de 1 a 21 dias, um perlodo d 21 & 42 dias e o perilcdo

[N)

total, de 1 a 42 di

[+

£. O tratamento estatistico empregade foi
ansdlise de varildncia e teste de Tukey. Qs resultados mostram

efeite  inibitdrico da MSCA scobre a atividade respiratéria da



mitocdndria tanto cardiaca como hepatica, inferior a 15%.
Observa-se ainda Qgue nadoc ha relagdc significativa entre
atividade mitocondrial e concentragdo de MSCA no sistema. Foil
possivel evideﬁciar, contudo, que a MSCA, em solugdo aquosa,
altera as propriedades flsico-qulimicas da mitocéndria hepatica
suspensa -em Manitol 0,25 M, TRIS 10 M e EDTA 1072 M, pH 7,4.
Nos experimentds In vivo observa-se maior sensibilidade dos

machos frente & MS3CA. Existe diferen¢a significativa, ao nilvel

de &% guando da administragdc da MSCA atraves da agua, e de 10%

quando através da rag&o ou 1injetavel, entre os resultados
obtidos com os nlveis infericres da droga e os referentes ao
nivel mais alto. ©Os nilveis empregados foram respectivamente:
0,035; 0,070 e 0,105 mg/kg de pesoc vivo por via parenteral;
0,585; 1,170 e 2,340 mg/l de a&gua; e 1,275; 2,550 e 5,100 mg/kg
de ragdc. Observa-se uma tendéncia a uma helhor performance
gquando da utilizac3oc de nlveis menores da droga, porém surge uma

aparente toxidez nos niveis mais altos.
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ABSTRACT

The present study was undertaken to verify the
passible effects of the adrencchrome monosemicarbazone (MSCA) on
the metabclism of broilers, thréugh their productive performance
and the measurement of the respiration rates.of broilers liver
and heart muscle isclated mitoghondria. The MSCA was
administered to the experimental animals either by means of
intramuscular injection or through the drinking water or through
the daily diet. For the measurement of the respiratory activity
of mitochondria, the\ Warburg manometric respirometer and the
polarographic method were employed. Results showed a slight
inhibiteory action of the adrenochrome monosemicarbazone, but the
mitochondrial response was not proportional to the concentration
of the drug, according tc the linear regression analysis. Also
an effect on the physico—chemical properties of the mitochondria.
appeared after the addition of adrenochrome monosemicarbazone,
with a sharp decrease in the absorbarnicy o¢f the mitochondrial
suspension, with 0.1662 Hmols/mg protein.The leveis of
adrenochrome monosemicarbazone employed In vivoe were 0,035;

0,070 and 0,105 mg/kz BW in intramuscular injections; 0,585;

ba

Ly =
..

1,170 and 2,240 mg/l water; and 1,275, 2,550 and 5,100 ppm in
the diet. Male broilers showed a greater sensitivity to the

drug. Better results 1in weight gain, final weight and feed



conversion were obtained with the lower levels of the
adrencchrome monosemicarbazone, in the three different
treatments. However, a toxic effect seems to occur with the
higher 1levels of MSCA, causing poorer performance and even

increased mortality. There are significant differences between
the results obtained with the lower levels and thosé with the
higher ones. Differences were greater when the birds received
the drug through the water (P<0,05) than 1in the other two

treatments.
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O estudo da agdo da MSCA sobre a respirag¢doc da
mitocéndria isclada de flgado € de coragdo de frango de
corte, tantoc em respirémetro de Warburg comce em medida
polarcgrafica com eletrddio de oxigénio, mostrou

resultados pouco evidentes de tal efeito.

Em experimentos de pré-incubagdc de mitocdndria hepatica
com MSCA - foi posslvel evidenciar efeito inibitdrio de

cerca de 33% na respirac¢dc com succinato como substrato

medida por polarcgrafia.

Em experimeﬁtos destinados a medir o efeito da MSCA sobre
a fosforilagio oxidativa de mitcoccéndria de musculo
cardlaco e de filgado, nadc se obteve clara evidéncia de
estimulc no consumo de oxigénic em razdoc de adigd3oc de ADP

ao sistema.

De modo geral, as preparacgles de mitocédndria de figado e

de mlsculo cardiaco mcstraram caracteristicas “de

prepara¢fes desacopladas.

Em experimentos com respirdmetro de Warburg, mitocdéndria

hep&tica e de musculo cardlacoe mostraram valores médios de

Q0= de 57,26 e 52,47 respectivamente, medidos como ul
O=/mg de protelna.hora~*. Em polarografia com eletrddioc de
oxigénic, o©s valores obtidos foram, respectivamente, 0,206
e 0,810 nmoles O./seg.mg prot., ou 16,61 e 65,32 ul O=/mg

prot. hora—*t.
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Em concentragles variande de 00,0236 a 00,1100 pumoles de
MSCA/mg prot., os valores de Q0= de mitocdbndria hepatica:
mastraram inibig¢dc variande de 9,97 a 26,47%, e o¢os de-
mitocdndria de musculc cardlaco, de 2,48 a 12,53%. Na
medida polarocgréafica, em concentragles variando de 00,0059
a 0,0444 pmoles de MECA/mg prot., o consumo de oxigénio de
mitocdndria hepatica mostrou inibig&@o de 4,68 a 19,53%. A
mitocodndria de misculo cardliaco apresentou momentos de
inibig&o alternados com momentos de aparente estimulo,
porém nenhum dos efeitos éuperOU' o nivel ' de 15%. Em nenhum
desses eventos houve reiacéo significativa entre variag¢&o

de atividade respiratdria e concentragdc de MSCA.

Frangos de corte machos tratados com MSCA por yia
intramuscular, ao nilvel de 0,070 mg/kg de peso vivo,
apresentaram peso final, aos 42 dias, significativamente
superior, ao nivel de 10%, ao daqueles tratados com 0,105

mg/kg de psso vivo.

Frangos de corte machos, tratados com M3CA atraves da.
dgua de bebida, apresentaram peso médio aos 42 diés, ganho
de peso didaric-de 21 a 42 dias e de 1 a 42 dias (P<0,65) e
convers&o alimentar de 21 a 42 dias (P<0,10), ao nivel
de 0,885 mg/1 de &gua, significativamente superiores

4dqueles correspondentes ds aves que receberam 2,340 mg/l de



12.

13.

Frangds de corte fémeas, tratados com 1,275 ppm de MSCA
através da ragéaoc, apresentaram mortalidade, de 21 a 42
dias e de 1 a 42 dias, significativamente inferior
(P<0,10) Aquela das aves quebnéo receberam a droga.

Frangos de corte machos, tratados com MSCA através da
ragio, apresentaram morfalidade, de 21 a 42 dias e de 1 a 42
dias, significativamente superior (P«0,10) para o nivel de
5,100 ppm; ¢ 1ndice de producdoc para o© periocdo de 21 a 42
dias, rna ddse de 2,550 ppm, foli significativamente superior

(P<0,10) adquele observado com 5,100 ppm de MSCA; a conversio
alimentar e o 1Indice de produgdo do periodo de 1 a 42 dias,
com a dose de 2,550 ppm, foram significativamente superiores

(P<0,10) &queles observados com o nivel de 5,100 ppmn.
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