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Resumo

A utilizacdo de ratos como modelo experimental € uma préatica recorrente em vérias areas da
ciéncia. No entanto, ainda néo estdo disponiveis trabalhos que utilizem os ratos como modelo
animal na transformacdo de musculo em carne. Os objetivos deste estudo foram: (1)
padronizar a curva de pH da transformagdo em carne dos musculos Triceps brachii,
Longissimus dorsi e Biceps femoralis de ratos submetidos a condi¢gbes normais de criacéo
desde a eutanasia até 24 horas post-mortem; e (2) determinar se 0 estresse causado pela
contencdo dos ratos no periodo ante-mortem interfere na curva de pH normal da
transformacdo do masculo em carne nos ratos. Para a determinacgdo da curva de pH muscular
foram utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar. Os animais sofreram eutanésia e as
carcacas foram colocadas a 4°C para as afericbes do pH muscular. Outro grupo de 12 animais
foi submetido ao estresse por contencdo durante uma hora. ApGs esse periodo 0s animais
foram eutanasiados e foram realizadas as avaliagbes de pH. Os resultados indicaram que a
curva do pH muscular post-mortem dos ratos apresentaram ritmo de queda semelhante ao
descrito para outras espécies comerciais. As médias de pH muscular apresentam diferencas
significativas da hora 0 até 6 horas apds a eutanasia (p<0,05), quando o valor minimo de pH
muscular foi encontrado. Os ratos em condigdes de estresse por contengdo apresentaram uma
queda do pH muscular significativamente mais rapida do que a curva normal (p<0,05). Assim,
conclui-se que o uso de ratos como modelo animal para a deteccdo de alteracbes musculares
post-mortem é promissor, ja que o pH muscular segue os valores e o tempo de queda
semelhantes as espécies comerciais.

Palavras-chave: Modelo animal; Carne; pH post-mortem.

Abstract

Rat as experimental model is a highly common practice in many areas of science. However,
are not yet available studies using rats as a model for detecting changes in transformation of
the muscle in meat. Thus, the objectives of this study were: (1) to describe and standardize the
pH curve in transformation into meat of the muscles Triceps brachii, Longissimus dorsi and
Biceps femoralis of rats subjected to normal breeding conditions from euthanasia to 24 hours
post-mortem; and (2) to determine whether the stress by rats restraining in the ante-mortem
period cause qualitative changes in meat and affects the time and pH values for the
transformation of muscle in meat. For the determination of muscle pH curves were used 12
male Wistar rats. The animals were euthanized and the carcasses were placed under

refrigeration for measurements of muscle pH. Another group of twelve animals was subjected
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to stress by restraining and after was performed the euthanasia and pH analysis. The results
indicate that the values of pH post-mortem in the rat muscle showed similar decline according
to commercial species. The muscle pH averages differ significantly from time 0 to 6 hours
after slaughter (p<0.05), when the minimum value of muscle pH is found. Rats in restraint
stress showed a decline in muscle pH significantly faster than normal curve (p<0.05). Rats are
a promising experimental model to detect muscle post-mortem changes, because the decrease
in the muscle pH follows the values and time similar to found in the commercial species.

Keywords: Animal model; Meat; pH post-mortem.

Resumen

El uso de ratones como modelo experimental es una practica comdn en varias areas de la
ciencia. Sin embargo, atn no se dispone de estudios que utilicen ratas como modelo animal en
la transformacion de muasculo en carne. Los objetivos de este estudio fueron: (1) estandarizar
la curva de pH de la transformacion de la carne de los musculos Triceps brachii, Longissimus
dorsi y Biceps femoralis de ratas sometidas a condiciones normales de crianza desde la
eutanasia hasta las 24 horas post-mortem; y (2) determinar si el estrés causado por la
contencion de las ratas en el periodo ante-mortem interfiere con la curva de pH normal de la
transformacion de musculo en carne en las ratas. Para determinar la curva de pH muscular, se
utilizaron 12 ratas Wistar macho. Los animales se sacrificaron y las canales se colocaron a 4 °
C para la medicion del pH muscular. Otro grupo de 12 animales fue sometido a estrés
mediante inmovilizacion durante una hora. Después de este periodo, los animales fueron
sacrificados y se realizaron evaluaciones de pH. Los resultados indicaron que la curva de pH
muscular post-mortem de las ratas mostrd una tasa de caida similar a la descrita para otras
especies de carniceria. Los promedios de pH muscular muestran diferencias significativas
desde la hora 0 a las 6 horas después de la eutanasia (p <0.05), cuando se encontrd el valor
minimo de pH muscular. Las ratas en condiciones de estrés de contencidbn mostraron una
disminucion en el pH del muasculo significativamente mas rapido que la curva normal (p
<0.05). Asi, se concluye que el uso de ratas como modelo animal para la deteccion de
cambios musculares post-mortem es prometedor, ya que el pH muscular sigue los valores y el
tiempo de caida similares a las especies comerciales.

Palabras clave: Modelo animal; Carne; pH post-mortem.
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1. Introducgéo

O estresse € um tema de relevante importancia tanto para a area humana quanto
animal. As suas consequéncias podem ser observadas no esporte, no comportamento, no
trabalho, na criagcdo de animais e na qualidade dos alimentos (Hirschle et al., 2020). Por esse
motivo, o interesse no controle do bem-estar dos animais domésticos vem se expandindo na
area veterinaria nos Ultimos anos (Caporale et al., 2005). Estudos anteriores demonstraram
que animais submetidos a situagdes de estresse como a mudancga de ambiente, superlotacdo no
alojamento e a privacdo de alimentos, apresentam alteracfes orgénicas importantes (Melo et
al., 2016). Embora o estresse possa afetar negativamente na resisténcia dos animais a doencas,
na qualidade de alimentos e na sua reproducdo, poucos métodos confiaveis, de facil execucéao
e ndo invasivos para detectar estresse em animais foram padronizados até o momento
(Muneta et al., 2009).

Nas primeiras 24 horas ap6s o abate de animais de producdo, quando o musculo
transforma-se em carne, ocorrem importantes eventos bioquimicos e estruturais (Koohmaraie,
1994; Lawrie, 2005). Esta transformacdo do musculo em carne exerce um forte impacto no
pH e consequentemente na maciez e cor da carne (Savell et al., 2005). Bovinos expostos ao
estresse pré-abate geralmente apresentam uma alteracdo na qualidade da carne conhecida
como Dark Firm Dry (DFD), caracterizada pela cor escura na superficie de corte do masculo,
seca e dura, o que leva a consideraveis prejuizos na industria da carne (Weglarz, 2010). Em
suinos a carne Pale Soft Exudative (PSE) representa o principal problema de qualidade na
indUstria da carne, apresentando-se com baixa capacidade de retencdo de agua, textura flacida
e cor palida que levam a consideraveis perdas de dgua durante o processamento (Maganhini,
2007). Estas alteracdes podem ser detectadas de maneira simples, através da medicdo do pH
no periodo post-mortem.

A utilizacdo de ratos como modelo experimental € uma préatica altamente recorrente
em varias areas da ciéncia (Plous, 1996; Damatta, 2010, Rosenfeld, 2012). Estudos sobre
fibras musculares que utilizaram o rato como modelo animal, principalmente relacionado ao
exercicio fisico, demonstrou a similaridade no metabolismo do musculo esquelético destes
animais com os demais mamiferos (Burniston, 2008; Araujo, 2009; Lee et al., 2010). Sobre o
limiar anaerébio em ratos, Voltarelli et al., (2004) estudaram a influéncia do jejum na
deplecdo dos estoques de glicogénio muscular e o seu efeito no condicionamento fisico dos

animais, evidenciando também uma queda do lactato sanguineo. No entanto, ainda ndo estdo
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disponiveis trabalhos que utilizem ratos como modelo para a deteccdo de alteragcbes na
transformac&o de musculo em carne.

Neste contexto, 0s objetivos deste estudo foram: (1) padronizar a curva de pH da
transformacdo em carne dos masculos Triceps brachii, Longissimus dorsi e Biceps femoralis
de ratos submetidos a condi¢cGes normais de criacdo desde a eutanasia até 24 horas post-
mortem; e (2) determinar se 0 estresse causado pela contencdo dos ratos no periodo ante-

mortem interfere na curva de pH normal da transformacdo do musculo em carne nos ratos.

2. Metodologia

2.1 Curva de pH do musculo durante a evolucédo post-mortem

Para a realizacdo deste estudo, utilizou-se uma metodologia de natureza quantitativa
(Pereira et al. 2018). Para a determinagdo da curva de pH muscular nas primeiras 24 horas
post-mortem, foram utilizados 12 ratos machos da linhagem Wistar, com seis semanas de
idade, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Os animais
permaneceram em gaiolas coletivas e foram alimentados com ragdo e &gua, conforme as
necessidades diérias da espécie (15¢9/300g PV/dia de alimento e 45mL/300g PV/dia de agua).
Todos os animais foram mantidos em caixas com as dimensdes de 49x34x16cm, totalizando
1.666 cm? (277 cm?/animal). Os animais foram alojados em estantes ventiladas com umidade,
trocas de ar e temperatura controlada. O programa de luz seguiu o0 recomendado, ou seja,
ciclos de 12 horas de luz por dia. As trocas das caixas com a cama de maravalha foram
realizadas durante trés vezes por semana. A eutanasia foi realizada através da decapitacdo
com o uso de guilhotina, sendo realizada de imediato a evisceracao e esfola da carcaga. Todos
os procedimentos dos ensaios supracitados foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel), com parecer
nimero 5236.

Para definir a curva normal do pH da espécie em condi¢Ges normais de cria¢do, 0
momento imediatamente ap0s a eutanasia e preparacdo das carcacas foi considerado a hora
“0” post-mortem. As carcacas foram colocadas sob refrigeracdo (4°C), onde permaneceram
por 24 horas. O pH foi aferido na primeira e segunda hora (Hora 1 e Hora 2) e apds foram
realizadas aferi¢cOes a cada duas horas ate as primeiras 6 horas post-mortem. A Gltima aferi¢do
foi feita com 24 horas, com o objetivo de determinar o pH final da carcaga. A avalia¢do do pH

nos musculos Biceps femoris, Longissimus dorsi e Triceps brachii foi realizada com o
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medidor de pH portatil Analion Mod. PM 602. O aparelho foi calibrado momentos antes da
realizacdo das aferi¢Oes, as quais foram realizadas durante o resfriamento no interior da
camara. O resultado das aferi¢Ges foi registrado em planilha para posterior determinacdo da

curva de pH muscular.

2.2 Teste de estresse por contencao

Para simular uma situacdo de estresse, comum em animais de producéo, foi realizada
uma contencéo forcada dos animais com o objetivo de verificar alteracdes na curva normal do
pH. A escolha pelo método de contencdo se deu pelo fato de 0 mesmo ser um fator estressante
para varias espécies comerciais e ser relatado como uma das causas de morte subita em
animais (Carramenha et al., 2012). Neste experimento foram utilizados 12 ratos machos da
linhagem Wistar com seis semanas de idade (BioC/UFPel). Os animais permaneceram nas
mesmas condicbes dos grupos para avaliacdo do pH. Foram realizados dois experimentos
independentes com seis animais cada. Os animais foram eutanasiados através de decapitacdo
com o uso de guilhotina, sendo realizada de imediato a evisceracdo e esfola da carcaca. Nos
momentos pré-abate seis ratos foram retirados da gaiola e submetidos ao tratamento de
contencdo, onde permaneceram individualmente contidos durante 1 hora em tubos plésticos

de aproximadamente 25x7cm conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Método de estimulo estressante por contencdo em ratos Wistar submetidos

posteriormente a eutanasia.

Fonte: Este estudo.
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Para o procedimento de contengdo, os tubos foram selados com fita em uma das
pontas, para que 0s animais permanecessem imadveis e presos, enquanto a outra extremidade
permaneceu aberta para que os animais pudessem respirar normalmente (Ely et al., 1997). Os
outros seis ratos permaneceram na gaiola como grupo controle, sem nenhum tratamento até o
momento do abate.

Ap06s o periodo de contencéo, foi realizada a eutanésia e a avaliacdo do pH foi aferida
nos masculos Biceps femoris, Longissimus dorsi e Triceps brachii com o medidor de pH
portatil Analion Mod. PM 602. O aparelho foi calibrado momentos antes da realizacdo das
medidas no local da coleta. As carcagas foram mantidas em resfriamento (4°C), e as aferigdes
foram feitas no interior da cdmara. O resultado das aferigcdes foi registrado em planilha para

posterior determinacao da curva de pH muscular.

2.3 Analise dos resultados

Para a analise de pH utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado numa
estrutura em parcela subdividida no tempo. Cada rato foi considerado como uma repeticéo,
portanto o tratamento da Curva normal (NORMAL) contou com 12 repeticdes. O grupo
Controle do abate com contencdo (CONTROLE) e o Grupo tratado com Contencdo
(CONTENCAO) contaram com seis repeticdes cada. Para a analise das médias de pH em cada
momento de analise, foi realizada a transformacio dos dados de pH em log®*19 e os dados
foram analisados através da Andlise de Variancia (AOV), no pacote estatistico Statistix 9,0. A
comparacao das médias foi realizada através do Teste de Tukey com Intervalo do confianga
de (IC) de 95%.

3. Resultados
3.1 Padronizagéo da curva de pH post-mortem
Os valores de pH dos trés musculos analisados, entre as horas 0 e 24, as comparagdes

entre as médias dos diferentes muasculos e nas diferentes horas, bem como os valores maximo
e minimo obtidos estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1. Médias + Desvio padrdo (DP) do pH de trés diferentes muasculos de ratos Wistar
eutanasiados sob condi¢Ges normais e analisados ao longo de 24 horas.

Periodo Longissimus dorsi Biceps femoris Triceps brachii
post-mortem  \edia de pH + DP Média de pH + DP Média de pH + DP
Hora O 6,62 + 0,14 Aa'” 6,82 £ 0,24 Aa 6,77 £ 0,26 Aa
Hora 1 6,53 £ 0,20 Aab 6,56 £ 0,17 Aa 6,72+ 0,23 Ab
Hora 2 6,36 £ 0,21 Abc 6,34 £ 0,22 Ab 6,45 £ 0,29 Ac
Hora 4 6,27 + 0,21 Acd 6,25 + 0,24 Abc 6,36 + 0,18 Acd
Hora 6 6,13 £ 0,21 Ad 6,13 + 0,22 Abc 6,27 £ 0,14 Ad
Hora 24 6,18 £ 0,33 Ad 6,19 + 0,33 Ac 6,18 + 0,26 Acd

IMédias seguidas por letras maitsculas indicam diferencas significativas (p<0,05) na linha. Médias
seguidas por letras minusculas indicam diferenca significativa na coluna. “Anélise de Variancia e
comparacgdo das médias através do Teste de Tukey com IC de 95%.

Fonte: Este estudo.

Os valores de pH da média dos trés diferentes masculos em todos os periodos
analisados, as médias minima e maxima, e a comparacao das médias de pH em cada momento

até o periodo de 24 horas post-mortem estdo expressos na Tabela 2.

3.2 Comparacao dos efeitos do estresse por contencéo na curva de pH post-mortem

Na comparacgdo das médias do pH de trés diferentes musculos dos ratos eutanasiados
sob condi¢cBes normais oriundos do segundo lote (Controle), ndo foram encontradas
diferengas significativas (p>0,05) com as médias de pH dos ratos do primeiro lote (Curva
Normal) demonstrando a reprodutibilidade da intensidade e velocidade da queda do pH
muscular post-mortem em ratos e padronizando-a para comparagdes com outras condicdes de

eutanasia.
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Tabela 2. Média £ Desvio padrdo (DP), valores minimo e maximo de pH post-mortem de trés

diferentes musculos de ratos Wistar eutanasiados sob condi¢des normais.

Momento
pH médio + DP pH minimo pH maximo
post-mortem
Hora 0 6,73+ 0,21 A" 6,40 7,30
Hora 1 6,60+ 0,20 A 6,20 7,00
Hora 2 6,38+ 0,23 B 5,70 6,80
Hora 4 6,29 £ 0,20 BC 5,80 6,70
Hora 6 6,17+£0,19C 5,80 6,50
Hora 24 6,18+0,30C 5,70 6,70

“Meédias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) na anélise de
variancia e comparag&o através do Teste de Tukey com IC de 95%.
Fonte: Este estudo.

As medias de pH dos ratos do segundo lote submetidos ao estresse pré-eutanasia
(Contencéo) e a comparacdo com as médias da curva normal de pH post-mortem em todos 0s
periodos avaliados estdo expressos na Tabela 3. As quedas das médias de pH post-mortem da
hora 0 até a hora 6 foram de 0,71 pontos de pH no grupo Contencdo e nos grupos Normal e
Controle foram de 0,55 e 0,58 respectivamente. A velocidade de queda de pH por hora foi de

0,12 para o grupo Contencdo e 0,90 para 0s demais grupos.

4. Discussao

A curva de pH dos ratos eutanasiados sob condi¢des normais apresentou padrdo de
queda com diferengas significativas da hora 0 ap6s 2 horas post-mortem e apds as 6 horas o
valor minimo de pH muscular foi atingido. Apos isso a manutencdo dos valores ocorreu até as
24 horas ou com discreta elevacao nos valores de pH das 6 as 24 horas. Esta curva assemelha-
se com as descritas na maioria das espécies de abate comercial nos quesitos de intensidade de
gueda e tempo de queda de pH em horas (Bressan et al., 2001, Bridi et al., 2012, Dalla Costa
et al., 2010). De acordo com o trabalho de Souza et al., (2004) a curva de pH em cordeiros
mostra que ocorre a maior velocidade de declinio do pH nos trés primeiros horarios apds o
abate, e existe tendéncia a estabilizacdo a partir de 12 horas. Essa queda de pH é o resultado
da utilizacdo das reservas de glicogénio via glicolise post-mortem que tem como produto final
0 &cido latico (Pardi et al., 2001).
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Tabela 3. Média + Desvio padréo (DP), valores minimo e maximo de pH post-mortem de trés
diferentes musculos de ratos Wistar eutanasiados sob condi¢Ges normais e ratos submetidos a

estresse por contencao.

Grupo Normal Grupo Contencéo
Periodo post-mortem

Media de pH £+ DP Media de pH + DP

Hora 0 6,73 + 0,23 Aa'” 6,80 £ 0,20 Aa

Hora 1 6,60 £ 0,21 Aa 6,64 £ 0,20 Aab

Hora 2 6,38 £ 0,24 Ab 6,38 £ 0,18 Abc

Hora 4 6,29 £ 0,21 Abc 6,20 £ 0,14 Acd

Hora 6 6,17 £ 0,19 Ac 6,09 £ 0,17 Ad

Hora 24 6,18 £ 0,30 Ac 6,10 £ 0,18 Ad

1Médias seguidas por letras mailsculas indicam diferencas significativas (p<0,05) na linha. Médias
seguidas por letras minusculas indicam diferenca significativa na coluna. “Anélise de Variancia e
comparagdo das médias através do Teste de Tukey com IC de 95%.

Fonte: Este estudo.

A média das leituras de pH das carcagas 24 horas post-mortem do grupo Normal foi de
6,18 com variagdes de pH entre 5,7 e 6,7. Essa média para fins de comparacGes com suinos
encontra-se acima dos valores descritos por Pardi et al., (2001) em que os valores de pH
considerados normais para suinos encontram entre 5,3 e 5,7. Na avaliagdo visual da coloracdo
muscular ndo foram observadas carcacas que apresentassem as caracteristica palida, mole e
exsudativa (PSE) ou firme, escura e seca (DFD), inclusive para 0s ratos que carcaca
apresentaram médias de pH nos trés grupos musculares valores acima de 6,5.

Os valores médios de pH muscular nos 3 grupos musculares ndo apresentam
diferencas significativas em todos os periodos analisados embora que de 6 a 24 horas as
médias de pH dos musculos Longissimus dorsi e Biceps femoris ja apresentem um aumento
no pH e as médias de pH do musculo Triceps brachii ainda encontravam-se em queda até a
hora 24 post-mortem.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o pH muscular de ratos parte da
neutralidade, com valores entre 6,7 e 7,3. Nas espécies produtoras de carne a velocidade da
gueda do pH, bem como o pH final da carne apds 24-48 horas, é muito variavel. A queda do
pH é mais rapida nos suinos, intermediaria nos ovinos e mais lenta nos bovinos. Para bovinos,
normalmente a glicélise se desenvolve lentamente com o pH inicial na hora 0 fica em torno de
7,0, cai para 6,4 a 6,8 apds 5 horas e cai para 5,5 a 5,9 ap6s 24 horas (Pardi et al., 2001).

10




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, e8609109210, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.9210

Os ratos abatidos sob estresse por contengdo ndo apresentaram valores de pH
significativamente diferentes do que o grupo Controle e o grupo Normal, porém os valores de
pH inicial dos ratos estressados sdo mais altos e 0s animais deste grupo apresentaram queda
maior e mais rapida de pH nas primeiras 6 horas. Este resultado pode ser atribuido ao fato de
que ratos sdo considerados animais bastante susceptiveis ao estresse e com isso, podem ter
apresentado um maior gasto de energia nos momentos que antecedem a eutanasia, resultando
em deplecdo do glicogénio muscular o que invariavelmente acarreta um alto pH final
(Maganhini et al., 2007). Beltran et al., (1997) afirmam que o pH final mostra uma relacéo
direta com o estresse ante-mortem, acarretando modificacbes importantes na bioquimica
post-mortem do musculo e na qualidade da carne.

Os ratos eutanasiados em condicdes de estresse por contencdo ndo apresentaram
diferencas de pH em cada periodo post-mortem em comparacdo com a curva Normal, porém a
velocidade de queda do pH muscular é superior a queda do pH nos dois grupos eutanasiados
sob condi¢des normais. Nao foi quantificado o nivel de estresse sofrido pelos ratos abatidos
nas trés diferentes condicdes. Portanto, um dos fatores que podem ter afetado os dados € o
estresse ante-mortem dos ratos da curva Normal, que simplesmente pelo manejo ja
apresentariam algum nivel de alteracdo. Como o estudo buscou estressar 0s animais em um
nivel e avaliar os efeitos deste estresse na curva de pH na transformacdo em carne, uma das
melhorias para o planejamento de novos estudos seria a quantificacdo por meios confiaveis do
estresse normal no manejo de abate e do aumento do estresse pela contencéo.

Apesar de ndo serem encontradas alteragGes na carne dos ratos, o conhecimento da
curva normal da transformagdo do musculo em carne torna possivel quantificar o nivel de
estresse necessario para determinar as alteracdes musculares e com isso comparar com o nivel
de estresse necessario para causar alteraces em espécies comerciais. Sendo assim o rato é um
modelo promissor para o estudo e o desenvolvimento de testes que poderiam nortear a decisao
de adiar o abate de animais quando houver o risco de ocorrerem alteracdes pelo nivel de

estresse neste manejo ante-mortem.

5. Considerac0es Finais

As medias de pH muscular apresentaram queda significativamente a cada duas horas
post-mortem e apos as 6 horas o valor minimo de pH muscular foi encontrado. Os valores da
queda de pH muscular post-mortem de ratos apresentam um ritmo de queda semelhante as

espécies comerciais (por exemplo, bovinos, ovinos e suinos) até 6 horas post-mortem,
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diferenciando-se somente nos valores médios normais para cada espécie. Os valores médios
de pH muscular nos musculos Longissimus dorsi, Triceps brachii e Biceps femoralis ndo sdo
diferentes em cada hora avaliada da eutanasia até 24 horas post-mortem.

Ratos eutanasiados em condi¢des de estresse por contencdo ndo apresentam diferencas
nas medias de pH em cada periodo post-mortem. Porém, a velocidade de queda do pH
muscular é superior a queda na curva normal de pH post-mortem de ratos.

O uso dos ratos como modelo de estudo para detectar alteragbes post-mortem é
promissor, pois as alteracdes de queda de pH seguem os valores e tempo de queda
semelhantes as espécies comerciais. Estudos futuros serdo realizados visando determinar a
quantificacdo dos niveis de estresse ante-mortem tomando como base os valores e a tendéncia

da curva de pH descritos neste experimento.
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