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B-adrenergicki agonist

ja za proizvodnju mesa

tvari s anabolickim uc¢inkom
kod zivotinja za proizvodnju mesa

Pleadin, J.!, A.Vuli¢', N. Persi'

pregledni rad

Sazetak

Uradu je dan pregled lit

hrane, pojacanim rastom Zivotinja te

podataka o - ickim

kao grupi tvari koje imaju anabolicki ucinak kod Zivotinja.
Prikazane su kemijske strukture pojedinih spojeva, navedena su njihova osnovna svojstva, mehanizam djelovanja, fizioloski ucinci te
sreme posljedrce u /judr iZivotinja uzrokovane /zlaganjem anaboli¢kim dozama owh tvari. ﬁ agon/su u orgamzmu ostvaruju u¢inak

j
ne mase kao i sman]enjem ko/ ine masnog rkzva, boljom iskoristivoscu
mesa. U

dva desetljeca, u nekim

zeml/ama Europske unije, B- agan/sr/ su b/lr Zzlouporabljani tijekom tova Zivotinja, s ciljem postizanja znacajt

i mesa odnosno

veceg profita.

najznacajnijeg predstavnika klenbuterola uzro-
kova!a je Stetne pas!/edlce po zdravl/e /jud/ i z/vorm/a U zsml/ama Europske unije, kao i u Republici Hrvatskoj, primjena ovih tvari

proizvodnih prinosa

u icke svrhe na

zap

monitoringa rezidua.

mesa je anadzor

Kljuéne rijeci: B-adrenergicki agonisti, anabolicki ucinak, Zivotinje za proizvodnju mesa

provodi se putem drzavnih programa

Uvod

B-adrenergicki agonisti (B-agoni-
sti) su kemijske tvari koje se ve¢ duze
od 30 godina koriste u humanoj i ve-
terinarskoj medicini u lije¢enju kro-
ni¢nog bronhitisa, kroni¢ne opstruk-
tivne bolesti plu¢a i astme, te kao to-
kolitici kod Zivotinja (Anderson i sur.,
2005; Barnes, 1999). Ujedno, ove tva-
ri su pospjesivaci rasta u mnogih vr-
sta zivotinja za proizvodnju mesa, a
ucinak u organizmu ostvaruju vezu-
juci se na specifi¢ne B-adrenergicke
receptore smjestene na membrana-
ma stanica ciljnih tkiva (Mersmann,
1989; Mersmann, 1998).

Primjena B-agonista u anabolickoj
dozi na Zivotinjama rezultira znacaj-
nim povecanjem misicne mase kao

i znacajnim smanjenjem koli¢ine
masnog tkiva, boljom iskoristivos¢u
hrane te pojacanim rastom Zivotinja
(Van Der Wal i Berende, 1983; Meyer
i Karg, 1989; Meyer, 2001; Anderson
i sur, 2005). Primjenom ovih tvari
na farmskim Zivotinjama dobiva se
meso boljih senzorickih svojstava, s
manjim udjelom masnog tkiva od-
nosno vecim udjelom misi¢nog tki-
va (Bergen i sur, 1987; Crome i sur.,
1996; Armstrong i sur., 2004), a koje
je stoga prihvatljivije potrosacima.
Navedene spoznaje imale su u pros-
losti znacajne negativne implikaci-
je na ljudsko zdravlje, jer su se ove
tvari, iako toksi¢ne, zlouporabljale
u stocarskoj industriji odnosno bile
primjenjivane na zivotinjama za pro-
izvodnju mesa.

Od 1984. godine do danasdnjih
dana provedena su brojna istraziva-
nja anaboli¢kog ucinka B-agonista
kod Zivotinja od visokog ekonom-
skog interesa, kao 3to su perad,
svinje, ovce i goveda (Meyer i sur.,
1995; Ramos i sur, 2000). Grupu
B-adrenergickih agonista ¢ine de-
seci spojeva, medu kojima su u pro-
teklom razdoblju najvise istrazivani
(,-adrenergicki agonisti i to klenbu-
terol kao dugodjelujuca tvar i glavni
predstavnik ove skupine tvari. Poda-
ci govore o pojavljivanju na trzistu i
brojnih tvari kratkog djelovanja, kao
sto su salbutamol, raktopamin, ci-
materol, zilpaterol, terbutalin, mabu-
terol i ostali B-agonisti, te postizanju
povecanja proteinskog udjela mesa i
smanjenja udjela masti i za oko 40%
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(Courtheyn i sur, 2002). Medutim,
primjena B-agonista na Zivotinjama
rezultira kumulacijom ostataka far-
makoloski aktivnih tvari u tkivima,
koji se postupcima toplinske obrade
mesa ne mogu inaktivirati ili ukloniti
(Rose i sur., 1995). Ukoliko takve pro-
izvode konzumira ¢ovjek, oni mogu
uzrokovati alimentarne intoksikacije
i ozbiline posljedice po zdravlje ¢o-
vjeka. llegalna uporaba klenbute-
rola je dovela do brojnih slucajeva
otrovanja ljudi koji su konzumirali

meso tretiranih Zivotinja (Martinez-
Navarro, 1990; Pulce i sur, 1991;
Woodward, 2005). Stoga je njegova
uporaba, kao i uporaba svih tvari iz
skupine B-agonista, zabranjena u ze-
mljama Europske unije i u Republici
Hrvatskoj.

Misljenja znanstvenika, te propisa-
ne zakonske regulative u pojedinim
drzavama svijeta, zna¢ajno se razli-
kuju u pogledu opravdanosti pri-
mjene pojedinih B-agonista (rakto-

pamin, zilpaterol) na Zivotinjama za
proizvodnju mesa s ciljem postizanja
bolje iskoristivosti hrane i senzorskih
svojstava mesa, kao i mogucim Stet-
nim posljedicama koje mogu nastati
uslijed primjene ovih tvari.

Fizikalno-kemijska

svojstva

B-adrenergicki agonisti su deriva-
ti kateholamina, hormona adrena-
lina i noradrenalina, ¢iju strukturu
karakterizira 3estero¢lani aromatski
prsten, hidroksilna skupina vezana
za B-ugljik, pozitivno nabijeni dusik
na etilaminskoj strani lanca, te veliki
supstituent na alifatskom dusiku koji
odgovara specifi¢nosti pojedinog
B-receptora (Smith, 1998). Ovakva
struktura zajednicka je svim feneta-
nolaminskim B-adrenergi¢kim ago-
nistima (Slika 1.), s izuzetkom velikih
skupina na alifatskom dusiku, a za-
jednicka je i prirodnim adrenergi¢-
kim neurotransmiterima, adrenalinu
inoradrenalinu.

B-agonisti su oralno aktivne tvari
koje mogu biti dodane hrani nami-
jenjenoj hranidbi Zivotinja. Medu
B-adrenergickim agonistima najzna-
Cajnija je skupina B,-adrenergickih
agonista. Bioloska aktivnost f,-
adrenergickih agonista pripisuje se
Sesteroclanom aromatskom prstenu,
koji moze biti supstituiran sa hidrok-
silnim skupinama, halogenima, ami-
nima, hidroksimetilnim skupinama,
cijano skupinama ili njihovim razli-
¢itim kombinacijama. Pri tom, kemij-
ske supstitucije (narocito halogeni)
vezane na aromatskom prstenu zna-
¢ajno utjecu na produljenje poluvre-
mena izluc¢ivanja B,-adrenergickih
agonista kod sisavaca kao i na nji-
hov afinitet vezivanja na receptore
(Smith, 1998).

Komercijano  dostupne  soli
B-agonista su uglavnom netopljive
u nepolarnim otapalima kao $to su
metilen klorid, etil acetat i eter, a to-
pljive su u vodi, metanolu, etanolu
i kloroformu (Turberg i sur., 1995).

B-adrenergicki agonist

v
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Standardne tvari su vecinom bije-
le ili lagano Zuckaste boje, stabilne
u kipucoj vodi (pri 100°C) i ulju (pri
260°C). Istrazivanja utjecaja kuhanja,
pecenja, przenja i mikrovalne pripre-
me na npr. ostatke klenbuterola po-
kazala su da nije bilo znacajnih pro-
mjena u koncentraciji ostataka ovih
tvari, osim pod ekstremnim uvjetima
obrade (Chan, 1999). B-agonisti se
pojavljuju na trzistu pod razlicitim
trgovackim nazivima npr. Spiropent/
Ventipulmin (klenbuterol), Paylean
(raktopamin), Zilpamex (zilpaterol).

B-adrenergicki receptori

Postoje dva osnovna tipa adre-
nergickih receptora, a- i B- adre-
nergicki receptori. Dijele se nadalje
na tri vrste: a -adrenergicki recep-
tori, a,-adrenergicki receptori i
B-adrenergicki receptori (Badino i
sur., 2005). B-adrenergicki receptori
sisavaca uklju¢uju tri podvrste re-
ceptora (B,-, B,- i B,-adrenergicki re-
ceptori), koji su prisutni u svim tkivi-
ma vezanima za rast, uklju¢ujudi ske-
letne misice i masno tkivo (McNeel
i Mersmann, 1999) (Slika 2.). Novija
istraZivanja pokazuju mogucu pri-
sutnost i B,-adrenergickih receptora
u nekim djelovima krvozilnog su-
stava i masnom tkivu (Badino i sur.,
2005).

Zastupljenost pojedine podvrste

receptora razli¢ita je u svakom poje-
dinom tkivu odnosno organu i ovi-
sna je o vrsti Zivotinje, a pojedino tki-
vo ima primarno zastupljenu jednu
podvrstu B-adrenergickih receptora
(Mersmann, 1998; Mersmann, 2002).
U svinja su B - i B,-adrenergicki re-
ceptori prisutni u razli¢itim omje-
rima u lijevoj klijetci, plu¢ima, jetri,
misi¢ima te potkoznom masnom
tkivu, a B,-adrenergicki receptori u
lijevoj klijetci, plucima, potkoznom

(McNeel i Mersmann, 1999).

Mehanizam djelovanja

B,-adrenergicki agonisti, bilo sin-
tetski (klenbuterol) ili prirodni (adre-
nalin), u organizmu djeluju putem
serije biokemijskih reakcija pota-
knutih vezivanjem ovih tvari za spe-
cificne P -adrenergicke receptore
smjestene na membranama stanica
u tkivima sisavaca (Boyd i sur., 1996;
Beermann, 2002).

Direktnim vezivanjem B-agonista
za PB-adrenergicke receptore, smje-
Stene na membranama stanica, unu-
tar stanice nastaje biokemijski signal
te se pokrece ¢itav niz reakcija (Slika
3.). Pri tom dolazi do aktivacije G,
proteina i aktivacije adenilat ciklaze
(AC). Aktivirana adenilat ciklaza ka-
talizira sintezu ciklickog 3,5-adeno-
zin monofosfata (cAMP) iz adenozin

trifosfata (ATP). cAMP je jedna od
glavnih unutarstani¢nih  signalnih
molekula, koja uzrokuje razgradnju
glikogena i povecanje koncentraci-
je glukoze u plazmi (Anderson i sur.,
2005). cAMP stimulira aktivnost pro-
tein kinaze A, vezujudi se za njenu
regulacijsku podjedinicu, koja zatim
fosforilira razlicite unutarstanicne
proteine. Neki od tih proteina su en-
zimi koji se fosforilacijom aktiviraju
npr. glikogen fosforilaze ili hormon-
osjetljive lipaze, $to rezultira pove-
¢anom razgradnjom masti odnosno
lipolizom (Moody i sur., 2000; Meyer,
2001), dok fosforilacija nekih enzima
uzrokuje inaktivaciju npr. glikogen
sintetaze.

CREB (cAMP response element
binding protein) je protein fosfori-
liran protein kinazom A. Taj protein
se veze za cAMP u regulatornom
dijelu gena i stimulira transkripciju
gena. Fosforilacija povecava tran-
skripcijsku aktivnost CREB-a osigura-
vajuci mehanizam za B-adrenergicki
receptor-agonist posredovanom
transkripcijom brojnih gena u sta-
nicama sisavaca (Mersmann, 1998).
B-agonisti stimulacijom adenilat-ci-
klaze povisuju koncentraciju cAMP
i na taj nacin djeluju lipoliticki. Pod
utjecajem cAMP-a aktivirana protein
kinaza fosforilacijom prevodi triacil
glicerol lipazu u aktivan oblik. Pro-
dukt reakcije, diacilglicerol, ostale
lipaze cijepaju do kraja u glicerol i
masne kiseline, koje ulaze u krvotok
(Karlson, 1993).

Fizioloski u¢inci u Zivotinja

U veterinarskoj medicini B-agonisti
imaju znacajna uporabu u terape-
utske svrhe kao bronhodilatatori i
tokoliticki agensi. Ipak, dugotrajno
koristenje [ -adrenergickih agoni-
sta moze uzrokovati desenzitizaci-
ju uzrokovanu smanjenjem broja
receptora (Re i sur, 1997; Stoffel i
Meyer, 1993; Luthman i Jacobsson,
1993; Badino i sur,, 2005). Zbog svog
relaksirajuceg djelovanja na misice,
(8,-adrenergicki agonisti se koriste u
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humanoj medicini u lije¢enju kroni¢-
nog bronhitisa, kroni¢ne opstruktiv-
ne bolesti pluca te kao antiastmatici,
posto opustaju disne putove, prosi-
ruju ih i olak3avaju disanje (Ander-
son i sur., 2005; Barnes, 1999).

Stimulacija B,-adrenergickih re-
ceptora djeluje na ubrzan rad srca, li-
polizu i sekreciju renina. Aktivacijom
B,-adrenergickih  receptora dolazi
do opustanja glatkih misica bronhi-
ja, maternice, crijeva i stijenke mo-
kra¢nog mjehura te vazodilatacije,

i termogeneze, dok stimulacijom B,
adrenergickih receptora dolazi do
termogeneze u smedem masnom
tkivu i lipolize (Young i Landsberg,
1998).

Oralni tretman B-agonistima u go-
veda, svinja i ovaca rezultira pove-
¢anjem misi¢ne mase Zivotinje, kroz
povecanje sinteze misi¢nih proteina
i smanjenje njihove razgradnje, kao
i njihovom kombinacijom. Nadalje,
stimulacijom degradacije triacilgli-
cerola u adipocitima i inhibiranjem
njihove sinteze kao i sinteze masnih
kiselina, u organizmu se smanjuje
koli¢ina masnog tkiva (Miller i sur.,
1988; Mersmann, 2002; Anderson i
sur,, 2005) (Slika 4).

Primjena B -adrenergickih agoni-
sta, kroz poticanje sinteze proteina
(inhibicija proteolize) i pospjesiva-
njem razgradnje masnog tkiva (li-
poliza), moze rezultirati povecanjem
koli¢ine proteina i smanjenjem koli-
¢ine masnog tkiva za i vise od 40%
(Courtheyn i sur, 2002). Rezultati
istrazivanja tretmana janjadi kle-
nbuterolom pokazali su povecanu
sintezu proteina za oko 40% kao i
smanjenje ugradnje masti za 30%
(MacRae i sur., 1988). Literaturni po-
daci govore o znatajnom povecanju
lipolize tijekom tretmana Zivotinja za
proizvodnju mesa zbog djelovanja
B,-adrenergickih agonista (Merkel i
sur,, 1987). Ujedno, B,-adrenergicki
agonisti uzrokuju i hipertrofiju mi-
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Tablica 1. Parametri koji utjeéu na B ago-
ista u zivotinja za proizvodnju mesa (Mood 2000)
Parametar Zahtjev Istrazivani spoj Istrazivana vrstal
-, veci odgovor s vecim klenbuterol —
udjelom proteina BRL47672 nje
hranom ‘ brojleri
hranom
veci odgovor tijekom cimaterol svinje
Trajanje tretmana c9 U klenbuterol L644,969 goveda
zavrine faze tova .
ovce
diferencijalni utjecaj na . .
Doza . . raktopamin svinje
rast i udio masnog tkiva
Starostili tezina V€4 odgngr u_st_arunh i clmatero‘I svinje
tezih Zivotinja raktopamin goveda
" Znacajna i kod masnih i cimaterol .
Genetika = . N svinje
kod mesnatih pasmina raktopamin

ica, i to uglavnom smanjenjem
degradacije proteina, vise nego li
stimuliranje sinteze, te zadrzavanje
dusika (Beermann i sur, 1987; An-
derson i sur, 1989). Parametri koji
utjecu na rezultat tretmana Zivotinja
za proizvodnju mesa navedeni su u
Tablici 1.

Ranija istraZivanja  pokazuju
da anaboli¢ki tretman pojedinim
B-agonistima utje¢e na promjene
u metabolickom i endokrinom su-
stavu, uzrokujuci znacajne promje-
ne u razinama nekih parametara
(Zimmerli i Blum, 1990). Njihovom
uporabom javlja se porast u protoku
periferne krvi, promjene u arterio-
venskim koncentracijama supstrata
i utjecaj na otpustanje inzulina, hor-

mona rasta, tiroidnih hormona i kor-
tikosteroida (Yang i McElligott, 1989;
Peters, 1989). Pri tretmanu teladi
je uoceno da klenbuterol uzrokuje
povecanje koncentracije glukoze,
inzulina i slobodnih masnih kiselina
(Luthman i Jacobsson, 1993; Meyer,
2001). Anaboli¢kim subkroni¢nim
tretmanom svinja klenbuterolom
ustanovljeno je da se aktivnost spe-
cifi¢nih jetrenih enzima alanin ami-
notransferaze (ALT) i alkalne fosfata-
ze (ALP), kao pokazatelja poremeca-
ja funkcije jetre, znacajno povecava
(Gojmeraci sur.,, 2002).

Toksicni ucinci

Provedena istrazivanja, kao i broj-
ni slu¢ajevi intoksikacija u ljudi, go-
vore da koristenje visoko aktivnih

Tablica 2. Sluéajevi trovanja ljudi nakon konzumiranja mesa kontaminiranog kle-

nbuterolom (Pleadin i Persi, 2009)

Zemlja, godina

Spanjolska, 1990. 135
Francuska, 1990. 22
Spanjolska, 1992. 232
Italija, 1996. 62
Portugal, 1996. -
Kina, 2003. 39

Broj otrovanih Izvor kontaminacije

Literatura

) Martinez-Navarro,
goveda jetra

teleca jetra Pulce i sur, 1991.

teleca jetra Garay i sur, 1997.
govede meso Brambilla i sur,, 1997.
teleca jetra Ramos i sur,, 2003.

svinjsko meso Woodward, 2005.

B,-adrenergickih agonista kao pro-
motora rasta kod stoke predstavlja
potencijalnu opasnost za zdravlje
ljudi i Zivotinja (Kuiper i sur., 1998).
B-agonist klenbuterol, kao najtoksi¢-
nija tvar iz grupe B-agonista, je po-
cetkom 1990.-ih bio predmet broj-
nih polemika, kada je njegova ilegal-
na uporaba povezana sa slu¢ajevima
akutnih trovanja u Europi.

Kroni¢ni tretman Zzivotinja klenbu-
terolom uzrokuje promjene u meta-
boli¢koj aktivnosti (Zimmerli i Blum,
1990), promjene na respiratornom
sustavu (dilatacija traheja), deple-
ciju glikogena (Biolatti i sur.,, 1994),
vakuolarnu degeneraciju prostate,
smanjeni razvoj i proliferaciju testisa,
te promjene u tezini i veli¢ini timusa
i tiroidne Zlijezde (Groot i sur,, 1998).
Zabiljezene su i degenerativne pro-
mjene uretralnog i glandularnog
epitela prostate, vakuolizacija epite-
la i nekroza sa piknozom jetre i fra-
gmentacijom, promjene u luéenju
estradiola i progesterona (lllera i sur.,
2003a; lllera i sur., 2003b), povecanje
broja mitohondrija, glatkog endo-
plazmatskog retikuluma, Golgijevog
aparata i lipidnih kapljica te sma-
njenje veli¢ine jezgre (Blanco i sur,,
2002; Blanco i sur., 2003).

bost, vrtoglavicu i glavobolju (Marti-
nez-Navarro, 1990; Paige i sur., 1997;
Kuiper i sur., 1998).

Klenbuterol je inicijalno razvijen
kao dugodjelujuci B -adrenergicki
agonist za tretman bolesti disnih
puteva i ostalih bolesti, a kasnije
generacije B-agonista su razvijene
sa strukturalnim razlikama koje re-
zultiraju sa kra¢im poluvremenom
izlu¢ivanja odnosno kra¢im djelova-
njem i nizim oralnim potencijalom
kod Zivotinja za proizvodnju mesa
(Anderson i sur., 2005).

Primjena u terapeutske

svrhe i nadzor zlouporabe

Cinjenica da  tretman B
adrenergickim agonistima kod Zivo-
tinja koje se uzgajaju za proizvodnju
mesa rezultira poboljsanjem isko-
ristivosti hrane, pojacanim rastom
Zivotinja te boljom preraspodijelom
odnosa misi¢nog i masnog tkiva, do-
vela je do brojnih zlouporaba ovih
tvari u stocarskoj proizvodnji (Smith
i Paulson 1997; Brambilla i sur., 2000;
Dunshea i sur., 2005). Ujedno, s obzi-
rom da toksikoloske studije o poje-
dinim B-agonistima kratkog djelova-
nja (raktopamin, zilpaterol) nisu dale
znacajne rezultate o Stetnim poslje-
dicama po zdravlje ljudi i Zivotinja,

U vise europskih zemalja zabiljez
ni su slucajevi akutnih alimentarnih
intoksikacija u ljudi koji su konzu-
mirali meso odnosno jetru kontami-
niranu ostacima klenbuterola (Ta-
blica 2). Istrazivanja su pokazala da
klenbuterol u ljudi uzrokuje ubrzan
rad srca, drhtanje, nervozu, opcu sla-

kada su primjenjivani u propisanoj
anaboli¢koj dozi, njihova uporaba
u nekim zemljama je dozvoljena. U
anabolicke svrhe moze se koristiti
Zzilpaterol kod goveda u Sjevernoj
Africi i Meksiku, a uporaba rakto-
pamina je dozvoljena tijekom tova
svinja u 21 drzavi (Mitchell i Dunna-

van, 1998; Anderson i sur, 2005). Za
navedene tvari pri tom je propisana
najveca dopustena koli¢ina ostataka
(NDK) koja smije biti prisutna u odre-
denim zivotinjskim tkivima (Heitz-
man, 1993; Qiang i sur,, 2007).

Medutim, u Europskoj uniji je jos
od 1988. godine zabranjena upora-
ba svih tvari koje imaju hormonski
ucinak kod Zivotinja za proizvodnju
mesa (Council Directive 88/146/
EC). U Republici Hrvatskoj uporaba
anabolika je takoder zabranjena, a
nakon niza zakonskih akata danas
su na snazi Pravilnik o farmakoloski
djelatnim tvarima i njihovoj klasifika-
ciji u odnosu na najvece dopustene
koli¢ine rezidua u hrani Zivotinjskog
podrijetla (Narodne novine 21/2011)
te Naredba kojom se zabranjuje
primjena na farmskih Zivotinjama
odredenih tvari hormonskog i tireo-
statskog ucinka i beta-agonista (Na-
rodne novine 82/2010). Klenbuterol
se moze koristiti iskljucivo u terape-
utske svrhe kod goveda i kopitara u
doziod 10 do 20 ug dva puta dnevno
(EMEA, 2000), koja je 5-10 puta ma-
nja od anaboli¢ke, zbog ostvarivanja
bronholitickog i tokolitickog djelo-
vanja (Pleadin i sur., 2011). Zbog mo-
guceg koristenja klenbuterola u te-
rapeutske svrhe, a s ciljem kontrole
moguce zlouporabe kao anabolika,
u europskom zakonodavstvu je defi-
nirana NDK za klenbuterol u jetri go-
veda i kopitara od 0,5 pg/kg (Smith,
2000).

llegalna uporaba ovih farmakolo3-
ki aktivnih tvari ukazala je na nuznost
razvoja specifi¢nih i selektivnih ana-
h metoda u njehovom odre-
divanju, kao i uspostavu kontrolnih
sustava (Van Ginkel i sur, 1993). U ci-
lju nadzora nad uporabom odnosno
zlouporabom ovih tvari kod Zivotinja
za proizvodnju mesa, analiziraju se
na prisustvo B-adrenergickih agoni-
sta uzorci bioloskog materijala (urin,
jetra, krv, misi¢) uzeti tijekom tova
Zivotinja i na klaonici. U Republici
Hrvatskoj uzorkovanje se provodi
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od strane ovlaitenih veterinarskih
inspektora u svim Zupanijama, a
prema propisanim godi3njim pro-
gramima monitoringa rezidua Mini-
starstva poljoprivrede, ribarstva i ru-
ralnog razvoja Republike Hrvatske.
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