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EFICIENCIA DA UTILIZACAO E TURNOVER DO NITROGENIO DA L-(**N)

TREONINA EM TECIDOS DE FRANGO DE CORTE

RESUMO: Estudos relacionados a utilizagcdo de um determinado nutriente sao
importantes para se obter conhecimentos a respeito do aproveitamento deste
nutriente pelo animal, uma vez que h&d nem tudo o que é fornecido, é aproveitado
pelo mesmo. Dessa forma, o que foi de fato utilizado para o animal pode ser
convertido em producdo animal, como um acréscimo proteico nos frangos de
corte, ou entdo a utilizacdo de nutrientes para a producao de ovos em poedeiras.
A utilizagdo de aminoacidos marcados nos permite avaliar processos
metabdlicos em diferentes estudos nutricionais, tanto no processo de
incorporacao refletido no processo de turnover, quanto na deposicao do
aminoacido nos diferentes tecidos. Deste modo, o trabalho teve como enfoque a
utilizacdo da L-(**N) treonina que foi explorada por meio de trés abordagens
diferentes: verificar a distribuicdo deste aminoacido marcado em diferentes
tecidos de frangos de corte por meio de um balanco de massas (Capitulo 2);
calcular a eficiéncia de utilizacdo nestes tecidos, ou seja, calcular qual foi o
aproveitamento da L-(*°N) treonina ingerida que foi depositada/incorporada a
esses tecidos (Capitulo 2); e por fim, analisar o turnover da L-(*°N) treonina para

se analisar a incorporacdo do aminoacido no tecido (Capitulo 3).

Palavras-chave: metabolismo, isétopo estavel, aminoacido marcado.
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EFFICIENCY OF UTILIZATION AND TURNOVER OF THE NITROGEN FROM

L-(**N) THREONINE IN TISSUES OF BROILER CHICKENS

ABSTRACT: Studies related to the utilization of a particular nutrient are important
to obtain knowledge regarding the utilization of this nutrient by the animal,
because only a part of the nutrient will be used. Thus, what was in fact used for
the animal can be converted to livestock as an increase in protein broilers, or the
use of nutrients to egg production of laying hens. The use of labeled amino acids
allows us to evaluate metabolic processes in different nutritional studies, both in
the incorporation process reflected in the turnover process, as the amino acid
deposition in different tissues. Thus, the aim of the work was to focus the
utilization of L-(**N) threonine, which was explored by three different approaches:
verify the distribution of labelled amino acid in different tissues of broiler chickens
through a mass balance (Chapter 2 ); calculate the utilization efficiency of these
tissues or the L-(**N) threonine intake which has been deposited / incorporated
into these tissues (Chapter 2); and finally, to analyze the turnover of L-(**N) for

threonine analyzing the amino acid incorporation into the tissue (Chapter 3).

Key-words: metabolism, stable isotope, labelled amino acid.



CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A evolugao do frango de corte moderno, destacando o crescimento
acelerado e alta taxa de deposicéo proteica, € bastante notavel ao longo do
tempo. Este avanco foi atingido devido a um conjunto de fatores que inclui:
nutricdo; manejo; sanidade; ambiéncia e principalmente a genética (Havenstein,
Ferket & Qureshi, 2003).

Apesar de todo este avanco, o conhecimento em certas areas da fisiologia
aviaria, muitas vezes nado recebe tanta énfase, como o metabolismo dos
aminoacidos. O conhecimento dos processos, atividades e fenémenos
fisioldgicos das aves, pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos das

aves e consequentemente resultar em melhores desempenhos produtivos.

Os is6topos estaveis sao eficientes tracadores bioldgicos (Green & Green
1990; Cobelli & Foster, 1998) e as principais abordagens de seu uso tem sido:
balanco proteico, turnover tecidual e alocacéo de nutrientes (Gannes, Del-rio &
Koch, 1998). Com a utilizacdo de isétopos marcados € possivel avaliar
processos metabdlicos de um determinado nutriente (Muramatsu et al., 1987;

Stradiotti et al., 2013a).

A treonina é o terceiro aminodcido limitante para frangos de corte
alimentados com uma dieta a base de milho e soja e sua deficiéncia pode
prejudicar os sistemas imunolégico e digestivo, além da reducdo da sintese
muscular (Kidd, 1999). Parte da treonina dietética ndo é recuperada pelo sistema
porta sendo destinada a producdo de mucina ou catabolizada pelos enterdcitos
(Stoll et al., 1998).

O presente estudo tem por finalidade determinar as eficiéncias de
utilizacédo de diferentes tecidos de frangos de corte e aplicar essas eficiéncias
para predicdo da exigéncia de treonina, além de analisar o turnover da L-(**N)
treonina nos diferentes tecidos de frango de corte. Deste modo, este trabalho
ndo contribui somente para a area de nutricdo, mas também permite uma
abordagem fisiol6gica que pode colaborar para a expansado dos conhecimentos

a respeito do metabolismo da treonina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ELEMENTOS QUIMICOS E DEFINICAO DE ISOTOPOS

Os atomos sao as unidades basicas de qualquer matéria no planeta Terra.
O modelo atémico considera que os atomos séo constituidos de subunidades
denominadas prétons (carga positiva), néutrons (carga neutra) e elétrons (carga
negativa). Um determinado atomo pode ser dividido em duas partes: nucleo e
eletrosfera. O nucleo, local onde é concentrado quase que a totalidade de seu
peso, é formado por prétons e néutrons que possuem aproximadamente 1850
vezes 0 peso de um elétron e, portanto, ambas particulas definem suas
propriedades fisicas. A eletrosfera constituida por elétrons distribuidos ao redor
do seu nucleo é formada de acordo com a disposicdo e formato do nucleo,
portanto as caracteristicas quimicas também séo influenciadas pelo nucleo do
atomo (Jones & Atkins, 2000).

Um elemento quimico é determinado pelo seu numero atémico (Z) que
representa a quantidade de prétons do elemento e seu numero de massa (A),
determinado pela soma de prétons e néutrons contidas em seu nucleo e pode
variar para um mesmo elemento quimico. Deste modo, atomos com 0 mesmo
namero atdémico, mas com diferentes nimeros de massa sao ditos is6topos e
sua diferenca esta no numero de néutrons presentes no nucleo atdémico
(Patterson et al., 1967).

A etimologia da palavra isétopo € originada do grego (ISO = mesmo ou
igual; TOPOS = lugar) e refere-se a tabela periddica em que os nuclideos se
encaixam “no mesmo lugar’, pois se trata do mesmo elemento quimico.

Nuclideos sdo atomos com numero atbmico e nimero de massa definidos.

Considerando suas propriedades, um is6topo pode ser classificado como
estavel ou instavel. O nucleo de um atomo quando instavel pode emitir particulas
radioativas como as emissoes alfa e beta ou energia gama, e sdo denominados
radioisotopos. Por outro lado, se o nucleo de um determinado nuclideo
permanecer estavel, este é classificado como um is6topo estavel (Snyder, 1966).
Além disso, as caracteristicas fisicas e quimicas de um determinado elemento
quimico serdo praticamente idénticas (Ducatti et al.,, 2011), uma vez que a

diferenca entre os isotopos serad de n néutrons que apresentam um peso de
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1,675x10%* g. Atualmente sdo conhecidos mais de 2500 nuclideos, sendo que
264 sao estaveis e representados por 110 elementos quimicos diferentes (Criss,
1999).

2.2. A DETERMINACAO DOS ISOTOPOS ESTAVEIS

Os is6topos estaveis do carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e
enxofre, também conhecidos como bioelementos, sdo encontrados na natureza
e sua abundancia varia de acordo com o elemento e com o isétopo. Cada um
desses elementos possui um isétopo leve (1°C, H, 180, 14N, 32S, 36S), além de
um ou mais isétopos pesados (*3C, ?H, 170, 180, 1N, 333, 34S), sendo que a forma
predominante encontrada naturalmente € o isétopo leve. A tabela 1 apresenta
os valores das abundancias naturais dos isétopos estaveis de cada bioelemento

encontradas na natureza.

A razdo isotopica de uma determinada amostra pode ser mensurada em
espectrobmetros de massas de razao isotépica (IRMS) acoplados a
cromatografos. As etapas para a analise sdo: 1) Unidade de admissédo ou de
entrada para amostras gasosas; 2) Fonte de ionizacéo; 3) Unidade aceleradora

de ions; 4) Analisador magnético de ions e 5) Detector.

Tabela 1. Abundancia natural (atm%) dos isétopos de H, C, N, O e S.

Is6topo
Abundancia (atm%) Is6topo estavel Abundancia (atm%)

estavel

H 99,9844 160 99,7628

’H 0,0156 70 0,0372

12C 98,8890 80 0,2000

13C 1,1110 325 95,0180

14N 99,6340 333 0,7500

15N 0,3660 343 4,2150

33 0,0170

Fonte: Adaptado de Ducatti (2007a).

O processo inicia-se com a combustdo completa da amostra geralmente

contida em uma capsula (0 material da capsula dependera do isétopo de
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interesse a ser analisado) e entdo sédo gerados diversos gases (N2, CO2, NOx,
SOz2, H20). No caso do nitrogénio, o gas de interesse mensurado é o N2 e 0s
demais séo filtrados em uma série de traps. Os gases sdo impulsionados pelo
gas hélio de alta pureza, passando por processo de purificacdo do N2. Na fonte
de ionizagdo, uma pequena parte das moléculas de N2séo ionizadas. No sistema
analisador h4 um campo magnético e os ions (**NN*; “NIN*; e 1°NI°N*) sdo
separados de acordo com suas relacbes massa/carga. Como 0s isétopos
apresentam massas diferentes, estes serdo separados e entdo mensurados. A
esquematizacdo do processo de separacdo dos ions estd representada pela
figura 1.

entrada
de gas
' 2 bomba
i flange \/J de vacuo
| /
| 3
. refletor 7 > \
| ~acelerador de - mie 30

elétrons
_______ . P ———

fonte idnica _~flange

fonte de ions

eletroima ~

abertura
do coletor

coletores

(com suprensdo de
elétrons secundarios)

Figura 1. Separacdo de ions N2 em um espectrometro de massas. Fonte:
MULVANEY, 1993.

Os resultados da abundéancia isotopica podem ser expressos em termos
absoluto ou relativo. Quando se utiliza compostos enriquecidos, predomina a
abundancia absoluta que € expressa em atomos %. Essa abundancia € obtida a
partir das relagbes das intensidades dos feixes de ions 28 e 29. A precisdo

analitica é da ordem de 0,1%.
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A terminologia delta (8) € comumente utilizada quando se utiliza
compostos com abundéancias isotdpicas naturais e € determinada de acordo com
a comparacdo da abundancia da amostra em relacdo a de padrdes
internacionais que variam de acordo com o elemento de interesse. Na tabela 2
seguem as formas gasosas e padrOes internacionais empregados na

determinacao isotopica relativa.

Tabela 2. Gases de interesses e seus padrdes internacionais de cada

elemento.
Elemento Géas Padréo internacional
Hidrogénio H2 Vienna standard mean ocean water (V-SMOW)
Carbono CO2 Peedee Belemnitella (V-PDB)
Nitrogénio N2 Nitrogénio atmosférico (N2 atm)
Oxigénio CO2  Vienna standard mean ocean water (V-SMOW)
Enxofre SO2 Cafion Diable Meteorite Troilite (CDT)

Fonte: Adaptado de Ducatti (2007a).

Para se calcular essa medida relativa expressada na terminologia delta

per mil, é utilizada a seguinte expressdo adimensional:

Tamostra — Tpadrio

6 (amostra,padrio) = ( ) * 1000

Tpadrﬁo
Equacéo 1

Onde: ramostra € rpadrio SA0 as razées do isotopo pesado sobre o leve da amostra
e do padréo respectivamente. A expressao per mil é utilizada para se elevar a
dimensdo da mensuracéo e para isso, o valor obtido € multiplicado por 1000 e

acrescentado a expressao per mil a terminologia delta.

O valor da razao isotépica absoluta (*>N/**N) do nitrogénio atmosférico
que € adotado como padrao para analises de nitrogénio é de 0,0036765 no qual
€ adotado como 0%. quando realizado a analise isotopica relativa. Assim,

amostras expressas naterminologia delta apresentardo valores positivos quando
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apresentarem maior concentracdo de °N que o padrdo e valores negativos,

guando menor.

2.3. APLICACAO DA TECNICA DE ISOTOPOS ESTAVEIS

Inicialmente na década de 50, os isGtopos estaveis foram utilizados por
geoquimicos e paleo-oceandgrafos para integrar os isGtopos estaveis como uma
ferramenta aos estudos dos ciclos globais dos elementos (Lajtha & Michener,
1994). Posteriormente, a ferramenta foi aplicada em outros campos das ciéncias
como agronomia (Devlin & Barker 1971; Araujo et al., 2004), ecologia (Peterson
& Fry, 1987; Gannes, Del-rio & Koch, 1998), medicina (Filho & Marchini, 2004),
nutricdo e fisiologia (Ducatti, 2007b; Ducatti et al., 2011).

Uma vez que as propriedades quimicas e fisicas dos isétopos sao
semelhantes, o comportamento de um is6topo e seu analogo é considerado o
mesmo no processo seletivo de uma membrana vegetal ou animal e, portanto,
atuam como excelentes tracadores biologicos (Ducatti et al., 2011). Segundo

Wolf (1969), os isétopos podem ser utilizados para trés diferentes finalidades:

) Obter evidéncias da sintese e relagBes precursor-produto entre
compostos conhecidos;

1)) Isolamento, purificacdo e identificacdo de intermediarios
desconhecidos numa cadeia de reagdes; ou

) Ferramenta analitica no acompanhamento de uma reacdo de

compostos conhecidos.

Varios estudos comprovaram que a composi¢ao isotépica tecidual passa
a ser incorporada de acordo com a composi¢ao isotdpica da dieta ingerida
(Deniro & Epstein, 1976, 1978; Hobson & Clark, 1992a, 1992b) e assim, 0s
tracadores (principalmente de carbono e nitrogénio) tém sido utilizados em
diferentes espécies de animais como frangos de corte (Gottmann et al., 2008),
poedeiras (Carrijo et al., 2000), peixes (Ducatti, 2007b), codornas (Méri et al.,
2007) e ruminantes (Ducatti et al., 2011) e com objetivos variados como analisar
o turnover dos tecidos (Mituo, 2008; Stradiotti, 2013b), identificar preferéncia

alimentar (Ducatti, 2007b), rastrear a alimentagéo animal (Denadai et al., 2011)
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ou discriminar a origem geografica do animal (Crittendem et al., 2007; Nakashita
et al., 2008).

2.4. TREONINA NA NUTRICAO ANIMAL

As aves necessitam da suplementacao da treonina via dieta, pois ela hao
pode ser sintetizada a partir de outros aminoacidos diferentemente da glicina e
da serina que podem ser sintetizadas a partir da treonina. Baker et al. (1972)
comprovaram que uma dieta livre de glicina e serina pode ser suprida com
excesso de treonina. Sua forma isbmera L-treonina é a Unica que pode ser
utilizada pelas aves (Baker 1986, 1994; Kidd & Kerr, 1996).

O metabolismo da treonina envolve: 1) Sintese e degradacéo proteica; 2)
Incorporagdo do nitrogénio do aminoécido no acido Urico; 3) Conversdo do
esqueleto carbbénico em glicose, gordura, energia ou CO:2 e H20; e 4) Formacéao
de derivados néo-proteicos (Kidd & Kerr ,1996). As enzimas treonina
desidratase, treonina desidrogenase e treonina aldolase participam do
metabolismo da treonina dependendo da sua rota metabdlica (Bernadino et al.,
2011). O catabolismo da L-treonina produz piruvato e propionato, produtos
glicogénicos que podem ser utilizados para a producédo de energia, além de
glicina para as necessidades metabolicas (sintese de proteina, creatinina,
serina, &cido Urico, sais biliares e glutationa).

A treonina é o terceiro aminodacido limitante para aves alimentadas a base
de milho e farelo de soja sendo que sua exigéncia varia de 0,654 a 0,816% de
treonina digestivel para o desempenho de frangos de corte machos de alta
producdo (Rostagno et al., 2011).

Uma peculiaridade da treonina € que a sua exigéncia para a mantenca €
alta em relacdo aos outros aminoacidos que ocorre devido a sua alta taxa para
mantenca do turnover proteico e a sua contribuicdo nas perdas endogenas
intestinais (Corzo et al., 2007), realizadas por meio de secre¢des. Em relacdo as
secrecgles, 5 a 11% dos residuos de aminoacidos em enzimas digestivas e 16 a
30% da proteina constituinte da mucina intestinal é constituida de treonina
(Dozier et al., 2001; Corzo et al., 2007; Faure et al., 2005).

A mucina é uma glicoproteina composta por treonina, serina e prolina e

compde parte do muco (95% de agua e 5% de mucina) que atua como barreira
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de protecdo contra a acdo de enzimas digestivas e a dano fisico da digesta por
patogenos (Faure et al., 2007; Carvalho, 2009). A importancia de cada tipo de
mucina ainda ndo € bem definida, porém aparentemente a mucina acida atua
como barreira bacteriana, enquanto a mucina neutra € mais resistente as
proteases endogenas (Campos, 2006). Fatores como alimento, taxa de migracéo
das células da mucosa intestinal e populacdo microbiana influenciam nos tipos
e quantidade de mucinas (Uni et al.,, 2003). A deficiéncia de treonina pode
comprometer os sistemas imunolégico e digestivo, além da reducéo da sintese
muscular (Kidd, 1999).

2.5. COMPOSTOS ENRIQUECIDOS

A técnica isotopica que adota o *°N como tracador biolégico consiste no
fornecimento de um composto quimico de razéao isot6pica (*°N/**N) diferente da
natural para que a seguir, seja avaliado a distribuicdo do isétopo dentro do
organismo ou do sistema em estudo (Knowles & Blackburn, 1993). Desta forma,
também é possivel abordagem de avaliacbes de processos metabdlicos em

diferentes estudos nutricionais (Muramatsu et al., 1987; Stradiotti et al., 2013)

A treonina altamente enriquecida em 1°N (98%) apresenta massa
molecular 120,1192 g.mol* (C4H9[N®]O3) e o nitrogénio representa cerca de
12,49 % da molécula. Os compostos enriquecidos isotopicamente sdo
produzidos por meio de cromatografia de troca ibnica e destilacdo. Essa
tecnologia de separacdo e producdo de compostos enriquecidos em N é
mantida em sigilo por outros paises devido a fatores econdmicos e/ou
estratégicos. No Brasil, h4 alguns trabalhos focando a producéo de compostos
enriquecidos em 1°N, destacando o sulfato de amonio (Bendassolli, Trivelin &
Ignoto, 2002; Maximo et al., 2000)

2.6. UTILIZACAO DA TREONINA

O turnover & o processo dindmico de sintese e degradacdo dos
componentes corporais, em outras palavras, de renovacdo e todas as
substancias sejam elas organicas ou inorganicos estdo sujeitas ao turnover

(Waterlow, 2006). Este processo dinamico € dependente de fatores ambientais
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e de fatores intrinsecos referentes ao animal (Zuanon, 2003). Quando uma dieta
com certa abundéancia isotopica € substituida por outra distinta ou quando ha a
ingestdo de composto enriquecido isotopicamente, o turnover € evidenciado
devido a alteragdo da composi¢ao isotdpica tecidual (Gannes et al., 1998).

Outro aspecto a se considerar € que o turnover é diferenciado para cada
tecido. De maneira geral, figado, pancreas e tecido adiposo sdo mais ativos
metabolicamente e apresentam alto turnover, refletindo as mudancgas das dietas
mais rapidamente. Em contrapartida, os tecidos menos ativos como o colageno
e 0S 0Ss0s, apresentam baixo turnover (Hobson & Clark, 1992a) refletindo
lentamente as mudancas das dietas.

A eficiéncia de utilizacdo representa a absor¢cdo de um nutriente, pois
considera a relacdo do nutriente ingerido e que foi depositado pelo organismo
(Donato, 2003). A eficiéncia de utilizacdo pode ser estimada a partir da técnica
de abate comparativo quando se faz andlises das carcacas das aves para se
calcular a retencao do nutriente ou a técnica de balanco de nitrogénio quando se
mensura as excretas pressupondo que o que foi ingerido sera depositado ou

excretado e, finalmente, calcula-se a retencao.

Considerando a importancia da treonina na alimentacao de frangos de
corte e devido a necessidade de estudos para melhor compreensdo do
metabolismo da treonina, o presente trabalho teve como objetivo geral abordar
a utilizacdo da L-(*°N) treonina em diferentes tecidos de frangos de corte.
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EFICIENCIA DE UTILIZACAO DA L-(**N) TREONINA EM DIFERENTES
TECIDOS DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Modelos de predicdo de exigéncias nutricionais podem adotar uma
Unica eficiéncia de utilizacdo para o corpo todo, porém a compartimentalizacao
dos diferentes tecidos de frangos de corte € necessaria, uma vez que os tecidos
possuem comportamentos biolégicos diferenciados, assim como a utilizagdo dos
nutrientes. Deste modo, 0 presente estudo teve como objetivo determinar as
eficiéncias de utilizacdo da L-(**N) treonina em diferentes tecidos de frangos de
corte de 4 a 9 dias de idade e utilizar estes valores em um modelo mecanicista
para se determinar a exigéncia de treonina para frangos de corte no periodo de
1 a 7 dias. Os tecidos avaliados foram: corpo depenado; penas; peito; figado;
jejuno; plasma; sartorio; e rins. Foram utilizados 70 pintos machos da linhagem
Cobb alojados em gaiolas metabdlicas individuais. A dosagem do aminoacido
enriguecido (98 % em atomos de '°N) foi de 69,6 mmol.kg* ave e o composto foi
diluido em &gua destilada e homogeneizada com a dieta natural a base de milho
e soja. Foram cinco dias de fornecimento da dieta enriquecida. Os abate e coleta
dos tecidos ocorreram nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 120, 126, 132, 144,
168, 192, 216, 240, 264 e 288 horas apds a inicio do fornecimento da dieta
enriquecida. Foram realizadas analises de determinacao isotopica de nitrogénio
(% atomos de °N) em um espectrometro de massa de razao isotépica (ANCA-
GSL), além das andlises de matéria seca e proteina dos tecidos coletados.
Posteriormente, foi realizado o balanco de massas da L-(**N) treonina para
verificar a distribuicdo do aminoacido nos diferentes tecidos da ave e calculadas
as suas respectivas eficiéncias. As eficiéncias de utilizacdo da L-(*°N) treonina
foram: peito (78,27%); penas (73,02%); corpo depenado (59,48%); figado
(49,47%); sartorio (49,17%); rins (47,79%); jejuno (43,55%); e plasma (17,89%)

e a exigéncia de treonina determinada pelo modelo foi de 247mg/ave/dia.

Palavras-chave: isétopo estavel, aminoacido marcado, balanco de massa.
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EFFICIENCY OF UTILIZATION OF L-(*>N) THREONINE IN DIFFERENT
TISSUES OF BROILER CHICKENS

ABSTRACT: Nutritional requirements models may adopt a single efficiency of
utilization for the whole body, but different compartmentalization of tissues of
broiler chickens is required, due to the different biologicals of tissues, as well as
its utilization of nutrients. Thus, this study aimed to determine the efficiencies of
utilization of L-(*>N) threonine in different tissues of broiler chickens 4-9 days old
and use these values in a mechanistic model to determine the threonine
requirement for broilers in the period from 1 to 7 days. The tissues evaluated
were: free-feathers body; feathers; breast; liver; jejunum; plasma; sartorius; and
kidney. Seventy male broilers from Cobb were housed in individual metabolic
cages. The dosage of the amino acid-enriched (98%, °N atoms%) was 69.6
mmol.kg bird-1 and the labelled amino acid was diluted in distilled water and
homogenized with a natural diet based on corn and soybean. There were five
days of L-(15N) threonine supply in the diet. The slaughter and collection of
tissues occurred at 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 126, 132, 144, 168, 192, 216,
240, 264 and 288 hours after the start of supply of enriched diet. Isotopic
concentrations of nitrogen analysis (*°N atoms%) were determined in a mass
spectrometer of isotopic ratio (ANCA-GSL), in addition to analyzes of dry matter
and protein of the collected tissues. Subsequently, it was performed the mass
balance of L-(**N) threonine to verify the amino acid distribution in different
tissues of the bird and then, calculate their respective efficiencies. The
efficiencies of utilization of L-(*°N) threonine were: breast (78,27%); feathers
(73.02%); free-feathrs body (59,48%); liver (49,47%); Sartorius (49,17%);
kidneys (47,79%); jejunum (43,55%); and plasma (17,89%) and threonine
requirement determined by the model was 247mg/bird/day.

Key-words: Stable isotope, labeled amino acid, mass balance.
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1. INTRODUCAO

A treonina € um aminoacido estritamente essencial e ndo possui via
conhecida de sintese endbégena para sua producdo. A sua exigéncia para
mantenca € relativamente alta em relagdo aos outros aminoacidos, pois parte da
treonina dietética ndo é recuperada pelo sistema porta sendo destinada a
producdo de mucina ou catabolizada pelos enterdcitos (Stoll et al., 1998). A
deficiéncia da treonina pode trazer prejuizos aos sistemas imunolégico e
digestivo e consequentemente, reducdo do desempenho do animal (Atencio et

al., 2004).

Deste modo, € essencial o atendimento das exigéncias nutricionais das
aves para que possam expressar todo seu potencial de crescimento. A
modelagem matematica permite estimar a ingestao ideal de um aminoéacido para
uma populacdo (Sakomura et al., 2014), entretanto, para a elaboracdo destes
modelos € necessaria a determinacdo da eficiéncia de utlizacdo dos
aminoacidos. Tradicionalmente, a eficiéncia de utilizacao tem sido calculada pela
relacdo entre a deposicdo e ingestdo do aminoéacido ingerido, desse modo,
considera que propor¢cdo do aminoacido ingerido que foi efetivamente

depositada como tecido proteico (Silva et al., 2014).

De acordo com Emmans (1989) as taxas de crescimento do corpo e da
pena diferem e a maturidade desses tecidos serdo atingidos em idades
diferentes. Uma vez que os modelos mateméticos utilizados atualmente adotam
uma unica eficiéncia de utilizacdo para todo o corpo (Donato, 2013), ha a

necessidade da separacao da eficiéncia entre compartimentos.

Neste sentido, os isGtopos estaveis permitem fracionar a deposi¢cédo do
isétopo para diferentes tecidos, uma vez que atuam como eficientes tracadores
bioldgicos (Green & Green 1990; Cobelli & Foster, 1998).

Deste modo, o presente estudo teve como objetivo determinar as
eficiéncias de utilizacdo do nitrogénio proveniente da L-(*°N) treonina em
diferentes tecidos em frangos de corte no periodo de 4 a 9 dias de idade e a
determinacdo da exigéncia de treonina utilizando as eficiéncias de utilizacédo
determinadas para corpo depenado e penas em um modelo mecanicista

desenvolvido pela UNESP.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Definicdo da dose
Foi realizado um ensaio piloto para a determinacdo da dose da L-(**N)
treonina sendo que ha uma escassez de dados relacionados a dose necessaria
para ter um enriquecimento adequado para a quantificacdo isotopica. Foram
avaliadas cinco doses calculadas de acordo com o peso vivo da ave: D1) 17,4
pmol/kg ave; D2) 26,1 ymol/kg ave; D3) 34,8 pmol/kg ave (valor adaptado
segundo Muramatsu et al., 1987); D4) 52,2 umol/kg ave; e D5) 69,6 umol/kg ave.
A L-(**>N) treonina foi diluida em agua destilada dentro de um frasco reagente
graduado e posteriormente conservada. Para se quantificar a dose em ulL/kg de
cada tratamento foram realizados os seguintes célculos (equacgfes 1, 2 e 3):
QtdAA1 =D X P X Desp

Equacéo 1
Onde QtdAALl é a quantidade de aminoacido enriquecido (umol); D é a dose de
aminoacido enriquecido referente a adicdo de aminoacido >N (umol); P é o peso
em Kg do animal; Desp € um percentual de 3% que foi adicionado a mais devido
aos desperdicios pelo animal (dados ndo publicados).

QtdAA2 = (QtdAA1 x 120,11) + 1000

Equacéo 2
Onde QtdAA2 é a quantidade de aminoacido enriquecido (mg); QtdAAl é a
quantidade de aminoécido enriquecido (umol); O valor 120,11 € o peso molecular
da treonina enriquecida (fornecido por Cambridge Isotope Laboratories®); O
valor 1000 é usado como fator de conversao de microgramas para miligramas.

QtdAA3 = QtdAA2 = C

Equacéo 3
Onde QtdAA3 é a quantidade de aminoacido enriquecido em (mL); QtdAA2 € a
quantidade de amino&cido enriqguecido em (mg); C é a concentracdo do
aminoacido enriquecido (mg/mL). Apés esse célculo é possivel transformar mL
em pL multiplicando o valor de QtdAA3 por 1000 e determinando assim a dose
em uL/kg.

Com base nos resultados deste ensaio piloto, a dose de L-(**N) treonina

(Cambridge Isotope Laboratories®) escolhida para o experimento foi de 69,6



20

mmol de L-(**N) treonina/kg ave, referente ao D5, o qual apresentou um
enriguecimento bastante expressivo nos tecidos estudados e com uma diferenca

grande provocada pelo enriquecimento natural da dieta.

2.2.  Animais, manejo e racfes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ciéncias Avicolas do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
UNESP — Campus de Jaboticabal/SP. Os procedimentos que estdo descritos
foram aprovados pelo Comité de Etica sob protocolo 9999/14 (CEUA). Foram
utilizados 70 pintos de corte machos com um dia de idade da linhagem Cobb®
500.

As aves foram alojadas individualmente em gaiolas metabdlicas sob
dimensdes 50 x 50 x 50 cm, com comedouros do tipo calha e bebedouros do tipo
nipple. O experimento foi realizado em um galpao que conta com o sistema de
cortinas para o controle da temperatura ambiente. Ao longo dos galpdes foram
distribuidos termohigrometros para o registro diario de temperatura e umidade.
O programa de luz utilizado durante o periodo experimental foi de 24 horas de
luz. A pesagem e o consumo dos animais foram registrados diariamente. As
excretas foram coletadas e mensuradas diariamente através de uma bandeja
metalica colocada sob as gaiolas.

A composicao da ragcdo experimental foi analisada (matéria seca, energia
bruta, proteina bruta, extrato etéreo e cinzas) no Laboratorio de Andlise de
Nutricdo Animal da FCAV, segundo a metodologia da AOAC (1995) e seu valor
isotépico foi analisado no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de S&ao Paulo (CENA/USP) em Piracicaba/SP. A dieta foi
formulada de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2011) para
frangos de corte machos de desempenho superior (tabela 1).

Durante o periodo de enriquecimento da dieta, a quantidade de ragéo
fornecida diariamente foi controlada para garantir que nao houvessem
desperdicios e mensurada por meio do manejo denominado pair-feeding (Sartori
et al., 2003). Para isso, o consumo medio de dez aves alimentadas ad libitum foi
mensurado para determinar a quantidade de ragédo que seria fornecida para as

aves em experimento no dia seguinte.
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2.3. Enriquecimento da dieta e coletas de amostras

O experimento compreendeu 12 dias, sendo que apenas nos cinco
primeiros dias houve o enriquecimento da dieta com L-(*°N) treonina. Antes do
enriquecimento da dieta experimental, as aves foram pesadas para calcular o
volume do composto enriquecido diluido para cada ave. A quantidade calculada
foi adicionada a racdo em varios pontos utilizando micropipetas de volume
variavel (10 a 100 yL e 100 a 1000 pL) e misturada homogeneamente.

As coletas de amostras ocorreram as 0 (abate referencial, dieta sem
enriquecimento), 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 126, 132, 144, 168, 182, 206, 240,
264, 288 horas apés o inicio do enriquecimento da dieta. O encerramento do
enriquecimento da dieta ocorreu nos abates posteriores ao das 120 horas e as
aves passaram a ser alimentadas ad libitum.

Para cada amostragem, trés aves foram sacrificadas e entéo coletados os
tecidos de interesse. As amostragens dos tecidos seguiram 0s seguintes
critérios: as penas foram retiradas de regides aleatérias da ave; do figado foi
retirado um seguimento lateral do lado direito do 6érgdo; do masculo peitoral as
amostras foram obtidas a partir do terco médio longitudinal do peitoral maior
esquerdo; das visceras foi coletado uma amostra de 10 cm da parte medial do
jejuno e lavada com uma pisseta com agua destilada para a retirada da digesta;
o plasma sanguineo foi coletado por puncdo cardiaca; os rins e 0o musculo
sartorio foram retirados de ambos os lados; além da coleta total de excretas.

Para quantificar o >N do corpo depenado foram realizadas trés coletas
adicionais: uma no inicio (Oh), meio (72h) e fim (120h) do periodo de
enriguecimento da dieta, também com trés repeticdes, com a finalidade de se
mensurar a quantidade de *°N total presente no corpo depenado. Para isso, as
aves foram sacrificadas, depenadas, pesadas, congeladas e processadas para

andalise.
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Tabela 1. Composigao nutricional e calculada das ragdes experimentais

Ingredientes (%) Fase inicial (4 a 16 dias)
Milho (7,88%) 57,942
Soja farelo (45%) 35,674
Oleo de soja 2,395
Fosfato bicalcico 1,780
Calcério 0,696
Sal comum 0,428
DL-Metionina (99%) 0,345
L-Lisina HCL (54,6%) 0,434
*Suplemento vitaminico-mineral

(0,2%) 0,200
L-Treonina (98,5%) 0,106
Total 100,000
Composicao nutricional calculada Exigéncias nutricionais
Energ. met. (Kcal/Kg) 3010,625
Proteina bruta (%) 21,725
Calcio (%) 0,876
Saodio (%) 0,214
Faésforo disponivel (%) 0,431
Cloro (%) 0,308
Metionina dig. (%) 0,628
Lisina dig. (%) 1,264
Treonina dig. (%) 0,822
Valor isotépico médio (5 1°N, em %o) 1,909

*Ac. Folico 437,50 mg/kg; ac. Pantoténico 6250 mg/kg; biotina 44mg/kg; cobre 6250mg/kg; ferro
31,25 mg/kg; iodo 625 mg/kg; manganés 44g/kg; niacina 18,75 g/kg; selénio 187,5 mg/kg; vit. A
4687500 Ul/kg; vit. B 1250 mg/kg; vit B12 7500 mcg/kg; vit B2 3125 mg/kg; vit B6 1750 mg/kg; vit.
D3 1187500 Ul/kg; vit. E 17500 Ul/kg; vit. K3 940 mg/kg; zinco 40,65 g/kg

2.4. Processamento das amostras

Todas as amostras foram acondicionadas em recipientes identificados e
imediatamente congeladas a -80 °C para posterior secagem realizada em um
liofilizador (Edwards 501, Thermo) por 72 horas a 800 mbar de pressao.

Apos a liofilizacdo, as amostras de peito, figado, jejuno e excretas foram
pré-moidas em um micromoinho (All Basic, IKA). Posteriormente, todas
amostras as amostras foram moidas em moinho criogénico (SPEX SamplePrep
2010 Geno/Grinder 2010) a temperatura em torno de -196 °C. A amostra foi
acondicionada em frascos de policarbonato juntamente com esferas magnéticas
e os frascos séao imergidos em nitrogénio liquido durante alguns minutos. Deste

modo, ha um congelamento da amostra contida no frasco que entdo é
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pulverizada pelo impacto entre a amostra e as esferas magnéticas
compreendendo trés a dez minutos para os tecidos e cinco minutos para as
dietas experimentais, resultando em um material homogéneo de finissima

granulometria com aspecto de talco (Licatti, 1997; Ducatti, 2007).

2.5. Andélises isotbpicas

Para a realizacdo das analises isotdpicas, cerca de 500 a 1200 pg de
matéria seca da amostra foram pesadas em uma balanc¢a analitica eletrdnica
(Mettler Toledo XP6) e acondicionadas em capsulas de estanho. Em seguida, as
amostras foram queimadas em forno de combustdo do analisador elementar
acoplado ao espectrometro de massas (ANCA-SL) obtendo-se os gases de
combustéo (N2, CO2, SO2, H20). Em seguida, os gases foram arrastados por um
fluxo de hélio para as etapas de purificacdo do N2. Essas incluem-se: forno de
reducgéo (retencdo do excesso de Oz da combustéo e transformacéo de possiveis
NOx em N2); coluna de retencdo de agua (perclorato de magnésio); coluna de
retencdo de CO:z (carbosorb); e cromatdgrafo gasoso. As moléculas de N2, assim
purificadas, foram analisadas em um espectrometro de massas de razéo
isotopica (ANCA-SL) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), Campus de Piracicaba.

Os resultados de incorporagdo do nitrogénio enriquecido nos tecidos
foram expressos em % de atomos de '°N, com erro de anélise da ordem de 0,1%.

2.6. Determinacdo da deposicdo de °N nos tecidos (balan¢o de massas)
A dieta a base de milho e soja apresentaram uma concentragdo natural

de 0,367 atm%. Apesar de sua incorporacédo tender a esse valor nos diferentes

tecidos do animal, essa incorporacéo inicial pode conter pequenas diferencas

referentes ao fracionamento isotopico entre cada tecido. Levando essa

consideracéo, o valor do N incorporado proveniente da L-(*°N) treonina nos

tecidos foi calculado de acordo com a equacéo 4. Essa equagao considera que
todo o enriguecimento acima do inicial € proveniente do composto enriquecido.

Dep™N = Mt x (Nt/100) x (atm% — atm%,)/100
Equacéao 4
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Onde Dep®>N é a massa (ug) de *°N depositado no tecido; Mt é a massa seca
total (ug) do tecido; Nt € o percentual de nitrogénio total no tecido; atm% € o valor
da abundancia de '°N em percentual da amostra enriquecida; atm%o representa
0 enriquecimento inicial do tecido especifico.

A recuperagdo da L-(*°N) treonina em cada tecido foi determinada pela
deposicdo de N tecidual calculada de acordo com a equacéo 4, divido pela
ingestdo total de °N. Logo, esse valor representa qual a porcentagem da dieta

ingerida que foi incorporada naquele tecido.

2.7. Determinacéao da eficiéncia de utilizacao

A eficiéncia de utilizacdo nos diferentes tecidos de frango de corte foi
calculada de acordo com a equacao 5.

Ef = [(Dep™N = tecido(MN)/(Ing*>N + ragido(MN)] x 100

Equacéo 5

Onde Ef é o valor da eficiéncia de utilizagdo da L-(*°N) treonina; Dep?*N é o valor
de deposicédo (mg) do °N proveniente da L-(*°N) treonina tecidual; tecido(MN) é
0 peso do tecido em gramas na matéria natural; Ing*®N é a quantidade ingerida
(mg) de >N proveniente da L-(**N) treonina; e racdo(MN) é a quantidade

ingerida, em gramas, de racdo na matéria natural.
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Foi realizado uma simulacéo para avaliar as eficiéncias de utilizagdo determinadas no modelo desenvolvidos nos estudos

realizados na UNESP para calcular a exigéncia de treonina conforme a equacéao 6:

Exig = ((Theorpo X GPPeorpo) + Efeorpo) + (ThTpenas X GPPoenas) + Efpenas) + (((PPM)/1000)%7) x (PP/1000/PPM)) * 75,5) + (TPPN * PPN * TT€0potpenas)) * 1000

Onde:

Exig = exigéncia de treonina (mg/dia)
Threorpo = quantidade de treonina em cada grama de proteina corporal (mg/g)
GPPcorpo = ganho de peso proteico depositado no corpo por dia (g/dia)
Efcorpo = Eficiéncia de utilizagéo da treonina para corpo depenado
Thrpenas = quantidade de treonina em cada grama de proteina nas penas (mg/g)
GPPpenas = ganho de peso proteico depositado nas penas por dia (g/dia)
Efpenas = eficiéncia de utilizagdo da treonina para penas
PPM = peso proteico a maturidade (kg)
PP = peso proteico da ave (Q)
TPPN = taxa de perda de penas
PPN = peso proteico da pena (Qg)

Equacéo 6
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Recuperacao e eficiéncia de utilizagéo

Na tabela 2 estdo presentes as recuperages do “N e do '°N total
ingeridos que foram depositados em diferentes tecidos, mensuradas no periodo
de 4 a 9 dias. A recuperacao representa a porcentagem da quantidade ingerida

que foi depositada em cada tecido.

Tabela 2. Recuperag¢des do *N e °N totais em diferentes tecidos de frango de

corte
Tecido Deposicao (%)
1N total 5N total
Corpo depenado 67,025 67,358
Excreta 25,387 24,799
Pena 7,855 7,624
Peito 14,814 14,812
Plasma 1,240 1,284
Figado 1,787 1,914
Intestino 1,160 1,144
Rim 0,476 0,482

O valor utilizado do *N total é a soma do **N proveniente da racéo e do
composto sintético (L-(*°N) treonina). Estes resultados comprovam que o
comportamento do “N e *N sdo semelhantes no organismo, ndo havendo uma
distincdo pelo organismo entre eles.

As deposicdes e as recuperacdes (em g e % da ingestdo total) da L-(*°N)
treonina nos tecidos de frango de corte durante os periodos de 4 a9 e 9 a 16
dias estdo descritas nas tabelas 3 e 4. A seguir, a figura 1 ilustra a deposicao da
L-(**N) treonina nos diferentes tecidos de frangos de corte no periodo de 4 a 16

dias.
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Tabela 3. Deposi¢cées da L-(**N) treonina (expressa em pg e % do total ingerido) de diferentes tecidos de frangos de corte de 4 a 9 dias

Recuperacido (ug) do *°N

Tempo N ingerido
Corpo
(h) (ug) Penas Excreta Peito Figado Jejuno Plasma Rim Sartério bTotal
depenado
0,562 1,314 1,277 0,512 0,351 1,318 0,185 0,103 5,622
6 75,262 -
(0,746%) (1,745%) (1,697%) (0,680%) (0,466%)  (1,751%) (0,246%) (0,137%)  (7,469%)
1,320 4,769 4,876 1,008 1,483 2,916 0,806 0,426 17,604
12 82,405 -
(1,601%) (5,787%) (5,917%) (1,223%)  (1,800%)  (3,539%) 2(0,978%) (0,517%) (21,362%)
1,281 10,891 5,796 1,630 2,029 3,455 0,702 0,300 26,084
24 88,165 -
(1,452%) (12,353%)  (6,574%) (1,849%) 2(2,301%) ?(3,919%) (0,796%) (0,340%) (29,585%)
2,228 24,213 22,453 3,885 3,579 6,915 1,185 0,654 65,112
48 190,969 -
(1,166%) (12,679%) (11,757%)  (2,034%) (1,874%) (3,621%) (0,621%) (0,342%) (34,144%)
239,072 3,142 37,041 35,408 7,768 4,923 8,511 2,075 0,720 99,588
72 318,408
3(75,823%) (0,986%) (11,633%) (11,120%)  (2,440%) (1,546%) (2,673%) (0,652%) (0,226%) (31,276%)
17,480 52,539 64,159 11,087 7,613 12,256 2,889 1,134 169,157
96 474,358 -
%(3,684%) (11,076%) (13,525%) (2,337%) (1,605%) (2,584%) (0,609%) (0,239%) (35,660%)
490,414 7,939 67,542 98,763 15,632 8,998 12,466 3,772 1,436 261,548
120 660,104
(74,293%) (1,202%) (10,232%) 2(14,962%) (2,368%) (1,363%) (1,888%) (0,571%) (0,218%) (32,805%)

aValores de recuperagdo maxima de L-(**N) treonina

bAs deposicGes de corpo depenado nao foram incluidas na soma da recuperacéo total
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Tabela 4. Deposicéo e recuperacgdo da L-(*°N) treonina (expressa em g e % do total ingerido) em diferentes tecidos de frangos de corte de 9

a 16 dias
Tempo (h)  **Ningerido (ug) . _Recuperacao lug) do ™ . —
Penas Excreta Peito Figado Jejuno Plasma Rim Sartorio bTotal

16 660.104 10,865 76,676 95,009 19,616 6,348 14,789 4,230 2,046 229,579
’ (1,645%) (11,616%)  (14,393%) 2(2,972%) (0,962%) (2,240%) (0,641%) (0,310%)  (34,779%)

132 660 104 9,439 85,913 87,262 16,490 7,040 10,636 3,643 1,884 222,307
’ (1,429%)  (13,015%)  (13,219%) (2,498%) (1,066%) (1,611%) (0,552%) (0,285%)  (33,677%)

144 660 104 5,634 98,200 69,189 15,123 6,901 9,317 3,257 6,322 213,943
’ (0,853%) (14,876%)  (10,482%)  (2,291%) (1,045%) (1,411%) (0,493%) ?(0,958%) (32,410%)

168 660,104 17,299 100,458 86,869 14,007 6,014 6,137 3,081 1,561 235,426
(2,620%)  (15,219%)  (13,160%)  (2,122%) (0,911%) (0,930%) (0,467%) (0,236%) ?(35,664%)

197 660.104 11,510 104,110 89,540 12,717 5,833 6,019 2,756 1,388 233,873
’ (1,743%)  (15,772%)  (13,565%) (1,927%) (0,884%) (0,912%) (0,418%) (0,210%)  (35,429%)

216 660,104 14,564 104,110 86,892 14,470 3,799 4,127 2,337 2,203 232,502
’ (2,206%)  (15,772%)  (13,163%) (2,192%) (0,576%) (0,625%)  (0,354%) (0,334%)  (35,222%)

240 660 104 7,953 106,152 93,637 7,278 3,443 2,706 1,889 1,680 224,738
’ (1,204%) 2(16,081%)  (14,185%)  (1,103%) (0,522%) (0,410%) (0,286%)  (0,255%)  (34,045%)

264 660 104 14,419 104,127 98,095 6,895 3,364 2,099 1,828 1,796 232,623
’ (2,184%)  (15,774%)  (14,861%)  (1,045%) (0,510%) (0,318%) (0,277%)  (0,272%)  (35,240%)

588 660,104 10,494 102,466 95,254 4,909 3,202 3,651 2,264 2,051 224,291
’ (1,589%)  (15,523%)  (14,430%) (0,744%) (0,485%) (0,553%) (0,343%) (0,311%) (33,978%)

*Recuperagdo maxima de L-(*°N) treonina
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Recuperagdo da L-(**N) treonina
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Figura 1. Recuperacéo do total ingerido da L-(**N) treonina em diferentes tecidos (em %) de frangos de corte, no periodo de 9 a 16 dias de vida
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Tabela 5. Deposicéo e ingestédo de '°N, pesos teciduais e consumo de racéo

Deposicéo 5N depositado (ug) Peso tecido MN (g)
Corpo depenado 0,4904+0,024 199,52+1,125
Penas 0,0175+0,006 5,79+0,848
Peito 0,0988+0,009 30,54+2,148
Jejuno 0,0090+0,001 5,000,900
Figado 0,0156+0,001 7,65%0,531
Sartorio 0,0014+0,000 0,71+0,197
Rins 0,0038+0,000 1,91+0,173
Plasma 0,0125+0,002 16,86+0,895
Ingestéo N ingerido (ug) Consumo ragéo (g)
0,660+0,02 159,756+0,47

Os dados da tabela 5 foram utilizadas para se calcular as eficiéncias de
utilizacdo da L-(*°N) treonina em diferentes tecidos de frangos de corte que foram

calculdas e incluidas na tabela 6.

Tabela 6. Eficiéncia de utilizacdo da L-(**N) treonina de diferentes tecidos de

frangos de corte no periodo de 4 a 9 dias

Tecidos Eficiéncia de utilizacdo (%)
Peito 78,27+2,87
Penas 73,02+2,36
Corpo depenado 59,48+2,60
Sartério 49,1745,07
Rins 47,79+2,03
Figado 47,47+3,00
Jejuno 43,55+1,87
Plasma 17,89+2,39

O periodo experimental para se mensurar a recuperacéo do °N provinda
da L-(**N) treonina teve inicio ao quarto dia de idade do frango de corte para

evitar problemas na coleta de excreta e desperdicios no consumo de ragéo.
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Podemos notar na tabela 3 que seis horas ap6s o inicio do fornecimento
da racéo enriquecida houve uma recuperacédo total de 7,469% sendo que o
plasma apresentou a maior recuperacdo dentro os tecidos. Hobson & Clark
(1992) afirmam que o plasma sanguineo responde rapidamente as alteracdes
nutricionais e possuem elevadas taxas de trocas isotopicas. Apds 48 horas,
todas as recuperacdes se tornaram praticamente constantes pois parte do °N
depositado nos tecidos ap0s ser metabolizado, € recuperado nas excretas.

As recuperacbes maximas dos tecidos foram as seguintes: penas
(3,684%); excretas (16,081%); peito (14,962%); figado (2,972%); jejuno
(2,301%); plasma (3,919%); rins (0,978%); e sartério (0,958%). De maneira
geral, os tecidos que participam mais ativamente no metabolismo da treonina
apresentaram picos de enriquecimento préoximo ao inicio do fornecimento da
dieta enriquecida (rins ap6s 12 horas; e jejuno e plasma apo6s 24 horas),
enquanto que os tecidos de deposicao atingiram suas recuperacdes maximas
mais tardiamente devido ao acimulo de **N que é depositado com a ingestéo da
dieta enriguecida (penas ap06s 96 horas; peito apos 120 horas; figado ap6s 126
horas e sartério apds 144 horas). As recuperacgées de L-(*3C1) metionina obtidas
por Stradiotti (2013) foram similares no periodo de 8 a 14 dias.

Considerando o corpo depenado foi calculado um valor de eficiéncia de
59,48%. Donato (2013) estimou uma eficiéncia de utilizacdo da treonina de 73%
para o corpo depenado utilizando frangos de corte, aplicando a metodologia de
abate comparativo. A diferenga das eficiéncias pode ser explicada pela diferencga
de unidades adotadas para a deposi¢cdo e ingestdo no calculo da eficiéncia.
Esses calculos foram adotados para que a diferenca de pesos entre os tecidos
nao influenciasse diretamente sobre os valores de eficiéncia, uma vez que foi
adotado um Unico valor para ingestdo. Além disso, se for considerado apenas a
deposicdo da L-(*°N) treonina pela ingestdo, neste trabalho é calculado uma
eficiéncia de 74%.

A recuperacdo maxima da L-(**N) treonina para o musculo peitoral foi de
14,962%. Se considerarmos os dados do tempo 24 horas em comparacao com
120 horas, o peso do tecido aumentou em media 12,62 vezes sendo que a
deposi¢cdo aumentou 17,03 vezes a mais. Além disso, a sua eficiéncia foi de

78,27%, sendo o tecido de maior utilizacdo do aminoacido neste periodo. Isso
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sugere que ha um direcionamento consideravel da treonina para a deposi¢cado
proteica nesta fase, mesmo sendo o tecido de maior peso dentre os tecidos
coletados.

O mdusculo sartério, apesar de também ser um tecido de deposicao,
apresentou uma recuperacao que reduziu ao longo do tempo e uma eficiéncia
em torno de 30% a menos que o musculo peitoral. No sartorio, ha a
predominéancia de fibras oxidativas que possuem uma maior concentracao de
mitocondrias (Warriss, 2000) indicando que sd&o musculos atuantes nas
movimentagdes das pernas e ndo como um tecido primariamente de deposicao,
como o musculo do peito. Além disso, o musculo peitoral foi desenvolvido por
selecBes genéticas com a finalidade de um maior desenvolvimento desse tecido
(Gonzales & Sartori, 2002).

Os tecidos metabdlicos como figado, jejuno, plasma e rins apresentaram
eficiéncia de utilizacao de 49,47; 43,55%; 17,89%; e 47,79%, respectivamente.
Quanto as suas recuperacdes foram os que mais decresceram durante a fase
de desaparecimento reduzindo cerca de 4; 2; 4 e 2 vezes a menos
respectivamente de sua recuperacdo inicial. Este fato se justifica com o
encerramento da ingestdo de L-(**N) treonina que ao contrario dos tecidos
predominantemente de deposicao, direcionam grande parte dos nutrientes que
chegam ao tecido. Por outro lado, o °>N que foi incorporado nos tecidos de
deposicdo como peito, penas e sartério foi lentamente degradado demonstrado
pelo menor declinio apds o encerramento da ingestdo de dieta enriquecida e
permanecem praticamente com a mesma deposi¢cdo por um certo tempo onde
verifica-se conforme a figura 1.

Nas penas foi observado uma eficiéncia de 73,02% da L-(*°N) treonina. A
variacdo da porcentagem de recuperagcao para penas se deve ao crescimento
diferenciado para cada regido do corpo da ave (Yu et al., 2004) e a coleta
aleatdria realizada para a analise das penas. Segundo Fisher et al. (1981), a
composi¢cdo aminoacidica da pena altera pouco conforme a idade, sendo que
em frangos de corte na primeira semana, a pena apresenta 4,21% de treonina
aumentando até 5,16% na sexta semana de idade.

As excretas totalizaram 16% da treonina dietética em sua recuperagao

maxima. Parte dessa excrec¢do € proveniente da mucina intestinal sendo que na
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literatura é relatada que cerca de 16 a 30% da proteina constituinte da mucina
intestinal é constituida de treonina (Dozier et al., 2001; Corzo et al., 2007; Faure
et al., 2005). E possivel notar que apds o quinto dia, quando € cessado o
enriguecimento da dieta, hA um aumento de excrecdo de °N justificado pela

metabolizacéo do '°N que estava incorporado nos tecidos.

3.2.  Simulacao

As eficiéncias de utilizagédo determinadas anteriormente (corpo depenado
= 59,48% e penas = 73,02%) foram simuladas em um modelo mecanicista
desenvolvido pelo grupo LAVINESP/UNESP para a determinacdo da exigéncia
de treonina diaria em frangos de corte no periodo de 1 a 7 dias de idade.
Acredita-se que a predicdo da exigéncia de treonina seja mais coerente
utilizando diferentes eficiéncias de utilizacdo para compartimentos diferentes,
uma vez que os tecidos possuem taxas de crescimento distintos.

A tabela 7 demonstra os valores obtidos para exigéncia de treonina para
frangos de corte determinados pelo modelo mecanicista da UNESP utilizando
eficiéncias de utilizagdo para corpo depenado e penas ou entéo a partir de uma

Unica eficiéncia média para o corpo todo (74%).

Tabela 7. Valores de exigéncias de treonina determinadas de 1 a 7 dias para

frangos de corte utilizando o modelo mecanicista

Média
(1-7 d)

Dias 1 2 3 4 5

Eficiéncia corpo e penas
_ 157 183 211 242 276 312 351 247
(mg/dia)

Eficiéncia Unica (mg/dia) 130 152 175 201 229 259 292 205

A exigéncia média calculada com as eficiéncias de utilizacdo
determinadas no periodo de 1 a 7 dias foi de 247 mg de treonina/ave/dia, sendo
que no mesmo periodo as Tabelas Brasileiras (Rostagno et al.,, 2011)
preconizam 211 mg de treonina/ave/dia e o manual da linhagem Ross®, uma
exigéncia de 221 mg de treonina/ave/dia. A figura 2 ilustra as comparacoes de

exigéncias.
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Figura 2. Simulacao das eficiéncias de utilizacdo em modelo mecanicista

4. CONCLUSAO

As eficiéncias de utilizagdo da L-(*>N) treonina para frangos de corte de 4
a 9 dias de idade no seu pico de enriquecimento foram: peito (78,27%); penas
(73,02%); corpo depenado (59,48%); sartorio (49,17%); figado (49,47%); rins
(47,79%); jejuno (43,55%); e plasma (17,89%) e utilizando as eficiéncias de
corpo depenado e de penas foi calculado uma exigéncia de 247 mg/ave/dia de

treonina.
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TURNOVER DA L-(**N) TREONINA EM DIFERENTES TECIDOS DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO: O turnover € o processo biologico dindmico que inclui reacdes de
sintese e degradacéo, em outras palavras, representa a renovac¢ao do nutriente.
Deste modo, o estudo do turnover nos diferentes tecidos nos fornece dados para
compreender diferencas entre os papéis metabdlicos e a utilizacdo dos
nutrientes pelos tecidos. O objetivo do presente estudo foi analisar o turnover do
nitrogénio proveniente da L-(*°N) treonina em diferentes tecidos de frangos de
corte de 9 a 16 dias de idade. Os tecidos avaliados foram: peito, figado, intestino,
plasma, sartério, excretas e rins. Foram utilizados 70 pintos machos da linhagem
Cobb alojados em gaiolas metabdlicas individuais. A dosagem do aminoacido
enriquecido foi de 69,6 mmol/kg ave e o composto foi diluido em agua destilada
e homogeneizada com a dieta natural a base de milho e soja. Durantes 0s cincos
dias iniciais (de 4 a 9 dias de idade) houve o fornecimento da dieta enriquecida
e apos o quinto dia experimental foi ofertada a racéo experimental ad libitum sem
0 acréscimo do composto enriquecido. Os abates e coletas dos tecidos foram
realizados nas seguintes horas: 0; 6; 12; 24; 48; 72; 96; 120; 144; e 168 horas
apos o encerramento do enriguecimento da dieta. Foram realizadas analises de
determinacdo da abundancia isotopica em espectrébmetro de massa de razéo
isotopica (ANCA-GSL). Os gréficos de turnover foram ajustados utilizando a
funcdo exponencial do programa Origin Pro 8.0. A seguir, foram calculados os
coeficientes de troca isotépica (k); a fracdo de atomos trocados (F); e os valores
de tempo para 50% e 99% de troca isotépica. O turnover da L-(*°N) treonina varia
conforme o tecido principalmente de acordo com sua funcdo, sendo que ha
tecidos que predominam a deposi¢cdo, como o0 musculo peitoral e sartorio; e
outros que atuam ativamente no metabolismo da L-(**N) treonina como plasma,

rins e jejuno.

Palavras-chave: isétopo estavel, aminoacido marcado, turnover.
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TURNOVER OF L-(**N) THREONINE IN DIFFERENT TISSUES OF BROILER
CHICKENS

ABSTRACT: The turnover is a biological dynamic process that includes
synthesis and degradation reactions, in other words, is the renewal of a nutrient.
Thus, the study of turnover in different tissues provides the data to understand
the differences between the metabolic roles and nutrient utilization by the tissues.
The aim of this study was to analyze the dilution of nitrogen of L-(15N) threonine
in different tissues of broiler at 9 to 16 days old. The tissues evaluated were:
breast, liver, jejunum, plasma, sartorium, excreta and kidneys. Seventy male
broiler chickens were housed in individual metabolic cages. The dosage of
enriched amino acid was 69.6 mmol/kg bird and the compound was diluted in
distilled water and homogenized with the natural diet based on corn and soybean.
The initial five days (4 to 9 days old) was supply of enriched diet and after the fifth
day, the diet were offered ad libitum without the addition of enriched compound.
Slaughters and collects of tissues were carried out in the following hours: O; 6;
12; 24; 48; 72; 96; 120; 144; and 168 hours after the end of dietary enrichment.
The isotopic enrichments were determined in an Isotopic Ratio Mass
Spectrometer (ANCA-GSL). Isotopic dilution graphs were fitted using the
exponential function of the Origin Pro 8.0 software. The isotopic exchange
coefficients were calculated (k); the fraction of exchanged atoms (F); and time
values for 50% and 99% isotopic exchange. The dilution of the L- (15N) threonine
varies according to the tissue, mainly according to the function of each tissue and
there are predominant deposition tissues, as the breast muscle and the sartorium

and others metabolic tissues, such as plasma, kidneys and jejunum.

Keywords: Stable isotope, labeled amino acid, turnover.
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1. INTRODUCAO

Inicialmente na década de 50, os isOtopos estaveis foram utilizados por
geoquimicos e paleo-oceandgrafos para integrar os isGtopos estaveis como uma
ferramenta aos estudos dos ciclos globais dos elementos (Lajtha & Michener,
1994). Durante as trés ultimas décadas, ganhou importancia em outros campos
das ciéncias como agronomia (Devlin & Barker 1971; Araujo et al., 2004),
ecologia (Peterson & Fry, 1987; Gannes, Del-rio & Koch, 1998), medicina (Filho
& Marchini, 2004), nutric&o e fisiologia (Ducatti, 2007b; Ducatti et al., 2011).

Varios estudos comprovaram que a composi¢ao isotdpica tecidual passa
a ser incorporada de acordo com a composicao isotdpica da dieta ingerida
(Deniro & Epstein, 1976, 1978; Hobson & Clark, 1992a, 1992b) e assim, 0s
tracadores (principalmente de carbono e nitrogénio) tém sido utilizados em
diferentes espécies de animais como frangos de corte (Gottmann et al., 2008),
poedeiras (Carrijo et al., 2000), peixes (Ducatti, 2007b), codornas (Mori et al.,
2007) e ruminantes (Ducatti et al., 2011) com objetivos variados como analisar o
turnover dos tecidos (Mituo, 2008; Stradiotti, 2013), identificar uma preferéncia
alimentar (Ducatti, 2007b), rastrear a alimentacdo animal (Denadai et al., 2011)
ou discriminar a origem geogréfica do animal (Crittendem et al., 2007; Nakashita
et al., 2008). Segundo Gannes, Del-Rio e Koch (1998), estudos relacionados a
balanco proteico, alocacdo de nutriente e turnover tecidual sdo temas que
ganham importancia e que sdo possiveis de serem estudadas com a técnica de
isétopos estaveis.

O turnover € o processo dindmico de sintese e degradacdo dos
componentes corporais, em outras palavras, de renovagdo e todas as
substancias sejam elas organicas ou inorganicos estao sujeitas ao turnover
(Waterlow, 2006). Este processo dindmico é dependente de fatores ambientais
e de fatores intrinsecos referentes ao animal (Zuanon, 2003). Deste modo, pode
ser fornecida uma dieta com uma abundancia distinta da que o animal ingere ou
entdo utilizar compostos enriquecidos isotopicamente para que ocorra esta
mudanca da composicao isotopica. A utilizacdo dos compostos enriquecidos
permite um maior enriguecimento que o natural e além disso, viabiliza os estudos
para se rastrear as rotas metabdlicas de um determinado nutriente de interesse
(Muramatsu et al., 1987).
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Por fim, o trabalho proposto teve como objetivo avaliar o turnover da L-
(**N) treonina em diferentes tecidos de frangos de corte no periodo de 9 a 16

dias de idade.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Definicdo da dose
Inicialmente foi realizado um ensaio piloto devido a escassez de dados
relacionados a determinacdo da dose de L-(*°N) treonina necesséria para que
apresentasse um enriquecimento adequado para a quantificacdo isotopica.
Foram avaliadas cinco doses calculadas de acordo com o peso vivo da ave: D1)
17,4 umol/kg ave; D2) 26,1 umol/kg ave; D3) 34,8 ymol/kg ave (valor adaptado
segundo Muramatsu, 1987); D4) 52,2 ymol/kg ave; e D5) 69,6 umol/kg ave. A L-
(**N) treonina foi diluida em &agua destilada dentro de um frasco reagente
graduado e posteriormente conservada. Para se quantificar a dose em ulL/kg de
cada tratamento foram realizados os seguintes calculos (equacfes 1, 2 e 3):
QtdAA1 =D X P X Desp

Equacéo 1
Onde QtdAALl é a quantidade de aminoéacido enriquecido (umol); D € a dose de
aminoacido enriquecido referente a adicdo de aminoacido >N (umol); P é o peso
em Kg do animal; Desp € um percentual de 3% que foi adicionado a mais devido
aos desperdicios pelo animal (dados n&o publicados).

QtdAA2 = (QtdAA1 x 120,11) + 1000

Equacéo 2
Onde QtdAA2 é a quantidade de aminoacido enriquecido (mg); QtdAAl é a
quantidade de aminoécido enriquecido (umol); O valor 120,11 € o peso molecular
da treonina enriquecida (fornecido por Cambridge Isotope Laboratories®); O
valor 1000 é usado como fator de conversédo de microgramas para miligramas.

QtdAA3 = QtdAA2 + C

Equacéo 3
Onde QtdAA3 é a quantidade de aminoacido enriquecido em (mL); QtdAA2 € a
quantidade de aminoacido enriquecido em (mg); C é a concentracdo do
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aminoacido enriquecido (mg/mL). ApGs esse célculo € possivel transformar mL
em pL multiplicando o valor de QtdAA3 por 1000 e determinando assim a dose
em uL/kg.

Com base nos resultados deste ensaio piloto, a dose de L-(**N) treonina
(Cambridge Isotope Laboratories®) escolhida para o experimento foi de 69,6
mmol de L-(*°N) treonina/kg ave, referente ao D5, o qual apresentou um

enriguecimento bastante expressivo nos tecidos estudados.

2.2.  Animais, manejo e racfes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ciéncias Avicolas do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
UNESP — Campus de Jaboticabal/SP. Os procedimentos que estdo descritos
foram aprovados pelo Comité de Etica sob protocolo 9999/14 (CEUA). Foram
utilizados 70 pintos de corte machos com um dia de idade da linhagem Cobb®
500.

As aves foram alojadas individualmente em gaiolas metabdlicas sob
dimensdes 50 x 50 x 50 cm, com comedouros do tipo calha e bebedouros do tipo
nipple. O experimento foi realizado em um galp&o que conta com o sistema de
cortinas para o controle da temperatura ambiente. Ao longo dos galpdes foram
distribuidos termohigrometros para o registro diario de temperatura e umidade.
O programa de luz utilizado durante o periodo experimental foi de 24 horas de
luz. A pesagem e o consumo dos animais foram registrados diariamente. As
excretas foram coletadas e mensuradas diariamente através de uma placa
metalica colocada sob as gaiolas.

A composicdo da racao experimental foi analisada (matéria seca, energia,
proteina, extrato etéreo e cinzas) no Laborat6rio de Andlise de Nutricdo Animal
da FCAV, segundo a metodologia da AOAC (1995) e seu valor isotopico foi
analisado no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Séo
Paulo (CENA/USP) em Piracicaba/SP. A dieta foi formulada de acordo com as
recomendacdes de Rostagno et al. (2011) para frangos de corte machos de
desempenho superior (tabela 1).

Durante o periodo de enriquecimento da dieta, a quantidade de ragéo

fornecida diariamente foi controlada para garantir que nao houvessem
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desperdicios e mensurada por meio do manejo denominado pair-feeding (Sartori
et al., 2003). Para isso, o consumo médio de dez aves alimentadas ad libitum foi
mensurado para determinar a quantidade de racdo que seria fornecida para as

aves em experimento no dia seguinte.

2.3. Enriquecimento da dieta e coletas de amostras

O experimento compreendeu 12 dias, sendo que apenas nos cinco
primeiros dias houve o enriguecimento da dieta com L-(*°N) treonina (4 a 9 dias).
Antes do enriguecimento da dieta experimental, as aves eram pesadas para que
fosse calculado o volume do composto enriquecido diluido para cada ave. A
guantidade calculada foi adicionada a racdo em varios pontos utilizando
micropipetas de volume variavel (10 a 100 pL e 100 a 1000 uL) e misturada
posteriormente com uma colher pléstica.

As coletas de amostras ocorreram durante 9 aos 16 dias, as 0, 6, 12, 24,
48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas ap0Os o0 encerramento do enriquecimento da
dieta. O encerramento do enriquecimento da dieta ocorreu nos abates
posteriores ao das 120 horas e as aves passaram a ser alimentadas ad libitum.

Para cada amostragem, trés aves foram sacrificadas e entéo coletados os
tecidos de interesse. As amostragens dos tecidos seguiram 0S seguintes
critérios: do figado foi retirado um seguimento lateral do lado direito do 6rgéo; do
musculo peitoral as amostras foram obtidas a partir do terco médio longitudinal
do peitoral maior esquerdo; das visceras foi coletado uma amostra de 10 cm da
parte medial do jejuno e lavada com uma pisseta com agua destilada para a
retirada da digesta; o plasma sanguineo foi coletado por punc¢éo cardiaca; os
rins e o musculo sartério foram retirados de ambos os lados; além da coleta total
de excretas.

Para quantificar o >N do corpo depenado foram realizadas trés coletas
adicionais: uma no inicio (0Oh), meio (72h) e fim (120h) do periodo de
enriqguecimento da dieta, também com trés repeticbes, com a finalidade de se
mensurar a quantidade de *°N total presente no corpo depenado. Para isso, as
aves foram sacrificadas, depenadas, pesadas, congeladas e processadas para

andalise.
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Tabela 1. Composigao nutricional e calculada das ragdes experimentais

Ingredientes (%) Fase inicial (4 a 16 dias)
Milho (7,88%) 57,942
Soja farelo (45%) 35,674
Oleo de soja 2,395
Fosfato bicalcico 1,780
Calcario 0,696
Sal comum 0,428
DL-Metionina (99%) 0,345
L-Lisina HCL (54,6%) 0,434
*Suplemento vitaminico-mineral

(0,25)/0) 0,200
L-Treonina (98,5%) 0,106
Total 100,000
Composicao nutricional calculada Exigéncias nutricionais
Energ. met. (Kcal/Kg) 3010,625
Proteina bruta (%) 21,725
Calcio (%) 0,876
Saodio (%) 0,214
Fésforo disponivel (%) 0,431
Cloro (%) 0,308
Metionina dig. (%) 0,628
Lisina dig. (%) 1,264
Treonina dig. (%) 0,822
Valor isotépico médio (5 1°N, em %o) 1,909

*Ac. Folico 437,50 mg/kg; ac. Pantoténico 6250 mg/kg; biotina 44mg/kg; cobre 6250mg/kg; ferro
31,25 mg/kg; iodo 625 mg/kg; manganés 44g/kg; niacina 18,75 g/kg; selénio 187,5 mg/kg; vit. A
4687500 Ul/kg; vit. B 1250 mg/kg; vit B12 7500 mcg/kg; vit B2 3125 mg/kg; vit B6 1750 mg/kg; vit.
D3 1187500 Ul/kg; vit. E 17500 Ul/kg; vit. K3 940 mg/kg; zinco 40,65 g/kg

2.4. Processamento das amostras

Todas as amostras foram acondicionadas em potes plasticos
devidamente identificados e imediatamente congeladas a -80 °C para posterior
secagem realizada em um liofilizador (Edwards 501, Thermo) por 72 horas a 800
mbar de pressao.

Apos a liofilizacdo, as amostras de peito, figado, jejuno e excretas foram
pré-moidas em um micromoinho (All Basic, IKA). Posteriormente, todas
amostras as amostras foram moidas em moinho criogénico (SPEX SamplePrep

2010 Geno/Grinder 2010) a temperatura em torno de -196°C. A amostra é
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acondicionada em frascos de policarbonato juntamente com esferas magnéticas
e os frascos sdo imergidos em nitrogénio liquido durante alguns minutos. Deste
modo, ha um congelamento da amostra contida no frasco que entdo €
pulverizada pelo impacto entre a amostra e as esferas magnéticas
compreendendo trés a dez minutos para os tecidos e cinco minutos para as
dietas experimentais, resultando em um material homogéneo de finissima

granulometria com aspecto de talco (Licatti, 1997; Ducatti, 2007).

2.5. Andélises isotbpicas

Para a realizacdo das analises isotépicas, cerca de 500 a 1200 pg de
matéria seca da amostra foram pesadas em uma balanca analitica eletronica
(Mettler Toledo XP6) e acondicionadas em cépsulas de estanho. Em seguida, as
amostras foram queimadas em forno de combustédo do analisador elementar
acoplado ao espectrometro de massas (ANCA-SL) obtendo-se os gases de
combustéo (N2, COz2, SOz, H20). Em seguida, os gases foram arrastados por um
fluxo de hélio para as etapas de purificacdo do N2. Essas incluem-se: forno de
reducdo (retencao do excesso de Oz da combustéo e transformacéo de possiveis
NOx em N2); coluna de retencdo de agua (perclorato de magnésio); coluna de
retencé@o de CO:2 (carbosorb); e cromatografo gasoso. As moléculas de N2, assim
purificadas, foram analisadas em um espectrometro de massas de razao
isotopica (ANCA-SL) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), Campus de Piracicaba.

Os resultados de incorporacdo do nitrogénio enriguecido no tecido foram
expressos em notacdo 3'°N, em relacdo ao padrdo nitrogénio atmosférico
(Nzatm), com erro de analise da ordem de 0,2%o. e calculado pela equagéo 4
descrita abaixo:

8'°N (amostra/padrdo) = [(Ramostra/Rpadarso) — 1] X 103
Equacéao 4
Onde &N é o enriquecimento relativo da razdo >N/**N da amostra em relagédo
ao padrdo Nitrogénio Atmosférico (N2atm), em partes per mil (%o), adimensional;
Ramostra e Rpadrdo = razdo isotopica (**N/**N) da amostra e do padréo,

adimensional.
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2.6. Turnover da L-(**N) treonina
Para mensurar a taxa de substituicdo do nitrogénio nos tecidos das aves
foi empregado a funcdo exponencial do tempo do software Origin Pro 8.0,
segundo a equacao 5:
SVN(t) = §°N(f) + [6°N (i) — §°N(f)] x e~k
Equacéo 5
Onde O6'°N(t) é o enriquecimento isotopico relativo no tecido no tempo (t),
expresso em O, adimensional; 6'°N(f) é o enriquecimento isotépico relativo no
tecido no patamar de equilibrio, ou condigao final, expresso em &, adimensional;
0°N(i) € o enriquecimento isotépico relativo no tecido, na condicao inicial,
expresso em ©, adimensional; t é o tempo (em dias) a partir do final da ingestéo
do aminoacido enriquecido; k € a constante de troca (turnover) em unidades de
tempo em dias™.
A equacao 6 determina o tempo em fungéo da troca de nutrientes (Ducatti,
2007a):
t=(-1+k)In(1-F)
Equacéo 6
Onde t € o tempo expresso em dias; k & a constante de troca (turnover) em
unidades de tempo em dias™; F representa a fracdo de atébmos trocados. Quando
F=0,5 o valor de t representara o tempo de meia-vida e quando F=0,99 resulta
no valor de t no tempo em que 99% do *°N foi substituido.
A determinacao da porcentagem de troca total de atomos trocados (F) foi
determinada pela equacao 7:
F=1—e*
Equacéo 7
Sendo que F é a fracdo de atomos trocados; k representa a é a constante de
troca (turnover) em unidades de tempo em dias™; t é o valor do tempo do periodo

experimental expresso em dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As figuras 1 e 2 ilustram as curvas de turnover da L-(**N) treonina do peito,
sartorio, rins e figado; e das excretas, jejuno e plasma em frangos de corte no

periodo de 9 a 16 dias. Este declinio no inicio do periodo se deve ao
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encerramento do consumo da dieta enriquecida e também a incorporagéo de N

(crescimento tecidual) que resulta em uma maior diluicdo do **N (Zuanon, 2003).

O espacamento do tempo de coletas das amostras foi de um dia com
excegao das trés primeiras coletas (0, 6 e 12 horas) que foram concentradas
inicialmente devido ao declinio mais acentuado na curva de incorporagado
isotopica logo apos o encerramento da ingestdo do composto enriquecido, como
pode ser observado nas figuras 1 e 2 (Riedijk et al., 2007; Hobson e Clark, 19923,
1992b; Muramatsu et al., 1987).
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Figura 1. Incorporagédo da L-(**N) treonina do peito, sartério, rins e figado de frangos de corte no periodo de 9 a 16 dias de idade
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Figura 2. Incorporagédo da L-(**N) treonina das excretas, jejuno e plasma de frangos de corte no periodo de 9 a 16 dias de idade
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As porcentagens de atomos trocados ao final do periodo (F), as
constantes de troca isotopica (k) e os tempos para 50% e 99% de troca estdo

representados na tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de atomos trocados, coeficientes de troca isotopicas e trocas

de 50% e 99% de diferentes tecidos de frangos de corte no periodo de 9 a 16 dias

Tecidos k F (%) Troca 50% (horas) Troca 99%
(horas)

Peito 0,2425 82 68,6 4557
Figado 0,2767 86 60,2 399,6
Sartorio 0,3569 92 46,6 309,8
Rins 0,4228 95 39,4 261,3
Jejuno 0,4241 95 39,1 260,6
Plasma 0,5899 98 28,1 187,4
Excretas 0,8045 100 20,6 137,5

As equacdes exponenciais corroboram com o0 modelo proposto por
Ducatti et al. (2002) e com Zuanon et al. (2006) que afirmam que o modelo

também pode ser aplicado para animais em crescimento.

Os tecidos apresentam valores diferentes para 0s parametros de
constante de troca (k) e trocas de 50% e 90% observados na tabela 2 e sugerem

como o tecido participa no metabolismo da L-(**N) treonina.

Os tecidos como musculo peitoral e sartorio direcionam grande parte dos
nutrientes para deposi¢cao proteica e devido a isso, suas constantes de trocas (k
= 0,2425; e 0,3569, respectivamente) sdo menores comparados aos de tecidos
metabalicos. Isso sera refletido em maiores tempos de 50% e 99% de troca (68,6
e 46,6 horas; 455,7 e 309,8 horas, respectivamente), uma vez que a velocidade
de troca é mais baixa que os demais tecidos. As abundancias isotopicas finais
estimadas pelo modelo exponencial também tendem a ser maiores (3°N =

7,232%o para o musculo peitoral; e 3°N = 10,470%o para o musculo sartério) em
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relacdo aos tecidos metabdlicos, pois a retencdo de °N tende a ser mais
duradoura nestes tecidos.

Contudo, apesar de ambos serem tecidos musculares, estes possuem
fungBes peculiares. O musculo do peito foi desenvolvido por selecdes genéticas
com a finalidade de um maior crescimento desse tecido de valor econdmico
(Gonzales & Sartori, 2002) e assim sua deposicdo é notavelmente superior em
relacdo ao musculo sartério. JA o sartério, ha a predominancia de fibras
oxidativas que possuem uma maior concentracdo de mitocOndrias (Warriss,
2000) indicando que sdo musculos atuantes nas movimentagfes das pernas e
nao como um tecido primariamente de deposicdo. As proteinas depositadas nos
tecidos musculares sdo constantemente degradadas e ressintetizadas em para
formacgéo de outras proteinas. Como a treonina € um aminoacido essencial, o
organismo priva a utilizagcédo da treonina como fonte energética que resultaria em

produtos glicogénicos, como piruvato e propionato (Kidd & Kerr, 1996).

O figado participa da maior parte da producao das proteinas plasméticas
e também atua na regulacdo e transporte da maioria dos metabdlitos,
particularmente glicose e aminoacidos, para outros tecidos através do sangue
(Lana et al.,, 2000; Zuanon, 2003). O &cido urico é sintetizado
predominantemente no figado como mecanismo de excrecdo nitrogenada
(Cappitelli & Costa, 2013) e portanto, o *°N incorporado ao figado néo é utilizado
necessariamente para a deposicao proteica. Apesar da sua alta taxa metabdlica,
o figado apresentou um tempo de meia-vida de 60,2 horas. Stradiotti (2013)
utilizando a L-(*3C1) metionina, determina um tempo de meia-vida maior do
figado em relacéo aos outros tecidos coletados para frangos de corte no periodo
de 1 a 7 dias de idade.

Durante os primeiros 7 a 10 dias, o intestino de frangos de corte ainda se
encontra em desenvolvimento e grandes alteracées morfologicas e fisioldgicas
como proliferagao, diferenciagcdo e maturagao celular ocorrem na estrutura da
mucosa do intestino delgado (Maiorka et al., 2002; Dibner & Richards, 2004). O
jejuno apresentou alto turnover (k = 0,4241; meia-vida = 39,1 horas) em relagc&o
aos outros tecidos corrobando com os resultados de Stradiotti (2013), apesar de

ter sido utilizado a L-(**C1) metionina. Estes resultados sugerem que ha um
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grande direcionamento de aminoacidos para o desenvolvimento deste tecido

neste periodo.

Os rins possuem a funcéo primaria de eliminar os residuos e 0 excesso
de 4gua e solutos do organismo, atraves da filtracdo sanguinea (Whittow, 1999).
Considerando a treonina, o nitrogénio proveniente da L-(*°N) treonina pode ser
metabolizado e excretado na forma de &cido urico, sendo que 80 a 90% é
secretado de forma ativa nos tubulos contornados proximais (Kidd & Kerr, 1996;
Cappitelli & Costa, 2013). Deste modo, parte do '°N incorporado aos rins é
desviado para a excrecdo de produtos nitrogenados, além da deposicédo
proteica. Apesar de funcdo bem distinta do jejuno, os resultados de ambos séo

bastante semelhantes (k = 0,4228; meia-vida = 39,4 horas).

O sangue que recebe os nutrientes absorvidos pelo intestino, se torna
responsavel pela distribuicdo dos nutrientes para o restante do corpo (Macari &
Luguetti, 2002) sendo que o nitrogénio da L-(*°N) treonina ingerida pode estar
ligada ou ndo atreonina. Devido a sua fungdo, ha uma intensa troca de nutrientes
(k = 0,5899; meia-vida = 28,1 horas) seja para o direcionamento a um tecido ou
para transporte de nutrientes para os tecidos ou entdo para a excrecdo de
metabdlitos. Esta demanda deve ser ainda maior na fase inicial, periodo em que
h& uma alta demanda por aminoéacidos para o desenvolvimento corporal. Hobson
& Clark (1992) ressaltam que o plasma sanguineo possui elevada taxa de troca

e gue responde rapidamente as alteracdes nutricionais.

Resumidamente, os tecidos mais ativamente metabdlicos, exemplificados
pelo plasma, jejuno e rins, apresentam altos valores de k, pois séo tecidos que
possuem alto metabolismo e direcionam o °N a outros tecidos e isso se reflete
em um menor tempo de troca isotdpica em relacdo aos tecidos de deposicéo.
Devido a esse direcionamento e menor retencdo de °N, suas abundancias
isotépicas no final do periodo (3,550%o; 5,218%o; € 6,832%0, em 5*°N) tendem a

ser menor em relacdo a tecidos de deposigéao.

A abundancia isotopica final das excretas (0'°N=1,664%.) e a assintota
inferior atingida sugerem que com aproximadamente 3 dias a maior parte da L-
(**N) treonina ja foi excretada e o restante se encontra depositada principalmente

nos tecidos de deposicdo. A troca isotopica de 99% para as excretas foi de 5,73
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dias. Além do mais, a sua abundancia isot6pica inicial de 16,115%. em &'°N foi
a menor de todos os tecidos, o que é esperado, pois a maior parte da L-(*°N)
treonina é direcionada para diferentes tecidos antes de ser excretada. Os dados
corroboram com Kock et al. (1994) que afirmam que hd um enriquecimento
tecidual de 2 a 5%o aproximadamente para 5'°N devido a elevacdo do nivel

tréfico.

Durante a fase inicial, a taxa de sintese proteica excede a de degradacao,
resultando em um rapido desenvolvimento corporal e ganho de peso para
frangos de corte (Zuidhoft, 2005).

4. CONCLUSAO

O turnover da L-(**N) treonina varia conforme o tecido principalmente de
acordo com sua funcdo, sendo que héa tecidos que predominam a deposicéao,
como o musculo peitoral e sartério; e outros que atuam ativamente no

metabolismo da L-(*°N) treonina como plasma, rins e jejuno.
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