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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o quarto produtor e o quarto maior exportador de carne suina
do mundo, produzindo 3,227 milhdes de toneladas no ano 2011, das quais 18% foram
exportadas (ABIPECS, 2012). Com o aumento de exportagdes, o Brasil teria condi¢des de se
tornar o maior exportagdo de carne suina, situacdo que ja ocorreu com as carnes bovinas e de
frango.

O mercado importador tem se mostrado cada vez mais exigente em relacdo a
rastreabilidade de subprodutos de origem animal na alimentacdo de frangos e suinos, dessa
forma, a técnica dos isOtopos estdveis apresenta potencial aplicagdo pratica para detecgdo
destes subprodutos por meio da andlise dos tecidos animais (CARRIJO et al. 2006;
GOTTMANN 2007; OLIVEIRA et al. 2010).

Para o desenvolvimento da linha de pesquisa sobre rastreabilidade de subprodutos de
origem animal na alimentacdo de suinos e aves, Oliveira (2005) evidenciou a necessidade de
realizag¢do de estudos que contribuam para o conhecimento da assimilagdo isotdpica do carbono
em diferentes tecidos.

Os constituintes corporais encontram-se em estado dinamico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propositos. Esse processo ¢ geralmente
chamado de turnover. Todas as substancias do corpo sejam elas organica ou inorganica, estdo
sujeitas ao turnover (HETENYT et al. 1983). As taxas de turnover podem variar entre as
diferentes espécies, tecidos, e sdo influenciadas pelo estado fisioldgico do animal (KENNEDY
& KROUSE, 1990), dessa forma, a taxa de incorporagdo do carbono da dieta no tecido pode
sofrer influéncia do crescimento em animais jovens.

A maioria dos estudos para determinagdo de taxas de turnover isotopico tém utilizado
animais adultos, provavelmente a fim de evitar erros de interpretacdes causadas pelo fator

crescimento. Zuanon et al. (2006), avaliando o turnover do carbono muscular de Tilapias do



Nilo em crescimento, verificaram que o modelo matematico proposto por Ducatti et al. (2002)
também se mostra adequado para animais em crescimento € concluiram que, neste caso, o
acréscimo de massa tecidual € o principal fator na velocidade de diluigdo isotdpica do carbono
tecidual (turnover isotdpico) em relacdo ao turnover metabolico, além disso, sugerem que uma
maneira para avaliar a atividade metabolica tecidual pode ser por comparagdo dos valores de
meia-vida (T= In2/k) do carbono entre diferentes tecidos da mesma espécie ou o mesmo tecido
entre diferentes espécies.

Segundo Gannes et al. (1998), dietas com assinaturas isotdpicas distintas podem ser
utilizadas para mensurar o turnover de componentes corporais e 6rgios de animais. Apos a
mudanga da dieta, a alteragdo da composi¢do isotdpica no tecido depende da velocidade com
que os constituintes da nova dieta serdo incorporados. A escolha do tecido é importante, pois
tecidos que sdo ativos metabolicamente no organismo apresentardo turnover mais rapido, como
o figado, musculo e sangue, e tecidos menos ativos apresentardo taxas menores, como O
colageno e o osso (HOBSON & CLARK, 1992a).

A maioria dos estudos de turnover utilizando as variagdes naturais do 8"°C dos
alimentos se baseou na velocidade de troca do carbono tecidual a partir da ingestdo de
alimentos com assinaturas isotdpicas distintas, portanto, a técnica dos isdtopos estaveis pode
ser util em estudos de fisiologia e nutrigdo animal, uma vez que as taxas de substitui¢do do
carbono tecidual podem ser influenciadas por fatores ambientais, nutricionais e sanitarios
(CARRIJO et al. 2000).

No processo de rastreabilidade busca-se tecidos que possam refletir a dieta antiga com a
finalidade de poder detectar a inclusdo de farinhas de origem animal, mesmo que fornecidas
apenas nas fases iniciais da vida do suino; para isto, necessita-se identificar um tecido de

metabolismo lento que conserve o sinal isotdpico por mais tempo, além disso, busca-se também



um tecido que substitua rapidamente os seus atomos de carbono, de forma que possa indicar a
mudanca da alimentagdo na fase final da producao dos suinos.

Existem poucos dados na literatura sobre trabalhos que avaliaram a taxa de turnover de
tecidos em suinos. O conhecimento do tempo de substitui¢do do carbono nos tecidos em fungao
das fases de crescimento dos suinos € de extrema importancia, visando futuros estudos sobre

rastreabilidade de subprodutos de origem animal.

2. Isétopos Estaveis e Turnover

O termo isétopo vem do grego 130 (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), referindo-se ao
fato de que sdo elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. Os isdtopos sdo
atomos do mesmo elemento quimico, que possuem o mesmo nimero de prétons, mas que
diferem em seu nimero de néutrons, consequentemente, apresentando diferentes massas. Por
possuirem sua camada eletronica igual, ou seja, com o mesmo numero de elétrons, pode-se
dizer que os isétopos sdo elementos que apresentam as mesmas propriedades quimicas e
pequenas diferencas nas propriedades fisicas, que causam fracionamento isotépico permitindo
assim, a utilizagdo como tracadores naturais em pesquisas.

Os diferentes nimeros de massas dos isdtopos possibilitam a sua identificagdo, através
da espectrometria de massas, e sua utilizacdo em estudos geoldgicos, ambientais, ou seja, €
possivel quantificar os diferentes isotopos de um mesmo elemento. Os isdtopos podem ter
nucleos instdveis ou estaveis. Os isotopos de nucleos instaveis, também chamados de
radioisdtopos, sofrem desintegragdo espontanea, por emissdo de particulas nucleares ou
radiag¢do eletromagnética, e geram os isdtopos radiogénicos. Os isdtopos de nucleos estaveis
ndo se desintegram espontaneamente e correspondem a aproximadamente 270 nuclideos. Os

isdtopos ambientais sdo elementos em abundéancia e de ocorréncia natural no nosso planeta,



como o H, C, N, O e S, pois sdo os principais elementos dos ciclos hidroldgico, geologico e
biologico.

Os isétopos do carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N) ocorrem
naturalmente na biosfera. Cada elemento apresenta um isotopo estavel leve dominante:
carbono-12 (**C), hidrogénio-1 (‘H), oxigénio-16 (‘°0) e nitrogénio-14 (**N) ¢ um ou dois
isétopos estaveis pesados: carbono-13 (°C), hidrogénio-2 (*H), oxigénio-17 (*’0), oxigénio-18
(**0) e nitrogénio-15 (°N), com abundancia ou concentragdo natural expressa em atomos %
(DUCATTI, 2004). No caso dos is6topos estiveis de carbono (°C e °C), as abundancias
naturais sdo de 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (KENNEDY & KROUSE, 1990).

Em func¢fo desta diferenga na abundancia natural dos isétopos estaveis do carbono, a
mensuracdo da relagdo entre eles na maioria das amostras gera valores muito pequenos. Para
converter esta relacdo a uma magnitude mensuravel, os valores do carbono-13 s@o expressos na
terminologia dos isdtopos estiveis em delta per mil da razdo isotopica “C/**C (8"°C) do
produto, em relagdo a um padrdo internacional definido, Peedee Belemnite (PDB), com erro de
analise da ordem de 0,2%o0. Segundo Friedman & O’neill (1977) citados por Ducatti et al.
(1979), o padrao PDB ¢ aceito universalmente na comparag@o das composi¢des isotopicas do
carbono. Trata-se do fossil carbonatado sélido da era cretacea, denominado Belemnitela
americana, da formagdo PeeDee da Carolina do Sul, Estados Unidos, o qual foi empregado
inicialmente como padrdo por Craig (1957).

A medida da relag@o entre isotopos estaveis ¢ realizada por espectrometria de massas,
que detecta a concentragdo dos diferentes isotopos do elemento. O enriquecimento isotdpico
relativo & obtido pela expressdo & i (amostra, padrdo) = [(R amostra / R padrdo) —1] x 10°.

A simbologia da expressdo indica que (i) refere-se ao isotopo pesado do elemento
quimico em consideragdo; (R) refere-se a razdo entre o isétopo pesado e o leve, tanto para a

amostra quanto para seu padrdo internacional. A terminologia & reflete o enriquecimento



relativo da razdo isotopica da amostra, comparativamente a razdo isotopica do padrdo
internacional, e € utilizada na analise de mensuracdo das variagdes isotopicas naturais.

A fonte primdria do carbono para as plantas terrestres € o gas carbonico atmosférico, o
qual possui valor de 8 °C de aproximadamente -7,7% (KENNEDY & KROUSE, 1990). De
acordo com seu ciclo fotossintético, as plantas podem ser classificadas, na sua maioria, em dois
grupos principais: plantas C; e C4, onde o primeiro composto organico a ser sintetizado ¢ um
acido carboxilico, com trés e quatro atomos de carbono, respectivamente. As plantas C; e Cy4
possuem assinaturas isotopicas distintas (">C/'*C), devido ao fracionamento que ocorre durante
a fixacdo fotossintética do carbono (SMITH & EPSTEIN, 1971; O’ LEARY 1981; KENNEDY
& KROUSE, 1990; VOGEL, 1993; DUCATTI, 2004).

Durante a assimilag@o fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético Cs fixam o CO,
atmosférico através do ciclo de Calvin-Benson e apresentam valores & °C entre -22 e -34%o. As
plantas C4 fixam o CO; através do ciclo de Hatch-Sack e apresentam valores entre -9 e -16%o.
O sinal negativo indica que as plantas apresentam menor concentragio de °C que o padrio
internacional.

Essa diferenca natural na razdo isotdpica de carbono entre espécies de plantas torna
possivel utiliza-las como tragadores em animais, sem a necessidade de sintetizar compostos
especificamente marcados, além de evitar problemas de satide humana e seguranga ambiental
associado ao uso de isétopos radioativos (JONES et al. 1979; TIESZEN et al. 1983; TYRRELL
etal. 1984; BOUTTON et al. 1988; METGES et al. 1990).

Segundo DeNiro & Epstein (1978) a integragdo da composi¢do isotdpica do carbono
incorporado no corpo do animal e o que foi perdido na respira¢do e excrecdo deve ser igual a
composi¢do isotopica de carbono da dieta. Esta afirma¢do tornou-se a base da maioria dos

pressupostos dos experimentos que utilizam os iso6topos estaveis do carbono.



Estas investigacdes t€ém demonstrado que as composi¢des isotdpicas dos tecidos de
animais geralmente assemelham-se as suas dietas (MINSON & LUDLOW, 1975; DENIRO &
EPSTEIN, 1976, 1978; HOBSON & CLARK, 1992a, 1992b) e esses tracadores vém sendo
utilizados com eficacia em estudos com aves de postura (CARRIJO et al. 2000; DENADALI et
al. 2006), frangos de corte (CRUZ et al. 2012; CARRIJO et al. 2006), codornas de corte
(MORI et al. 2007), peixes (ZUANON et al. 2007), ovinos (SILVA , 2003) e outras espécies
animais.

Os alimentos sdo a principal fonte de carbono e nitrogénio nos consumidores, assim
suas composi¢des isotdpicas sdo essencialmente determinadas por aquelas presentes nas suas
dietas (PETERSON & FRY 1987, KELLY 2000). Desta forma, para interpretar a composi¢ao
isotopica em tecidos animais € necessario entender o papel de trés fontes principais de variagio
isotdpica: a composi¢cdo isotdpica da dieta; os fracionamentos entre a dieta e os tecidos do
consumidor; e o tempo que o valor isotdpico das fontes demora em se refletir nos tecidos do
consumidor (taxa de reposi¢do ou turnover) (NEWSOME et al. 2010).

Apds a mudanga da dieta, a alteragdo da composicdo isotdpica no tecido ou corpo
depende da velocidade que os constituintes da nova dieta serdo incorporados. Ducatti et al.
(2002), fundamentados em resultados da literatura, propuseram um modelo tedrico capaz de
expressar os resultados do enriquecimento relativo de carbono (8 *C) em fungio do tempo de
alimentagdo, fornecendo dietas contrastantes em & °C (formuladas com grios de plantas dos
ciclos fotossintéticos C; e C4) a animais adultos.

Partindo do pressuposto que o metabolismo de determinado tecido animal depende da
taxa de entrada de compostos pré-existentes, os autores chegaram a equagdo & “C(t) = & *C(f)
+[8 BC) - 8 PC(h)e™, onde a simbologia empregada significa & *C(t) = enriquecimento
isotdpico do tecido em qualquer tempo (t). Adimensional; 8 *C(f) = enriquecimento isotopico

do tecido no patamar de equilibrio, ou condicdo final. Adimensional; & *C(i) = enriquecimento



isotdpico do tecido, na condicdo inicial. Adimensional; k = constante de troca (turnover) em
unidades de tempo™;
t = tempo (em dias) desde a substitui¢ao da ragao.

O modelo proposto por Ducatti et al. (2002) ¢ adequado para determinar o tempo de
substitui¢do total ou parcial (meia-vida) de carbono nos tecidos em estudos com animais de
pequeno e grande porte.

A taxa de movimentagdo ou reposi¢do ¢ conhecida como turnover. O turnover isotdpico
¢ definido como a mudanga isotopica, devida ao crescimento e ao repasse metabdlico aos
tecidos, associados com a mudanca na dieta. Sua determinagdo ¢é importante para o
entendimento da taxa de renovacdo nos tecidos e servird de base para futuros estudos com
rastreabilidade de produtos de origem animal, autenticagdo de produtos. Nao existe na

literatura referéncias que reportem a taxa de turnover em suinos.

O Capitulo 2 intitulado “TURNOVER DO CARBONO NOS TECIDOS DE SUINOS EM
DIFERENTES FASES DE CRESCIMENTO” encontra-se redigido de acordo com as
normas editoriais da Revista PAB — Pesquisa Agropecudria Brasileira. O presente trabalho teve
por objetivo avaliar o turnover do sangue, pancreas e tibia de suinos em diferentes fases de
crescimento através da analise dos is6topos estaveis de carbono ('*C/"*C) por espectrometria de

massas.

O Capitulo 3 intitulado “UTILIZACAO DA TECNICA DOS ISOTOPOS ESTAVEIS
PARA DETERMINAR O TURNOVER DO CARBONO NOS MUSCULOS DE SUINOS ~
encontra-se redigido de acordo com as normas editoriais da Revista PAB — Pesquisa
Agropecudria Brasileira. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a taxa de turnover de
musculos de suinos em diferentes fases de crescimento através da andlise dos isdtopos estaveis

de carbono (*C/"*C) por espectrometria de massas.
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Turnover do carbono nos tecidos de suinos em diferentes fases de crescimento

Resumo- Este trabalho objetivou determinar o turnover do carbono no sangue, pancreas e tibia
de suinos em diferentes periodos de crescimento, utilizando a técnica de isotopos estaveis.
Foram utilizados 132 machos castrados e fémeos, distribuidos ao acaso em quatros tratamentos
que consistiam da substitui¢do da dieta a base de milho (planta de ciclo fotossintético C4) por
dieta a base de arroz (plantas do ciclo fotossintético C;) em dias distintos: 21; 42; 63; 110 dias
de idade, respectivamente para os tratamentos 1, 2, 3 e 4. Para mensurar o turnover do carbono
(diluigdo isotdpica) nos tecidos em determinado intervalo de tempo, foram utilizados o modelo
de equagdes de fungdo exponencial do tempo ou modelo sigmoidal de regressdo de Boltzmann.
Os valores de meias-vidas foram: 15,9; 19,0 e 16,8 dias para o sangue; 14,1; 9,68 ¢ 10,4 dias
para o pancreas; 14,3; 8,0 e 15,1 dias para tibia com medula nos tratamentos com substitui¢ao
aos 21, 42 e 63 de idade respectivamente. O pancreas de acordo com valores de meia vida
apresentou um rapido turnover, o sangue e a tibia com medula apresentaram maiores valores de

meia vida.

Termos para indexacao: isdtopos estaveis; delta de carbono 13; diluigdo isotdpica.
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Turnover of carbon in swine tissues in different growth phases

Abstract - This study aimed to determine the turnover of carbon in the blood, tibia and
pancreas of pigs at different growth periods, using the technique of stable isotopes. We used
132 barrows and females were randomly assigned into four groups consisting of replacing the
corn-based diet (plant C4 photosynthetic cycle) by diet of rice (C3 photosynthetic cycle plants)
on different days: 21; 42, 63; 110 days of age, respectively for treatments 1, 2, 3 and 4. To
measure the turnover of carbon (isotope dilution) in tissues given time interval, we used the
model equations exponential function of time or template Boltzmann sigmoidal regression.
Values of half-lives were 15.9, 19.0 and 16.8 days for the blood; 14.1, 9.68 and 10.4 days for
the pancreas, 14.3, 8.0 and 15, one day to the tibia with bone replacement treatments at 21, 42
and 63 of age respectively. The pancreas according to half-life values showed a rapid turnover,

blood and tibia with bone showed higher half-life.

Index terms: stable isotopes; of carbon delta 13; isotope dilution.
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Introducéo

Os 1isOtopos estaveis inicialmente foram utilizados em estudos geologicos e
arqueologicos servindo como técnica para a reconstrugdo de dieta prévia de animais (Van der
Merve, 1982; De Niro, 1987). Ultimamente sua utilizagdo vem crescendo em pesquisas
agricola, ecoldgicas e fisiologicas (Gannes et al., 1998), mostrando-se como uma alternativa
promissora para estudos de processos relacionados a digestdo, absorcdo e metabolismo de
nutrientes em humanos e animais e em estudos para identificar a procedéncia e qualidade de
produtos de origem animal e vegetal.

A técnica dos isOtopos estdveis apresenta potencial de aplicagdo pratica para a
rastreabilidade de subprodutos de origem animal na alimentacdo de frangos de corte, postura,
por meio da andlise de seus tecidos (Carrijo et al., 2006; Gottmann , 2007; Oliveira et al.,
2010). Entretanto, para o desenvolvimento dessa linha de pesquisa, ha a necessidade de
realizag¢do de estudos que contribuam para o conhecimento da assimilagdo isotopica da matéria
organica nos tecidos dos animais (turnover). Através do conhecimento da taxa de turnover,
pode-se revelar o periodo necessario no qual cada espécie assimila os nutrientes da nova dieta
nos tecidos.

No processo de rastreabilidade busca-se um tecido que possa refletir a dieta antiga com
a finalidade de poder detectar a inclusdo de farinhas de origem animal, mesmo que estas sejam
dadas apenas nas fases iniciais da vida dos suinos e para isto, necessita-se encontrar um tecido
de metabolismo lento que conserve o sinal isotopico por mais tempo. Além disso, busca-se
também um tecido que substitua rapidamente os seus carbonos, de forma que possa indicar a
mudanga da alimentagdo apenas na fase final da produgo dos suinos. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a taxa de turnover do sangue, pancreas e tibia dos suinos em diferentes fases

de crescimento.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), area de Suinocultura, Botucatu, SP, Brasil, durante o periodo
de 9 de abril a 5 de setembro de 2011. A realizagdo do experimento estd de acordo com os
principios éticos da experimentacdo animal sendo aprovado pela cadmara de dtica em
experimentacdo animal da FMVZ sob protocolo n® 14/2010-CEEA.

Foram utilizados 132 animais de linhagem comercial, machos castrados e fémeas
desmamados com média de 21 dias de idade e peso inicial de 6,87 + 0,65 kg. Os animais foram
alojados em salas de creche contendo baias metélicas suspensas com piso ripado equipadas com
bebedouros tipo chupeta, comedouros e campanula para aquecimento. Quando alcangaram em
média 63 dias de idades, os animais foram transferidos para a unidade de recria e terminagao e
confinados em baias com piso parcialmente ripado contendo comedouros automéaticos e
bebedouros do tipo chupeta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, consistindo de quatro
tratamentos com a substitui¢do das dietas em dias distintos.

Os tratamentos experimentais consistiram da substituicdo do milho (plantas do ciclo
fotossintético C,) pelo arroz (plantas do ciclo fotossintético Cs;) em dias distintos. Sendo T1:
substituicdo da dicta aos 21 dias de idades; T2: substituicdo da dieta aos 42 dias de idades; T3:
substituicdo da dieta aos 63 dias de idades; T4: substitui¢dao da dieta aos 110 dias de idade.

Antes da substituicdo das dietas, os animais receberam ragdo predominantemente
composta por graos de plantas do ciclo fotossintético Cy4, possuindo valor isotdpico de carbono-
13 semelhante ao das ragdes fornecidas as matrizes que deram origem aos animais
experimentais. A partir do dia da substituicdo, os animais passaram a receber dieta composta
por graos de plantas do ciclo fotossintético Cs;, com valor isotopico distinto das dietas que

vinham consumindo.
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Adotou-se o programa de alimentacdo por fases na creche, sendo ragdo pré-inicial dos
21 a 42 dias de idade, ragdo inicial dos 42 aos 63 dias de idade, racdo de recria dos 63 a 110
dias de idade e ragdo de terminacdo dos 110 aos 175 dias de idade. A descri¢ao dos tratamentos

experimentais e dias de coletas de sangue e tecidos estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢do dos tratamentos (T) e dias de coletas do sangue e tecidos de suinos.

Idade de Period Dia de coleta das Dia de coleta das
o eriodo A
substitui¢do avaliado amostras de sangue amostras do pancreas e
das . 2 (apos a troca da tecido 0sseo apos a
R (dias) i e
dietas (T) dicta) substitui¢do

1;2;3;4;5;6; 8; 1;3;6;13; 18; 25; 35;
11; 15;20; 27; 37 45; 60; 80; 100; 129

1;2;3;4;5;6; 8; 1;3;6;13; 18; 25; 35;
11; 15; 20; 27; 37 45; 60; 80; 100; 108

21 dias 21 a 150

42 dias 42 a 150

) 1;2;3;4;5;6;8; 1;3;6;13; 18; 25; 35;
63dias 632130 )15 00,2737 45; 60; 80; 87
1;2;3;4;5;6; 8; 1;3;6;13; 18; 25; 35;

HOdias 1102175 1 5000,27,37 >0; 65

'Substitui¢do do milho pelo arroz das dietas
? Dias ap6s a substitui¢io do milho pelo arroz das dietas

As ragdes foram formuladas para atenderem as exigéncias nutricionais propostas por

Rostagno et al. (2005) e foram fornecidas a vontade. (Tabela 2).
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A cada dia de coleta, foram tomadas amostras de trés animais. As amostras de sangue
foram coletadas pela veia cava anterior dos animais (+ SmL) e colocado em tubos contendo
14,3 UI de heparina sodica e posteriormente congeladas até a sua preparagdo para as analises
isotopicas.

Os animais foram abatidos apos insensibilizacdo elétrica seguida de sangria.
Imediatamente apds o abate, o abdome dos animais foi aberto ¢ com o auxilio de pingas e
tesoura cirurgica, foram colhidas amostras do pancreas ¢ 0sso. As amostras 0sseas foram
obtidas coletando-se o ter¢o médio longitudinal da tibia direita. Todas as amostras foram
devidamente identificadas e congeladas (-18°C) até a sua preparacdo para as andlises
isotopicas.

As amostras foram descongeladas e secas em estufa de ventilagdo forcada a 50°C, por
um periodo de 48h. Apds a secagem foram desengorduradas com éter etilico em aparelho de
Soxhlet, a temperatura de 65°C, durante 4 horas. Posteriormente, as amostras foram secas em
estufa de ventilag@o forcada a 50°C durante meia hora, para que houvesse evaporagdo do éter.

Todas as amostras foram moidas em moinho criogénico Spex Sample Prep, modelo
Geno/Grinder 2010, a -196°C. Foram utilizadas aproximadamente 2,0 g de amostra colocadas
em frasco de policarbonato juntamente com duas esferas de ago inoxidavel (modelo 440, sem
6leo/graxa), o qual foi devidamente fechado e imerso em nitrogénio liquido durante trés
minutos para congelamento das amostras, para posterior moagem.

Cada amostra foi colocada em um tubo diferente, o pancreas e as dietas experimentais
foram moidas por um periodo de 5 minutos e a tibia por 10 minutos, com rotagdo de 920 rpm
em alta frequéncia, para obtencdo de material homogéneo, com aspecto microscopico.

As amostras de sangue foram liofilizadas em aparelho Micromodulyo-115
(Edwardsvacuun®). Primeiramente as amostras foram congeladas em freezer -80°C, por 15

minutos, posteriormente foram acomodadas nas bandejas do equipamento, apds a
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acomodacdo foi efetuado o inicio da descompressao por 15 minutos. A duragdo do processo
de liofilizagdo foi de 24 horas e as amostras foram secas a4 vacuo a -55°C e pressdo de em
torno 30 uHg.

Para a realizagdo das analises isotdpicas, o material moido e o sangue liofilizado foram
colocados em cépsulas de estanho e pesados (50-70 pg) em balanga analitica de alta
sensibilidade, com precisdo de seis casas decimais. Apds a pesagem as capsulas foram
introduzidas, por meio de um amostrador automatico no analisador elemental, Flash 2000
Organic Elemental Analyzer EA for IRMS no qual, em presen¢a de oxigénio (O,) e dxido de
cobre (CuO), foram queimadas quantitativamente para CO, . Os gases formados foram
separados em coluna cromatografica gasosa e analisado no espectrometro de massa de razdes
isotdpicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS Thermo Scientific, Alemanha) do Centro de
Isétopos Estaveis Ambientais, do Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus de Botucatu.

Os resultados foram expressos em delta per mil da razdo isotdpica em relagdo ao
padrdo internacional Peedee Belemnite (PDB) para o elemento carbono, de acordo com a
Equagio : 8" Camostra, padrio) = [(Ramostra/Rpadiao)] -1 x 10° (1)

Em que, 8"°C = enriquecimento da razdo *C/"*C da amostra em relagdo ao padrdo e R = razio
isotopica (*C/"C) da amostra e do padréo.

No tratamento com substitui¢do do milho pelo arroz aos 21 dias de idades (T1) para
avaliacdo da velocidade de substituicdo do carbono das dietas no sangue dos leitdes, foi
empregado o modelo sigmoidal de regressdo de Boltzmann de acordo com Caldara et al.
(2007) equagdo 4:

8 PC(t) =8 "C(D) +[3 PC(i) - 8 PCB/1 +e ™M) 4)
Onde:
8 13C(i) = enriquecimento relativo inicial no tecido. Adimensional;

8 3C(f) = enriquecimento relativo final no tecido. Adimensional;
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8 13C(t) = enriquecimento relativo no tecido em qualquer tempo. Adimensional;
%y = ponto de inflexdo da sigmoide (meia-vida), em dias;

dx = constante de tempo, em dias;

*=t = tempo em dias

Para avaliar a velocidade de substitui¢do do carbono nos tecidos dos animais apos
determinado intervalo de tempo, foi empregada a funcdo exponencial do tempo expressa pela
Equagdo 2: 8"C(t) = 5"C(f) + [6"*C(1) — §"*C(f)le™ Q)
Em que, 8"°C(t) = enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t); 8"°C(f) =
enriquecimento isotépico do tecido no patamar de equilibrio, ou condi¢do final; 8"°C(i) =
enriquecimento isotdpico do tecido, na condi¢do inicial; k = constante de troca (turnover) em
unidades de tempo™ e t = tempo (em dias) desde a substitui¢io da ra¢io (Ducatti et al. 2002).

A meia-vida do carbono para os tecidos envolvidos nos tratamentos foi calculada pela
Equacao 3:

T=1In2/k 3)
Em que, T = meia-vida, unidade: tempo (dias); In = logaritmo neperiano; k = constante de
turnover, unidade: dia™, sugerindo uma ideia da “velocidade” no processo de troca dos
is0topos estaveis nos tecidos (Ducatti et al. 2002).

Os dados obtidos para a andlise isotopica foram analisados pelo método de equagdes
exponenciais de primeira ordem do software Origin® 6.0 Professional (Microcal Software
Origin, 1999).

Os valores do fracionamento isotopico dos tecidos ao final do periodo experimental

em relacdo a dieta foram calculados de acordo com DeNiro & Epstein (1978) pela equacao

)

A = dtecido — ddieta ®))

Onde: A = fator de fracionamento entre o tecido e a dieta, em parte per mil (%o);
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dtecido = enriquecimento relativo do tecido em questdo, em parte per mil (%o);
ddieta = enriquecimento relativo médio da respectiva dieta, em parte per mil (%o);
Para o calculo do fracionamento, foram utilizados para todos os tratamentos os valores

finais da dieta de terminagao.

Resultados e Discussdo

A mudanga no valor do §"°C dos tecidos ao longo do tempo ocorreu gradativamente
durante o crescimento dos suinos. As Figuras 1, 2 e 3 ilustram o comportamento da dilui¢ao
isotdpica, equacdes exponenciais e valores de meia vida do carbono no sangue, pancreas e
tibia com medula respectivamente. Os valores isotopicos das dietas e tecidos se encontram na
Tabela 3. Os fatores de fracionamento isotdpico calculados para os tecidos em fungdo dos
tratamentos experimentais estdo contidos na Tabela 4. Os valores de meia vida, equacdes
exponenciais para o tratamento com substitui¢do aos 110 dias nao foram ilustrados porque
estes ndo atingiram o patamar de equilibrio isotopico que foi considerado como substituicao
de 95% dos 4tomos, calculados através da formula t 950, = (-1/k) In(1-F), onde: t = tempo de
troca do carbono , k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™ , F = fracdo de
atomos trocados , em que, F (4tomos trocados) pode variar de zero 0 a 0,9999. O tempo
necessario para que o pancreas, tibia e sangue atingissem o patamar de equilibrio isotdpico

seria de 108, 107 e 42 dias respectivamente.
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Figura 1: Representagdo exponencial do turnover dos isdtopos estaveis do carbono e valores
de meias-vidas em dias do sangue. a) substitui¢do aos 21 dias, b) substituicdo aos 42 dias, c)
substitui¢do aos 63 dias, d) substitui¢do aos 110 dias.

A taxa de turnover para o sangue variou com os tratamentos, os valores de meia vida
do carbono no sangue dos animais foram 15,9; 19,0 e 16,8 dias para os tratamentos com
substitui¢do aos 21, 42 ¢ 63 dias de idade.

Logo apds o desmame os animais passam por muitos fatores estressantes como: troca
de ambiente, mistura de lotes, separacdo da mae, troca de dieta e permanecem por longos
periodos sem se alimentar (até 72 horas), o que justifica nos primeiros 5 dias a conservagao
do valor isotdpico da dieta que haviam consumido.

A taxa de turnover ¢ importante para determinar como a assinatura isotopica da dieta

de um animal € incorporada em seus tecidos, pois observaram que o plasma sanguineo
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fornece informagdes de curto prazo (cerca de 1-4 dias), enquanto o sangue total fornece
informacdes intermediarias (cerca de 8- 12 dias) porque suas células tém maior longevidade
do que os constituintes do plasma, tendo um ritmo mais lento na taxa de turnover. (Pearson et
al. 2003)

Estudo realizado por Ayliffe et al. (2004), possibilitou avaliar a taxa de “turnover” do
8'°C do sangue e pélo de cavalos, com dieta inicial a partir de plantas do tipo fotossintético
Cs, que posteriormente foi substituida por uma dieta com plantas do tipo C4 ,0s resultados
indicaram a troca total do sinal isotopico do sangue de 53 dias e um tempo de 120 dias para a
troca total do sinal isotdpico no pélo. O tempo de turnover depende do tecido e da espécie

animal avaliada, pois, cada espécie tem uma taxa de turnover distinta.
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Figura 2: Representagdo exponencial do turnover dos isdtopos estaveis do carbono e valores
de meias-vidas em dias do pancreas. a) substituicdo aos 21 dias, b) substituicao aos 42 dias, c)
substitui¢do aos 63dias, d) substitui¢do aos 110 dias.

O pancreas dos animais com substitui¢do da dieta aos 21 dias de idade apresentou
valor de meia vida de 14,1 dias, superior aos tratamentos com substituicdo aos 42 dias de
idades e 63 dias de idade, que apresentaram meia vida de 9,68 e 10,4 dias. Provavelmente
essa maior taxa de turnover no tratamento com substitui¢do aos 21 dias de idade em relacao
aos tratamentos com substitui¢do aos 42 e 63 dias de idades se deve a imaturidade fisioldgica
do sistema digestorio dos animais.

Nos leitdes, a funcdo pancreatica aumenta na terceira semana de idade, porém ainda
ndo ¢ satisfatoria para uma eficiente digestdo. Segundo Mahan & Newton (1993) e Bertol
(1997), o desenvolvimento adequado da capacidade de producdo e ativagdo das enzimas

digestivas ocorre entre seis e oito semanas de idade nos suinos.

1
140
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De acordo com Reeds (1989), a idade do individuo primariamente afeta a por¢do de
turnover protéico diretamente relacionado ao crescimento. Embora diferentes tecidos cresgam
a taxas muito semelhantes, existem diferencas inerentes na taxa da sintese e degradacdo
protéica entre tecidos. Em trabalho realizado com suinos, Caldara et al. (2008) encontrou
valores de meia vida do pancreas (T=10,2 dias) parecidos com o valor encontrado nesse
experimento para o tratamento com substituicdo aos 42 e 63 dias de idade. A literatura
consultada apresenta poucos dados relacionados com taxa de turnover em suinos,

notadamente em estudos relacionados ao pancreas.
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Figura 3: Representagdo exponencial do turnover dos isotopos estaveis do carbono e
valores de meias-vidas em dias da tibia com medula. a) substituicdo aos 21 dias, b)
substitui¢do aos 42 dias, c) substituicdo aos 63 dias, d) substituicdo aos 110 dias.



28

Os valores de meia vida do carbono encontrados na tibia com medula foram 14,4;
8,05; 15,1 para os tratamentos com substituicdo aos 21, 42, 63 dias de idade,
respectivamente.

Os valores de meia vida do carbono para o pancreas e tibia foram maiores nos animais
logo apds o desmame (substituicdo aos 21 dias- T21) e reflete a menor taxa de crescimento,
resultante do estresse, que ocorre principalmente nas duas primeiras semanas pos-desmame.
Quando a substituicdo das dietas ocorreu aos 42 dias de idade (T42) devido ao fato de ter
havido regularizagdo da ingestdo de alimento pelos leitdes desmamados e ao
consequentemente ao rapido crescimento dos animais, os valores de meia vida do carbono
foram menores para o pancreas e tibia foram menores. Nos animais com substituicdo com
110 dias podemos perceber que o tempo experimental ndo foi suficiente para que atingisse o
equilibrio isotdpico.

O répido turnover observado na tibia tem relacdo direta com o crescimento dsseo e
provavelmente devido ao processamento das amostras terem sido realizados com o
conteudo medular. O crescimento apresenta caracteristicas alométricas, ou seja, cada tecido
possui velocidade diferente de crescimento.

Em suinos a fase de aceleragdo do crescimento vai até aproximadamente o animal
atingir 50 kg de peso vivo. De 50 a 80 kg a taxa de crescimento torna-se linear. De 80 a 130
kg comeca a fase de desaceleracgéo.

O osso apresenta funcdo de sustentac@o, protecdo aos 6rgidos e metabolismo mineral,
portanto € um tecido metabolicamente ativo e multifuncional, sendo constantemente

formado, removido (reabsorvido) e sintetizado ao longo da vida por processo de turnover.
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O primeiro tecido a ser depositado ¢ o tecido nervoso, na sequéncia vém o tecido
0sseo, o muscular e por ultimo o tecido adiposo. Portanto no inicio da fase de vida dos
animais o crescimento 6sseo estd acelerado desta forma a taxa de turnover foi mais rapida
nos tratamentos com substituicdo aos 42 dias de idades.

Segundo Mituo (2008) avaliando taxas de turnover em frangos de corte em diferentes
fases de crescimento a tibia foi o tecido que apresentou turnover mais lento, porém durante
o processamento das amostras o conteido medular foi retirado diferindo dos resultados

encontrados nesse experimento em que a tibia apresentou rapido turnover.

Tabela 3: Valores isotopicos finais (8'°C ) das dietas e tecidos analisados de suinos.

Idade de
substitui¢do da dietas sangue pancreas tibia
dieta (T)
21 -28,50+0,91 -25,97+0,20 -26,45+0,09 -24,22+0,02
42 -28,50+0,34 -26,90+0,75 -25,91+0,50 -24,03+0,36
63 -28,50+0,20 -25,85+0,78 -26,09+0,75 -24,02+0,29

Tabela 4: Fator de fracionamento isotopico (A) entre tecido ¢ dieta dos suinos submetidos a
diferentes dietas experimentais

APC
Idade de
substitui¢do da sangue pancreas tibia
dieta (T)
21 2,53 2,05 4,28
42 1,60 2,59 4,47
63 2,63 241 4,48

O pancreas apresentou menor variacdo nos fracionamento isotopico
provavelmente indicando estabilizagdo do sinal isotdpico, portanto troca completa dos
carbonos, este fato pode ser consequéncia da alta atividade metabdlica deste tecido em todas

as fases de vida.
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O fracionamento do carbono entre a dieta e os tecidos é, geralmente, considerado em
aproximadamente 0,5-1%o0 (DENIRO & EPSTEIN 1978). Porém, depende do contetido de
carboidratos, lipideos ou proteinas do tecido analisado. Assim, o fracionamento varia de
acordo com a proporc¢do destes trés componentes no tecido analisado. Tecidos moles como
musculo, figado e pele sdo enriquecidos em & °C em 1-2%o em relagdo ao valor médio dos
tecidos da dieta, enquanto o colageno dos tecidos dsseos em geral possui valores de & °C 4-
5%o mais altos do que aqueles encontrados na dieta (KOCH 2007). E importante, portanto,
levar em consideracdo o tecido analisado ao se compararem valores obtidos de diferentes

fontes.

Conclusao

- De acordo com os valores de meia vida dos tecidos podemos concluir que o pancreas
¢ um tecido de rapido turnover.
-O sangue e a tibia com medula de acordo com os valores de meia vida s@o tecidos que

possuem turnover lento.

Referéncias

AYLIFFE, L.K.; CERLING, T.E.; ROBINSON, T.; WEST,A.G.; SPONHEIMER, M
PASSEY, B.H.; HAMMER, J.; ROEDER, B.; DEARING, M.D.; EHLERINGER, J.R.
Turnover of carbon isotopes in tail hair and breath CO, of horses fed an isotopically varied
diet. Oecologia, Amsterdan, v.139, p.11-22, 2004.

BERTOL, T.M. Alimentacdo dos leitdes no aleitamento ¢ creche. In: CURSO DE
SUINOCULTURA, 1997, Concérdia. Anais... Concordia: Embrapa Suinos e Aves, 1997.
p. 93-110.

CALDARA, F. R.; DUCATTI, C.; BERTO, D.A.; DENADAILJ.C.; ANDRADE G. A.; Gioso
M. M. Glutamina e turnover do carbono no tecido adiposo de leitdes. Pesquisa
Agropecuaria. Brasileira. Brasilia, v.42, n.11, p.1601-1607, nov. 2007

CALDARA, F. R.; DUCATTI, C.; BERTO, D.A.; DENADALJ.C.; SILVA,T.; GARCIA,
R.G. Efeito da glutamine sobre o turnover do carbono (5"°C) de musculos e visceras de
leitdes desmamados: glutamina e turnover de carbono tecidual. Acta Scientiarium.
Animal Sciences. V.30, n.3, p.291-297, 2008.



31

CARRIJO, A.S.; PEZZATO, A.C.; DUCATTI, C.; SARTORI, J.R.; TRINCA, L.; SILVA,
E.T. Traceability of Bovine Meat and Bone Meal in Poultry by Stable Isotope Analysis.
Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, v.8, p.37-42, 2006.

DeNIRO, M.J.; EPSTEIN, S. Influence of diet on the distribution of carbon isotopes in
animals. Geochimica et Cosmochimica Acta; v.42, p.495-506, 1978.

DeNIRO, M.J. Stable isotopes and archacology. American Scientist, v.75, p.182-191, 1987.

DUCATTI, C.; CARRIJO, A.S.; PEZZATO, A.C.; MANCERA, P.F.A. Modelo tedrico e
experimental do reciclagem do carbono-13 em tecidos de mamiferos e aves. Scientia
Agricola, v.59, n.1, p.29-33, 2002.

GANNES L.Z, DEL-RIO C.M, KOCH P. Natural abundance variations in stable isotopes and
their potential uses in animal physiological ecology. Comparative Biochemistry and
Physiology 1998; 119A (3): 725-37.

GOTTMANN, R. Influéncia da composic¢éo das ragdes na rastreabilidade de farinhas de
origem animal pela técnica dos isotopos estaveis em frangos de corte. 2007. 39 f.
Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2007.

KENNEDY, B.V.; KROUSE, H.R. Isotope fractionation by plants and animals: implications
for nutrition research. Canadian Journal Physiology and Pharmacology, v.68, p.960-
972, 1990.

KOCH, P.L (2007) Isotopic study of the biology of modern and fossil vertebrates.
In:Michener R, Lajtha K (eds) Stable isotopes in ecology and environmental science. 2nd
edition. Blackwell Publishing, Boston, MA, pp. 99-154.

MAHAN, D.C.; NEWTON, E.A. Evaluation of feed grains with dried skim milk and added
carbohydrate sources on weanling pig performance. Journal of Animal Science,
Champaign, v. 71, n. 12, p. 3376-3382, Dec. 1993.

MICROCAL SOFTWARE INC. Microcal Software Origin® 6.0 Professional. Origin data
analysis and technical graphics. Northampton (MS): Microcal Software Inc.; 1999.

MITUO, M.A.O. Turnover do Carbono-13 nos Tecidos de Frangos de Corte em
diferentes fases de crescimento. Agosto de 2008 p.70, Dissertagdo, Universidade
Estadual Paulista (UNESP).

OLIVEIRA, R. P. de ; DUCATTI, C. ; PEZZATO, A. C.; DENADAI J. C.; CRUZ, V. C. da;
SARTORI, J.R.; CARRIJO, A. S.; CALDARA, F. R. Traceability of poultry offal meal in
broiler feeding using isotopic analysis (5 °C and & "’N) of different tissues. Revista
Brasileira de Ciéncia Avicola / Brazilian Journal of Poultry Science, v. 12, p. 13-20,
2010.

PEARSON, D.F.; LEVEY, D.J.; GREENBERG, C.H, MARTINEZ DEL-RIO, C. Effects of
elemental composition on the icorporation of dietary nitrogen and carbon isotopic
signatures in an omnivorous songbird. Oecologia, v.135, p.516-523, 2003.



32

REEDS, P.J. Regulation of Protein Turnover. In: CAMPION, D.R.; HAUSMANN, G.J;
MARTIN, R.J. Animal growth regulation, cap.9, p.183-184, 1989.

ROSTAGNO H.S, ALBINO L.F.T, DONZELE J.L, GOMES P.C, OLIVEIRA R.F, LOPES
D.C, FERREIRA A.S, BARRETO S.L.T. Tabelas brasileiras para aves e suinos:
composicédo de alimentos e exigéncias nutricionais; 2005; p.186.

VAN DER MERVE, N.J. Carbon isotopes, photosynthesis and archacology. American
Scientist, New Haven, v.70, p.596-606, 1982.



CAPITULO 3

33



34

Utilizacdo da técnica dos isdtopos estaveis para determinar o turnover do
carbono nos musculos de suinos

Resumo - O objetivo deste estudo foi avaliar a taxa de turnover dos musculos psoas
major e masseter de suinos em diferentes fases de crescimento. Foram utilizados 132 machos
castrados e fémeas, desmamados com idade média de 21 dias, distribuidos ao acaso em
quatros tratamentos com substituicdo das dietas C4 por Cs; em dias distintos: 21; 42; 63; 110
dias de idade, respectivamente, para os tratamentos 1, 2, 3 e 4. Para mensurar o turnover do
carbono (diluigdo isotdpica) nos tecidos em determinado intervalo de tempo, foram utilizados
o modelo de equagdes de funcdo exponencial do tempo. Os valores de meias-vidas foram:
19,0; 15,9; 17,5 e 25,9 dias para o musculo psoas major e 18,3; 16,8; 19,5 e 31,1 dias para o
masseter; nos tratamentos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Amostras de musculos sdo bons
exemplos para refletir mudancas na dieta de suinos por um periodo mais longo, apresentando

taxas de turnover mais lento.

Termos para indexagao: dilui¢do isotopica, crescimento, fracionamento isotopico.
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Using the stable isotope technique to determine the turnover of carbon in muscles of pigs

Abstract: The aim of this study was to evaluate the rate of turnover of the psoas major and
masseter pigs at different stages of growth. We used 132 barrows and gilts, weaned at an
average age of 21 days, randomly allotted to four treatments with replacement diets C4 to C3
on different days: 21, 42, 63, 110 days old, respectively, for treatments 1 2, 3 and 4. To
measure the turnover of carbon (isotope dilution) in tissues given time interval, we used the
model equations exponential function of time. The values of half-lives were 19.0, 15.9, 17.5
and 25.9 days for the psoas major muscle and 18.3, 16.8, 19.5 and 31.1 days for the masseter;
in treatments 1, 2, 3 and 4 respectively. Samples of the muscles are good examples to reflect

changes in the diet of pigs for a longer period, with slow turnover rates.

Abstract- Index Term: isotopic dilution, growth, isotopic fractionation.
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Introducéo

Razdes isotdpicas de carbono e nitrogénio tém sido amplamente utilizadas para inferir
fontes de alimentacdo dos animais (Newsome et al. 2007). A aplicagdo dos is6topos estaveis
para estudos na nutri¢do animal estd relacionada com o fato de os iso6topos de carbono e
nitrogénio mostrarem relativamente poucas e previsiveis mudangas quando os dtomos destes
dois elementos passam através da cadeia alimentar (Newsome et al. 2007). Desta forma a
composicdo isotdpica do carbono e nitrogénio de um animal ird refletir aproximadamente a
mesma composicdo de sua alimentagdo (Rogers, 2009).

O contraste existente na relagdo isotopica de *C/**C das plantas de ciclo fotossintético
Cs e C4 € que tem possibilitado estudos na area de nutri¢do e metabolismo animal, utilizando
como marcador o °C e sua concentragdo natural existente nos alimentos. Como as plantas sdo
consumidas pelos animais, a “impressdo digital isotopica” destas fontes serd refletida nos
tecidos especificos dos animais, apos certo tempo de metabolismo (DeNiro & Epstein, 1978;
Gannes et al., 1998).

Segundo Gannes et al. (1998), dietas com assinaturas isotopicas distintas podem ser
utilizadas para mensurar o turnover de componentes corporais e 6rgaos de animais. Apos a
mudanca da dieta, a alteracdo da composi¢do isotopica no tecido ou corpo depende da
velocidade que os constituintes da nova dieta serdo incorporados.

Hé4 um crescente uso de isotopos estaveis em estudos de autenticidade e nutri¢do
animal (Schmidt et al. 2005; Bahar et al. 2009, Guo et al. 2010, Harrison et al. 2010, Harrison
et al. 2011), origem geografica de varios produtos como sucos de frutas (Bricout & Koziet,
1987; Koziet et al., 1993), vinhos (Martin et al., 1988), méis (Brookes et al., 1991; White et
al., 1998), produtos lacteos (Rossmann et al., 2000; Manca et al., 2001), 6leos vegetais (Kelly
et al., 1997), além de caracterizagdo e diferenciagdo do regime dietético de suinos ibéricos de
acordo com a alimentagdo recebida no periodo de engorda (Gonzalez-Martin et al., 1999).

Porém existem poucos dados na literatura com relag@o a trabalhos que avaliam o turnover de
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carbono em suinos, portanto o objetivo desta pesquisa foi avaliar o turnover de musculos de
suinos em diferentes fases de crescimento para aplicar a técnica em futuros estudos de

rastreabilidade.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia (FMVZ), area de Suinocultura, Botucatu, SP, Brasil,
durante o periodo de 9 de abril a 5 de setembro de 2011. A realizagdo do experimento esta de
acordo com os principios éticos da experimentagdo animal sendo aprovado pela cdmara de
ética em experimentagdo animal da FMVZ sob protocolo n° 14/2010-CEEA

Foram utilizados 132 animais de linhagem comercial, machos castrados e fémeas
desmamados com média de 21 dias de idade e peso inicial de 6,87 + 0,65 kg. Os animais foram
alojados em salas de creche contendo baias metélicas suspensas com piso ripado equipadas
com bebedouros tipo chupeta, comedouros e campanula para aquecimento. E quando
alcancaram em média 63 dias de idades foram transferidos para a unidade de crescimento e
terminacdo com baias contendo comedouros semi-automaticos € bebedouros do tipo chupeta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, consistindo de quatro
tratamentos com a substitui¢do do milho (planta de ciclo fotossintético C4) pelo arroz (ciclo
fotossintético C3;) em dias distintos. Os tratamentos experimentais foram T1: substituicdo da
dieta aos 21 dias de idades; T2: substitui¢do da dieta aos 42 dias de idades; T3: substituicao da
dieta aos 63 dias de idades; T4: substitui¢do da dieta aos 110 dias de idade.

Antes da substitui¢do das dietas, os animais receberam ragdo predominantemente
composta por graos de plantas do ciclo fotossintético Cs, possuindo sinal isotdpico de
carbono-13 semelhante ao das ra¢des fornecidas as matrizes que deram origem aos animais

experimentais, at¢ 0 momento da troca. A partir do dia da substitui¢do, os animais passaram a
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receber dieta composta por grdos de plantas do ciclo fotossintético C;, com sinal isotopico
distinto das dietas que vinham consumindo.

O programa de alimentagdo foi dividido em duas fases na creche, sendo a primeira de
21 a 42 dias de idade (pré-inicial) e a segunda dos 42 aos 63 dias de idade (inicial) e nas fases
de crescimento (63 a 110 dias) e terminagdo (110 aos 175 dias). A descri¢do dos tratamentos
experimentais e dias de coletas de musculos estdo na Tabela 1.

As ragdes foram fornecidas a vontade. Todas as ragdes foram formuladas para
atenderem as exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al. (2005). As dietas

experimentais se encontram na Tabela 2.

Tabela 1. Descrigdo dos tratamentos (T) e dias de coleta de tecidos de suinos.

Idade de Periodo  Dia de coleta das amostras de
substitui¢do  avaliado tecidos (Psoas Major e
das dietas (dias) Masseter)

21 dias 21a150 1. 3;6;13; 18; 25; 35; 45; 60;
80; 100; 129

42dias 422150 1;3;6;13; 18; 25; 35; 45; 60;
80; 100; 108

63dias  63al150  1;3;6;13; 18;25; 35; 45;
60; 80; 87

110 dias 110a 175 1;3;6;13; 18; 25;35; 50; 65
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A cada dia de coleta, foram abatidos 03 animais dos quais foram coletadas amostras
dos musculos. Os animais foram abatidos por insensibilizagdo elétrica seguida de sangria por
meio de incisdo da veia jugular. Imediatamente apds o abate, foram colhidas amostras
(aproximadamente 2,0 x 2,0 x 1,0 cm) dos musculos Psoas major (composto em sua maioria
por fibras musculares de contracdo rapida e metabolismo glicolitico) e do misculo Masseter
(composto predominantemente por fibras musculares de contra¢do lenta e metabolismo
oxidativo). Todas as amostras foram devidamente identificadas e congeladas (-18°C) até a sua
preparacdo para as analises isotopicas.

As amostras foram descongeladas e secas em estufa de ventilagdo forgcada a 50°C, por
um periodo de 48h. Apds a secagem as amostras foram desengorduradas em éter etilico
através do aparelho de Soxhlet, durante 4 horas. Posteriormente, as amostras foram retiradas
do aparelho e secas em estufa de ventilagdo forcada a 50°C durante meia hora, para que
houvesse evaporagio do éter.

Todas as amostras foram moidas em moinho criogénico Spex Sample Prep, modelo
Geno/Grinder 2010, a -196°C. Foram utilizadas aproximadamente 2,0 g de amostra onde
foram colocadas em frasco de policarbonato juntamente com duas esferas de aco inoxidéavel
(modelo 440, sem o6leo/graxa), o qual foi devidamente fechado e imerso em nitrogénio liquido
durante 3 minutos para congelamento das amostras, para posterior moagem das amostras.
Neste moinho, cada amostra foi colocada em um tubo diferente, os musculos e as dietas
experimentais foram moidos por um periodo de 5 minutos, com rota¢do de 920 rpm em alta
frequéncia, para obten¢do de material homogéneo, com aspecto microscopico. Para a
realiza¢do das analises isotopicas, o material moido foi colocado em céapsulas de estanho e
pesados (50-70 pg) em balanca analitica de alta sensibilidade, com precisdo de seis casas
decimais. Apds a pesagem as capsulas foram introduzidas, por meio de um amostrador

automatico no analisador elemental, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for IRMS no
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qual, em presenga de oxigénio (O,) e oOxido de cobre (CuO), foram queimadas
quantitativamente para CO, . Os gases formados foram separados em coluna cromatografica
gasosa e analisado no espectrometro de massa de razdes isotopicas (Delta V Advantage
Isotope Ratio MS Thermo Scientific, Alemanha) do Centro de Isotopos Estaveis Ambientais,
do Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus de Botucatu.

Os resultados sdo expressos em delta per mil da razdo isotdpica em relagdo ao padrio
internacional Peedee Belemnite (PDB) para o elemento carbono, de acordo com a Equacgéo 1:
8"*Camosta, paciao) = [(Ramostra/Rpadrao) - 1x 107 Q)
Em que, 5"°C = enriquecimento da razio >C/"*C da amostra em relagdo ao padrio e R = razio
isotopica (*C/'*C) da amostra e do padrio.

Para avaliar a velocidade de substitui¢do do carbono nos tecidos dos animais apos
determinado intervalo de tempo, foi empregada a fun¢do exponencial do tempo expressa pela
Equacgao 2:
8C) = 8C(h) + [6°C() - 8 C(D)]e™ Q)
Em que, 8"C(t) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t); 8"C(f) =
enriquecimento isotépico do tecido no patamar de equilibrio, ou condi¢do final; §"°C(i) =
enriquecimento isotdpico do tecido, na condi¢do inicial; k = constante de troca (turnover) em
unidades de ‘[ernpo'1 e t = tempo (em dias) desde a substitui¢do da ragdo (DUCATTI et al.
2002).

A meia-vida do carbono para os tecidos envolvidos nos tratamentos foi calculada pela
Equacao 3:

T=1In2/k 3)
Em que, T = meia-vida, unidade: tempo (dias); In = logaritmo neperiano; k = constante de
turnover, unidade: dia”', sugerindo uma ideia da “velocidade” no processo de troca dos

1sétopos estaveis nos tecidos (Ducatti et al. 2002).
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Os dados obtidos para a analise isotopica foram analisados pelo método de equagdes
exponenciais de primeira ordem do software Origin® 6.0 Professional (Microcal Software
Origin, 1999).

Os valores do fracionamento isotopico dos tecidos ao final do periodo experimental

em relacdo a dieta foram calculados de acordo com DeNiro & Epstein (1978) pela equacao

(%):

A = dtecido — ddieta (5)
Onde:
A = fator de fracionamento entre o tecido e a dieta, em parte per mil (%o);
otecido = enriquecimento relativo do tecido em questdo, em parte per mil (%o);
ddieta = enriquecimento relativo médio da respectiva dieta, em parte per mil (%o);
Para o calculo do fracionamento, foram considerados para todos os tratamentos os

valores da dieta final consumida.

Resultados e Discussao

A mudanca no valor do §"°C dos tecidos ao longo do tempo ocorreu gradativamente
durante o crescimento dos suinos. As Figuras 1 e 2 ilustram o comportamento da dilui¢do
isotdpica, equagdes exponenciais ¢ valores de meia vida do carbono dos musculos Psoas
Major e Masseter, respectivamente. Os valores isotdpicos finais das dietas e tecidos se
encontram na Tabela 3, enquanto os fatores de fracionamento isotopico calculados para os
tecidos estdo contidos na Tabela 4. Os valores de meia vida, equagdes exponenciais para o
tratamento com substituicdo aos 110 dias ndo foram ilustrados porque estes ndo atingiram o
patamar de equilibrio isotdpico que foi considerado como substituicdo de 95% dos atomos,
calculados através da formula t ¢s0, = (-1/k) In(1-F), onde: t=tempo de troca do carbono , k =

constante de troca (turnover) em unidades de tempo™ , F = fra¢do de atomos trocados , em
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que, F (&tomos trocados) pode variar de zero 0 a 0,9999. O tempo necessario para que 0S
musculos psoas major ¢ masseter atingissem o patamar de equilibrio isotopico seria de 112 e

134 dias respectivamente.
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Figura 1: Representag¢do exponencial do turnover dos isdtopos estaveis do carbono e valores
de meias-vidas em dias do musculo Psoas Major. a) substituigdo aos 21 dias, b) substituicdo
aos 42 dias, c) substituicdo aos 63 dias, d) substitui¢do aos 110 dias.

Os valores de meia vida encontrados para o psoas major foram 19,0; 15,9 e 17,5 dias

para os tratamentos com substituicdo aos 21, 42 e 63 dias de idade, respectivamente.
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Figura 2: Representagdo exponencial do turnover dos isdtopos estaveis do carbono e valores
de meias-vidas (T) em dias do musculo Masseter. a) substitui¢do aos 21 dias, b) substituicao
aos 42 dias, c) substituicdo aos 63 dias, d) substituicdo aos 110 dias.

Os valores de meia vida encontrados para o masseter foram 18,3; 16,8; 19,5 dias para
os tratamentos com substitui¢do aos 21, 42 e 63 dias de idade, respectivamente.

A taxa de turnover do carbono muscular dos suinos submetidos aos tratamentos com
substitui¢do aos 21, 42 e 63 dias de idade tanto para o misculo Psoas major (contragdo rapida
e metabolismo glicolitico) como o Masseter (contracdo lenta e metabolismo oxidativo) ndo
variaram muito, mostrando o mesmo comportamento da assimilacdo da nova dieta, apesar de
os musculos apresentarem caracteristicas de fibras musculares diferentes. As fibras de
metabolismo glicolitico mobilizam energia principalmente por meio da glicogendlise,

enquanto as fibras oxidativas obtém energia por meio de varias reservas como os acidos

graxos livres, fosfocreatina e glicogénio. Porém observamos que nos tratamentos com
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substitui¢do aos 42 dias tanto para o musculo psoas major quanto o masseter a meia vida do
carbono foi mais rapida.

Isso pode ser resultante da menor taxa de crescimento dos animais durante as duas
primeiras semanas pos-desmame, devido ao estresse sofrido pelo desmame.

Em estudo realizado por Fry & Arnold (1982) sobre a taxa de turnover de °C em
camardes, os autores observaram que o turnover do carbono estrutural dessa espécie foi
rigorosamente devido ao aumento em peso durante o crescimento, e ndo a decorréncia do
tempo. A maior taxa de reposi¢do foi obtida depois de aumentado em quatro vezes o peso
inicial, quando o valor de 8'°C do camardo foi mais enriquecido, aproximadamente em 1%o,
com a nova dieta. Para os animais adultos, com baixa taxa de crescimento, o turnover foi
relacionado mais com o metabolismo de mantenga que com o crescimento. Um rdpido ou
lento turnover pode ser caracteristico do crescimento animal (interespecifico), ou dos tecidos
individuais (intraespecifico).

Os valores de meia vida dos musculos encontrados neste estudo foram menores do que
aqueles verificados por Caldara et al. (2008) que observaram valores de meia vida de 51,4
dias para o masseter e 31,5 dias para o psoas major para as dietas sem inclusdo de glutamina,
porém quando foi incluido 1 % de glutamina o turnover dos musculos foi mais rapido, sendo
21,7 dias para o masseter ¢ 20,3 para o psoas major.

Cruz et al. (2005) trabalharam com frangos de um a 30 dias de idade e encontraram
valores de meia vida do musculo peitoral de 5 a 8 dias, no entanto Bahar et al. (2009)
trabalhando com dois tipos de musculos bovinos (longissimus dorsi e psoas major)
encontraram meia vida longas variando de 133 a 157 dias. Enquanto Harrison et al. (2011) ,
observou valores de meia vida variando de 76 a 92 dias no musculo longissimus dorsi de

cordeiros.
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Desta forma, frangos apresentam taxa de turnover mais rdpida, suinos apresentam
taxas de turnover intermedidria € ovinos € bovinos apresentam taxas de turnover mais lento,
confirmando a afirmagdo de Kennedy & Krouse, (1990) que as taxas de turnover podem
variar entre as diferentes espécies, tecidos, fragcdes bioquimicas e sdo influenciadas pelo
estado fisiologico do animal.

Tabela 3: Valores isotépicos finais (5'°C) das dietas e tecidos analisados de suinos.

Idade de
substitui¢do dietas psoas major  masseter
das dietas
21 -28,50+0,91 -26,57+3,13 -25,984+0,26
42 -28,50+0,34 -25,59+0,12 -25,75+0,16
63 -28,50+£0,20 -25,23+1,40 -25,97+0,95

Tabela 4: Fator de fracionamento isotopico (A) entre tecido e dieta dos suinos submetidos a
diferentes dietas experimentais

A"C
Idade de
substituicdo psoasmajor masseter
das dietas
21 1,46 2,05
42 2,88 2,72
63 3,42 2,53

Os fatores de fracionamento isotdpico, encontrados na tabela 4, demonstram que as
relagdes isotdpicas do tecido podem variar dentro de um individuo alimentado com uma dieta
constante, pois os isotopos fracionam de maneira diferente entre diferentes tecidos e a dieta
(Tieszen et al., 1983). O psoas major ¢ o masseter dos suinos submetidos ao tratamento com
substituicdo aos 21 dias de idades apresentaram menores fracionamentos isotopicos quando

comparado ao tratamento com substituicdo aos 42 e 63 dias de idade.
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Conclusao

O musculo refletiu mudancas na dieta de suinos por um periodo mais longo,

demorando em incorporar o novo valor da dieta consumida.
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IMPLICACOES

O mercado importador tem se mostrado cada vez mais exigente em relacdo a
rastreabilidade de subprodutos de origem animal na alimenta¢do de frangos e suinos, dessa
forma, a técnica dos isotopos estaveis apresenta potencial aplica¢do pratica para detecgdo
destes subprodutos por meio da andlise dos tecidos de suinos e aves. Porém ¢ necessario o
conhecimento da taxa de renovacdo dos tecidos (turnover) para posteriores estudos de
rastreabilidade, principalmente na 4rea de suinocultura em que a literatura sobre o assunto é
escassa.

Com base nos tecidos avaliados podemos concluir que o pancreas apresentou um
rapido turnover, os musculos psoas Major e masseter apresentaram troca lenta desta forma,
maiores valores de meia vida para o carbono enquanto o sangue e a tibia com medula
apresentaram valores intermedidrios ao pancreas € o musculo.

O tempo de avaliacdo estabelecida no tratamento que teve a substituicdo da dieta Cq4
pela C; com 110 dias, ndo foi suficiente para atingir o patamar isotdpico, o periodo
experimental foi curto, porém os dias de avaliagdo se encontram de acordo com a realidade da
suinocultura em que os animais sdo abatidos com 150 dias de idade aproximadamente. Porém
para alcancar o patamar de equilibrio isotopico para o tratamento com substituicdo aos 110
dias seria necessario aumentar o periodo experimental.

Deve-se destacar que ¢ importante a mensuragdo das variaveis de desempenho para
que possam ser relacionadas com as taxas de crescimento e turnover.

A maioria dos estudos relacionados ao turnover é realizada com animais adultos,
entretanto hd um crescente nimero de trabalhos sendo realizados com a utiliza¢do de animais
em crescimento. A utilizagdo de animais em crescimento pode influenciar na constante de
turnover (k) porque a expressao utilizada para o calculo nio considera o fator de crescimento,

desta forma nao fica claro se a mudancga da dieta refletida na composic¢ao isotopica dos tecidos
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esta sendo atribuido ao estagio de desenvolvimento e ao crescimento do novo tecido ou ao
turnover metabdlico existente nos tecidos.

Desta forma seria importante para estudos futuros a aplicagdo da incorporagdao do
crescimento na taxa de turnover e além dessa varidvel a pesagem dos 6rgdos dos animais seria
uma ferramenta importante para avaliar o crescimento de cada o6rgdo de acordo com o
crescimento desses animais. A avaliacdo do osso sem a medula e a amostras de coldgenos

dos ossos seriam interesses para novos estudos.
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