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CINETICA DO N EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO- Pesquisas que visam o0 aumento da producdo avicola podem
correlacionar a nutricdo e o crescimento animal com o dinamismo do processo
entre a sintese e degradacdo tecidual e, consequentemente, ampliar a
discussdo sobre o metabolismo da deposicdo proteica. Este conhecimento
conjunto demonstra a grande complexidade que s&o 0s organismos Vivos.
Diante do exposto, a pesquisa foi realizada com o objetivo de descrever o
rapido crescimento dos frangos de corte com o0 uso da modelagem matematica
de crescimento, incorporacédo isotopica (Capitulo 2) e, analise compartimental
em conjunto com a quantificacdo dos parametros cinéticos (Capitulo 3). Foram
utilizados 136 frangos de corte machos da linhagem Cobb 500® -criados
individualmente divididos em fase inicial (0 a 14 dias), crescimento (14 a 42
dias) e final (35 a 70 dias), os quais foram alimentados com dietas
naturalmente enriquecidas com °N. Amostras de alimentos e excretas foram
coletadas diariamente e, jejuno, figado, plasma, peito e penas foram coletadas
no momento dos abates sucessivos. A concentracdo de isétopos em funcéo do
tempo foi determinada por IRMS. Esta pesquisa compila resultados fisiol6gicos
sobre a reducdo na incorporacdo do nitrogénio com o avancar da idade
associado a teorias conhecidas da modelagem do crescimento. Além de
apresentar o uso da analise compartimental a experimentos com enfoque
nutricional para frangos de corte, confirma o papel essencial do figado e do
plasma no metabolismo nitrogenado, eficiéncia na transformacédo da proteina
dietética em proteina animal e demonstra o “turnover” do nitrogénio. Esta
pesquisa reforca a necessidade da utilizacdo de diferentes metodologias de
analise matematica para a compreensao nutricional, metabdlica e fisioldégica do
periodo de rapido crescimento do frango de corte.

Palavras-chave: Isotopos estaveis, modelagem, nutricéo
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KINETIC OF *N IN BROILER CHICKENS

ABSTRACT- Researches aimed at increasing poultry production could correlate
the nutrition and animal growth with the dynamism of the process between
synthesis and tissue degradation and thus increase the discussion on the
metabolism of protein deposition. This knowledge demonstrates the high
complexity of living organisms. According to this, the study was conducted with
the aim of describe fast growth of broiler chickens with the use of mathematical
modeling of growth, isotopic incorporation (Chapter 2), and compartmental
analysis along with the measurement of kinetic parameters (Chapter 3). Were
used 136 male broilers Cobb 500® strain created individually divided in initial
phase (0 to 14 days) growth phase (14 to 42 days) and final phase (35 to 70
days), of which they were fed diets naturally enriched with *°N). Feed samples
and excreta were collected daily and jejunum, liver, plasma, breast and feathers
were collected at the time of successive slaughter. The isotope concentration
versus time was determined by IRMS. This research compiles physiological
results of reduction in nitrogen incorporation with advancing age associated with
known theories of growth modeling. In addition to presenting the use of
compartmental analysis experiments with the nutritional approach for broilers,
confirming the essential role of the liver and plasma in nitrogen metabolism,
efficient transformation of dietary protein into animal protein and demonstration
of nitrogen turnover. This research reinforces the need to use different methods
of mathematical analysis for nutritional understanding, metabolic and
physiological of fast broiler growth period.

Keywords: Modeling, nutrition, stable isotopes



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.INTRODUCAO

Tendo em vista os investimentos na producdo de frangos de corte e a
importancia mundial deste produto como fonte de proteina animal, estudos voltados
para este setor aves agucam pesquisadores a conhecer mais sobre a dinamica
proteica, nutriente este que abrange todos os organismos conhecidos.

De maneira simplista, o nutriente ofertado aos animais € convertido em produto
(carne, ovo, leite, 1a) e o percentual ndo aproveitado € excretado. Mas a investigacao
da cinética da proteina ndo é tdo simples quanto parece.

Uma ferramenta passivel para tais pesquisas sdo as razdes isotdpicas dos
isétopos estaveis, que existem em todos os metabdlitos corporais, mas com a
vantagem de que o pesquisador conhece a quantidade de entrada no sistema e
pode identificar os destinos para cada compartimento especifico escolhido.

As razfes isotbpicas dos is6topos estaveis tém sido utilizadas por mais de 75
anos na avaliacdo de taxas de sintese, degradacdo e ‘turnover” tecidual para
proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e minerais em animais e seres humanos.
Com respeito ao metabolismo do nitrogénio, este envolve uma rede complexa de
fluxos entre tecidos, que consiste no transporte e / ou transformacdo de compostos
tais como proteinas, amino&cidos, ureia e amonio. Estas transformagdes resultantes
de processos metabdlicos do nitrogénio garantem a homeostase corporal.

Estudos de carater fisioldgico que trabalham em sinergia com a nutricdo por
meio da modelagem fornecem subsidios no conhecimento da cinética de nutrientes.
Estes modelos podem ainda ser associados aos estudos avicolas que utilizam a
razao isotdpica dos isOtopos estaveis como tracadores em suas dietas, pois
apresentam a estimativa de quao rapidamente os nutrientes teciduais depositados

sao substituidos e incorporados por nutrientes derivados da dieta.



Neste sentido, o uso da analise compartimental pode significar um avango nas
pesquisas com aves de producdo. Esses modelos matematicos possuem a funcgéo
de descrever algebricamente o processo biologico sistémico, amplamente complexo,
em um numero limitado de compartimentos e rotas, direcionando o conhecimento
integrado da ciéncia, a qual permite entender o dinamismo e fluxos dos nutrientes
entre os tecidos corporais de maneira conjunta.

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo geral:

1) Descrever a cinética de utilizacdo do nitrogénio para diferentes tecidos

em frangos de corte durante trés idades durante a fase de crescimento,

E objetivos especificos:

2) Descrever o crescimento tecidual por meio das curvas de Gompertz
para todo o periodo experimental de 0 a 70 dias de vida;

3) Quantificar a incorporacado do is6topo estavel de N tecidual durante a
fase inicial (0-14 dias), crescimento (14 a 42 dias) e final (35 a 70 dias)
com o uso da variacao da razao isotopica do isétopo estavel natural;

4) Descrever a cinética do nitrogénio em frangos de corte em trés idades
de criacao utilizando conceitos da analise compartimental;

5) Quantificar os parametros cinéticos referentes aos tecidos do modelo;

6) Simular o comportamento do nitrogénio por meio da infusdo Unica do

tracador metabdlico.

2.REVISAO DE LITERATURA

Direcionamento dos estudos proteicos

O metabolismo proteico dos seres vivos € fonte frequente de pesquisas
cientificas, as quais procuram definir reagcdes metabdlicas, processos bioquimicos,

utiizacdo e requerimentos proteicos, molécula esta que abrange todos os



organismos conhecidos. Artigos relacionados ao metabolismo proteico alcangou um
minimo de 3.921.460 e mais especificamente, 15.949 artigos sobre proteina na
nutricdo animal, valor este encontrado no “Pubmed Search”, em agosto 2015.

Bequette (2003) cita que o0s primeiros conhecimentos gerados sobre o
metabolismo proteico e nutricdo podem ser encontrados hid 250 anos, mas a
substéancia foi introduzida oficialmente como proteina por Mulder (1838).

As proteinas sdo polimeros ndo ramificados de aminoacidos ligados entre si
por ligacBes peptidicas, podendo ser constituidas por um ou mais polimeros. Cerca
de trés quartos dos solidos corporais sdo formados por proteinas e sdo responsaveis
por executar inumeras fungdes na manutencdo da homeostase e desenvolvimento
do organismo. Entre as funcdes, podemos destacar a regulacdo metabdlica via
horménios, componente de estruturas celulares, transportadores de substancias,
defesa imunoldgica, fonte energética, constituinte enzimatico e transportes de
substancias como o oxigénio. As propriedades quimicas das proteinas sdo tao
extensas que constituem grande parte de toda a bioquimica (GUYTON, 2006).

O figado sintetiza as proteinas plasmaticas, como albumina, células do sistema
imunolégico (principalmente leucdcitos), enzimas digestivas e coladgeno dérmico.
Quando os aminoéacidos estdo acima dos requerimentos para a sintese proteica
devido ao excesso de proteinas via dieta, ndo ha armazenamento e o excedente é
oxidado ou convertido em hidratos de carbono pelo figado e rim, principais 6rgaos
do catabolismo de aminoacidos. O custo energético deste metabolismo é alto,
necessitando de 4,5 a 7 mols de adenosina tri fosfato (ATP) por mol de ligagao
peptidica formada e, 1 ou 2 mols de ATP por mol de ligacdo peptidica quebrada
(DOHERTY et al., 2009).

Durante a degradacdo de aminoacidos, o grupo a-amino é removido e o
esqueleto de carbono resultante é convertido em metabdlitos intermediarios,
principalmente em piruvato, acetil-CoA ou intermediarios de trés carbonos do ciclo
do acido citrico (NELSON et al., 2008). A perda do grupo a-amino ocorre por
desaminacgao oxadativa ou transaminacao.

Esta complexa rede de rea¢cfes bioquimicas do metabolismo proteico desde o
momento da ingestdo a excre¢cdo, aguca pesquisadores a conhecer mais sobre a

dindmica da proteina. Schoenheimer (1946), com a utilizacdo de compostos
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enriquecidos isotopicamente (*°N, ?H), demonstraram que n&o foi apenas a dinamica
de proteinas corporais (sintese e degradacdo), mas as taxas de “turnover” e o
direcionamento do nitrogénio variam entre tecidos e 6rgaos.

Podemos definir “turnover” como processo continuo de sintese e degradacao
da proteina corporal (RATHMACHER, 2000), mecanismo homeostatico este de
extrema importancia ao qual altera de maneira significativa o acréscimo de proteina
corporal dos animais.

Os mecanismos de sintese e degradacao sao independentes e influenciados
por diversos fatores, tais como: a qualidade das proteinas (WOLFE, 1992), consumo
de racao, idade animal (RATHMACHER, 2000; DUCATTI et al., 2014), nivel proteico
da dieta, temperatura e ambiente (FARIA FILHO, 2006) e o nivel energético da
alimentacdo (COLETTA et al., 2012 e HARRISON et al., 2011).

Ndo somente o fornecimento, mas, a qualidade (perfil de aminoacidos) das
proteinas dietéticas é importante para uma Otima produtividade, e conhecimentos
nutricionais aliados as estratégias fisiologicas de absorcao dos nutrientes auxiliam a
eficiéncia produtiva, lucratividade, bem estar e sustentabilidade dos sistemas
produtivos, visando o aumento na producdo dos alimentos de origem animal e
menor produc¢do de residuos.

Jonker et al. (2002) fez uma analise sobre a producdo de leite nos Estados
Unidos, mostrando que o0 excesso proteico de 7% na dieta resulta em aumento de
16% na excrecdo urinaria de nitrogénio. Para aves e suinos a suplementacdo de
aminoacidos reduz os niveis de proteina total da dieta e promove reducédo de 30 a
40% na excrecao nitrogenada. Com o aumento da concentracdo do aminodacido
limitante na dieta, sua eficiéncia de utilizacdo decresce em virtude da maior
proporcdo destes aminoacidos serem direcionados para processos metabdlicos
alternativos, nao relacionados com a deposi¢cao proteica (HEGER e FRYDRYCH,
1989).

Na nutricdo animal aplicada, o uso de modelos matematicos para entender os
sistemas biol6gicos torna-se comum, na tentativa de englobar caracteristicas
fisiologicas a respostas ambientais que influenciam a producdo animal. O objetivo

mais importante de um modelo € correlacionar os parametros de uma forma simples



com as respostas observadas e entdo, descrever este modelo mais complexamente,
de modo que este possa se aproximar de um sistema real.

Metodologias tém sido suficientes para determinar exigéncias nutricionais
(BONATO et al., 2014; LIEBERT, 2015; SAKOMURA et al., 2015) auxiliando no
desenvolvimento de melhores dietas e aumentando o desempenho animal. No
entanto, estas metodologias ndo possuem o enfoque de quantificar o processo de
“turnover”. As proteinas possuem caracteristicas de permanéncia no tecido a que
foram depositadas, e que, podem ser alteradas em resposta aos diferentes
tratamentos. Desta forma, a quantificacdo dos niveis proteicos ndo faz mencéo a
sua atividade e uso, trazendo poucas respostas quanto a compreensao da cinética
dos animais (KUHAR, 2010).

Desta forma, conhecimento fisioldgico e metabdlico dos nutrientes € necessario
para iniciar a descricdo da cinética proteica em organismos animais. Na obtencao de
dados do fluxo de massas entre érgaos, os isétopos estaveis podem ser utilizados
como tracadores (GREEN e GREEN, 1990; COBELLI e FOSTER, 1998).

Isétopos estaveis — O que sdo?

Do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), isotopos refere-se a
elementos que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica, termo este citado por Sr.
Frederick Soddy no inicio do século XX e amplamente utilizado até os dias atuais.

Os iso6topos podem ser definidos como atomos de um mesmo elemento
guimico que apresentam o mesmo nuamero de protons (Z), e diferentes nimeros de
néutrons (N), portanto sdo elementos que diferem em nimero de massa (A = Z+N).

O ndcleo de um atomo possui 0os numeros especificos A e Z, chamado
nuclideo. Tal nuclideo é estavel apenas para determinadas combinacfes de
nameros Z e N. Atualmente, 256 nuclideos estaveis sdo conhecidos. Os nuclideos
instaveis, ou ndo estaveis, se diferem do elemento estavel pela emissdo de
radiacdo, ou seja, emitem até o0 momento em que a estabilidade seja atingida. O

numero de nuclideos instaveis sintetizadas em aceleradores e reatores nucleares



cresce constantemente, mais de 3000 foram identificadas e cerca de 30 novos
nuclideos s&o sintetizados por ano (PFUTZNER et al., 2012).

Se tratando de propriedades quimicas, estas sdo determinadas pelo numero,
arranjo e carga provinda pela eletrosfera. Este nUmero e arranjo sdo, por sua vez,
determinados pela carga nuclear. Portanto, os isétopos de um determinado
elemento terdo propriedades quimicas praticamente idénticas e propriedades fisicas
com pequenas diferencas devido ao tamanho do nucleo, referente a sua massa.
Esse aumento em pequenas unidades na massa € suficiente para separar 0s
isétopos de um mesmo elemento.

Fazendo referéncia a importancia desta variagdo dos elementos na biosfera,
qualquer elemento disposto na tabela periédica ndo possui massa com valor inteiro.
Como exemplo, antigamente o nitrogénio poderia ser encontrado com o valor de
massa (A) referente a 14. Com o avango da espectrometria de massas, a massa
atdomica relativa de um elemento poderia ser estimada a partir dos valores dos seus
is6topos estaveis e suas abundancias relativas. Assim, a massa atbmica relativa
passou a ser expressa como um valor médio ponderado, ou seja, a massa atbmica
do nitrogénio estéa descrito com o valor 14,0067. Em 2009, Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) decidiu expressar o peso atdbmico padrdo do
hidrogénio e de mais outros nove elementos (Li, B, C, N, O, Si, S, Cl e Tl) como um
intervalo ndo constante (COPLEN e Holden, 2011). Desta forma, nas tabelas
periddicas atuais, pode-se encontrar a notacdo do nitrogénio como N: 14,00643 —
14,00728.

Historia

A descoberta de radioatividade por Becquerel (1896) e dos elementos
radioativos pol6nio e radio pelo casal Curie, (CURIE e CURIE, 1898) deu inicio a um
avanco cientifico para o mundo a respeito da estrutura subatdmica da matéria
(WALTON 1992).

Através das primeiras obras, Rutherford (1899) publicou o conceito de meia-

vida radioativa e provou que a radioatividade causa a transmutacédo de um elemento



quimico em outro, além de distinguir e nomear as radia¢des alfa e beta. Em 1900,
Villard descobriu os raios gama, enquanto estudava o uranio e o radio. A descoberta
do nucleo atdbmico (RUTHERFORD, 1911) e do néutron (CHADWICK, 1932) foram
outros dois marcos nas pesquisas atdmicas e deram a luz a uma nova disciplina
nuclear fisica. Uma boa revisdo sobre estas pesquisas foi descrita por Pais (1986).

Em 1934, foram publicados os conceitos da radioatividade B* e a teoria do
decaimento destas particulas (FERMI, 1934; CURIE e JOLIOT, 1934). Foi também o
primeiro instante que um nuclideo radioativo sintetizado em laboratério entrara em
contraste com substancias radioativas conhecidas de origem natural.

Em geral, a informagdo sobre os nuclideos sdo provindos por diferentes
abordagens experimentais. O estudo do decaimento radioativo sempre foi e ainda
continua a ser uma ferramenta importante na fisica nuclear. Grande contribuicdo dos
estudos de decaimento é representada pela teoria de meia vida. Os valores de meia-
vida fornecem uma forma de identificar processos biolégicos e oferece testes para o
uso de modelos nucleares (PFUTZNER et al., 2012).

Espectrémetro de massas

J. J. Thomson foi o primeiro cientista a separar 0os atomos e moléculas de um
gas, de acordo com suas massas. Por esse método, ele foi capaz de mostrar que o
elemento nebnio apresentava dois tipos de atomos, alguns com peso relativo 20 e
outros com peso 22. Em 1919, Aston aperfeicoou o trabalho de Thomson e produziu
um novo aparelho de raios positivos, no qual se alcangcava maior separacdo de ions
de diferentes massas, cada um correspondendo a um numero definido da razéo
carga/massa. Por mostrar um espectro em linhas, foi chamado de espectrografo de
massas. Esse aparelho destinava-se as razdes isotdpicas e determinacbes de
massas atoémicas.

Dempster (1936) desenvolveu um aparelho mais simples e apropriado para
medidas quantitativas de isétopos, apesar de ndo poder ser usado para fazer
medidas de massas atbmicas. O aparelho de Dempster foi chamado de

espectrometro de massas (“Mass Spectrometer” - MS), uma vez que a corrente de



ions era medida eletronicamente e nao registrada numa chapa fotografica como no
aparelho de Aston. Em meados da década de 30, os espectrometros de massas
determinaram a composicdo e as abundancias dos isétopos dos elementos de
ocorréncia natural.

Um espectrdmetro de massas de razdo isotopica (‘Isotope Ratio Mass
Spectrometer” - IRMS) constitui-se, basicamente de: 1) Unidade de admisséo ou de
entrada para amostras gasosas; 2) Fonte de ionizacdo; 3) Unidade aceleradora de
ions; 4) Defletor magnético de ions e 5) Detector.

Em espectrdbmetros de massas de razdo isotdpica acoplados com
cromatdgrafos (“Gas Chromatographic Mass Spectrometer” - GC-MS, “Gas
Chromatographic Isotope Ratio Mass Spectrometer” - GC-IRMS e “Automated
Nitrogen e Carbon Analyzer Isotope Ratio Mass Spectrometer” - ANCA-IRMS) sao
feitas determinacgOes de teores de C, N, H e S em amostras minerais e organicas,
além da razéo isotdpica do elemento de interesse. Atualmente, ha um fluxo continuo
de gas de arraste (hélio ultra puro) que carrega o gas produzido no cromatografo até
a entrada do IRMS.

O ANCA-SL da Europa Scientific UK esta exemplificado na Figura 1. Os
sistemas dedicados sdo providos de software com controle de pulso de O,
permitindo que o seu volume seja variavel para atender o tipo e tamanho da amostra

desejada.
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Figura 1 — Sistema de analisador automatico ANCA-SL/IRMS da Europa Scientific (UK) (BARRIE E
PROSSER, 1996).



De forma geral, os procedimentos de formacdo dos gases puros para a anélise
no IRMS possuem caracteristicas especificas dependendo do elemento a ser
trabalhado. Assim, é de grande importancia que estes procedimentos sejam
realizados de maneira integra, pois qualquer alteracdo podera causar interferéncias
no resultado final, os quais sdo baseados em quantidades infimas de cada amostra
que representara uma grande parte, por exemplo, de um vegetal ou animal

completo.

Utilizacao do conceito nas ciéncias da vida

Os is6topos estaveis estdo presentes nos ecossistemas e sua distribuicdo
natural reflete, de forma integrada, a histéria dos processos fisicos e metabdlicos do
ambiente (PEREIRA e BENEDITO, 2008).

Utilizados em pesquisas por ndo sofrerem decaimento espontdneo e néo
emitirem radiacdo (em comparagcdo aos is6topos radioativos), 0s is6topos estaveis
de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre (CHON’S) possuem um
elemento abundante (**C, *H, *°0, *N, 3?S) e, um ou dois is6topos estaveis com
menor prevaléncia na biosfera (*3C, H, 'O, 20, *N, *3s, **S) (Tabela 1).

A maior abundancia de um elemento nem sempre é representado pelo is6topo
leve. Temos o exemplo do boro (B) que possui como isétopo mais abundante o 'B
(com seis néutrons, prevaléncia 80%) em comparacdo ao seu is6topo mais leve
(*°B). Assim como o selénio, que apresenta o is6topo de massa 80 (*°Se) como o
mais abundante (49,6%) em comparacdo com o seus outros isétopos estaveis (*Se
- 0,87%; °Se — 9,36%:; ''Se — 7,63%:; "®Se — 23,78% e %*Se — 8,73%).

Normalmente os valores dos deltas sdo correlacionados aos padrdes isotépicos
internacionais, os quais foram escolhidos arbitrariamente como padrdes isotépicos
primarios. Para os isétopos estaveis do nitrogénio o padrdo aceito é o ar
atmosférico, o qual € considerado uma mistura isotopica homogénea na superficie
terrestre. Para o0s iso6topos estaveis do carbono o padrdo é o Cretaceous carbonate
fossil Bellemnitella americana, da formacdo Peedee do Sul da Carolina/USA,

abreviadamente V-PDB.
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Tabela 1- Abundancia natural dos is6topos estaveis em atomos %

Is6topo leve Is6topo pesado Padréo Internacional
2c 98,89 B3¢ 1,108 V-PDB
H 99,98 2H 0,015 V-SMOW
%0 99,75 o 0,037 V-SMOW e PDB
80 0,203
14N 99,63 15N 0,366 N, atm
32g 95,02 g 4,220 V-CDT

DUCATTI (2007). V-PDB ¢é a abreviacdo do Cretaceous carbonate fossil Bellemnitella americana, da
formacao Peedee da Carolina do Sul/USA. V-SMOW ¢é a abreviacdo Vienna Standard Mean Ocean
Water. V-CDT ¢é a abreviacao do mineral troilita do meteorito Cafion Diable.

Em relacdo ao seu padrdo internacional teremos valor positivo em delta,
quando a amostra apresentar maior quantidade do is6topo menos abundante. Como
exemplo, o padrédo internacional para o nitrogénio é o ar atmosférico, que possui
valor igual a 05%o. Quando o valor de delta for positivo, ha maior quantidade do N,
portanto a amostra sera mais enriquecida que o padrdo Npatm.

Estudos com isotopos sdo encontrados na geologia (RIBEIRO et al., 2012),
geoquimica (SHARP, 2007), medicina (MARQUINI et al., 1998), ecologia (LEPOINT
et al., 2004), ciéncia animal (CANTALAPIEDRA-HIJAR et al., 2015) e ciéncia vegetal
(GUY et al., 1993). Os is6topos estaveis de H e O podem ser utilizados na energia
dispendida em processos metabodlicos (DUGAS et al., 2010), ja os isétopos de C, N
e S sao utilizados para elucidar processos bioquimicos em vegetais
(MCCONNAUGHEY et al.,, 1997) ou animais (OBA et al., 2005), processos de
rastreabilidade (CRUZ et al., 2012) e em cadeias alimentares aquaticas ou terrestres
(MCCUTCHAN et al., 2003).

Is6topos estaveis funcionam como excelentes tracadores e podem ser a fonte
do enriquecimento tecidual. Os tracadores diferem dos marcadores, pois participam
efetivamente das reacdes metabodlicas de sintese e degradacdo, assim como
qualguer outra substancia necessaria para o desenvolvimento do organismo em
questdo (quando usado em pequenas quantidades). E necessaria que as primicias
sejam consideradas: 1) A eletrosfera do atomo é comum a todos os isétopos; 2) O
processo seletivo da membrana biolégica vegetal ou animal ndo seleciona de

maneira criteriosa, o elemento a ser utilizado pelo peso molecular (nucleo atdmico) e
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3) O principal fator de selecdo da membrana para a utilizagdo em processos
biologicos é por meio de suas caracteristicas quimicas.

A técnica que utiliza o isétopo menos abundante como tracador consiste em
fornecer ao organismo em estudo (desde microrganismos, células individuais,
animais, vegetais e humanos) um composto quimico ou dieta no qual a razéo
isotopica (composto menos abundante/composto mais abundante — *3C/*2C, **N/**N)
seja considerada diferente do enriqguecimento natural e, em seguida, avaliar a
distribuicdo do isétopo no sistema em funcdo do tempo.

Por exemplo, plantas colocadas em ambiente controlado enriquecidas em
13C0O,, produzirdo fotoassimilados enriquecidos em *3C, consequentemente,
modificara seu valor isotépico, possibilitando seu uso como tracador e sua
quantificacao/translocacao serdo determinadas, onde quer que estejam (SILVA et
al., 2011).

A determinacdo dos valores isotopicos € definida a partir de amostras do
material organico que sdo analisadas pelo espectrobmetro de massas de razéo
isotopica, que mede a concentracdo dos diferentes isétopos do elemento, admitido
no sistema sob a forma gasosa (ex.: H,, CO2, N2), com erro analitico de +0,02%o.

A medida da relacdo entre isétopos estaveis é obtida pela expressdo de

enriquecimento isotdpico relativo Criss et al. (1999):
Oi (amostra, padrdo) = [(Ra/Rp) -1]x 103 (1)

Onde i refere-se ao is6topo menos abundante do elemento quimico em
consideracado e R refere-se a razéo entre o is6topo menos abundante com o0 mais
abundante, tanto para a amostra (R,) quanto para seu padréo internacional (Rp). A
terminologia & (delta) reflete o enriquecimento relativo da razao isotopica da
amostra, comparativamente a razao isotdpica do padrao internacional, e é utilizada
na andlise de mensuracdo das variacdes isotopicas naturais.

O método do tracador isotépico € usado de trés maneiras: 1) No isolamento,
purificacdo e identificacdo de intermediarios desconhecidos numa cadeia de
reagbes; 2) Obtencdo de evidéncias da sintese (incorporacdo) e relacdes
precursor/produto entre compostos conhecidos e 3) Como uma ferramenta analitica

no acompanhamento do curso de uma reacao, de compostos conhecidos.
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Exemplos classicos demonstram a utilidade do método com tracador isotopico,
sobre a evidencia de relagcdes precursor / produto como a lIdentificacdo de
intermediarios desconhecidos em estudos da fixacdo do dioxido de carbono no
processo da fotossintese (ciclo de Calvin-Benson, BENSON et al., 1950).

Nas ciéncias agréarias, o tracador com o is6topo estavel >N permite avaliar as
transformacdes individuais do nitrogénio no solo, mesmo quando mudltiplas
transformacdes ocorrem simultaneamente no meio (MAXIMO et al., 2005).

Podemos utilizar a abundancia natural dos nutrientes constituintes da dieta
(CRUZ, et al., 2012) ou moléculas organicas construidas com o isétopo desejado,
para alterarmos o enriquecimento da raz&o isotopica dos tecidos em estudo. O
primeiro composto formado com um is6topo estavel especifico foi o triglicerideo a
base de deutério, com o intuito de estudar a deposicdo de triglicerideo em
camundongos (SCHOENHEIMER e RITTENBERG, 1935). ApoOs este fato,
compostos organicos enriquecidos foram construidos, o que possibilitou o estudo
qualitativo e quantitativo do metabolismo de animais domésticos, a fim de trazer

conhecimento da cinética e “turnover” dos nutrientes para organismos biolégicos.

O que é “turnover”?

O “turnover” pode ser entendido como o estado dindmico dos constituintes
corporais (SCHOENHEIMER, 1942) e, mesmo descrito de maneira simples, seu
significado possui abrangéncia tamanha que é estudada por praticamente todos 0s
campos das ciéncias da vida. O “turnover” incorpora todas as substancias do corpo,
sejam metabdlitos organicos ou inorganicos, abrangendo a renovacao ou
substituicdo de uma substancia biol6gica, bem como a troca de material entre 0s
diferentes compartimentos (WATERLOW, 2006). Se utilizando do mesmo conceito, 0
“turnover” isotépico é a renovacdo continua dos isétopos de todos os elementos
guimicos que compdem 0 organismo.

Esta renovacao tecidual pode ser resultante de trés periodos distintos do ciclo
de vida de um organismo. O primeiro diz respeito ao periodo de crescimento, no

qual a sintese / ressintese representa a maior fragdo em comparagado a degradacao
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/ oxidacao. E caracterizado pelo aumento de massa corpérea e consequente diluicdo
isotépica. Quando ambos 0s processos possuem valores aproximados, é o periodo
de maturidade e estabilidade no peso corporal. Ndo ha um aumento de massa
consideravel e algumas mensuracdes fisiolégicas sado desejaveis durante este
periodo, também conhecido como “steady state” (ZIERLER 1981). O ultimo estagio é
o periodo no qual a degradacgéo / oxidacao supera em valores a sintese / ressintese,
isso pode ocorrer proximo ao fim de um ciclo de vida, em situacdes em que ha perda
de massa (cancer, injaria pés queimadura (TUVDENDORJ et al.,, 2013) ou jejum

prolongado.

Utilizacao do conceito na experimentacao

Uma caracteristica essencial para a investigacdo do “turnover’ por meio de
is6topos estaveis € o conceito da aleatoriedade de selecdo das moléculas a serem
metabolizadas. A aleatoriedade exige que todos os membros de uma espécie
molecular em um “pool” devam ser tratados da mesma maneira pelo sistema celular
(absorvidas, metabolizadas, oxidadas ou n&o aproveitadas pelo sistema), na
presenca ou nao do isétopo. De maneira oposta, a sintese e degradacédo proteica é
um processo por exceléncia ndo aleatéria. Um exemplo classico é o tempo de vida
da hemoglobina, com um ciclo de 120 dias para um homem adulto, em comparacao
as células epiteliais da mucosa intestinal que, migram da cripta para a ponta da
vilosidade em um periodo de quatro dias (WATERLOW, 2006).

A metodologia descrita por Ducatti et al. (2002) é utilizada na investigacao
deste conceito para animais de producao (JOMORI et al., 2008) ou conhecimento de
habitos alimentares (PARKER et al., 1989).

A técnica se baseia em admitir que determinados tecidos em estudo estejam
em equilibrio com uma dieta inicial controle com a abundéancia natural dos alimentos
e uma situacdo posterior com a substituicdo por uma dieta experimental com
proporcdo diferente a dieta inicial (maior ou menor proporcado dos is6topos *C, °N,
33), os quais serdo metabolizados (Figura 2). Por meio da mistura destes is6topos,

0 conhecimento prévio de uma concentracao isotopica inicial yo, “input” (dy / dt=q) e
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“output” do elemento (dy / dt = -ky), a equagao néo linear que representa o0 processo
global é:

Input Output
Tecido Adulto
dy/dt=q —>» Yo —> dy/dt=-ky

Figura 2. Representacéo grafica da entrada, incorporagdo e saida do isé6topo em um sistema
biolégico. Adaptado de Ducatti et. al (2002)

Com o desenvolvimento destas primicias, a expressao proposta por Ducatti et
al. (2002) foi:

y(®) = (yo =9/ )e ™ + 9/, )

Onde podemos destacar trés variaveis importantes: 1) g simboliza a taxa de entrada
de metabodlitos no tecido adulto, em d/tempo™; 2) k como sendo a constante de troca
isotopica, expressa por tempo™; 3) g/k concentracéo isotépica de equilibrio apés a
entrada de uma dieta com maiores ou menores proporcdes do is6topo em estudo.

Valores de 3*3C teciduais sdo semelhantes aos da dieta, com variagdo préxima
a t 1%o, causada pelo baixo fracionamento isotdpico associado a respiragdo e a
incorporacdo do carbono (CREACH et al., 1997; DENIRO e EPSTEIN, 1978). Por
outro lado, as diferencas entre 5°N dos tecidos em comparacdo a dieta sdo
maiores, podendo chegar a + 2%.. Este fracionamento é correspondente aos
processos biologicos de desaminacdo e transaminacdo dos aminoacidos (ROTH e
HOBSON, 2000; WADDINGTON e MACARTHUR, 2008; GAMBOA-DELGADO e LE
VAY, 2009), que podem concentrar nos tecidos a quantidade de *°N presente na
dieta.

Levando em consideracdo a teoria de meia vida (t = 50%, que faz referéncia a
nomenclatura utilizada para is6topos radioativos) como parametro utilizado na

comparacao entre diferentes tecidos em diferentes espécies (Equacao 3), temos:

t=("Yy)xma-n ®)
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Onde, o valor de t € o tempo para a dada condicdo que sera estabelecida de troca
isotopica; o k é descrito como a taxa de “turnover” tecidual e o f € o percentual de
troca isotdpica desejada, portanto, na condi¢cdo de meia vida, f = 0,5.

Com o uso destes conhecimentos, a constante de “turnover” (k), indica a taxa
(concentracdo / tempo) do processo de eliminacdo e incorporagcdo ou troca dos
isétopos tecidual. Considera-se que cada tecido em cada espécie apresenta uma
entrada e uma saida especifica dos nutrientes, consequentemente, o valor da
constante k e o valor da meia vida € especifico, fornecendo comparacdes com
respeito ao metabolismo.

Desta forma, tecidos menos ativos metabolicamente como cartilagem e 0ssos,
terdo valores da taxa de “turnover’ menores e valores de meia vida maiores, quando
comparado com tecidos mais ativos metabolicamente como o figado, o plasma (que
transportam grande quantidade de metabdlitos) e tecido cerebral (utilizam
metabdlicos em curto espaco de tempo).

No entanto, existe a incerteza quanto ao periodo de tempo utilizado nas
mensuracdes do “turnover” tecidual por meio dos is6topos em animais, 0 que pode
confundir a interpretacdo dos dados. O periodo de meia-vida normalmente aumenta
em trés situagOes distintas: 1) Para animais com maior massa corporal, e esta
diferenca € mais perceptivel no tecido muscular e no sangue em compara¢ao com o
plasma e os o6rgdos internos (VANDER ZANDEN et al, 2015); 2) Com o
envelhecimento da vida do animal; 3) Para tecidos metabolicamente menos ativos.
Para a definicdo do periodo experimental total, estes conceitos devem ser levados
em consideragao.

Quando houver comparacfes do “turnover” tecidual para diferentes espécies
animais (aves, mamiferos e peixes), é importante analisar as relacées alométricas,
pois, espera-se periodo mais curto de troca dos constituintes corporais para animais
de pequeno porte em comparacao para animais de grande porte (CARLETON et al.,
2005).

A taxa de incorporacdo isotOpica para um tecido € consequéncia de dois
processos distintos: acumulacdo de nova biomassa (crescimento) e substituicdo do
tecido ja existente (FRY E ARNOLD, 1982).
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Alteracbes na dieta, sanidade e bioclimatologia poderdo estar associadas a
uma variagdo no “turnover” tecidual, como forma de uma possivel adaptacdo (de
curto ou longo prazo) a esta nova situacdo imposta. Portanto, na experimentacao
com animais, espera-se que o valor do “turnover” tecidual, de qualquer elemento,
possa fornecer respostas importantes quanto a producdo associada a conceitos
fisiologicos.

Estudos com avaliacbes de modelos multi-compartimentais podem fornecer
informacBes ndo somente o “turnover” dos tecidos de maneira individual, mas a
dindmica temporal da utilizagdo dos nutrientes e as relagbes entre os diversos

compartimentos (CARLETON et al., 2008).

Modelagem compartimental

Em um sistema bioldgico, todos os mecanismos de funcionamento trabalham
em sinergismo e ritmo intenso. Porém, o conhecimento de cada processo metabdlico
possui suas variaveis e particularidades, desta forma a avaliagdo conjunta
demonstra a grande complexidade que s&o 0s organismos Vivos.

A utilizacdo da proteina € um processo complexo associado a inumeros
eventos de regulacdo hormonal, compostos metabdlicos (proteinas, peptideos,
aminodacidos, a ureia e amoniaco) e processos dindmicos, com a interconexao entre
diferentes 6rgdos (seja absorvendo, degradando, oxidando ou transportando
nutrientes) controlando a distribuicdo do nitrogénio.

Esta sucessdo de eventos em diferentes tecidos corporais, funcbes e
necessidades sdo o foco de pesquisas com animais, vegetais e humanos. O
conhecimento desta cinética, para qualquer elemento ou nutriente, dentro de um
contexto geral, traz muitas respostas e questionamentos sobre a fisiologia
(SELIVANOV et al., 2006), patologias (KELLEY et al., 1998), nutricdo (TAN et al.,
2014) e desenvolvimento corporal (FURR et al., 1989).

Sob estas condi¢bes, a utilizagdo de modelos matematicos para a descricao
dos processos dinamicos corporais € uma oOtima alternativa. Entre os modelos

matematicos sugeridos, a analise por compartimentos é adequada, porque pode
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reduzir sistema biol6gico complexo em um numero limitado de compartimentos e
rotas, restringindo assim o numero de variaveis e parametros dos modelos (JULLIET
et al., 2006). Tais modelos tém sido amplamente empregados com diversos
nutrientes e em amplo espectro de areas de investigacdo (PONT et al., 1998; LAO et
al., 2006; MAKROGLOU et al.,, 2006) auxiliando no conhecimento integrado da
ciéncia.

O conceito de compartimento pode ser definido como uma colecédo de material
gue é separavel, anatomicamente ou funcionalmente. Esta distin¢cdo varia em fungéo
da pesquisa empregada. Um compartimento podera ser o citoplasma e o meio
intersticial, em pesquisas celulares, 6rgdos viscerais ou diferentes partes de um
mesmo oOrgao. Aliado a este conceito, o termo “pool” metabdlico refere-se como a
mistura de componentes derivados da dieta e da quebra tecidual a qual o organismo
utilizar4 estes constituintes para a sintese de tecidos ou utilizagcdo energética
(SPRINSON e RITTENBERG, 1949). Deve-se considerar que, este contelldo possui
composicdo homogenia. Simplificacdo esta necessaria para o desenvolvimento do

estudo.

Modelos conceituais e matematicos

Um modelo compartimental conceitual é um diagrama que resume o0s
conhecimentos atuais ou hipoteses sobre a estrutura em estudo e suas
interconectividades. Este modelo € construido pelo pesquisador a priori sobre o
sistema a ser avaliado. E o primeiro contato do conhecimento teérico com a
representacdo bioldgica e, a resposta dos pardmetros sera diretamente influenciada
pela construcdo dos compartimentos e dire¢des dos fluxos.

Como inicio do processo de conhecimento do comportamento de um tracador,
podemos citar Tuvdendorj et al., (2013) que divulgaram uma representagéo (Figura
3) sobre o comportamento do “pool” de aminoacidos muscular apos a administracéo

de tracador durante estado n&o estacionario.
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Situacdo Normal Curto tempo apds o uso do tracador Longo tempo apds o uso do tragador
Aumento de todos os pools Tamanho do pool da veia e artéria sdao
Transportes e taxas elevadas reduzidos

Transportes de saida elevados

Figura 3. Adaptado de Tuvdenjord et al., 2013. Resposta arterial (A), venoso (V) e intramuscular (M)
para um pool de aminoécidos.

ApOs a administracdo de um “pool” de aminoacidos livres na corrente
sanguinea, uma cascata de eventos € iniciada, partindo do aumento de
concentracdo do tracador na artéria muscular, passando para o0 aumento da
concentracdo da veia muscular e do “pool” de aminoacidos livres dentro do tecido.

Apés cessar a adicao do tracador, o sistema possui um periodo para regressar
aos niveis originais de concentracdo. Neste periodo de movimentagcdo do sistema,
sdo realizadas as mensuracdes para montagem do modelo compartimental.

A definicdo do modelo se faz necessario para estabelecer os locais de coleta
durante o periodo experimental. A constru¢cdo do modelo tedrico (Figura 4) inicial
esta sujeito a alteracBes posteriores, para melhor compreensao, interpretacdo dos
resultados e validacdo do modelo apds as analises realizadas. Apés a analise dos
dados e compreensdo do sistema, estes compartimentos podem ser subdivididos
(ou agregados) em outros 6rgéaos, tecidos ou “pools”.

Em adicdo ao modelo conceitual, 0 modelo matematico € uma representacao

matematica formal de um sistema biolégico.
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Periféricos

L (0,1)

Figura 4. Modelo tedrico inicial sobre a andlise de aminoacidos e adicdo de tracador. Os
compartimentos estdo identificados pelos circulos 1 e 2; A fracdo da taxa de transferéncia do tracador
(tempo) estéo representados pelos L (i,j); a taxa de entrada do elemento tracado no sistema (tracee)
esta simbolizada pelo U (i); o asterisco indica o local de introdu¢&o de tracador (tracer) e L (0,1) € a
saida do material deste sistema. O triangulo (A ) simboliza a coleta de material para formar o conjunto
dos dados a serem analisados.

E o conjunto das equacdes diferenciais ordinarias (EDO) lineares, referente a
cada compartimento do sistema (Equacao 3). Elas traduzem as entradas e as saidas
de material pelo tempo.

dQl/dt=U+L(1,2)xM(2)-L(2,1))xM(1)-L(0,1)xM (2)
(4)
dQ2/dt=L(2,1)xM (1) -L (1,2) xM (2)

5)

As equacdes de balanco de massa que descrevem a mudanca na quantidade

do material entre os compartimentos. Q(i) simbolizam a quantidade de material no
compartimento em funcédo do tempo!; U é a entrada do material em estudo no
sistema (“tracee”); L (i,j) é a fracdo da taxa de transferéncia, em tempo™, ou seja, é a
fracdo do material no compartimento J transferido para o compartimento I; M(i) € a

massa do compartimento em um tempo fixo.

Estado de equilibrio
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Um sistema € dito em equilibrio quando a taxa de entrada do isotopo é igual a
taxa de saida do sistema, em funcdo do tempo, mesmo que as taxas entre 0s
compartimentos forem diferentes. Estudos estacionarios verdadeiros ndo ocorrem
em sistemas bioldgicos, no entanto, pequenas flutuacées séo aceitaveis.

O uso do estado estacionario simplifica a solucao fisiolégica e interpretacédo
das equacdes diferenciais, usadas para aproximar 0 comportamento mecanicista de
sistemas compartimentais. Porém com computadores e algoritmos avancados, o
estado de equilibrio ndo é obrigatorio favorecendo a utilizacdo de sistemas

baseados no crescimento animal.

Parametros cinéticos

A utilizacdo de modelos pode ser explicada como a representacdo matematica
de um sistema real e a forma de como os fenOmenos associado a este sistema
ocorrem. O objetivo mais importante de um modelo é que ele permita o
entendimento do objeto em estudo de forma simples ou descrever a situacdo de
maneira mais completa.

De acordo com o conceito de modelagem compartimental, serdo apresentados
alguns parametros cinéticos que poderdo ser utilizados no entendimento do
processo da cinética de nutrientes (GREEN et al., 1985).

Fracdo da taxa catabolica (“fractional catabolic rate”) [FCR (j,i) / tempo]. Este
valor é a fragdo média em massa que deixa irreversivelmente do compartimento i por
unidade de tempo apdés a entrada em massa no sistema U por meio do

compartimento j:
FCR(1,J) = UG)/M(i) (6)
Onde M(i) é a massa do compartimento.
Tempo de transito [ t (i)]: E a média do tempo de passagem de uma molécula,

nutriente ou elemento durante uma Unica passagem em um compartimento i, antes

de sair reversivel ou irreversivelmente.

t@) =1/ LG ()
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Onde, ) L(j,i) sdo os tempos de transferéncias que partem do compartimento i entre
0s compartimentos j, com j # i.

Tempo de residéncia [ T (i)]: € a média em tempo que uma substancia
permanece no compartimento i durante suas passagens até o momento de sua
saida irreversivel, desde o momento que ela entra no sistema por um compartimento
j. Pode ser relacionada ao tempo total de exposicdo de um compartimento a uma
droga administrada. Caso esta molécula ndo atinja o compartimento a ser avaliado,
seu tempo de residéncia sera zero. Ele é dependente do local de administracao do
tracador e seu tempo de residéncia sera igual ao tempo de residéncia do tracado se
ele for administrado da mesma forma.

T (i) =1/FCR(i,)) (8)

Numero de reciclagens [V (i)] € referente ao nUmero médio de vezes que uma

{1
|

substancia recicla através do compartimento “i” antes de sua perda irreversivel.

Vi) =[T @O/ t@]-1] )

Estes parametros estdo descritos em relacdo a média, porque ndo sédo todas
as moléculas referentes a substancia de interesse (tracador ou tracado) que utilizam
exatamente a mesma quantidade no tempo em cada compartimento. No caso da
cinética do nitrogénio, inimeras sao as substancias que possuem o nitrogénio em
sua constituicdo molecular, e estes valores médios representam a estimativa do total
de moléculas encontradas no sistema.

Durante a estimacdo dos parametros, o cineticista ndo sé procura um bom
ajuste entre os dados e a simulacdo do modelo, mas também deve conhecer ou
suspeitar sobre a fisiologia e bioquimica do nutriente, de modo que a exposic¢éo final
do trabalho devera ser fisiologicamente coerente com a dindmica representada. E
entendido que o modelo final ndo deve ser extremamente complexo, caso contrario,
pode-se obter um bom ajuste para os dados, mas a custa de muito poucas
explicagcbes conceituais dos parametros.

Um modelo é um conjunto de instru¢des para a reproducdo das propriedades
de um sistema (SUPPES, 1969). Em biologia, ndo sabemos todas as propriedades
de um sistema e podemos simular apenas algumas delas. A exigéncia € alguma
verossimilhanca aceitavel. Devemos validar tais modelos, exigindo preditivo valor e

alterar as condi¢cdes experimentais para predicdo de outros valores. Por meio de
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testes matematicos, conseguimos reduzir o0 nimero de modelos satisfatérios para
um mesmo sistema em estudo, mas raramente, teremos descrito um modelo
comprovadamente unico. Desta forma, o propdsito da modelagem € ajudar no
desenvolvimento e compreensao dos processos bioldgicos (ZIERLER, 1981).

A andlise compartimental é uma ferramenta que busca gerar hipoteses,
utilizando conhecimentos passados, incorporando dados do nutriente no

desenvolvimento do modelo, e lidar com situacdes de estado néo estacionario.
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CAPITULO 2 - CRESCIMENTO TECIDUAL E INCORPORAGCAO DO **N EM
FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Pesquisas que visam o0 aumento da producdo avicola podem
correlacionar a nutricdo e o crescimento animal com o dinamismo do processo entre
a sintese e degradacao tecidual e, consequentemente, ampliar o conhecimento
sobre o metabolismo da deposicdo proteica. Diante do exposto, a pesquisa foi
realizada com o objetivo de descrever as curvas de crescimento tecidual e
incorporacdo do nitrogénio em diferentes tecidos/6rgaos durante o crescimento do
frango de corte. Foram utilizados 136 frangos de corte machos da linhagem Cobb
500® criados individualmente, divididos em fase inicial (O a 14 dias), fase de
crescimento (14 a 42 dias) e fase final (35 a 70 dias) de producgé&o. Foi utilizada a
substituicdo de alimentos com sinais isotOpicos contrastantes e abates sucessivos
ao longo do tempo na determinagédo dos parametros da equacgao para o crescimento
e na incorporacéao do nitrogénio. A taxa de maturidade (B) referente ao crescimento
tecidual durante os 70 dias foram: 0,103 para jejuno; 0,080 para penas; 0,059 para
figado; 0,0585 para os rins 0,0478 para a tibia; 0,0425 para cartilagem; 0,0412 para
muasculo peitoral maior e 0,0306 para o musculo sartério. Estes resultados
demonstram o rapido crescimento de O6rgdos responsaveis pelo acelerado
metabolismo dos frangos de corte, como jejuno, figado e rins. Os musculos foram
representados pelos menores resultados de B, musculo peitoral maior e sartorio. Os
valores de meia vida para a fase de crescimento foram: 2,22; 2,27; 2,95; 4,72 e 6,09
dias para jejuno, plasma, figado, penas das asas e musculo peitoral maior,
respectivamente. Valores maiores foram determinados durante a fase final: 5,25;
4,93; 7,76; 18,94 e 8,86 dias para jejuno, plasma, figado, penas das asas e musculo
peitoral maior, respectivamente. Estes resultados demonstram a reducdo nha
incorporagao do nitrogénio com o avangar da idade. A avaliagdo conjunta entre
crescimento tecidual e incorporacdo do nitrogénio revelam os diferentes
comportamentos que visam a producao animal e o metabolismo tecidual em frangos
de corte.

PALAVRAS CHAVES: Crescimento, isotopos estaveis, modelagem, nitrogénio
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ABSTRACT: Studies aimed at increasing poultry production could correlate the
nutrition and animal growth with the dynamism of the process between synthesis and
tissue degradation and thus increase knowledge of the metabolism of protein
deposition. Given the above, the research was conducted with the aim of describe
the tissue growth curves and incorporation of nitrogen in different tissues / organs
during the broiler production. Were used 136 male broilers Cobb 500® strain created
individually divided in initial phase (0 to 14 days) growth phase (14 to 42 days) and
final phase (35 to 70 days). Substitution feed with contrasting isotopic signals and
successive slaughtering were used over time to determine the parameters, equation
for the growth and for incorporation of nitrogen. The maturation rate (B) for the tissue
growth during the 70 days were: 0.103 for jejunum; 0.080 for feathers; 0.059 for liver;
0.0585 to kidney; 0.0478 for tibia; 0.0425 for cartilage; 0.0412 to the pectoralis major
muscle and 0.0306 for the sartorius muscle. These results demonstrate the rapid
growth of organs responsible for the accelerated metabolism of broilers as jejunum,
liver and kidney. Results about muscles were represented by the smaller B,
pectoralis major muscle and sartorius. The half-life values for the growth phase were:
2.22; 2.27; 2.95; 4.72 and 6.09 days for jejunum, plasma, liver, feathers of the wings
and the pectoralis major muscle, respectively. Higher values were determined for the
final phase: 5.25; 4.93; 7.76; 18.94 and 8.86 days for jejunum, plasma, liver, feathers
of the wings and the pectoralis major muscle, respectively. These results show a
reduction in nitrogen incorporation with the advancing of age. The joint evaluation of
tissue growth and incorporation of nitrogen revealed the different behaviors aimed at
animal production and tissue metabolism in broilers.

KEY WORDS: Growth, modeling, nitrogen, stable isotopes
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4.INTRODUCAO

O perfil fundamental da producdo de frangos de corte comercial € o rapido
crescimento em menores periodos de tempo. Com a caracterizagdo do
desenvolvimento corporal e estabelecimento das exigéncias nutricionais bem
definidas. Pesquisas direcionam em busca do conhecimento sinérgico do
metabolismo dos nutrientes com a otimizacédo da deposicdo tecidual, teoria esta que
é traduzida pelas taxas de incorporacao e interconexao entre os diferentes tecidos e
orgaos que compdem o organismo do frango de corte.

A descricdo do crescimento das aves € o primeiro estagio para elaborar
modelos de simulacdo capazes de predizer as exigéncias nutricionais das aves
(GOUS et al.,1999). Embora existam diversos modelos matematicos, lineares e nao
lineares para descrever o crescimento (Logistico, Brody, Richards, Bertalanffy),
pesquisadores (MARTIN et al., 1994; HANCOCK et al., 1995, HRUBY et al., 1996,
MACLEOD, 2000, SAKOMURA et al., 2005, SANTOS et al.,, 2005, NEME et al.,
2006; MARCATO et al. 2008) concordam que a funcdo de Gompertz (1825) é a mais
indicada, pela necessidade de conhecer apenas trés parametros com significados
biol6gicos que permitem o bom ajuste dos dados.

A analise conjunta da sintese e degradacéao é realizada com o uso dos is6topos
estaveis, que possuem a caracteristica de serem 6timos tracadores metabdlicos, ou
seja, sofrem 0s mesmos processos bioldgicos dos nutrientes provindos do alimento
e sao quantificados nos érgaos de interesse (ATKINS, 1969). Esta ferramenta de
investigacdo nuclear permite acompanhar elementos leves como o carbono
(DENADAI et al., 2009), nitrogénio (SILVA et al., 2006), hidrogénio (RACETTE et al.,
1994), oxigénio (GAT et al., 1981) e enxofre (BOTTCHER et al., 1998). Se tratando
especificamente de proteina, os mecanismos de sintese e degradacdo séao
independentes e influenciados por diversos fatores, tais como: qualidade da proteina
ingerida (WOLFE, 1992), o consumo de racdo, o nivel proteico da dieta, a
temperatura ambiente (FARIA FILHO, 2006), nivel energético da alimentacéo
(COLETTA et al., 2012 e HARRISON et al., 2011) e idade animal (RATHMACHER,

2000). Estudos avicolas que usam isétopos estaveis como tragcadores em suas
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dietas estimam como os is6topos teciduais sado substituidos por is6topos derivados
da dieta (DENADAI et al., 2011; DUCATTI et al., 2014). Com este enfoque, Ducatti
et al. (2014), analisou tecidos de frangos de corte enriquecidos com 13C e
evidenciou que valores de meia-vida do figado mostraram-se semelhantes durante a
fase jovem até as fases adulta (=1,68 dias), resposta diferente a outros tecidos
coletados (musculo, tibia e quilha) que aumentaram de acordo com o avanco da
idade. Mas a interacdo das respostas metabdlicas de incorporacdo com a
modelagem do crescimento ndo € pratica corriqueira das pesquisas em producao
animal.

Por estes motivos, o presente estudo tem como objetivo 1) Descrever o
potencial genético de crescimento para frangos de corte com o uso da modelagem e
2) Quantificar a incorporacdo do isétopo estavel de 15N tecidual durante diferentes

idades.

5.MATERIAL E METODOS

CondigOes experimentais

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Ciéncias Avicolas na
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal. Os
procedimentos experimentais descritos foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Jaboticabal,
sob o protocolo n® 9999/14.

Foram utilizados 136 frangos de corte machos da linhagem Cobb 500® no
periodo de zero a 70 dias de vida. Os animais foram criados no piso, em galpdes de
alvenaria do tipo convencional, bebedouro “nipple” e comedouro tubular conforme o
padrao de criacdo da linhagem até o inicio dos periodos experimentais. No inicio de

cada ensaio experimental, as aves foram acondicionadas individualmente em
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gaiolas de metabolismo de 50x50x50cm com comedouros e bebedouros “nipple”
individuais, mantendo assim controle quanto a sua alimentacéo e excre¢ao. Durante

todo o periodo experimental, foram utilizadas 24 horas de luz.

Dietas

O cronograma de arracoamento (Figura 1) teve como objetivo promover o
enriquecimento tecidual por meio do aumento da ingestdo natural do tracador
biolégico °N, segundo de Araujo et al. (2011). As dietas experimentais consistiram
na substituicdo do milho (M) e farelo de soja (FS) como principais constituintes da
dieta, por quirera de arroz (A) e farinha de visceras (FV). As dietas foram formuladas
segundo as recomendac¢des nutricionais de Rostagno et al. (2011) para cada fase de

criacao (Tabela 1).

Matriz* A+FV
Inicial (0 a 14 dias) ......................... e —
0 14
Crescimento (14 a 42 dias) Matriz ™ i M+FS i A+FV I
0 14 42
Matriz * M +FS A+FV
Final (35 a 70 dias) I I I
0 35 70

Figura 1. Cronograma de substituicdo das dietas com enriquecimento padrdo de milho (M) e soja (FS)
por dietas com maior concentracdo de *°N, formuladas com quirera de arroz (A) e farinha de visceras
(FV), para frangos de corte durante o periodo experimental de 0 a 70 dias de vida. A alimentag&o
ofertada a Matriz* foi estipulada pela empresa fornecedora dos frangos de corte, ndo sendo possivel
o controle de seus ingredientes por parte do pesquisador.

Cronograma e coleta das amostras

As coletas teciduais tiveram dois objetivos. O primeiro se refere a elaboracao
das curvas de crescimento tecidual com o uso da equacdo de Gompertz (1825),
portanto os dados utilizados sao do periodo conjunto de 0 a 70 dias de vida.
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Tabela 1. Composicdo das dietas com diferentes concentracdes de N utilizadas na fase inicial, crescimento e final para frangos de corte

INICIAL INICIAL CRESCIMENTO CRESCIMENTO FINAL

INGREDIENTES (0 a 14 dias) (0 A 14 dias) (14 a 42 dias) (14 a 42 dias) (35 a 70 dias)
% % % % %

Quirera de Arroz (A) - 63,03 - 66,16 70,39
Milho (M) 55,74 - 59,9 - -
Farelo de Soja (FS) 38,08 25,41 32,98 20,26 16,31
Farinha de Visceras (FV) - 7,0 - 8,0 8,0
Oleo de Soja 2,812 1,315 4,186 2,76 2,756
Coleto de Sédio 0,494 0,439 0,457 0,402 0,389
Calcério Calcitico 1,037 0,885 0,907 0,747 0,644
Fosfato Bicalcico 1,386 1,304 1,153 1,085 0,904
DL-Metionina 0,155 0,149 0,137 0,13 0,119
L-Lisina 0,092 0,268 0,082 0,258 0,291
Premix Min/Vit 0,201" 0,201" 0,202° 0,202 0,203°
Composicéo Nutricional
Energia Metabolizavel (Kcal/Kg) 3005 3005 3150 3150 3200
Proteina Bruta (%) 21,8 21,8 19,8 19,8 18,4
Célcio (%) 0,88 0,88 0,76 0,76 0,66
Faosforo Digestivel (%) 0,37 0,37 0,32 0,32 0,28
Lisina Digestivel (%) 1,271 1,271 1,131 1,131 1,06
Metionina Digestivel (%) 0,496 0,496 0,452 0,452 0,424
Treonina Digestivel (%) 0,862 0,836 0,785 0,756 0,698
Assinaturas Isotopicas 5 >N (%o) 1,05 3,19 1,12 3,26 3,67

"Premix Mineral e Vitaminico Inicial: Biotina 44mg, Colina 187.500mg, Vit A 4.687.500Ul, Vit D3 1.187.500UlI, Vit E, 17.500Ul, Vit K3 940mg, Vit B1 1.250mg, Vit B2
3.125mg, Ac. Nicotinico 18.750mg, Ac. Pantotemco 6.250mg, Ac. Félico 437,5mg, Vit B6 1.175mg, Vit B12 7,5mg, Cobre 6.250mg, Ferro 31.250mg, lodo 625mg, Manganés
44.000mg, Selénio 187,5mg, Zinco 40.650mg. Premix Mineral e Vitaminico Crescimento: Biotina 36 ,75mg, Colina 157.500mg, Vit A 3.937.500Ul, Vit D3 997.500Ul, Vit E
14.750Ul, Vit K3 787,5mg, Vit B1 1.050mg, Vit B2 2.625mg, Ac. Nicotinico 15.750mg, Ac. Pantotenlco 5.250mg, Ac. Félico 367,5mg, Vit B6 1.450mg, Vit B12 6,25mg, Cobre
5.250mg, Ferro 26.250mg, lodo 525mg, Manganés 36.750mg, Selénio 157,5mg, Zinco 34.125mg. ®premix Mineral e Vitaminico Final: Biotina 26 ,5mg, Colina 112.500mg, Vit
A 2.812.500Ul, Vit D3 712.500Ul, Vit E 10.500Ul, Vit K3 565mg, Vit B1 750mg, Vit B2 1.875mg, Ac. Nicotinico 11.250mg, Ac. Pantoténico 3.750mg, Ac. Félico 262,5mg, Vit
B6 1.050mg, Vit B12 4,5mg, Cobre 3.750mg, Ferro 18.750mg, lodo 375mg, Manganés 26.500mg, Selénio 112,5mg, Zinco 24.400mg. Todas as fontes de minerais e
vitaminas foram fornecidas pela empresa Agroceres Multimix
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Fizeram parte desta analise: Jejuno, figado, rim, coracdo, cartilagem,
tibia, masculo peitoral maior, sartério, penas e peso vivo da ave. O segundo
objetivo teve a finalidade de determinar a incorporacdo do ‘°N, por meio da
equacao descrita por Ducatti et al. (2002). Fizeram parte desta andlise: Jejuno,
figado, plasma, muasculo peitoral maior, penas e excretas, os quais foram
separados em trés periodos de crescimento, 0 a 14, 14 a 42 e 35 a 70 dias de
vida da ave.

Os tecidos foram coletados e pesados de quatro aves por dia de coleta,
cada ave representou uma unidade experimental. Na fase inicial foram
realizados nove abates, na fase de crescimento foram 12 abates e na fase final
foram 13 abates (Tabela 2). O tempo de coleta das amostras foi concentrado
nas primeiras horas dos ensaios experimentais, devido a maior velocidade de
incorporacdao isotépica do nitrogénio no tecido (RIEDIJK et al., 2007; HOBSON
e CLARK, 1992).

Tabela 2. Cronograma de abates para coleta tecidual de frangos de corte

Periodo

Fases . Dias de abates

Experimental
Inicial 0-14 0,1,2,3,5,7,9,11, 14
Crescimento 14 - 42 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 31, 35, 42
Final 35-70 35, 36, 37, 38, 40, 42, 45, 48, 51, 55, 59, 63, 70

Amostras para determinar a curva de crescimento tecidual

Apds a quantificacdo diaria do consumo e peso das excretas (em
gramas), as aves foram insensibilizadas e abatidas por deslocamento cranio
cervical. Para a coleta dos tecidos corporais (em gramas), foi realizado corte
cranio caudal no segmento jejuno para limpeza da digesta com &agua
deionizada. O figado e o coracdo foram extraidos de forma total. Foram
retirados e pesados ambos os rins. A cartilagem a qual sustentam os musculos
peitorais foi retirada de forma integral. O osso da tibia direita foi retirado. O
musculo peitoral foi retirado de forma total. Ambos os lados do musculo sartério

foram retirados ap0s a dissecacdo da sobrecoxa.
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O peso das penas foi realizado considerando a diferenca entre a ave
abatida inteira (corpo + penas) subtraida pela ave abatida depenada. Esta

diferenca fornecia o peso total das penas.

Amostras para determinar a curva de incorporagéo N

As amostras de sangue foram extraidas por meio de puncdo cardiaca,
centrifugado na presenca de heparina sbédica e o plasma sanguineo foi
separado por meio de pipeta volumétrica; a amostra de jejuno foi composta por
cinco centimetros da parte medial do 6rgao; foi retirado um seguimento do lobo
direito do figado; uma porgcédo do terco médio longitudinal do muasculo peitoral
maior esquerdo compds a amostra muscular; as penas foram compostas por
duas amostras, uma coletada no dorso e outra nas asas da ave, de maneira
completa (composta por raque, barbulas, barba e o calamo); para coleta das
excretas, aplicou-se o método de coleta total.

As amostras dos tecidos e das excretas foram liofilizadas. Os tecidos e
dietas experimentais foram moidos em moinho criogénico (SPEX Sample Prep
2010 Geno/Grinder 2010), a temperatura de -196°C, Aproximadamente 2,0 g
de amostra foram armazenadas para a pesagem (Mettler Toledo XP6) em
capsulas de estanho (de 500 a 700ug para tecidos e 2100 a 2200ug para as
dietas) para andlises em espectrometro de massa de razdes isotépicas (“Delta
V Advantage IRMS, Thermo Scientific’) acoplado ao Analisador Elementar
(“Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA, IRMS”) do Centro de Isétopos
Estaveis do Instituto de Biociéncias (CIE/IBB) da UNESP, Campus de
Botucatu.

Anéalise dos dados

Curva de crescimento
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Para a descricdo das curvas de crescimento tecidual, os pesos (em
gramas) dos 6rgaos e tecidos foram ajustados pela equagdo de Gompertz:

_o[-B x(t—t")]
Pt == Pm X e €

(1)

Considerando, P; 0 peso tecidual em gramas no tempo t; P, € 0 peso estimado
a maturidade em gramas; B taxa de maturidade tecidual no tempo™ e t* é o
tempo em dias que ha a inflexdo da sigmoide. As taxas de crescimento (TC)
sdo obtidas pela derivada da equacdo de Gompertz (Sakomura & Rostagno,
2007):

(=Bx(t-t))

TC =P, X B X (e~¢ ) x (e(7Bx(t=t2)y 2)

Curva de incorporacéo do *°N tecidual

As razdes isotopicas de N/*N nas dietas e amostras teciduais foram
determinadas em comparacdo ao padrdo internacional do nitrogénio
atmosférico. As comparacdes relacionadas com as amostras e os padrdes sdo
expressos pela notacdo delta (), definido como partes per mil (%.), segundo
Criss et al. (1999).

8N = [(Rq/Rp) — 1] X 103 (3)

Sendo R a raz&o isotépica de °N/*N para a amostra (R,) e padrdo (R,) do
nitrogénio, correspondente ao enriquecimento isotopico tecidual em relacao
nitrogénio atmosférico, segundo as normas internacionais.

A partir do valor isotdpico final (3°N;) para cada tecido, foi empregada a

funcado proposta por Ducatti et al. (2002).
815N, = 615Ny + (81°Np — 6"°N;) x et (4)

No qual, §°N; € o enriquecimento isotdpico relativo no tecido no tempo t,
expresso em per mil; §1°N; representa a concentragéo isotdpica tecidual inicial,
proveniente da condicdo tempo experimental igual a zero expresso em delta

per mil; o valor de §'°N; é a concentragdo dos isétopos teciduais, quando

ocorre a substituicdo completa dos isotopos, expresso em delta per mil;, a
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constante k é a taxa de substituicdo e incorporagdo isotopica com unidades de
tempo™.
Para calcular o tempo de substituicdo e incorporacdo do isotopo estavel

tecidual, foi utilizada a equacéo descrita por Wolf & Chinkes (2005).

t=("Yp) -1 )

Onde, f é a fracdo de troca entre os atomos (valor entre de 0 a 1), para um
dado tempo t em dias, e k é a constante de troca isotépica no tempo™. Quando
esta fracao representa 50% (f=0,5), podemos nomeé-la como meia vida.

O crescimento e a incorporacdo do nitrogénio isotdpico tecidual foram
ajustados ao modelo sigmoidal e exponencial, usando software OriginPro 8.0
(Copyright© 1991-2007 Original Lab Corporation).

6.RESULTADOS

Descricdo do crescimento

O conjunto dos parametros que compdem a equacdo de Gompertz
descreve o crescimento animal (Tabela 3). As penas possuem um valor de t*
baixo (29 dias) em comparacdo aos tecidos, como coracdo (31), tibia (32),
cartilagem (36) e musculo peitoral maior (43 dias).

De forma a determinar o crescimento dos tecidos das aves, podemos
utilizar o parametro t* como comparacéao entre os tecidos. O jejuno estabelece
0 seu crescimento com 16 dias, seguido por figado e rins. As penas possuem
um valor de t* menor (29 dias) em comparacdo aos tecidos, tibia (32),
cartilagem (36) e musculo peitoral maior (43 dias). Estes resultados séo
influenciados pelo parametro B (taxa de maturidade). Em ordem decrescente,
os resultados para o parametro B (taxa de maturidade) foram, jejuno (0,103),
penas (0,080), figado (0,059), rins (0,058), tibia (0,047), cartilagem (0,042),
peso vivo (0,042), peito (0,041), coracdo (0,038) e sartério (0,0306).



39

Tabela 3. ParAmetros da equacdo de Gompertz1 para o crescimento tecidual em frangos de
corte de 0 a 70 dias de vida

Parametros
Pm (9) EP  t¥(dias) EP B (/dia) EP R?
Jejuno 28,48 0,742 16,58 0,5887 0,1035 0,0102 0,901
Figado 93,37 3,961 20,53 1,0664 0,0590 0,0053 0,908
Rim 26,92 0,925 24,73 0,8435 0,0585 0,0038 0,953

Coracao 26,22 1,666 31,88 2,0014 0,0380 0,0030 0,946
Cartilagem 43,67 2,168 36,00 1,4048 0,0425 0,0026 0,969

Tibia 43,41 2,4351 32,78 0,7378 0,04/8 0,0019 0,985
Peito 2098,94 87,053 43,97 1,1572 0,0412 0,0019 0,988
Sartorio 34,88 4,425 53,74 4,3185 0,0306 0,0031 0,956
Penas 175,88 8,737 29,17 1,2392 0,0800 0,0124 0,955

Peso Vivo 7102,27 185,540 37,64 0,7345 0,0424 0,0014 0,992

Pm: Peso a maturidade; t*: Temzpo em dias para a inflexdo da curva de crescimento; B: taxa de
maturidade; EP: Erro Padréo; R”: Coeficiente de determinagéo.

Foram calculadas as taxas de crescimento (TC = g/dia), para ganho de
peso vivo (Tabela 4) por meio da derivada das equacdes de Gompertz

(Sakomura e Rostagno, 2007).

Tabela 4. Taxas de crescimento tecidual (g/d) em 10 semanas para frangos de corte

Taxa de Crescimento Tecidual — TC (g/dia)

Dias
Ppv!  pPM*  Fig®  Jg! Cor Rim Sart® Penas Tibia  Cart’

1 12,63 1,44 0,74 0,10 0,13 0,12 0,04 0,01 0,10 0,10
7 28,28 4,06 1,33 0,54 0,20 0,26 0,07 0,23 0,23 0,21
14 53,82 9,57 1,86 1,04 0,27 0,45 0,12 164 044 0,37
21 80,47 16,96 2,02 0,99 0,33 0,56 0,19 3,96 0,63 0,53
28 100,56 24,21 1,86 0,67 0,36 0,57 0,26 515 0,74 0,64
35 109,99 2942 153 0,38 0,36 0,50 0,32 471 0,76 0,68
42 108,94 31,68 1,17 0,20 0,34 0,40 0,37 3,52 0,70 0,66
49 100,24 31,16 0,85 0,10 0,31 0,30 0,39 2,35 0,60 0,60
56 87,33 28,63 0,60 0,05 0,27 0,22 0,39 1,46 0,49 0,52
63 73,04 2500 041 0,02 0,22 0,15 0,38 0,88 0,39 0,43
70 59,27 2101 0,28 0,01 0,19 0,10 0,35 0,52 0,30 0,35

1.Peso Vivo; 2.Peitoral Maior; 3.Figado; 4. Jejuno;5. Coragédo; 6.Sartério; 7.Cartilagem; Maiores
taxas de crescimento para cada tecido por semana estdo destacados em negrito

Este parametro representa a maxima deposicdo em peso vivo dos

tecidos, expressando a capacidade genética da linhagem. O musculo peitoral
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maior, possui a sua maior deposi¢cdo na semana 6 (42 dias), em contrapartida,
0 jejuno estabeleceu a sua maior deposicdo na semana 2 (14 dias de vida),

evidenciando a variacdo de crescimento entre os tecidos.

Substituicdo e incorporacdo do *°N

Os resultados representam a incorporacéo do *°N nos tecidos de frangos
de corte (Tabela 5). Durante a fase inicial (0 a 14 dias), n&o foi possivel realizar
0 ajuste da equacao e definicdo dos parametros de incorporacao do nitrogénio
(dados nédo apresentados), devido ao alto enriquecimento dos frangos de corte
nos primeiros dias de vida, motivo este decorrente de uma alimentacdo com
maior concentracdo de N proveniente da matriz (dieta esta ndo controlada
pelo pesquisador). Notam-se os valores mais altos do parametro k para os
tecidos metabolicamente ativos, plasma (0,306 e 0,141), jejuno (0,312 e 0,132)
e figado (0,235 e 0,089), em comparacdo a aqueles considerados como
destino de deposi¢do do nitrogénio, peito (0,114 e 0,078) e penas das asas
(0,147 e 0,037). Estes resultados se repetem para a segunda e terceira fase.

A Troca Total (f = 99%) representa o tempo necessario para a
substituicdo dos isétopos teciduais na representacao do sinal provindo da dieta.
Na comparacdo da segunda para a terceira fase, os tecidos aumentam o tempo
de troca isotdpica, sendo 2,17 vezes para o plasma; 2,63 vezes para o figado;
1,45 vezes para o peito; 4,01 vezes para as penas da asa e 3,89 vezes para

penas do dorso.



Tabela 5. Parametros da equagéo de incorporagao isotopico do BN, segundo Ducatti* et al. (2002) para frangos de corte em crescimento
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Crescimento

(14 2 42 dias) Parametros Substituic&o e Incorporacdo °N
NN EP Ny EP k EP 50%T 99%T R?
Amostras
O %o 0 %o /dia Dias Dias %
Plasma 2,231 0,102 5,611 0,054 0,306 0,034 2,27 15,05 92,2
Jejuno 2,199 0,089 4,054 0,045 0,312 0,030 2,22 14,76 93,2
Figado 2,281 0,079 5,168 0,05 0,235 0,021 2,95 19,60 94,6
Peitoral Maior 2,146 0,082 4,044 0,084 0,114 0,012 6,09 40,47 95,1
Penas das Asas 2,133 0,076 3,730 0,067 0,147 0,015 4,72 31,33 94,6
Penas das Dorso 0,856 0,134 4,234 0,095 0,146 0,062 4,75 31,54 50,8
Excreta 2,747 0,234 2,791 0,087 0,774 0,146 0,90 5,95 76,6
(35 aF;rz)aljias) Parametros Substituicéo e Incorporagédo °N
NN, EP N, EP k EP 50%T 99%T R?
Amostras
0 %o 0 %o /dia Dias Dias %
Plasma 2,351 0,142 5,867 0,137 0,141 0,019 4,93 32,73 86,1
Jejuno 2,053 0,087 4,349 0,070 0,132 0,016 5,25 34,89 91,6
Figado 2,271 0,125 5,501 0,130 0,089 0,014 7,76 51,57 89,7
Peitoral Maior 2,181 0,128 4,001 0,139 0,078 0,013 8,86 58,89 90,6
Penas das Asas 1,694 0,474 3,345 0,507 0,037 0,018 18,94 125,82 79,0
Penas das Dorso 2,709 0,649 4,482 0,691 0,038 0,016 18,48 122,80 81,4
Excreta 2,249 0,191 2,522 0,067 0,704 0,137 0,99 6,55 76,1

N; -"°N; Enriquecimento tecidual no periodo; “°N; Enriquecimento tecidual final; k Constante de troca isotopica; 50%T Meia Vida; 99%T: 99% de
troca isotépica; EP Erro Padrdo; R® Coeficiente de determinacéo



42

Fracionamento isotopico

Em todas as idades estudadas, os valores do fracionamento isotopico
para excreta foram negativos e, excluindo a andlise da fase inicial, os valores
do fracionamento dos tecidos foram positivos. Importante verificar que, dentre
0s resultados positivos, aqueles que possuem maiores valores absolutos sao o

plasma e o figado, durante o periodo de crescimento e final (Tabela 6).

Tabela 6. Valores da dieta experimental, amostras teciduais e fracionamentos isotdpicos, em
delta per mil de frangos de corte em diferentes fases do crescimento

3 PNieta 0 °N; 5 Ny 5 Fr. Isotépico

Tecidos (%o) (%a) EP (%o) EP (%o)
Fase Inicial (0 a 14 dias)
Plasma 4,363 0,074 5130 0,166 1,940
Jejuno 2,383 0,039 1,609 0,120 -1,581
Figado 2,983 0,103 2,597 0,110 -0,593
Peito 3,19 4,598 0,135 3,093 0,065 -0,097
Penas Asas 6,380 0,160 4,350 0,075 1,160
Penas Dorso 6,153 0,070 5,443 0,081 2,253
Excreta -0,108 0,279 2,980 0,259 -0,210
Fase de Crescimento (14 a 42 dias)
Plasma 3,390 0,074 5588 0,065 2,328
Jejuno 1,769 0,029 4,322 0,099 1,062
Figado 2,845 0,076 5337 0,120 2,077
Peito 3,26 1,916 0,138 4,058 0,032 0,798
Penas Asas 1,617 0,061 3,857 0,089 0,597
Penas Dorso 3,269 0,004 4,362 0,048 1,102
Excreta 0,162 0,056 2,637 0,094 -0,623
Fase Final (35 a 70 dias)

Plasma 3,440 0,073 6,183 0,103 2,513
Jejuno 1,988 0,075 4,639 0,111 0,969
Figado 3,058 0,031 5787 0,161 2,117
Peito 3,67 1,580 0,083 3,955 0,052 0,285
Penas Asas 1,595 0,032 3,179 0,049 -0,491
Penas Dorso 1,720 0,078 4,286 0,152 0,616
Excreta 0,335 0,176 2,759 0,082 -0,912

0 15Nd Enriquecimento da dieta; ® BN; Enriquecimento tecidual inicial; © BN;
Enriquecimento tecidual final; & Fr. Isotopico Fracionamento isotdpico do nitrogénio (A) =
5N - 5"°Ngiewa; EP Erro Padréo
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7.DISCUSSAO

Descricao do crescimento

Os valores dos parametros da equagao de Gompertz nos indica como
ocorre o crescimento individual dos tecidos das aves (Tabela 3). O crescimento
dos tecidos com metabolismo mais acelerado (jejuno, figado e rins) possuem
valores maiores para taxa de maturacao (B) em comparacao aos tecidos com o
crescimento lento (tibia, cartlagem e muasculos) (FRANCE et al., 2008).
Segundo Marcato et al, (2008), aves machos Cobb, possuem o valor de B
(0,0416) para peso vivo préximo ao descrito neste trabalho (0,0424). Isto
evidencia a pequena alteracdo no potencial genético desta linhagem no
decorrer destes anos.

Segundo Macari et al. (2002), o desenvolvimento do frango de corte
compreende trés fases distintas: 1) Desenvolvimento dos 6rgédos: Logo apos a
eclosdo, ha crescimento alométrico negativo, os quais trardo suporte para o
rapido crescimento do animal nos dias subsequentes. 2) Crescimento dos
tecidos estruturais: Alongamento e desenvolvimento de cartilagens e 0ssos,
preparando o corpo para suportar o acimulo de massa corporea. 3) Deposicdo
da musculatura: Deposicao proteica dos tecidos musculares. O crescimento €
assim descrito para as espécies animais de maneira geral.

O parametro t* para o coracédo é, 92,27% mais lento quando comparado
ao crescimento do jejuno e este tecido, quando comparado aos demais, possui
o menor valor do parametro B (0,0380). O melhoramento genético animal com
enfoque na deposicdo proteica muscular ndo foi 0 mesmo quando analisamos
o crescimento do coracgdao.

Como demonstrado neste experimento, 6rgdos com papel fundamental no
metabolismo proteico como jejuno (16 dias), figado (20 dias) e rins (24 dias),
estabelecem seu crescimento logo nas primeiras semanas, valor este
representado pelo t* em que ocorre a maxima taxa de crescimento dispostas
em ordem crescente de tempo. Estruturas de sustentagdo, como 0SSOS e

cartilagem, sdo necessarias para a insercdo e desenvolvimento muscular e



44

protecdo dos orgaos. Portanto, os resultados para tibia (32 dias) e cartilagem
(36 dias) sdo os préximos alcancarem a idade referente ao t*, portanto,
reduzirdo sua taxa de crescimento. E como fase final do desenvolvimento
corporal, os tecidos musculares do musculo peitoral maior (43 dias) e sartério
(53 dias), foram os ultimos a finalizarem o seu crescimento.

Correlacionando o metabolismo do nitrogénio para aves, as penas
possuem posicdo de destaque, pois, além de possuir papel de extrema
importancia no inicio do crescimento quando se € necessario 0 aguecimento e
manutencdo da temperatura corporea da ave (OLIVEIRA et al., 2006), permite
protecdo contra choque mecanicos e sua constituicdo € preponderantemente
proteica. Por esses motivos, o direcionamento do sistema biol6gico para
crescimento de penas deve ser dar por completa precocemente, neste caso,
quantificado em 29 dias. Este é um ponto importante para justificar tal
crescimento acelerado (LEESON e WALSH, 2004) em comparagdo com
tecidos estruturais como 0ssos e cartilagem.

A partir dos 43 dias de vida, o frango se torna menos eficiente no
crescimento muscular peitoral e, consequentemente, espera-se que a
conversdo de racdo para a deposicdo no peitoral maior seja menor, resposta
esta confirmada com os valores de t* = 43,97 dias, ou seja, ha a reducéo do
crescimento de deposi¢cdo da massa muscular e a taxa de crescimento, TC =
31,68 g/dia no 42° dia de vida (Tabela 4).

Hancock et al. (1995) demonstrou, com o0 uso da equacdo de Gompertz,
gue os machos de seis linhagens apresentaram comportamento de deposicéo
proteica maior que as fémeas. Para as linhagens Ross 708, Ross 788, Ross
608, Ross 688, Hubbard e Hybro, o peso a maturidade (Pm) foi de 5171 a
61459, a taxa de crescimento maximo (B) entre 0,0355 a 0,0371 e a idade no
ponto de inflexao (t*) variou de 41,9 e 44,2. GOUS et al. (1999) descreveram 0s
parametros da equacdo de Gomperz determinados para peso vivo em frangos
machos, no qual, Pm entre 5888 a 6087¢; t* variou entre 42,7 a 43,5 e o valor
de B entre 0,0375 a 0,0382. Neste experimento, as aves Cobb possuem
maiores valores para peso vivo nestes parametros (Pm = 7102,27; B = 0,0424

e t* = 37,64), indicando crescimento precoce.

Substituicdo e incorporacéo °N
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O farelo de soja, como representante de espécies leguminosas, consegue
utilizar o ar atmosférico como fonte de nitrogénio gracas a uma simbiose com
bactérias do género Rhizobium sp. (FAGAN et al., 2007). Graos que nao
realizam esta simbiose (por exemplo o milho), tendem a refletir o valor isotopico
referente a adubacao nitrogenada. O pintainho de um dia representara, em
delta per mil, o nitrogénio proveniente da alimentagdo da matriz do frango de
corte, o qual, possivelmente teria uma dieta a base de milho, farelo de soja e
farelo de trigo. Os dados referéncia da fase inicial (O a 14 dias), resultante dos
primeiros dias de vida do frango tiveram um sinal isotépico acima do esperado
(5 'Ni, Tabela 6), inviabilizando a andlise, comumente, atribuida a
incorporagao do nitrogénio.

Na segunda fase (14 a 42 dias) as aves passaram 14 dias se alimentando
somente da racdo a base de milho e farelo de soja, portanto, houve um
controle deste enriguecimento inicial (primeiros dias da segunda fase),
permitindo que seja realizada a andlise de incorporacdo nitrogenada, assim
como a terceira fase, ao quais as aves ficaram 35 dias se alimentando de milho
e farelo de soja antes de iniciar o experimento.

E importante verificar os valores de k (Tabela 6), constante de troca
isotépica, mostram a quantidade que o tracador € transferido para o tecido por
unidade de tempo. E uma medida que expressa a incorporacéo do nitrogénio,
pois se trata de uma fase de crescimento exponencial da ave. Assim, guanto
maior o valor desta constante, maior sera a substituicdo do is6topo em menor
tempo (50% Troca ou 99% Troca) do N tecidual em comparacéo ao alimento
ofertado.

Na segunda fase, nota-se enriquecimento mais rapido nos 6rgaos jejuno,
plasma e figado, valores visualizados pelos maiores coeficiente de troca
isotépica (k) e menores valores de tempo (50% Troca e 99% Troca), em
comparacao ao tecido pena e musculo peitoral. Esta evidéncia indica que 0s
orgdos internos possuem incorporagdo mais rapida do que tecido muscular
(TIESZEN et al., 1983).

Para as penas das asas (k=0,147), o valor da constante de troca (k) maior
gue a do muasculo do peito (k=0,114) para a fase de crescimento (14 a 42 dias),
mostra o importante direcionamento do nutriente nitrogenado para este tecido,

indicando a sua importancia na protecdo corporal para esta fase de vida. Na
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terceira fase (35 a 70 dias), observa-se o comportamento inverso dos tecidos
(penas das asas, k=0,037, musculo peitoral maior, k=0,078), mostrando o
maior direcionamento do nitrogénio para o crescimento do musculo peitoral
maior.

Quando as fases sdo comparadas (Tabela 5), é visivel verificar o aumento
do tempo para finalizar o enriqguecimento tecidual (99% Troca). O tecido que
possui 0 maior valor de incorporagdo, O jejuno, passa de 15 dias de
enriguecimento total na segunda fase para 35 dias na terceira fase. Esta
comparacdo possui duas implicagcdes importantes. 1) O tecido possui
estabilizacdo no seu desenvolvimento (valor de t* na curva de crescimento,
Tabela 3), ocorrendo enriqguecimento principalmente pela substituicdo das
células teciduais (valores similares entre sintese e degradacdo) e, ndo pela
incorporacdo de novas células (sintese sendo superior que a degradacao
tecidual). Consequentemente, a substituicdo em funcdo do tempo do valor
isotépico foi reduzida (Tabela 5). 2) Quanto maior o animal, maior a quantidade
de moléculas na formacédo dos tecidos, e consequentemente, maior sera o
tempo de substituicdo das moléculas (Tabela 5) de **N para o N (VANDER
ZANDEN et al., 2015), esta teoria fornece outro subsidio para que ocorra o
aumento do 50% de Troca e 99% de Troca isotépica.

Estes resultados demonstram a variedade de respostas fisiolégicas que
definem o rapido crescimento do frango e a precocidade para o abate em
apenas 42 dias. A cada década, temos reducao do periodo de abate das aves
como forma de suprir as necessidades do mercado consumidor e, questdes
sobre a utilizacdo diferenciada entre os tecidos para o0 nitrogénio (e
consequentemente da proteina), iniciam 0S Seus passosS ha associacdo aos
importantes estudos de modelagem matematica.

Os is6topos estaveis ambientais possuem grande potencial para auxiliar
0s modelos de crescimento na compreensdo das respostas produtivas frente a
variacbes de entre animais, variaveis climaticas, sanitarias e principalmente
nutricionais, por se tratar de uma ferramenta a somar esforcos na descri¢cao

deste animal.

Fracionamento isotopico
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Esta variacdo traduz a diferenca existente entre estas assinaturas
isotépicas (dieta e tecido formado) frente a processos quimicos e fisicos
presente no metabolismo animal (CHAMBERS et al., 1979). O resultado desta
variavel nos informa se houve enriquecimento (acimulo do *°N) tecidual acima
do valor da dieta ou se, o tecido estudado teve um empobrecimento (perda das
moléculas de N). Em um mesmo ser vivo, o fracionamento isotépico é a
resposta do sinal isotopico tecidual variavel frente a composi¢do isotdpica
dietética (Tabela 6).

Podemos observar os valores negativos para excreta (Tabela 6), e este &
um processo resultante do fracionamento isotépico do nitrogénio. Se tratando
de estudos sobre o nitrogénio, o primeiro ponto a ser avaliado é a
discriminacdo da dieta aos tecidos, encontrado na literatura como
fracionamento em nivel tréfico (VANDER ZANDEN et al., 2015). Esta variacao
€ causada pelo fracionamento durante a desaminagcdo e transaminacao
proteica (DENIRO E EPSTEIN, 1978). Nestes processos enzimaticos, a
desaminacdo remove preferencialmente os grupos de amina com **N. Por
conseguinte, o nitrogénio excretado (neste caso acido Urico) é empobrecido em
>N (STEELE E DANIEL, 1978). De um modo semelhante, a transaminagao
favorece grupos amina contendo **N (MACKO et al., 1986). Como resultado, o
nitrogénio proveniente do glutamato (fonte frequente de transaminacdo para
outros aminoacidos e desaminacédo do ciclo de ureia, NELSON et al., 2008) é
enriquecido com *°N em relacdo a composicdo de nitrogénio proveniente da
dieta (HARE et al., 1991). Como comparacao, animais carnivoros possuem
maior valor do *°N que animais herbivoros (AMBROSE et al., 1986).

Desta forma, espera-se que tecidos com metabolismo intenso possuam
maiores valores quanto ao fracionamento isotopico em relacdo a dieta, ou,
tecidos responsaveis pelo transporte destas substancias, corroborando com os
resultados encontrados para plasma, figado e jejuno durante a segunda e
terceira fase experimental. O valor negativo do fracionamento na terceira fase
para pena das asas (Tabela 6) pode ser explicado pelo baixo valor do
coeficiente de “turnover” (k igual a 0,037) ndo fornecendo tempo experimental

suficiente para esta incorporagao ser positiva.

8.CONCLUSOES
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A associacdo inédita do estudo de crescimento tecidual por meio da
modelagem classica com os coeficientes de incorporagdo do nitrogénio
possibilitou uma analise do perfil metabdlico tecidual.

A determinacdo dos parametros presentes nas equacdes da modelagem
do crescimento fornecem respostas ao uso diferenciado dos nutrientes pelos
tecidos (diferentes valores das taxas de maturidade — B - e crescimento — TC -,
peso a maturidade e ponto de inflexado - t*) metabdlicos (jejuno, figado, rins), de
sustentacao (tibia e cartilagem) e deposicédo (musculos e penas). Os resultados
se confirmam com a incorporacéo do tracador de °N especifico e diferenciado
entre os tecidos, além de confirmar a reducéo na incorporagdo do nitrogénio
por unidade de tempo com o avancar da idade do frango de corte.

Esta pesquisa reforca a necessidade da utilizacdo de diferentes
metodologias de analise matematica para a compreensdo nutricional,

metabdlica e fisioldgica do periodo de rapido crescimento do frango de corte.
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CAPITULO 3 - CINETICA DO *N: UMA ABORDAGEM COM O USO DA
ANALISE COMPARTIMENTAL PARA FRANGOS DE CORTE

RESUMO: Em um sistema biologico, os tecidos atuam em sinergismo para o
bom funcionamento do metabolismo e, este conhecimento conjunto demonstra
a grande complexidade que sdo os organismos vivos. Os modelos matematicos
por compartimentalizagdo visam simplificar os processos cinéticos dos
nutrientes como forma de ampliar o conhecimento fisiologico e nutricional.
Portanto, esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de descrever a cinética
do nitrogénio em frangos de corte em trés idades, por meio da analise
compartimental e determinar os parametros cinéticos teciduais. As aves
(machos Cobb 500®, n=136) foram alimentadas com dietas naturalmente
enriquecidas com N durante trés fases: Inicial (O a 14 dias), crescimento (14 a
42 dias) e final (35 a 70 dias). Amostras de alimentos e excretas foram
coletadas diariamente e, jejuno, figado, plasma, peito e penas foram coletadas
no momento dos abates sucessivos. A concentracao de isétopos em funcédo do
tempo foi determinada por IRMS. Usando a simulacdo de analise e modelagem
por software, um modelo com cinco compartimentos, cinco componentes e 19
parametros independentes foi desenvolvido. Os resultados confirmam o papel
essencial do figado e do plasma no metabolismo nitrogenado, com o0s
respectivos tempos de transito de 42 minutos (min) e 22 min fase inicial; 10
horas (h) 48min e 5h 1min na fase de crescimento e 11h e 37min e 10h e
42min na fase final. A alta eficiéncia de frangos de corte na transformacéao
proteina da dieta em proteina animal foi refletida com os tempos de
permanéncia do nitrogénio de 10 dias (d) 4h e 5d 17h no musculo peitoral
maior e penas, respectivamente para a fase inicial; 19d 2h 10d 21h na fase de
crescimento e 29d 14h e 28d 19h na fase final. O “turnover” foi demonstrado
nos dados do namero de reciclagens de 31,91 e 36,16 vezes, respectivamente
para o figado e plasma na fase inicial, com uma redugdo subsequente no
metabolismo com a idade (1,37 e 3,72 vezes na fase final). Esta descricao
aumenta a compreensao da cinética do nitrogénio entre os tecidos de frangos

de corte ao longo do crescimento.
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PALAVRAS-CHAVE: IsGtopos estaveis, metabolismo, modelagem, nutricdo
ABSTRACT: In a biological system, tissues work in synergy for the proper
functioning of metabolism and this knowledge demonstrates the high complexity
of living organisms. Mathematical models for compartmentalization to simplify
the kinetic processes of nutrients as a way to expand the physiological and
nutritional knowledge. Therefore, this study was conducted with the aim of
describe the kinetics of nitrogen in broiler chickens in three ages, through
compartmental analysis and to determine tissue kinetic parameters. Broilers
(Cobb 500® males; n = 136) were fed with diets enriched with >N course for
three phases: initial (O to 14 days), growth (14 to 42 days) and final (35 to 70
days). Feed samples and excreta were collected daily and jejunum, liver,
plasma, breast and feathers were collected at the time of successive slaughter.
The isotope concentration versus time was determined by IRMS. Using
simulation analysis and modeling by software, a model with five compartments,
five components and 19 independent parameters has been developed. The
results confirm the essential role of the liver and plasma in nitrogen metabolism
with the respective transit times of 42minutes and 22 min initial phase; 10 hours
42min and 5h 1min in the growth phase and 11h 37min and 10h 42min in the
final phase. The high efficiency of broilers in processing protein diet in animal
protein was reflected with nitrogen residence times of 10 days (d) 4h and 5d
17h in the pectoralis major muscle and feathers, respectively in the initial phase;
19d 2h and 10d 21h in the growth phase and 29d 14h and 28d 19h in the final
phase. The turnover has been shown in recycling number data 31.91 and 36.16
times respectively to the liver and plasma in the initial phase, with a subsequent
reduction in metabolism with age (1.37 and 3.72 times in the final phase). This
description increases understanding of nitrogen kinetics between tissues of
broiler chickens during growth.

KEYWORDS: Metabolism, modeling, nutrition, stable Isotopes
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10.INTRODUCAO

Estudos que visam o conhecimento das transformacdes fisioldgicas e
bioquimicas dos nutrientes frente as variadas condicbes de criacdo para 0s
animais de produgdo, ndo acompanham o rapido desenvolvimento das
pesquisas nutricionais e genéticas em busca do aumento produtivo. Se
contextualizarmos o mercado avicola brasileiro, producdo de carne (12,69 mil
toneladas, terceiro maior produtor mundial), exportacdo (4,09 mil toneladas,
maior exportador mundial) e consumo (42,1 kg/pessoa/ano em 2014; ABPA
2015), contribuem para o direcionamento de pesquisas voltadas a producédo e
nutricdo animal. Entretanto, o conhecimento mais profundo da fisiologia pode
oferecer alternativas na insercdo de técnicas experimentais auxiliando o
incremento da producdo animal.

Tracadores cinéticos podem ser utilizados usando a modelagem
matematica compartimental para obter informacdes sobre o comportamento
dindmico de sistemas biologicos (ATKINS, 1969). Algumas pesquisas
disponiveis sobre diferentes fluxos de nitrogénio sdo fragmentados e seus
resultados parecem dispersos, porque 0os métodos classicos de investigacdo se
baseiam na administragdo de marcadores enriquecidos e foca a determinacao
de um tipo especifico do fluxo nitrogenado, como a fenilalanina (WUTZKE
2012) e glicina (BAGGA et al., 2014). Nestes estudos, € recorrente 0 uso de
infusdes de tracadores metabdlicos (MURAMATSU et al., 1987) diretamente na
corrente sanguinea dos modelos animais, conferindo maior controle e certeza
da quantidade do tracador. A utilizacdo de nutrientes/farmacos para humanos
(GALLO-NETO et al., 2012), ratos (MENOCHET et al., 2012), ruminantes
(BUCKLEY 1991) sado desenvolvidas, mas viabilidades praticas e
metodoldgicas para a avicultura ainda sdo empecilhos no uso da ferramenta
em estudos de producao (POUPIN et al., 2014).

Julliet et al. (2006) reportaram que complexidade do modelo foi a fonte de
diversos problemas encontrados durante as diferentes etapas do
desenvolvimento, em particular durante a modelagem estrutural, pois a
estimativa de parametros a priori constitui um dos passos mais limitantes e

criticos no desenvolvimento do modelo.
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Diante do exposto, a pesquisa foi desenvolvida com o objetivo principal
de: 1) Descrever o primeiro modelo cinético do nitrogénio em frangos de corte
para trés idades em estado ndo estacionario, com o uso da andlise

compartimental e 2) Quantificar os parametros cinéticos referentes aos tecidos.

11.MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Ciéncias Avicolas na Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal. Todos os
procedimentos experimentais descritos foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus

de Jaboticabal, sob o protocolo n® 9999/14.

Instalacdes

Os animais foram criados individualmente em gaiolas de metabolismo
50x50x50cm com comedouros e bebedouros “nipple” individuais, dispostas em
galpbes de alvenaria do tipo convencional e controle de temperatura por
abertura e fechamento de cortinas laterais. Esta criagdo de maneira individual

viabilizou o controle quanto a alimentacéo e excre¢éo dos animais.

Dietas

As dietas foram formuladas segundo as recomendac¢fes nutricionais de
Rostagno et al.,, (2011) para cada fase de criacdo (Tabela 1), porém os
alimentos base na nutricdo animal, milho e farelo de soja, foram substituidos

por quirera de arroz e farinha de visceras (de ARAUJO et al., 2011), com o
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intuito de aumentar a concentracéo isotdpica do *°N nos tecidos do frango de
corte.

Foram utilizados 136 frangos de corte machos da linhagem Cobb 500°,
subdivididos em trés ensaios de diferentes idades: Fase inicial (1 a 14 dias),

fase de crescimento (14 a 42 dias) e fase de final de criacédo (35 a 70 dias).

Tabela 1. Composicdo das ragfes utilizadas na fase inicial, crescimento e final da criagédo
de frangos de corte

Inicial* Crescimento® Final®
INGREDIENTES % % %
Quirera Arroz 63,03 66,16 70,39
Farelo de Soja 25,41 20,26 16,31
Farinha de Visceras 7,00 8,00 8,00
Oleo 1,315 2,76 2,756
Cloreto de Sddio 0,439 0,402 0,389
Calcario 0,885 0,747 0,644
Fosfato Bicalcico 1,304 1,085 0,904
DL-Metionina 0,149 0,13 0,119
L-Lisina 0,268 0,258 0,291
Premix Min/Vit 0,201 0,202 0,203
Composicao Nutricional
Energia Metabolizavel 3005 3150 3200
(Kcal/Kg)
Proteina Bruta (%) 21,8 19,8 18,4
Célcio (%) 0,88 0,76 0,66
Fosforo Digestivel (%) 0,37 0,32 0,28
Lisina Digestivel (%) 1,271 1,131 1,06
Metionina Digestivel (%) 0,496 0,452 0,424
Treonina Digestivel (%) 0,836 0,756 0,698
Assinaturas Isotopicas 3.19 3.26 3.67

(51°N)

'Dieta inicial ofertada de 0 a 14 dias; “Dieta crescimento ofertada de 14 a 34 dias; “Dietas finais
ofertadas de 35 a 70 dias de vida

*Premix Mineral e Vitaminico Inicial: Biotina 44mg, Colina 187.500mg, Vit A 4.687.500UlI, Vit D3
1.187.500UI, Vit E, 17.500UI, Vit K3 940mg, Vit B1 1.250mg, Vit B2 3.125mg, Ac. Nicotinico
18.750mg, Ac. Pantoténico 6.250mg, Ac. Félico 437,5mg, Vit B6 1.175mg, Vit B12 7,5mg,
Cobre 6.250mg, Ferro 31.250mg, lodo 625mg, Manganés 44.000mg, Selénio 187,5mg, Zinco
40.650mg. ®Premix Mineral e Vitaminico Crescimento: Biotina 36,75mg, Colina 157.500mg, Vit
A 3.937.500UlI, Vit D3 997.500Ul, Vit E 14.750Ul, Vit K3 787,5mg, Vit B1 1.050mg, Vit B2
2.625mg, Ac. Nicotinico 15.750mg, Ac. Pantoténico 5.250mg, Ac. Félico 367,5mg, Vit B6
1.450mg, Vit B12 6,25mg, Cobre 5.250mg, Ferro 26.250mg, lodo 525mg, Manganés 36.750mg,
Selénio 157,5mg, Zinco 34.125mg. ®Premix Mineral e Vitaminico Final: Biotina 26,5mg, Colina
112.500mg, Vit A 2.812.500UlI, Vit D3 712.500UlI, Vit E 10.500Ul, Vit K3 565mg, Vit B1 750mg,
Vit B2 1.875mg, Ac. Nicotinico 11.250mg, Ac. Pantoténico 3.750mg, Ac. Félico 262,5mg, Vit B6
1.050mg, Vit B12 4,5mg, Cobre 3.750mg, Ferro 18.750mg, lodo 375mg, Manganés 26.500mg,
Selénio 112,5mg, Zinco 24.400mg, Empresa Agroceres Multimix
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Para a composicdo dos dados experimentais e deposicdo dos isGtopos
estaveis, foram realizados abates sucessivos de quatro aves por dias de coleta,

no qual, cada ave representava uma unidade experimental (Tabela 2).

Tabela 2. Cronograma de abates para coleta tecidual de frangos de corte

Fases Perllodo Dias de abates

Experimental
Inicial 0-14 0,1,23,5,7,9,11, 14
Crescimento 14 — 42 14, 15, 16, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 31, 35, 42
Final 35-70 35, 36, 37, 38, 40, 42, 45, 48, 51, 55, 59, 63, 70

Coleta e preparo das amostras

Para estudar a cinética de nitrogénio em frangos de corte, foi necessario
quantificar o nitrogénio total consumido, depositado nos tecidos e excretado.
Os pesos de ingestdo e excrecdo total didria, e pesos dos 6Orgdos foram
multiplicados pelo percentual de nitrogénio total, para a determinagdo do
nitrogénio em gramas em cada 6rgdo. Os pesos do musculo peitoral maior,
figado, jejuno e penas, foram coletados nos dias de abates de acordo com os
ensaios experimentais (Tabela 2).

O total de racdo consumido foi realizado por pesagens diarias,
quantificada no inicio do dia e subtraido no dia posterior a sobra. Para a coleta
das excretas, aplicou-se o método de coleta total. As amostras de peito foram
obtidas a partir de uma porcao do terco médio longitudinal do musculo peitoral
maior esquerdo; do figado foi retirado um seguimento do lobo direito do 6rgéo;
do jejuno foi retirado uma amostra de cinco centimetros da parte medial do
orgao, limpo da digesta com agua deionizada; as penas foram compostas por
duas amostras, uma coletada no dorso e outra nas asas da ave, as amostras
de plasma sanguineo foram extraidas por meio de puncdo cardiaca,
centrifugado na presenca de heparina sodica e separado por meio de pipeta
volumeétrica.

O plasma foi acondicionado em eppendorfs de 2 ml e as amostras dos
outros tecidos e excretas, foram dispostas em potes plasticos devidamente

identificados e imediatamente congeladas a -20°C, para posterior liofilizag&o.
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Os tecidos e dietas experimentais foram moidos em moinho criogénico, a
temperatura de -196°C. Aproximadamente 2,0 g de amostra foram
armazenadas para a pesagem em capsulas de estanho (de 500 a 700ug para
tecidos e 2100 a 2200ug para as dietas) para analises em espectrometro de
massa de razdes isotopicas (“Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo
Scientific”) acoplado ao Analisador Elementar (“Flash 2000 Organic Elemental
Analyzer EA, IRMS”) do Centro de Is6topos Estaveis Ambientais do Instituto de
Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu.

Deposicdo do N tecidual

Os valores fornecidos pelo Espectrémetro de Massas de Razao Isotopica
(“Isotope Ratio Mass Spectometer” - IRMS) em delta per mil para a construcao
inicial do modelo compartimental, foram transformados em dados referentes a
incorporacdo por massa e nao pela relacdo em abundancia. Desta forma, os
dados foram convertidos em miligramas de >N em relacéo ao tempo, a partir

da equacao adaptada descrita por Criss et al. (1999):

R, = [(Delta%o/looo) + 1] X R, (1)

O valor em Delta%o é fornecido pelo IRMS, que mostra o enriquecimento
tecidual em funcdo da concentracédo de N relativo ao padrdo internacional (ar
atmosférico).

A relacdo isotépica, R, é a relagdo entre °N / **N presente na amostra
(Ra), dividida pelo >N / **N do padréo (R;), neste caso, o ar atmosférico. Esta
transformacdo em atomos per cento (At%) € encontrada com o uso da razéo da

amostra.

At% = 100 2/ )+ 1 @

Para a conversdao em gramas, € necessario utilizar o peso do 6rgéao e

respectivo percentual de nitrogénio total, obtida diretamente pelo IRMS.

©)

Peso Orgio (g)x%Nit ()rgio]
100

15N (g) = At% X [
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Construcao do Modelo tedrico e matematico

A definicdo do modelo tedrico é o passo inicial da analise compartimental,
pois nele serdo definidos os compartimentos e os fluxos dos “pools” (ATKINS
1969). A Figura 1 mostra o0 modelo tedrico inicial para cinética do nitrogénio em

frangos de corte a ser desenvolvido neste estudo.

L(0,4)
H
U (1) @

l L(4, 2
(2 1) s
%
L(2,3)
(5 2)

Figura 1. Modelo teérico inicial para cinética de nitrogénio em frangos de corte. A entrada do
nutriente U(1), em unidade de massa. O compartimento 1 é responsavel pelo “pool” inicial do
nitrogénio, sendo direcionado a metabolizagdo (compartimento 2) ou a excrecéo, sinalizado
pelo compartimento 5; o compartimento central 2 é composto pelos 6rgéos responsaveis pelo
metabolismo e distribuicdo do nitrogénio; os tecidos periféricos sdo representados pelos
compartimentos 3 e 4, sendo exemplificados neste caso como peito e penas, respectivamente.
LGi,j) é a fracdo da taxa de transferéncia da massa em funcdo do tempo™ entre os
compartimentos.

A partir do modelo tedrico é definido um sistema de equacdes diferenciais
ordinarias (EDO) lineares de primeira ordem. Este modelo descreve a cinética

da massa (M) do nitrogénio em funcéo do tempo para frangos de corte.

dM1/dt = U(1) — L(2,1) x M(1) — L(5,1) X M(L)

(4)
dM2/dt = L(2,1) x M(1) + L(2,3) x M(3) = (L(3,2) — L(4,2) — L(5,2)) x M(2)
(5)
dM3/dt = L(3,2) x M(2) - L(2,3) x M(3)
(6)

dM4/dt = L(4,2) x M(2) — L(0,4) x M(4)
(7)
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dM5/dt = L(5,2) x M(2) + L(5,1) x M(1)
(8)

Parametros da anéalise compartimental

De acordo com o conceito de modelagem compartimental, foram
utilizados parametros cinéticos (Tempo de transito [t (i)], tempo de residéncia [T
()] e namero de reciclagens [V (i)]) na compreensdo mecanismo do nitrogénio
(Green et al., 1985).

Elaboracdo do modelo

O modelo foi desenvolvido por meio do software WinSAAM versao 3.0.8
University of Pennsylvania, New Bolton Center. As analises no modelo final
para a cinética de utilizacdo do nitrogénio foram realizadas segundo o critério
de comparacao dos modelos compartimentais, pelo método AIC (DISTEFANO
e LANDAW, 1984).

12.RESULTADOS

Modelo compartimental

Um modelo compartimental mecanicista base foi desenvolvido com 5
compartimentos, 5 componentes e 19 fracées independentes da taxa de
transferéncia (parametros) para sustentar a cinética de nitrogénio para frangos
de corte na fase de crescimento em trés idades diferentes (Figura 2).

A Tabela 3 apresenta os valores da previsdo do desvio padrao (PDP)
para todos os parametros. E importante observar e comparar alguns pontos
chave no metabolismo do nitrogénio, como os valores de L(5,6) e L(6,5), o qual
representa a relacdo entre os compartimentos figado e plasma para as trés
fases. Para L(6,5) temos os valores: 33,48; 2,138; 1,522 e para L(5,6) temos:
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60,09; 0,052 e 0,524; respectivamente para a fase inicial (0 a 14), crescimento
(14 a 42) e final (35 a 70 dias).

I I I
1
Ingestao Tec?dos TA (7)

p.
L(6,3) K3
L(2,1) { L(3,6) N

v 2
Z
L(5,3 L(6,5), L8 78
TA (2) Tri%sito LIZ)) —% 5 6 Peitc.vral TA (8)
Figado/ €<— Plasma Maior
TGI ‘ L (5 6) L (6,8)
’ \\
< % L(4,3) bf?\
o W

TA (9)

L(0,9) J
Cloaca

J/ L (10,4)
Excretas,

Figura 2. Modelo compartimental da cinética de nitrogénio em frangos de corte durante a fase
de crescimento. O modelo é composto por componentes (quadrados): 1) Ingestédo do alimento;
2) Tempo de atraso que esta associado ao tempo de passagem do trato gastrointestinal; 7)
Tempo de atraso associado ao componente periférico simulado; 8) Tempo de atraso associado
ao musculo peitoral maior; 9) Tempo de atraso associado as penas; e compartimentos
(circulos): 3) Jejuno; 4) Cloaca, simulado; 5) Figado; 6) Plasma e 10) Excreta. Para a fracdo da
taxa de transferéncia do nitrogénio sao utilizados os “L”, associados ao destino “J” e a origem
“I”, fornecidos em tempo™. O simbolo triangular (A) representa dados coletados durante o
experimento em campo. As flechas vermelhas (—) representam a direcdo no qual ndo ha o
retorno do nitrogénio para o sistema. As flechas azuis (—) representam a manutencdo da
quantidade de nitrogénio no sistema. | — Local referente ao Trato Gastrointestinal até o
momento que o nitrogénio é absorvido pelo corpo do animal; Il — érgdos internos centrais do
metabolismo que compreende o jejuno, figado e plasma; Il — Vias de deposi¢do do nitrogénio
absorvido, é caracterizado pelos 6rgéos periféricos (ndo coletados), musculo peitoral maior e

penas.
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Tabela 3. Fracdo das taxas de transferéncia e tempos de atraso associados aos compartimentos do nitrogénio para frangos de corte em trés fases durante o

crescimento

Fracdo

de Transferéncia Destino Origem Inicial (O a 14 dias) Crescimento (14 a 42 dias) Final (35 a 70 dias)

J.,n J I Valores EP PDP Valores EP PDP Valores EP PDP
L (2,1) TG Ingestdo 0,723 0,047 0,066 1,018 0,054 0,053 0,819 0,033 0,040
TA (2) TG - 0,380 0,060 0,158 0,145 0,015 0,101 0,287 0,026 0,091
L (3,2) Jejuno TG 0,059 0,015 0,248 1,670 0,160 0,095 1,430 0,275 0,193
L (3,6) Jejuno Plasma - - - 0,025 0,007 0,272 0,437 0,095 0,217
L (6,3) Plasma Jejuno 0,902 0,354 0,393 0,189 0,037 0,197 1,880 0,516 0,275
L (5,3) Figado Jejuno 13,200 0,877 0,066 9,007 0,640 0,071 8,483 0,610 0,072
L (4,3) Cloaca Jejuno 0,300 0,104 0,347 1,560 0,145 0,093 0,027 0,015 0,557
L (4,2) Cloaca TG 0,005 0,001 0,204 0,158 0,022 0,241 0,059 0,017 0,293
L (6,5) Plasma Figado 33,480 5,369 0,160 2,138 0,159 0,074 1,522 0,136 0,089
L (5,6) Figado Plasma 60,090 10,240 0,170 0,052 0,011 0,220 0,524 0,118 0,225
L (7,6) T. Periférico Plasma 4,960 0,954 0,192 2,751 0,391 0,142 0,429 0,089 0,207
TA (7) T. Periférico - 2,941 0,170 0,058 8,335 0,366 0,044 14,920 1,249 0,084
L (8,6) Peito Plasma 1,078 0,055 0,051 1,061 0,047 0,045 0,566 0,025 0,045
TA (8) Peito - 10,200 2,080 0,204 19,120 0,768 0,040 29,580 0,536 0,018
L (9,6) Penas Plasma 1,730 0,086 0,050 0,899 0,049 0,055 0,288 0,017 0,060
TA (9) Penas - 5,714 0,407 0,071 10,900 0,575 0,053 28,800 1,521 0,053
L (0,9) Queda de Penas Penas - - - 0,808 0,185 0,229 0,840 0,207 0,246
L (4,5) Cloaca Figado 1,049 0,100 0,095 0,084 0,013 0,155 0,545 0,024 0,044
L (10,4) Excreta Cloaca 84,610 16,880 0,200 70,490 9,737 0,138 97,930 21,050 0,215

1. TG: componente que simula o trato gastrointestinal, realizado pelo software WinSAAM; EP: Erro padrdo da média associado ao compartimento; PDP:
predicéo do desvio padrdo; TA: Tempo de atraso.
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Interessante notar alguns parametros que ndo contemplam a primeira fase,
como é o caso do L(0,9) e o L(3,6). Estes mesmos parametros, possuem valores
crescentes para a segunda e terceira fase.

Outro parametro que merece destaque € o tempo de atraso (TA). Ele
representa o tempo que o0 nitrogénio permanece no componente em questdo. Os
tempos de atraso dos componentes do tecido periférico (7), musculo peitoral maior
(8) e penas (9) tém valores crescentes com o passar das idades. Como exemplo, 0
tempo de atraso do peito na fase inicial é de 10,2 dias. Na fase de crescimento, 19,1
e na fase final, 29,5 dias.

A distribuicdo dos valores referentes as fracdes das taxas de transferéncias em
conjunto com os modelos compartimentais do nitrogénio, favorecem a compreensao

da cinética desta molécula em frango de corte (Figura 3, 4 e 5).

=

7 | 2,941
0,902
0,723
k/
5 33,480 ' 1,078 3
it — s
0,380 > o~ 10,200
60,090 S 1,000
N
\ >
30
Z
,000
9 |s714

Figura 3. Representacdo do modelo compartimental para a fase inicial (0 a 14 dias) de frangos de

corte com os valores das fracdes das taxas de transferéncia.
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No modelo referente a primeira fase de vida (Figura 3) do animal (de 0 a 14
dias de vida), o valor do L(i,j) que representa a perda de pena (L(0,9), Tabela 3) foi
identificado com valor igual a zero. Diferente dos modelos de crescimento (14 a 42
dias) e final (35 a 70 dias).

7 8,335

1,018

0,145 19,12

Figura 4. Representacdo do modelo compartimental para a fase de crescimento (14 a 42 dias) de

frangos de corte com os valores das fragBes das taxas de transferéncia.

Nesta representacdo da fase de crescimento, de 14 a 42 dias (Figura 4), ha o
valor de L(i,j) para a perda de penas (0,808). Outro parametro que aparece neste
modelo é o L(3,6), com valor igual a 0,025, representando um retorno do nitrogénio,

vindo do plasma para o jejuno.
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Figura 5. Representacdo do modelo compartimental para a fase final (35 a 70 dias) de frangos de

corte com os valores das fracdes das taxas de transferéncia.

O valor da taxa de transferéncia do plasma para o jejuno (L(3,6)=0,437) indica

o grande direcionamento do nitrogénio para este tecido visceral, comparado com a

segunda fase (L(3,6)=0,025) e valor zero na primeira fase.

Parametros cinéticos

O tempo de transito médio (Tabela 4) faz alusdo a uma Unica passagem do

nitrogénio por um compartimento, antes de sair reversivel ou irreversivelmente. Ele é

expresso em tempo™, neste caso, em dias. O menor valor de tempo de transito é

referente ao jejuno (compartimento 3), possuindo sempre valores inferiores 2h e

20min.



Tabela 4. Parametros cinéticos médios do nitrogénio para frangos de corte em crescimento

; Tempo de Transito (Tempo™) Tempos de Residéncia (Tempo™) Numero de Reciclagens
Compartimentos T Oal4dias’ 14a42dias® 35a70dias® Oalddias’ 14a42dias’ 35a 70 dias’ 828%4 éi‘;gfz 3;‘;"570
TG 2 9h7min 3h29min 6h54min 9h7min 3h29min 6h54min 0,00 0,00 0,00
Jejuno 3 1h39min 2h14min 2h18min 1h18min 2h18min 3h59min 0,00 0,03 0,72
Figado 5 42min 10h48min 11h37min 22h58min 11h50min 1d3h27min 31,91 0,10 1,37
Plasma 6 22min 5himin 10h42min 13h42min 1d8h46min 2d2h30min 36,16 5,54 3,72
TP? 7 2d22h35min  8d8h2min 14d21h58min 10d22h58min 39d15h9min 28d9h27min 2,72 3,75 0,90
Peitoral Maior 8 10d4h48min 19d2h46min  29d14hlmin 16d5h1min 46d19h12min  64d19h41min 0,59 1,45 1,19

Penas 9 5d17h8min 10d21h43min 28d19h15min 11d3h15min  13d11h25min  31d14himin 0,95 0,24 0,10

1.TG: Tempo referente ao Trato Gastrointestinal até o0 momento da absor¢éo do nitrogénio pelo jejuno 2.TP: Tecidos Periféricos € média dos
tecidos nao coletados a campo, dados simulados pelo WinSAAM. 3. Fase inicial 4. Fase de crescimento 5. Fase final. 6. Namero do
compartimento
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Em contrapartida, no peitoral maior (compartimento 8) encontra-se 0s maiores
valores de tempo de transito, considerando um aumento de 87,35% do valor da fase
de crescimento em comparacao a fase inicial e de 54,22% do valor da fase final em
comparacao a fase de crescimento.

Com base na interpretacdo do tempo de transito, o tempo de residéncia
(Tabela 4) compreende o somatério do periodo que uma substancia permanece no
compartimento durante suas sucessivas passagens até o momento em que O
nitrogénio tem sua perda irreversivel do sistema. Isso mostra que 0 nitrogénio
permanece muito tempo dentro do organismo animal, valor este visivel no periodo
de tempo que o nitrogénio permanece no musculo peitoral maior (64d19h41min).

Quando o nitrogénio é liberado por um compartimento e, ap0s determinado
tempo, ele retorna para 0 mesmo compartimento, da-se o0 nome de reciclagem.
Quanto maior o numero de reciclagens, mais vezes 0 nitrogénio passard pelo
mesmo compartimento. O plasma sanguineo é o tecido que possui 0s maiores
valores neste parametro cinético (36 vezes na primeira fase). Em comparacdo com o
jejuno, ao qual praticamente possui valores infimos (0 na primeira fase, 0,03 na

segunda e 0,72 vezes na terceira fase de vida).

Infusdo Unica

O modelo cinético de ingestdo constante, apresentado anteriormente (Figura
2), foi utilizado como estrutura na simulacdo da infusdo Unica (Figura 6). Este simula
o comportamento de uma quantidade Gnica de N fornecido para frangos de corte
nos diferentes compartimentos avaliados.

Nota-se que a maior utilizacdo do nitrogénio pelos 6rgaos jejuno, figado e
plasma se da antes do final do primeiro dia, com um maximo de utilizacdo do figado
de =40% (Figura 6).
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Infusdo Unica 15N (Fase Inicial)
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Figura 6. Comportamento do tracador de N referente a infusdo Unica durante a primeira fase de
criacdo (0 a 14 dias de vida) para frangos de corte. A analise foi composta por dois gréaficos
complementares. O grafico A representa o comportamento do nitrogénio nos compartimentos do
grupo Il do modelo cinético: Jejuno ( ), figado ( ==mm), plasma ( == ). O gréfico B, representa
0 comportamento dos compartimentos do grupo Il do modelo cinético e o comportamento da excreta
acumulada. Tecido Periférico, simulado pelo software WinSAAM ( ), penas (= = = ), mUsculo

peitoral maior ( ) e excreta acumulada (= m m).

Comparando a figura da fase inicial (Figura 6) com a fase de crescimento
(Figura 7), podemos verificar que, com dez dias de vida, o >N nos fornece quatro
enriguecimentos visiveis para o plasma, enquanto apenas duas para a fase que se

compreende os 14 aos 42 dias de vida.
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Infusao Unica 15N (Fase de Crescimento)
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Figura 7. Comportamento do tracador de "N referente a infusdo Unica durante a segunda fase de
criacdo (14 a 42 dias de vida) para frangos de corte. A analise foi composta por dois gréficos
complementares. O grafico A representa o comportamento do nitrogénio nos compartimentos do
grupo Il do modelo cinético: Jejuno ( ), figado ( smmm), plasma ( =mmm ). O gréfico B, representa
0 comportamento dos compartimentos do grupo Il do modelo cinético e o comportamento da excreta
acumulada. Tecido Periférico, simulado pelo software WinSAAM ( ), penas ( m@ @ ), musculo

peitoral maior ( ) e excreta acumulada (m = = ).

Uma correlagdo importante pode ser feita com estes gréaficos e os valores de

tempo de transito. Por exemplo: na fase final (Figura 8), o tempo de transito é de 29
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dias e, correspondendo a primeira queda no enriquecimento do sinal para o masculo

peitoral maior.

0.6

Infusdo Unica 15N (Fase Final)
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Figura 8. Comportamento do tragador de °N referente a infusdo Unica durante a terceira fase de

criacdo (35 a 70 dias de vida) para frangos de corte. A andlise foi composta por dois graficos

complementares. O gréafico A representa o comportamento do nitrogénio nos compartimentos do

grupo Il do modelo cinético: Jejuno (

), figado ( =), plasma ( == ). O gréfico B, representa

0 comportamento dos compartimentos do grupo Il do modelo cinético e o comportamento da excreta

acumulada. Tecido Periférico, simulado pelo software WinSAAM (

peitoral maior (

) e excreta acumulada (mm = ).

), penas ( snmm = ), musculo
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13.DISCUSSAO

Modelos compartimentais

ApoOs a construcdo do modelo tedrico e a simulacdo do software por meio dos
dados obtidos no experimento, 0 modelo pode ser considerado aceitavel caso a
Previsdo do Desvio Padrédo (PDP, Tabela 3) para as fracdes das taxas de
transferéncias (L(i,j)) forem menores que 0,5. Este resultado indica 95% de
confianga no valor do parametro (Watsney et al., 1999). Este valor de PDP
(“Forecast Standart Deviation”, FSD) indica a confian¢a na estimativa de um modelo.
O PDP é uma estatistica que mede o intervalo provavel ou dispersdo de uma
estimativa, com base na consisténcia da informacdo disponivel dos dados
observados.

Nota-se ainda que, tecidos com alto potencial para metabolizar o nitrogénio,
seja ele na obtencdo de energia, metabolizando substancias ou alocando seus
metabolitos, possuem valores menores do tempo de transito. E o caso do jejuno,
figado e plasma (grupo Il da Figura 2) em comparacéo aos tecidos periféricos (grupo
lll da figura 2), os quais irdo reter o nitrogénio por um periodo de tempo maior na

formacdo tecidual, o que resultara no crescimento da ave.

Simulacdo da analise compartimental do crescimento

A inser¢cdo de componentes que irdo auxiliar o desenvolvimento do modelo é
importante no sentido de representacdo do sistema bioldgico, ja que a coleta total
dos 6rgaos ndo possui ordem pratica. Este foi 0 caso do componente 2, referente ao
tempo que o alimento passa do momento em que a ave ingere o alimento até a sua
absorcao no jejuno (compartimento 3).

Os compartimentos 3 (jejuno), 5 (figado) e 6 (plasma) sédo o cerne do modelo,

pois compreende as principais reagdes do metabolismo nutricional. A utilizacdo do
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nitrogénio via intestino como fonte energética (REEDS e BURIN 2000; VAN DER
SCHOOR et al., 2002), o seu encaminhamento via sistema portal (BEQUETTE et al.,
2006) para a metabolizacdo no figado e posterior transporte aos tecidos periféricos
pelo plasma, assim como o0 intenso ritmo do “turnover”, representam uma visao
simplificada e de facil visualizagcdo do sistema nitrogenado.

A alta eficiéncia de producao do frango de corte em converter o alimento em
proteina animal nos indica que ha tecidos que requerem aporte nutricional alto para
o seu desenvolvimento. E o que podemos encontrar com dois dos principais tecidos
periféricos descritos, o musculo peitoral maior (compartimento 8) e as penas
(compartimento 9).

Como resposta, as perdas nitrogenadas, temos a estimativa de quatro
principais rotas: 1) A perda referente a ndo absorcdo do intestino delgado e
consequente excregdo, sendo um indicativo de ineficiéncia do sistema frente ao
alimento ofertado (L(4,2)); 2) Perdas metabdlicas por meio de descamacao epitelial
e muco pelo intestino, representado pelo L(4,3); 3) Excrecdo nitrogenada pelo ciclo
da ureia, principal rota de excrecdo no nitrogénio, representado pelo L(4,5) e 4)
Perdas de nitrogénio por queda de penas diretamente pelo compartimento 9

(penas), simbolizado pelo L(0,9).

Parametros cinéticos

Sendo o tempo de transito uma variavel relacionada ao tempo em que o
nitrogénio permanece durante um ciclo no compartimento, temos destaque aos
dados referentes ao musculo peitoral maior (Tabela.5). Entre os tecidos analisados
para a cinética proteica, 0 nitrogénio possui maior tempo de permanéncia neste
orgédo, ponto principal da comercializacao de frangos de corte. Desenvolvimentos no
campo do melhoramento genético animal direcionaram a caracteristica de maior
crescimento para este musculo (BENTO et al., 2006). Orgdos com caracteristica de
metabolizacdo do nitrogénio (jejuno, figado e plasma) possuem baixos valores desta

variavel, sendo orgaos de preparacéo bioguimica e ndo de deposi¢éo do produto.
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Por meio do tempo de residéncia do nitrogénio (Tabela 4), pode-se observar o
tempo total que o nitrogénio permanece no musculo do peito até a sua perda
irreversivel, sendo um total de 64,8 dias no modelo da terceira fase (35 a 70 dias).
Uma caracteristica importante do tecido muscular € que este contribui com a maior
parte do sistema de “turnover” proteico (LOBLEY 1980), ja que o fluxo de
aminoacidos livres esta relacionado com o retorno de material nitrogenado para o
plasma, multiplicado pela massa tecidual. Como maior representante percentual do
peso total do corpo, a manutencdo das proteinas circulantes no plasma na
manutencdo da homeostase € responsavel por este tecido (MURRAY et al., 2012).

Mesmo nao havendo alto valor de “turnover” proveniente das penas, 0 seu
tempo de permanéncia € reduzido devido a queda da estrutura de cobertura em
determinadas fases do crescimento.

O numero de reciclagens (Tabela 4) é referente a capacidade dos 6rgdos em
reutilizar os elementos que compdem 0 corpo, isso nos faz referéncia a possiveis
comparacdes sobre a eficiéncia do sistema. Quanto maior a quantidade de
reciclagens do elemento, menor sera a quantidade excretada e por mais tempo este
elemento podera ficar no corpo do animal. E interessante notar também a reducéo
dos valores de reciclagens provenientes das penas com o avancar da idade, a qual
chega quase a zero (0,10) na terceira fase.

Quanto maior a contribuicdo na metabolizacdo das moléculas de nitrogénio e
transporte destas substancias, maior sera o numero de reciclagens que o érgéo /
tecido ir4 contribuir para o sistema. Desta forma, o figado e o plasma se destacam
no numero de reciclagens médias (Tabela 4) do nitrogénio durante o
desenvolvimento. Este parametro cinético se torna mais evidente na fase inicial (0 a
14 dias), ao qual o “turnover” possui ritmo intenso. Inverséo total acontece na fase
de crescimento (14 a 42), ja que o objetivo principal esta direcionado ao crescimento
dos tecidos periféricos. Na fase final, temos uma atencdo maior ao direcionamento
do nitrogénio plasmatico para o jejuno, indicando a necessidade energética para
suprir a exigéncia de mantenca do trato gastrointestinal (O'DWYER et al., 1989).

O modelo desenvolvido proporciona uma visdo sobre 0s processos envolvidos
na cinética do nitrogénio dietético e sua distribuicdo entre os 6rgaos. Porém, uma

vantagem dos modelos que utilizam a metodologia baseada em infusdo Unica
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(“bolus injection”, TUVDENDORJ et al.,, 2014) é que o pesquisador consegue
identificar o comportamento de uma quantidade conhecida do tracador, sem a
sobreposicao provinda da alimentacdo constante do animal e das respostas de
entrada e saida do nitrogénio pelos compartimentos (nUmero de reciclagens). Desta
forma, a estrutura do modelo compartimental descrito acima serd mantida (na
programacao do WIinSAAM) e, simulacdes em estado estacionario mostraram o

comportamento da infusdo de um tracador.

Simulacéo de infuséo Unica

Na utilizacdo dos modelos compartimentais classicos, hormalmente utilizam-se
animais em fase de estabilizacdo do crescimento —“steady state” (ZOU et al., 2012),
infusdo Unica do tracador sintético (INGRISH et al.,, 2013) ou perturbacdes do
sistema (GETTO et al., 2013) de compostos especificos. Nesta pesquisa, 0 animal
encontra-se em fase de crescimento, ingestdo constante do tracador presente na
dieta e temos 0 uso de um composto inespecifico (*°*N representando o nitrogénio
total).

A magnitude do enriquecimento (visualizado por percentual da dose) faz
referéncia a utilizacdo do nitrogénio pelo compartimento. Na primeira fase (Figura 6)
podemos verificar um alto enriquecimento do jejuno (=43%), figado (=39%) e plasma
(=20%) antes do final do primeiro dia de administracdo do is6topo. O tecido periférico
(compartimento 7) possui 0 seu maximo enriquecimento logo depois do seu tempo
de transito (2,9 dias), com um valor aproximado de 45%.

Com o decaimento do valor do tecido periférico hd o aumento do valor isotépico
via plasma e figado, relacionado ao intenso “turnover’” nesta fase; e
consequentemente, enriquecimento dos outros tecidos, pena (=25% proximo ao
sexto dia) e musculo peitoral maior (=20% préximo ao décimo dia).

Com aproximadamente 7 dias de vida (fase inicial, de 0 a 14 dias), o musculo
peitoral ultrapassa em enriquecimento das penas, mostrando a inversdo de
direcionamento do nitrogénio para estes tecidos. Este maior enfoque do destino do

nitrogénio para o peito serd mantido para as fases subsequentes.
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Na segunda fase (dia 14 aos 42 dias de vida), a utilizacdo dos tecidos
responsaveis pelo metabolismo alcangam maiores valores de enriquecimento,
chegando a aproximadamente 50% para jejuno e figado, ambos antes do final do
primeiro dia de vida (Figura 7).

Na terceira fase (figura 8), o enriquecimento maximo do tecido periférico
(compartimento 7) é reduzido a aproximadamente 20% do total da quantidade de N
fornecida. O tecido peitoral possui =35% de enriquecimento maximo.

Poucos séo os trabalhos com analise compartimental para o nitrogénio total em
animais de producdo na fase de crescimento. Com metodologia de analise dos
dados semelhantes, mas visando a cinética da vitamina A em ratos, Tan et al.,
(2015), descreve o comportamento dos modelos compartimentais com enfoque na
degradacdo da vitamina A em neonatos e sua ingestao diaria. Experimentos como
este buscam descrever possiveis estratégias do sistema biolégico em caso de
necessidades do nutriente que foi tragado.

Muitos séo os desafios e consideracdes necessarios na conducéo experimental
para cinética de nutrientes em qualquer espécie. Iresjo et al., (2005) fazem um alerta
sobre a possibilidade de resultados contraditorios quando baseados somente em
aminoacidos enriquecidos. Resultados ndo esperados podem esbarrar nas
incertezas provenientes da compartimentalizacdo desconhecida, distribuicdes
especificas de aminodacidos entre as vias de sintese e inter conversdes metabdlicas.

Portanto, métodos alternativos independentes da cinética de aminoacidos
devem ser aplicados e, todos os tipos de medidas quantitativas para a sintese de
proteinas devem ser vistos com cautela quando se baseia em cinética de
aminoéacidos marcados (IRESJO et al., 2005).

Nesta pesquisa, o animal encontra-se em fase de crescimento, ingestao
constante do tracador presente na dieta e composto inespecifico, evidenciando uma
abordagem Unica na modelagem compartimental, mostrando que a metodologia de
analise pode ser utilizada para a producédo de aves. A investigacdo do metabolismo
com o uso desta metodologia possibilita a ampliacdo de pesquisas nutricionais com
0 uso de tracadores metabdlicos especificos, ndo somente para aminoacidos ou
proteinas, mas a cinética de nutrientes que participam do metabolismo energético,

mineral e vitaminico.



77

14.CONCLUSOES

Conseguimos desenvolver um modelo-base compartimental que representa a
cinética do nitrogénio em frangos de corte respeitando as coeréncias matematicas e
descricoes fisioldgicas de acordo com o periodo de rapido crescimento do animal. E
importante salientar que, o uso do tragador isotopico ambiental utilizado diretamente
na dieta promoveu bons resultados com a variacdo do *°N em frangos de corte e
favoreceu o baixo nivel de invasdo nos procedimentos metodolégicos, sendo desta
forma um avanco no uso de tracadores. O rapido desenvolvimento das aves nas
primeiras semanas de vida permitiu modelar, com éxito, a cinética e uso no
nitrogénio no periodo de crescimento, por se tratar de um modelo ndo estacionario,
o que foi um desafio gratificante.

A magnitude do “turnover” na primeira fase de estudos (0-l4dias) em
comparacdo aos outros periodos nos fornece a real dimensdo do metabolismo
acelerado do frango de corte moderno, no preparo do corpo para uma futura
deposicdo muscular e crescimento das penas.

Apés a coeréncia do modelo proposto, a ferramenta matematica de andlise
compartimental permitiu a simulagdo de infusdo Unica, fornecendo respostas
fisiol6gicas de uma Unica ingestdo do nitrogénio na descricdo do comportamento de
utilizacao deste nutriente essencial para o sistema biolégico.

Estes achados direcionam pesquisas nutricionais para o uso eficiente das
diferentes formas estruturais do nitrogénio, sejam eles aminoacidos essenciais ou

nao essenciais.

15.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL — ABPA. Relatério Anual 2015.
Séo Paulo, SP, 2015. 248p. Disponivel em: < http://www.ubabef.com.br/ >. Acesso
em: 28/11/15.

ATKINS, G. L. Multicompartment models for biological systems. London: Methuen,
1969.



78

BAGGA, Punnet,; BEHAR, K. L., MASON, G. F., DE FEYTER, H. M.
Characterization of cerebral glutamine uptake from blood in the mouse brain:
implications for metabolic modeling of 13C NMR data. Journal of Cerebral Blood
Flow & Metabolism, v. 34, n. 10, p. 1666-1672, 2014.

BARRETT, P. H. R.; BELL, B. M.; COBELLI, C.; GOLDE, H.; SCHUMITZKY, A,
VICINI, P.; FOSTER, D. M. SAAM lI: simulation, analysis, and modeling software for
tracer and pharmacokinetic studies. Metabolism, v. 47, n. 4, p. 484-492, 1998.

BEQUETTE, B. J.; SUNNY, N. E.; EL-KADI, S. W.; OWENS, S. L. Application of
stable isotopes and mass isotopomer distribution analysis to the study of
intermediary metabolism of nutrients. J. Anim. Sci, v. 84, p. E50-E59, 2006

BUCKLEY, W. T. A kinetic model of copper metabolism in lactating dairy
cows. Canadian journal of animal science, v. 71, n. 1, p. 155-166, 1991.

CRISS, R. E. Principles of stable isotope distribution. New York: Oxford University
Press., 1999. 254 p.

DE ARAUJO, P. C.; SARTORI, J. R.; CRUZ, V. C.; PEZZATO, A. C.; DUCATTI, C,;
STRADIOTTI, A. C.; PELICIA, V. C. Rastreabilidade de farinha de visceras de aves
por isotopos estaveis em penas de frangos de corte. Pesq. agropec. bras., Brasilia,
v. 46, n. 5, p. 538-545, 2011.

DISTEFANO, J. J.; LANDAW, E. M. Multiexponential, multicompartmental, and
noncompartmental modeling. |. Methodological limitations and physiological
interpretations. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and
Comparative Physiology, v. 246, n. 5, p. R651-R664, 1984.

GALLO-NETO, M.; FERREIRA, M. S.; YANAGIHARA, J. I.. Development and
validation of a pharmacokinetic model using linear system analysis for the prediction
of medicaments distribution in the human body. Proceedings of the ENCIT 2012.

BENTO, L. D. G. G. J.; FERRAZ, S. Aspectos genético-quantitativos da qualidade da
carne em frangos. Ciéncia Rural, v. 36, n. 1, 2006.

GETTO, P.; MARCINIAK-CZOCHRA, A; NAKATA, Y.; VIVANCO, M. Global
dynamics of two-compartment models for cell production systems with regulatory
mechanisms. Mathematical biosciences, v. 245, n. 2, p. 258-268, 2013.

GREEN, M. H.; UHL, L.; GREEN, J. B. A multicompartmental model of vitamin A
kinetics in rats with marginal liver vitamin A stores.Journal of lipid research, v. 26,
n. 7, p. 806-818, 1985.

INGRISCH, M.; SOURBRON, S. Tracer-kinetic modeling of dynamic contrast-
enhanced MRI and CT: a primer.Journal of pharmacokinetics and
pharmacodynamics, v. 40, n. 3, p. 281-300, 2013.



79

IRESJO, B.; SVANBERG, E.; LUNDHOLM, K. Reevaluation of amino acid stimulation
of protein synthesis in murine-and human-derived skeletal muscle cells assessed by
independent techniques. American Journal of Physiology-Endocrinology and
Metabolism, v. 288, n. 5, p. E1028-E1037, 2005.

JUILLET, B.; SACCOMANI, M. P.; BOS, C.; GAUDICHON, C.; TOME, D.;
FOUILLET, H. Conceptual, methodological and computational issues concerning the
compartmental modeling of a complex biological system: Postprandial inter-organ
metabolism of dietary nitrogen in humans. Mathematical biosciences, v. 204, n. 2,
p. 282-309, 2006.

LOBLEY, G. E; MILNE, V.; LOVIE, J. M.; REEDS, P. J.; PENNIE, K. Whole body and
tissue protein synthesis in cattle. British Journal of Nutrition, v. 43, n. 03, p. 491-
502, 1980.

MENOCHET, K.; KENWORTHY, K. E.; HOUSTON, J. B.; GALETIN, A. Simultaneous
assessment of uptake and metabolism in rat hepatocytes: a comprehensive
mechanistic model. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.
341, n. 1, p. 2-15, 2012.

MURRAY, R. K.; GRANNER, D. K.; MAYES, P. A. Harpers lllustrated Biochemistry
29™ Edition. McGraw Hill Professional, 2012.

MURAMATSU, T.; HIRAMOTO, K.; TASAKI, I.; OKUMURA, J. Effect of protein
starvation on protein turnover in liver, oviduct and whole body of laying hens.
Comparative Biochemistry and Physiology, Japan, v. 87(2), n. 2, p. 227-232,
1987.

NOVOTNY, J. A.; GREEN, M. H.; BOSTON, R. C. Mathematical modeling in nutrition
and the health sciences. Springer Science & Business Media, 2003.

O'DWYER, S. T.; SMITH, R. J.; HWANG, T. L.; WILMORE, D. W. Maintenance of
small bowel mucosa with glutamine-enriched parenteral nutrition. Journal of
Parenteral and Enteral Nutrition, v. 13, n. 6, p. 579-585, 1989.

POUPIN, N.; MARIOTTI, F.; HUNEAU, J.; HERMIER, D.; FOUILLET, H. Natural
isotopic signatures of variations in body nitrogen fluxes: a compartmental model
analysis. PloS Comput Biol, v. 10, n. 10, p. €1003865, 2014.

REEDS, Peter J.; BURRIN, Douglas G. The gut and amino acid
homeostasis. Nutrition, v. 16, n. 7, p. 666-668, 2000.

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.; EUCLIDES, R. F. Tabelas
brasileiras para aves e suinos: composi¢do de alimentos e exigéncias nutricionais.
Vicosa, MG: Universidade Federal de Vicosa, 2011.



80

STEFANOVSKI, D.; MOATE, P. J.; BOSTON, R. C. WinSAAM: a windows-based
compartmental modeling system. Metabolism, v. 52, n. 9, p. 1153-1166, 2003.

TAN, L.; GREEN, M. H.; ROSS, A. C. Vitamin A kinetics in neonatal rats vs. adult
rats: comparisons from model-based compartmental analysis. The Journal of
nutrition, v. 145, n. 3, p. 403-410, 2015.

TUVDENDORYJ, D.; CHINKES, D. L.; HERNDON, D. N.; ZHANG, X.; WOLFE, R. R.
A novel stable isotope tracer method to measure muscle protein fractional
breakdown rate during a physiological non-steady-state condition. American
Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, v. 304, n. 6, p. E623-
E630, 2013.

TUVDENDORJ, D.; CHINKES, D. L.; BAHADORANI, J.; ZHANG, X.; SHEFFIELD-
MOORE, M.; KILLEWICH, L. A.; WOLFE, R. R. Comparison of bolus injection and
constant infusion methods for measuring muscle protein fractional synthesis rate in
humans. Metabolism, v. 63, n. 12, p. 1562-1567, 2014.

VAN DER SCHOOR, S. R. D.; REEDS, P. J.; STOLL, B.; HENRY, J. F;
ROSENBERGER, J. R.; BURRIN, D. G.; VAN GOUDOEVER, J. B. The high
metabolic cost of a functional gut. Gastroenterology, v. 123, n. 6, p. 1931-1940,
2002.

WASTNEY, M. E. Investigating biological systems using modeling: strategies and
software. Academic Press, 1999.

WUTZKE, K. D. Development and application of 15N-tracer substances for
measuring the whole-body protein turnover rates in the human, especially in
neonates: a review. Isotopes in environmental and health studies, v. 48, n. 2, p.
239-258, 2012.

ZOU, P.; ZHENG, N.; YANG, Y.; YU, L. X.; SUN, D.. Prediction of volume of
distribution at steady state in humans: comparison of different approaches. Expert
opinion on drug metabolism & toxicology, v. 8, n. 7, p. 855-872, 2012.



