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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéao

O Brasil é atualmente, considerado no cenario mundial, o terceiro maior
produtor e o maior exportador de carne de frango (UBABEF, 2013). Apesar desta
atividade apresentar importante papel no setor agropecudrio, os produtores trabalham
com reduzida margem de lucro, sendo a eficiéncia produtiva essencial para a
rentabilidade deste setor.

O progresso genético na avicultura exige constante adequacdo dos parametros
nutricionais. Para frangos de corte, a alimentagéo representa cerca de 70% do custo de
producéo, sendo fundamental o fornecimento de dietas balanceadas de acordo com as
necessidades das aves, proporcionando melhor eficiéncia alimentar e maximo
desempenho dos animais (NASCIMENTO et al., 2009).

Os aminoécidos sintéticos tem sido utilizados no ajuste das formulagdes de
racGes, possibilitando assim, atender os niveis exigidos em aminoacidos essenciais. A
metionina € um desses aminoacidos essenciais que possui maior impacto no
desempenho das aves em funcdo das mesmas serem incapazes de sintetizad-lo em
velocidade e quantidade suficiente para suprir sua exigéncia, o que torna imprescindivel
o conhecimento do nivel presente nos alimentos e seu aproveitamento pelos animais.

A disponibilizacdo de metionina sob a forma sintética torna-se necesséria na
formulacdo de dietas para frangos de corte, devido as racdes a base de milho e farelo de
soja possuirem baixo teor desse aminoacido. As exigéncias em metionina para a
mantenca e, deposicdo 0Ossea, muscular e adiposa se alteram durante as fases de
crescimento e situacfes fisiologicas do animal, devido a isso, a determinacdo das
exigéncias nesse aminoacido para frangos de corte persiste como fator de elevada
importancia para a avicultura industrial atual.

A utilizacdo de is6topos estaveis em pesquisas na area de nutricdo animal vem
crescendo nas ultimas décadas. Em revisdo sobre o0 uso potencial da variagdo natural dos
isdtopos estaveis, autores destacaram o uso dessa ferramenta pelos fisiologistas para
esclarecer questdes fisioldgicas e ecoldgicas (GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).



Hoje, o principal foco no uso dos is6topos estaveis envolve pesquisas relacionadas ao
turnover tecidual, alocagdo de nutrientes e balango proteico.

A existéncia de isotopos marcados disponiveis no mercado, possibilita sua
utilizacdo por apresentarem abundancias isotdpicas acima da natural. Assim como 0s
isdtopos estaveis de dietas contrastantes, 0s compostos enriquecidos também podem ser
utilizados como tragadores isotOpicos para se avaliar processos metabdlicos em seres
vivos (MURAMATSU et al., 1987; BARNES et al., 2002; STRADIOTTI et al., 2013).

Diante deste contexto, considerando a relevada importancia do referido
aminoacido para as aves e a diversa aplicabilidade da técnica dos is6topos estaveis,
objetivou-se com o presente estudo utilizar esta técnica como ferramenta para avaliar o
processo da taxa de incorporacdo e balanco de massa do 3C, proveniente de L-
metionina, nos tecidos de frangos de corte em distintos periodos de crescimento.

2. Revisao de literatura

2.1. Metionina na nutricao de frangos de corte

A metionina (CsH;1NO,S) é um aminoacido essencial nutricionalmente
indispensavel para mantenca e crescimento dos animais. Esse nutriente desempenha
diversas fungdes no organismo das aves, tendo efeito em sistema imune
(KALINOWSKI; MORAN Jr.; WYATT, 2003a,b), deposicdo proteica (HRUBY,
1998), metabolismo de lipideos (JENSEN, 1990) e metabolismo energético
(BOOMGARDT e BAKER, 1973).

Na forma de S-adenosilmetionina, esse aminoécido é o maior doador de radicais
metil no organismo animal. E precursora para biossintese de cistina, através do
mecanismo de transulfuracdo, além de creatina, poliaminas, epinefrina, colina e
melatonina, que sdo componentes fundamentais para o desenvolvimento das aves
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Sintetizada naturalmente por plantas e microrganismos a partir do aspartato,
dentre as importantes funcdes metabolicas conferidas a metionina, a principal € ser
substrato para sintese de proteinas, além disto, é intermediaria nas reacfes de

transmetilacdo e da rota catabolica da colina e precursora de outros aminodcidos



sulfurados, notadamente da cisteina e taurina (STORCH et al., 1990). A Figura 1 ilustra

a formula estrutural da metionina.

S
HsC” OH

NH-
Figura 1. Férmula estrutural da metionina (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Segundo Bertechini (2006), a metionina € um aminoéacido essencial, pois ndo
pode ser sintetizada em velocidade e quantidade necesséria pelo organismo animal,
necessitando desta forma, ser administrada via dieta. Além de ser descrita por diversos
autores como primeiro aminodcido limitante para aves e considerado essencial na
sintese proteica.

A metionina e a cisteina sdo dois aminodcidos sulfurados, que entram na
composicao dos tecidos corporais, como também do ovo (TORRES, 1989), sendo que a
cisteina € sintetizada a partir da serina e da homocisteina, um produto da degradacao da
metionina (VOET; VOET; PRATT, 2000).

Sédo disponibilizados na industria de alimentos diferentes fontes sintéticas desse
aminodcido. As fontes mais utilizadas sdo a DLM, na forma em p6 e MHA-AL, na
forma liquida (BARBI; DIBNER; PEAK, 2004).

2.2. Moléculas de metionina e seus analogos

O que diferencia a metionina de seus analogos é a auséncia do grupo amino
(NH,) nestes. O hidroxi anadlogo apresenta-se como um acido (acido 2-hidréxi-4-
metiltiobutirico) na forma liquida e encontra-se uma hidroxila (OH) na posi¢cdo da
amina. Segundo Penz Jr. (1994), na forma em pd, apresenta-se como um sal de célcio
(MHA-Ca).

Além disso, essas substancias possuem dois isdbmeros oOpticos (L e D), com
carbono alfa assimétrico em suas moléculas. Sabe-se que as aves somente utilizam o L-
isdmero da metionina na sintese proteica (PENZ Jr., 1994). Portanto, os D-aminoacidos
devem ser convertidos em L-aminoacidos (LEWIS e BAKER, 1995; LEESON e



SUMMERS, 2001), por meio de duas reacOes, oxidacdo para ceto-analogo e
transaminacao para L-aminoécido (BAKER, 1994).

2.3. Digestéo, absorcao e metabolizacio de metionina

A absorcdo dos nutrientes presentes no lumen intestinal € dependente de um
sistema de transporte que ocorre através da membrana lipoproteica das células
intestinais. A rota metabdlica da metionina e de seus andlogos sdo diferentes. O figado é
o principal local de metabolismo da metionina (WANG et al., 2001) e onde ocorre a
maior parte da conversio de MHA-AL e D-metionina para L-metionina, forma
bioguimicamente ativa.

Os mecanismos de absorcdo dos isdomeros de metionina sdo diferenciados. Os
MHA-AL isdbmeros sdo absorvidos por difusdo passiva, ocorrendo passagem do meio
mais concentrado da substancia para meio com menor concentracdo. JA os L e D
isbmeros sdo absorvidos de forma ativa, transportadas contra um gradiente de
concentracdo (PENZ Jr., 1994). Esse sistema de transporte ativo tem maior afinidade
pela forma L-metionina do que pela DL-metionina.

Em estudo comparando a absor¢cdo de MHA-AL e DLM, constatou-se que
ambas sdo absorvidas pelas aves (ESTEVE-GARCIA e AUSTIC, 1988; 1993). As
formas MHA-AL ou D isémero da DLM, apos serem absorvidas, devem ser convertidas
em L-metionina para serem incorporadas em proteinas nos tecidos animais ou no
metabolismo intermediario (BARBI; DIBNER; PEAK, 2004).

A absorcdo das fontes de metionina diferem, sendo a forma DLM mais
rapidamente absorvida na parte inicial do intestino delgado, e a absor¢cdo da MHA-AL
mais lenta e ineficiente pelo trato digestivo. Segundo Dibner et al. (1988) a MHA-AL ¢é
absorvida em todo o trato digestorio e ceco. Vasquez-Anon et al. (2000) constataram
maior quantidade de D-metionina na forma livre, em figado de aves in vivo e mais L-

metionina incorporada em proteina.

2.4. Fontes de grupo metil 14bil
Os grupos metil sdo necessarios em varias reacBes metabdlicas, tais como a
sintese da metionina, carnitina e creatina. Visto que as aves necessitam desses grupos

metil, estes devem ser atendidos via suplementagdo de metionina e colina na dieta



(DEVLIN, 1998). Quando se considera as formulagbes das ragdes comerciais,
metionina e colina sdo adicionadas para suprir necessidades especificas destes
compostos, e para fornecer quantidade suficiente de grupos metil de tal forma a se obter
0 desempenho adequado do animal.

Um grupo metil é formado por trés atomos de hidrogénio e um atomo de
carbono. E chamado grupo metil 1abil ou grupo metil pré-formado quando pode ser
transferido de uma molécula para outra nas células do animal (PESTI, 1989).

Uma reagdo importante promovida pela betaina é a transferéncia de grupo metil
da colina ou da metionina ao tetrahidrofolato para sintese de purina, para a excrecdo de
nitrogénio. Para cada mol de nitrogénio a ser excretado, sdo necessarios dois mols de
metil. Assim, como consequéncia, em dietas com excesso de proteina, a exigéncia de
grupo metil 1&bil aumenta (PESTI, 1981).

Em uma racdo comercial a base de milho e soja a necessidade de suplementacéo
com metionina e colina deve-se basicamente a necessidade de suprir grupos metil
(PESTI; HARPER; SUNDE, 1979). A suplementagdo do grupo metil, em niveis de até
2000 ppm, melhorou o rendimento dos frangos de corte e a substituicdo de colina por
betaina resultou em rendimento igual ou superior do animal, segundo 0 mesmo autor.

O nivel de metionina na dieta € importante em relacdo a necessidade de colina
como doador de grupo metil e vice-versa. A colina pode substituir a metionina em
algumas funcgdes, porém ndo nas necessidades basicas de metionina para a sintese

proteica, a menos que a dieta contenha homocisteina (BERTECHINI, 2006).

2.5. Papel dos doadores de grupo metil 1abil no metabolismo de lipidios

Os fosfolipidios sdo constituintes vitais dos tecidos estando presentes nas
camadas lipidicas das membranas celulares e da cartilagem da matriz 6ssea e, por
consequéncia, sdo importantes na prevencdo da perose nas aves. As lipoproteinas
desempenham papel fundamental na prevencdo do acumulo de gordura no figado,
também denominado sindrome do figado gordo (BERTECHINI, 2006).

A deficiéncia de metionina nas dietas produz maior deposicdo de gordura,
devido ao aumento na atividade das enzimas responsaveis pela formacéo do acido urico,
provocando maior catabolismo da proteina, o que contribui para que a energia se
deposite como gordura (MORAN Jr., 1994). Schutte e Pack (1995) observaram que



niveis sub-6timos de metionina+cistina produzem maior acimulo de gordura abdominal
e nos 6rgaos, ao contrario de Liu et al. (2007) que suplementaram frangos de corte com
duas fontes de metionina distintas e verificaram aumento na deposi¢cdo de musculo do
peito e diminuicdo da gordura abdominal, demonstrando o efeito positivo e a
importancia da adequada suplementacdo e atendimento das exigéncias deste
aminoécido.

As reacOes de metilacdo sdo de elevada importancia no metabolismo das
gorduras. Geralmente as fontes de grupo metil induzem a mobilizacdo de lipidios no
figado e este efeito foi demonstrado em ratas alimentadas com dietas ricas em
colesterol, suplementadas com betaina (SUGIYAMA; AKAI; MURAMATSU, 1986).
A suplementagdo com betaina na dieta das ratas preveniu de forma eficaz a sindrome do
figado gordo (BARAK et al., 1992). Além da vantagem de prevengdo contra figado
gordo, a suplementacdo com grupos metil, pode reduzir o contedo de gordura e

melhorar sua distribuicdo na carcaca.

2.6. Utilizacao de isotopos estaveis como tracadores naturais

O termo is6topo foi criado pelo Sr. Frederick Soddy e vem do grego 1SO (igual)
e TOPOS (lugar), referindo-se ao fato de que sdo bioelementos que ocupam mesma
posicao na tabela periddica. Sdo denominados estaveis por ndo emitirem radiacéo.

Os is6topos podem ser definidos como atomos variantes de um elemento
quimico particular, que apresentam mesmo numero de protons e elétrons, diferente
namero de néutrons, portanto massas nucleares distintas (SUN et al., 2011). Sendo
assim, pode-se dizer que possuem as mesmas propriedades quimicas e diferentes
propriedades fisicas (DUCATTI et al., 2011). Os diferentes nimeros de massas dos
isdtopos possibilitam a identificacdo e quantificacdo desses isétopos de um mesmo
elemento quimico (GROQOT, 2004).

Como a eletrosfera do atomo é comum a todos os isétopos, ela mascara o
contetdo do nudcleo do atomo, enganando o processo seletivo de uma membrana
bioldgica vegetal ou animal, e devido a isso funcionam como excelentes tracadores
(DUCATTI et al., 2011).

Os elementos naturais que constituem o0s is6topos estaveis, ocorrem

naturalmente através da atmosfera, hidrosfera, litosfera e biosfera. A maioria dos



elementos apresenta um isotopo estavel leve dominante, e um ou dois isétopos estaveis
pesados raros, com abundancia ou concentracdo isotdpica natural distintas, expressas
em atomos % (PRESTON, 1992).

Naturalmente h4 ocorréncia de dois is6topos estaveis de carbono: *2C e *C, com
abundancias naturais de 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (KENNEDY e
KROUSE, 1990), que variam nos tecidos vegetais de acordo com a via fotossintética
das plantas.

O ciclo fotossintético Csz inclui a soja, arroz, trigo, cevada, algodéo,
leguminosas, hortalicas, frutiferas em geral, gramineas temperadas, entre outros, e a via
fotossintética C, é encontrada no milho, cana de aglcar, sorgo, gramineas de origem
tropical ou subtropical, entre outros. Durante a assimilacdo fotossintética, as plantas do
ciclo fotossintético Cs fixam o CO, através do ciclo Calvin-Benson e apresentam
valores médios em 8*3C de -28%o, enquanto as plantas do ciclo fotossintético C, fixam o
HCOs através do ciclo Hatch-Sack e apresentam valores médios em §*3C de -13%o
(SUN et al., 2011). O sinal negativo significa que a planta ou seu subproduto apresenta
menor concentracdo em **C que o padréo internacional.

O contraste existente na relacdo isotopica de **C/*’C das plantas de ciclo
fotossintético C3 e C4 tem possibilitado estudos na area de nutricdo e metabolismo
animal, os quais tém como marcador o *3C e sua concentragdo natural existente nos
alimentos. Como as plantas sdo consumidas pelos animais, a impressao digital isotdpica
destas fontes sera refletida nos tecidos especificos dos animais, ap6s certo tempo de
metabolismo (DeNIRO e EPSTEIN, 1978; GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).

Os is6topos de carbono, se apresentam como alternativa para estudar o0s
processos relacionados a digestdo, absorcdo e metabolismo de nutrientes, por estarem
presentes em todos 0s nutrientes capazes de gerar energia aos animais e por
representarem cerca de 50% dos elementos quimicos que compdem o corpo dos animais
superiores (MURRAY, 1990). Segundo DeNiro e Epstein (1978), a integracdo da
composicdo isotopica do carbono incorporado no corpo do animal e o que foi perdido
na respiracdo e excrecdo deve ser igual a composicao isotdpica de carbono da dieta.

A técnica de isotopos estaveis € uma ferramenta poderosa para elucidar a origem
e 0 destino de compostos, e sdao usados em uma variedade de campos (ROCK, 2012).

Existem vantagens importantes para 0 uso de isGtopos estaveis, que ocorrem



naturalmente como indicadores dietéticos, sobre as técnicas convencionais. As
estimativas dietéticas isotopicas sdo baseadas nos alimentos assimilados e ndo apenas
nos alimentos ingeridos e, comparativamente, podem ser obtidas informacdes de dietas
consumidas a longos periodos (HOBSON e CLARK, 1992b). Segundo Vinci et al.
(2012), a técnica de isotopos estaveis, se comparada a outras, tem como principal
vantagem de ser praticamente impossivel de ludibriar, devido a especificidade dupla dos
atomos analisados e a localizacdo desses atomos nas moléculas das amostras.

Em revisdo sobre o uso potencial da variacdo natural dos isotopos estaveis,
autores destacam o uso dessa ferramenta para esclarecer questdes fisiologicas e
ecologicas, bem como assegurar os fundamentos teéricos e experimentais para
aplicacdo dos isdtopos estaveis em outras areas (GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).
Dentre as diretrizes para futuras pesquisas com os is6topos estaveis destacadas por esses
autores, receberam énfase o balanco proteico, a alocacdo de nutrientes e o turnover
tecidual.

A terminologia comumente empregada na deteccdo dos valores do
enriquecimento relativo dos elementos é expressa pela linguagem delta per mil (6%o) e
por atomos por cento (atm %) para compostos naturais e enriquecidos, respectivamente
(BARRIER e PROSSER, 1996).

Segundo Criss (1999) a razéo isotopica **C/*2C da amostra é obtida em relacéo a
um padrédo internacional definido, PeeDee Belemnite (PDB). O padrdo PDB € aceito
universalmente na comparacao das composicdes isotopicas do carbono. Trata-se de um
carbonato de célcio solido de Belemnitella cretaceos, Belemnitella americana, da
formacéo PeeDee da Carolina do Sul - EUA, empregado inicialmente como padréo por
Craig (1957). Foi detectada variacdo significativa neste padrdo (material ndo
homogéneo) sendo assim, utiliza-se o termo Vienna-PeeDee Belemnite (V-PDB), que é
a nova referéncia calibrada laboratorialmente. Atualmente € utilizado como padrdo de
trabalho rocha carbonatada (marmore) com alta pureza em calcita (DUCATTI;
SALATI; MATSUI, 1979).

A determinacgdo dos valores isotOpicos, ou sinal isotdpico é conseguido a partir
de amostras do material organico que sdo analisadas pelo equipamento conhecido como

espectrometro de massas de razdo isotopica (IRMS), que mede a concentracdo dos
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diferentes is6topos do elemento, admitido no sistema sob a forma gasosa (ex.: Hz, CO,,
N; e SO,), em relacdo ao padréo internacional definido e com erro analitico de 0,2%o.

2.7. Compostos enriquecidos isotopicamente

O método de marcacdo isotdpica € uma técnica utilizada para rastrear um
isétopo ou um &tomo com varia¢do por meio de uma reacdo, via metabolica ou a nivel
celular. Os atomos da molécula de interesse sdo substituidos por um &omo de mesmo
elemento quimico, mas de um diferente istopo. Através da marcacéo isotopica, pode-se
detectar a presenca do is6topo marcado através de sua massa, modo vibracional ou
decaimento radioativo (SHARMA e MISHRA, 2013).

Segundo Sharma e Mishra (2013), os tragadores isotopicos sdo normalmente
subdivididos em duas categorias: tracadores isotOpicos estaveis e tracadores isotdpicos
radioativos. Tracadores isGtopos estaveis envolvem apenas isotopos nédo radiogénicos e,
geralmente, sdo massa-dependente. Em teoria, qualquer elemento com dois is6topos
estaveis podem ser utilizados como um marcador isotdpico.

A tecnologia de sintese de compostos quimicos marcados € restrita e ndo
repassada pelos paises que a detém, envolvendo interesses econdmicos o que resulta na
necessidade de importacdo desses produtos. Felizmente, essa realidade vem mudando
devido aos estudos realizados no Brasil, envolvendo pesquisas de desenvolvimento de
novas tecnologias para sintese desses compostos.

Assim como o uso de isotopos radioativos, pode ser realizado o enriquecimento
da fonte em termos de seus isétopos estaveis (VASCONCELLOS, 2001). Por exemplo,
plantas condicionadas em ambiente controlado, enriquecidas em *CO,, produziréo
fotoassimilados enriquecidos em **C, consequentemente alterando seu sinal isotépico e
possibilitando sua determinacdo (direcdo de translocacdo), onde quer que estejam
alocados. Dessa forma, se utiliza os isotopos estaveis como “tracadores” ou
“marcadores” a semelhanca dos is6topos radioativos, porém sendo in6cuos ao homem.

Com relacdo aos métodos utilizados para a separagdo dos is6topos estaveis de
carbono (**C e C), pode-se destacar a cromatografia de troca idnica (TAKEDA;
OBANAWA; MORITA, 1987) e a destilacdo (MCINTEER, 1980). A existéncia dos
is6topos raros mais pesados, como por exemplo do **C, bem como de outros elementos,

viabiliza a producdo de compostos marcados ou enriquecidos nestes is6topos, e sao
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caracterizados por apresentarem abundancias isotdpicas acima da natural. A utilizacdo
desses compostos ricos em **C tem provado ser eficaz como uma ferramenta para o
estudo de processos do ciclo de carbono (SUN et al., 2011). A utilizagdo de “*C como
marcador bioldgico consiste em fornecer ao organismo a ser estudado um composto
quimico com razéo isotépica (**C/*2C) do composto considerado, diferente da natural e
avaliar sua distribuicao.

O equilibrio entre compostos marcados naturais segue o fenbmeno de troca, e
estd baseado na aplicacdo da lei de diluicdo isotopica, utilizado nos estudos das rea¢des
de troca isotdpica. Uma reacdo de troca isotopica é uma reacdo segundo a qual dois
atomos com 0 mesmo numero atdbmico, mas com numero de massa diferente
substituem-se mutuamente. Desse modo, a quantidade de um elemento marcado fixado
em um 6rgdo ou tecido, em um dado periodo de tempo, fornece uma estimativa de troca,
ou do modelo de particdo do referido elemento. Porém, a medida desta estimativa
requer condigdes especificas para determinacao precisa.

A analise das medidas do is6topo marcado nos diferentes Orgaos, durante o
periodo de enriquecimento, acompanhado de uma andlise compartimental, permite
elaboracdo de um modelo a partir do qual o tamanho dos compartimentos e 0s
parametros de transferéncia possam ser avaliados. O tempo da diluicdo isotopica
também é importante, pois o0 enriquecimento por longo tempo permite obter um
equilibrio de troca entre a fonte enriquecida e os varios 6rgdos ou tecidos, de forma que
o fluxo do elemento marcado sera proporcional ao do elemento ndo marcado
(DELEENS; CLIQUET; PRIOL, 1994).

Alguns trabalhos foram realizados para se avaliar processos metabdlicos em
estudos nutricionais animais com o uso de aminoacidos enriquecidos 0 que possibilita
através dessa técnica, a obtencdo de resultados promissores e maiores informacdes
relacionadas a dindmica dos nutrientes avaliados (MURAMATSU et al.,, 1987;
BARNES et al., 2002; STRADIOTTI et al., 2013).

2.8. Diluigéo isotopica
O método da diluicdo isotdpica estd baseado no balanco isotopico entre 0s
isétopos de um elemento numa amostra, antes e depois da adicdo do material

enriquecido num dos isétopos (Trivelin et al., 1994) . A partir do balango de massa
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isotopico pode-se determinar, no produto final, a contribuicdo da fonte marcada e da
fonte natural do is6topo estavel em aprego.
A Figura 2 ilustra, esquematicamente, o processo de formacao do produto final,

a partir de duas fontes (marcada e natural), com abundancias isotopicas distintas.

Figura 2. Diluicdo isotépica do carbono-13, proveniente da L-[**CiJmetionina nos
tecidos de frangos de corte (Adaptado de SANT’ANA FILHO, 2011).

Neste esquema, exemplificado na Figura 2, fye representa a fracdo de carbono
proveniente da L-[**C;]Jmetionina (fonte marcada) nos tecidos (produto); ., a fracéo de
carbono proveniente da dieta fornecida (fonte natural) nos tecidos; € Abmet, Abna € Abp
correspondem, respectivamente, a abundancia isotdpica de carbono-13 (% em atomos
de *C) na L-[**C;]metionina, dieta e tecidos, em um tempo t, apds administracdo de
solucéo enriquecida em carbono-13.

O método de diluicdo isotdpica consiste na adi¢do de uma quantidade conhecida
e exata (spike) do material enriquecido em um dos is6topos de um elemento. Deve-se
esperar o equilibrio entre os isétopos da amostra e do material enriquecido, resultando
na formacdo de uma mistura final de razdo isotdpica diferente das razdes isotopicas da
amostra (produto) e do material enriquecido (fonte marcada). Os espectrometros de
massas permitem a obtencdo de um espectro de massas que é usado para medir a

alteracéo da razdo isotopica e entdo a razao isotopica da mistura final (Abp).
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2.9. Turnover isotdpico

Os constituintes corporais se encontram em estado dindmico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propdsitos, com renovagédo
continua dos elementos quimicos e, consequentemente, de seus isdtopos que compdem
o tecido corporal ou o0 organismo como um todo. Esse processo € denominado turnover.
Todas as substancias do corpo, sejam metabolitos organicos ou inorganicos, estdo
sujeitas ao turnover (HETENYI; PEREZ; VRANIC, 1983).

O turnover isotdpico pode ocorrer por meio de renovacao tecidual resultante do
processo de sintese e degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo préprio crescimento nos
tecidos em formacao (diluicdo isotopica) (CARRIJO e DUCATTI, 2007).

Dietas com assinaturas isotopicas contrastantes podem ser usadas para mensurar
0 turnover de componentes corporais e Orgdos de animais (GANNES; DEL-RIO;
KOCH, 1998). Apds a mudanca da dieta, a alteragdo da composicao isotdpica no tecido
depende da velocidade com que esses constituintes sao substituidos (TIESZEN et al.,
1983).

Tecidos com turnover isotopico rapido retratam dietas mais recentes, enquanto
aqueles com turnover mais lento refletirdo dietas de periodos anteriores. Tecidos
metabolicamente mais ativos (sangue, figado, pancreas) apresentam taxas de turnover
mais rapidas que os menos ativos (coldgeno dos o0ssos) (HOBSON e CLARK, 1992a),
embora as escalas de tempo associadas a tais alteracfes ndo estejam esclarecidas
(FRAZER et al., 1997). Portanto, a escolha do tipo de tecido para andlise isotopica ira
depender do interesse em questao.

Os estudos avicolas que usam is6topos estaveis como tracadores em suas dietas
déo estimativas de quao rapidamente os isotopos estaveis dos tecidos sdo substituidos
por isétopos derivados da dieta (DENADAI et al., 2007; ARAUJO et al., 2011;
PELICIA et al., 2011; SERNAGIOTTO et al., 2013). Do mesmo modo, ao se utilizar
compostos enriquecidos ou marcados num elemento, estes podem atuar como tracadores
bioldgicos, possibilitando determinar as taxas de turnover em tecidos animais, bem

como a obtencdo da rota e particao destes nos diferentes tecidos.
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Os Capitulos 2 e 3, intitulados “Taxa de incorporacéo do **C proveniente da
L-metionina nos tecidos de frangos de corte em crescimento” e “Balango de massa
do 3C proveniente da L-metionina nos tecidos de frangos de corte em
crescimento”, respectivamente, estdo com redacao provisoria de acordo com as normas

para publicacdo no Journal of Animal Science.
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Taxa de incorporacédo do *C proveniente da L-metionina nos tecidos de frangos de

corte em crescimento

RESUMO:

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a técnica de isétopos estaveis para
avaliar a taxa de incorporagdo do carbono-13, proveniente da L-metionina, nos tecidos
de frangos de corte em crescimento. Foram alojados em galpdo experimental 1000
pintos de corte machos da linhagem Cobb, sendo distribuidas 51 aves, apds selecdo por
peso em cada um dos seis grupos (G) avaliados: periodo de 1 a 7 (G1), 8 a 14 (G2), 15 a
21 (G3), 22 a 28 (G4), 29 a 35 (G5) e 36 a 42 (G6) dias de idade. As aves foram
submetidas & administracdo via oral de solucdo contendo L-[**C;]metionina (abundancia
isotépica de 99 atm % em *3C), na dosagem de 29 pmol/kg peso vivo/h, durante 6 h.
Nos tempos 0 h (controle); 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 48; 72 e 96 h ap0s
a primeira administracdo de solucdo enriquecida, foram abatidas 3 aves por tempo em
cada periodo, para amostragem dos tecidos utilizados nas analises isotdpicas em
espectrOmetro de massa. Foram coletadas amostras de mucosa duodenal (M), plasma
sanguineo (PL), figado (F), coxa (C), sobrecoxa (SC), peito (PE), penas (PN) e gordura
abdominal (GA). Os dados obtidos foram analisados utilizando o software estatistico
Minitab 16 (2010). Nas condicbes experimentais ndo foi detectada incorporacdo na GA
em nenhum periodo avaliado, bem como para os periodos G5 e G6 das PN. O tempo de
méaxima incorporagdo do carbono-13, proveniente da L-metionina, nos tecidos M, PL e
F, ocorreu por volta de 9 horas e para os tecidos C, SC, PE e PN, ocorreu por volta de
17 horas, ap6s a administracdo das dosagens. O tecido da M apresentou o menor valor
de meia-vida encontrado quando comparado aos demais (1,9 a 3,7 horas), indicando
maior rapidez na metabolizacdo. A taxa de incorporacdo do carbono-13, proveniente da
L-metionina, nos tecidos avaliados varia em cada periodo de crescimento das aves. A
técnica dos is6topos estaveis demonstra-se eficiente na avaliagdo do comportamento da
taxa de incorporacdo do composto enriquecido e permite evidenciar as distintas

assimilacOes teciduais da mesma, de acordo com as exigéncias pelo aminoacido.

Palavras-chave: aminoécido marcado, tragador isotopico, turnover.
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INTRODUCAO

Avancos no melhoramento genético de frangos de corte tém gerado aves com
potencial cada vez maior para ganho de peso e rendimento de peito e pernas, exigindo
portanto, além de boas praticas de manejo, o fornecimento de dietas adequadamente
balanceadas para que as aves possam expressar todo seu potencial genético visando
crescimento e rendimento das partes de maior interesse.

A suplementacdo com aminoacidos essenciais sintéticos em dietas de frangos de
corte é pratica comum, pois os ingredientes base das racdes, milho e farelo de soja, ndo
fornecem a quantidade adequada exigida desses nutrientes, visto que as aves ndo sdo
capazes de sintetiza-los. Aminoacidos sdo imprescindiveis para o crescimento tecidual,
e sua suplementagédo na dieta pode diminuir custos, permite melhor ajuste nutricional
visando atender as exigéncias nutricionais das aves e também possibilita reducdo do
excesso de proteina bruta das ragdes (Bertechini, 2006).

A metionina que é o primeiro aminoacido limitante para aves, é importante
doadora de grupos metil, 0s quais sdo essenciais a nutricdo animal em diversas rotas
metabolicas. Os grupos metil l&beis participam das sinteses de aminoacidos sulfurados,
fosfolipidios, DNA e RNA (Saunderson e Mackinlay, 1990).

Nas trés Ultimas décadas a utilizacdo da técnica de isétopos estaveis nas
pesquisas da area de nutricdo animal vém crescendo. Em revisdo sobre o uso potencial
da variacdo natural dos isétopos estaveis, autores destacaram a utilizacdo desta
ferramenta pelos pesquisadores para esclarecer questdes fisioldgicas e ecoldgicas
(Gannes et al., 1998). Dentre as diretrizes para futuras pesquisas envolvendo os isétopos
estaveis, recebem énfase o balanco proteico, a alocacdo de nutrientes e o turnover
tecidual. Investigacbes demonstraram que as composi¢cdes isotdpicas dos tecidos de
animais dependem, principalmente da alimentacao, agua e gases inalados, e associado a
isto, o efeito dos isdtopos estarem ligados aos processos metabdlicos (Kennedy e
Krouse, 1990).

Estudos em nutricdo de aves aplicando os is6topos estaveis como tracadores em
suas dietas, dao estimativas de qudo rapidamente os isotopos estaveis dos tecidos sdo
substituidos por isétopos derivados das racdes, processo denominado turnover (Denadai
etal., 2007; Araujo et al., 2011; Pelicia et al., 2011; Sernagiotto et al., 2013).
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A existéncia dos isétopos raros dos elementos, possibilita a sintese de compostos
marcados ou enriquecidos nestes is6topos, caracterizados por apresentarem abundancias
isotopicas acima da natural. Assim como os isotopos estaveis de dietas contrastantes, 0s
compostos enriquecidos também podem ser utilizados como tracadores para se avaliar
processos metabdlicos de seres vivos (Muramatsu et al., 1987; Barnes et al., 2002;
Stradiotti et al., 2013).

Em funcdo do exposto, o presente trabalho teve como objetivo utilizar a técnica
de isOtopos estaveis para avaliar a taxa de incorporagdo do carbono-13, proveniente da

L-metionina, nos tecidos de frangos de corte em crescimento.

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos utilizados neste experimento foram desenvolvidos de
acordo com 0s principios éeticos na experimentacdo animal, protocolo n® 165/2010-
CEUA, determinados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Univ Estadual Paulista, Campus de

Botucatu.

Local, Animais e Mango

O experimento foi realizado na regido centro-sul do Estado de S&o Paulo, Brasil
e conduzido na Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP - Univ
Estadual Paulista, Campus de Botucatu, no Laboratdrio de Nutricdo de Aves.

Foram alojados 1000 pintainhos machos de corte com um dia de idade, da
linhagem Cobb, numa densidade de 2,5 aves/m?, vacinados no incubatério contra as
doencas de Gumboro, Marek e Bouba Aviaria.

Agua e a racéo foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo experimental.
As racOes experimentais foram formuladas e balanceadas, adaptando-as as
recomendacgdes de Rostagno et al. (2011), para frangos de corte machos, sendo o
programa de arragoamento dividido em quatro fases de acordo com a idade: pré-inicial
(2-7), inicial (8-21), crescimento (22-35) e final (36-42) dias de idade, como
demonstrado na Tabela 1.

Por meio das diferentes inclusdes de milho e farelo de soja nas rac6es ao longo

das fases, para se atender as exigéncias animais, promove-se consequentemente
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alteragdo no valor isotdpico das mesmas. Para minimizar este efeito, utilizou-se quirera
de arroz nas formulagcbes das racfes como ingrediente estratégico quando necessario,
buscando a manutencdo do valor isotdpico entre as mesmas para que estas nao
promovessem enriquecimento tecidual, uma vez que a quirera de arroz e farelo de soja
(plantas Cs, valores médios de -28%. em &C) possuem valor isotépico diferente do
milho (planta C4, valores médios de -13%o em 5'°C) (SUN et al., 2011).
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Tabela 1. Composicdo nutricional, calculada e isotopica analisada das ragdes

experimentais

Fase
Item Pré-inicial ~ Inicial ~ Crescimento Final
Ingrediente, %
Milho, moido 54,691 55,575 56,473 57,365
Soja, farelo 38,688 35,046 31,764 27,461
Soja, 6leo 2,353 2,345 3,347 3,135
Arroz, quirera 0,000 3,300 5,050 9,150
Fosfato bicalcico 1,905 1,530 1,285 1,090
Calcaério calcitico 0,914 0,910 0,860 0,765
DL-Metionina (99%) 0,220 0,179 0,165 0,154
L-Lisina HCI (78%) 0,218 0,165 0,148 0,180
L-Treonina (98%) 0,103 0,060 0,043 0,055
Sal comum 0,508 0,490 0,465 0,445
Suplemento vit/min* 0,400 0,400 0,400 0,200
Composicdo Nutricional Calculada’
EM, kcal/kg 2.950 3.000 3.100 3.150
PB, % 22,200 20,800 19,500 18,000
Ca, % 0,920 0,819 0,732 0,638
P disp., % 0,470 0,391 0,342 0,298
Met, % 0,511 0,458 0,431 0,404
Met+Cys, % 0,944 0,846 0,787 0,737
Lys, % 1,310 1,174 1,078 1,010
Tre, % 0,852 0,763 0,701 0,656
K, % 0,590 0,585 0,580 0,580
Na, % 0,220 0,210 0,200 0,195
Cl, % 0,200 0,190 0,180 0,170
Valor Isotépico Médio Analisado®
3C, 8%o -19,73 -19,40 -19,19 -19,49

'Fornecendo as seguintes quantidades/kg de racdo (PX FC Vaccinar): Pré-inicial - 4cido félico 1,5 mg;
acido pantoténico 14 mg; biotina 0,075 mg; cobre 8 mg; colina 0,35 g; etoxiquim 4 mg; ferro 0,05 g;
fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 0,045 g; nicarbazina 0,125 g; selénio 0,33 mg;
virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 10.000 Ul; vitamina B1 2 mg; vitamina B12 17,5 mcg; vitamina B2 6
mg; vitamina B6 3 mg; vitamina D3 3.000 Ul; vitamina E 35 Ul; vitamina K3 3 mg; zinco 0,07 g. Inicial
- acido fdlico 1,25 mg; acido pantoténico 13 mg; biotina 0,07 mg; cobre 8 mg; colina 0,3 g; etoxiquim 4
mg; ferro 0,05 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 0,04 g; nicarbazina 0,125 g;
selénio 0,3 mg; virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 10.000 Ul; vitamina B1 1,5 mg; vitamina B12 15
mcg; vitamina B2 5 mg; vitamina B6 3 mg; vitamina D3 3.000 Ul; vitamina E 30 Ul; vitamina K3 3 mg;
zinco 0,07 g. Crescimento - 4cido félico 0,8 mg; acido pantoténico 11 mg; biotina 0,05 mg; cobre 8 mg;
colina 0,25 g; etoxiquim 4 mg; ferro 0,05 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 30 mg;
salinomicina 0,066 g; selénio 0,3 mg; virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 8.000 Ul; vitamina B1 1,5 mg;
vitamina B12 12 mcg; vitamina B2 4 mg; vitamina B6 2,5 mg; vitamina D3 2.500 Ul; vitamina E 20 U,
vitamina K3 2 mg; zinco 0,07 g. Final - 4cido félico 0,3 mg; &cido pantoténico 6 mg; cobre 8 mg; colina
0,2 g; etoxiquim 1 mg; ferro 0,04 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,7 mg; manganés 0,06 g; niacina 0,02 g;
salinomicina 0,066 g; selénio 0,25 mg; virginiamicina 10 mg; vitamina A 5.000 Ul; vitamina B1 0,5 mg;
vitamina B12 5 mcg, vitamina B2 2,5 mg, vitamina B6 0,7 mg, vitamina D3 1.000 UI, vitamina E 10 UI,
vitamina K3 1,5 mg; zinco 0,06 g. >Rostagno et al. (2011). *Valor relativo ao padrdo PeeDee Belemnite
(PDB).
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Pesagem dos Animais

Ao inicio de cada periodo experimental as aves foram selecionadas por peso
com variacdo de * 5%, sendo utilizadas 51 aves em cada um dos seis grupos (G)
avaliados: periodode 1a 7 (G1), 8 a 14 (G2), 15 a 21 (G3), 22 a 28 (G4), 29 a 35 (G5) e
36 a 42 (G6) dias de idade. Os pesos médios das aves obtidos e utilizados como base
para os calculos da quantidade de metionina marcada preparada foram: 0,045; 0,165;
0,460; 0,960; 1,600 e 2,400 kg, para G1, G2, G3, G4, G5 e G6, respectivamente.

Dosagem e Administracéo de L-[**Ci]metionina

A fim de promover enriquecimento tecidual as aves de cada grupo receberam
doses de 29 pmol de L-[*3C;]metionina/kg de peso vivo/hora, durante 6 h, através de
administracéo via oral de solucdo enriquecida (L-[**C;]metionina, abundancia isotépica
de 99 atm % em **C, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.®, Andover, MA, USA). O
composto marcado foi diluido em solucdo fisiologica e administrado oralmente em 0,3
mL de solucéo enriquecida por dose aplicada, utilizando-se seringas de insulina de 1
mL.

A dosagem utilizada neste experimento foi cinco vezes superior a utilizada por
Muramatsu et al. (1987) em estudo envolvendo poedeiras administrando metionina
marcada em °N. O aumento na dosagem se deve a grande diluicdo isotdpica que o
elemento carbono sofre no organismo, para compensar e favorecer o enriquecimento
tecidual, uma vez que a maioria das moléculas organicas sdo formados por quantidade
superior de carbono quando comparadas ao nitrogénio (18,5% de C e 3,2% de N)
(Nepomoceno, 2006).

Os procedimentos de diluicdo e administracdo isotopica da metionina
enriquecida foram realizados de acordo com a metodologia preconizada por Muramatsu
et al. (1987) e Riedijk et al. (2007).

Para o calculo da quantidade de metionina marcada a ser preparada e
administrada, considerando-se um frango com 2,5 kg de peso vivo como exemplo para
calculo, tem-se: a) Para obtencdo da quantidade aplicada de material enriquecido
durante cada periodo avaliado, fez-se necessario realizacdo do seguinte célculo: 29
umol de L-[**C;]metionina, multiplicado por 2,5 kg e por 6 h, resulta em 435 umol de
L-[**C;]metionina. O peso molecular da metionina corresponde a 150,19 pg/pmol,
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portanto, 150,19 pg de metionina/l pmol de L-[**Ci]metionina, multiplicado por 435
umol de L-[*3C1]metionina, resulta em 65.333 ug ou 65,333 mg de metionina marcada.
Este valor obtido, dividido pelo nimero de doses (no caso seis), corresponde a 10,889
mg de metionina marcada/dose aplicada; b) Para obtencdo do valor da massa de *C
aplicada por dose durante cada periodo avaliado, fez-se necessario realizacdo do
seguinte calculo: Em 150,19 pg/umol de metionina (peso molecular da metionina)
contém 12,87 ug de **C, em 10.889 pg de metionina marcada contera 933,08 pg de
B3Cldose aplicada.

Levando-se em consideracdo os pesos médios das aves em cada periodo, cada
dose fornecida continha: 0,1957; 0,7177; 2,0009; 4,1757; 6,9595 e 10,4393 mg de
metionina marcada, ou 16,8606; 61,8222; 172,3528; 359,6928; 580,9280 e 871,3920 ug
de 13C, para G1, G2, G3, G4, G5 e G6, respectivamente.

Amostragem

Nos tempos 0 h (controle); 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 48; 72 e 96
h ap6s a primeira administracdo de solucdo enriquecida, foram abatidas 3 aves por
deslocamento da articulagdo cranio-cervical, e posteriormente realizada a sangria.
Foram coletadas amostras de mucosa (M), plasma (PL), figado (F), coxa (C), sobrecoxa
(SC), peito (PE), penas (PN) e gordura (GA), para posterior analise isotopica em
espectrometro de massas.

O tempo de colheita das amostras foi concentrado nas primeiras horas do inicio
do periodo experimental, devido a maior velocidade na dilui¢do isotopica do carbono no
tecido durante essa fase (Muramatsu et al., 1987; Hobson e Clark, 1992; Riedijk et al.,
2007).

As amostras de figado foram retiradas do terco central do 6rgao, as de mucosa
foram obtidas por raspagem com lamina de vidro na regido da alca duodenal do
intestino e as de sangue foram obtidas por puncdo da veia jugular sendo acondicionadas
em tubos de ensaio contendo heparina. As amostras de sangue foram centrifugadas a
5000G por 4 minutos para separacdo do plasma. Plasma e mucosa foram devidamente
acondicionados em microtubo graduado plastico de 1,5 mL com tampa e em seguida

congelados a -20°C.
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As amostras de peito foram obtidas a partir do terco médio longitudinal do
musculo Pectoralis major, as de coxa do musculo gastrocnémio (parte externa) e
sobrecoxa do masculo iliotibial lateral, as de penas das rémiges primarias e secundarias
(asa), sendo todas as citadas colhidas do lado esquerdo da carcaca. A gordura foi
coletada da regido abdominal a partir do segundo periodo avaliado (G2 a G6), devido a
inexisténcia ou escasso material no G1.

Os tecidos amostrados, sem considerar plasma, foram lavados com &gua
destilada para retirada de qualquer contaminante, acondicionadas em sacos plasticos

devidamente identificados e imediatamente congeladas a -20°C.

Preparo das Amostras

As amostras foram descongeladas por um periodo de 48 horas. Amostras de
figado passaram por processo de extracdo da gordura durante 4 horas (Soxhlet) e as de
plasma e mucosa passaram pelo processo de liofilizacdo durante 24 horas (Thermo
Fisher Scientificmicro modulo 115).

Todas as amostras foram secas em estufa de ventilagéo forcada a 56°C, por um
periodo de 48 horas, sem considerar plasma e mucosa. Apos este procedimento, tecidos
e dietas experimentais foram moidos em moinho criogénico (SPEX SamplePrep 2010
Geno/Grinder), a -196°C por dez minutos, com rotacdo de 920 rpm e em alta
frequéncia, para obtencdo de material homogéneo de fina granulometria (menor que 60
um), com aspecto de talco.

Apo6s os referidos procedimentos cada amostra foi pesada, utilizando-se
duplicatas, em cépsula de estanho (50 a 70 pg) por meio de microbalanca (Mettler

Toledo XP6) e submetida a analise isotopica.

Andlise | sotopica

As andlises isotopicas foram realizadas no Instituto de Biociéncias, UNESP —
Univ Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Centro de Is6topos Estaveis.

Foi utilizado espectrometro de massa de razdes isotopicas (Delta V Advantage
Isotope Ratio MS Thermo Scientific), acoplado ao Analisador Elementar (Flash 2000
Organic Elemental Analyzer EA for IRMS), no qual em presenca de oxigénio (O,) e

Oxido de cobre (CuO) a amostra foi queimada quantitativamente para obtengdo de CO,.
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O gas formado foi separado em coluna cromatografica gasosa e analisado no
espectrdmetro de massa. Os resultados obtidos foram expressos em notacdod “*C, em
relacdo ao padrdo internacional Peedee Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem

de 0,2 %o e calculado pela equacéo 1 (Criss, 1999):

8130 (amostra, padréo) = [(Ramostra/ Rpadréo) '1] X 103 (1)

Onde:
83C = enriquecimento relativo da razdo *C/*2C da amostra em relacéo ao padrdo PDB,
em partes per mil (%o). Adimensional;

R = raz&o isotopica (“*C/**C) da amostra e do padr&o. Adimensional.

Analise Estatistica

Os dados relativos a taxa de incorporacdo do carbono-13, proveniente da L-
metionina, apo6s analise isotopica, foram analisados utilizando-se o Minitab 16
Statistical Software (2010).

Aplicou-se o0 ajuste polinomial de segunda ordem, com o intuito de determinar o
tempo de maxima incorporacdo do carbono-13, proveniente da metionina, que
caracteriza o pico de enriquecimento. Para se mensurar a taxa de substituicdo do
carbono nos tecidos das aves, apds determinado intervalo de tempo, pelo carbono-13
marcado, foi realizado o ajuste exponencial de primeira ordem, expresso pela equacéo 2
(Ducatti et al., 2002). Para isso, considerou-se o ponto inicial, o tempo O h e o ponto

final, como sendo o tempo de maxima incorporacdo da metionina marcada.
§1Bc(t) = 88C(f) + [81C(i) - 83C(f)le™ (2)

Onde:

813C(t) = enriquecimento isotdpico relativo do tecido em qualquer tempo (t), expresso
em 6%o. Adimensional;

8C(f) = enriquecimento isotépico relativo do tecido no patamar de equilibrio, ou

condicao final, expresso em 6%o. Adimensional,
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813C(i) = enriquecimento isotépico relativo do tecido na condicdo inicial, expresso em
0%o. Adimensional;
k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo, expresso em horas™;

t = tempo a partir da administracdo via oral de metionina marcada, expresso em horas.

A meia-vida do carbono-13 para os tecidos analisados foi mensurada pela

equacéo 3:

T=In2/k (3)

Onde:
T = meia-vida, tempo expresso em horas;
In = logaritmo neperiano;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo, expresso em horas™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condigdes experimentais, ndo foi detectada incorporagdo do elemento
marcado no tecido adiposo em todos os periodos avaliados, o que era esperado, pois a
sua detec¢do sO se justificaria se houvesse um excesso de suplementacdo de metionina
na dieta, que nessas condigdes seria clivada, desaminada e o grupo metil seria
incorporado ao organismo na forma de reserva energética. No entanto, recebendo dieta
adequadamente balanceada, seria normal ndo se detectar resquicios de atomos de **C
enriquecidos proveniente da L-metionina administrada via oral neste tecido.

Segundo Moran Jr. (1994), a deficiéncia de metionina nas dietas produz maior
deposicdo de gordura, devido ao aumento na atividade das enzimas responsaveis pela
formacdo do acido Udrico, provocando maior catabolismo da proteina, o que contribui
para que a energia se deposite como gordura. Schutte e Pack (1995) observaram que
niveis sub-6timos de metionina+cistina produzem maior acimulo de gordura abdominal
e nos 6rgdos. Liu et al. (2007) suplementaram frangos de corte com duas fontes de
metionina distintas e verificaram aumento na deposicdo de musculo do peito e
diminuicdo da gordura abdominal, demonstrando o efeito positivo e a importancia da

adequada suplementacdo e atendimento das exigéncias deste aminoacido.
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Em funcédo do exposto, o referido tecido ndo foi incluido na anélise da taxa de
incorporagéo do carbono-13 marcado.

Os ajustes polinomial e exponencial, seus respectivos coeficientes de
determinacéo (%), tempo de maxima incorporaco (tms) € meia-vida (T) do carbono-13,
proveniente da L-[**C;]metionina, nos tecidos avaliados para cada grupo (G) em funcéo

do tempo, encontram-se nas Tabelas 2 a 8.
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Observa-se que o tempo de maxima incorpora¢do da metionina marcada nos
tecidos M, PL e F, ocorreu por volta de 9 horas ap6s a administracdo das dosagens,
sendo possivel detectar incorporacdo apos trinta minutos da administragdo, indicando
rapida metabolizacdo deste aminoacido.

Para os tecidos C, SC, PE e PN, o tempo de maxima incorporacdo do
aminoacido enriquecido ocorreu por volta de 17 horas ap6s a administragdo das
dosagens, indicando maior lentidao na assimilacdo deste aminoacido.

Por empregar-se a constante da taxa de turnover (k) nos calculos de meia-vida
(T), os valores de T obtidos fornecem uma ideia de tempo no processo em que 0S
istopos estaveis de carbono dos tecidos foram substituidos pelo carbono-13
proveniente da L-metionina, além de refletir a taxa de crescimento dos componentes
corporais. No tecido M a meia-vida variou de 1,9 a 3,7 horas; no PL de 3,2 a 5,9 horas e
no F de 2,1 a 4,9 horas, indicando maior rapidez na taxa de metabolismo no primeiro
tecido. Para a C, variou de 3,3 a 5,2 horas; na SC de 3,5 a 5,0 horas; no PE de 2,7 a 4,1
horas; e nas PN de 3,1 a 6,6.

Né&o foi detectada incorporacdo da metionina marcada no tecido das PN nos dois
altimos grupos (G5 e G6), provavelmente em funcdo do empenamento das aves ja se
encontrar formado. Acrescenta-se também o fato que este tecido tem uma menor taxa de
metabolismo nesta fase de crescimento.

Os modelos exponenciais da taxa de troca isotopica do carbono-13, proveniente
da L-[**C;]metionina, nos tecidos avaliados para cada grupo (G) em funcdo do tempo,

encontram-se nas Figuras 1 a 7.
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Figura 1. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[**C,]metionina em mucosa duodenal de frangos de corte nos grupos avaliados ao
longo do tempo (h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-
42) dias de idade.
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Figura 2. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[*3C,]Jmetionina em plasma sanguineo de frangos de corte nos grupos avaliados ao
longo do tempo (h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-
42) dias de idade.



42

13¢ (%0)
5

'20 - T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo (h)

Figura 3. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[*3C,]metionina em figado de frangos de corte nos grupos avaliados ao longo do
tempo (h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-42) dias
de idade.
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Figura 4. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[*3C,]Jmetionina em coxa de frangos de corte nos grupos avaliados ao longo do tempo
(h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-42) dias de
idade.
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Figura 5. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[*3C,]Jmetionina em sobrecoxa de frangos de corte nos grupos avaliados ao longo do
tempo (h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-42) dias
de idade.
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Figura 6. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da
L-[*3C,]Jmetionina em peito de frangos de corte nos grupos avaliados ao longo do tempo
(h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21), G4 (22-28), G5 (29-35) e G6 (36-42) dias de
idade.
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Figura 7. Modelo exponencial da taxa de troca isotdpica do carbono-13, proveniente da

L-[*3C,]Jmetionina em penas de frangos de corte nos grupos avaliados ao longo do
tempo (h): G1 (1-7), G2 (8-14), G3 (15-21) e G4 (22-28) dias de idade.
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A mudanca nos valores de carbono-13 dos tecidos ao longo do tempo ocorreu
gradativamente durante os periodos analisados, conforme pode ser observado nas
Figurasla?7.

O sangue é responsavel pelo transporte de nutrientes para as demais regides do
corpo animal (Macari e Luqguetti, 2002) e o figado responsavel pela sintese de todas as
proteinas plasmaticas, com excecdo das imunoglobulinas as quais séo sintetizadas pelos
linfécitos. A manutencdo da concentracdo de proteinas circulantes exige um intenso
trabalho de sintese proteica hepéatica (Henry, 1999). No presente experimento,
observamos para plasma e figado que ha um aumento na taxa de carbono-13
incorporado nestes tecidos com o avanco das fases de crescimento. Esse resultado
provavelmente pode estar associado ao aumento da demanda por este aminoacido para o
desenvolvimento corporal do animal. Segundo Hobson e Clark (1992), o figado e o
plasma sanguineo apresentam elevadas taxas de troca isotopica, respondendo
rapidamente as alteracGes nutricionais, sendo um Orgdo essencial as alteracbes e
necessidades metabdlicas.

Na mucosa observa-se resultado semelhante ao plasma e figado, exceto na
primeira semana onde houve maior taxa na incorporacdo comparado com o0s demais
periodos. Sabe-se que durante os primeiros 7 a 10 dias de idade o intestino do frango de
corte encontra-se ainda em desenvolvimento (Maiorka et al., 2002) o que pode explicar
a maior exigéncia deste aminoacido nesta primeira semana de vida da ave.

Segundo Maiorka et al. (2002), a mucosa do trato gastrointestinal se comparada
aos demais tecidos de frangos de corte, possui 0 mais elevado turnover. Dentre as
porcdes do intestino delgado, o duodeno, além de apresentar a maior altura de vilo,
possui a maior taxa de renovacdo, o que pode estar relacionado ao fato de que essa é
uma regido muito importante para o processo digestivo, explicando o menor valor de
meia-vida encontrado neste estudo.

Na por¢do do duodeno a hidrdlise dos aminoécidos ainda é incompleta, portanto
ocorre minima absorcdo desses. Os L-aminoécidos sdo absorvidos mais rapidamente
que os D-isémeros, sendo que o sitio de absor¢do da metionina € comum para os dois
isbmeros e sdo transportados ativamente, mas a forma L-isdmero apresenta maior

especificidade quimica e afinidade, sendo transportada mais rapidamente (Rutz, 2002),
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0 que pode explicar o fato de ocorrer maior taxa na incorporagdo do carbono-13,
proveniente da L-metionina marcada.

Segundo Pophal (2004) e Viola (2007) quanto mais ativo for o metabolismo do
tecido, maior a tendéncia deste em receber nutrientes para sua demanda adequada,
sendo assim, a mucosa intestinal, figado e plasma sanguineo recebem os aminoéacidos
de forma prioritaria, decorrendo em menores valores de meia-vida, quando comparados
aos outros tecidos estudados.

A deposicdo e degradacdo dos tecidos corporais séo diretamente influenciadas
pela idade das aves. (Santos et al., 2005). O rapido desenvolvimento corporal e ganho
de peso dos frangos sdo decorrentes da taxa de sintese proteica exceder a taxa de
degradacéo, justamente na fase inicial e de crescimento das aves (Zuidhoft, 2005).

Em animais senis ha um declinio na taxa de sintese e aumento na taxa de
degradacdo, determinando menor deposicdo proteica, constatado pela reducdo do
crescimento dos tecidos nestes animais (Gonzalez e Sartori, 2002).

O acrescimo de massa tecidual é o principal fator que determina a dilui¢éo
isotopica do carbono tecidual em relacdo a taxa de troca isotopica de animais mais
jovens (Zuanon, 2003), o que pode ser constatado ao se observar a maior taxa de troca
nos periodos iniciais deste trabalho.

Constata-se que para o masculo peitoral hd maior taxa de carbono-13
incorporado nas primeiras fases de crescimento onde o desenvolvimento muscular é
mais acelerado (Gonzales e Sartori, 2002), podendo estar associado ao aumento da
demanda por este aminoécido para o desenvolvimento deste tecido. As incorporagdes
na coxa e sobrecoxa ocorreram de maneira semelhante ao peito, exceto na segunda
semana de idade onde essa taxa foi menor que nas outras fases, podendo este fato estar
associado a maior demanda deste aminoacido para formacdo de penas e masculo
peitoral, disponibilizando-o em menores quantidades para os muasculos das pernas.

As penas também apresentaram maior taxa de incorporacdo do carbono-13 nas
primeiras semanas de vida, sendo explicado por ser a fase de formacgdo das mesmas e
por ser um tecido que tem grande exigéncia de aminoacidos sulfurados (Pophal, 2004),
onde a metionina pode suprir 0s aminoacidos cistina e cisteina, que tém em comum a

presenca do elemento enxofre.
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CONCLUSAO
A taxa de incorporagédo do carbono-13, proveniente da L-metionina, nos tecidos
avaliados, varia em cada periodo de crescimento das aves. A técnica dos isotopos
estaveis demonstra-se eficiente na avaliacdo do comportamento da taxa de incorporagéo
do composto enriquecido e permite evidenciar as distintas assimilacdes teciduais da

mesma, de acordo com as exigéncias pelo aminoéacido.
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Balanco de massa do *C proveniente da L-metionina nos tecidos de frangos de

corte em crescimento

RESUMO:

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a técnica de isétopos estaveis para
avaliar o balango de massa do carbono-13, proveniente da L-metionina, nos tecidos de
frangos de corte em crescimento. Foram alojados em galpdo experimental 1000 pintos
de corte machos da linhagem Cobb, sendo distribuidas 51 aves, apos selecdo por peso
em cada um dos seis grupos (G) avaliados: periodo de 1 a 7 (G1), 8a 14 (G2), 15a 21
(G3), 22 a 28 (G4), 29 a 35 (G5) e 36 a 42 (G6) dias de idade. As aves foram
submetidas & administracdo via oral de solucdo contendo L-[**C;]metionina (abundancia
isotépica de 99 atm % em *3C), na dosagem de 29 pmol/kg peso vivo/h, durante 6 h.
Nos tempos 0 h (controle); 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 48; 72 e 96 h ap0s
a primeira administracdo de solucdo enriquecida, foram abatidas 3 aves por tempo em
cada periodo, para amostragem dos tecidos utilizados nas analises isotdpicas em
espectrOmetro de massa. Foram coletadas amostras de mucosa duodenal (M), plasma
sanguineo (PL), figado (F), coxa (C), sobrecoxa (SC), peito (PE), penas (PN) e gordura
abdominal (GA). Os dados obtidos do balango de massa foram analisados utilizando o
software estatistico Minitab 16 (2010). Nas condicBes experimentais, o tecido mais
representativo na exigéncia pelo aminoacido foi o do PE, constatado pelos maiores
percentuais recuperados (21,21% a 32,51%) de carbono-13 (G2 a G6), evidenciando a
importancia deste composto como constituinte plastico do referido muasculo. Néo foi
detectado enriquecimento na GA para nenhum periodo avaliado. A porcentagem de
recuperacdo nas PN diminui ao longo dos periodos avaliados (6,15 a 3,59 %), ndo sendo
mais detectada no G5 e G6. O balanco de massa do carbono-13, proveniente da L-
metionina, evidencia que sua recuperacdo nos tecidos avaliados, difere em cada periodo
de crescimento de acordo com as exigéncias teciduais pelo aminoacido. A técnica dos
isétopos estaveis demonstra-se eficiente na mensuracdo da quantidade recuperada do
composto enriquecido nos tecidos, permitindo relacionar com a importancia deste como

aminoéacido limitante na alimentacdo de aves.

Palavras-chave: aminoécido marcado, dilui¢do isotopica, tracador isotopico.



55

INTRODUCAO

As exigéncias animais em aminoacidos essenciais sdo atendidas por meio da
suplementacdo dos mesmos nas ragdes e permite que expressem seu potencial genético,
com efeitos positivos nos parametros zootécnicos, econdmicos e ambientais da
producdo (Bertechini, 2006).

Nas racOes para frangos de corte que tém como base o milho e o farelo de soja, a
metionina apresenta-se como o primeiro aminoacido limitante, seguido pela lisina e a
treonina (Waldroup et al., 2005). A metionina, participa da sintese proteica, sendo
precursora da cisteina e doadora de radicais metil, os quais sdo essenciais a nutricdo
animal. Esses grupos metil labeis participam das sinteses de aminoacidos sulfurados,
fosfolipidios, DNA e RNA (Saunderson e Mackinlay, 1990). Devido ao papel
fundamental que esse aminoécido representa no crescimento e também sobre o sistema
imune de frangos de corte, trabalhos séo constantemente conduzidos para verificar sua
exigéncia pelas aves.

Da mesma maneira que os isotopos estaveis dos elementos sdo utilizados em
estudos de nutricdo animal, pelo emprego de dietas contrastantes, compostos
enriquecidos também podem ser utilizados como tracadores para avaliacdo dos
processos metabolicos de seres vivos, fornecendo estimativas de qudo rapidamente os
istopos estaveis naturais dos tecidos sdo substituidos por isétopos marcados
administrados e 0 mapeamento no organismo (Muramatsu et al., 1987; Barnes et al.,
2002; Stradiotti et al., 2013). Isso somente € possibilitado devido a existéncia de
isétopos raros, sendo 0s compostos marcados ou enriquecidos caracterizados por
apresentarem abundancias isotdpicas acima da natural.

A técnica de isotopos estaveis associada a de diluicdo isotopica é a base para 0s
trabalhos envolvendo material marcado. Esse processo de dilui¢do consiste no balanco
entre os isétopos de um determinado elemento numa amostra, antes e depois da adi¢do
do material marcado em um dos is6topos.

Gannes et al. (1998) destacam em revisdo a importancia da aplicacdo dos
isGtopos estaveis para futuras pesquisas que enfatizem o balango proteico, a alocacdo de

nutrientes e o turnover tecidual.
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Em funcéo do exposto, o presente trabalho teve como objetivo utilizar a técnica
de isétopos estaveis para avaliar o balango de massa do carbono-13, proveniente de L-

metionina, nos tecidos de frangos de corte em crescimento.

MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos utilizados neste experimento foram desenvolvidos de
acordo com os principios éticos na experimentacdo animal, protocolo n® 165/2010-
CEUA, determinados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Univ Estadual Paulista, Campus de

Botucatu.

Local, Animais e Mango

O experimento foi realizado na regido centro-sul do Estado de S&o Paulo, Brasil
e conduzido na Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, UNESP - Univ
Estadual Paulista, Campus de Botucatu, no Laboratdrio de Nutricdo de Aves.

Foram alojados 1000 pintainhos machos de corte com um dia de idade, da
linhagem Cobb, numa densidade de 2,5 aves/m?, vacinados no incubatério contra as
doencas de Gumboro, Marek e Bouba Aviaria.

Agua e a ragéo foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo experimental.
As racdes experimentais foram formuladas e balanceadas, adaptando-as as
recomendagdes de Rostagno et al. (2011), para frangos de corte machos, sendo o
programa de arragoamento dividido em quatro fases de acordo com a idade: pré-inicial
(2-7), inicial (8-21), crescimento (22-35) e final (36-42) dias de idade, como
demonstrado na Tabela 1.

Por meio das diferentes inclusdes de milho e farelo de soja nas rac6es ao longo
das fases, para se atender as exigéncias animais, promove-se consequentemente
alteracdo no valor isotopico das mesmas. Para minimizar este efeito, utilizou-se quirera
de arroz nas formulagcbes das racfes como ingrediente estratégico quando necessario,
buscando a manutencdo do valor isotdpico entre as mesmas para que estas nao
promovessem enriquecimento tecidual, uma vez que a quirera de arroz e farelo de soja
(plantas Cs, valores médios de -28%. em &C) possuem valor isotépico diferente do
milho (planta C4, valores médios de -13%o em &'*C) (SUN et al., 2011).
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Tabela 1. Composicdo nutricional, calculada e isotopica analisada das ragdes

experimentais

Fase
Item Pré-inicial ~ Inicial ~ Crescimento Final
Ingrediente, %
Milho, moido 54,691 55,575 56,473 57,365
Soja, farelo 38,688 35,046 31,764 27,461
Soja, 6leo 2,353 2,345 3,347 3,135
Arroz, quirera 0,000 3,300 5,050 9,150
Fosfato bicalcico 1,905 1,530 1,285 1,090
Calcaério calcitico 0,914 0,910 0,860 0,765
DL-Metionina (99%) 0,220 0,179 0,165 0,154
L-Lisina HCI (78%) 0,218 0,165 0,148 0,180
L-Treonina (98%) 0,103 0,060 0,043 0,055
Sal comum 0,508 0,490 0,465 0,445
Suplemento vit/min* 0,400 0,400 0,400 0,200
Composicdo Nutricional Calculada®
EM, kcal/kg 2.950 3.000 3.100 3.150
PB, % 22,200 20,800 19,500 18,000
Ca, % 0,920 0,819 0,732 0,638
P disp., % 0,470 0,391 0,342 0,298
Met, % 0,511 0,458 0,431 0,404
Met+Cys, % 0,944 0,846 0,787 0,737
Lys, % 1,310 1,174 1,078 1,010
Tre, % 0,852 0,763 0,701 0,656
K, % 0,590 0,585 0,580 0,580
Na, % 0,220 0,210 0,200 0,195
Cl, % 0,200 0,190 0,180 0,170
Valor Isotépico Médio Analisado®
3C, 8%o -19,73 -19,40 -19,19 -19,49

'Fornecendo as seguintes quantidades/kg de racdo (PX FC Vaccinar): Pré-inicial - 4cido félico 1,5 mg;
acido pantoténico 14 mg; biotina 0,075 mg; cobre 8 mg; colina 0,35 g; etoxiquim 4 mg; ferro 0,05 g;
fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 0,045 g; nicarbazina 0,125 g; selénio 0,33 mg;
virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 10.000 Ul; vitamina B1 2 mg; vitamina B12 17,5 mcg; vitamina B2 6
mg; vitamina B6 3 mg; vitamina D3 3.000 Ul; vitamina E 35 Ul; vitamina K3 3 mg; zinco 0,07 g. Inicial
- acido fdlico 1,25 mg; acido pantoténico 13 mg; biotina 0,07 mg; cobre 8 mg; colina 0,3 g; etoxiquim 4
mg; ferro 0,05 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 0,04 g; nicarbazina 0,125 g;
selénio 0,3 mg; virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 10.000 Ul; vitamina B1 1,5 mg; vitamina B12 15
mcg; vitamina B2 5 mg; vitamina B6 3 mg; vitamina D3 3.000 Ul; vitamina E 30 Ul; vitamina K3 3 mg;
zinco 0,07 g. Crescimento - 4cido félico 0,8 mg; acido pantoténico 11 mg; biotina 0,05 mg; cobre 8 mg;
colina 0,25 g; etoxiquim 4 mg; ferro 0,05 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,9 mg; manganés 0,075 g; niacina 30 mg;
salinomicina 0,066 g; selénio 0,3 mg; virginiamicina 16,5 mg; vitamina A 8.000 Ul; vitamina B1 1,5 mg;
vitamina B12 12 mcg; vitamina B2 4 mg; vitamina B6 2,5 mg; vitamina D3 2.500 Ul; vitamina E 20 U,
vitamina K3 2 mg; zinco 0,07 g. Final - cido félico 0,3 mg; &cido pantoténico 6 mg; cobre 8 mg; colina
0,2 g; etoxiquim 1 mg; ferro 0,04 g; fitase 0,5 ftu; iodo 0,7 mg; manganés 0,06 g; niacina 0,02 g;
salinomicina 0,066 g; selénio 0,25 mg; virginiamicina 10 mg; vitamina A 5.000 Ul; vitamina B1 0,5 mg;
vitamina B12 5 mcg, vitamina B2 2,5 mg, vitamina B6 0,7 mg, vitamina D3 1.000 UI, vitamina E 10 UI,
vitamina K3 1,5 mg; zinco 0,06 g. Rostagno et al. (2011). *Valor relativo ao padrdo PeeDee Belemnite
(PDB).
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Pesagem dos Animais

Ao inicio de cada periodo experimental as aves foram selecionadas por peso
com variacdo de * 5%, sendo utilizadas 51 aves em cada um dos seis grupos (G)
avaliados: periodode 1a 7 (G1), 8 a 14 (G2), 15 a 21 (G3), 22 a 28 (G4), 29 a 35 (G5) e
36 a 42 (G6) dias de idade. Os pesos médios das aves obtidos e utilizados como base
para os calculos da quantidade de metionina marcada preparada foram: 0,045; 0,165;
0,460; 0,960; 1,600 e 2,400 kg, para G1, G2, G3, G4, G5 e G6, respectivamente.

Dosagem e Administracéo de L-[**Ci]metionina

A fim de promover enriquecimento tecidual as aves de cada grupo receberam
doses de 29 pmol de L-[*3C;]metionina/kg de peso vivo/hora, durante 6 h, através de
administracéo via oral de solucdo enriquecida (L-[**C;]metionina, abundancia isotépica
de 99 atm % em **C, Cambridge Isotope Laboratories, Inc.®, Andover, MA, USA). O
composto marcado foi diluido em solucéo fisiologica e administrado oralmente em 0,3
mL de solucéo enriquecida por dose aplicada, utilizando-se seringas de insulina de 1
mL.

A dosagem utilizada neste experimento foi cinco vezes superior a utilizada por
Muramatsu et al. (1987) em estudo envolvendo poedeiras administrando metionina
marcada em °N. O aumento na dosagem se deve a grande diluicdo isotdpica que o
elemento carbono sofre no organismo, para compensar e favorecer o enriquecimento
tecidual, uma vez que a maioria das moléculas organicas sdo formados por quantidade
superior de carbono quando comparadas ao nitrogénio (18,5% de C e 3,2% de N)
(Nepomoceno, 2006).

Os procedimentos de diluicdo e administracdo isotopica da metionina
enriquecida foram realizados de acordo com a metodologia preconizada por Muramatsu
et al. (1987) e Riedijk et al. (2007).

Para o calculo da quantidade de metionina marcada a ser preparada e
administrada, considerando-se um frango com 2,5 kg de peso vivo como exemplo para
calculo, tem-se: a) Para obtencdo da quantidade aplicada de material enriquecido
durante cada periodo avaliado, fez-se necessario realizacdo do seguinte célculo: 29
umol de L-[**C;]metionina, multiplicado por 2,5 kg e por 6 h, resulta em 435 umol de
L-[**C;]metionina. O peso molecular da metionina corresponde a 150,19 pg/pumol,
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portanto, 150,19 pg de metionina/l pmol de L-[**Ci]metionina, multiplicado por 435
umol de L-[*3C1]metionina, resulta em 65.333 ug ou 65,333 mg de metionina marcada.
Este valor obtido, dividido pelo nimero de doses (no caso seis), corresponde a 10,889
mg de metionina marcada/dose aplicada; b) Para obtencdo do valor da massa de *C
aplicada por dose durante cada periodo avaliado, fez-se necessario realizacdo do
seguinte calculo: Em 150,19 pg/umol de metionina (peso molecular da metionina)
contém 12,87 g de **C, em 10.889 pg de metionina marcada contera 933,08 pg de
B3Cldose aplicada.

Levando-se em consideracdo os pesos médios das aves em cada periodo, cada
dose fornecida continha: 0,1957; 0,7177; 2,0009; 4,1757; 6,9595 e 10,4393 mg de
metionina marcada, ou 16,8606; 61,8222; 172,3528; 359,6928; 580,9280 e 871,3920 ug
de 13C, para G1, G2, G3, G4, G5 e G6, respectivamente.

Amostragem

Nos tempos 0 h (controle); 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 48; 72 e 96
h ap6s a primeira administracdo de solucdo enriquecida, foram abatidas 3 aves por
deslocamento da articulagdo cranio-cervical, e posteriormente realizada a sangria.
Foram coletadas amostras de mucosa (M), plasma (PL), figado (F), coxa (C), sobrecoxa
(SC), peito (PE), penas (PN) e gordura (GA), para posterior analise isotopica em
espectrometro de massas.

O tempo de colheita das amostras foi concentrado nas primeiras horas do inicio
do periodo experimental, devido a maior velocidade na dilui¢do isotopica do carbono no
tecido durante essa fase (Muramatsu et al., 1987; Hobson e Clark, 1992; Riedijk et al.,
2007).

As amostras de figado foram retiradas do terco central do 6rgao, as de mucosa
foram obtidas por raspagem com lamina de vidro na regido da alca duodenal do
intestino e as de sangue foram obtidas por puncdo da veia jugular sendo acondicionadas
em tubos de ensaio contendo heparina. As amostras de sangue foram centrifugadas a
5000G por 4 minutos para separacdo do plasma. Plasma e mucosa foram devidamente
acondicionados em microtubo graduado plastico de 1,5 mL com tampa e em seguida

congelados a -20°C.
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As amostras de peito foram obtidas a partir do terco médio longitudinal do
musculo Pectoralis major, as de coxa do musculo gastrocnémio (parte externa) e
sobrecoxa do masculo iliotibial lateral, as de penas das rémiges primarias e secundarias
(asa), sendo todas as citadas colhidas do lado esquerdo da carcaca. A gordura foi
coletada da regido abdominal a partir do segundo periodo avaliado (G2 a G6), devido a
inexisténcia ou escasso material no G1.

Os tecidos amostrados, sem considerar plasma, foram lavados com &gua
destilada para retirada de qualquer contaminante, acondicionadas em sacos plasticos

devidamente identificados e imediatamente congeladas a -20°C.

Preparo das Amostras

As amostras foram descongeladas por um periodo de 48 horas. Amostras de
figado passaram por processo de extracdo da gordura durante 4 horas (Soxhlet) e as de
plasma e mucosa passaram pelo processo de liofilizacdo durante 24 horas (Thermo
Fisher Scientific micro modulo 115).

Todas as amostras foram secas em estufa de ventilagéo forcada a 56°C, por um
periodo de 48 horas, sem considerar plasma e mucosa. Apos este procedimento, tecidos
e dietas experimentais foram moidos em moinho criogénico (SPEX SamplePrep 2010
Geno/Grinder), a -196°C por dez minutos, com rotacdo de 920 rpm e em alta
frequéncia, para obtencdo de material homogéneo de fina granulometria (menor que 60
um), com aspecto de talco.

Apo6s os referidos procedimentos cada amostra foi pesada, utilizando-se
duplicatas, em cépsula de estanho (50 a 70 pg) por meio de microbalanca (Mettler

Toledo XP6) e submetida a andlise isotopica.

Andlise | sotopica

As andlises isotdpicas foram realizadas no Instituto de Biociéncias, UNESP —
Univ Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Centro de Is6topos Estaveis.

Foi utilizado espectrometro de massa de razdes isotopicas (Delta V Advantage
Isotope Ratio MS Thermo cientific), acoplado ao Analisador Elementar (Flash 2000
Organic Elemental Analyzer EA for IRMS), no qual em presenca de oxigénio (O,) e

Oxido de cobre (CuO) a amostra foi queimada quantitativamente para obtengdo de CO,.
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O gas formado foi separado em coluna cromatografica gasosa e analisado no
espectrdmetro de massa. Os resultados obtidos foram expressos em notacdod “*C, em
relacdo ao padrdo internacional Peedee Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem

de 0,2 %o e calculado pela equacéo 1 (Criss, 1999):

8130 (amostra, padréo) = [(Ramostra/ Rpadréo) '1] X 103 (1)

Onde:
83C = enriquecimento relativo da razdo *C/*2C da amostra em relacéo ao padrdo PDB,
em partes per mil (%o). Adimensional;

R = raz&o isotopica (“*C/**C) da amostra e do padr&o. Adimensional.

Balango de Massa

Os dados relativos ao balanco de massa do carbono-13, proveniente da L-
metionina, apo6s analise isotopica, foram gerados utilizando-se equagfes de Trivelin et
al. (1994).

O método da diluicdo isotopica estd baseado no balango isotopico entre os
isGtopos de um elemento numa amostra antes e depois da adi¢cdo do material marcado
em um dos is6topos. O principio de diluicdo isotopica é a base para os trabalhos com
material marcado. As equacbes 2 e 3 (Trivelin et al., 1994) evidenciam o balanco de
massa isotopico, para as condi¢fes do trabalho proposto fazendo-se uso da L-

[**C1]metionina.

finet X Abmet + Frat X Abnat = (fmet + frar) X Abp (2)
froet + frae = 1 (3)
Onde:

fmet € Trat = fracOes de carbono no produto (tecidos) proveniente da fonte marcada (L-
[*C.]metionina) e da fonte natural (dieta), respectivamente;
Abper, Abny € Ab, = abundancia (% em atomos de *°C) na fonte marcada (L-

[**C1]metionina), fonte natural (dieta) e produto (tecidos), respectivamente.
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A partir do balanco de massa isotopico pdde-se determinar, no produto final
(tecidos), a contribuicdo da fonte de carbono-13 proveniente da fonte marcada (L-
[*C,]metionina) e da fonte natural (dieta).

O método de diluicdo isotopica consiste na adi¢do de uma quantidade conhecida
e exata do material marcado num dos is6topos de um elemento. Deve-se esperar 0
equilibrio entre os is6topos da amostra e do material enriquecido, resultando na
formacdo de uma mistura final de razdo isotopica diferente das razGes isotdpicas da
amostra (produto) e do material enriquecido (fonte empregada ou L-[**C;]metionina).
Os espectrémetros de massas permitem a obtencdo de um espectro de massas que €
usado para medir a alteracdo da razdo isotopica e entdo a razao isotopica da mistura
final (Abp).

A partir das equacdes 2 e 3, tem-se:

finet = (Abp — Abnat) / (Abmet — Abnay) 4)

Em termos percentuais a equagéo 4 pode ser representada da seguinte maneira:

% CPPmet = [(Abp - Abna{) / (Abmet - Abnat)] X 100 (5)

Onde:
% CPPmet = percentual de carbono no produto (tecidos) proveniente da fonte marcada
(L-[**C]metionina).

A partir da massa total real (seca) do produto (M,) avaliado, pode-se obter a

quantidade de carbono-13 em cada um dos produtos (equacéo 6), sendo:

CPPret = [(Abp — Abnat) / (Abmet — Abnar)] X (%CTp) X (Mp) (6)

Onde:
CPP et = carbono no produto proveniente da fonte marcada (L-[**C1]metionina), em pg;
M, = massa total real (seca) do produto, em pg;

% CT, = percentual de carbono total no produto.
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Como foi salientado, deve-se considerar a massa total real dos produtos
(tecidos), ou seja, valores em matéria seca. Devido a isso, foram selecionadas por peso e
abatidas cinco aves em cada periodo avaliado (G1 a G6), para a coleta de M, F, C, SC,
PE e GA a fim de se determinar os pesos secos dos mesmos.

Para os tecidos da C, SC e PE, foram descarnados e desconsiderados 0s 0Ssos,
para F foi coletado o 6rgdo em sua totalidade, e de maneira similar ocorreu para GA,
sendo retirado todo tecido adiposo encontrado na regido abdominal. Para a M foi
padronizado o corte da porcdo da al¢ca duodenal, limitando-se a regido que envolve o
pancreas, e esvaziado seu conteudo com emprego de agua destilada.

Posteriormente, esses tecidos foram secos em estufa de ventilagdo forcada por
72 h e pesados para obtencdo dos pesos médios secos utilizados nos calculos de balanco
de massa. Para PL foi considerado que este representa 5 % do peso vivo das aves
(Macari e Luquetti, 2002) e somente 10 % desse valor seria a fracdo seca. Ja para 0
tecido das PN foi considerada a referéncia de que estas representam em média 6 % em
relacdo ao peso vivo da ave (Martelli et al., 2006). Também foi considerado que o
contetido de agua existente no organismo do frango é da ordem de 70 %, ou seja, apenas
30 % ¢é matéria seca (Macari e Luquetti, 2002), portanto dos pesos vivos de cada um dos
frangos foram descontados essa porcentagem, para posterior utilizacdo nos calculos de

balan¢o de massa.

Analise Estatistica

As médias resultantes das massas recuperadas de carbono-13, proveniente da L-
[*C.]metionina, no pico de enriquecimento para cada tecido e grupo foram submetidos
a analise de variancia complementada pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizado-se o
programa Minitab 16 Statistical Software (2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados relativos a massa de carbono-13 recuperada em relacdo a administrada,
proveniente da L-[**C;]metionina em tecidos de frangos de corte, para 0S grupos

avaliados ao longo do tempo, estdo representados nas Tabelas 2 a 7.
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As médias e seus respectivos erros padrdo, da massa de carbono-13 recuperada
em relacdo & administrada proveniente da L-[*3Ci]metionina, nos picos de
enriquecimento para cada tecido de frangos de corte e grupos (G) avaliados, encontram-
se na Tabela 8.

A fim de facilitar a visualizacdo, as porcentagens de carbono-13 recuperadas
(REC) em relacdo as administradas (ADM), proveniente da L-[**Ci]metionina, nos
picos de enriquecimento para cada tecido de frangos de corte e total (TOT) nos grupos
(G) avaliados, estdo representadas em graficos de setores (Figura 1). Nestes diagramas
circulares, os valores de cada categoria estatistica estdo representadas proporcionais as
respectivas frequéncias.

Né&o foi constatado enriquecimento na gordura abdominal em nenhum periodo, o
que era esperado em aves alimentadas com dietas adequadamente balanceadas (néo
havendo excesso ou deficiéncia deste aminoacido), ndo sendo possivel encontrar
resquicios do elemento enriquecido proveniente da L-metionina administrada neste
tecido.

Em condicdo de deficiéncia em metionina nas dietas ha maior deposicdo de
tecido adiposo, decorrente do aumento na atividade das enzimas responsaveis pela
formacéo do acido urico, provocando maior catabolismo da proteina, o que contribuiria
para que a energia se depositasse como gordura (Moran Jr., 1994). Schutte e Pack
(1995) constataram que em niveis de deficiéncia de metionina+cistina houve maior
acumulo de gordura abdominal e nos 6rgaos, ao contrario de Liu et al. (2007) que
suplementaram frangos de corte com dois niveis de metionina e verificaram aumento na
deposicdo muscular no peito e diminuicdo na de gordura abdominal, representando
efeito positivo e a importancia da suplementacdo adequada deste aminoacido. Por isso

os dados de gordura ndo foram incluidos nos céalculos de balanco de massa.
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Todos os periodos apresentaram diferenca na quantidade de carbono-13
recuperada entre os tecidos e tempos avaliados, sendo que a recuperagdo aumenta
gradativamente conforme o numero de doses administradas ao longo do tempo, até
atingir o pico de maxima recuperacdo, e a partir deste ponto a quantidade recuperada
diminui, decorrente da interrupcdo na administracdo da solucdo enriquecida (ocorrida
durante 6 h apenas).

Esse pico de enriquecimento varia diferentemente para cada tecido avaliado,
pois cada tecido possui caracteristicas intrinsecas de assimilacdo dos compostos, sendo
alguns considerados de metabolismo rapido e outros de metabolismo lento. A
quantidade recuperada do aminoacido marcado também difere, dependendo das
exigéncias teciduais pelo aminoacido para sintese proteica em cada fase em apreco,
conforme mostra a Tabela 8 (P < 0,01).

No primeiro grupo (G1) avaliado, constata-se que a massa de carbono-13
recuperada em relagdo & administrada, proveniente da L-[**Ci]metionina no pico de
enriquecimento foi de: 2,79; 2,82; 12,12; 2,91; 3,80; 3,46 e 6,22 ug para M, PL, F, C,
SC, PE e PN, respectivamente. Essa recuperacdo em porcentagem, corresponde a: 2,75;
2,79; 11,98; 2,88; 3,75; 3,42 e 6,15 % para M, PL, F, C, SC, PE e PN, respectivamente
(Tabela 2).

Ja no segundo grupo (G2), a massa de carbono-13 recuperada em relacdo a
administrada, proveniente da L-[**C,]Jmetionina no pico de enriquecimento foi de: 6,63;
13,76; 23,41; 14,77; 23,31; 78,66 e 21,09 pg para M, PL, F, C, SC, PE e PN
respectivamente. Essa recuperacdo em porcentagem, corresponde a: 1,79; 3,71; 6,31,
3,98; 6,28; 21,21 e 5,68 % para M, PL, F, C, SC, PE e PN, respectivamente (Tabela 3).

Quando considerado o terceiro grupo (G3), observa-se que a massa de carbono-
13 recuperada em relacdo & administrada, proveniente da L-[**C;]metionina no pico de
enriquecimento foi de: 4,55; 48,65; 59,54; 46,69; 66,93; 316,44 e 51,05 pg para M, PL,
F, C, SC, PE e PN, respectivamente. Essa recuperagdo em porcentagem, corresponde a:
0,44; 4,70; 5,76; 4,52; 6,47; 30,60 e 4,94 % para M, PL, F, C, SC, PE e PN,
respectivamente (Tabela 4).

Com relagédo ao quarto grupo (G4), encontra-se uma massa de carbono-13
recuperada em relagdo & administrada, proveniente da L-[**Ci]metionina no pico de
enriquecimento de: 11,67; 103,04; 154,36; 78,15; 112,42; 463,92 e 77,57 ug para M,
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PL, F, C, SC, PE e PN, respectivamente. Essa recuperagdo em porcentagem,
corresponde a: 0,54; 4,77; 7,15; 3,62; 5,21; 21,50 e 3,59 % para M, PL, F, C, SC, PE e
PN, respectivamente (Tabela 5).

Avaliando o quinto grupo (G5), tém-se que a massa de carbono-13 recuperada
em relagdo & administrada, proveniente da L-[*C;]Jmetionina no pico de enriquecimento
foi de: 23,15; 189,42; 282,45; 134,98; 183,96 e 892,23 ug para M, PL, F, C, SC e PE,
respectivamente. Essa recuperacdo em porcentagem, corresponde a: 0,66; 5,43; 8,10;
3,87; 5,28 e 25,60 % para M, PL, F, C, SC e PE, respectivamente (Tabela 6).

E finalmente no sexto periodo avaliado (G6), a massa de carbono-13 recuperada
em relagdo & administrada, proveniente da L-[**C;]Jmetionina no pico de enriquecimento
foi de: 21,71; 284,61; 282,92; 271,95; 288,54 e 1.699,86 ug para M, PL, F, C, SC e PE,
respectivamente. Essa recuperacdo em porcentagem, corresponde a: 0,42; 5,44; 5,41;
5,20; 5,52 e 32,51 % para M, PL, F, C, SC e PE, respectivamente (Tabela 7).

Conforme observa-se ha diferencas na exigéncia pelo aminoacido enriquecido
explicitada pela elevada ou baixa recuperacdo do referido, no decorrer da idade do
animal para todos os tecidos e periodos, fato ligado as exigéncias teciduais de cada fase
em que a ave se encontra, apresentando maior rapidez na recuperagdo de carbono-13 em
M, PL e F, tecidos considerados de metabolismo rapido. Para C, SC, PE e PN,
caracterizados como tecidos metabolicamente lentos constata-se uma recuperacdo mais
acelerada nos primeiros periodos avaliados (G1, G2 e G3), diminuindo com o avancar
da idade do animal, ou até mesmo n&o observando recuperagdo, como é o caso das PN
(G5 e G6).

A deposicdo e degradacdo dos tecidos corporais s@o diretamente influenciadas
pela idade das aves. (Santos et al., 2005). O rapido desenvolvimento corporal e ganho
de peso dos frangos sdo decorrentes da taxa de sintese proteica exceder a taxa de
degradacdo, justamente na fase inicial e de crescimento das aves (Zuidhoft, 2005). Ja
em animais senis o declinio da taxa de sintese é maior que a taxa de degradacao,
determinando menor deposicdo proteica, constatado pela reducdo do crescimento dos
tecidos nestes animais (Gonzalez e Sartori, 2002).

O acréscimo de massa tecidual é o principal fator que determina a diluicdo
isotpica do carbono tecidual em relacdo a taxa de troca isotopica de animais mais



75

jovens (Zuanon, 2003), o que pode ser constatado ao observar a acelerada recuperacao
nos periodos iniciais deste trabalho.

Na mucosa observa-se que a quantidade de metionina enriquecida incorporada
aumenta em funcdo da idade, porém a porcentagem diminui em relacdo ao total de
massa recuperada (2,79 a 21,71 pg e 2,75 a 0,42 %). Durante os primeiros 7 a 10 dias
de idade o intestino dos frangos encontra-se em desenvolvimento (Maiorka et al., 2002)
podendo explicar a maior exigéncia pelo aminoacido nesse periodo de vida da ave,
explicitado pela maior porcentagem recuperada nessa fase.

De acordo com os resultados, o figado apresentou a maior quantidade e
porcentagem de recuperacdo de L-metionina marcada (12,12 pg e 11,98 %) no primeiro
periodo estudado (G1), em relacdo aos outros tecidos, sendo também observado
aumento gradual em quantidade e diminui¢cdo em porcentagem (12,12 a 282,92 ug e
11,91 a 5,41 %).

O figado é responsavel por funcdes importantes no metabolismo proteico, como
por exemplo, formacdo de proteina plasmatica, remocdo da amdnia nos liquidos
corporais, desaminacdo de aminoacidos e, interconversdes entre diferentes aminoacidos
e outros compostos importantes para 0 metabolismo do organismo, sendo responsavel
pela sintese de cerca de 90 % das proteinas plasmaticas (Tirapegui e Rogero, 2007).
Este orgdo também apresenta alta taxa de troca isotopica, explicada pela rapida resposta
a alteracBes nutricionais e essencial as necessidades metabolicas (Hobson e Clark,
1992), podendo explicar a diminuicdo em termos percentuais da massa recuperada em
decorréncia da exigéncia pelo aminoacido pelos demais tecidos.

Nos demais periodos (G2 a G6), o peito apresentou a maior quantidade e
porcentagem de recuperacdo do aminoacido (78,66 a 1.699,86 ug e 21,21 % a 32,51
%). Esse resultado demonstra a importancia da metionina na formacdo desse tecido
muscular, bem como aumento da exigéncia do mesmo no decorrer da idade, relacionado
a maior sintese proteica deste tecido e, o qual demonstra apresentar grande taxa de
crescimento (Gonzales e Sartori, 2002).

As incorporagdes nos tecidos da coxa e sobrecoxa ocorreram de maneira
semelhante ao peito aumentando a quantidade e porcentagem incorporada no decorrer

dos periodos avaliados, porém em termos percentuais ocorreu um ligeiro decréscimo no
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periodo de G4 a G5. Também observa-se que o tecido da sobrecoxa € mais exigente se
comparado ao da coxa, considerando-se os valores percentuais recuperados.

Para o periodo que compreende de 28 a 45 dias de idade, Gous et al. (1999),
Ivey (1999) e Kessler e Brugalli (1999) observaram maior taxa de crescimento das aves
e, foi verificado desenvolvimento mais rapido dos muasculos da perna nas fases iniciais e
apos os 28 dias de idade, para 0 musculo do peito, fato observado para os valores
percentuais recuperados neste experimento.

Também é verificado que as aves alcangcam idade para ganho maximo de peso
vivo e para ganho de proteina ao redor de 35 a 43 dias de idade (Hancock et al., 1995;
Gous et al.,1999; Longo, 2000; Goliomytis et al., 2003; Scheuermann et al., 2003;
Santos et al., 2005), explicando os elevados valores percentuais de massa recuperada
para os tecidos C, SC e PE (G6).

A guantidade de metionina enriquecida incorporada nas PN aumenta em funcéo
da idade, porém a porcentagem incorporada diminui em relacdo ao total de massa
recuperada (6,22 a 77,57 ug e 6,15 a 3,59 %). Este fato pode ser explicado devido ao
processo de muda que ocorre na fase inicial, trocando as penugens pelas penas
“definitivas”, o que aumentaria sua exigéncia por aminoacidos sulfurados, como é o
caso da metionina (Pophal, 2004). Segundo Baker (1991) a importancia dos
aminoacidos sulfurados na mantenca é enfatizada pela participacdo da queratina na
formacéo da pele e penas.

O mesmo comportamento ndo foi observado para os dois Gltimos periodos das
PN avaliados (G5 e G6). Isso ndo significa que ndo ha uma demanda expressiva pelo
aminoacido em questdo nesses periodos. O que pode ter ocorrido é que, em funcéo da
menor taxa de incorporacdo, relacionada a menor taxa de metabolismo devido a idade,

ndo foi possivel detectar a incorporagdo durante as 96 h avaliadas.

CONCLUSAO
O balango de massa da L-metionina, evidencia que a recuperacdo de carbono-13
marcado nos tecidos avaliados, difere em cada periodo de crescimento de acordo com as
exigéncias teciduais pelo aminoacido em funcéo da idade. Nas condic¢Bes experimentais,
o tecido mais representativo na exigéncia por este aminodcido é o do peito,

evidenciando a importancia deste composto como constituinte plastico do referido
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musculo. Também né&o se detecta enriquecimento no tecido adiposo, bem como nos dois
ultimos periodos avaliados para as penas. A técnica dos isétopos estaveis demonstra-se
eficiente na mensuragdo da quantidade recuperada do composto enriquecido nos
tecidos, permitindo relacionar com a importancia deste como aminoécido limitante na

alimentacdo de aves.
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IMPLICACOES

A utilizagdo de is6topos estaveis marcados em pesquisas nas areas de ciéncias da
vida vem crescendo, principalmente devido as suas inimeras aplicabilidades, por ser
uma ferramenta com alta precisdo, exatiddo e sensibilidade, fornecendo confiabilidade
nos dados gerados e por ndo emitirem radiacdo, ao contrario dos radioisétopos.

A técnica de tracador isotdpico associada a de diluicdo isotOpica, permite a
identificacdo do is6topo no curso de uma reacdo, podendo auxiliar e fornecer maior
entendimento para uma série de mecanismos fisiol6gicos na area de nutricdo animal.

O presente trabalho que faz uso do aminoécido L-[*3C;]metionina, como
tracador isotopico nos estudos de nutricdo de frangos de corte, apresentou resultados
satisfatorios e p6de corroborar com ideias e conceitos ja consagrados em literatura.

Todavia, sdo necessarias futuras pesquisas, que avaliem o processo de
incorporacéo do referido aminoacido e de outros compostos enriquecidos, em situacdes
fisioldgicas distintas, como em condicBes de estresse por calor ou frio, excesso ou
deficiéncia dos mesmos, ou até mesmo utilizando animais desafiados, observando o
comportamento e aproveitamento destes compostos, pois sabe-se que a dinamica dos
nutrientes ¢é afetada em condicfes adversas.

Deve-se ressaltar que pesquisas nessa area tém elevados custos, principalmente
relacionados a aquisicdo dos compostos enriquecidos (importacdo) e das respectivas
andlises isotdpicas (alto custo dos equipamentos, sua manutencdo e operacao). Esses
fatores podem dificultar ou inviabilizar outras pesquisas, principalmente quando se
levar em consideracdo a grande quantidade de compostos a ser estudada, elevado
namero de repeticbes exigidos, além de diferentes fases de desenvolvimento dos
organismos e 0s inumeros tecidos que deveriam ser investigados. Por esse motivo,
também sdo imprescindiveis pesquisas visando a sintese dos is6topos estaveis
enriquecidos no pais, como as que vém sido desenvolvidas no CENA/USP, o que
tornara a pratica de utilizacdo menos onerosa e mais acessivel.

Mesmo considerando os pros e contras na utilizacdo destes compostos marcados,
este trabalho inédito abre uma promissora linha de pesquisa basica na &rea de nutri¢do
animal, e principalmente, pela auséncia de estudos com este enfoque aplicando estas

técnicas.
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