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CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade de relevancia no contexto da produg&o animal, pois
a carne suina corresponde a 43,6% da producéo mundial de carnes, com a producao e
0 consumo global em 2016 estimados em 111.962 e 111.226 mil toneladas
(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos — USDA, 2015). A produc¢éo Brasileira
segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal - ABPA (2015) registrou
crescimento de 4,95% em 2015 em comparacao ao ano anterior, totalizando 3.643 mil
toneladas correspondendo a 12% da producgéo nacional de carnes.

Para atender a demanda pela carne suina no Brasil e no mundo é necessario
melhorar a eficiéncia de produc¢éo nas criagfes. O aumento da producéo de carne suina,
entretanto, ndo é o bastante, visto que a sociedade moderna exige, de forma cada vez
mais intensa, que os alimentos apresentem qualidade, custo acessivel e acima de tudo
seguranca alimentar (BARBOSA, 2007). Embora, diversos sejam os fatores que
influenciam no custo de producdo dos suinos, a nutricdo € o de maior importancia, ja
que o gasto com alimentacao representa em torno de 75% do total (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéaria — EMBRAPA, 2015).

Nas criagcbes comerciais brasileiras é pratica comum o desmame precoce dos
leitdes com idade proxima a 21 dias, o que tem otimizado a utilizacdo das instalaces
de maternidade e aumentado o nimero de partos por matizes/ano (MORES et al., 1998).
Porém, o periodo de 7 a 14 dias pos-desmame é considerado critico, caracterizando-se
por baixo consumo de ragéo, atrofia das vilosidades intestinais e ineficiente capacidade
de digestao, que resulta em estado geral de deficiéncia energética, comprometendo o
ganho de peso e predispondo a ocorréncia de diarreias, responsaveis por mortalidade
e perdas significativas na producao suinicola (ZIEGERHOFER, 1988).

A imaturidade do sistema digestério (LINDEMANN et al., 1986; MAKKINK et al.,
1994) aliada as drasticas alteragbes que ocorrem na fisiologia intestinal dos leitdes
jovens (BOUDRY et al., 2004), como a insuficiente producdo de acido cloridrico e de
enzimas digestivas, prejudica os processos de digestédo e de absorcdo dos nutrientes,
especialmente, das dietas formuladas a base de ingredientes de origem vegetal
(EASTER, 1993).

A retirada do leite materno, por ocasidao do desmame, também representa a

supressao de fatores de crescimento que auxiliam no desenvolvimento e na maturacao
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intestinais (KELLY; SMYTH; McCRACKEN, 1990; MELLOR, 2000a). Além disso, 0os
leitdes recém-desmamados sdo mais susceptiveis a enfermidades (VIOLA; VIEIRA,
2003) devido a reduzida imunidade passiva, quando ainda nao apresentam o sistema
imune totalmente desenvolvido (GASKINS; KELLEY, 1995; MELLOR, 2000b),
predispondo-os a doencgas entéricas e respiratorias (KELLY; COUTTS, 2000).

Na tentativa de assegurar o desempenho satisfatério e de minimizar os disturbios
digestivos dos leitbes, pesquisas sdo conduzidas visando a utilizacdo de aditivos, que
possam estimular o crescimento e a diferenciacéo das células imunolégicas e intestinais
dos leitBes na fase pés-desmame (YU et al.,, 2002). Os beneficios desses aditivos
podem estar relacionados ao aumento das secrecoes digestivas (WITTE et al., 1991), a
melhora na digestibilidade e absorcdo dos nutrientes (BUDINO et al., 2004), a
modificacdo da microbiota intestinal, ao estimulo ao sistema imune e ao
desenvolvimento, maturacao e reparo do trato gastrintestinal (UAUY; QUAN; GIL, 1994).

Diante deste cenario, torna-se necessaria a realizagédo de estudos sobre aditivos
alternativos aos antibioticos, incluindo os nucleotideos. Os nucleotideos sao aditivos
(COMPENDIO BRASILEIRO DE ALIMENTACAO ANIMAL, 2013) que exercem efeitos
importantes sobre a manutencéo da satde em animais jovens (ANDRES-ELIAS et al.,
2007), além de melhorar o desempenho e a morfologia intestinal dos leitdes (ANDRADE
et al., 2011).

Os nucleotideos exercem vérias fun¢cdes metabdlicas como a participagdo no
metabolismo de energia (ATP), sdo precursores de acidos nucleicos (DNA e RNA), e
fazem parte de coenzimas, como NAD, FAD e CoA, que estao envolvidas em varias vias
metabdlicas. Além disso, servem como ativadores intermedidrios para muitas vias
biossintéticas, como por exemplo, a uridina difosfato, que é um transportador especifico
dos residuos de acgUcar na biossintese de polissacarideos, a uridina-difosfato-glucose,
que é um doador especifico de residuos de glucose na biossintese enzimatica do
glicogénio (COSGROVE, 1998).

Pesquisas demonstram que, quando fornecidos na dieta, os nucleotideos
aumentaram a resisténcia imunolégica (UAUY, 1989; QURESHI, 2002), melhoraram as
caracteristicas da mucosa e a flora microbiana do trato gastrintestinal (MATEO; DAVE;
STEIN, 2004; BOHORQUEZ et al., 2007), resultando em melhor digestdo e absorcéo
de nutrientes e em reducdo da poluicdo ambiental (MAIA et al., 2002), pois possuem
efeitos importantes sobre o crescimento e desenvolvimento de tecidos com rapido
turnover celular, tais como do sistema imune e do trato gastrintestinal (WANG et al.,
2008).
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Com os avancgos tecnoldgicos de extracdo e purificacdo dos nucleotideos, nos
ultimos anos h& grande interesse dos pesquisadores em aprofundar os estudos sobre a
possibilidade de sua suplementacdo para animais jovens. Apesar de alguns destes
estudos terem demonstrado beneficios de sua utilizagdo nas dietas de suinos,
(SPRING, 2001; YU et al., 2002; MARIBO, 2003; CARLSON; VEUM; TURK 2005; RUTZ
et al., 2005; ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007; SAUER et al., 2012; WEAVER; KIM 2014;
AMORIM et al., 2016), outras pesquisas ndo demonstraram nenhum beneficio (VAN
DER PEET-SCHWERING et al., 2007; LEE et al., 2007; ANDRADE et al., 2011;
SANT'ANA, 2012; SANTOS et al.,, 2015). A inconsisténcia de resultados, portanto,
sugere a necessidade de novos estudos para avaliar a necessidade e os efeitos de

nucleotideos dietéticos para leitdes desmamados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desafio Nutricional na Fase P6s-Desmame

Os disturbios gastrintestinais, imediatamente apds o desmame dos leitdes causam
perdas econ6micas na industria suinicola. Do total de suinos nascidos no Brasil, as
perdas podem chegar a 20%, e grande proporcao dessas perdas estdo associadas a
infecgbes do trato gastrintestinal (DALLANORA; BIERHALS; MAGNABOSCO, 2014).

No Brasil € comum a pratica comercial do desmame precoce, em torno dos 21
dias de idade, muito mais cedo do que o desmame natural, com objetivos de aumentar
os indices produtivos da granja, como numero de partos/porca/ano e numero de
desmamados/porca/ano, porém esta pratica predispbe os leitdes a infeccoes,
especialmente, intestinais.

No desmame o leitdo precisa lidar com a abrupta separacdo da mae, mistura com
outras leitegadas em um ambiente geralmente novo e com a mudanca brusca da dieta.
No sistema intensivo de producéo o desmame realizado em uma idade precoce (21 a
35 dias) tem provavelmente exacerbado o nivel de estresse dos leitdes e, geralmente,
estad associado a baixa e varidvel ingestdo de alimento e &gua, resultando em
crescimento insatisfatorio (LALLES et al., 2007).

A mudanca da dieta liquida, altamente digestivel, com baixo conteido de matéria
seca, rica em gordura e lactose e disponivel a cada 45 a 60 minutos, para uma dieta
pés-desmame, geralmente seca, menos palatavel, composta principalmente por
carboidratos e proteinas de origem vegetal e fornecida a vontade, resulta em grande

parte dos leitdes em prolongado periodo de jejum, desencadeando mudancas
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estruturais no trato gastrintestinal, prejudicando o aproveitamento de nutrientes da racéo
(LALLES, 2008). Estressores sociais e nutricionais associados com o processo de
desmame sao fatores importantes que afetam a fisiologia digestiva, neuroenddcrina e o
estado imunoldgico, aumentado o gasto energético dos leitdes (SUPERCHI et al., 2012).

Durante o periodo em que os leitdes estdo se alimentando basicamente do leite
materno, as vilosidades intestinais sdo bem estruturadas, pois utilizam os carboidratos
do leite como fonte energética, principalmente a lactose, que auxilia ha manutencao da
integridade da mucosa ao longo do intestino delgado, assegurando, assim, eficiéncia ha
absorcéo dos nutrientes (PLUSKE; WILLIAMS; AHERNE, 1991).

A consequéncia mais marcante da anorexia verificada em leitdes desmamados é
0 comprometimento da mucosa do intestino delgado, que perde de 20 a 30% do seu
peso corporal dentro de dois dias pos-desmame (LALLES, et al., 2007; MONTAGNE et
al., 2007). Portanto, o primeiro a sofrer pela escassez de nutrientes imediatamente apdos
o desmame é o trato gastrintestinal, que apresenta alteragbes morfofuncionais,
relacionadas a maior taxa de perda celular nas vilosidades e ao aumento do processo
de mitose nas criptas, como a diminuicdo da altura das vilosidades e aumento na
profundidade das criptas (TEIXEIRA et al., 2003), com menor producdo de enzimas,
menor capacidade de absor¢cdo de nutrientes e, quadro provavel, de diarreia osmaética
(NABUURS; ZIJDERVELD; DE LEEUW, 1993; PLUSKE; HAMPSON; WILLIANS, 1997).

Além dos efeitos negativos nos processos de digestdo e absorcao, as alteracdes
morfofuncionais também determinam aumento na resposta imunolégica, resultando na
inflamacdo da mucosa intestinal (LI et al., 1990, 1991). Apés o desmame, também
podem ocorrer alteracbes na microbiota intestinal, resultando em diminuicdo das
bactérias benéficas e aumento das patogénicas que geram metabdlitos téxicos ao
hospedeiro, causando inflamacdes na mucosa intestinal, além de estabelecer condi¢do
mais propicias para o surgimento de enfermidades, resultando em queda imediata nos
parametros de desempenho animal (SILVA; NORNBERG, 2003).

A evolugéo pés-desmame do trato gastrintestinal dos suinos, pode ser dividida em
duas fases: uma fase aguda, onde ocorrem severas mudancas, e uma fase de
adaptacédo, na qual o trato gastrintestinal recupera a sua morfologia e fungéo. A duracao
e magnitude destas fases variam com diversos fatores, como a idade ao desmame, as
condigBes ambientais, 0 gendtipo e o estado higido dos animais (PLUSKE, 2006).

No leitdo lactente, a microbiota do trato gastrintestinal € composta, principalmente,
por bactérias como os Lactobacillus spp, mas apés o desmame, com a alteracao do

substrato disponivel no limen gastrintestinal, ha reducdo das populacbes destas
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bactérias e proliferacéo de Clostridium sp, E. coli e outros coliformes, estabelecendo-se
uma nova microbiota que deixa o leitdo mais vulneravel ao rapido crescimento de
agentes potencialmente patogénicos (HEO et al., 2012).

Diante da necessidade de minimizar os efeitos do desmame, alternativas com
énfase no manejo produtivo, nutricional e na area de biosseguridade séo estudadas. A
utilizacdo de dietas complexas tornou-se realidade nos modernos sistemas de criacao,
com os objetivos de melhorar a palatabilidade e a digestibilidade para que favorecam a
ingestdo da racdo e o desenvolvimento do animal, sem predispor os leites a problemas
digestivos (ARANTES et al., 2007).

Os primeiros aditivos descritos na alimentagdo animal foram os antibioticos,
amplamente utilizados na producdo suina, com o propoésito de melhorar a taxa de
crescimento, a conversao alimentar e reduzir a mortalidade, especialmente de leitbes.
Normalmente, essas melhorias estdo associadas ao controle de micro-organismos
patogénicos que colonizam o trato gastrintestinal (NAGANAWA et al., 1996; AVATO et
al., 2000). Entretanto, os indicios de desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos
antibiéticos, usados como melhoradores de desempenho, e a possibilidade de
resisténcia cruzada entre patdégenos de animais e de humanos, reforcam a necessidade
de busca por alternativas mais seguras e aceitaveis pela sociedade (OVERLAND et al.,
2000).

A acao trofica na mucosa intestinal de varios ingredientes adicionados nas dietas
pré-iniciais e iniciais de leitdes tem sido estudada. O objetivo do uso destes ingredientes
€ 0 aumento da digestibilidade das dietas, adequando-as ao grau de amadurecimento
do trato gastrintestinal, que varia com a idade e o peso dos leitdes ao desmame
(BERTOL; LUDKE; MORES, 2000; BOUDRY et al., 2004).

Assim, varias alternativas de ingredientes e estratégias nutricionais como 0 uso
de aditivos nas dietas, dentre eles os nucleotideos, que possam estimular o crescimento
e a diferenciagéo das células imunoldgicas e intestinais, consequentemente melhorando

o desempenho de leitdes recém-desmamados, sdo sugeridas.

2.2 Nucleotideos
2.2.1 Estrutura quimica dos nucleotideos

Os nucleotideos apresentam trés componentes caracteristicos: uma base
nitrogenada, uma pentose (ribose ou desoxirribose) e um ou mais fosfatos (Figura 01).
Por hidrélise parcial é possivel retirar o radical fosfato dos nucleotideos formando

estruturas denominadas nucleosideos. As bases nitrogenadas sado derivadas de dois
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compostos relacionados, a pirimidina e a purina (Figura 02). As bases e as pentoses
dos nucleotideos comuns sdo compostos heterociclicos (NELSON; COX, 2014).

Base
< purica ou
\_pirimidica

' Pentose

Fosfato (|)
O—P—

I
)

Figura 1. Estrutura dos nucleotideos (Adaptado de LEHNINGER; NELSON;

COX, 1995)
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HC? , *C_ 9
HCZ , °CH N ~
N H
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Figura 2. Compostos ancestrais das bases pirimidicas e puricas dos
nucleotideos e dos acidos nucleicos (Adaptado de LEHNINGER; NELSON; COX,
1995)

A base de um nucleotideo é ligada covalentemente (no N-1 das pirimidinas e no
N-9 das purinas) por uma ligacdo N-B-glicosidica ao carbono 1’ da pentose, e o fosfato
¢é esterificado no carbono 5’. A ligagdo N-B-glicosidica é formada pela remocéo de um
grupo hidroxila da pentose e o hidrogénio da base.

Sao bases puricas a adenina (6-aminopurina), a guanina (2-amino-6-oxipurina), e
as bases pirimidicas s8o a citosina (2-oxi-4-aminopirimidina), a uracila (2,4-
dioxipirimidina), e a timina (2,4-dioxi- 5-metilpirimidina) (Figura 03) (LEHNINGER,
NELSON; COX, 1995).



18

%‘—'
C N C
NT ey HN™ ¢
HC él‘ ICH {l‘ lEl‘ f’{ i
E /“H"[\ -~ “""‘1\-
adenina guanina
Purinas
NH, (ll {I}
| |
C C CH g
Z cH n:lq”’ S H?lif Kﬁ‘-“
I Il
CH C CH _C CH
o N o© N7 o7 N7
H H H
citosina timina uracila
(DNA) (RNA)
Pirimidinas

Figura 3. Principais bases puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos (Adaptado
de LEHNINGER; NELSON; COX, 1995)

Butolo (2002) citou que os nucleotideos sao: monofosfato de citidina ou citidina
5-monofosfato (CMP), monofosfato de uridina ou uridina 5 -monofosfato (UMP),
monofosfato de adenosina ou adenosina 5 - monofosfato (AMP), monofosfato de
guanosina ou guanosina 5 -monofosfato (GMP), monofosfato de inosina ou inosina 5" -
monofosfato (IMP) e monofosfato de timidina ou timidina 5 -monofosfato (TMP), que

estdo presentes em todas as células vivas.

2.2.2 Biossintese dos Nucleotideos

Os nucleotideos sdo compostos intracelulares de baixo peso molecular,
essenciais para todas as células, pois sem eles o acido desoxirribonucléico (DNA) e o
acido ribonucléico (RNA) ndo poderiam ser produzidos e, consequentemente, a sintese
de proteinas e a proliferacdo celular ndo ocorreriam. Servem também como
transportadores intermediarios ativos na sintese de alguns carboidratos, lipideos e
proteinas e sdo componentes estruturais de coenzimas essenciais, como a coenzima A
(CoA), flavina adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+)
(LERNER; SHAMIR, 2000). Além disso, possuindo efeitos importantes sobre o
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crescimento e desenvolvimento de tecidos com r4pido turnover celular, tais como do
sistema imune e do trato gastrintestinal (WANG et al., 2008).

Os nucleotideos podem ser classificados como imunomoduladores (McCOWEN,;
BISTRIAN, 2003), sendo sintetizados pela via “de novo” no organismo utilizando seus
precursores metabolicos, como a glutamina, o aspartato, a glicina, a ribose 5-fosfato, o
CO; e a NHjs, sendo a glutamina a mais importante (NELSON; COX, 2014). Entretanto,
por essa via, altas quantidades de energia na forma de ATP séo exigidas (CLIFFORD
et al., 1976) e grandes quantidades dos precursores de aminoacidos sédo requeridas
(MATEO; DAVE; STEIN, 2004).

Outro mecanismo de sintese dos nucleotideos é a via de “salvamento ou
recuperacao”, sendo essa via mais simples e com menor exigéncia energética, pois
recicla as bases livres e 0s nucleosideos liberados a partir da degradagéo de acidos
nucleicos (NELSON; COX, 2014). A via “de salvamento” é regulada em diversos pontos
metabdlicos, de forma a manter equilibrio adequado de nucleotideos (CARVER;
WALKER, 1995).

Uauy (1989) sugeriu que a via “de salvamento” é dependente da disponibilidade
de bases puricas ou pirimidicas livres. Esta via é caracterizada por ser mais simples,
sendo resumida a uma Unica reacdo, a sintese a partir da reciclagem de bases livres e
nucleosideos liberados na quebra (degradacao hidrolitica) dos nucleotideos e acidos
nucléicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995). Quando fornecidos nucleotideos na
alimentagao, a via “de salvamento” recicla 90% ou mais das bases puricas (UAUY,
1989). E importante ressaltar que a biossintese das purinas e pirimidinas é controlada
e coordenada por mecanismos de retroalimentagcdo, para assegurar a producdo nas
gquantidades e ocasibes necessarias (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009).

Em condi¢cdes normais, os nucleotideos dietéticos séo provavelmente nutrientes
nao essenciais (DANCEY; ATTREE; BROWN, 2006), no entanto, podem tornar-se
essenciais em alguns tecidos como o da mucosa intestinal, que contém células de
rapido crescimento, como 0s enterdcitos, que apresentam limitada capacidade na
sintese de purinas e pirimidinas pela via “de novo”, sendo necesséria a suplementacgéo
exogena para manter o pool de nucleotideos (UAUY; QUAN; GIL, 1994), pois depende
principalmente da via de salvamento (YAMAMOTO et al., 1997).

Os nucleotideos podem ser considerados semi ou mesmo essenciais em
situagdes que o organismo necessita de uma quantidade maior do que a sintetizada ou
obtida pela via de salvamento, como nos casos de crescimento rapido, doenca, limitado

consumo de alimento, distlrbios endégenos e durante periodos de estresse, como o
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desmame de leitdes (LERNER; SHAMIR, 2000). Além disso, a sintese pela via “de novo”
tem alto custo metabdlico, necessitando de grande quantidade de energia na forma de
ATP (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007), enquanto a via de salvamento, promove a
reciclagem de bases livres e nucleosideos liberados na hidrélise dos nucleotideos e
acidos nucléicos, com menor gasto de energia (SAUER; MOSENTHIN; BAUER, 2011).

2.2.3 Digest&o, Absorcio e Catabolismo dos Acidos Nucleicos e Nucleotideos

Os nucleotideos séo continuamente degradados e recuperados por todas as
células e estdo naturalmente presentes em alimentos, tanto de origem animal quanto de
origem vegetal, contudo tém capacidade limitada de passarem através das membranas
celulares, pois 0 organismo tem sistema de transporte ineficiente. Além disso, os
nucleotideos possuem um grupo fosfato com carga negativa elevada, dificultando sua
absorc¢éo, pelo fato da membrana plasméatica possuir carga positiva (SANDERSON; HE,
1994).

Apenas pequena fracdo de nucleotideos dietéticos totais sdo ingeridos como
nucleotideos livres. A maioria séo ingeridos na forma de nucleoproteinas, que precisam
ser degradadas por enzimas no trato gastrintestinal para uma mistura de &acidos
nucleicos e seus compostos (COSGROVE, 1998).

As nucleoproteinas, acidos nucléicos e nucleotideos precisam ser hidrolisados
para serem absorvidos, visto que somente 0s nucleosideos, bases aminadas e
pequenos nucleotideos sdo absorvidos (SAUER; MOSENTHIN; BAUER, 2011). Apos a
ingestao dos nucleotideos da dieta, a digestdo das nucleoproteinas se inicia pela acao
das proteases (MATEO; STEIN, 2004), o baixo pH estomacal desnatura os acidos
nucleicos e pela acdo das nucleases (ribonuclease e desoxirribonuclease), secretadas
pela porcdo exocrina do péancreas, formam-se os oligonucleotideos. No intestino
delgado, fosfodiesterases pancreaticas formam os mononucleotideos e, com a retirada
do grupo fosfato pela agdo das nucleotidases, originam os nucleosideos, que podem
ser absorvidos pelas células da mucosa intestinal (CHAMPE; HARVEY; FERRIER,
2009). Pela acédo de nucleosidases, antes da absor¢cdo os nucleosideos podem ser
degradados em bases livres (purinas e pirimidinas) (CARVER; WALKER, 1995).
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Figura 4. Digestéo dos acidos nucleicos da dieta (CHAMPE; HARVEY;
FERRIER, 2009).

A mistura de nucleotideos (em menor quantidade), nucleosideos (na grande
maioria) e bases nitrogenadas sao absorvidas pelos enterdcitos (UAUY; QUAN; GIL,
1994). O duodeno é a porc¢ao intestinal que tem maior capacidade de absor¢cdo dos
nucleotideos e nucleosideos (BRONK; HASTEWELL, 1987; UAUY, 1989). O intestino
ndo somente recupera quantidades significativas de bases nitrogenadas e
nucleosideos, mas também oxida o excesso de purinas a acido Urico e 0 excesso de
pirimidinas a ureia (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Os nucleotideos sao os maiores veiculos para a entrada das purinas e pirimidinas
nas células do tecido epitelial (SALATI et al., 1984; UAUY, 1989), e apoés a digestéo dos
nucleotideos, 90% dos nucleosideos e bases livres séo absorvidos nos enterdcitos e o
restante utilizado para a sintese de acidos nucleicos teciduais (CARVER; WALKER,
1995). O transporte para o0s enterécitos ocorre por difusdo facilitada (HOLEN;
JONSSON, 2004), transporte ativo (HARMS; STIRLING, 1977 apud SAUER;
MOSENTHIN; BAUER, 2011), mecanismos mediados por carreador dependente de
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sédio (HOLEN; JONSSON, 2004) ou incorporacao nos tecidos (NORTON et al., 2001).
A partir dos enterdcitos, os nucleosideos e nucleotideos entram na veia porta hepatica,
sendo carreados aos hepatécitos, para que ocorra seu metabolismo (CHU, 1991).

Aproximadamente 2-5% dos nucleotideos e seus derivados sdo utilizados pelos
tecidos para a sintese de &cidos nucleicos e pools de nucleotideos intracelulares. Do
total retido e utilizado, 25-50% sao encontrados no trato gastrintestinal (SONODA;
TATIBANA, 1978). Adenina € a principal base purica utilizada, e é melhor retida por
animais em jejum do que os alimentados, sugerindo efeito no balanco entre as vias de
salvamento e de novo (HO; WONG; LAWTON, 1979).

As bases puricas ou pirimidicas séo liberadas a partir do figado para a circulagédo
sistémica e entram no tecido muscular. Se esses produtos ndo sao reutilizados para a
producdo de nucleotideos permanecem ndo absorvidos. As bases purinas sao
catabolizadas em acido Urico, e as bases pirimidinas sao catabolizadas em (-alanina e
B-aminoisobutirato (CHU, 1991).

Nos mamiferos, exceto os primatas, o &cido Urico é posteriormente catabolizado
na via alantoina e enzima uricase e os produtos derivados do catabolismo das bases
pirimidina, sdo metabolizados na aménia, diéxido de carbono e acetil CoA (ROSSI;
XAVIER; RUTZ, 2007).

2.3 Nucleotideos na dieta de leitdes desmamados

Segundo Bueno et al. (1994), a suplementacdo com nucleotideos na dieta é
importante no desenvolvimento de tecidos de rapido turnover celular, quando a
capacidade de sintese endbégena ndo é suficiente para responder as maiores
exigéncias, como em periodos de rapido crescimento e recuperacdo intestinal. No
desmame varios sdo os fatores estressantes que agem simultaneamente e
comprometem o desempenho dos leitdes, de modo que na fase pés-desmame ocorrem
alteracdes na estrutura do intestino delgado, portanto, é possivel que, neste periodo, 0s
leitdes apresentem maiores necessidades de nucleotideos.

Nucleotideos s&o encontrados, principalmente, em ingredientes ricos em
proteinas (CLIFFORD et al., 1976), como as carnes e os frutos do mar (BARNESS,
1994). Fontes de levedura, como a levedura de cerveja, séo ingredientes que também
concentram nucleotideos (TIBBETS, 2002). No entanto, os ingredientes comumente
utilizados na alimentac&o animal ndo sdo rotineiramente analisados para quantificacédo
de nucleotideos, limitando, assim, as informacfes sobre a presenca e quantidade de
nucleotideos nos alimentos (SAUER; MOSENTHIN; BAUER, 2011)
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Nucleotideos dietéticos estimulam a diferenciagdo celular (SANDERSON; HE,
1994) e favorecem o crescimento e a maturacdo das células epiteliais intestinais,
conforme evidenciado pelos aumentos da formacdo de proteina na mucosa, DNA,
vilosidades no intestino delgado e das atividades das enzimas maltase e lactase (UAUY
et al., 1990; CARVER, 1994). Assim a suplementacédo de &cido nucleico e nucleotideos
nas dietas estimula a proliferacdo das células da mucosa (KISHIBUCHI et al., 1997;
TSUJINAKA et al., 1999), podendo auxiliar no crescimento e na recuperacao de tecidos,
principalmente em condicdes de estresse fisiolégico (CARVER; WALKER, 1995),
prevenindo os efeitos negativos sobre a estrutura do intestino (ADJEI et al., 1996; YU et
al., 2002) e melhorando o desempenho dos leitdes desmamados.

Os nucleotideos também sdo importantes para manutengéo da saude intestinal e
modulacdo do sistema imunoldgico, favorecendo o crescimento dos hepatdcitos
(OHYANAGI et al., 1989; YAMAGUCHI; KODAMA; UEDA, 1985), influenciando na
expressao de genes no epitélio intestinal (SANDERSON; HE, 1994) e podem atuar
como imunonutriente e promotor de crescimento (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007).

Os nucleotideos adicionados as dietas podem modificar a integridade da mucosa
intestinal em diferentes graus. Martinez-Puig et al. (2007) constataram menor atrofia das
vilosidades de leitbes no periodo pds-desmame quando receberam nucleotideos na
dieta, enquanto Sauer; Bauer; Mosenthin (2012) concluiram que a adicdo de
nucleotideos purificados na dieta de leitdes tem efeitos benéficos sobre a recuperacao
intestinal apdés desafio imunolégico e na resposta imune em situacbes patoldgicas
diversas. Esses mesmos autores relataram que o0s leitdes que receberam
suplementacédo de nucleotideos tiveram aumento no consumo diario de ragcdo, contudo
0s demais parametros de desempenho ndo foram alterados.

Andrade et al. (2011) verificaram que a adigcdo de nucleotideos em dietas de
leitbes recém-desmamados resultou em efeitos benéficos na morfometria do epitélio
intestinal, quando adicionado ao nivel de até 600 ppm. Esses mesmo autores relataram
gue a adicdo de nucleotideos em dietas complexas ndo melhora o desempenho de
leitbes recém-desmamados. e acordo com Menten; Miyada (1995), a inclusdo de
aditivos em dietas complexas, aliada ao baixo desafio sanitario imposto aos leitdes,
manejo e ambiente adequados, dificilmente proporcionard melhoria no desempenho dos
leitdes recém-desmamados.

Van Der Peet-Schwering et al. (2007) ndo verificaram aumento do comprimento
das vilosidades e da profundidade das criptas, com a adicdo de produto comercial a

base de levedura para leitbes. Sant’Ana (2012) ndo observou efeitos da inclusdo das
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leveduras como fonte de nucleotideos nas ragfes de leitdes desmamados sobre os
parametros de desempenho. Os produtos comerciais de cultura de leveduras possuem
fontes e quantidades variaveis de nucleotideos o que dificulta atribuir os efeitos
biol6gicos observados exclusivamente aos nucleotideos presentes nestes produtos
(SAUER; MOSENTHIN; BAUER, 2011).

Andrade (2013) conclui que a inclusdo de até 200 ppm de nucleotideos em dietas
complexas para leitbes recém-desmamados melhora o desempenho dos animais, sem
afetar a frequéncia de diarreia, a morfometria de 6rgaos, a histologia do epitélio intestinal
e a microbiota intestinal de leitdes em fase de creche. Portanto, o nucleotideo pode ser
considerado aditivo eficaz em substituicAo aos antimicrobianos melhoradores de
desempenho.

Weaver; Kim (2014) verificaram que a inclusdo de 1,0 g/kg de nucleotideos nas
ragbes promoveu melhora nos resultados de desempenho dos leitbes recém-
desmamados, contudo a inclusédo de 0,5 g/kg determinou melhor resposta imune e na
reducdo do estresse oxidativo. Os autores desse estudo sugerem que esses resultados
demonstram a importancia de se trabalhar com niveis mais altos e fontes purificadas de
nucleotideos para se obter melhores resultados no desempenho e minimizar efeitos do
estresse pos-desmame.

Amorim (2012) demonstrou que a suplementacdo de 1% de nucleotideos nas
dietas de leitBes acelera o turnover do carbono das mucosas do duodeno e do jejuno, e
também do pancreas e figado (AMORIM et al., 2016), sugerindo a recuperagcdo mais
rapida no periodo pds-desmame. Santos (2015), utilizando fontes purificadas de
nucleotideos nas dietas, ndo determinou alteragbes no ganho de peso e conversao
alimentar de leitdes desmamados, porém determinou piora na conversao alimentar nos
primeiros 27 dias do periodo experimental, resultados semelhantes foram encontrados
por Lee et al. (2007), que avaliando mistura de nucleotideos nas dietas em dosagens
de até 0,01% para leitdes recém-desmamados, demonstraram que mesmo a maior dose
nao foi suficiente para alterar positivamente as respostas de desempenho.

As pesquisas apresentam resultados contraditérios com relacdo aos possiveis
efeitos de nucleotideos na dieta de leitdes desmamados. Estas diferengas podem ser
atribuidas a diferengas na fonte utilizada e nivel presente nos ingredientes, bem como
sua incluséo nas dietas e as exigéncias dos animais determinada, principalmente, pelo
potencial de crescimento nas diferentes fases de desenvolvimento fisioldgico.

Entretanto os nucleotideos podem ser utilizados na alimentacao de leitdes conferindo
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maturidade intestinal, melhora no desenvolvimento do sistema imunitario e no

desempenho dos leitdes no desmame.

2.4 Técnica dos is6topos estaveis como ferramenta para avaliar a taxa de
turnover celular
2.4.1 Is6topos estaveis ambientais

Is6topos sdo espécies atbmicas de um mesmo elemento quimico que possuem
massas diferentes, pelo fato do nimero de néutrons em seus nucleos serem distintos,
ou seja, possuem o mesmo numero de prétons, mas diferente nimero de néutrons
(MARTINELLI, et al., 2009). Pode-se dizer que o0s isGtopos sdo elementos que
apresentam as mesmas propriedades quimicas (elétrons) e diferentes propriedades
fisicas (nucleo), o que permite que eles sejam utilizados como tragadores naturais em
pesquisas. A expressado estavel significa que ndo emitem radiagdo (DUCATTI, 2007).

Os diferentes niumeros de massas dos isotopos possibilitam sua identificacéo
através da espectrometria de massa, ou seja, € possivel quantificar os diferentes
is6topos de um mesmo elemento quimico (GROOT, 2004).

Os elementos carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), enxofre (S) e hidrogénio
(H) possuem is6topos estaveis que ocorrem naturalmente na atmosfera, hidrosfera,
litosfera e biosfera. Cada elemento quimico apresenta um isétopo leve dominante: *2C,
14N, 180, 32S e H, e um ou dois is6topos pesados: C, *N, 170, 180, 323, 34S e 2H, com
abundéancia ou concentracdo natural expressos em atomos % (DUCATTI, 2007).

A abundancia natural para os isotopos estaveis de ?C e BC é de,
aproximadamente, 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (KENNEDY; KROUSE,
1990). Esta diferenciagdo na abundéncia possibilita a utilizacdo destes como
tracadores.

Valores isotdpicos tem sua prépria notagdo, a notagdo & (delta), que significa
diferengca. Os valores de & denotam uma medicdo da diferenca feita entre razdes
isotopicas da amostra em relacao aos padrdes (FRY, 2006).

Os valores do delta do carbono-13 sdo expressos em termos do padrdo
internacional definido, Peedee Belemnite (PDB). Segundo Friedman; O Neil (1977), o
padrdo PDB é aceito universalmente na comparacdo das composi¢des isotopicas do
carbono. Trata-se de um carbonato sélido de Belemnitela americana, da formagéo
Peedee da Carolina do Sul, Estados Unidos, empregado inicialmente como padr&o por
Craig (1957). No Centro de Is6topos Estaveis Ambientais da UNESP/Botucatu €

utilizado como padrao de trabalho (sub-padrao), uma rocha carbonatada (marmore) com
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alta pureza em calcita. A notacao utilizada é em delta per mil (5**C) da razéo isotépica
do carbono-13 do produto em relagdo ao padrdo internacional definido (DUCATTI,
SALATI; MATSUI, 1979).

As plantas, na sua maioria, podem ser classificadas em dois grupos principais, de
acordo com a via fotossintética de fixacdo do COg: ciclo fotossintético Cs e ciclo
fotossintético Ca. Nas plantas o primeiro composto organico a ser formado € um 7- 4cido
carboxilico, que nas Cs possui trés atomos de carbono e nas C, possui quatro atomos
de carbono (SMITH; EPSTEIN, 1971; KENNEDY; KROUSE, 1990).

A via fotossintética C; € realizada pela soja, arroz, trigo, cevada, algodéo, entre
outras, e a via fotossintética C, é realizada pelo milho, cana de aglcar, sorgo, e outras
forrageiras de origem tropical ou subtropical. O CO, atmosférico que possui valor de
O13C de aproximadamente -7,7%o. (KENNEDY; KROUSE, 1990), ¢ a fonte primaria de
carbono para as plantas terrestres. Este carbono sofre discriminag&o isotdpica ao longo
do processo de fotossintese, ocorrendo diminuicdo da concentracéo de *C e aumento
da concentracdo de *2C.

Durante a assimilacdo fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético Cs fixam o
CO. atmosférico por meio do ciclo Calvin-Benson e apresentam valores de *C entre
-22 e -34%o (valor modal = -26,7%o), enquanto as plantas do ciclo fotossintético C4 fixam
0 CO. atmosférico por meio do ciclo Hatch-Slack e apresentam valores de d'3C entre
-9 e -16%o (valor modal = -12,6%0). O sinal negativo indica que a planta ou seu
subproduto apresenta menor concentracéo de *C que o padrao internacional. Portanto,
as plantas C; e C4 possuem assinaturas isotépicas diferentes, devido ao fracionamento
gue ocorre durante a fixacao fotossintética do carbono (SMITH; EPSTEIN, 1971;
O’'LEARY, 1981; KENNEDY; KROUSE, 1990; VOGEL, 1993). Considerando-se a
existéncia da diferenca isotopica da ordem de 14%. mais rico em 3C nas plantas do
ciclo fotossintético C4, em relagdo as do ciclo fotossintético Cs, torna-se possivel a
utilizacdo destas plantas e seus subprodutos como marcadores em animais, sem a
necessidade de sintetizar compostos especificamente marcados (DUCATTI, 2007),
além de evitar problemas de sadude humana e seguranga ambiental associado ao uso
de isétopos radioativos (TIESZEN et al., 1983).

2.4.2 Turnover isotépico
Ducatti et al. (2002), fundamentados em resultados da literatura, propuseram um
modelo tedrico capaz de exprimir os resultados do enriquecimento relativo de carbono

(3*C) em fungéo do tempo de alimentacgéo, fornecendo dietas contrastantes em 3*3C
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(formuladas com graos de plantas dos ciclos fotossintéticos Csz e C4) a animais. O
modelo (Eg. 1) é adequado para determinar o tempo de substituicdo total ou parcial
(meia-vida) de carbono nos tecidos em estudos com aves, suinos e animais de pequeno
porte.

O18C) = 813Cp) + [613Cj) - 613C(p] e Mt (1)
Em que:
d13Cy = enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t);
d13Cr = enriquecimento isotépico do tecido no patamar de equilibrio, ou condigéo final;
d13C; = enriquecimento isotépico do tecido, na condigéo inicial;
k = constante de troca isotdpica (turnover), em unidades de tempo *;
t = tempo (em dias) desde a substituicdo da ragéo.

A constante de troca isotépica (k) do modelo proposto por Ducatti et al. (2002) é
adequado para tecidos de animais adultos, uma vez que turnover nos tecidos resulta do
catabolismo (quebra) e reposicdo dos componentes teciduais (proteinas, lipideos e
carboidratos) por rotas anabdlicas. Em condicdes estaveis as taxas de quebra e
reposicdo sdo semelhantes, contudo para animais em crescimento, a formacéo de
novos tecidos excede o catabolismo metabdlico e a massa de tecido € aumentada
devido a replicacao e aumento de tamanho das células.

Portanto, a taxa de turnover tecidual (k) depende da taxa de crescimento (g), que
reflete deposicdo de massa tecidual em relacdo a degradacédo, e a taxa de turnover
metabdlico (m), que expressa o balanco entre quebra e ressintese dos componentes
teciduais (MILLWARD, 1989; WOLFE; CHINKES, 2005). Utilizando-se a equacgéo
proposta por Abimorad et al. (2014) podemos calcular as constantes de crescimento (g)
e metabdlica (m), a partir da equacao 1.

83Cw = 83C ¢ + [6Ch — 83ChH] e (™)t (2)

Em que:
d13C = enriquecimento isotdpico do tecido em qualquer tempo (t);
03C; = enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicéo final;
013C) = enriquecimento isotépico do tecido na condigao inicial;
g = constante de crescimento, em unidades de tempo?;
m = constante de turnover metabdlico, em unidades de tempo™;
t = tempo (em dias) desde a substituicdo da dieta.

Para mensurar a constante de crescimento (g) que consta na equagdo acima,

calcula-se uma derivacdo da equagéo de crescimento exponencial (Eq. 3):
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W = Woxed (3)
Em que:
W = peso do tecido no dia da coleta;
W, = peso médio inicial dos tecidos;
g = constante de crescimento, em unidades de tempo™;
t = tempo (em dias) desde a substituicdo da dieta.

A partir da andlise isotépica, obtém-se a constante de turnover (k), e através da
curva exponencial de crescimento obtém-se a constante de crescimento (g), sendo
entdo, a constante metabdlica (m) calculada por subtragdo simples (adaptado de
ABIMORAD et al., 2014) (Eq. 4).

k=g+m (4)

Para mensurar o tempo de substituicdo do carbono das dietas nos tecidos dos
animais no periodo experimental é empregada a fun¢do exponencial do tempo expressa
pela equagdo 5 (DUCATTI et al., 2002), possibilitando dessa forma o calculo da meia
vida (Tso%) € troca total de carbono (Tgow):

Te = [-1/®)]in(1 =10 (5)
Em que:
Tn = 0 tempo necesséario para que ocorra a substituicdo dos atomos iniciais pelos
atomos finais, ou seja, o tempo de troca do carbono;
k = constante de crescimento, em unidades de tempo;
In = logaritmo niperiano;
f = fracdo de atomos trocados, que pode variar de 0,50 a 0,99.

O calculo de troca total fornece uma confiabilidade no célculo da meia-vida, ou
seja, permite atestar se o periodo experimental foi suficiente para que ocorresse a troca
dos carbonos da fracdo avaliada pelos da nova dieta.

Hobson; Clark (1992) confirmaram que as composicdes isotdpicas dos tecidos de
animais geralmente assemelham-se as suas dietas, e esses tragadores sao utilizados
com eficacia em varios estudos, como em peixes (ZUANON et al., 2006), frangos de
corte (CARRIJO et al., 2006), galinhas de postura (DENADAI et al., 2006), codornas de
corte (MORI et al., 2008), suinos (CALDARA et al., 2007, 2008, 2010) e outras espécies
animais.

Os constituintes corporais encontram-se em estado dindmico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propositos. Esse processo é
geralmente chamado de turnover. Todas as substancias do corpo sejam elas organicas
ou inorgénicas, estdo sujeitas ao turnover (HETENYI Jr; PEREZ; VRANIC, 1983). As
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taxas de turnover podem variar entre as diferentes espécies, tecidos, fracdes
bioquimicas e sdo influenciadas pelo estado fisiolégico do animal (KENNEDY;
KROUSE, 1990).

Segundo Gannes; Del-Rio; Koch (1998), dietas com assinaturas isotopicas
distintas podem ser utilizadas para mensurar o turnover de componentes corporais e
6rgaos de animais. Apds a mudanca da dieta, a alteracdo da composicao isotopica no
tecido depende da velocidade com que os constituintes da nova dieta serédo
incorporados. A escolha do tecido é importante, pois tecidos que sdo ativos
metabolicamente no organismo apresentardo turnover mais rapido, como o figado,
musculo e sangue, e tecidos menos ativos apresentardo taxas menores, como 0
colageno e 0 0sso (HOBSON; CLARK, 1992).

A técnica dos is6topos estaveis pode ser util em estudos de fisiologia e nutricdo
animal, uma vez que as taxas de substituicAo do carbono tecidual podem ser
influenciadas por fatores ambientais, nutricionais e sanitarios (CARRIJO; PEZZATO;
DUCATTI, 2000). Nos ultimos anos os is6topos estaveis tém sido aplicados de forma
crescente em pesquisas com leitbes para mensurar o turnover de componentes
corporais e 6rgdos desses animais.

Caldara et al. (2007, 2008, 2010) avaliaram a influéncia da glutamina no turnover
do carbono (8*3C) do tecido adiposo, nos musculos, visceras e mucosa intestinal de
leitbes desmamados. Outros autores tém utilizado essa técnica em pesquisas com
nucleotideos também para mensurar o turnover nos tecidos corporais de leitbes, Amorim
(2012) avaliou o efeito da glutamina, glutamato e nucleotideos no turnover do carbono
(dC) na mucosa intestinal e Amorim et al. (2016) em 6rgédos de leitbes desmamados.
Santos et al. (2015) avaliaram os efeitos da adigdo de nucleotideos puricos (inosinato e
guanilato) e de acido glutamico nas dietas sobre o turnover do *C na mucosa intestinal
em leitdes na fase de creche.

Esses estudos, que usam 0s isOtopos estaveis como marcadores em suas dietas
dao estimativas de quéo rapidamente os isétopos estaveis dos tecidos sao substituidos
por is6topos derivados da dieta, as quais sao indicativos da taxa de turnover dos tecidos
dos animais. Dessa forma, em situagBes de estresse, como no desmame, em que €
rapida a prolifera¢do celular na mucosa intestinal, os animais podem ser beneficiados
pela suplementagcdo com nucleotideos (DOMENEGHINI et al., 2004; HOLEN;
JONSSON, 2004), sendo a técnica de is6topos torna-se importante ferramenta para

avaliar a taxa de turnover celular.
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Assim, espera-se que o0s nucleotideos adicionados as dietas possam influenciar o
turnover do carbono da mucosa e parede intestinal, do baco, do figado e do pancreas
de leitbes recém-desmamados, auxiliando o processo de renovagdo celular e,

consequentemente, melhorando a capacidade de adaptacdo dos leitbes ao desmame.

O Capitulo 2, denominado “Efeito dos niveis de nucleotideos sobre o
desempenho, peso relativo e turnover do *C no intestino delgado de leitGes
desmamados”, apresenta-se de acordo com as normas para publicagdo no Journal of
Animal Science. O presente estudo objetivou avaliar a influéncia dos nucleotideos
(inosinato e guanilato dissédico) na capacidade de adaptacao dos leitbes ao desmame
pelo estudo do desempenho, peso relativo do intestino delgado e turnover *C da

mucosa e da parede intestinal do duodeno e jejuno.

O Capitulo 3, denominado “Efeito dos niveis de nucleotideos sobre o turnover
do 13C e peso relativo de 6rgéos de leitbes desmamados”, apresenta-se de acordo
com as normas para publicacdo no Journal of Animal Science. O trabalho objetiva
avaliar a influéncia dos nucleotideos (inosinato e guanilato dissddico) na capacidade de
adaptacdo dos leitdes ao desmame pelo estudo do turnover do *3C e o peso relativo do
baco, do figado e do pancreas.
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Efeito dos niveis de nucleotideos sobre o desempenho, peso relativo e turnover do
13C no intestino delgado de leitées desmamados

RESUMO: O presente estudo objetivou avaliar a influéncia dos nucleotideos (inosinato
e guanilato dissddico) sobre o desempenho, peso relativo e turnover do 3C no intestino
delgado de leitdes desmamados com idade média de 21 dias. Foram avaliados os
seguintes tratamentos: dieta controle sem suplementacdo de nucleotideos (Nu); dietas
contendo 0,2% de Nu; 0,4% de Nu e 0,6% de Nu. No primeiro experimento 84 leitdes
desmamados (6,04 + 0,25 kg), foram distribuidos em um delineamento experimental em
blocos ao acaso com quatro tratamentos (niveis de Nu), sete repeticdes e trés animais por
unidade experimental, para avaliacdo do desempenho. No segundo experimento foram
utilizados 87 leitdes desmamados (6,03 + 0,23 kg) em delineamento experimental em
blocos ao acaso, com os mesmos tratamentos, sendo abatidos trés leites no dia do
desmame (dia zero) e trés leitbes por tratamento nos dias 3, 5, 8, 12, 23, 35 e 49 apds o
desmame, para avaliar o turnover do *3C na mucosa e na parede intestinal (duodeno e
jejuno) e o peso relativo do intestino delgado. No primeiro experimento néo foi verificado
efeito dos tratamentos (P > 0,05) nas varidveis de desempenho dos leitdes no periodo de
21 a 36 dias de idade. No periodo de 21 a 48 dias de idade dos leitdes houve efeito
quadratico (P < 0,01) dos niveis de Nu no consumo diario de racdo e ganho diario de
peso. No periodo experimental total (21 a 55 dias de idade dos leitdes) verificou-se efeito
quadrético dos niveis de Nu no ganho diario de peso. No segundo experimento foram
observadas diminui¢des da meia-vida do *C para a mucosa e parede do duodeno no
tratamento 0,4% de Nu e para a mucosa e parede do jejuno no tratamento 0,2% de Nu e
no 12° dia de abate houve efeito linear (P < 0,01) dos niveis de Nu no peso relativo do
intestino delgado. A suplementacdo de Nu na dieta de leitdes melhora o desempenho e
acelera o turnover do carbono da parede e mucosa intestinal, sugerindo sua recuperacéo

mais rapida no periodo p6s-desmame.

Palavras-chave: Aditivos, Guanilato Dissddico, Inosinato Dissddico, Is6topos Estaveis,

Leitdes, Turnover
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Effect of nucleotide levels on performance, relative weight and carbon turnover *C

in the small intestine of weaned piglets

ABSTRACT: This study was conducted to evaluate effects of dietary supplementation
of nucleotide (disodium 5 guanylate and disodium 5 inosinate) on the growth
performance, relative weight and carbon turnover *3C of the small intestine of weaned
piglets of 21 days of age. The treatments were dietary supplementation with 0% (control);
0.2%; 0.4% or 0.6% nucleotide of diet. In the first trial eighty-four weaned piglets (6.04
+ 0.25 kg average initial BW) were allotted to four dietary treatments (Nu levels) with
seven pens per treatment and three pigs per pen, in a randomized complete block design
to evaluate the performance. In the second trial eighty-seven weaned piglets (6.03 £ 0.23
kg average initial BW) were used in a randomized complete block design. with the same
treatments, and on the day of weaning (day zero) were slaughtered three piglets and days
3,5, 8, 12, 23, 35 and 49 after weaning, three pigs per treatment were slaughtered, to
evaluate the effect of nucleotide on the turnover *3C in the mucosa and intestinal wall
(duodenum and jejunum) and relative weight of the small intestine. During the first period
(21 to 36 days of age), no differences were detected on the performance. During the
second period (21 to 48 days of age), a quadratic effect (P < 0.01) of the levels of
nucleotide was verified on average daily feed intake and average daily weight gain.
During the whole experimental period (21 to 55 days of age), there was a quadratic effect
of the levels of nucleotide (P < 0.01) on average daily weight gain. In the second
experiment were observed decrease half-life to the duodenum mucosal and wall in
treatment 0.4% Nu and jejunum mucosa and wall in treatment 0.2% Nu and 12" day of
slaughter there was a linear effect (P < 0.01) of Nu levels relative weight of the small
intestine. The nucleotide supplementation in the diets of pigs improves performance and
accelerates the carbon turnover of mucosa and intestinal wall, suggesting a faster recovery

post-weaned.

Key Words: Additives, Disodium 5 guanylate, Disodium 5 inosinate, Pigs, Stable

Isotopes, Turnover
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INTRODUCAO

O desmame € uma etapa complexa, envolvendo diversos fatores estressantes, como
mudanca de dieta e ambiente, abrupta separacdo da mde, estressores sociais e
psicolégicos, os quais interferem profundamente no consumo de racdo, e
consequentemente no desenvolvimento e adaptacdo do trato gastrintestinal dos leitbes as
dietas de desmame (Lallés, 2008).

Na tentativa de assegurar o desempenho satisfatorio e de minimizar os disturbios
digestivos dos leitdes na fase pos-desmame, pesquisas sdo conduzidas com o uso de
nucleotideos na racdo visando estimular o crescimento e a diferenciacdo das células
intestinais dos leitGes recém-desmamados (Rutz et al., 2005; Rossi et al., 2007; Sauer et
al., 2012; Weaver e Kim, 2014).

Nucleotideos sdo compostos intracelulares de baixo peso molecular, essenciais para
inimeros processos bioquimicos (Superchi et al., 2012), com efeitos importantes sobre o
crescimento e desenvolvimento de tecidos de rapido turnover celular, tais como do trato
gastrintestinal (Wang et al., 2008). Os nucleotideos da dieta podem ser considerados
essenciais quando a producdo enddgena é insuficiente para garantir a funcdo normal do
organismo, embora sua auséncia da dieta ndo caracterize um sintoma classico de
deficiéncia clinica (Mateo et al., 2004).

Em situacGes de estresse, como no desmame, em que € rapida a proliferacéo celular
na mucosa intestinal, os animais podem ser beneficiados pela suplementagdo com
nucleotideos (Domeneghini et al., 2004; Holen e Jonsson, 2006), proporcionando menor
atrofia das vilosidades intestinais (Martinez-Puig et al., 2007) ou até a recuperagdo

intestinal em situagdes patoldgicas diversas (Sauer et al., 2012).
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A técnica de isétopos estaveis tem sido utilizada como ferramenta nos estudos em
nutricdo animal, sendo aplicada de forma crescente em pesquisas com leitbes para
mensurar o turnover de componentes corporais e 6rgaos desses animais. O turnover dos
componentes corporais pode ser mensurado a partir de dietas com assinaturas isotdpicas
distintas (Zuanon et al., 2006). Caldara et al. (2007, 2008, 2010) avaliaram a influéncia
da glutamina no turnover do carbono (5*3C) do tecido adiposo, nos musculos, visceras e
mucosa intestinal de leitdes desmamados.

O uso da técnica de isétopos para mensurar os efeitos dos nucleotideos na dieta de
leitbes, demonstrou que a suplementacdo de 1% de nucleotideos acelera o turnover do
13C das mucosas do duodeno e do jejuno, sugerindo a recupera¢io mais rapida no periodo
pos-desmame (Amorim, 2012). Entretanto, Santos et al. (2015), verificaram que a adi¢édo
de 0,1% de nucleotideos pdricos (inosinato e guanilato) nas dietas de leitdes recém-
desmamados ndo influenciou o turnover do *3C na mucosa intestinal.

Assim, objetivou com essa pesquisa avaliar a influéncia dos nucleotideos na
capacidade de adaptacdo dos leitdes ao desmame pelo estudo do desempenho, peso

relativo do intestino delgado e turnover do ‘3C da mucosa e da parede intestinal.

MATERIAL E METODOS
Foram conduzidos dois experimentos ha UNESP, nas instalacdes experimentais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVVZ/UNESP, Campus de Botucatu,
e todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) dessa instituicdo, sob o protocolo n® 155/2013 — CEUA.
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Instalaces e dietas experimentais

Um total de 171 leitdes desmamados divididos em dois estudos, com idade média
de 21 dias, foram alojados em baias suspensas de 1,70 m? com piso ripado (trés animais
por baia), equipadas com comedouro, bebedouro tipo chupeta e campéanula com
resisténcia elétrica. Cortinas instaladas nas laterais mantinham a ventilacdao interna do
galpdo e um termémetro de maxima e minima foi instalado a 0,80 m do piso das baias
para auxiliar no controle diario de funcionamento das campanulas de aquecimento.

Em cada parcela, em ambos 0s experimentos, 0s animais receberam uma dieta
basal, com a suplementacéo de niveis crescentes de nucleotideos, a fim de se obter quatro
niveis de nucleotideos (0,0; 0,2%; 0,4%; 0,6%). A fonte de nucleotideos utilizada era
composta de guanilato e inosinato dissodico com 98% de pureza.

Durante o periodo de creche os leitbes receberam trés tipos de dietas, de acordo
com o sistema de alimentacdo por fases, sendo para os experimentos 01 e 02: Fase 1 -
dieta pré-inicial 1 (21 aos 36 dias de idade); Fase 2 - dieta pré-inicial 2 (37 aos 48 dias de
idade), Fase 3 para o experimento 01 - dieta inicial (49 aos 55 dias de idade), e sendo
estendida para o experimento 02: Fase 3 - dieta inicial (49 aos 70 dias de idade). Todas
as dietas foram isoenergéticas, isoprotéicas e formuladas de modo a atender as exigéncias
nutricionais minimas dos animais, de acordo com Rostagno et al. (2011).

A principal fonte energética das dietas experimentais foi a quirera de arroz,
matéria-prima oriunda de planta do ciclo fotossintético Cs, para que, assim, as dietas
apresentassem assinaturas isotopicas de 13C, distintos das dietas fornecidas as matrizes,
cuja racéo de lactagdo apresentava valor de 313C -16,1%o, pois receberam dietas nas quais
a fonte energética principal foi o milho, planta de ciclo fotossintético C4. O procedimento

de alterar a razdo isotopica das dietas fornecidas aos leitGes apds o desmame em relacdo
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aquelas fornecidas as matrizes em lactacéo, foi necessaria para possibilitar a alteracdo na
assinatura isotopica do tecido animal para captar a taxa de turnover no duodeno e jejuno
dos leitbes depois do desmame e, com isso, determinar a influéncia do uso dos
nucleotideos nas taxas de renovacéo tecidual destes animais.

As composicdes percentuais das dietas basais sdo apresentadas na Tabela 1 e os
valores nutricionais calculados, bem como os valores determinados da assinatura

isotopica (8*3C) das dietas sdo apresentados na Tabela 2.

Experimento 01

Neste experimento foram utilizados 84 leitGes hibridos comerciais (machos
castrados e fémeas) desmamados com 21 dias de idade e peso médio de 6,04 £ 0,25 kg.
O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com quatro tratamentos
(Tabela 1), sete repeticdes e trés animais por unidade experimental. O critério adotado
para formacéo dos blocos foi 0 peso e o sexo dos leitdes. O periodo experimental foi de
34 dias (21 a 55 dias de idade dos leitdes).

Para avaliacdo dos dados de consumo médio diario de racdo, ganho médio diario de
peso e conversdo alimentar nos periodos de 21 a 36, 21 a 48 e 21 a 55 dias de idade dos
leitbes, foram registradas as quantidades de racdo consumidas e realizadas pesagens dos
leitdes no inicio, no 36°, 48° e 55° dias de idade.

Os dados de desempenho foram submetidos a analise de regressdo utilizando-se o

PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA), atribuindo-se significancia de 5%.
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Experimento 02

Neste experimento foram utilizados 87 leitBes hibridos comerciais (machos
castrados e fémeas) desmamados com 21 dias de idade e peso medio de 6,03 £ 0,23 kg.

No dia do desmame (dia zero) foram abatidos trés leitdes, com o objetivo expressar
a composicdo isotépica da mucosa e parede do duodeno e jejuno, que até entdo
correspondem a racdo fornecida as matrizes nas fases de gestacdo e lactacdo e a racédo
fornecida para os leitdes na maternidade.

Os 84 leitdes restantes foram distribuidos em delineamento experimental de blocos
ao acaso com quatro tratamentos (Tabela 1), sendo abatidos, apos eletronarcose, trés
leitbes por tratamento nos dias 3, 5, 8, 12, 23, 35 e 49 ap06s o desmame, sendo cada animal
a unidade experimental. O critério adotado para formacéo dos blocos foi 0 peso e 0 sexo
dos leitdes.

Para avaliacdo do peso relativo do intestino delgado os leitdes foram pesados antes
do abate e, ap0s 0 abate, 0 ventre dos animais foi aberto e o conteido do trato digestério
foi retirado. Os intestinos foram lavados e colocados sobre peneiras para drenagem do
excesso de umidade e em seguidas pesados para determinacdo do peso absoluto e, com
base no peso do animal vazio (peso vivo menos contetdo de digesta), foram calculados
0S pesos relativos.

Para avaliacdo da composicdo isotopica dos tecidos, foram retirados segmentos de
aproximadamente 15 cm de comprimento das por¢6es proximais do duodeno e do jejuno,
as quais foram lavadas com agua destilada e abertas pela borda mesentérica, sendo
lavados novamente e em seguida, coletadas amostras da parede intestinal, que foram
acondicionadas em sacos plasticos, e da mucosa, por meio de raspagem com lamina de

vidro, e acondicionadas em micro tubos plasticos (eppendorfs de 1,5 mL). Apds as coletas
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as amostras foram identificadas e imediatamente congeladas (-18°C) até a sua preparagédo
para as analises isotopicas.

Para a realizacdo das analises isotdpicas, para avaliar o turnover do **C da parede
intestinal dos leitbes, as amostras foram descongeladas e secas em estufa de ventilacao
forcada a 56°C por um periodo de 48 horas. As amostras da mucosa intestinal foram secas
por liofilizacdo, os microtubos plasticos foram congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente acomodados nas prateleiras da camara de vacuo a -55°C com pressao em
torno de 50 mmHg por 48 horas em liofilizador L108 (LioTop).

Apbs a secagem, todas as amostras, incluindo as dietas, foram moidas em moinho
criogénico a -196°C (Spex-modelo 6750 freezer/mil), por trés minutos, em alta frequéncia
(9700 rpm) para obtencdo de material homogéneo com aspecto microscopico (menor
60um).

As analises isotopicas das amostras foram realizadas no Centro de Is6topos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu.
Foram pesadas em balanga analitica de alta sensibilidade aliquotas de 50 a 70pg em
capsulas de estanho.

Para determinar a composicdo isotdpica das amostras foi utilizado o espectrémetro
de massas de razdes isotopicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific,
Alemanha) acoplado ao Analisador Elementar (Flash 2000 Organic Elemental Analyzer
EA for IRMS), no qual em presenga de oxigénio e 6xido de cobre foram queimadas
quantitativamente para dioxido de carbono (CO2). Os gases entdo formados foram

separados em colunas cromatograficas gasosa e analisado em espectrdmetro de massa.
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Os resultados foram expressos em notagdo & (delta) *C, em relacdo ao carvio
(padrédo de trabalho), o qual esta em relacéo ao padréo internacional PeeDee Belemnite
(PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o e calculado pela Eq. 1:

8 13C (amostra, padrio) = [(R amostra/Rpadrao) -1] X 10° (1)
Em que:
313C é o enriquecimento relativo da razio 3C/*>C da amostra em relagdo ao padrdo PDB,
em partes per mil %o (Adimensional);
R = raz&o isotopica **C/*?C da amostra e do padrdo (Adimensional).

Para mensurar quantitativamente a velocidade de substituicdo do carbono da
mucosa e da parede do duodeno e do jejuno, nos 49 dias de experimento, foi empregada
a funcdo exponencial do tempo, expressa pela Eq. 2 (Ducatti et al., 2002):

§1%Cqy =8"Cp + [6°Cp - °°Cpl e (2)
Em que:
d13C (1) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t);
d13C(r = enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicao final;
d13Ci) = enriquecimento isotopico do tecido, na condic&o inicial;
k = constante de crescimento em unidades de tempo *;
t = tempo (em dias) desde a substitui¢do da racao.

O tempo (T) necessario para que ocorra a substituicdo dos atomos iniciais pelos
atomos finais foi determinada pela Eq. 3, na qual o valor de f (atomos trocados) pode
variar de zero (0) a 0,9999. Para o célculo de meia vida, f assume o valor de 0,5 e para o

calculo do tempo total, f assume o valor de 0,95:

T =[-1/(k)] In (1-f) ©)



o1

Em que:

T = meia-vida, unidade: tempo (dias);

k = constante de crescimento em unidades de tempo;
In = logaritmo neperiano;

A meia-vida fornece a estimativa de velocidade no processo de troca dos is6topos
estaveis nos tecidos (Zanden et al., 2015). O calculo de troca total (equilibrio isotépico)
fornece confiabilidade no célculo da meia vida, ou seja, se o periodo experimental foi
suficiente para que ocorresse a troca dos carbonos da fracdo avaliada pelos da nova dieta,
SO assim o parametro meia vida serve para a comparacao dos tratamentos.

Os dados obtidos pela andlise isotopica foram analisados pelo ajuste da regressdo
ndo linear exponencial de primeira ordem no software OriginPro® 8 Professional
(Microcal Software, 2007). Os dados do peso relativo do intestino delgado foram
submetidos a analise de regressdo utilizando-se 0 PROC GLM do SAS (SAS Inst. Inc.,

Cary, NC, USA), atribuindo-se significancia de 5%.

RESULTADOS

Né&o foi verificado efeito dos tratamentos (P > 0,05) nas variaveis de desempenho
(Tabela 3) dos leitdes no periodo de 21 a 36 dias de idade. No periodo de 21 a 48 dias de
idade dos leitdes houve efeito quadratico (P < 0,01) dos niveis de nucleotideos no
consumo diério de ragdo (CDR =0,5708 + 0,4757X — 0,7589X?, R? = 0,725516, Fig. 01)
e ganho diario de peso (GDP = 0,3994 + 0,3523X — 0,5438X2, R? = 0,738449, Fig. 02).
No periodo experimental total (21 a 55 dias de idade dos leitdes) verificou-se efeito
quadratico (P < 0,01) dos niveis de nucleotideos somente no ganho diario de peso (GDP

=0,4717 + 0,2563X — 0,4196X?, R? = 0,762134, Fig. 03).
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Pelas equacdes de regressdao o consumo diario de racdo no periodo de 21 a 48 dias
de idade foi maximizado com adicdo de 0,313% de nucleotideos, 0 ganho diario de peso
nos periodos de 21 a 48 foi maximizado com a adicdo de 0,324% de nucleotideos e no
periodo de 21 a 55 dias de idade dos leitdes o ganho diario de peso foi maximizado com
adicdo de 0,305% de nucleotideos nas dietas. Baseado nesses resultados, podemos inferir
que os resultados foram maximizados com a adicdo de 0,3% de nucleotideos nas dietas
de leitdes desmamados.

Os resultados da meia vida (dias), e o tempo para 95% de troca total de atomos de
carbono-13 da mucosa e parede intestinal durante o periodo estudado (0 a 49 dias de
experimento) estdo apresentados na Tabela 4. Observa-se que todos os tratamentos
chegaram proximos do patamar de equilibrio isotopico, uma vez que o valor isotdpico do
carbono-13 médio das dietas fornecidas aos leitdes durante o periodo experimental foi de
-27,5%o (Tabela 2).

Na parede do duodeno a incorporacdo do *C (valor de meia-vida — T) da dieta
contendo 0,4% de nucleotideos foi de 8,7 dias, enquanto que com a dieta controle, e nos
niveis de incluséo de 0,2% e 0,6% de nucleotideos os valores de meia-vida do carbono
foram 10,1; 9,4 e 12,8, respectivamente. Comparativamente, os valores da meia-vida do
carbono-13 na parede do duodeno do tratamento contendo 0,4% de nucleotideos foi 4,1
dias mais rapido que o tratamento que continha 0,6% de nucleotideos e 1,4 dias mais
rapido que o tratamento sem suplementacao.

Para a troca de 95% dos atomos de carbono-13 o tratamento que apresentou menor
tempo (tese = 37 dias) foi 0 0,4% de incluséo de nucleotideos, e 0 maior valor constatado

(tose = 55 dias), foi nos animais submetidos ao tratamento de 0,6% de suplementacédo de
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nucleotideos. Os demais tratamentos 0% e 0,2% de suplementacdo de nucleotideos
apresentaram valores de troca de 95% dos atomos de 44 e 41 dias, respectivamente.

Para a mucosa do duodeno os animais que receberam a dieta contendo 0,4% de
nucleotideos apresentaram valores de meia-vida de carbono de 7,3 dias, enquanto que
para as demais dietas, as meias-vidas foram 8,9; 7,8 e 8,4 dias respectivamente, para 0s
leitbes que receberam dieta controle, dieta contendo 0,2% e 0,6% de nucleotideos. Assim,
os valores de meia-vida para a mucosa do duodeno dos leitdes alimentados com dieta
contendo 0,4% de nucleotideos foi 1,6 dias mais rapido que aqueles que receberam dieta
sem suplementacdo, evidenciando aceleracdo do processo de incorporacdo do carbono na
mucosa intestinal apds o desmame.

Os animais que receberam a dieta controle tiveram maior tempo de troca de 95%
dos atomos do que aqueles alimentados com as demais dietas, onde os valores de tgsy, do
carbono-13 foram: 38; 34; 32; 36 dias, respectivamente, para os leitbes que receberam
dieta controle, dieta contendo 0,2; 0,4 e 0,6% de adicdo de nucleotideos.

Com relacéo & parede do jejuno, a incorporagdo do **C da dieta contendo 0,2% de
nucleotideos foi de 7,8 dias, enquanto que com a dieta controle, e nos niveis de 0,4% e
0,6% os valores de meia-vida do carbono foram 10,5; 10,2 e 10,7 dias, respectivamente,
mostrando que a incorporagdo do *C do tratamento com 0,2% de nucleotideos foi, em
média, 2,7 dias mais rapido em relacdo ao tratamento que continha 0,6% de nucleotideos
e 0 tratamento sem suplementacao.

O tratamento com a inclusdo de 0,2% de nucleotideos obteve 0 menor tempo de
troca de 95% dos 4tomos (34 dias) em relacdo aos demais tratamentos, sendo 12 dias mais

répido que o tratamento sem suplementacéo (controle). Os valores de tose% do carbono-13
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dos demais tratamentos foram: 46; 44; 46 dias, respectivamente, para os leitbes que
receberam dieta controle, dieta contendo 0; 0,4 e 0,6% de adi¢do de nucleotideos

Para a mucosa do jejuno os animais que receberam a dieta contendo 0,2% de
nucleotideos obtiveram valores de meia-vida do carbono-13 de 5,9 dias, enquanto que
para as demais dietas, os valores de meia-vida foram 8,0; 7,0 e 8,3 dias respectivamente,
para os leitGes que receberam dieta controle, dieta contendo 0,4% e 0,6% de nucleotideos.
O tratamento contendo 0,2% de nucleotideos proporcionou um valor de meia-vida de 2,1
dias mais rapido que o tratamento sem suplementacdo, mostrando que a suplementacgéo
com nucleotideos conseguiu influenciar na velocidade de turnover do carbono,
acelerando o processo de troca.

Os animais que receberam a dieta com 0,2% de suplementacdo de nucleotideos
tiveram menor tempo de troca de 95% dos atomos do que aqueles alimentados com as
demais dietas, onde os valores de tosy, do carbono-13 foram: 35; 25; 30; 36 dias,
respectivamente, para os leitbes que receberam dieta controle, dieta contendo 0; 0,2; 0,4
e 0,6% de adicdo de nucleotideos.

Na Fig. 4 estdo representadas as curvas de dilui¢io isotdpica do *C na mucosa do
duodeno no momento do desmame (dia 0) até os 49 dias de experimento. O valor
isotopico analisado do **C na mucosa intestinal no momento do desmame foi, em média,
de -18,3%o, caracteristico do milho, planta do ciclo C4 € proveniente da dieta das matrizes.
Entretanto, ao final do experimento (49 dias), e apds consumir dieta constituida
predominantemente de arroz, planta do ciclo Cs, as médias dos valores analisados no
ultimo dia de abate foram -27,1%o, -27,3%o, -26,8%o, -27,3%o, para 0,0%, 0,2%, 0,4%,

0,6%, respectivamente, refletindo a assinatura isotopica caracteristica das plantas Ca.
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A Fig. 5 mostra as curvas de diluicio isotopica do §*3C da parede do duodeno de 0
a 49 dias de experimento. As médias dos valores analisados no ultimo dia de abate foram
-25,3%o, -25,9%o, -25,9%o, -26,2%o., para 0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, respectivamente. O
comportamento das curvas evidencia novamente a troca total dos atomos de carbono,
refletindo a mudanca da assinatura isotépica para aquela caracteristica das plantas do
ciclo Ca.

Na Fig. 6 estdo representadas as curvas de distribuicio de valores do 83C na
mucosa do jejuno no momento do desmame (dia 0) até os 49 dias de experimento. O valor
isotopico analisado do **C na mucosa intestinal no momento do desmame foi, em média,
de -18,6%e., caracteristico do milho, planta do ciclo C4 € proveniente da dieta das matrizes.
Entretanto, ao final do experimento, aos 70 dias de idade, e ap6s consumir dieta
constituida predominantemente de arroz, planta do ciclo Cs, o valor encontrado foi em
média de -27,4%o, -27,2%o, -26,6%o, -27,3%o, para 0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%,
respectivamente, refletindo a assinatura isotépica caracteristica das plantas Cs.

A Fig. 7 mostra os modelos exponenciais do turnover do jejuno de 0 a 49 dias de
experimento. O comportamento das curvas evidencia novamente a troca total dos &tomos
de carbono, refletindo na mudanca da assinatura isotopica para aquela caracteristica das
plantas do ciclo Cs. Os valores encontrados foram em média de -26,0%o, -25,9%o,
-25,7%o, -26,1%0 para 0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, respectivamente.

Para as variaveis de peso relativo do intestino delgado (Tabela 5) néo foi verificado
efeito dos tratamentos (P > 0,05) no peso relativo do intestino delgado dos leitdes nos
abates realizados nos dias 3, 5, 8, 23, 35 e 49 pds-desmame. Entretanto, no abate realizado

no 12° dia de experimento houve efeito linear crescente (P < 0,01) dos niveis de
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nucleotideos no peso relativo do intestino delgado (PRI = 3,6110 + 2,1426X, R? =

0,458217, Fig. 8).

DISCUSSAO

As primeiras semanas pos-desmame, a adaptacdo a nova dieta resulta em grande
parte dos leites em prolongado periodo de jejum, desencadeando mudancas estruturais
no trato gastrintestinal, prejudicando o aproveitamento de nutrientes da racdo (Lalles,
2008) e, desta forma, a suplementacdo de nucleotideos ndo foi suficiente para alterar
positivamente as respostas de desempenho.

As racbes comumente fornecidas a leitbes desmamados ndo apresentam
concentracdes de nucleotideos suficientes para atender as exigéncias (Stein e Kil, 2006),
normalmente sdo deficientes em quatro dos cinco nucleotideos que os leitbes recebiam
antes do desmame (5" IMP, 5"AMP, 5"GMO, 5"CMP, 5"UMP), pois a composic¢do do leite
da porca apresenta 0s nutrientes necessarios para o adequado crescimento e manutencgéo
da saude desses leitdes (Rossi et al., 2007; Weaver e Kim, 2014), exigindo do organismo
a necessidade de maior producdo de nucleotideos via sintese de novo.

Além disso, a demanda de nucleotideo é aumentada durante periodos de estresse ou
rapido crescimento, tal como no desmame (Mateo e Stein, 2004). Desta forma, leitdes
recém-desmamados podem ndo ser capazes de sintetizar ou consumir nucleotideos
suficientes para atender a demanda de crescimento e saude desses animais.

A suplementacdo de nucleotideos melhorou o desempenho dos animais,
proporcionando melhoras no consumo e ganho de peso dos leitdes. Quando se fornece
nucleotideos rico em 5" IMP nas dietas de leitGes ndo sé diminuimos o gasto energético

que o leitdo tem com a sintese de novo (Rossi et al., 2007), mas ocorre um aumento do
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consumo de racdo pela estimulacdo dos receptores de sabor (Yamaguchi, 1967; Kubitza
et al., 1997; Miyasaki e Harada, 2003), e melhora na integridade intestinal, favorecendo
a digestdo e absorc¢do dos nutrientes (Martinez-Puig et al., 2007; Rossi et al., 2007; Sauer
etal., 2012), explicando portanto, no presente trabalho, o desempenho superior dos leitdes
tratados com nucleotideos em relacdo aos animais que receberam dieta controle.

Diversas pesquisas demostraram, ao contrario, que a suplementacdo de
nucleotideos nas dietas de leitdes na fase pds-desmame néo altera o desempenho (Lee et
al., 2007; Moore et al., 2011; Andrade et al., 2011). Ha indicios de que as principais
diferencas encontradas nos resultados de pesquisas com nucleotideos estdo relacionadas
com a composicdo da dieta, nivel de inclusdo de nucleotideos e seu processo de obtencéo,
além da fase de criacéo, estado nutricional e saude do animal

Uma vez que 5'IMP é formado no figado, durante a sintese de novo (Mateo, 2005),
ele serve como precursor para a formacao de outros nucleotideos, tais como 5AMP e
5'GMP (Stein e Kil, 2006). Juntos, estes nucleotideos sdo usados pelo animal para muitas
funcBes metabdlicas e celulares, como a participacdo no metabolismo de energia (ATP),
sdo precursores de acidos nucleicos (DNA e RNA), e fazem parte de coenzimas, como
NAD, FAD e CoA (Carver e Walker, 1995; Cosgrove, 1998; Mateo, 2005). Portanto, a
adicdo de um aditivo rico em 5'IMP aracdo dos leitdes, como utilizado no presente estudo,
aumenta as concentracdes de nucleotideos totais por causa das conversdes metabdlicas de
5'IMP, melhorando a imunidade e diminuindo o estresse oxidativo, e dessa forma
contribuindo para melhoria no desempenho desses animais.

Estudos anteriores mostraram efeitos variados no desempenho de leitdes quando
suplementados com nucleotideos (Andrade et al., 2011; Weaver e Kim, 2014; Santos,

2015). Essas varia¢Oes podem estar relacionadas com o tipo de nucleotideo utilizado e os
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niveis suplementados nas dietas. Abreu et al. (2010) encontraram melhora no ganho de
peso dos animais quando incluiram 0,4% de nucleotideos nas dietas de leitdes
desmamados. Entretanto, inclusdes menores de até 0,1% de nucleotideos na dieta de
leitbes nos primeiros sete dias pds-desmama foram suficientes para melhorar o ganho de
peso e 0 consumo de racdo (Weaver e Kim, 2014).

Células de rapido crescimento, como enterdcitos, apresentam capacidade limitada
para sintese de purinas e pirimidinas pela sintese de novo, portanto é necessaria a
suplementacdo exogena de nucleotideos para manter o pool de nucleotideos (Uauy,
1994).

Os nucleotideos sdao compostos por base nitrogenada, que compdem as moléculas
de DNA e RNA (Piva et al., 2001), e quando suplementados nas dietas de animais
aumentam a quantidade de bases puricas e pirimidicas, que sdo essenciais para as células
de rapido turnover (Sanderson e He, 1994; Uauy et al. 1994), favorecendo o crescimento
e a recuperacdo de tecidos. As dietas contendo nucleotideos proporcionaram menores
valores de meia-vida do carbono, tanto na parede quanto na mucosa intestinal. Portanto,
os nucleotideos podem ter favorecido o fornecimento de bases nitrogenadas para sintese
de DNA nas células, aumentando o turnover do carbono do jejuno (parede e mucosa) dos
leitbes, suportando a teoria de que os nucleotideos afetam positivamente o crescimento e
maturacdo do epitélio do intestino.

Resultados semelhantes foram encontrados por Amorim (2012), que trabalhando
com a suplementacdo de 1% de nucleotideos purificados na dieta de leitGes desmamados,
concluiu que os nucleotideos aceleram o turnover do carbono na mucosa intestinal,

sugerindo sua recupera¢do mais rapida no periodo pos-desmame, indicando que a técnica
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do turnover do carbono (5'3C) pode ser uma ferramenta importante nos estudos sobre a
acao trofica de aditivos na mucosa intestinal de leitdes.

Os menores valores de meia-vida do carbono foram obtidos com niveis iguais ou
superiores a 0,2%, sugerindo que a mucosa intestinal dos leitbes se encontrava em alta
atividade metabolica (anabolica e catabdlica) e que a suplementacdo com nucleotideos
propicia aceleracdo na velocidade de troca do carbono na mucosa intestinal de leitGes
desmamados e, portanto, maior aceleracdo e recuperacdo do crescimento intestinal. O
comportamento dos dados de incorporacdo de *C no duodeno e no jejuno (parede e
mucosa) sao semelhantes ao obtido no desempenho, em que no periodo total de
experimento indicou efeito benéfico do uso de nucleotideos em niveis iguais ou
superiores a 0,3%,

Quando diferentes niveis de nucleotideos sdo adicionados as dietas, eles podem
modificar a integridade da mucosa intestinal em diferentes graus, auxiliando no
crescimento e na recuperacdo de tecidos, principalmente em condicGes de estresse
fisiolégico (Carver e Walker, 1995). Além disso, previni os efeitos negativos sobre a
estrutura do intestino (Adjei et al., 1996; Yu et al., 2002), sendo que no presente estudo
foi determinante para aumentar o turnover dos enterdcitos, o que pode possibilitar uma
maior recuperacao, estimulando maior secrecdo de enzimas, e aumento na a eficiéncia de
absorcéo de nutrientes.

O aumento linear do peso relativo do intestino delgado no abate realizado no 12°
dia de abate pode ser consequéncia de recuperacdo mais rapida do trato gastrintestinal, o
qual pode afetar diretamente o grau de absor¢do de nutrientes e consequentemente, o
crescimento animal. Os nucleotideos fornecidos na racéo sdo essencialmente importantes

para os enterdcitos em desenvolvimento, maturagdo e reparo intestinal (Mccauley et al.,



60

1998), aumentando a formacdo de proteina da mucosa, favorecendo o crescimento e a
maturacdo das celulas epiteliais do intestino delgado (Uauy et al., 1990; Carver, 1994;
Sanderson e He, 1994).

O 12° dia de experimento no qual foi realizado abate, compreendendo o periodo de
7 a 14 dias p6s-desmame, é considerado critico, caracterizando-se por baixo consumo de
racao, atrofia das vilosidades intestinais e ineficiente capacidade de digestdo, o que resulta
em estado geral de deficiéncia energética, comprometendo o ganho de peso e predispondo
a ocorréncia de diarreias (Ziegerhofer, 1988). Em funcdo do papel que os nucleotideos
apresentam na manutencdo e maturacdo da morfologia intestinal, sua presenca na dieta
demonstra ser necessaria principalmente apos o desmame para a manutencao da estrutura
e o crescimento e a proliferacdo de células do intestino delgado (Tsujunaka et al., 1993;
Rossi et al., 2007), indicando seu efeito trofico.

No presente estudo, a inclusdo de nucleotideos proporcionou maior peso relativo
no intestino delgado de leitGes recém-desmamados, porém em outros estudos este efeito
ndo ocorreu, seja com o uso de dietas complexas (Andrade et al., 2011), dietas com
leveduras (Sant’Ana, 2012), ou com diferentes niveis de suplementagdo de nucleotideos
(Andrade, 2013).

O aumento no peso do trato gastrintestinal é causado especialmente pela quantidade
de alimento consumida durante os dias ap6s 0 desmame, independentemente da idade ao
desmame (Kelly et al., 1991; Pluske et al., 1997), o que foi constatado no presente estudo,
uma que vez que os nucleotideos aumentaram a ingestdo de racéo no periodo de 21 a 48
dias de idade.

Considerando-se o periodo total de creche, os resultados sugerem que a

suplementacédo de 0,3% de nucleotideos dietéticos melhora o desempenho. A inclusdo de
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nucleotideos nas dietas de leitdes acelera o turnover do carbono da parede e mucosa
intestinal, observando uma recuperacdo mais rapida e, desse modo, melhorando a

capacidade de adaptacdo dos leitdes no periodo pos-desmame.

CONCLUSOES
Os nucleotideos dietéticos na dieta de leitbes desmamados melhora o desempenho
e acelera o turnover do carbono na parede e mucosa intestinal, com recomendacdo de

suplementacéo de 0,3% de nucleotideos.
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Tabela 1. Composicao percentual das dietas basais pré-inicial I, pré-inicial 1l e inicial®

) Dietas

Ingredientes, % Pré-inicial | Pré-inicial I Inicial
Arroz, Quirera 53,50 57,99 65,21
Soja, Farelo 45% 20,00 24,00 28,00
Soro de leite seco 6,50 3,00 -
Acucar 4,00 3,00 -
Maltodextrina 20% 4,00 2,00 -
Concentrado Proteico Soja 2,51 2,00 0,50
Farelo de gluten 60% 2,60 2,00 1,00
Oleo de soja 1,30 1,30 1,30
Fosfato Bicélcico 1,85 1,75 1,65
Calcério 0,73 0,77 0,73
Cloreto de sddio 0,53 0,50 0,50
L-Lisina HCI (78,4%) 0,81 0,58 0,34
DL-Metionina (99%) 0,28 0,19 0,08
L-Treonina (98%) 0,34 0,24 0,13
L-Triptofano (99%) 0,05 0,03 -
L-Isoleucina (99%) 0,08 - -
L-Valina (96,5%) 0,22 0,09 -
Oxido de Zinco (77%) 0,34 0,20 0,20
Cloreto de colina (60%) 0,09 0,09 0,09
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02
Premix mineral 2 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico 3 0,15 0,15 0,15
Nucleotideos * 0,00 0,00 0,00

!Dietas basais sem suplementacdo de nucleotideos (Nu), nas demais dietas experimentais os nucleotideos

foram adicionados em niveis de 0,2%; 0,4% e 0,6% em substituicdo a igual quantidade de quirera de arroz;

2 Premix mineral - Niveis de garantia por kg de racéo: Ferro - 40 mg, Cobre - 35 mg, Manganés - 20 mg,

Zinco - 40 mg, Cobalto — 0,36 mg, lodo — 0,84 mg, Selénio — 0,12 mg;

3 Premix vitaminico - Niveis de garantia por kg de ragdo: Vit. A - 25000 UI, Vit. D3 - 5000 UI, Biotina - 5

mg, Niacina - 10 mg, Pantotenato de calcio - 30 mg, Vit. B12 — 70 ug, Vit. B2 — 18 mg, Vit. E — 75 mg,

Vit. K3 - 1 mg;

4 Composicéo dos nucleotideos: 98% de 5’inosinato dissddico e 5°guanilato dissédico
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Tabela 2. Composigdo nutricional calculada e valores determinados do §*3C (%o)? das

dietas basais pré-inicial 1, pré-inicial 11 e inicial®

Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
EM, kcal/kg 3404 3383 3350
PB, % 18,95 19,50 19,57
Lisina dig, % 1,45 1,33 1,17
Metionina dig, % 0,56 0,48 0,38
Treonina dig, % 0,91 0,84 0,74
Triptofano dig, % 0,25 0,24 0,22
Met+Cist dig, % 0,81 0,75 0,65
Isoleucina dig, % 0,80 0,76 0,78
Leucina dig, % 1,41 1,45 1,42
Valina dig, % 1,00 0,92 0,85
Lactose, % 10,15 5,67 0,00
Célcio, % 0,85 0,83 0,77
Fosforo disp, % 0,45 0,41 0,38

313C, %o

Dieta Basal (DB) -26,45 -27,59 -28,88
DB + 0,2% Nu -26,24 -27,71 -28,85
DB + 0,4% Nu -26,41 -27,71 -28,60
DB + 0,6% Nu -26,61 -27,41 -27,88

!Dietas basais sem suplementacdo de nucleotideos (Nu), nas demais dietas experimentais os nucleotideos

foram adicionados em niveis de 0,2%; 0,4% e 0,6% em substituicdo a igual quantidade de quirera de arroz.

Valores calculados com base nos niveis nutricionais apresentados por Rostagno et al. (2011) ou pelos

fabricantes das matérias primas.

2Valor isotopico expresso em 8 C das dietas em relacdo ao carvéo (padréo de trabalho) relativo ao padréo

PeeDee Belemnite (PDB).
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Tabela 3. Valores médios de consumo diario de racdo (CDR), ganho diario de peso
(GDP) e conversdo alimentar (CA) de leitdes alimentados com dietas contendo diferentes

niveis de nucleotideos

Idade Tratamentos? Valores de P
(dias) Variavel 0 02 04 06 CV,% Linear Quadratico Cubico
CDR,g 322 341 368 302 16,88 0,7370 0,0617 0,2942
21a36 GDP,g 239 256 286 240 18,62 0,6848 0,1030 0,2803
CA 135 134 130 126 888 0,1187 0,7738 0,7861
CDR,g 578 615 661 563 8,11 0,6296 <0,0100 0,1141
21a48 GDP,g 407 440 461 418 6,48 0,2819 <0,0100 0,2693
CA 142 140 143 134 487 05004 09568 0,2264
CDR,g 722 749 787 714 6,72 09468 0,0631 0,1679
21a55 GDP,g 475 497 516 471 518 10,8336 <0,0100 0,1869
CA 152 151 152 152 6,72 0,909 0,8435 0,6778

!Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissodico e guanilato

dissddico)
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Tabela 4. Valores de meia-vida (T, dias) e troca total (tes%, dias) da mucosa e parede
intestinal do duodeno e jejuno de leitdes alimentados com dietas contendo diferentes

niveis de nucleotideos

Tratamentos?
Segmento 0 0,2 0,4 0,6
T tose T toso T tos0s T tos0s
Parede 10,1 44 94 41 8,7 37 12,8 55
Mucosa 8,9 38 78 34 7,3 32 8,4 36

Parede 105 46 78 34 102 44 10,7 46

Mucosa 8,0 35 59 25 7,0 30 8,3 36
Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissddico e guanilato

Duodeno

Jejuno

dissddico)
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Tabela 5. Valores médios de peso relativo do intestino delgado (PRI)! de leitdes

alimentados com dietas contendo diferentes niveis de nucleotideos

Dias de abate Tratamentos? Valores de P

0,2 0,4 0,6 CV,% Linear Quadratico Cubico
3 3,369 3,307 3,116 3,153 14,2 0,507 0,858 0,774
5 4,014 3,479 3,464 3,444 105 0,129 0,284 0,612
8 4,272 4,012 4,352 4,123 10,5 0,129 0,284 0,612
12 3,519 3,983 4,856 4,657 9,4 <0,010 0,201 0,201
23 4,130 4,482 4,437 4,466 17,4 0,641 0,726 0,819
35 4,170 4,176 3,875 3,866 12,7 0,392 0,979 0,665
49 2,837 2,773 2,742 2,510 104 0,214 0,625 0,759

1 Peso relativo do intestino delgado (%) = (peso do intestino delgado, g/peso vazio, g) x 100;
2 Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissddico e guanilato

dissddico)
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Figura 1. Efeito dos niveis crescentes de nucleotideos nas dietas, sobre o consumo

diario de racdo (CDR) de leitdes de 21 a 48 dias de idade.
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Figura 2. Efeito dos niveis crescentes de nucleotideos nas dietas, sobre o0 ganho diario

de peso (GDP) de leitdes de 21 a 48 dias de idade.
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GDP = 0,4717 + 0,2563X — 0,4196X"
e R°=0762134
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Figura 3. Efeito dos niveis crescentes de nucleotideos nas dietas, sobre o ganho diario

de peso (GDP) de leitdes de 21 a 55 dias de idade.
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recebendo dietas suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49

dias de experimento.
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recebendo dietas suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49

dias de experimento.
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recebendo dietas suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49

dias de experimento.
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recebendo dietas suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49

dias de experimento.
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Efeito dos niveis de nucleotideos sobre o turnover do *3C e peso relativo de 6rgéos
de leitdes desmamados

RESUMO: Objetivou com esse trabalho avaliar a influéncia dos nucleotideos (inosinato
e guanilato dissodico) no turnover do 3C e peso relativo do bago, figado e pancreas.
Foram avaliados os seguintes tratamentos: dieta controle sem suplementacdo 0,0% de
nucleotideos (Nu); dieta contendo 0,2% de Nu; dieta contendo 0,4% de Nu e dieta
contendo 0,6% de Nu. Foram utilizados 87 leitbes desmamados (6,03 £ 0,23 kg) em
delineamento experimental em blocos ao acaso. No dia do desmame (dia zero) e nos dias
3,5, 8,12, 23, 35 e 49 apds o desmame foram abatidos trés leitbes por tratamento. Nao
foi observado efeito significativo (P > 0,05) dos niveis de nucleotideos no peso relativo
dos 6rgdos em nenhum dos dias de abate. Os valores da meia-vida do carbono para o bago
foram de 19,5; 18,1; 18,4 e 17,1 dias, para o figado foram de 10,4; 10,1; 10,1 e 11,3 dias,
e para o pancreas de 17,2; 14,6; 13,8 e 15,4 dias, para os leitdes que receberam dietas com
adicdo com 0%; 0,2%; 0,4% e 0,6% de Nu, respectivamente. Observou-se menores
valores de meia-vida do baco, figado e pancreas dos animais que receberam dietas com
adicao de 0,6%; 0,2% e 0,4% de Nu, respectivamente. A adi¢do de nucleotideos nas dietas
acelera o turnover do 3C no bago, figado e pancreas de leitdes recém-desmamados no
periodo de creche, possibilitando demonstrar a acdo trofica dos nucleotideos nesses

Orgaos.

Palavras chave: Baco, Figado, Guanilato Dissodico, Inosinato Dissédico, Leitdes,

Pancreas
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Effect of nucleotide levels on relative weight and carbon turnover 3C in organs of
weaned piglets

ABSTRACT: This study was conducted to evaluate effects of dietary supplementation
of nucleotide (disodium 5 guanylate and disodium 5 inosinate) on the carbon turnover *C
and relative weight of the spleen, liver and pancreas of weaned piglets. The treatments
were dietary supplementation with 0% (control); 0.2%; 0.4% or 0.6% nucleotide (Nu) of
diet. Eighty-seven weaned piglets of 21 days of age (6.03 + 0.23 kg average initial BW)
were used in a randomized complete block design. On the day of weaning (day zero) were
slaughtered three piglets and days 3, 5, 8, 12, 23, 35 and 49 after weaning, pigs were
slaughtered three per treatment. There were no significant effect (P > 0.05) of levels
nucleotides on relative weight in organs at the 3, 5, 8, 12, 23, 35 and 49 days of slaughter.
The values of carbon half-life to the spleen were 19.5; 18.1; 18.4 and 17.1, to the liver
were 10.4; 10.1; 10.1 and 11.3 day, to the pancreas were 17.2; 14.6; 13.8 and 15.4 day,
respectively, for the piglets fed 0,0%; 0.2%; 0.4% and 0,6% de Nu, respectively. Lower
values of half-life was observed to the spleen, liver and pancreas of animal were dietary
supplementation with 0.6%, 0.2% and 0.4% Nu, respectively. The nucleotides inclusion
in the diet accelerated the *3C turnover in the spleen, kidney and pancreas of weaned

piglets, allows demonstrating the trophic actions of nucleotides in these organs.

Key words: Spleen, Liver, Disodium Guanylate, Disodium Inosinate, Piglets, Pancreas
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INTRODUCAO

Os distarbios gastrintestinais, imediatamente apds o desmame dos leitbes, causam
perdas econdmicas na industria suinicola. Do total de suinos nascidos no Brasil, as perdas
podem chegar a 20% e grande parte dessas perdas estdo associadas a distarbios do trato
gastrintestinal (Dallanora et al., 2014).

Diante da necessidade de minimizar os efeitos do desmame sobre os leitGes,
alternativas com énfase no manejo produtivo, na nutri¢cdo e na biosseguranca tém sido
estudadas. Desse modo, ha grande interesse na realizacdo de estudos sobre aditivos
alternativos aos antibidticos melhoradores de desempenho, incluindo os nucleotideos.

A suplementacdo com nucleotideos na dieta é importante no desenvolvimento de
tecidos de rapido turnover celular, quando a capacidade de sintese endogena ndo é
suficiente para responder as maiores exigéncias, como em periodos de rapido crescimento
e de recuperacéo intestinal (Bueno et al., 1994; Cosgrove, 1998). No desmame varios sdo
os fatores estressantes que agem simultaneamente e comprometem o desempenho dos
leitbes, isso devido a alteracBes na estrutura e funcdo do intestino delgado. Portanto, é
possivel que neste periodo os leitdes apresentem maiores necessidades de nucleotideos.

Com os avangos tecnoldgicos de extracdo e purificacdo dos nucleotideos, nos
ultimos anos, tem havido interesse em aprofundar os estudos sobre a necessidade de
suplementacdo para animais jovens. Varios estudos avaliaram a utilizacdo dos
nucleotideos nas dietas de leitdes recém-desmamados (Carlson et al., 2005; Sauer et al.
2012; Weaver e Kim, 2014; Miassi et al., 2015; Amorim et al., 2016) visando melhorias
nas respostas fisiologicas para minimizar os distarbios causados pelo desmame (Rossi et

al., 2007; Sauer et al., 2010; 2011).



84

A técnica de isOtopos estaveis do carbono, por meio do fornecimento de dietas com
razdes isotdpicas contrastantes, tém sido utilizada de forma eficaz para determinar o
turnover dos tecidos animais, como em peixes (Zuanon et al., 2006), frangos de corte
(Carrijo et al., 2006; Pelicia et al., 2011), galinhas de postura (Denadai et al., 2006; 2009),
codornas de corte (Mori et al., 2008), e nos Gltimos anos, também em leitdes (Caldara et
al., 2010; Santos et al., 2015; Amorim et al., 2016).

Assim, espera-se que os nucleotideos adicionados as dietas possam influenciar o
turnover do carbono e o peso relativo de 6rgédos de leitdes recém-desmamados, auxiliando
0s processos de renovacéo celular e de crescimento desses 6rgdos. Objetivou com essa
pesquisa foi avaliar a influéncia dos nucleotideos na capacidade de adaptacdo dos leitdes

ao desmame pelo estudo do turnover do *3C e do peso relativo do baco, figado e pancreas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na UNESP, nas instalacbes experimentais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVVZ/UNESP, Campus de Botucatu,
e todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), dessa institui¢do sob o protocolo n® 155/2013 — CEUA.

Utilizaram-se 87 leitbes hibridos comerciais (machos castrados e fémeas)
desmamados com 21 dias de idade e peso médio de 6,03 £ 0,23 kg. Os leitdes foram
alojados em baias suspensas de 1,70 m? com piso ripado (trés animais por baia), equipadas
com comedouro, bebedouro tipo chupeta e campanula com resisténcia elétrica. Cortinas
instaladas nas laterais mantinham a ventilacdo interna do galpdo e um termometro de
méaxima e minima foi instalado a 0,80 m do piso das baias para auxiliar no controle diario

de funcionamento das campéanulas de aguecimento.
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Os animais foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso,
com quatro tratamentos, trés repeticOes, sete dias de abate e um animal por unidade
experimental. O critério para formacao dos blocos foi 0 peso e o sexo dos leitdes.

A principal fonte energética das dietas experimentais foi a quirera de arroz, matéria-
prima oriunda de planta do ciclo fotossintético Cs, para que apresentassem raz&o isotopica
de 1°C distintas das dietas fornecidas as matrizes, cuja ragdo de lactacio apresentava valor
de 5'3C de -16,14%o, pois receberam dietas cuja fonte energética principal foi o milho,
que é uma planta de ciclo fotossintético Cs. O procedimento de alterar a razao isotopica
das dietas fornecidas aos leites apds o desmame em relacdo aquelas fornecidas as
matrizes em lactacdo, foi necessario para possibilitar a avaliacdo da velocidade de
alteragdio na razdo isotopica (8*3C) do bago, figado e pancreas.

Os tratamentos constituiram-se de uma dieta basal sem adicdo de nucleotideos e
dietas com adicdo de 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos. A fonte de nucleotideos utilizada
era composta de guanilato e inosinato dissddico com 98% de pureza.

Durante o experimento os leitbes foram alimentados a vontade e submetidos ao
programa de alimentacéo por fases: dieta pré-inicial | dos 21 aos 35 dias, dieta pré-inicial
I dos 36 aos 49 dias e dieta inicial dos 50 aos 70 dias de idade. Todas as dietas foram
isoenergéticas, isoproteicas e formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais
minimas dos animais, de acordo com Rostagno et al. (2011).

As composicdes percentuais das dietas basais sdo apresentadas na Tabela 1 e os
valores nutricionais calculados, bem como os valores determinados das razdes isotopica
(813C) das dietas sdo apresentados na Tabela 2.

Nos dias 3, 5, 8, 12, 23, 35 e 49 apds o desmame, foram sacrificados, apds

eletronarcose, trés leitdes por tratamento. No dia do desmame (dia zero) também foram



86

abatidos trés leitdes, com o objetivo expressar a composicdo isotopica do baco, figado e
pancreas, que até entdo correspondiam a racao fornecida as matrizes nas fases de gestacao
e lactacdo e a racédo fornecida para os leitdes na maternidade.

Os leitdes foram pesados antes do abate e, ap6s o abate, o conteddo do trato
digestorio foi retirado, os orgdos (baco, figado e pancreas) foram lavados e colocados
sobre peneiras para drenagem do excesso de umidade e em seguidas pesados para
determinacdo do peso absoluto e, com base no peso do animal vazio (peso vivo menos
peso da digesta), foram calculados os pesos relativos destes drgaos.

Com o auxilio de pincas e tesouras, foram colhidas amostras da parte mediana do
baco, do lobo esquerdo do figado, e da parte inicial do pancreas (cabeca), as quais foram
lavadas com A&gua destilada, acondicionadas em sacos plasticos identificados e
imediatamente congeladas (-18°C) até a sua preparacao para as analises isotopicas.

Para a realizacdo das analises isotOpicas, as amostras foram descongeladas e secas
em estufa de ventilacdo forcada a 56°C por um periodo de 48 horas. Apés a secagem, as
amostras do baco, figado e pancreas, bem como das dietas, foram moidas em moinho
criogénico a -196°C (Spex-modelo 6750 freezer/mil), por trés minutos, e em alta
frequéncia (9700 rpm) para obtencdo de material homogéneo com aspecto microscopico
(menor 60um).

Aliquotas de 50 a 70 pg dos 6rgéos e das dietas moidas foram acondicionadas em
capsulas de estanho e pesadas em balanca analitica de alta sensibilidade para realizacéo
das analises isotopicas no Centro de Is6topos Estaveis Ambientais do Instituto de
Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu.

Para determinar a composicao isotopica das amostras foi utilizado o espectrémetro

de massas de razdes isotdpicas (Delta V Advantage Isotope Ratio MS, Thermo Scientific,
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Alemanha) acoplado ao Analisador Elementar (Flash 2000 Organic Elemental Analyzer
EA for IRMS), no qual em presenca de oxigénio e Oxido de cobre foram queimadas
quantitativamente para dioxido de carbono (COz). Os gases entdo formados foram
separados em colunas cromatograficas gasosa e analisado em espectrdmetro de massa.

Os resultados obtidos foram expressos em notagio & (delta) *C, em relagdo ao
carvao (padrdo de trabalho), o qual esta em relacdo ao padrdo internacional PeeDee
Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o ¢ calculado pela seguinte
equacao (1):

& 13C (amostra, padrio) = [(R amostra/Rpadrao) -1] X 10° 1)
Em que:
313C é o enriquecimento relativo da razio *3C/*2C da amostra em relagio ao padrdo PDB,
em partes per mil %o (Adimensional);
R = raz&o isotopica **C/*2C da amostra e do padrdo (Adimensional).

Para mensurar o tempo da substituicdo do carbono das dietas nos 6rgdos, nos 49
dias de analise, foi empregada a funcdo exponencial do tempo, expressa pela seguinte
equacdo (2) (Ducatti et al., 2002):

SBCq = 8'3Cp + [13C() - 813C(p] ™! (2)
Em que:
d13C (1) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t);
d13Cr = enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicao final;
d13C() = enriquecimento isotdpico do tecido, na condicio inicial;
k = constante de troca isotopica (turnover), em unidades de tempo;

t = tempo (em dias) desde a substituicdo da dieta.
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A fim de mensurar as trocas isotopicas do carbono nos orgaos estudados, as
constantes de turnover tecidual foram desmembradas em: constante de crescimento (g) e
constante metabolica (m). Utilizou-se a equacdo proposta por Abimorad et al. (2014)
(equacdo 3), para célculo das constantes de crescimento (c) e metabdlica (m), a partir da
equacao 2.

§%C( =8"Cep + [6°Cp - °°Cp] @™ (3)
Em que:
d13C (1) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t);
313C(r = enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de equilibrio, ou condicio final;
d13Ci) = enriquecimento isotdpico do tecido, na condic&o inicial;
g = constante de crescimento, em unidades de tempo™;
m = constante de turnover metabdlico, em unidades de tempo™;
t = tempo (em dias) desde a substituicdo da dieta.

Para obter-se o valor da constante de turnover tecidual, foi realizada a pesagem
individual de cada amostra no momento do abate. Para mensurar a constante de
crescimento (g), a partir dos pesos das partes analisadas, calculou-se uma derivacdo da
equacao de crescimento exponencial (4):

W =W, x et 4)
Em que:
W: peso do érgdo no dia da coleta;
Wo: peso médio inicial dos 6rgaos;
0: constante de crescimento em unidades de tempo-1;

t: tempo (em dias) desde a substitui¢do da ragéo.
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A partir da analise isotopica, obtém-se a constante de turnover (k), e através da
curva exponencial de crescimento obtém-se a constante de crescimento (g), sendo entéo,
a constante metabdlica (m) calculada por subtracdo simples (adaptado de Abimorad et al.
2014) (5).

k=g+m ()

O tempo (T) necessario para que ocorra a substituicdo dos atomos iniciais pelos
atomos finais foi determinada pela Eq. 6, na qual o valor de f (atomos trocados) pode
variar de zero (0) a 0,9999, para o calculo de meia vida, f assume o valor de 0,5 e para o
calculo do tempo total, f assume o valor de 0,95:

T =[-1/(K)] In (1-f) (6)
Em que:
T = meia-vida, unidade: tempo (dias);
k = constante de crescimento em unidades de tempo™;
In = logaritmo neperiano;

A meia-vida fornece a estimativa de velocidade no processo de troca dos is6topos
estaveis nos tecidos (Zanden et al., 2015). O célculo de troca total (equilibrio isotépico)
fornece confiabilidade no célculo da meia vida, pois permite verificar se o periodo
experimental foi suficiente para que ocorresse a troca dos carbonos da fracdo avaliada
pelos da nova dieta, dando maior confiabilidade para a determinacdo dos valores de meia
vida.

Os resultados isotopicos foram estimados considerando as curvas de diluigdo
isotopica obtidas pelo ajuste da regressdo ndo linear exponencial de primeira ordem no

software OriginPro®8 Professional (Microcal Software, 2016). Os resultados do peso
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relativo dos 6rgdos foram submetidos a analise de regressao utilizando-se 0o PROC GLM

do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA), atribuindo-se significancia quando P < 5%.

RESULTADOS

O valor isotopico médio do carbono das dietas fornecidas aos leitdes durante o
periodo experimental foi de -27,5%o (Tabela 2) e aos 49 dias de experimento todos 0s
Orgdos possuiam assinatura isotopica proxima ao da dieta, com valores médios de:
-27,1%o, -27,3%o, -26,8%0, -27,2%0 para o baco, -27,0%o; -27,1%o; -26,8%o; -27,1%0 para
o figado e -27,1%o, -27,3%o, -26,8%o, -27,2%o para o pancreas dos animais que receberam
dietas com adic¢do de 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos, respectivamente (Fig. 1, 2 e 3).

Os resultados dos valores de meia-vida (T), da substituicdo de 95% (tgse) doS
atomos e da fracdo de atomos de 3C trocados no periodo (F) no baco, figado e pancreas
de leitdes em funcdo das dietas fornecidas apds o desmame, encontram-se na Tabela 3.
Os valores de F igual ou superior a 80% foram considerados como sistema estabilizado.

Os animais que consumiram dieta contendo 0,2% e 0,4% de nucleotideos tiveram
menores valores de T (18,1; 18,4 e 17,1 dias) e tose; do 1*C (78, 80 e 74 dias) do bago, em
relacdo aos que receberam dieta controle (19,5 e 84 dias, respectivamente), indicando que
a adicdo de nucleotideos na dieta dos leitdes acelerou a velocidade de troca do carbono
no 6rgao, entretanto, a inclusdo de 0,6% de nucleotideos foi a que proporcionou turnover
mais rapido do 3C, sendo, respectivamente, 2,4 dias e 10 dias menores, em relacio a dieta
controle (Tabela 3).

A meia-vida do figado dos leitdes que receberam dietas com adi¢do de 0,2% e 0,4%
de nucleotideos foram menores (10,1 dias), comparado com aqueles alimentados com as

dietas controle ou com adicdo de 0,6% de nucleotideos (10,4 e 11,3 dias,
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respectivamente). Para tosy 05 valores foram de 45, 44, 43 e 49 dias para os leitdes que
receberam as dietas controle ou com adicao de 0,2%; 0,4% e 0,6% de Nu, respectivamente
(Tabela 3). Os valores de meia vida e substituicdo de 95% do carbono mostraram que a
incorporacéo do **C no figado foi mais rapida que nos outros 6rgéos estudados.

Ocorreu réapida incorporagéo do C no péncreas de leitdes alimentados com dietas
com adicéo de 0,4% nucleotideos, sendo que com 13,7 dias foi alcancado o valor de meia-
vida e teses com 59 dias. Os valores de meia-vida do pancreas para os leitGes nas dietas
controle, 0,2%; e 0,6% de nucleotideos foram de 17,2; 14,6 e 15,4 dias e de tgse foram de
74, 63 e 66 dias, respectivamente (Tabela 3), evidenciando a influéncia dos nucleotideos
na velocidade de troca do carbono neste 6rgéo.

Os valores de F para o baco foram 82; 85; 84 e 86 dias, para o figado foram 96; 97,
97 e 95 e para o0 pancreas foram 86; 90; 92 e 89 para os leitGes que receberam as dietas
controle ou com adicdo de 0,2%; 0,4% e 0,6% de Nu, respectivamente. O periodo
experimental ndo foi suficiente para que se trocasse todos os atomos de carbono-13 no
baco e pancreas, independente do tratamento, porém os valores alcancados acima de 80%
pode-se considerar como sistema estabilizado. J& para o figado, os valores de F
encontrados estavam acima de 90%, sendo o periodo experimental suficiente para que
ocorresse a troca de todos os atomos de 3C (Tabela 3).

Estdo apresentadas na Tabela 4 as constantes de turnover tecidual (k), a taxa de
crescimento (g) e a taxa metabdlica (m) do carbono-13 do baco, figado e pancreas de
leitbes dos 21 aos 70 dias de idade (0 a 49 dias de experimento). As curvas de crescimento
exponencial do bacgo, figado e pancreas, em funcdo das dietas dos O aos 49 dias de

experimento, sdo representadas nas figuras 4, 5 e 6.
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Os valores de k e de g de todos os 6rgéos estudados, independente da dieta oferecida
aos leitbes, foram préximos. Os valores das constantes m tenderam a zero tanto no baco
quanto no pancreas (Tabela 4), indicando que as maiores contribuicdes para a constantes
de turnover tecidual foram devido aos valores das constantes g, sugerindo que esses
Orgaos estavam em constate processo de crescimento e menor degradacao e ressintese.

A dissociacdo dos valores da constante de turnover (k) do figado, resultou em
valores da constante de crescimento (g) e da constante metabolica (m) semelhantes
(Tabela 4).

Os pesos relativos do baco, figado e pancreas de leites desmamados, obtidos no 3,
5, 8, 12, 23, 35 e 49 dias de abate, ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos niveis de

nucleotideos (Tabela 5).

DISCUSSAO

O valor isotdpico analisado do carbono-13 nos 6rgdos estudados no momento do
desmame foi, em média, de -18,3%o, proximo do valor isotopico do carbono-13 do milho
(planta do ciclo Cs4), que foi o principal componente presente na dieta das matrizes
durante o periodo de lactacdo, e ao final do experimento, aos 70 dias de idade, apds os
leitbes consumirem dietas constituidas predominantemente de arroz (planta do ciclo Cs),
os valores isotopicos encontrados foram em média de -27,1%o, refletindo a assinatura
isotopica das plantas Cz, indicando que as composicdes isotopicas dos tecidos de animais
geralmente assemelham-se as de suas dietas (Hobson e Clark, 1992; Caldara et al., 2007).

Essas constantes, comprova o modelo tedrico proposto por Ducatti et al. (2002) de

gue animais sao capazes de exprimir os resultados do enriguecimento relativo de carbono
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(8*3C) em fungdo do tempo de fornecimento de dietas contrastantes em §**C (formuladas
com graos de plantas dos ciclos fotossintéticos Cs e Ca).

O estado dinamico dos constituintes corporais, que sd@o continuamente formados e
utilizados para diferentes propositos, é denominado de turnover, de modo que todas as
substancias do corpo, sejam elas organicas ou inorganicas, estdo sujeitas ao turnover
(Hetenyi Jr et al., 1983). Para mensurar o turnover de componentes corporais e 0rgaos de
animais podem ser utilizadas dietas com assinaturas isotdpicas distintas (Gannes et al.,
1998), como demostrado no presente estudo.

A incorporacio do **C no figado foi mais rapida que no baco e no pancreas, pelo
fato dos valores de meia vida e substituicio de 95% do 3C neste 6rgdo serem inferiores
aos valores observados nos demais 6rgdos estudados, aléem disso, os valores de F
mostraram que o periodo experimental foi suficiente para trocar todos os atomos de
caborno-13, independente da incluséo, esses valores se encontram acima dos 95% de
troca, indicando que o figado € metabolicamente mais ativo que o bago e o pancreas.

A adicdo de nucleotideos nas dietas reduziu os valores de meia-vida (T) e de
substituicdo de 95% (tese) dos atomos de 3C no bago e no pancreas dos leitdes, indicando
aumento da taxa metabdlica desses 6rgaos, o que poderia exercer influéncia na capacidade
de resposta imune; pois 0 baco é um 6rgao importante do sistema imunologico (Carver,
1994; Andrade et al., 2011); e na capacidade de digestdo dos leitdes, tendo em vista a
importancia do pancreas para o processo digestivo (Sauer et al., 2011)

Como em suinos p desenvolvimento adequado da capacidade de producdo e
ativacdo das enzimas digestivas ocorre entre seis e oito semanas de idade (Mahan e
Newton, 1993; Bertol et al., 2000), no presente estudo os nucleotideos podem ter

propiciado, condi¢des que favoreceram o metabolismo do pancreas e, consequentemente,
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a producdo das enzimas pancreaticas necessarias para digestdo das dietas pos-desmame.
Os nucleotideos da dieta sdo especialmente utilizados por tecidos animais de rapido
turnover (Rhoads e Wu, 2009), e para animais em estado catabolico, como ocorre com
leitbes recém-desmamados, os nucleotideos podem se tornar importantes componentes
dietéticos para a manutencdo e regeneracao de 6rgdos (Fox et al., 1988; Carver, 1999).

O turnover nos tecidos resulta do crescimento, do catabolismo e da reposicédo dos
componentes teciduais (proteinas, lipideos e carboidratos) por rotas anabolicas. Em
condic¢des de manutencdo a taxa de crescimento € nula e as taxas de quebra e reposicédo
sdo semelhantes. No periodo de crescimento a formacdo de novos tecidos excede o
catabolismo e a massa de tecido € aumentada devido a replicacdo e aumento de tamanho
das células. Portanto, a taxa de turnover tecidual (k) depende da taxa de crescimento (g),
que reflete a deposicao de massa tecidual em relacdo a degradacéo, e da taxa de turnover
metabolico (m), que expressa o balanco entre quebra e ressintese dos componentes
teciduais (Millward, 1989; Wolfe e Chinkes, 2005).

Os valores das constantes de crescimento (g) verificadas para o bago e para o
pancreas foram semelhantes aos valores das constantes de turnover (k), pois as constantes
metabolicas (m) foram praticamente nulas, indicando que estes 6rgaos estavam em
processo de crescimento acelerado e com minimo de degradacéo e ressintese, tendo em
vista que o leitdo desmamado durante a fase fisioldgica estudada (21 aos 70 dias de idade)
prioriza o crescimento de 6rgdos vitais, tais como pancreas e bago (Pluske et al., 1997).

O figado é o 6rgdo responsavel pelo armazenamento e transporte dos nucleotideos
de acordo com as necessidades do animal (Li e Gatlin Ill, 2006) e, em condigdes
fisioldgicas normais, nucleotideos dietéticos sdo requeridos pelo figado. O fornecimento

insuficiente de nucleotideos pode ter efeitos negativos na estrutura e funcdo do figado
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(Mateo, 2005) e sua inclusdo na dieta pode promover o crescimento e a regeneracao dos
hepatdcitos (Carver e Walker, 1995). O turnover do **C no figado, avaliado pela meia
vida e substituicdo de 95% do *C, foi mais lento em leitdes que receberam dietas
contendo 0,6% de nucleotideos em relacéo aos demais tratamentos, contudo o valor de m
também foi menor numericamente que nos demais tratamentos. Assim sugere-se que pode
ter ocorrido menor taxa de degradacdo e maior preservacdo dos hepatdcitos quando os
animais foram alimentados com dietas contendo maior teor de nucleotideos.

Os resultados do presente estudo concordam com aqueles obtidos por Amorim et
al. (2016), que estudaram a influéncia da glutamina, glutamato e dos nucleotideos no
turnover do *C do baco, figado e péancreas de leitdes recém-desmamados. Os autores
observaram aumento na velocidade de substituicdo do carbono em todos os 6rgdos em
funcdo da suplementacdo com 1% de nucleotideos, concluindo que houve estimulo
anabolico dos nucleotideos.

O peso dos 6rgaos varia com o consumo de energia e/ou proteina, mas, sendo
similar o consumo e 0s niveis nutricionais das rac@es, o peso dos 6rgdos dos animais
possivelmente ndo serdo influenciados (Kelly et al., 1991; Rao e McCracken, 1992;
Pluske et al., 1997). O fato das dietas utilizadas neste experimento terem sido isoprotéicas
e com teores semelhantes de energia metabolizavel, poderia justificar o fato de nédo terem
sido encontradas diferencas nos pesos relativos dos 6rgaos dos animais que receberam as
diferentes racdes.

A auséncia de efeito dos niveis de nucleotideos no peso relativo do bago corrobora
o0 resultado obtido por Garcia (2007), que verificou que o peso relativo do bago nao foi
afetado pelo fornecimento de nucleotideos em niveis de até 0,8% na dieta de leitdes,

contudo, Andrade et al., (2011) observaram que o peso relativo do baco aumentou de
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forma linear com o aumento da inclusdo de nucleotideos nas dietas de leitdes em niveis
de até 600 ppm.

A idade, o inicio de fornecimento de racéo para os leitGes lactentes e o tipo da dieta
(simples ou complexas) sdo os principais fatores que influenciam o desenvolvimento do
pancreas e da atividade das enzimas pancreaticas (Cranwell, 1995). O peso do pancreas
pode representar mudancas na capacidade digestiva do animal pela alta correlacdo entre
0 Seu peso e a atividade das enzimas pancreaticas (Corless e Sell, 1999). Entretanto, no
presente estudo ndo foi verificado efeito da adicdo de nucleotideos na dieta sobre 0 peso
relativo do pancreas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira Janior (2008), trabalhando
com a inclusdo de 3% de extrato de levedura (5% de nucleotideos em sua composicao)
nas dietas, ndo encontrou diferenca no peso relativo do pancreas de leitdes desmamados.
Andrade (2013), também ndo constatou diferenca no peso relativo do pancreas de leitbes
desmamados aos 34 dias de experimentacdo em funcdo dos niveis de adicdo de
nucleotideos nas dietas (0, 100, 150 e 200 ppm).

O baixo nivel de desafio microbiano nas instalagdes em que a pesquisa foi realizada
também pode ser a razdo de ndo serem observadas diferencas no peso relativo dos 6rgaos
dos leitbes que receberam dietas com adicdo de nucleotideos. A fonte e o teor de
nucleotideos contidos nas fontes estudadas, o nivel de inclusdo nas dietas, o estado de
salide dos animais, bem como o ambiente em que sdo alojados sdo fatores que influenciam
nas respostas e, consequentemente, podem gerar resultados contraditérios nas pesquisas
(Jung e Batal, 2012).

A manutencdo da integridade e o adequado desenvolvimento dos 0rgéos,

principalmente aqueles relacionados com os sistemas digestério, sdo importantes,
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principalmente para os leitdes recém-desmamados, e a suplementacao de nucleotideos na
dieta auxiliou no processo de renovacgéo celular sugerindo acgéo trofica dos nucleotideos

nos orgdos estudados.

CONCLUSOES
A adicdo de nucleotideos nas dietas ndo altera o peso relativo do baco, figado e
pancreas, porém, acelera o turnover do **C no bago, figado e pancreas de leitdes recém-

desmamados.
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Tabela 1. Composicao percentual das dietas basais pré-inicial 1, pré-inicial 1l e inicial®

. Dietas

Ingredientes, % Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
Arroz, Quirera 53,50 57,99 65,21
Soja, Farelo 45% 20,00 24,00 28,00
Soro de leite seco 6,50 3,00 -
Acucar 4,00 3,00 -
Maltodextrina 20% 4,00 2,00 -
Concentrado Proteico Soja 2,51 2,00 0,50
Farelo de gluten 60% 2,60 2,00 1,00
Oleo de soja 1,30 1,30 1,30
Fosfato Bicalcico 1,85 1,75 1,65
Calcério 0,73 0,77 0,73
Cloreto de sédio 0,53 0,50 0,50
L-Lisina HCI (78,4%) 0,81 0,58 0,34
DL-Metionina (99%) 0,28 0,19 0,08
L-Treonina (98%) 0,34 0,24 0,13
L-Triptofano (99%) 0,05 0,03 -
L-Isoleucina (99%) 0,08 - -
L-Valina (96,5%) 0,22 0,09 -
Oxido de Zinco (77%) 0,34 0,20 0,20
Cloreto de colina (60%) 0,09 0,09 0,09
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02
Premix mineral 2 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico 3 0,15 0,15 0,15
Nucleotideos * 0,00 0,00 0,00

!Dietas basais sem suplementacdo de nucleotideos (Nu), nas demais dietas experimentais os nucleotideos
foram adicionados em niveis de 0,2%; 0,4% e 0,6% em substituicdo a igual quantidade de quirera de arroz;
2 Premix mineral - Niveis de garantia por kg de racéo: Ferro - 40 mg, Cobre - 35 mg, Manganés - 20 mg,
Zinco - 40 mg, Cobalto — 0,36 mg, lodo — 0,84 mg, Selénio — 0,12 mg;

3 Premix vitaminico - Niveis de garantia por kg de racdo: Vit. A - 25000 Ul, Vit. D3 - 5000 UI, Biotina - 5
mg, Niacina - 10 mg, Pantotenato de calcio - 30 mg, Vit. B12 — 70 g, Vit. B2 — 18 mg, Vit. E — 75 mg,
Vit. K3 - 1 mg;

4 Composicdo dos nucleotideos: 98% de 5’inosinato dissddico e 5°guanilato dissédico



104

Tabela 2. Composigdo nutricional calculada e valores determinados do §*3C (%o)? das

dietas basais pré-inicial 1, pré-inicial 11 e inicial®

Pré-inicial | Pré-inicial 11 Inicial
EM, kcal/kg 3404 3383 3350
PB, % 18,95 19,50 19,57
Lisina dig, % 1,45 1,33 1,17
Metionina dig, % 0,56 0,48 0,38
Treonina dig, % 0,91 0,84 0,74
Triptofano dig, % 0,25 0,24 0,22
Met+Cist dig, % 0,81 0,75 0,65
Isoleucina dig, % 0,80 0,76 0,78
Leucina dig, % 1,41 1,45 1,42
Valina dig, % 1,00 0,92 0,85
Lactose, % 10,15 5,67 0,00
Célcio, % 0,85 0,83 0,77
Fosforo disp, % 0,45 0,41 0,38

313C, %o

Dieta Basal (DB) -26,45 -27,59 -28,88
DB + 0,2% Nu -26,24 -27,71 -28,85
DB + 0,4% Nu -26,41 -27,71 -28,60
DB + 0,6% Nu -26,61 -27,41 -27,88

!Dietas basais sem suplementacdo de nucleotideos (Nu), nas demais dietas experimentais os nucleotideos

foram adicionados em niveis de 0,2%; 0,4% e 0,6% em substituicdo a igual quantidade de quirera de arroz.

Valores calculados com base nos niveis nutricionais apresentados por Rostagno et al. (2011) ou pelos

fabricantes das matérias primas;

2Valor isotopico expresso em 3 C das dietas em relagdo ao carvdo (padrédo de trabalho) relativo ao padréo

PeeDee Belemnite (PDB).
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Tabela 3. Valores de meia-vida (T, dias), troca total (tesw, dias) e fracio de atomos de *C
trocados no periodo experimental (F, %) de 6rgaos de leitdes dos 21 aos 70 dias de idade
(0 a 49 dias de experimento) alimentados com dietas contendo diferentes niveis

nucleotideos

Tratamentos®
Orgéos 0 0,2 0,4 0,6
T tesw F T  tesw F T  tesw F T  tosy F
Baco 195 84 82 180 78 85 184 80 84 17,1 74 86
Figado 104 45 96 10,1 44 97 101 43 97 11,3 49 95
Pancreas 17,2 74 86 146 63 90 137 59 92 154 66 89

!Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissodico e guanilato

dissddico)
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Tabela 4. Constantes de turnover tecidual (k), taxa de crescimento (g) e taxa metabdlica
(m) do 3C no bago, figado e pancreas de leitdes dos 21 aos 70 dias de idade (0 a 49 dias

de experimento)

Orgéo Tratamentos? k, d? g, d? m, d?
0 0,0356 0,0378 -0,0023
0,2 0,0384 0,0486 -0,0102
Baco
0,4 0,0376 0,0416 -0,0039
0,6 0,0405 0,0425 -0,0020
0 0,0668 0,0352 0,0317
0,2 0,0688 0,0386 0,0302
Figado
0,4 0,0689 0,0388 0,0300
0,6 0,0615 0,0357 0,0258
0 0,0402 0,0430 -0,0028
0,2 0,0476 0,0440 0,0036
Pancreas
0,4 0,0504 0,0442 0,0061
0,6 0,0450 0,0430 0,0020

Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissddico e guanilato

dissddico)



107

Tabela 5. Valores médios de peso relativo® (%) do baco (PRB), figado (PRF), e pancreas

(PRP) de leitdes alimentados com dietas contendo diferentes niveis nucleotideos

Dia de Tratamentos? Valores de P
Abate 0 02 04 06 CV,% Linear Quadratico Cubico
PRB 019 0,21 0,21 0,15 16,90 0,167 0,092 0,542
3° PRF 237 231 237 249 620 0,312 0,355 0,897
PRP 012 012 012 011 2280 0,613 0,892 0,989
PRB 0,17 0,17 0,19 0,20 17,90 0,218 0,872 0,743
5o PRF 2,18 240 226 205 830 0,323 0,095 0,575
PRP 0,14 0,16 014 014 1860 0,996 0,536 0,546
PRB 0,19 0,17 0,20 0,18 17,90 0,218 0,872 0,743
8° PRF 237 229 226 240 830 0,323 0,095 0,575
PRP 0,16 0,17 0,16 0,17 18,60 0,996 0,536 0,546
PRB 0,17 0,18 0,16 0,22 32,40 0,454 0,530 0,532
12°  PRF 266 311 2,77 291 690 0,473 0,229 0,052
PRP 0,24 0,17 0,18 0,18 13,00 0,065 0,464 0,941
PRB 0,19 0,15 0,17 0,19 16,30 0,826 0,165 0,632
23 PRF 305 317 289 286 830 0,251 0,624 0,359
PRP 0,18 0,18 0,17 020 820 0,177 0,330 0,469
PRB 0,18 0,17 016 0,19 580 0,420 0,310 0,175
35  PRF 3,14 287 286 282 11,00 0,286 0,565 0,749
PRP 0,20 0,18 0,18 0,20 12,70 0,927 0,179 0,863
PRB 0,19 0,24 0,20 0,22 3880 0,763 0,722 0,491
49°  PRF 247 289 2,72 2,47 10,80 0,809 0,085 0,498
PRP 0,19 0,20 0,20 0,20 15,00 0,777 0,970 0,847

1 Peso relativo de 6rgédos (%) = (peso do érgéo, g/peso vivo, g) x 100;
2 Dietas suplementadas com 0,0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos (98% de inosinato dissddico e guanilato

dissddico)



-184

-20 -

-22 -

813C, %o

24

261

0,0% de Nu
3'°C=-27,83+10,16e %
R’= 0,98

18

-204

-22 -

8130, %o

-24

-26 -

Tempo, dias

0,4% de Nu
§'°C=-27,76+10,21e
. R°= 0,98

-0,0376t

Tempo, dias

5"°C, %o

108

184 0,2% de Nu
§"°C=-27,47+9,66e "
2
-20- R= 0,98
-22 -
24 4
-26 4
(I) 1IO 2I0 3IO 4I0 5IO
Tempo, dias
184 0,6% de Nu
§'°C= -27,47+10,00e "™
2_
0. R’= 0,96
md -22 1
24
-26 -
6 1I0 2b 3I0 4b 5I0

Temnn diac

Figura 1. Curvas de diluicdo isotdpica do carbono do baco de leitbes recebendo dietas

suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49 dias de experimento
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suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49 dias de experimento
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Figura 4. Curva de crescimento exponencial do baco de leitdes recebendo dietas

suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49 dias de experimento
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Figura 5. Curva de crescimento exponencial do figado de leitdes recebendo dietas

suplementadas com 0; 0,2; 0,4 e 0,6% de nucleotideos dos 0 aos 49 dias de experimento
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CAPITULO 4
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IMPLICACOES

Os resultados desse estudo demonstraram a importancia da suplementacdo de
nucleotideos nas dietas de leitbes recém-desmamados, pois proporcionaram melhores
condicBes para a incorporacao de carbono na mucosa intestinal, auxiliando o turnover
celular, o que é benéfico para o reparo da mucosa intestinal comprometida pelos efeitos
do estresse pos-desmame e, consequentemente, favorecendo a capacidade de
digestdo e de absorcéo intestinal dos leitdes.

O exato metabolismo dos 4cidos nucleicos ingeridos por animais jovens ainda é
desconhecido. As pesquisas utilizando nucleotideos ndo informam a composi¢éo da sua
fonte, dificultando a melhor definicdo de sua especificidade para leitdes desmamados.

Sintetizar nucleotideos pela via de novo é metabolicamente custosa quando
comparado a sintese pela via de salvamento, e requer glutamina. Os nucleotideos sédo
importantes para a manutencdo do estado de salde dos animais, sendo que durante
periodos de crescimento rapido, desafio sanitario, lesdo e estresse, as exigéncias de
nucleotideos sdo maiores. As dietas fornecidas aos leitdes recém-desmamados sé&o
deficientes em nucleotideos, e por desempenharem papel importante na funcdo
intestinal e no sistema imunolégico, os nucleotideos devem ser suplementados nas
dietas desses animais.

Este estudo demonstrou que a técnica dos is6topos estaveis do carbono tem
potencialidade de uso com objetivo de avaliar a taxas de turnover do intestino delgado
e dos 6rgaos de leitbes desmamados quando se utilizam dietas com valores isotopicos
distintos. Sugere-se outras pesquisas com nucleotideos para se avaliar o funcionamento

do sistema imune e a resisténcia a infec¢do de patégenos em leitbes desmamados.



