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“ A forca de vontade deve ser mais forte do que a habilidade”

(Muhammad Ali)

“ Nunca ande pelo caminho tragado,
pois ele conduz somente até onde os outros foram”

(Alexandre Graham Bell)
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



INTRODUCAO

A avicultura brasileira passou a ter maior intensidade no seu processo de
producdo a partir da década de 60, devido a fatores como melhoria genética, introducio
de novas tecnologias, uso de instalagdes mais apropriadas, alimentagdo racional e
parceria entre produtor e a agroindustria, através de contratos de integracdo (CARMO,
1999). Desde entdo esse setor passou a ter carater industrial, impulsionado pelos
constantes aumentos de producdo. Atualmente, a avicultura brasileira representa um
exemplo de atividade e de cadeia produtiva de sucesso, sendo o setor que mais tem se
destacado no campo da produgdo animal (LOPES, 2011).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de carne de frango com 12,7
milhdes de toneladas produzidas no ano de 2013 e manteve a posicdo de maior
exportador mundial, sendo embarcados 4,08 milhdes de toneladas de carne em 2013,
com uma reducdo de 1,5 % em relagdo a 2012 (UBABEF, 2014).

As linhagens comercializadas e criadas atualmente s3o geneticamente
melhoradas para rapido crescimento e maximo desempenho, constituindo, até o presente
momento, o objetivo principal da indastria avicola. Sendo assim, em func¢do do
constante melhoramento genético aplicado sobre as populagdes na avicultura industrial,
que resulta em mudangas no crescimento das linhagens disponiveis no mercado
brasileiro, como também no desenvolvimento da carcaca e das partes, tornam-se
necessarias pesquisas que permitam elaborar modelos de crescimento destas linhagens
(MARCATO, 2007).

Os constituintes corporais encontram-se em estado dindmico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propositos. Esse processo ¢
geralmente chamado de turnover. Todas as substancias do corpo sejam elas organicas
ou inorganicas, estdo sujeitas ao turnover (HETENYI; PEREZ; VRANIC, 1983). As
taxas de turnover podem variar entre as diferentes espécies, tecidos, e sdo influenciadas
pelo estado fisiologico do animal (KENNEDY; KROUSE, 1990), dessa forma, a taxa de
incorporac¢do do carbono da dieta no tecido pode sofrer influéncia do crescimento em
animais jovens.

A maioria dos estudos de turnover utilizando as variacdes naturais do 8'°C dos
alimentos se baseou na velocidade de troca do carbono tecidual a partir da ingestdo de

alimentos com assinaturas isotdpicas distintas, portanto, a técnica dos is6topos estaveis



pode ser util em estudos de fisiologia e nutricio animal, uma vez que as taxas de
substituicdo do carbono tecidual podem ser influenciadas por fatores ambientais,
nutricionais e sanitarios (CARRIJO; PEZZATO; DUCATTI, 2000).

Animais adultos sdo utilizados em grande parte dos estudos para determinagio
de taxas de turnover isotopico, provavelmente a fim de evitar erros de interpretacdes
causadas pelo fator crescimento. Zuanon (2003) avaliando o turnover do carbono
muscular de Tilapias do Nilo em crescimento, verificaram que o modelo matematico
proposto por Ducatti et al. (2002), para avaliar a substituicdo do carbono tecidual em
animais adultos, mostrou-se também adequado para animais em crescimento e
concluiram que, neste caso, o acréscimo de massa tecidual ¢ o principal fator na
velocidade de diluigdo isotopica do carbono tecidual (turnover isotopico) em relacdo ao
turnover metabdlico. Sendo assim, torna-se necessario determinar o que ¢ turnover
tecidual e separar a parte que sofre influéncia do crescimento do animal (formagdo de
tecido).

A adaptacdo e o aperfeicoamento de modelos matematicos, mais avancados, da
incorporacdo da dieta pela distribuicdo dos elementos em organismos vivos permitem
avaliar de forma ampla os resultados obtidos pela técnica de isotopos estaveis,
determinando se a taxa de troca isotdpica € Unica ou fracionada em um mesmo periodo
avaliado (mais de um pool metabdlico). Segundo Cerling et al. (2007), existe a
possibilidade de obtencdo de até trés pools metabolicos, e o autor afirma que a variavel
do progresso da reagdo de troca isotopica normaliza e permite que o sistema seja tratado

como fungdes lineares ao invés de fungdes exponenciais.



REVISAO DE LITERATURA

Crescimento e Desenvolvimento de Frangos de Corte

Em sistemas de producdo da carne, o conhecimento dos fatores que determinam
o crescimento e o desenvolvimento dos tecidos dos animais, ¢ fundamental para a
adequagdo de programas de melhoramento, de manejo nutricional, ambiéncia, defini¢cdo
da idade de abate, entre outros para alterar a quantidade e a qualidade da carne
produzida (BRIDI, 2013).

Segundo Bridi (2013), desde o momento da concep¢do, os individuos crescem e
se desenvolvem. O crescimento é caracterizado pelo aumento de peso, comprimento,
altura e circunferéncia em fun¢io da idade. J4 o desenvolvimento implica em mudangas
na conformacdo corporal e das fungdes do organismo.

De acordo com esse mesmo autor, 0os animais apresentam crescimento em
func¢do do tempo que pode ser representado por uma curva sigmoide, sendo este modelo
tedrico o mais aceito para explicar o crescimento dos animais. Durante os estagios
precoces do crescimento, a taxa de ganho de peso aumenta (fase de aceleragdo) até o
individuo alcangar a puberdade. Apds essa fase, a taxa de crescimento diario comeca a
declinar gradualmente chegando a zero quando o animal atinge o peso corporal adulto.

O crescimento dos animais de acordo com a idade pode ser expresso por meio de
modelos matematicos, como por exemplo: Gompertz, Richards, Logistica, Bertalanfly.
De acordo com Knizevotd, Hyanek; Knize (1991), a fungdo Gompertz, além de permitir
ajuste dos dados de forma semelhante ao obtido com outras fung¢des de crescimento
mais complexas, possibilita calcular taxas de crescimento para os componentes
corporais (penas, gordura, proteina, cinzas, agua), que auxiliam na definicdo de relagdes
alométricas entre os componentes. Entre outras vantagens da funcdo de Gompertz,
Fialho (1999) menciona que ao contrario das outras fungdes, a massa corporal inicial ¢
sempre superior a zero, o que indica que o animal ja4 nasce com algum peso, além de
possuir propriedades desejaveis para expressar a curva de crescimento do animal.

O tecido Osseo desmineralizado, o6rgdos e musculos sdo constituidos
principalmente por proteinas, sendo assim, o crescimento das aves pode ser
caracterizado principalmente pelo aumento do conteudo corporal de proteina. Durante o

crescimento, os musculos necessitam de aporte relativamente alto em aminoécidos,



principalmente os essenciais, importantes reguladores do crescimento, atuando
diretamente na sintese e degradagdo proteica (MILLWARD; RIVERS, 1988).

As proteinas sintetizadas pelo corpo tém um tempo de existéncia finito e estdo
sujeitas a uma série de modificacdes, as quais fazem parte dos processos do controle
metabolico. Os carboidratos assimilados da dieta podem ser estocados no figado como
glicogénio e nos musculos, como glicogénio ou lipidios, assim como a gordura pode ser
armazenada como triglicerideos em varios tecidos. Entretanto, ndo existem formas que
as proteinas assimiladas possam ser armazenadas em quantidade (COWEY; SARGENT,
1979), pois todas as proteinas corporais apresentam funcdo estrutural ou catalitica e,
portanto, estdo constantemente sendo degradadas e re-sintetizadas. Esse fenomeno
envolve principalmente as proteinas intracelulares, que sdo sintetizadas e degradadas
todos os dias em todas as células corporais (SWICK; BENEVENGA, 1977).

O crescimento apresenta caracteristicas alométricas, isso significa que, cada
tecido possui velocidade diferente de crescimento (BRIDI, 2013). Para que ocorra o
desenvolvimento muscular, é necessaria a existéncia do suporte que sdo 0s 0ssos, por
isso o desenvolvimento Osseo ocorre anteriormente ao desenvolvimento do tecido
muscular que, por sua vez, ¢ anterior ao do tecido adiposo, como se observa na figura 1.
Sdo fendmenos perfeitamente coordenados, distinguindo-se por maior ou menor taxa
especifica de crescimento (propria do tecido) em determinado momento (GONZALES;

SARTORI, 2002).

Ganho de peso didrio

Idade desde a concepciio

Figura 1. Desenvolvimento dos 6rgdos por ordem de deposicdo dos tecidos nos

animais. Fonte: Adaptado de BRIDI (2013).

O efeito observado nas diferentes taxas de crescimento entre os tecidos € o

resultado da mudanga nas propriedades bésicas do metabolismo de cada um deles. Em



condi¢des normais, a chegada da maturidade corporal causa redugio na taxa de sintese e
aumento na taxa de degradacdo das proteinas, reduzindo bastante a deposi¢do de
proteina corporal, e consequentemente, diminuindo a taxa de crescimento (CYRINO,
1995). Sendo assim, no inicio do desenvolvimento do animal, a taxa de anabolismo ¢
maior que a taxa de catabolismo e o tecido cresce. Com o passar do tempo, a diferenca
entre esses processos diminui até tornar-se nulo e o tecido para de crescer
(MILLAWARD et al., 1982).

Como a substituicdo do carbono tecidual nos animais em crescimento esta
intimamente associada as taxas de sintese e degradacdo proteica e de outros compostos
de carbono, pode ser utilizada a metodologia envolvendo a varia¢do natural do 5"°C
tecidual ou corporal para avaliar a qualidade da dieta e a eficiéncia com que ¢ utilizada
pelos animais (OLIVEIRA, 2005). De acordo com Zuanon (2003), essa metodologia
pode ser considerada apropriada por avaliar a substitui¢do do carbono tecidual durante
periodos prolongados (varios dias e/ou alguns meses), fornecendo diretamente a taxa de

turnover, em vez de taxas de sintese e degradagdo separadamente.

TECIDOS CORPORAIS

Musculo

O desenvolvimento do musculo esquelético em vertebrados é um processo bem
organizado que envolve diversos eventos, inicia na fase embriondria e continua durante
toda a vida. Esses processos bioldgicos envolvem a adesdo celular, migracdo celular e a
interac¢do célula-célula (BUCKINGHAM et al., 2003).

O crescimento da fibra muscular apresenta quatro etapas: formagdo dos
mioblastos, fusdo dos mioblastos para formar miotubos, diferenciacdo dos miotubos
para formar miofibras e crescimento das miofibras. As trés primeiras etapas ocorrem
somente durante o desenvolvimento pré-natal, e a ultima etapa ocorre antes e apds
eclosdo. No entanto, ha evidencias de que pode haver pequeno aumento do numero de
miofibras no periodo pds eclosdo, através de células satélites. O numero de células
satélites diminui durante o processo de crescimento e aumenta nos processos de

regeneracdo (GONZALES; SARTORI, 2002).



O crescimento muscular ocorre de duas formas: hiperplasia e hipertrofia. A
hiperplasia ¢ definida como o aumento do nimero de células, enquanto que a hipertrofia
refere-se ao aumento do tamanho da fibra muscular. Apds o nascimento, o crescimento
muscular ocorre pelo aumento do tamanho de fibras musculares, que ¢ a consequéncia
do acumulo de proteinas musculares, o que gera aumento no volume celular, e fusdo de
células satélites com as fibras existentes (MOSS, 1968). Tanto a hiperplasia como a
hipertrofia, sdo reguladas por interagdes entre células musculares e sua matriz
extracelular (VELLEMAN, 2007).

Células satélites sdo as células precursoras da musculatura esquelética apds o
nascimento. Estas células estdo localizadas entre a membrana plasmatica e a lamina
basal da fibra muscular (SEALE et al., 2000). Apds o nascimento, as células satélites
sdo as unicas células musculares que ainda proliferam, diferenciam-se e fundem-se com
as fibras musculares adjacentes ou com outras células satélites (MAURO, 1961). Os
nucleos adicionais sdo acrescentados as fibras musculares, levando a acréscimo da
massa muscular através da sintese proteica, resultando na hipertrofia muscular
(ALLEN; MERKEL; YOUNG, 1979). No musculo maduro, células satélites sdo
quiescentes, mas podem ser ativadas em repostas a estimulos como crescimento e
injurias, para reparar as miofibras. Este processo consiste em curta fase de proliferag@o,
seguida pela saida do ciclo celular, a diferenciagdo em mioblastos e finalmente a fusio
com os miotubos (KOLEVA et al., 2005).

Ha nos frangos de corte, diferentes tipos de fibras musculares. O musculo
esquelético da ave ¢ similar ao dos mamiferos, contendo os mesmos tipos de proteinas
contrateis (miosina, actina e suas proteinas associadas), arranjadas de tal modo que lhe
da aparéncia estriada. De acordo com as caracteristicas metabdlicas, as fibras sdo
classificadas em tipo I, de contracdo lenta e metabolismo oxidativo; tipo IIA de
metabolismo oxidativo e glicolitico, com contracdo rapida e tipo IIB de contragdo
rapida e metabolismo glicolitico. As fibras I e IIA s@o aerdbicas e de alta taxa
metabdlica. As fibras IIB tém menores taxas metabdlicas e apresentam maior area
(GONZALES; SARTORI, 2002).

Existem dois tipos de musculos esqueléticos, o vermelho e o branco. O vermelho
¢ constituido predominantemente por fibras oxidativas (tipo I) e o branco é formado

predominantemente por fibras glicoliticas (tipo IIB). Nos frangos, o musculo peitoral



apresenta predominantemente fibras do tipo IIB - fibras brancas anaerdbicas
(GONZALES; SARTORI, 2002).

O ntmero de fibras no musculo esta relacionado com a taxa de crescimento do
animal. De um modo geral, os frangos de corte selecionados para rapido crescimento
tém mais fibras do que as linhagens de crescimento lento (GONZALES; SARTORI,
2002). De acordo com Remignon et al. (1994), as linhagens selecionadas para alto
crescimento apresentaram maior nimero de fibras nos musculos (aproximadamente
25% a mais) do que as linhagens selecionadas para baixa taxa de crescimento. Segundo
Gonzales; Sartori (2002), os animais jovens tém fibras menores que os adultos e as
fémeas apresentam fibras menores do que os machos de mesma idade cronolégica.

A maior quantidade de proteinas contidas no corpo do animal estd presente nos
tecidos musculares. O tecido muscular ¢ considerado uma mistura de proteina diluida
em solug¢do aquosa, por conter aproximadamente 70% de agua. Agua e proteina estdo
presentes em uma razdo aproximada de 4:1. A quantidade de carboidrato é pequena,
sendo o glicogénio a forma predominante encontrada, e em quantidades minimas, acido
latico e acido citrico. Contém fosfolipidios e colesterol em quantidade variavel. Os
compostos inorganicos predominantes sdo o potassio, fosforo e enxofre € em menores
teores, também sdo encontrados, magnésio, calcio, ferro, cobalto, cobre, zinco e
manganés (GONZALES; SARTORI, 2002).

O tecido muscular ¢ influenciado diretamente pela quantidade e balanceamento
de aminoacidos presentes nas dietas. Em situagdo de deficiéncia ou desbalanco de
aminoacidos, este tecido ¢ prontamente degradado para suprir outros tecidos
considerados mais vitais (TESSERAUD et al., 2011). A idade também influencia o
ganho de proteina muscular (g/dia), total de massa muscular e capacidade de sintese
proteica, que diminuem conforme a idade da ave (TESSERAUD; CHAGNEAU;
GRIZARD, 2000).

Sangue

As principais fungdes deste tecido sdo: transporte de oxigénio do pulmio para os
tecidos e transporte de gas carbonico dos tecidos para os pulmdes; absor¢do e transporte
de nutrientes do lumen intestinal para o figado e demais tecidos; transporte de

horménios de glandulas enddcrinas para células alvo; transporte de calor dos tecidos



termogénicos para a superficie da pele; fung@o protetora por meio das células de defesa
(leucécitos); regulagdo do conteudo de agua corporal e eliminacdo de produtos do
catabolismo celular (MACARI; LUQUETTI, 2002).

O sangue representa ao redor de 7% do peso vivo do frango de corte. Este tecido
¢ composto por duas partes, sendo uma composta de células (hemacias, leucécitos e
trombdcitos) e outra fluida (plasma com sais e proteinas dissolvidas). As hemacias
(44% do sangue) sdo produzidas na medula 6ssea com vida média em torno de 28 a 35
dias. Na hemaécia encontra-se a hemoglobina que, devida a sua alta afinidade pelo
oxigénio e gas carbonico, ¢ responsavel pelo transporte desses gases no sangue. O
nimero de leucocitos varia entre 2.000 até 3.000 células/uL. No entanto esse nimero
pode variar em fungdo de sexo, idade, condi¢cdes de estresse e doencas (MACARI;
FURLAN; GONZALES, 1994).

Nas aves, o sangue nio contém plaquetas; os trombocitos € que desempenham o
papel delas durante os mecanismos de coagula¢do do sangue. A coagulagdo é um
mecanismo importante, pois evita a perda de sangue por ocasido de hemorragia. Ela
implica na formac¢do do coagulo que nada mais ¢ do que a transformacdo de uma
proteina solivel, o fibrinogénio, em proteina insolavel, a fibrina (MACARI; FURLAN;
GONZALES, 1994).

Plasma sanguineo

O volume do plasma corresponde a parte liquida do sangue e equivale a cerca de
5% do peso corporal das aves. O plasma ¢ uma solu¢do aquosa formada por compostos
de pequeno e elevado peso molecular, que correspondem a 10% do seu volume. As
proteinas plasmaticas correspondem a 7% (globulinas, albumina e fibrinogénio), os
compostos inorganicos a 0,9% (sédio, potéssio, calcio, magnésio e cloro), e o restante
composto por elementos orgénicos diversos como aminoécidos, vitaminas, hormonios
(insulina, epinefrina e tiroxina), glicose e residuos do metabolismo (creatinina, acido
urico e bilirrubina). O plasma ¢ considerado indicador da composi¢do do liquido
extracelular, pois os componentes de baixo peso molecular estdo em permanente
equilibrio através das paredes dos capilares e das vénulas com o liquido intersticial dos

tecidos (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002).
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Muitas das caracteristicas atribuidas ao plasma sdo fungdes dos seus
componentes proteicos, os quais auxiliam na manutengdo da pressdo osmotica
intravascular, no transporte de varios constituintes plasmaticos (hormonios, produtos
residuais), no mecanismo de coagulacdo e na protecdo do corpo pelas imunoglobulinas
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Segundo Macari, Furlan; Gonzales (2002) o plasma sanguineo ¢ responsavel
pela homeostase corporal dos animais, sendo encarregado pelo transporte, entre os
tecidos, de proteinas, sais inorganicos e hormdnios com a finalidade de manter as
atividades consideradas mais vitais do organismo, em funcionamento normal. Somente
em situacdes severas de desnutricdo ou desbalanceamento e/ou deficiéncia de
nutrientes, sdo observadas modifica¢des significativas nos componentes plasmaticos.

O plasma sanguineo possui rapida taxa de troca isotdpica incidindo em ligeira
adequagdo a alimentagdo fornecida as aves, possibilitando a verificagdo de alteracdes

metabolicas (FERNANDEZ-FIGARES et al., 1997).

Figado

O figado esta suspenso pelo peritonio nas cavidades celomicas hepatica, dorsal e
ventral, direita e esquerda. No periodo de incubacdo possui uma cor amarelada devido a
cor da gema, carreados com os lipidios para o figado nos ultimos estagios de incubag@o.
J& nas aves adultas, possui cor escura. O peso do figado aumenta 33,9 vezes do periodo
da incubagdo até o periodo da maturidade (McLelland; King, 1970 apud SISSON;
GROSSMAN, 1986).

De acordo com Guyton; Hall (2006), o figado ¢ um grande agrupamento celular
quimicamente reativo, que possui elevada taxa metabolica, compartilha substratos e
energia com um e outro sistema metabdlico, processa e sintetiza multiplas substancias
que sdo transportadas para outras areas do corpo e realiza ampla quantidade de funcdes
metabolicas. No embrido, este 6rgdo produz células sanguineas. No adulto, remove da
corrente sanguinea as células vermelhas “velhas”, libera substincias necessarias a
coagulagdo do sangue e pode remover substincias téxicas do sangue (BOLELI,
MAIORKA; MACARI, 2002).

O novo perfil da taxa de crescimento do frango “moderno” resultou na elevagéo

da taxa metabdlica no inicio do ciclo produtivo. Essa alteragdo metabdlica tem sido
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relatada como a maior responsavel pelo acimulo de gordura na carcaga de frangos de
corte (CARTER, 1993). Existem varias fungdes metabolicas que envolvem o figado e
podem ser aumentadas ou diminuidas de acordo com a dieta ingerida. O figado tem a
fun¢do metabdlica extremamente importante de regular a concentragdo no sangue da
maioria dos metabolitos, particularmente glicose e aminoécidos. No caso da glicose, isto
¢ alcancado absorvendo seu excesso e convertendo-o em glicogénio ou gordura. Entre
as refeigdes, os depositos de glicogénio hepatico podem ser mobilizados, permitindo a
liberagdo de glicose para o sangue (LANA; ROSTAGNO; ALBINO, 2000).

Sendo assim, o figado €, por exceléncia, o 6rgdo de escolha para se conhecer a
condi¢do de saude geral e nutricional dos animais. Alteracdes causadas por problemas
decorrentes de, principalmente, mau manejo alimentar, além de falhas nos manejos
sanitario e zootécnico, ou da presenca generalizada de agentes infecciosos refletem em
sua estrutura e fun¢do (TIRAPEGUI; ROGERO, 2007).

No metabolismo proteico, o figado exerce fungdes importantes como: formagao
de proteina plasmatica, remo¢do da amonia nos liquidos corporais, desaminac¢do de
aminoacidos e, interconversdes entre diferentes aminodcidos e outros compostos
importantes para o metabolismo do organismo. E responsavel pela sintese de cerca de
90% das proteinas plasmaticas (TIRAPEGUI; ROGERO, 2007).

O figado também apresenta elevada taxa de troca isotdpica, respondendo
rapidamente a alteragdes nutricionais, sendo um O&rgdo essencial as alteracdes e

necessidades metabolicas (HOBSON; CLARK, 1992a).

Isétopos Estaveis Ambientais de Carbono

O termo isétopo foi criado pelo Sr. Frederick Soddy e vem do grego 1O
(mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), referindo-se ao fato de que sdo elementos que
ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. Os is6topos podem ser definidos como
atomos do mesmo elemento quimico, que apresentam o mesmo numero de protons e
diferentes numeros de néutrons, consequentemente, apresentam diferentes numeros de
massas. Por possuirem sua camada eletronica igual, ou seja, com o mesmo nimero de
elétrons, pode-se dizer que apresentam as mesmas propriedades quimicas e diferentes
propriedades fisicas. Caracterizd-los como estaveis significa que estes ndo emitem

radiacdo.
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A técnica de isOtopos estaveis foi usada inicialmente em estudos geoldgicos e
arqueologicos. Nas ultimas décadas tém sido aplicada de forma crescente e continua em
pesquisas agricolas, ecologicas e fisiologicas, apresentando-se como alternativa
promissora para estudar processos relacionados a digestdo, absor¢do e metabolismo de
nutrientes em humanos e animais, assim como, em estudos para identificar a
procedéncia e qualidade de produtos de origem animal e vegetal (GANNES; DEL-RIO;
KOCH, 1998). Segundo estes autores, as analises da variagdo natural da abundancia de
isotopos estaveis representam uma ferramenta potencialmente poderosa para as
pesquisas de fisiologia, uma vez que a razdo isotopica dos elementos do corpo dos
consumidores geralmente assemelha-se a suas dietas (DENIRO; EPSTEIN, 1978;
HOBSON; CLARK, 1992 a, b).

Os isotopos estaveis do carbono estdo presentes em todos os nutrientes capazes
de gerar energia aos animais e representam cerca de 50% dos elementos quimicos que
compdem o corpo dos animais superiores (MURRAY, 1990). A observacdo de DeNiro;
Epstein (1978) de que a integragdo da composi¢do isotdpica do carbono incorporado no
corpo do animal e o que foi perdido na respiracdo e excre¢do deve ser igual a
composi¢cdo isotdpica de carbono da dieta, ¢ a base da maioria dos pressupostos dos
experimentos dessa natureza.

Cada elemento apresenta um isotopo estdvel leve dominante e um ou dois
isotopos estaveis pesados com abundancia ou concentracdo natural diferentes e
expressas em atomos % (DUCATTI, 2007). H4 na natureza a ocorréncia de dois
is6topos estaveis de carbono, o carbono-12 (**C) ¢ o carbono-13 (°C), com abundancias
naturais de aproximadamente 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (KENNEDY;
KROUSE, 1990), que variam nos tecidos vegetais de acordo com o ciclo fotossintético
das plantas do ciclo C; e do ciclo Cy,

Em funclo desta grande difereng¢a na abundancia natural dos is6topos estaveis
do carbono, a mensuragdo da relagdo entre eles na maioria das amostras gera valores
muito pequenos. Para converter esta relacdo a uma magnitude manuseavel, os valores de
carbono-13 sfo expressos na terminologia dos isotopos estaveis, em delta per mil da
razdo isotopica *C/'’C da amostra em relagdo a um padrio internacional definido,
PeeDee Belemnite (PDB). Segundo Friedman e O’Neill (1977), citados por Ducatti,

Salati; Matsui (1979), o padrdo PDB ¢ aceito universalmente na comparacdo das
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composicdes isotdpicas do carbono. Trata-se de um carbonato de célcio solido de
Belemnitella lacretaceos, Belemnitella americana, da formagdo PeeDee da Carolina do
Sul - EUA, empregado inicialmente como padrio por Craig (1957). No Centro de
Isétopos Estdveis Ambientais da UNESP — Campus de Botucatu, ¢ utilizada como
subpadrido de trabalho, uma rocha carbonatada (marmore) com alta pureza em calcita
(DUCATTI; SALATI; MATSUI, 1979).

A determinac¢do dos valores isotopicos, ou sinal isotopico ¢ conseguido a partir
de amostras do material organico que s3o analisadas pelo equipamento conhecido como
espectrometro de massas de razdo isotdpica (IRMS), que mede a concentragdo dos
diferentes is6topos do elemento, admitidos no sistema sob a forma gasosa (ex.: Ha,
CO3, N3), com erro analitico de 0,2%o. Neste sistema, de acordo com Ducatti (2007), a
amostra e o padrdo sdo admitidos na forma de didéxido de carbono e apds a passagem
por uma fonte de ionizagdo, os feixes dos ions gerados sdo separados por um campo
magnético de acordo com suas relagdes massa/carga.

A medida da relagdo entre isotopos estdveis realizada por espectrometria de
massa detecta a concentracdo dos diferentes is6topos do elemento. O enriquecimento
isotopico relativo é obtido pela expressao (1):

8 "°C amostra, padrioy = [(Ramostra/ R paceao) — 1] x 107 Q)

A simbologia da expressdo (1) indica que:

8"°C = enriquecimento relativo da razio isotépica "C/'*C da amostra (expresso
em 06%o), em relacdo a razdo isotopica do padrio internacional PDB. Adimensional.;

R= razio isotdpica entre o isdtopo pesado em relagio ao mais leve (°C/"*C) da
amostra e do padrio internacional. Adimensional.

A interpretacdo dos resultados em relacdo ao carbono baseia-se na diferenca
existente entre a composi¢do isotdpica do carbono estdvel de plantas de diferentes
grupos de acordo com o seu ciclo fotossintético, as plantas do ciclo fotossintético C3 e
as do ciclo fotossintético C4. As primeiras s3o denominadas plantas do ciclo C; porque
em sua rota bioquimica o primeiro composto orginico sintetizado ¢ um &acido
carboxilico que contém trés atomos de carbono. Por outro lado, as plantas onde o
primeiro composto organico formado ¢ um &cido carboxilico com quatro atomos de
carbono sido denominadas plantas do ciclo C4 (DUCATTI, 2007). A fonte primaria do

carbono para as plantas terrestres é o gds carbonico atmosférico, o qual apresenta valor
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de 8"°C de aproximadamente -7,7%. (KENNEDY; KROUSE, 1990), ¢ ao longo do
processo de produg¢do de carboidratos, sofre discriminagdo isotdpica, ocorrendo
diminuicdo da concentracdo de '*C e aumento da concentracdo de '*C.

Durante a assimilagdo fotossintética, as plantas do ciclo fotossintético Cs fixam
o CO, atmosférico através do ciclo Calvin-Benson e apresentam valores de 8'°C entre -
22 e -34%o (valor modal =-26,7%o), enquanto as plantas do ciclo fotossintético C4 fixam
o CO, atmosférico por meio do ciclo Hatch-Sack e apresentam valores de 8'°C entre -9
e -16%o (valor modal=-12,6%o). O sinal negativo indica que a planta ou seu subproduto
apresenta menor concentragio de C que o padrio internacional PDB (SMITH;
EPSTEIN, 1971; O’LEARY, 1981; KENNEDY; KROUSE, 1990; VOGEL, 1993).

Desta maneira, as plantas C4 discriminam menos o C e possuem maiores
valores de 8"°C (%o) que as plantas C3 (valores menos negativos). Considerando-se a
existéncia da diferenca isotopica da ordem de 16%o nos valores em 8'°C entre as plantas
do ciclo fotossintético C3 e Ca4, pode-se caracterizar a dieta do animal pela andlise
isotopica do carbono dos tecidos (DUCATTI, 2007). Essa diferenga natural na razdo
isotopica de carbono entre as espécies de plantas também oferece a possibilidade de
utiliza-las como marcadores nos tecidos animais, sem a necessidade de sintetizar
compostos especificamente marcados, evitando problemas de satide humana e de
seguran¢a ambiental associados ao uso de isdtopos radiativos (METGES; KEMPE;
SHIMIDT, 1990).

Como as plantas s3o consumidas pelos animais, a “impressao digital isotdpica”
destas fontes sera refletida nos tecidos especificos dos animais, apds certo tempo de
metabolismo (DENIRO; EPSTEIN, 1978; GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).
Segundo DeNiro; Epstein (1978), o animal ¢ o que come + 1%o para >C. Assim, dietas
com assinaturas isotopicas distintas podem ser utilizadas para mensurar o turnover de
componentes corporais e 6rgaos de animais (GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).

E interessante analisar varios tecidos cobrindo o tempo de turnover, uma vez que
este tempo difere de tecido para tecido (TIESZEN et al., 1983). Portanto, quando um
determinado organismo se utiliza de diferentes fontes alimentares com composi¢do
isotopica distinta, deve-se levar em consideragdo a "memdria isotopica", ou seja, quanto
tempo leva para que o carbono fixado a partir de uma fonte alimentar seja

completamente substituido pela nova fonte alimentar nos tecidos. Este tempo de
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substituicdo ¢ denominado de taxa de turnover isotopico (TIESZEN; BOUTTON,
1983).

Turnover Proteico

Os constituintes corporais encontram-se em estado dindmico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propositos. Esse processo ¢
geralmente chamado de turnover. Todas as substancias do corpo sejam elas metabdlitos
organicos ou inorganicos, estdo sujeitas ao turnover (HETENYI; PEREZ; VRANIC,
1983).

O turnover proteico ¢ definido como a continua quebra e reposi¢do de proteinas
celulares, o qual prové fluxo necessario para a reposicdo e adaptacdo metabolica e ¢
considerado mecanismo homeostatico importante para a sobrevivéncia animal
(HAWKINS; DAY, 1996). Scoenheimer; Bender apud Hobson; Clark (1992a),
mostraram que a proteina e outros componentes do tecido estdo em estado de equilibrio
dindmico com novos compostos sendo sintetizados, enquanto outros elementos
integrantes do organismo animal sdo continuamente degradados.

As taxas de turnover podem variar entre as diferentes espécies, tecidos, e sdo
influenciadas pelo estado fisiolégico do animal (KENNEDY; KROUSE, 1990). De
acordo com Zuanon et al. (2006), o turnover depende, além dos fatores ambientais,
nutricionais e sanitdrios, do crescimento em animais jovens, sendo que esta estimativa
apresenta valores distintos para um mesmo tecido, em diferentes fases da vida do
animal, pois a taxa de crescimento varia de acordo com a idade.

Wolfe (1992) especulando sobre as vantagens de altas taxas de turnover de
proteinas, relativas a ingestdo de proteinas e excre¢do de nitrogénio, destaca que em
condi¢des normais, as mais altas taxas de turnover proteico sdo observadas em animais
jovens, que estdo em rapido crescimento. Para o autor, é evidente que uma alta taxa de
turnover de proteina, por si, ndo pode ter efeito no balanco proteico se o catabolismo ¢
elevado na mesma propor¢do que a sintese.

A exigéncia proteica, como propor¢do da dieta, diminui conforme o animal se
aproxima da maturidade (NRC, 1993), diminuindo também a velocidade de
crescimento. Em condi¢des normais, essa fase causa redug¢do na taxa de sintese ¢

aumento na taxa de degradacdo das proteinas, reduzindo bastante a deposi¢do de
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proteina corporal, e consequentemente, diminuindo a taxa de crescimento. Ou seja, a
taxa de turnover proteico corporal diminui com o avango da idade afetando tanto as
proteinas hepaticas como as musculares (WATERLOW; STEPHEN, 1968 citados por
FAUCONNEAU, 1985).

Turnover Isotopico

Entende-se por turnover isotdpico a renovagdo continua dos elementos quimicos
e, consequentemente, de seus isotopos que compdem o tecido corporal ou o organismo
como um todo. Esse turnover pode ocorrer por meio de renovagdo tecidual resultante do
processo de sintese e degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo préprio crescimento nos
tecidos em formacgdo (dilui¢do isotdpica) (CARRIJO; DUCATTI, 2007).

Segundo Gannes, Del-Rio; Koch (1998), dietas com assinaturas isotopicas
contrastantes podem ser usadas para mensurar o turnover de componentes corporais €
orgdos de animais. Apos a mudanca da dieta, a alteracdo da composi¢do isotopica no
tecido depende da velocidade com que esses constituintes da nova dieta sdo substituidos
(TIESZEN et al., 1983). A escolha do tecido ¢ importante, pois tecidos que sdo ativos
metabolicamente no organismo apresentardo taxas de turnover mais rapidas, como o
figado, musculo e sangue, e tecidos menos ativos apresentario taxas menores, COmo o
colageno e o osso (HOBSON; CLARK, 1992a).

Ducatti et al. (2002), fundamentados em resultados da literatura, propuseram
modelo tedrico capaz de expressar os resultados do enriquecimento relativo do carbono
(8"°C) em fungdo do tempo de alimentacio, fornecendo dietas contrastantes em 8'°C
(formuladas predominantemente com grios de plantas do ciclo C; e C4) a animais
adultos. Partindo do pressuposto que o metabolismo de determinado tecido animal
depende da taxa de entrada de compostos de carbono provenientes da dieta e da taxa de
substitui¢do dos compostos pré-existentes, os autores chegaram a seguinte equagio (2):

§3C(t)=8"C () +[8"C (i) - 8" C(hH] e™ 2)

Onde a simbologia empregada significa:

8"C(t) = enriquecimento isotépico do tecido em qualquer tempo (t), expresso
em 8%o. Adimensional;

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

condicdo final, expresso em 6%o. Adimensional;
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8'"C(i) = enriquecimento isotépico do tecido, na condi¢do inicial, expresso em
8%o. Adimensional;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™;

t = tempo (em dias) desde a substitui¢do da ragdo.

Zuanon (2003) avaliando o turnover do carbono muscular de tilapias do Nilo em
crescimento, verificou que o modelo matematico proposto por Ducatti et al. (2002), para
avaliar a substitui¢do do carbono tecidual em animais adultos mostrou-se adequado para
animais em crescimento, uma vez que a constante (k), de dilui¢do isotdpica de carbono
obtida, integra o efeito da adicdo de novo tecido (crescimento) e do turnover
metabolico. De acordo com o autor, o acréscimo de massa tecidual decorrente do
crescimento € o principal fator na determinagdo da velocidade de diluigdo isotdpica do
carbono tecidual, em relagdo ao turnover metabdlico, em animais jovens. Além disso,
sugerem que uma maneira para avaliar a atividade metabdlica tecidual pode ser por
comparagdo dos valores de meia-vida do carbono entre diferentes tecidos da mesma
espécie ou o mesmo tecido entre diferentes espécies.

Tecidos que apresentam meia-vida curta possuem “alta velocidade” de
incorporacdo dos isOtopos estdveis e, inversamente, ‘“baixa velocidade” de
metabolizacdo corresponde a meia-vida longa (DUCATTI, 2007). Assim sendo, os
tecidos com turnover rapido, ou seja, metabolismo rapido indicam dietas recentes,
enquanto que, aqueles com turnover lento indicam dietas consumidas em longo prazo
(HOBSON; CLARK, 1992a).

Esses mesmos autores estabeleceram o turnover do carbono e curvas de
substitui¢do isotdpica em tecido de codornas japonesas adultas pela mudanga de dietas
com assinaturas contrastantes. Os autores verificaram valores de meia-vida de 2,6; 11,4;
12,4 e 173,3 dias para o figado, sangue, muisculo e colageno 6sseo, respectivamente. Os
resultados demonstraram que o turnover do carbono dietético variou amplamente entre
os tecidos analisados. Estes dados estdo de acordo com os resultados de Tieszen et al.
(1983), os quais encontraram valores de meia-vida de 6,4 dias para o figado; 15,6 dias
para a gordura; 27,6 dias para o musculo; 47,5 dias para o pelo e 28,2 dias para o
cérebro de gerbils adultos em experimento similar utilizando troca de dieta.

Fry; Arnold (1982), utilizando variagdes naturais na razao isotopica do carbono

(*C/"*C), determinaram o turnover desse elemento em pos-larvas do camardo Penaeus
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aztecus em cinco experimentos de crescimento. Os autores observaram que apesar do
turnover em tecidos animais adultos geralmente ocorrer durante o metabolismo de
mantenca, o turnover durante crescimento acelerado, ocorreu principalmente em fungao
do ganho de peso.

Desta forma, a maioria dos estudos para determinagdo de taxas de turnover
isotdépico tém utilizado animais adultos, provavelmente a fim de evitar erros de
interpretacdes causadas pelo fator crescimento. Grande parte dos estudos de turnover
utilizando as variacdes naturais do 8"°C dos alimentos se baseou na velocidade de troca
do carbono tecidual a partir da ingestio de alimentos com assinaturas isotopicas
distintas, portanto, a técnica dos isdtopos estaveis pode ser util em estudos de fisiologia
e nutricdo animal (CARRIJO; PEZZATO; DUCATTI, 2000).

De acordo com Reeds (1989), a idade do individuo primariamente afeta a por¢éo
de turnover proteico diretamente relacionado ao crescimento. Embora diferentes tecidos
crescam a taxas muito semelhantes, existem diferencas inerentes na taxa da sintese e
degradagdo proteica entre tecidos. Assim, as contribuicdes dos diferentes tecidos ao
turnover proteico total corporal diferem daquelas contribui¢des da massa corpdrea e em
certa medida, suas relativas contribui¢des variam com a idade (GOLDSPINK; KELLY,
1984; LEWIS; KELLY; GOLDSPINK, 1984).

Pool Metabolico

O conhecimento dos fatores de fracionamento dieta-tecido ¢ de suma
importancia para o estudo da composicdo isotdpica da dieta e dos tecidos sintetizados
(MIZUTANI; KUBAYA; WADA, 1991). A escassez de informagdes sobre o modo
como os isdtopos estaveis sdo fracionados ou modificados, a partir do momento em que
sdo incorporados aos tecidos, representa uma das limitagdes para a aplicacdo da
metodologia em estudos dietéticos (HOBSON; CLARK, 1992a).

A maioria dos estudos usa como melhor ajuste uma unica exponencial dos dados
para descrever turnover isotdpico nos tecidos, o que se aplica aos estudos anteriores de
isotopos estaveis (FRY; ARNOLD, 1982; TIESZEN et al., 1983; HOBSON; CLARK,
1992a). Criss (1999) e Cerling et al. (2007) tém mostrado que a incorporagdo
metabolica pode ser fracionada. Essas fragdes sdo chamadas de pools metabolicos. De

acordo com Cerling et al. (2007) a abordagem de ajuste exponencial tem a suposicdo de
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que reagdes de troca isotopica sdo descritas pela cinética de primeira ordem. No entanto,
os resultados obtidos por uma fung¢do exponencial é superestimado, e a possibilidade de
determinar multiplos pools de turnover é ocultada.

Sartori et al. (2011) sugerem que a exploracdo dos dados de forma linear abre
perspectivas de novas interpretagdes nestes experimentos que visam estudo da sintese e
degradacdo de metabolitos sob regime de dieta a base de plantas C; e C4, ou misturas
isotopicas, com valores de d distintos entre si.

Segundo Cerling et al. (2007), os pools metabdlicos podem ser determinados
pelo estudo da linearizagdo dos dados determinados no processo isotopico. Estes
mesmos autores ressaltam em seu trabalho que o método de ajuste exponencial ¢
satisfatorio se apenas um unico pool esta presente, a abordagem do progresso de reagdo
¢ uma forma de testar varios pools, ¢ oferece uma estratégia para a resolugdo de até trés
pools de isdtopos distintos. Esse método permite a identifica¢do do numero de pools,
suas meias-vidas e porcentagem de contribuicio em relagdo ao todo (SARTORI,

DENADAI; DUCATTI, 2012).

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Os estudos avicolas que usam a variagdo natural dos isotopos estaveis
esclarecem questdes fisiologicas e ecologicas. Os isotopos de carbono apresentam-se
como alternativa para estudar os processos relacionados a digestdo, absorcdo e
metabolismo de nutrientes, por estarem presentes em todos os nutrientes capazes de
gerar energia aos animais (MURRAY, 1990).

A taxa de turnover estudada nos trabalhos realizados com animais, utilizando a
variagdo natural nas razdes isotopicas de carbono, vém sendo realizada através de uma
unica exponencial dos dados para descrever turnover isotdpico nos tecidos. Dessa
forma, a nova técnica da avaliacdo de turnover, a qual possibilita avaliar se a taxa de
troca isotopica é tnica ou fracionada (mais de um pool metabolico) permite avaliar de
forma ampla os resultados obtidos pela técnica de is6topos estaveis, trabalho que servira
de base para outros estudos na area de fisiologia e metabolismo animal.

Diante do exposto, surge a proposta do estudo, que tem por objetivo avaliar o
turnover do carbono-13 em diferentes tecidos de frangos de corte a partir dos 49 dias de

idade, através da analise das razdes isotdpicas do carbono, utilizando-se a variagdo
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natural do carbono-13 existente entre as plantas de ciclo fotossintético distintos, pelo
método de linearizagdo (pools metabdlicos).

Para tanto, foi realizado um estudo, representado pelo capitulo 2, denominado
“Turnover do carbono-13 em tecidos de frangos de corte”, que apresenta-se de
acordo com as normas para publicacdo no Journal of Animal Science. Teve como
objetivo determinar o turnover do carbono-13 em diferentes tecidos de frangos de corte
a partir dos 49 dias de idade, através de analise das razdes isotopicas do carbono,
utilizando-se a varia¢do natural do carbono-13 existente entre as plantas de ciclo

fotossintético distintos, pelo método de linearizagdo (pools metabdlicos).
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CAPITULO 2

TURNOVER DO CARBONO-13 EM TECIDOS DE FRANGOS DE
CORTE PELO METODO DE LINEARIZACAO
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Turnover do carbono-13 em tecidos de frangos de corte pelo método de

linearizacao

RESUMO:

O presente estudo teve como objetivo determinar o turnover do carbono no sangue,
plasma, musculo peitoral e figado de frangos de corte, através de andlise das razdes
isotdpicas do carbono, utilizando-se a variagdo natural do carbono-13 existente entre as
plantas de ciclo fotossintético distintos. Foram utilizados 150 pintos de corte machos
(Cobb) de um dia de idade, casualmente distribuidos em galpdo experimental. Todas as
aves foram submetidas a uma dieta a base de milho e farelo de soja (predominantemente
C,4) do primeiro aos 48 dias de vida e, aos 49 dias de idade, quando observou-se taxa de
crescimento menor dos animais, passaram a receber a dieta composta por arroz e farelo
de soja (predominantemente C;). Para mensurar quantativamente a velocidade de
substituicdo do carbono das dietas nos tecidos das aves (turnover), foi realizada a
linearizagcdo dos dados e regressdo linear. A meia-vida encontrada no peito, figado,
sangue e plasma foram, respectivamente: 14,4; 2,7; 12,1 e 2,9 dias. Para o sangue nio
foi possivel determinar a quantidade de pools, o tecido muscular, figado e plasma
apresentaram dois pools sendo que o primeiro pool teve trocas mais rapidas. A
porcentagem de contribuigdo do 1° e 2° pool metabdlico foram, respectivamente: 44 e
56 para o musculo, 76 e 24 para o figado e para o plasma 87 ¢ 13%. O modelo definido
para o célculo da meia vida geral ¢ viavel para dados de isdtopos estaveis, apresentando

maior confiabilidade na técnica utilizada para linearizacao.

Palavras-chave: Cobb, isdtopos estaveis, meia-vida, metabolismo, pool metabdlico.
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Turnover of carbon-13 in tissues of broilers by linearization method

ABSTRACT:

The present study was aimed to determine the turnover of carbon in the blood, plasma,
pectoral muscle and liver in broilers, through analysis of isotopic carbon ratios, using
the '°C natural variation between plants of different photosynthetic cycle. We used 150
male broilers chicks (Cobb) of one day old, casually distributed in experimental shed.
All birds were fed a diet based on corn and soybean meal (predominantly C4) for the
first 48 days of life and, at 49 days of age, when there was a lower rate of growth of the
animals began to receive diet consisting of rice and soybean (predominantly Cs).
To measure quantatively the carbon rate substitution of the diets on the birds tissues
(turnover), was performed linearization of the data and linear regression. The half-life
found in pectoral muscle, liver, blood and plasma were, respectively: 14,4; 2,7; 12,1 and
2,9 days. For the blood has not been possible to determine the amount of pools, the
muscle, liver and plasma presented two pools and the first pool was quicker shifts. The
percentage contribution of the 1° and 2 ° metabolic pool were, respectively: 44 and 56
for muscle, 76 and 24 for liver and the plasma 87 and 13%. The model defined for
calculating of the general half-life is viable for stable isotope data, showing higher

reliability in the technique used for linearization.

KEYWORDS: Cobb, half-life, metabolic pool, metabolism, stable isotopes.
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INTRODUCAO

Entende-se por turnover isotdpico a renovagdo continua dos elementos quimicos
e, consequentemente, de seus isotopos que compdem o tecido corporal ou o organismo
como um todo. Esse turnover pode ocorrer por meio de renovagdo tecidual resultante do
processo de sintese e degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo préprio crescimento nos
tecidos em formagdo (Carrijo e Ducatti, 2007).

Andlises da variagdo natural da abundéancia de is6topos estdveis representam
uma ferramenta potencialmente poderosa para as pesquisas de fisiologia (Gannes; Del-
Rio; Koch, 1998), uma vez que a razio isotopica dos elementos do corpo dos
consumidores geralmente assemelha-se a suas dietas (DeNiro e Epstein, 1978; Hobson e
Clark, 1992 a, b). Segundo Gannes, Del-Rio ¢ Koch (1998), dietas com assinaturas
isotdpicas contrastantes podem ser usadas para mensurar o turnover de componentes
corporais ¢ 6rgdos de animais. Apds a mudancga da dieta, a alteragdo da composicio
isotopica no tecido depende da velocidade com que esses constituintes da nova dieta sdo
substituidos (Tieszen et al., 1983).

Durante o crescimento ocorre renovagdo do tecido por meio de sua sintese e
degradag@o. Neste periodo ocorre também a hipertrofia e hiperplasia tecidual, as quais
podem influenciar sua taxa de renovagdo, dependendo da fase em que o animal se
encontra, por exemplo, no animal jovem ocorre interferéncia destas, ja no animal adulto,
ndo. Dessa forma, o fendmeno de turnover acelerado e a incorporagido de carbono estio
relacionados com o rapido crescimento das aves, porém o aumento do tamanho corporal
esta relacionado com a diluigdo do sinal isotdpico e menor taxa de turnover do carbono
tecidual (Mituo, 2008).

Animais adultos sdo utilizados em grande parte dos estudos para determinagio
de taxas de turnover isotopico, provavelmente a fim de evitar erros de interpretacdes
causadas pelo fator crescimento. Zuanon (2003), avaliando o turnover do carbono
muscular de Tilapias do Nilo em crescimento, verificaram que o modelo matematico
proposto por Ducatti et al. (2002), para avaliar a substituicdo do carbono tecidual em
animais adultos, mostrou-se também adequado para animais em crescimento e
concluiram que, neste caso, o acréscimo de massa tecidual ¢ o principal fator na
velocidade de diluigdo isotopica do carbono tecidual (turnover isotoépico) em relacdo ao

turnover metabdlico.
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A maioria dos estudos usa como melhor ajuste uma exponencial para descrever
o turnover isotdpico nos tecidos, determinando uma unica taxa de incorporacio (Fry e
Arnold, 1982; Tieszen et al. 1983; Hobson e Clark, 1992a). No entanto, Criss (1999) e
Cerling et al. (2007) tém mostrado que a incorporagdo metabolica pode ser fracionada.
Essas fracdes sdo chamadas de pools metabolicos.

Sartori et al. (2011) sugere que a exploracdo do comportamento fracionado da
incorporagdo abre perspectivas de novas interpretagdes nos experimentos que visam
estudo da sintese e degradacdo de metabolitos sob regime de dieta a base de plantas Cs
e C4, ou misturas isotopicas, com valores de 6 distintos entre si. Segundo Cerling et al.
(2007), os pools metabolicos sdo identificados através da linearizagdo do modelo de
troca isotdpica e seu ajuste linear. Esse método permite a identificacdo do niimero de
pools, suas meias-vidas e porcentagem de contribuicdo em relagdo ao todo (Sartori;
Denadai; Ducatti, 2012).

Com base nestas informagdes, surgiu a proposta deste trabalho, que teve como
objetivo avaliar o turnover do carbono em diferentes tecidos de frangos de corte a partir
dos 49 dias de idade, através de analise das razdes isotopicas do carbono, utilizando-se a
variacdo natural do carbono-13 existente entre as plantas de ciclo fotossintético distinto,

pelo método de linearizacdo.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos utilizados neste experimento foram desenvolvidos de
acordo com os principios €ticos na experimentagdo animal, determinados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP —
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista JUlio de
Mesquita Filho - UNESP, campus de Botucatu-SP, Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia - FMVZ, nas instalagdes do Laboratério de Nutricdo de Aves, do
Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal.

Foram utilizados 220 pintos de corte machos de um dia de idade da linhagem
Cobb, vacinados no incubatorio contra a doenga de Marek, Gumboro ¢ Bouba Aviaria.
Os pintos foram casualmente distribuidos em galpdo experimental com 12 metros de

comprimento ¢ 6 metros de largura, em boxes de 2,5 m? (1 metro de largura e 2,5
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metros de comprimento). Cada boxe do galpdo foi equipado com um bebedouro
automatico pendular, comedouro tubular, cama e campanulas elétricas. As aves
receberam alimentacdo e dgua a vontade durante todo o periodo experimental. A
temperatura e ventilagdo foram controladas através do manejo das cortinas e
ventiladores a fim de manter a zona de conforto térmico para cada fase de criagdo.
Durante a fase final de criagdo dos animais, no periodo da noite a luz era mantida
desligada a fim de diminuir o consumo de ragéo.

Os pintainhos foram obtidos de matrizes que estavam recebendo dietas
compostas predominantemente por graos de plantas do ciclo fotossintético C4 (a base de
milho e soja). Ao nascerem, estes possuiam em seus tecidos corporais valores isotopicos
de carbono-13 semelhantes ao destas dietas (proximos de -19 %o), e continuaram a
receber dietas predominantemente C4 até os 48 dias de idade. Apds os 49 dias de idade
as aves passaram a se alimentar com dieta composta predominantemente por grios do
ciclo fotossintético C;. A composi¢do percentual, niveis nutricionais e valores
isotopicos das ragdes experimentais estdo apresentados na tabela 1.

As ragdes, na forma farelada, foram formuladas e adaptadas de acordo com as
tabelas de exigéncias nutricionais de Rostagno et al. (2011) e produzidas na fabrica de
racdes da Fazenda Experimental Lageado, da UNESP - Campus de Botucatu. No inicio
do periodo experimental, dos 49 a 62 dias de idade, as aves receberam a dieta final 1 e
dos 63 a 119 dias de idade a dieta final 2 (Tabela 1). Ajustes foram realizados nas
dietas, com a inclusdo de pequena quantidade de milho ou arroz, para que todas as

dietas de cada fase de criag@o apresentassem valores isotdpicos semelhantes.



33

Tabela 1. Composigdo percentual, nivel nutricional calculado e valores isotopicos médios

das dietas experimentais.

Dietas

Ingredientes (%) Final (35 dias)  Final 1 (49 dias) Final 2 (63 dias)

C, C; C;
Milho moido 57,54 1,90 2,40
Farelo de soja 27,39 26,60 24,51
Quirera de arroz 8,80 64,25 65,50
Oleo de soja 3,20 4,10 5,00
Fosfato bicalcico 1,10 1,23 1,02
Calcario calcitico 0,76 0,66 0,60
DL-Metionina 0,15 0,15 0,08
L-Lisina 0,23 0,22 0,11
L-Treonina 0,05 0,11 0,04
Supl. vit e min' 0,33 0,33 0,33
Sal comum 0,45 0,45 0,41
Niveis nutricionais calculados
EM (kcal/kg) 3150 3150 3230
Proteina Bruta (%) 18 18 17
Calcio (%) 0,64 0,64 0,56
Fésforo disponivel (%) 0,3 0,3 0,26
Lisina (%) 1,01 1,01 0,87
Metionina (%) 0,4 0,41 0,32
Metionina+Cistina (%) 0,65 0,62 0,53
Treonina (%) 0,66 0,66 0,56
Potassio (%) 0,68 0,61 0,58
Sadio (%) 0,2 0,2 0,18
Cloro (%) 0,32 0,31 0,28
8"C (%) -18,86 28,52 -28,68

'Suplemento vitaminico e mineral Vaccinar® (por kg de ragdo): Fase final - ac. folico 0,50 mg; 4c. pantoténico 9,90
mg; cobre 13,20 mg; colina 0,33 g; etoxiquim 1,65 mg; ferro 0,07 g; fitase 0,83 ftu; iodo 1,16 mg; manganés 0,10 g;
niacina 0,03 g; salinomicina 0,11 g; selénio 0,41 mg; virginiamicina 16,50 mg; vitamina A 8250,00 UL; vitamina B1
0,83 mg; vitamina B12 8,25 ng; vitamina B2 4,13 mg; vitamina B6 1,16 mg; vitamina D3 1650,00 UI; vitamina E
16,50 UI; vitamina K3 2,48 mg; zinco 0,10 g.
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Os animais foram pesados semanalmente, desde o dia do alojamento até o final
do periodo experimental, para determinar o ganho de peso e a taxa de crescimento
maxima dos mesmos, a fim de estabelecer o momento em que a velocidade de
crescimento passa a desacelerar.

Amostras de ragdes de todas as fases experimentais foram coletadas e
congeladas para que fossem realizadas as andlises das razdes isotdpicas de carbono no
Centro de Isotopos Estdveis Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da
UNESP, Campus de Botucatu. Posteriormente, as mesmas foram moidas em moinho
criogénico a —196°C por dez minutos, em frequéncia maxima a fim de obter material
homogéneo de finissima granulometria, com aspecto de talco (Licatti, 1997; Ducatti,
2004). Depois de moidas, as amostras foram pesadas em cdapsulas de estanho,
introduzidas no espectrometro de massa e queimadas quantitativamente para obtengdo
de CO; e determinagdo das razdes isotdpicas de carbono.

As coletas das amostras dos tecidos dos frangos de corte foram iniciadas aos 49
dias de idade, quando realizou-se a troca de dieta composta predominantemente por
graos de plantas do ciclo fotossintético C; (a base de arroz e soja).

Para as andlises isotopicas, foram tomadas aleatoriamente seis aves por dia de
coleta, sendo que, cada ave retirada foi considerada uma repeti¢do, aos 49, 50, 52, 55,
58, 61, 64, 67, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114 ¢ 119 dias de idade das
mesmas, totalizando em um periodo de coleta de 70 dias. O nimero de coleta das
amostras foi mais concentrado nos primeiros dias apds a substituicdo da dieta, devido a
maior velocidade na dilui¢do isotopica do carbono no tecido durante essa fase (Hobson
e Clark, 1992a).

As aves foram abatidas por deslocamento cranio-cervical, e em seguida foram
coletadas amostras de sangue, plasma sanguineo, musculo peitoral e figado das aves
experimentais. As amostras de sangue foram coletadas em tubos plasticos de ImL e em
outra por¢do em tubos de ensaio previamente heparinizados os quais foram,
posteriormente, centrifugados, durante dez minutos a 400 ppm, para obtengdo do
plasma. Amostras de musculo peitoral foram obtidas a partir de uma fatia de Scm do
terco médio longitudinal do Pectoralis major esquerdo das aves, ¢ as amostras de figado

das aves foram obtidas a partir de uma fatia de Scm do lobo esquerdo do mesmo. Todas
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as amostras foram devidamente identificadas, armazenadas e imediatamente congeladas
a -20°C até sua preparacdo para as analises isotopicas.

O preparo das amostras foi realizado no Centro de Is6topos Estaveis Ambientais
do Instituto de Biociéncias (CIE/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu. As amostras de
sangue e plasma foram descongeladas e secas a vacuo a -55°C com pressdo em torno de
50uHg por 48h em liofilizador L108 (Liobras®). As amostras de musculo peitoral das
aves foram descongeladas, limpas, secas em estufa a 60°C durante 48h. J4 as amostras
de figado dos frangos, foram descongeladas, secas em estufa a 60°C durante 48h e
desengorduradas no Laboratorio de Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu, onde as amostras foram embrulhadas em
papel filtro em formato de trouxinha para serem colocadas no extrator para posterior
extragdo da gordura. Foi necessario desengordurar as amostras de figado, pois de acordo
com estudos, as amostras desengorduradas mostram-se mais ricas em carbono-13 que
amostras engorduradas, isso ocorre porque os lipideos sdo isotopicamente mais leves em
Bc comparado a dieta (DeNiro e Epstein, 1978; Tieszen et al., 1983).

Posteriormente, as amostras de musculo peitoral e figado foram moidas em
moinho criogénico Spex Sample Prep, modelo Geno/Grinder 2010, a -196°C. Foram
utilizadas aproximadamente 2,0 g de cada amostra colocadas em diferentes frascos de
policarbonato juntamente com duas esferas de ago inoxidavel, o qual foi devidamente
fechado e imerso em nitrogénio liquido durante trés minutos para congelamento das
amostras, para posterior moagem. No moinho, as amostras de musculo peitoral foram
moidas uma tnica vez por um periodo de 5 minutos, com rotacdo de 920 rpm em alta
frequéncia. As amostras de figado necessitaram ser moidas por duas vezes para
obtencdo de material homogéneo, com finissima granulometria (menor que 60 um), os
quais foram acondicionados em tubos de plésticos previamente identificados.

Para a realizagdo das andlises isotopicas no Centro de Isétopos Estaveis
(CIEA/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu, todas as amostras, depois de
homogeneizadas, foram introduzidas em capsulas de estanho e pesadas (50-70 ug) em
balanga analitica de alta sensibilidade, com precisdo de seis casas decimais. Apds a
pesagem as capsulas foram introduzidas, por meio de um mostrador automatico, no
analisador elementar, Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for IRMS no qual,

em presenga de oxigénio (O;) e o6xido de cobre (CuO), foram queimadas
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quantitativamente para CO,. Os gases formados foram separados em coluna
cromatografica gasosa e¢ analisados no espectrometro de massa de razdes isotopicas
(Delta V - Advantage | sotope Ratio MS Thermo Scientific, Alemanha).

Os resultados obtidos foram expressos em notagdo 8'°C, em relagio ao padrio
Peedee Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o0 ¢ calculado pela
equacdo 1:

8"*Camosta, paciao) = [(Ramosia/Rpaciao) = 1% 107 (1)
Onde:

8"°C = enriquecimento relativo da razio *C/'’C da amostra em relagio ao
padrdo PDB. Adimensional.;

R = razdo isotopica (°C/"*C) da amostra e do padrdo. Adimensional.

Para verificar se a troca isotopica ¢ fracionada (pools metabdlicos), foi
empregada a metodologia de Sartori (2011), que consiste na lineariza¢do dos dados e
utilizacdo dos pressupostos da regressdo linear. A avaliagdo ¢ realizada apds
transformagdo matematica dos dados de 5"°C em In (1-F), conforme equacio (2) e sobre
o comportamento dos residuos da regressdo desses dados transformados. Quando o
comportamento ¢ curvilinear, significa que o tecido em questdo apresenta mais de um
pool metabolico e, quando a analise dos residuos mostra comportamento linear, o tecido
em questdo apresenta um unico pool metabdlico. Neste tiltimo caso o ajuste exponencial
¢ o mais indicado para avaliar os dados.

In (1-F) = -kt (2)

Onde:

In = logaritmo neperiano;

F = frag¢do de atomos trocados;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™;

t = tempo necessario para o tecido atingir o patamar de equilibrio.

Para F=0,5 temos a meia vida (T = In 2/k)

Para os tecidos que apresentaram mais de um pool metabdlico, dos quais os
residuos apresentaram um padrdo curvilinear, os dados foram divididos em dois
intervalos pelo ponto de inflexdo da curva. O intervalo de valores que representam o
pool mais longo ¢ analisado inicialmente e os resultados obtidos na regressdo e a

porcentagem de representagcdo deste sdo utilizados para transformacdo dos dados que
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foram analisados no pool mais curto pela a equagdo 3 (Cerling et al., 2007). Os residuos
do novo conjunto de dados foram analisados e caso ainda apresentasse comportamento
curvilinear, haveria a possibilidade de existéncia de mais um pool metabdlico, como o
caso foi o contrério, finalizou-se a andlise e calculou-se a meia vida pela equagao 4.

In(1-F)=(ki) ti +b 3)

Onde:

ki = intercep¢@o que foi determinada através de regressdo linear;

F = frag¢do de atomos trocados;

ti = tempo (dias).

b = intercepto

A meia-vida geral no caso da existéncia de dois pools metabolicos, foi calculada
pela equagdo 4 (Sartori; Denadai; Ducatti, 2012):

Tg=T T,/ (x;T, +x,T}) 4)

Onde:

Tg = meia-vida geral, em tempo (dias);

T, e T» = meia-vida calculada no primeiro e segundo pool;

X1 € X, = porcentagem de contribui¢do do primeiro e segundo pool (x = ¢°).

Para os tecidos que apresentaram apenas um pPool metabolico foi realizado o
ajuste dos dados, utilizando-se o método de regressdo exponencial de primeira ordem
expressa pela equagdo 5 (Ducatti et al., 2002), do software Minitab® 16, mensurando
assim a velocidade de substituicdo do carbono das dietas nos tecidos das aves depois de

determinado intervalo de tempo (k).

§C(t) =8"C (f) + [6"C (i) - 8"*C(H] e™ (5)

Onde:

8"°C(t) = enriquecimento isotopico do tecido em qualquer tempo (t).
Adimensional;

8" C(f)= enriquecimento isotépico do tecido no patamar de equilibrio, ou
condig¢do final. Adimensional,

8"°C(i) = enriquecimento isotdpico do tecido, na condi¢io inicial. Adimensional;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™;

t = tempo (em dias) desde a substitui¢do da ragdo.
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Para determinar a porcentagem de 4&tomos que foram trocados, verificando assim
a confiabilidade nos resultados obtidos pelo ajuste, uma vez que o erro de estimativa
dos parametros aumenta gradativamente quando a quantidade de 4atomos trocados &
menor que 95%, foi utilizada a equacdo 6.

F=1-¢* (6)

F = fragdo de atomos trocados;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™;

t = tempo de troca do carbono.

Para verificar em que tempo houve troca total dos atomos de carbono, foi
utilizada a equacgdo 7.

t=(-1/K) In (1-F) (7)

Onde:

t = tempo necessario para o tecido trocar seus atomos;

k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™;

In = logaritmo neperiano;

F =0,9999 para troca total.

O fracionamento isotdpico foi calculado de acordo com a equagido 8 (Hobson;
Clark, 1992b), sendo que o valor positivo no grande delta (A) indica que o tecido ¢
enriquecido em carbono-13 em relacdo a dieta:

A = dtecido — ddicta (8)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ganho de peso e taxa de crescimento das aves

Foi determinada a curva de crescimento ¢ a taxa de crescimento maxima dos
animais desde o primeiro dia de idade da ave (Figura 1). Os dados médios de peso vivo
e valores de ganho de peso, por idade, estdo representados na tabela 2. Os dados
corroboram com Sakomura e Rostagno (2007), que afirmam que nessa idade a taxa de
crescimento do frango de corte ja esta reduzida. A importancia da determinagdo dessa
data se faz presente uma vez que a porcentagem da taxa de turnover metabdlico ¢ maior

no periodo em que a taxa de crescimento reduz, importante para este estudo.
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Tabela 2: Peso vivo e ganho de peso das aves durante todas as fases de criagdo.

Semana Idade das Aves (dias) Peso Vivo (g) Ganho de Peso (g)
0 0 45 -
1 7 155 110
2 14 445 290
3 21 945 500
4 28 1595 650
5 35 2295 700
6 42 2975 680
7 49 3617 672
8 56 4276 659
9 63 4890 614
10 70 5514 624
11 77 6188 674
12 84 6707 519
13 91 7020 313
14 98 7308 288
15 105 7493 185
16 112 7691 198
17 119 7774 83
8000+ 800 -
7000
6000-
5 5000-
'S 4000-
3000
8 2000-
1000-
0 100 4 °
0 20 40 60 & 100 120 0 20 4 6 8 100 120
Idade (dias) Idade (dias)
(a) (b)

Figura 1: (a) Curva de crescimento e (b) taxa de crescimento do frango de corte pela

fungdo de Gompertz.
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Durante as seis primeiras semanas de criagdo, as aves apresentaram crescimento
acelerado, apos esse periodo, por volta dos 49 dias de idade houve redugdo na
velocidade do crescimento corporal. O ponto de inflexdo da curva de crescimento
delimita esses periodos. De acordo com Sakomura e Rostagno (2007) a principal
caracteristica da curva de Gompertz ¢ o ponto de inflexdo, no qual a taxa de crescimento
¢ maxima e, a partir desse momento, tende a reduzir. Esse ponto coincide com a taxa

maxima de crescimento representado na figura 1.

I ncorporacao do carbono da dieta nos tecidos

A razdo isotopica de 8'"°C da dieta predominantemente C4 que os animais
receberam até 48 dias de idade (racdo final) foi, em média, de 8"°C= -18,86%o. Em
relacdo as dietas formuladas predominantemente por plantas do ciclo fotossintético Cs
foram, em média, de 8'°C= -28,52%o para a racio final 1 ¢ 8'"°C= -28,68%o para a ragdo
final 2. O enriquecimento das dietas C4 é consequéncia da predominancia de milho que
tem maior propor¢do de >C em relagdo ao arroz.

A mudanga no valor de 8"C dos tecidos ocorreu gradativamente durante a

renovagdo tecidual da ave atingindo valores préximos ao da dieta (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios analisados de 8"°C (média + desvio padrdo, em %o), dos

tecidos dos frangos de corte obtidos no inicio e no final do periodo experimental.

Idade Peito Figado Sangue Plasma
49 20,85 +0,20  -19,66 1034 2146 10,19  -19,61 +0,24
119 -26,35 +0,43 -26,55 10,18 -26,42 10,17 -26,02 40,09

Tabela 4. Fator de fracionamento isotopico entre tecido e dieta (A = Stecido — ddieta,

em %o), ao inicio e final do periodo experimental.

Idade Peito Figado Sangue Plasma
49 -1,99 -0,80 -2,60 -0,75
119 2,33 2,13 2,26 2,66

Os valores de fracionamento isotdpico para cada tecido avaliado foi distinto
(Tabela 4), sugerindo que estes tecidos passaram por processos metabolicos distintos até
sua formagdo. Esse fracionamento ¢ causado no processo de digestdo, assimilagdo,

metabolismo e excre¢do de nutrientes (DeNiro e Epstein, 1978).
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A variacdo isotopica entre os tecidos pode estar refletindo a variagdo na
composi¢do bioquimica destes (proteinas, carboidratos, lipideos). DeNiro e Epstein
(1978) demonstraram em seus estudos que essas fragdes bioquimicas apresentam sinais
isotopicos distintos, sugerindo que estas alteragcdes decorrem das intimeras vias
metabolicas que permitem a conversio de um isotopo de carbono de uma fragdo
bioquimica a outro. Desta forma, as diferencas nos valores de fracionamento dos tecidos
estdo relacionadas com a composi¢cdo quimica de cada um.

De acordo com Pelicia (2013, ndo publicado) esses tecidos tem sua nutrigdo a
partir de nutrientes transportados através da corrente sanguinea que podem provir tanto
da dieta quanto de processos catabdlicos de outros tecidos, o que poderia interferir no
valor isotdpico final do turnover.

As afirmagdes de Deniro e Epstein (1978), de que o animal €, isotopicamente,
aquilo que ele come com variacdo em torno de +2%o para carbono-13 se aplica para

frangos de corte nesses tecidos estudados.

Determinac&o dos pools metabdlicos

Pode-se inferir que o musculo peitoral, figado e plasma apresentam mais de um
pool metabdlico (Figuras 2, 3 e 4), e o sangue apresenta apenas um Pool metabolico
(Figura 5). Pela andlise de residuos pode-se observar representacdo curvilinea, o que
segundo Cerling et al. (2007), significa que ha empobrecimento de carbono-13 pela
proteina advinda provavelmente de mais de um 6rgéo (Figura 2, 3 e 4), portanto mais de

um pool metabdlico, o que ndo ocorre na figura 5.
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Figura 2. Anéalise de residuos do ajuste linear dos dados isotopicos do musculo peitoral.
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Figura 3. Analise de residuos do ajuste linear dos dados isotdpicos do figado.
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Figura 4. Anélise de residuos do ajuste linear dos dados isotdpicos do plasma.
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Figura 5. Analise de residuos do ajuste linear dos dados isotopicos do sangue.
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Segundo Sartori, Denadai, Ducatti (2012) o comportamento da dilui¢io isotdpica
deve ser avaliado pelo ajuste da fungdo exponencial de primeira ordem caso o tecido ou
fracdo analisada apresente apenas um pool metabdlico. Portanto, os dados de sangue
que apresentaram esse comportamento, foram avaliados segundo Ducatti et al. (2002)

(Figura 6).
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Figura 6. Curva de diluicdo isotdpica do sangue de frangos de corte apds a troca de

dieta com sinal isotopico distinto.

A diluicdo isotdpica do musculo peitoral, figado e plasma foi fracionada

(Figuras 7 a 9), de acordo com Sartori, Denadai, Ducatti (2012).
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Figura 7. Representagdo linear da dilui¢do isotdpica do miisculo peitoral de frangos de

corte apos a troca de dieta com sinal isotdpico distinto.
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Figura 8. Representacdo linear da dilui¢do isotdpica do figado de frangos de corte apos

a troca de dieta com sinal isotopico distinto.
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Com a analise de pools metabolicos foi possivel determinar mais de uma
constante de troca dentro do periodo avaliado, ou seja, ao verificarmos dois pools
metabolicos neste mesmo periodo, pode-se calcular duas meias-vidas distintas em
momentos diferentes dentro do periodo total avaliado. A soma destas duas meias-vidas,
levando em consideragdo a porcentagem de contribui¢do de cada pool (equagdo 4), deve
representar a meia-vida geral do periodo total avaliado.

A partir da metodologia de Cerling et al. (2007) foi verificado neste trabalho, a
presenca de dois pools metabolicos no musculo peitoral, figado e plasma, e apenas um
pool no sangue das aves. Esses resultados corroboram com o estudo de Carleton et al.
(2008), quando analisaram a incorporagio de °C em varios tecidos de pardais (Passer
domesticus) que foram capturados em Laramie, EUA e alimentados com trigo integral
por 120 dias, e em seguida, alimentados com milho moido durante 128 dias. Os autores
observaram que a incorporagdo de 8"°C no sangue dos animais foi melhor descrita por
modelos de um compartimento, ou seja, esse tecido apresentou apenas um pPooOl
metabolico, ja a incorporacdo no plasma, figado e musculo peitoral dos passaros foi
melhor representada por modelos de dois compartimentos, apresentaram dois PoolS
metabdlicos.

Porém, em relagdo & incorpora¢ido de *C no plasma e sangue, o resultado foi
contrario ao encontrado por Pelicia (2013, ndo publicado), que ao estudar o turnover em
frangos de corte em diferentes fases de crescimento, observou apenas um pool
metabdlico no plasma e dois pools no sangue dos animais.

Reeds (1989) afirma que a idade do individuo primariamente afeta a por¢ao de
turnover proteico diretamente relacionado ao crescimento. Embora diferentes tecidos
crescam a taxas muito semelhantes, existem diferencas inerentes na taxa da sintese e

degradacdo proteica entre eles.
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Tabela 5. Tempo de troca total dos 4&tomos de carbono em cada tecido (t, em dias),
porcentagem de atomos trocados dos tecidos (F, em %), meia-vida geral (Tg, em dias),
meia-vida de cada pool metabolico (T ¢ T,, em dias) e a porcentagem de contribuigdo

do primeiro e segundo pool (x; e Xz, em %).

Tecidos t F Tg T, T, X1 X2
Peito 143,5 96,55 14,4 7,7 46,2 44 56
Figado 26,9 99,99 2,7 2,1 26,1 76 24
Plasma 28,9 99,99 2,9 2,6 28,6 87 13
Sangue 120,55 98,19 12,1 - - - -

Observou-se que o tempo de troca total dos a&tomos de carbono no peito e no
sangue das aves foi maior que o tempo experimental de 70 dias, porém esse periodo foi
suficiente para que ocorresse a incorporagdo do novo sinal isotdpico em todos os
tecidos, pois estes trocaram mais que 96% dos dtomos (Tabela 5), atingindo o patamar
de equilibrio necesséario para essa analise. Verificam-se diferencas entre os tecidos,
sendo que o figado e plasma apresentaram rapida taxa de metabolismo, enquanto que o
musculo peitoral e sangue apresentaram taxas mais lentas, tendo incorporagdo da dieta
mais desacelerada.

O primeiro pool do figado e do plasma apresentou maior taxa de contribuigdo
(76% e 87%, respectivamente), maior velocidade de troca dos valores isotopicos (2,1 e 2,6
dias) quando comparado com o segundo pool metabolico (26,1 e 28,6 dias).
Diferentemente, o tecido muscular apresentou maior taxa de contribui¢do no segundo pool,
porém, foi no primeiro pool em que ocorreu uma maior velocidade de troca dos valores
isotopicos (7,7 dias).

Pode-se inferir que a existéncia de dois pools nos tecidos esteja relacionada com
as fragdes bioquimicas de cada tecido (proteinas, carboidratos, lipideos). Nos estudos de
DeNiro e Epstein (1978), os autores afirmam que essas fracdes bioquimicas apresentam
sinais isotdpicos distintos, por apresentarem cada um uma composi¢do diferente, elas
podem apresentar taxas de turnover distintas entre si. Desta maneira, o pool curto pode
ser representado por trocas realizadas pelas fragdes bioquimicas com alta taxa
metabdlica, enquanto que o pool longo, o qual possui taxa de turnover mais lenta,

representado por trocas de fragdes com taxa de metabolismo mais lento.
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Nos estudos de Cerling et al. (2007), os autores afirmam que ¢ possivel a
obtengdo de até trés pools metabdlicos em alguns tecidos. Ayliffe et al. (2004) sugerem
que os pools metabodlicos curtos, que possuem taxa de turnover rapida, sdo
representados pelo metabolismo dos aminoacidos essenciais, os quais ndo podem ser
sintetizados pelo organismo do animal. Em relagdo ao pool intermediario, os autores
afirmam que estd provavelmente relacionado com as func¢des do figado, pancreas, rim e
do trato gastrintestinal, os quais tem mostrado ter meia-vida intermedidria entre os
diversos tecidos animais. Ja o pool longo, ¢ provavelmente composto pelas func¢des
metabolicas do musculo esquelético, com contribuicdes menores de drgdos como o
musculo cardiaco e o cérebro. Estes tipos de tecidos sdo conhecidos por ter taxas de
turnover mais lentas do que os tecidos mais metabolicamente ativos.

O figado e o plasma sanguineo apresentaram metabolismo mais rapido em
relacdo ao sangue e o peito avaliados, com valor de meia-vida geral de 2,7 e 2,9 dias,
respectivamente. De acordo com Guyton e Hall (2006), o figado possui elevada taxa
metabdlica, compartilha substratos e energia com um e outro sistema metabdlico,
processa e sintetiza multiplas substancias que sdo transportadas para outras areas do
corpo e realiza ampla quantidade de fun¢des metabdlicas. J& o plasma, é um tecido
responsavel pela homeostase corporal dos animais, sendo encarregado pelo transporte
entre os tecidos, de proteinas, sais inorganicos ¢ hormdnios, com a finalidade de manter
as atividades consideradas mais vitais do organismo em funcionamento normal (Macari;
Furlan; Gonzales, 2002).

Pode-se observar que a meia-vida do sangue nas aves foi de 12,1 dias. Os
resultados de plasma e sangue corroboram com os de Pearson et al. (2003), os quais
indicaram em seus estudos com passaros onivoros que a meia-vida do sangue total ¢é
cerca de 8 a 12 dias e que a do plasma sanguineo cerca de 1 a 4 dias, concluindo que o
turnover do sangue ¢ mais lento que o do plasma sanguineo. Segundo estes
pesquisadores, o sangue total no organismo ¢ composto de 55% de plasma, 1% de
glébulos brancos e plaquetas e 44% de globulos vermelhos, e fornece informagdes em
longo prazo, pois suas células tém maior longevidade que os constituintes do plasma,
tendo ritmo mais lento na taxa de turnover. De acordo com Macari e Luquetti (2002) as
células sanguineas apresentam vida média mais longa, em torno de 28 a 35 dias,

mantendo o sinal isotdpico da dieta mais antiga e assim interferindo no sinal do sangue
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como um todo. Hahnn et al. (2012), em estudo com aves aquaticas ¢ herbivoras também
encontraram diferenca no tempo de turnover entre o plasma sanguineo e as células
sanguineas.

O tecido muscular e o figado se comportam de maneiras diferentes quanto a
meia-vida (Tabela 5). O figado ¢ um 6rgdo homeostatico que redistribui os metabolitos
para os demais tecidos corporais. Os musculos tendem a reagir mais lentamente que o
figado, em termos metabolicos, basicamente em fun¢do da dieta (Peragdn et al., 2001;
Cruz, 2002).

O valor da meia-vida geral no figado foi de 2,7 dias. Denadai et al. (2013) ao
avaliarem a incorporagdo do carbono-13 da dieta no figado de frangos de corte de 42
aos 56 dias de idade alimentados com troca de dieta com valores isotdpicos diferentes,
encontraram uma meia-vida de 2,1 dias. No inicio do estudo desses autores as aves
ainda n3o atingiram a idade em que a taxa de crescimento comeca a desacelerar,
permitindo concluir que teve turnover mais rapido, pois nessa fase ainda hd uma taxa de
formagdo de novo tecido, o que j4 ndo ocorre com os tecidos dos animais com a idade
de 49 a 119 dias.

Para o musculo do peito dos frangos, a meia-vida geral encontrada foi de 14,4
dias. Neste tecido se concentram maior quantidade de proteinas do tecido animal, além
deste ser fonte de glicogénio, fosfolipidios e colesterol. Em situagdo de deficiéncia ou
desbalanco de aminoécidos, esse tecido ¢ prontamente degradado para suprir outros
tecidos considerados mais vitais, portanto, em funcdo dessas caracteristicas, pode-se
caracterizar o musculo como tecido metabolicamente ativo (Macari; Furlan; Gonzales,
2002).

Para os animais na fase de desacelera¢do do crescimento, o turnover foi
relacionado mais com o metabolismo de mantenga e renovagado de tecido ja formado do
que com a formacdo de tecido novo (crescimento). Kennedy e Krouse, (1990) afirmam
que as taxas de turnover podem variar entre as diferentes espécies, tecidos, fracdes
bioquimicas e sdo influenciadas pelo estado fisiologico do animal. Cruz et al. (2005)
trabalharam com frangos de um a 30 dias de idade e encontraram valores de meia vida
do musculo peitoral de 5 a 8 dias, valores menores dos encontrados neste trabalho, e
assim, confirmando que em animais mais jovens, o fator crescimento afeta no valor do

turnover.
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Pelicia (2013, ndo publicado) estudando turnover em frangos de corte em
crescimento observou que para todos os tecidos a taxa de metabolismo foi mais rapida
no animal mais jovem enquanto que no animal mais velho essa taxa se torna mais lenta.
Os valores encontrados para meia-vida de frangos com 35 a 98 dias de idade foram de
8,2 dias para o peito; 1,7 dias para o plasma e 11 dias para o sangue.

Durante o crescimento das aves tem-se inicialmente incremento tecidual rapido,
diminuindo com o passar do tempo, até atingir o pleno desenvolvimento do tecido,
quando entdo se torna nulo esse crescimento (Macari; Furlan; Gonzales, 2002). O
acréscimo de massa tecidual ¢ o principal fator na determinag¢do da velocidade de
diluicdo isotdpica do carbono tecidual em relagdo a taxa de troca isotopica de animais
jovens (Zuanon, 2003). Segundo Pohal (2004) e Viola (2007) quanto mais
metabolicamente ativo for o tecido, maior a tendéncia de receber nutrientes para sua
demanda apropriada.

Com o avancar da idade das aves a diferenga entre os processos anabdlicos e
catabdlicos vai diminuindo e o tecido praticamente cessa o crescimento, existindo
apenas turnover tecidual, fendmeno onde a sintese e degradag¢@o acontecem na mesma
propor¢do, pois a sintese e degrada¢do ocorrem ao mesmo tempo desde o nascimento
(Gonzales e Sartori, 2002), consequentemente, a velocidade de troca de carbono vai

diminuindo, aumentando da meia-vida e tempo para troca total até se tornar constante.

CONCLUSOES

O musculo peitoral, figado ¢ plasma dos frangos apresentam mais de um pool
metabdlico, e o sangue das aves nessa fase apresenta apenas um pool metabdlico.

O pool curto pode ser representado por trocas realizadas pelas fracdes
bioquimicas com alta taxa metabolica, e o pool longo por trocas de fragdes com taxa de
metabolismo mais lento.

O modelo definido para o célculo da meia vida geral ¢ vidvel para dados de
isotopos estaveis, apresentando maior confiabilidade na técnica utilizada para

linearizacao.
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IMPLICACOES
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IMPLICACOES

A técnica de isotopos estaveis esta se tornando uma promissora ferramenta nas
analises da nutrigdo, metabolismo e fisiologia dos animais através dos dados da
incorporagdo do 8"°C da dieta em diversos tecidos dos animais por meio da razdo
isotopica do carbono (*C/"*C).

Dessa forma, pesquisas na area de produgdo animal utilizando essa técnica vém
sendo realizadas de forma crescente. As formas de aplicacdo dos isdtopos estaveis
encontram-se em evidéncia, com atual aproveitamento em avaliagdo e melhor compreensdo
do funcionamento do metabolismo animal, através da analise de turnover tecidual.

Um dos impasses dessa metodologia, ¢ que os autores avaliam as trocas de
carbono nos tecidos em fase de crescimento, considerando que toda a troca foi em
fung@o do turnover, sendo que em um animal em crescimento, a troca se deve tanto a
taxa renovagdo do tecido formado, quanto a formacdo de tecido novo. Dessa maneira, ¢
necessario detalhar melhor o turnover tecidual em animais que estdo em fase de
crescimento desacelerado e em animais que estdo na fase adulta.

A adaptacdo e o aperfeicoamento de modelos matematicos, mais avangados, da
incorporacdo da dieta pela distribuicdo dos elementos em organismos vivos permitem
avaliar de forma mais ampla os resultados obtidos pela técnica de isdtopos estaveis,
determinando se a taxa de troca isotdpica é unica ou fracionada (mais de um pool
metabdlico).

A exploragdo da fun¢fo linear abre perspectivas de novas interpretagdes nestes
experimentos que visam estudo da sintese e degradacdo de metabdlitos sob regime de
dieta a base de plantas C3 e C4, ou misturas isotdpicas, com valores de & distintos entre
Si.

Este trabalho inédito abre uma promissora linha de pesquisa basica na area de
fisiologia e metabolismo animal, e principalmente, pela auséncia de estudos com este
enfoque aplicando estas técnicas. Por isso novos estudos deverdo ser conduzidos nesta area
de nutricdo com objetivo de aprimorar essa nova técnica e para obter maiores informagdes
sobre fatores que podem influenciar no tempo de turnover nos tecidos, como por exemplo,
fatores relacionados a fisiologia do animal, em func¢do do tamanho corporal e estagio de

desenvolvimento.
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Apéndice (CAPITULO 2)

A confiabilidade dos resultados de meia-vida geral nos tecidos de frangos de corte
analisados, obtidas pelo método de ajuste linear pode ser confirmada pelos valores de
meias-vidas gerais tg (figuras 1, 2 e 3) que sdo semelhantes as obtidas pelos ajustes
exponenciais dos dados de cada tecido (tabela 5).

Para mensurar quantitativamente a velocidade de substituicdo do carbono das
dietas nos tecidos das aves depois de determinado intervalo de tempo, foi realizado o
ajuste exponencial dos dados para confirmar que o tempo de avaliagdo de 70 dias foi
suficiente para que todos os tecidos analisados alcangassem o patamar de equilibrio

isotopico.
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Figura 1. Curva de diluigdo isotdpica no musculo peitoral de frangos de corte apos a

troca de dieta com sinal isotopico distinto.
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Figura 2. Curva de diluicdo isotdpica no figado de frangos de corte apos a troca de

dieta com sinal isotopico distinto.
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Figura 3. Curva de dilui¢do isotdpica no plasma sanguineo de frangos de corte apos a

troca de dieta com sinal isotopico distinto.



