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Considerac0es iniciais

1. Introdugéo

Atualmente, no cenédrio mundial de producdo de frangos de corte, o Brasil €
considerado o terceiro maior produtor e o maior exportador (UBABEF, 2011). Apesar
desta atividade apresentar importante papel no setor agropecuario, 0s produtores
trabalham com reduzida margem de lucro, sendo a eficiéncia produtiva essencial para a
rentabilidade deste setor.

Na avicultura o progresso genético exige constante adequacdo do ponto de vista
nutricional. Para frangos de corte a alimentacédo representa cerca de 70% do custo de
producdo, sendo fundamental o fornecimento de dietas balanceadas de acordo com as
necessidades das aves, para proporcionar maxima eficiéncia alimentar e desempenho
dos animais (NASCIMENTO et al., 2009).

Devido a alimentacdo representar alto custo na producdo das aves, entdo, objetiva-se
atender as exigéncias de aminoacidos, tornando a escolha dos ingredientes a serem
utilizados nas dietas, de fundamental importancia. Os aminoacidos sintéticos tem sido
utilizados como ferramenta de ajuste na formulacdo de racGes, possibilitando assim,
atender os niveis exigidos em aminoacidos essenciais.

Os aminoacidos ingeridos pelos animais sdo absorvidos no trato gastrointestinal
sendo destinados tanto para repor as perdas obrigatdrias endégenas como para sintese de
substancias ndo protéicas, deposicdo de tecidos e formagéo de produtos (SAKOMURA
e ROSTAGNO, 2007).

A regulagdo do metabolismo protéico no musculo esquelético das aves associada a
ingestdo de aminoacidos, tem sido estudada com objetivo de melhorar o crescimento
muscular, qualidade da carne e promover reducdo da perda muscular em condigdes
fisiopatoldgicas. Sabe-se que o consumo de dietas com deficiéncia protéica compromete
a sintese de proteinas, enquanto o efeito na protedlise é vista como dependente da
severidade desta deficiéncia (TESSERAUD et al., 2011).

A metionina e a lisina sdo 0s aminoacidos essenciais que possuem maior impacto
no desempenho das aves, por serem incapazes de sintetiza-los em velocidade e

quantidade suficiente para suprir sua exigéncia, sendo importante o conhecimento da



composicao desses aminoacidos nos alimentos, bem como o seu aproveitamento pelos
animais.

A disponibilizagdo dos amino&cidos lisina e metionina sob forma sintética torna-se
necessaria na formulacdo de dietas para frangos de corte, devido as ra¢Ges a base de
milho e farelo de soja possuirem baixo teor desses aminoacidos. Com a finalidade de
reduzir impacto ambiental tém-se diminuido o teor de proteina nas dietas, porém com a
manutencdo dos niveis dos aminoacidos essenciais mais proximos as necessidades das
aves (ROSTAGNO et al., 2011).

Frangos de corte alimentados com caréncia ou com proteinas de baixa qualidade
podem ter sintese protéica muscular prejudicada (MORAN JR e BILGILI, 1990;
BAKER, 1991). A qualidade da proteina dietética influencia a taxa de sintese protéica
no tecido muscular, sendo entdo, o tecido mais representativo ao considerar sintese e
deposicao de proteinas (TESSEREUD et al., 2011).

A técnica de is6topos estaveis tem sido aplicada como indicadores dietéticos por
possibilitar a deteccdo das dietas fornecidas aos animais. Esta ferramenta proporciona o
conhecimento, ndo s6 das dietas consumidas atualmente, como também, das dietas
ingeridas a um periodo anterior as analises isotdpicas. Hoje, o principal foco do uso dos
isotopos estdveis, envolve pesquisas relacionadas ao turnover tecidual, alocacdo de

nutrientes e balango protéico.

2. Isétopos estaveis

O termo isétopo é originado do grego, iso significa mesmo ou igual e, topos
significa lugar, e refere-se ao fato de dois ou mais elementos ocuparem a mesma
posicdo na tabela periddica. JA o vocébulo estavel é referente a sua ndo emissdo de
radiacao.

Os is6topos sdo atomos de um mesmo elemento quimico, mas se diferem em
nameros de néutrons e, consequentemente, em numeros de massa. O diferente nimero
de massa possibilita quantificar os diferentes isotopos de um mesmo elemento através
da espectrometria de massa (CLARK e FRITZ, 1997).

Os elementos carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre possuem is6topos
de ocorréncia natural na biosfera, sendo os principais elementos dos ciclos bioldgicos,
hidrologicos e geoldgicos (CLARK e FRITZ, 1997). Cada elemento possui um isétopo



leve dominante, carbono-12 (**C), hidrogénio-1 (*H), nitrogénio-14 (**N) e oxigénio-16
(*°0), e um ou mais isotopos estaveis pesados, carbono-13 (*3C), hidrogénio-2 (*H),
nitrogénio-15 (*°N), oxigénio-17 (*’O) e oxigénio-18 (**0) com abundancia expressa em
atomos % (CRISS, 1999). A abundéancia natural para os is6topos estaveis de carbono-12
e carbono-13 é de aproximadamente 98,89 e 1,11 &atomos %, respectivamente
(PRESTON, 1992).

A espectrometria de massas de razdo isotopica permite mensurar a concentracao de
um determinado elemento sob forma gasosa (H,, CO;, N2, SO,). Apds sua combustdo e
passagem por fonte de ionizacdo, ha formacdo de feixes de ions os quais sdo separados
por campo magnético de acordo com relacdo massa/carga. A medida da relagdo entre os
istopos estaveis mesurados € obtida através da expressdo (1) de enriquecimento
isotopico relativo:

8i (amostra, padrao) = [(Ramostra / Rpadréo) -1] x10° 1)

A simbologia da expressdo (1) indica que (i) refere-se ao is6topo pesado do
elemento quimico em consideracdo e (R) refere-se a razdo entre o elemento pesado e o
leve. A terminologia d reflete o enriquecimento relativo da razdo isotopica da amostra
expresso em %o, comparativamente a razdo isotdépica do padrdo internacional
(DUCATTI, 2004).

O padré&o internacional para carbono-13 é expresso em padrdo Peedee Belemnite
(PDB) e trata-se de um carbonato solido na formacdo Peedee da Carolina do Sul,
Estados Unidos (BARRIE e PROSSER, 1996).

A técnica dos isétopos estaveis que ocorrem naturalmente como indicadores
dietéticos proporciona estimar a quantidade do alimento ingerido, que foi assimilado
pelo organismo animal, de modo que informacg6es de dietas consumidas por longos
periodos possam ser obtidas (HOBSON e CLARK, 1992b). Os is6topos de um
elemento possuem propriedades quimicas semelhantes, por isso as moléculas isotopicas
apresentam a mesma probabilidade de entrar em um meio bioldgico, apesar de
possuirem diferentes nimeros de massa, presente no nicleo. Como a eletrosfera do
atomo é comum a todos os isétopos, ela mascara o contetdo do nucleo, enganando o
processo seletivo das membranas bioldgicas sendo utilizadas como tracadores
(DUCATTI, 2004).



As plantas do ciclo fotossintético C3 e C4 apresentam assinaturas isotdpicas distintas
devido ao fracionamento durante a fixacdo de carbono. A via fotossintética de fixacao
de CO; pelas plantas € o mecanismo que determina se a planta é C3 ou C4. Esta
classificacéo esta de acordo com o numero de atomos de carbono presente no primeiro
composto orgénico a ser formado, no caso, um acido carboxilico. Nas plantas C3 este
acido é constituido por trés atomos e nas plantas C, por quatro atomos de carbono
(SMITH e EPISTEIN, 1971; KENNEDY e KROUSE, 1990; VOGEL, 1993). Como
exemplo de plantas C; tem-se a soja, 0 arroz, o trigo, a cevada e o algoddo. Ja as
forrageiras tropicais, o milho, a cana e o sorgo, séo exemplos de plantas C..

As plantas Cs, durante a assimilacdo fotossintética, realizam o ciclo de Calvin-
Benson para a fixac&o do CO, atmosférico e apresentam valores de 5C na faixa de -22
a -34%o. As plantas C, fixam o CO, através do ciclo Hatch-Slack e apresentam valores
de 83C entre -9 a -16%o. O valor negativo apresentado indica que as plantas ou seus
subprodutos apresentam valores menores que o padrdo internacional. A diferenca ao
redor de 14%o entre as plantas C3 e C4 proporciona a utilizagdo dessas plantas e de seus
subprodutos como marcadores em animais, sem a necessidade do uso de compostos
marcados (DUCATTI, 2004).

Apesar de cada tecido do animal apresentar assinatura isotdpica, fator de
fracionamento, taxa de troca isotdpica e turnover distintos, o animal € aquilo que
consome isotopicamente +2,0%o para *>C (HOBSON e CLARK, 1992a; 1992b).

A utilizacdo dos is6topos estaveis através da razdo isotépica de carbono (**C/**C)
também tem favorecido a autenticacdo de produtos como suco de frutas (KOZIET et al.,
1993), meis (WHITE et al., 1993), vinhos (MARTIN et al., 1988) e 6leos vegetais
(KELLY et al., 1997). Também permite em associacdo com a razdo isotopica de
nitrogénio (**N/**N), diferenciar o regime alimentar de um animal que foi submetido
por um periodo determinado a essa dieta e caracterizar o local de origem desses animais
(GONZALEZ-MARTIN et al., 2001; PIASENTIER et al., 2003).

A técnica de is6topos estaveis vem sendo empregada com sucesso na Universidade
Estadual Paulista, no Centro de Isdtopos Estaveis Ambientais, na rastreabilidade da
inclusdo de farinha de origem animal na alimentacdo de frangos de corte (CARRIJO et
al., 2006; GOTTMANN et al., 2008; GOTTMANN, 2010), aves de postura (DENADAI
et al., 2006; DENADAI et al., 2008) e codornas (MORI et al., 2007; SERNAGIOTTO,



2009), através da andlise do sangue, plasma, visceras, penas e tecido muscular,
cartilaginoso e 0sseo desses animais. Atualmente tem-se focado o uso dos is6topos
estaveis em pesquisas envolvendo turnover tecidual, alocacdo de nutrientes e balango

protéico.

3. Turnover

Todos os constituintes do organismo, incluindo as proteinas, ndo sdo permanentes,
encontrando-se em processo continuo de degradacdo e sintese. Determinadas proteinas
sdo degradadas e outras tantas sdo sintetizadas continuadamente. A manutencdo da
concentracdo de determinada proteina é obtida pela sintese da mesma em quantidade
equivalente a da sua degradacdo, embora existam flutuac6es transitorias, a concentracao
protéica geral mantém-se constante no animal adulto higido (MARZZOCO e TORRES,
2010).

Como a composi¢do de aminodcidos das proteinas varia, 0 conjunto de aminoacidos
originado das proteinas que estdo sendo degradadas, ndo € igual aquele necessario para
compor as proteinas que estdo sendo sintetizadas. Os aminoacidos excedentes nao
podem ser armazenados, sendo oxidados e seu nitrogénio excretado (MARZZORCO e
TORRES, 2010).

Todas as substancias presentes no organismo animal sejam metabolitos organicos ou
inorgénicos, estdo sujeitas ao turnover. O processo de turnover decorre através da
renovacdo continua dos elementos quimicos que constituem os tecidos corporais como
um todo, sendo um procedimento dinamico e continuo (HETENY!I et al., 1983).

A renovacdo continua dos elementos quimicos e, consequentemente, dos is6topos
que compde os tecidos corporais ou 0 organismo como todo, é denominado turnover
isotopico. Este processo é resultado da renovacdo tecidual decorrente da sintese,
degradacéo dos tecidos adultos ou pelo crescimento de tecidos em formacéo (diluicdo
isotépica) (ZUANON et al., 2007).

A mensuracdo do turnover de componentes corporais e 6rgdos dos animais é
possivel através da utilizacdo de dietas com assinaturas isotopicas distintas. A escolha
do tecido para andlise isotopica dependera do interesse em questdo, pois apés a
mudanca da dieta, a alteracdo da composi¢édo isotdpica do tecido determinado dependera
da velocidade de constituicdo deste (TIESZEN et al., 1983). Para verificagéo de dietas



consumidas recentemente, deve-se escolher tecidos metabolicamente mais ativos
(sangue, figado, péancreas), pois apresentam rapida taxa de troca isotdpica. Para
investigar dietas consumidas em longo prazo, prioriza-se a analise de tecidos
metabolicamente menos ativos (colagenos de 0ssos, penas) devido a mais lenta taxa de
troca isotopica (HOBSON e CLARK, 1992a).

4. Aminoacidos

Os aminoacidos alem de fazerem parte da constituicdo de proteinas, sdo precursores
de muitos compostos nitrogenados que apresentam funcdes fisioldgicas importantes
como as moléculas de porfirinas, horménios, neurotransmissores e pirimidinas
(CHAMP et al., 2009).

Os aminoacidos ndo sdo armazenados pelo organismo, pois ndo possuem uma
proteina cuja Unica funcdo seja o suprimento de aminoacidos para serem utilizados
posteriormente, diferentemente das gorduras e carboidratos. Portanto, os aminoacidos
devem ser obtidos da dieta, da degradacdo protéica normal ou sintetizados “de novo”. A
presenca de aminoacidos excessivos em relacdo as necessidades biossintéticas celular
ocasiona rapida degradacdo (CHAMP et al., 2009).

A absorgdo dos aminoéacidos se d& no intestino delgado e sdo hidrolisados
superficial e intracelularmente, sendo o ileo o principal sitio de absorcdo via, quase
inteiramente, na forma livre. Os aminoacidos livres sdo absorvidos pelos enterdcitos
contra gradiente de concentracdo, através de um sistema de transporte secundario ligado
ao Na+. Os dipeptideos e tripeptideos sdo captados por um sistema de transporte ligado
ao H+ e hidrolisados no citosol das células do intestino, produzindo aminoéacidos, que
sdo liberados para o sistema porta. Sendo assim, apdés uma refeicdo contendo
aminoéacidos, sdo encontrados na via porta aminoacidos livres (RUTZ, 2002; CHAMP
et al., 2009).

O catabolismo dos aminoéacidos encontrados nas proteinas envolve a remog¢do dos
grupos o-amino seguido por oxidacao do esqueleto carbonico remanescente (CHAMP et
al., 2009; MARZZOCO e TORRES, 2010). O processo de catabolismo forma produtos
intermediarios como o-cetoglutarato, fumarato, acetil Co-A, oxalacetato, piruvato,
succinil Co-A e, acetoacetato. Esses produtos atuam nas vias do metabolismo

intermediério, 0s quais resultam tanto na sintese de glicose e lipidios, como na producéo



de energia por oxidacdo a dioxido de carbono e agua, no ciclo do acido citrico (CHAMP
etal., 2009).

A capacidade de transporte de aminoacidos do limen para o citosol do enterdcito
depende da disponibilidade e afinidade de transportadores para com o substrato e da
concentragdo de aminodcidos dentro e fora da célula. Como o transporte dos
aminoacidos depende de transportadores (proteinas de membrana), ha fatores que
interferem em sua sintese, podendo assim, prejudicar o transporte de aminoacidos.
Baixos niveis de vitamina D, vitamina E, vitamina B6 e tiamina reduzem a velocidade
de transporte de aminoacidos em aves (RUTZ, 2002).

Segundo Rutz (2002), a absor¢cdo dos aminoacidos € influenciada pela
estereoespecificidade. Ao aminoacidos D e L séo transportados ativamente, mas com
diferentes taxas de absorcdo. Os L-aminoacidos possuem maior especificidade quimica
e afinidade com o sitio de absorcdo e sdo absorvidos contra um gradiente de
concentracdo, sendo a absor¢do mais répida que os D-isdbmeros.

Ao se fornecer alimento as aves apos restricdo alimentar ndo severa observa-se
aumento na capacidade de absorcdo de aminoacidos devido a elevacdo do numero de
transportadores disponiveis. Caso a restricdo alimentar seja severa, poderd ocorrer
reducdo no numero de vilos intestinais e, consequentemente, perda por descamacao dos
enterdcitos, principalmente no terco apical dos vilos, os quais possuem capacidade
absortiva. Neste caso, o fornecimento de alimento devera ser gradativo para que haja
tempo para a mucosa absortiva se recompor (RUTZ, 2002).

De acordo com Leclercq (1998), a proteina em excesso na alimentacdo das aves é
catabolizada resultando na excrecdo de acido Urico. Baseado no principio que o custo
metabdlico estimado na incorporacdo do aminoacido na cadeia protéica é de 4 mols de
ATP e, o custo estimado da excre¢do do nitrogénio resultante do catabolismo € na faixa
de 6 a 18 mols de ATP, conclui-se que a excrecdo de nitrogénio em excesso possui alto
custo metabolico ou calérico. Como consequéncia, pode-se observar prejuizo no
desempenho de aves alimentadas com excesso de proteina ou aminoécidos, pois a
energia destinada para acréscimo de massa muscular podera ser desviada para a
excrecao de nitrogénio.

Os aminoéacidos além de serem constituintes das proteinas, fornecem energia por

conter carbono, também podem ser substratos para a neoglicogénese, pois a maioria dos



aminoacidos podem ser convertidos em glicose quando a sua disponibilidade for
limitada. Apesar de ndo existir local de armazenamento de aminoacidos no corpo, a
proteina do musculo esquelético pode ser prontamente degradada em uma situacdo de
deficiéncia, tanto protéica quanto energética (CHAMP et al., 2009).

4.1- Metionina e Lisina

Os aminoéacidos sdo classificados conforme a propriedade do grupo radical (R). A
metionina é classificada como grupo R ndo-carregado, mas polar, pois seu grupo R
forma pontes de hidrogénio com a agua. A lisina é classificada como grupo R carregado
positivamente, basico, com capacidade de receber protons (Figura 1) (LEHNINGER et
al., 1995; CHAMP et al., 2009). Metionina e lisina sdo aminoacidos essenciais para
aves e mamiferos porque sdo incapazes de sintetiza-los em velocidade e quantidade
suficiente para suprir sua exigéncia, sendo entéo, fornecidos através dos alimentos ou
sob forma sintética, com o objetivo de suprir a necessidade especifica dos mesmos
(ANDRIGUETTO et al., 1990).

Metionina Lisina
H
O\\ IT' /H O\\C I /H
S-S ,C—C—N_
HO/C C|3 N\H HO" L. H
CH, | 2
| (I:Hz
Y CH,
S
| C|:H2
CH, NH,

Figura 1. Férmulas estruturais dos aminoacidos metionina e lisina (LEHNINGER et al. 2002).

A metionina é sintetizada naturalmente por plantas e microrganismos a partir do
aspartato (LEHNINGER et al., 2002). E essencial a nutricio das aves por ser um dos
principais doadores de grupo metil, na forma de S-adenosilmetionina, necessario a todas
as reaces biologicas de metilagdo. Os grupos metil labeis participam da sintese de
aminoéacidos, creatina, poliaminas, fosfolipideos, epinefrina, colina, melatonina, DNA e
RNA (TESSERAUD et al., 2011).
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Um grupo metil é formado por trés atomos de hidrogénio e um atomo de
carbono. E chamado de grupo metil labil ou grupo metil labil pré-formado, quando é
possivel transferir esta molécula de uma célula para outra no organismo animal (PESTI,
1989).

A metionina, além de ser substrato para sintese protéica, também € intermediaria
nas reacdes de transmetilacdo, da rota catabdlica da colina e precursora de outros
aminoacidos sulfurados, como a cisteina e a taurina (STORCH et al.,, 1990). A
metionina interrelaciona-se com o acido félico, ambos geram grupos metil labeis
utilizados na re-metilagdo da homocisteina, formando metionina in vivo. Este processo
torna-se importante devido a melhoria no desenvolvimento corporal de frangos de corte
em idade inicial de criacdo (RYU et al., 1995). A colina somente pode substituir a
metionina na sintese protéica, se a homocisteina estiver presente na dieta
(BERTECHINI, 2006).

De acordo com Champ (2009), a metionina é considerada aminoécido glicogénico
por produzir succinil Co-A. Quando convertida em S-adenosilmetionina (SAM),
principal doador de grupos metila no metabolismo dos compostos de carbono. O SAM
através da perda do grupo metil e de hidrélise forma a homocisteina. Entdo em quadro
de deficiéncia de metionina, a homocisteina pode ser novamente metilada resultando em
metionina. Quando os niveis de metionina se encontram adequados a homocisteina pode
entrar na via de transulfuracéo e ser convertida em cisteina (CHAMP et al., 2009).

Os aminoacidos sulfurados participam do sistema antioxidante. Residuos de
metionina s&o suscetiveis a oxidacao por espécies reativas de oxigénio e como resultado
produz a metionina sulféxido. Niveis de metionina presentes da dieta de frangos de
corte influenciam a atividade da enzima metionina sulfoxido redutase, a qual restabelece
a metionina sulféxido em metionina (MOSKOVITIZ et al. 1995; LEVINE et al., 1996).
Esta enzima também recupera proteinas oxidadas, prevenindo assim, o acumulo celular
de proteinas danificadas, com implicacbes potenciais na sadde animal, no
desenvolvimento tecidual e na qualidade de produtos (carne) (STADMAN et al., 2007).

A metionina pode ser utilizada no controle de enterite necrética. Em aves
desafiadas com Clostridium perfingens e Sreptococcus houve um  menor
desenvolvimento bacteriano no ileo e ceco nas aves que tiveram sua dieta suplementada

com excesso de metionina. O efeito toxico da metionina nestas espécies bacterianas é
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observado pela diminuicdo das lesdes intestinais causadas pela enterite necrotica
decorrente do aumento do consumo deste aminoacido (DAHIYA et al., 2007).

Altos niveis de metionina no periodo de 21 a 42 dias de idade influenciaram
positivamente 0 ganho de peso, consumo, conversao alimentar e o rendimento de peito
(SCHUTTE e PACK, 1995; PESTI et al., 1999; ALBINO et al., 1999). Porém o excesso
de metionina causou maior deposicdo de gordura abdominal, diminui¢do do ganho de
peso, inibicdo na utilizacdo da treonina e aumento no tamanho de figado (KATZ e
BAKER, 1975; MENDES et al., 1993; GOUS et al., 1999 ; WHITAKER et al., 2002).

A suplementagdo de metionina aumentou a sintese de proteina, reduziu o
catabolismo dos demais aminoacidos ndo-limitantes, reduzindo a excrecdo de &cido
arico, produto final do catabolismo dos aminoacidos. Dessa forma a excrecao de &cido
Grico pode ser aplicada na determinacdo dos niveis nutricionais da metionina (BROWN
e CLINE, 1974; MILES e FEATHERSTON, 1974).

Nos pintos em crescimento a deficiéncia de metionina+cistina proporcionou
maior efeito no crescimento das aves e balanco de nitrogénio, enquanto a deficiéncia de
lisina ocasionou efeito menos pronunciado no crescimento (KINO e OKUMORA,
1986).

A lisina possui grande importancia na composi¢do de tecido muscular esquelético,
sendo o0 aminoacido mais abundante no musculo do peito de frangos de corte
(TESSERAUD et al., 2001).

Estudos realizados com dietas deficientes em lisina tem revelado que as taxas
fracionais de protedlises mensuradas no musculo Pectoralis major em aves (valores
expressos em %/dia) sd0 maiores em animais com restricdo de lisina na dieta,
independente da idade ou gendtipo da ave (TESSERAUD et al., 1996, 2001).

Nos musculos das aves as variacdes diarias no conteudo de lisina na dieta afetam a
via proteolitica ubiquitina-proteossomo, influenciando a enzima E3 (também conhecida
como ubiquitina ligase), a qual é responsavel pela ativacdo da ubiquitina. A via
ubiquitina-proteossomo promove degradacdo seletiva de proteina (TESSERAUD et al.,
2011). A ubiquitina marca a proteina a ser degradada e o proteossomo fragmenta a
proteina em aminoacidos, porém esse processo requer trifosfoato de adenosina (ATP),
ou seja, requer energia (CHAMP et al., 2009; TESSERAUD et al., 2011). Também

possui influéncia na expressdo génica da atrogina-1, também participante da via
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proteolitica ubiquitina-proteossomo, cuja funcdo € evitar a atrofia muscular e
proliferacdo de tecido conjuntivo em musculo lesionado (TESSERAUD et al., 2011).

A lisina é aminoacido exclusivamente cetogénico. Nenhum dos seus grupos amino
sofre transaminacdo como primeiro passo de seu catabolismo, sendo convertida em
acetoacetil Co-A diretamente, sem a formacao intermediaria de piruvato (CHAMP et
al., 2009).

Nota-se que a lisina é um dos aminoacidos que exerce o mais especifico efeito na
composic¢do da carcaca e crescimento muscular. Importante efeito particular tem sido
observado no desenvolvimento do musculo do peito das aves (TESSERAUD et al.,
1996). E provavel que o musculo do peito das aves represente a principal reserva de
lisina que pode ser mobilizada em condicdo de deficiéncia.

O efeito da lisina no desenvolvimento do musculo do peito pode ser atribuido ao
fato de ser o aminoécido essencial mais abundante nas proteinas presentes no muasculo
esquelético (TESSERAUD et al., 1996). Berri et al. (2008) obsevaram que 0 aumento
da lisina pode melhorar a qualidade do musculo peitoral, aumentado o pH e a
capacidade de retencdo de 4gua, mas 0S mecanismos que proporcionam isto ainda séo
desconhecidos.

A elevacdo do consumo de lisina proporciona maior ganho de peso em pintos na
fase inicial (CONHALATO, 1998). O aumento dos niveis de lisina, sem considerar 0s
demais aminoacidos, pode resultar em desempenho limitado por deficiéncia de algum
outro aminodcido, além de influenciar na reducdo de ingestdo de alimentos pelas aves
(VALERIO et al., 1999). A elevacdo da relacdo lisina/proteina acima de 5% contribui
para reducéo da eficiéncia da lisina para ganho de peso (CELLA et al., 2001).

Altos niveis de lisina sdo necessarios para minimizar a porcentagem de gordura
abdominal, melhorar a conversao alimentar e maximizar rendimento de peito e ganho de
peso corporal (LECLERCQ, 1998).
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5. Exigéncias Nutricionais

Sakomura e Rostagno (2007) definem que a exigéncia de um nutriente pode ser a
guantidade do mesmo a ser fornecido na dieta para atender as necessidades do animal
em condi¢Oes ambientais compativeis com boa saude animal, mas, pode ser interpretada
como sendo a quantidade indispensavel para atender determinado nivel de producéo.
Geralmente € expressa em termos de valor absoluto (quantidade minima do nutriente
por animal ou producdo) ou quantidade relativa (concentracdo de nutriente na dieta).

As recomendacgdes nutricionais propostas, atualmente utilizadas, baseiam-se no
NRC (1994) e nas Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (ROSTAGNO et al., 2011). O
NRC divide o periodo de criagdo em duas fases (da eclosdo aos 21 dias, dos 22 dias de
idade ao abate), ja as Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (ROSTAGNO et al.,
2011), divide em cinco fases (1 a 7 dias; 8 a 21 dias; 22 a 33 dias; 34 a 42 dias, 43 a 46
dias de idade). Assume-se que a digestdo e absorcdo de nutrientes, pelas aves, dentro de
cada faixa etéria sejam iguais (POHAL, 2004).

A reducdo da proteina bruta da dieta abaixo das recomendacGes comerciais, somente
é possivel, quando as exigéncias por aminoacidos essenciais forem supridos pela adigédo
dos mesmos sob a forma sintética, porém a quantidade de proteina bruta presente deve
fornecer a quantidade de aminoacidos nao-essenciais exigidos. A exigéncia de proteina
é determinada pela composi¢cdo aminoacidica das proteinas formadas no organismo
animal. A soma de cada aminoécido exigido para mantenca e producdo constitui a
exigéncia diaria de aminoacidos, como exemplo, a formacdo de penas é um processo
que exige elevada quantidade de aminoacidos sulfurados (POHAL, 2004).

A resposta a niveis protéicos em frangos de corte varia na dieta de acordo com a
fase de criacdo, linhagem, sexo, presenca de fibra na dieta, niveis de energia, entre
outros (VIOLA et al., 2008).

As exigéncias de aminoacidos para mantenca diferem de acordo com as funcdes de
cada aminodcido, composicdo das secrecdes e excre¢cdes endogenas. Aves alimentadas
com dietas deficientes em isoleucina ou valina perdem peso rapidamente, seguida de
mortalidade precoce, mas aquelas alimentadas com dietas deficientes em lisina ou
histidina perderam peso vagarosamente e sobrevivem por mais tempo (OUSTERHOUT,
1960). Esta observacdo € decorrente do baixo turnover de lisina em comparacdo aos

aminoacidos de turnover mais rapido como a metionina, treonina e triptofano
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(TESSERAUD et al., 1996; BERRI et al., 2008). A importancia dos aminoacidos
sulfurados na mantenca é enfatizada pela participacdo da queratina na formacéo da pele
e penas (BAKER, 1991).

6. Determinacgéo de exigéncias nutricionais

Os métodos de dose-resposta e fatorial s&o as metodologias mais utilizadas para
determinacdo das exigéncias nutricionais de aminoacidos. A determinacdo através do
método de dose-resposta se d& por meio da avaliacdo do desempenho das aves ao serem
utilizadas dietas com diferentes niveis do aminoacido estudado, enquanto o método
fatorial baseia-se na quantidade de aminoacido necessario para mantenca, crescimento
protéico e producdo (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

6.1. Método de dose-resposta.

A metodologia mais utilizada tem sido a de dose-resposta por ser de facil execucao.
Esse método deve ser abordado em diversas condi¢fes devido aos diferentes ambientes,
genéticas e climas, na qual a criacdo de frangos de corte esta submetida, para adequada
determinacdo da exigéncia nutricional de aminoéacidos. Geralmente é aplicado em
ensaios aonde o desempenho das aves é avaliado (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

A metodologia de dose-resposta baseia-se na resposta das aves ao aumento da
ingestdo de determinado aminoacido. A adicdo do aminoacido na racdo deve se manter
em niveis adequados em relagdo aos demais nutrientes, promovendo assim, 0
crescimento animal até que sua exigéncia seja atendida. O resultado do acréscimo do
aminoacido da racdo pode ser observado em quatro fases distintas: inicial, resposta,
estavel e toxica. Na fase inicial, o acréscimo do aminoacido garante apenas a mantenga
do animal, pois os niveis sdo insuficientes para permitir o crescimento. Na fase resposta,
o0 crescimento é iniciado com melhor eficiéncia alimentar e estabilizacdo da producéo.
Na fase estavel ndo é verificada resposta na producdo ou toxidade proveniente de
excesso de aminoécido, porém economicamente estes niveis ndo sdo recomendados. Na
fase toxica had reducdo de producdo decorrente de antagonismo ou interacdo entre
aminoacidos (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

As dietas sdo formulas pela técnica da diluicdo ou suplementacdo. Segundo
Sakorura e Rostagno (2007), na técnica de suplementacéo as dietas sdo formuladas para
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atender as exigéncias de todos os nutrientes, exceto no aminoacido estudado, o qual ¢é
suplementado a partir da dieta basal. A técnica de diluicdo consiste na formulacéo de
duas dietas: uma com alto nivel de aminoéacido a ser estudado juntamente com o0s
demais aminoéacidos, conforme o estabelecido pelo conceito de proteina ideal, e a outra
dieta serd isenta de proteinas e aminoacidos, mas com 0s mesmos teores de energia,
vitamina e minerais. As dietas sdo misturadas a fim de obter a mesma relacdo de
aminoacidos em todas as dietas, mantendo assim, o mesmo perfil de aminoacidos,
contudo as restri¢Oes dessa técnica sdo as variagdes de proteina conforme as misturas.

O aumento sucessivo de um aminoacido limitante acarreta o desbalanceamento dos
demais aminoacidos, podendo afetar a resposta do animal. Nestes ensaios 0 consumo
do aminoacido em questdo deve ser considerado e ndo a sua concentracao na dieta. Caso
0 aminoacido avaliado tenha relacBes antagbnicas com outro, ambos devem ser
suplementados para evitar esse efeito. A metodologia de dose-resposta é a mais
utilizada por ser de facil execugdo, barata e o0s resultados dos experimentos
correspondem razoavelmente bem com os dados de campo observados pela inddstria de
ragcoes (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

Nos ensaios dose-resposta avaliam-se pardmetros de desempenho dos animais,
sendo as caracteristicas mais avaliadas o ganho de peso, conversdao alimentar e
rendimento de carcaca, com énfase no rendimento de peito. A excrecdo de &cido urico
pelas aves também ¢é considerada na estimativa da exigéncia de aminoacido
(SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

Como critério para avaliacdo dos ensaios de dose resposta pode-se usar a
comparacao das médias dos tratamentos, modelo linear broken line, modelo quadréatico
e modelo ndo linear (modelo exponencial). A aplicacdo dos modelos dependera da
relacdo entre os niveis de aminoacidos estudados e a resposta dos mesmos (rendimento
de carcaca, conversdo alimentar e ganho de peso) (SAKOMURA e ROSTAGNO,
2007).
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6.2. Método fatorial

O método fatorial estima as exigéncias nutricionais considerando diferencas de
peso, composicdo corporal, potencial de crescimento e producdo, assim como as
condigdes ambientais em que os animais se encontram. Esta metodologia estabelece
que o consumo de alimento deva ser fracionado para manutencgéo (turnover de proteina
corporal, perda de aminoacidos pela pele e penas, perda enddgena pelo trato
gastrintestinal, sintese de componentes de nitrogénio ndo protéico e perda através de
excrecdo de acido Urico), crescimento (acréscimo de proteina corporal) e producéo. Este
método é considerado uma ferramenta para compreensdo do metabolismo energético e
protéico dos animais (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

A mantenca é definida como o estado em que o animal se encontra em equilibrio
com nitrogénio, quando sua ingestao € igual a soma das perdas permanecendo constante
0 contetdo de nitrogénio do corpo (FULLER et al., 1994). Para manter o equilibrio do
nitrogénio, deve haver suprimento de aminoacidos na mesma taxa em que sdo perdidos
pelo metabolismo, secrecdo e excrecdo do corpo. As perdas obrigatdrias incluem a
excrecdo enddgena, fecal e urinéria, perdas irreversiveis durante a sintese protéica,
sintese de substancias ndo protéica, taxa de oxidacdo dos aminoacidos e perdas do
epitélio (FULLER et al., 1994).

A eliminacdo de &cido Urico resultante do catabolismo do excesso de aminoacidos
atraves da excrecdo enddgena nao deve ser considerada nas necessidades de mantenca.
Porém a excrecdo de creatina pela urina deve ser incluida na exigéncia de mantenca, por
ser um produto essencial ao metabolismo energético e necessitar de arginina e
metionina como parte do metabolismo enddgeno de nitrogénio (FULLER et al., 1994).

Para o0 animal reter um grama de proteina corporal, a dieta deve suprir a necessidade
de aminoacido para formacdo desta proteina, como também para suprir as perdas, as
quais resultam em diminuicdo da eficiéncia de utilizacdo desses aminoacidos. A
determinacdo dessa eficiéncia é importante para aplicacdo do método fatorial para
estimar exigéncia dos aminoacidos (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

Neste método as aves adultas recebem dieta purificada contendo apenas 40% das
exigéncias de aminoacidos, com exce¢do do aminoacido estudado, o qual sera fornecido
em cinco niveis, variando de 0,0 a 40% da recomendacdo. Apos o periodo analisado as
aves sdo sacrificadas, autoclavadas, moidas, liofilizadas, desengorduradas e
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homogenisadas. A composicdo de aminoacidos é determinada por hidrdlise em HCL
(6mol/l), por 24 horas, por cromatografia de troca idnica. Os resultados sdo avaliados
por regressdo polinomial da proteina retida ou do aminoécido corporal retido em funcao
dos niveis ingeridos (SAKOMURA e COON, 2003).

Outro método para se determinar estimativas de aminoacidos para mantenca baseia-
se na relacdo de deposicédo protéica com a suplementacdo do aminoacido limitante na
dieta. As andlises de proteina bruta, além de serem mais facilmente executadas,
possuem custo inferior aos aminogramas. As exigéncias sdo expressas, por ave, por
quilograma de peso metabdlico ou por quilograma de peso protéico. J4, a eficiéncia de
utilizacdo do aminodcido é estimada pelo seu acréscimo na deposicdo corporal em
funcdo do consumo, ou seja, é a proporcao do aminoacido ingerido que foi depositado
no corpo da ave (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

A metodologia utilizada pelas Tabelas Brasileiras (ROSTAGO et al., 2011) que
estimaram a exigéncia de lisina para aves, baseia-se no conhecimento prévio do
desempenho do animal (peso corporal, ganho de peso e consumo alimentar). Estas
informacdes sdo aplicadas sob a forma de equacdes para estimar a exigéncia de lisina
disponivel (g/dia) para mantenca, ganho e peso. As exigéncias dos outros aminoacidos
essenciais sdo calculadas a partir do conceito de proteina ideal, considerando a lisina
como padrao (100%) (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

Em estudos para exigéncia de mantenca de aminoacidos ha muitas variacGes de
resultados indicando a necessidade de se padronizar um método para esta estimativa. A
utilizacdo de diferentes critérios para interpretar os resultados, tem levado a varia¢des

nas conclusdes dos niveis recomendados.

7. Tecidos corporais

7.1. Tecido muscular

A maior quantidade de proteinas contidas no corpo do animal estad presente nos
tecidos musculares. O tecido muscular é considerado uma mistura de proteina diluida
em solucdo aquosa, por conter aproximadamente 70% de agua. Agua e proteina estdo
presentes em uma razao aproximada de 4:1. A quantidade de carboidrato € pequena,
sendo o glicogénio a forma predominante encontrada, e em quantidades minimas, &cido

latico e acido citrico. Contém fosfolipidios e colesterol em quantidade variavel. Os
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compostos inorganicos predominantes sdo o potassio, fosforo e enxofre e em menores
teores, também sdo encontrados, magnésio, calcio, ferro, cobalto, cobre, zinco e
manganés (GONZALES e SARTORI, 2002).

O tecido muscular é influenciado diretamente pela quantidade e balanceamento de
aminoacidos presentes nas dietas. Em situacdo de deficiéncia ou desbalanco de
aminoacidos, este tecido €& prontamente degradado para suprir outros tecidos
considerados mais vitais (TESSERAUD et al., 2011).

7.2. 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 é uma solucdo 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% (sodio, potéssio, calcio, magneésio e cloro), e o restante
composto por elementos organicos diversos como aminoacidos, vitaminas, horménios
(insulina, epinefrina e tiroxina), glicose e residuos do metabolismo (creatinina, acido
arico e bilirrubina). O plasma é 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 et al., 2002).

O plasma sanguineo possui rapida taxa de troca isotdpica incidindo em ligeira
adequacdo a alimentacdo fornecida as aves, possibilitando a verificagdo de alteracdes
metabdlicas (FERNANDEZ-FIGARES et al., 1997).

7.3. Figado

O figado é, por exceléncia, o 6rgdo de escolha para se conhecer a condi¢do de satde
geral e nutricional dos animais. AlteracGes 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 funcao (TIRAPEGUI e ROGERO, 2007).
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No metabolismo protéico, o figado exerce fungdes importantes como: formacéo de
proteina plasmatica, remocdo da amonia nos liquidos corporais, desaminacdo de
aminoacidos e, interconversdes entre diferentes aminoacidos e outros compostos
importantes para o metabolismo do organismo. E responsavel pela sintese de cerca de
90% das proteinas plasmaticas (TIRAPEGUI e ROGERO, 2007).

O figado também apresenta elevada taxa de troca isotopica, respondendo
rapidamente a alteracdes nutricionais, sendo um 6&rgdo essencial as alteracGes e
necessidades metabdlicas (HOBSON e CLARK, 1992a).
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8. Justificativa e objetivo

O fornecimento de dieta com desbalanco protéico ou com proteinas de baixo
valor biologico, além de interferir negativamente no desempenho produtivo do animal,
acarreta também danos ambientais e financeiros. Observa-se comprometimento do
desenvolvimento do animal através da sintese e/ou catabolismo do tecido muscular
podendo influenciar negativamente no rendimento de carcaga.

Na alimentacdo de frangos de corte, a lisina e a metionina sdo aminoacidos
limitantes, devendo ser suplementados por meio de suas formas sintéticas, tendo em
vista que as ragdes a base de milho e farelo de soja séo deficientes nestes aminoacidos.
Dessa forma, estudos com diferentes concentragdes de aminoacidos poderdo auxiliar na
compreensdo dos processos de nutricdo que envolvem os frangos de corte, contribuindo
para a eficacia do balanceamento nutricional.

Utilizando a abundancia natural do carbono-13, objetivou-se avaliar a taxa de
troca isotdpica do carbono nos tecidos de frangos de corte perante suplementacdo dos

aminoacidos metionina e lisina.

O Capitulo I, denominado “Avaliacdo da essencialidade da metionina e lisina
em frangos de corte pelo turnover de is6topos de carbono”, apresenta-se de acordo
com as normas para publicacdo na Revista Brasileira de Ciéncia Avicola — Brazlian
Journal of Poultry Science, publicada pela Fundagdo APINCO de Ciéncia e Tecnologia
Auvicolas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de metionina e
lisina sobre a taxa de troca isotdpica do carbono em tecidos de frangos de corte e seu

processo de renovagéo, utilizando-se a variagdo natural do carbono-13.
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Avaliacdo da essencialidade da metionina e lisina em frangos de corte pelo turnover

de is6topos de carbono

Resumo — O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de metionina e
lisina sobre a taxa de troca isotdpica do carbono em tecidos de frangos de corte e seu
processo de renovacdo, utilizando-se a variacdo natural do carbono-13. Foram utilizados
206 pintos, os quais do 1 a 20 dias de idade, receberam dieta basal compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético C,4 e a partir de 20 dias de idade
passaram a receber as dietas experimentais compostas por plantas do C3 possuindo sinal
isotépico de '*C diferentes da dieta na fase inicial. O ensaio consistiu em quatro
tratamentos: dieta Basal (sem suplementacdo de aminoacidos); B+ 0,47Met (dieta basal
com suplementacdo de metionina); B+1,18Lys (dieta basal com suplementacdo de

lisina) e B+0,*"™

+1,18Lys (dieta basal com suplementacdo de metionina e lisina). Os
animais que receberam dieta B+1,18Lys apresentaram a taxa de troca isotopica mais
rapida de carbono nos tecidos analisados em relacéo as outras dietas, 0 que evidencia a
importancia desse aminoacido na formacdo desses tecidos analisados. O tecido mais
representativo foi o tecido muscular, seguido do figado e do plasma. Ficou evidente a
funcdo da lisina como primeiro aminoacido limitante na formacdo dos tecidos
analisados dos frangos de corte no periodo de 20 a 43 dias de idade e como o principal
constituinte plastico do tecido muscular. A técnica dos isétopos estaveis demonstrou ser
eficiente na mensuracdo da taxa de troca isotopica tecidual em frangos de corte e pode
demonstrar a importancia da metionina e lisina como aminoacidos limitantes na

alimentacéo de frangos de corte.

Palavras-chave: aminoécidos essenciais, carbono-13, exigéncia nutricional, is6topos

estaveis, taxa de troca isotopica.
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Evaluation of the methionine and lysine essentiality in broiler chickens by turnover

of carbon isotopes

Abstract — The goal of the current study was to evaluate the effect of methionine and
lysine supplementation on carbon turnover in broiler chickens tissues and its renewal
process using carbon-13 natural variation. Two hundred and six one-d-old chicks were
used, of which 1-20 d old were fed with a basal diet composed predominantly for C,4
photosynthetic plants cycle and from 20 d old started receiving the experimental diets
consisting of Cs plants having different *3C isotopic signal compared to the initial phase
diet. The trial was consisted of 4 treatments: Basal diet (without amino acid
supplementation), B+0.47Met (basal diet supplemented with methionine), B+1.18Lys
(basal diet supplemented with lysine), and B+0.47Met+1.18Lys (basal diet
supplemented with methionine and lysine). The animals fed with B+1.18Lys diet
showed the carbon turnover faster in those analyzed tissues compared to other diets,
which highlights the importance of this amino acid in the formation of these tissues. The
most representative was the muscle tissue, followed by liver and blood plasma. It was
evident the lysine function as the first limiting amino acid in the tissue formation
analyzed in broilers within 20-43 d old and as the main plastic constituent of muscle
tissue. The stable isotope technique proved to be efficient in measurement of tissue
turnover, and can demonstrate the methionine and lysine importance as limiting amino

acids in the broiler chickens diets.

Key-words: carbon-13, essential amino acids, isotopic exchange rate, nutritional
requirements, stable isotopes
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1. Introducao

Atualmente, no cenario mundial de producdo de frangos de corte, o Brasil é
considerado o terceiro maior produtor e o maior exportador (UBABEF, 2011). Apesar
desta atividade apresentar importante papel no setor agropecuario, 0s produtores
trabalham com reduzida margem de lucro, sendo a eficiéncia produtiva essencial para
rentabilidade deste setor.

Na avicultura o progresso genético exige constante adequacdo do ponto de vista
nutricional. Para frangos de corte a alimentagdo representa cerca de 70% do custo de
producdo, sendo fundamental o fornecimento de dietas balanceadas de acordo com as
necessidades das aves, para proporcionar maximo desempenho dos animais
(NASCIMENTO et al., 2009).

O fornecimento de aminodcidos sintéticos tem sido utilizado como ferramenta de
ajuste na formulagdo de ragdes, possibilitando assim, atender os niveis exigidos em
aminodcidos essenciais. Os aminodcidos das dietas sdo absorvidos no trato
gastrintestinal sendo destinados tanto para repor as perdas obrigatdrias enddgenas como
para sintese de substancias ndo proteicas, deposicdo de tecidos proteicos e formacéo de
produtos (SAKOMURA e ROSTAGNO, 2007).

A regulacdo do metabolismo protéico no musculo esquelético das aves associados a
ingestdo de aminoacidos, tem sido estudada com objetivo de melhorar o crescimento
muscular, a qualidade da carne e promover reducdo da perda muscular em condic¢des
fisiopatoldgicas. Sabe-se que o consumo de dietas com deficiéncia protéica compromete
a sintese de proteinas, enquanto o efeito na protedlise é visto como dependente da
severidade desta deficiéncia (TESSERAUD et al., 2011).

A disponibilizagdo dos amino&cidos lisina e metionina sob forma sintética torna-se
necessaria formulacdo de dietas para frangos de corte, devido aos baixos teores
presentes nas racdes a base de milho e farelo de soja. Com a finalidade de reduzir
impacto ambiental tém-se diminuido o teor de proteina nas dietas, porém com a
manutencdo dos niveis dos aminodcidos essenciais mais proximos das necessidades das
aves (ROSTAGNO et al., 2011).

Frangos de corte alimentados com dietas apresentando deficiéncia ou proteina de ma
qualidade podem ter sintese protéica muscular prejudicada (MORAN JR e BILGILI,
1990; BAKER, 1991). A qualidade da proteina dietética influencia a taxa de sintese
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protéica no tecido muscular, sendo entdo, o tecido mais representativo ao considerar
sintese e deposicédo de proteinas (TESSEREUD et al., 2011).

A técnica de is6topos estaveis tem sido aplicada como indicadores dietéticos por
possibilitar a deteccdo das dietas fornecidas aos animais. E uma ferramenta que
proporciona resultados bastante precisos, sendo usada na rastreabilidade da incluséo de
farinha de origem animal com sucesso. Atualmente, também tem-se focado a sua
utilizacdo em estudos envolvendo metabolismo animal.

A metionina e a lisina sdo 0s aminoacidos essenciais que possuem maior impacto no
desempenho animal, sendo importante o conhecimento da composicdo desses
aminoacidos nos alimentos, bem como o seu aproveitamento pelos animais. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de metionina e lisina sobre a taxa de
troca isotdpica do carbono e nitrogénio em tecidos de frangos de corte e seu processo de

renovacdo, utilizando-se a variagdo natural do carbono-13.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus
de Botucatu, na Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, no Laboratdrio de
Nutricdo de Aves.

Foram utilizados 206 pintainhos da linhagem Cobb com um dia de idade. No
incubatdrio, receberam vacina contra as doencas Gumboro, Marek e Bouba Aviaria. As
aves foram alojadas em duas camaras bioclimaticas, compostas por 36 gaiolas por
camara, sobrepostas em trés fileiras, com 18 gaiolas de cada lado, 6 gaiolas por andar
com corredor central. Foram utilizadas apenas 16 gaiolas por camara, onde as aves
permaneceram até o final do experimento aos 43 dias de idade. As camaras foram
reguladas de modo que a temperatura proporcionasse conforto térmico. As gaiolas de
arame galvanizado possuiam dimensbes de 0,45 x 0,50 x 0,61m (altura x largura X
comprimento), munidas de comedouro tipo calha e bebedouro tipo nipple. O programa
de luz foi constante, com fornecimento de 24 horas de luz durante todo periodo
experimental. O protocolo experimental (n°162/2010-CEUA) foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) por estar de acordo com os Principios

Eticos na Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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O periodo de criacdo foi dividido em duas fases: pré-experimental (1 a 19 dias) e
experimental (20 a 43 dias de idade), como o trabalho possui finalidade de avaliar o
efeito dos aminoacidos na taxa de troca isotdpica de carbono no periodo de crescimento,
foram fornecidas dietas com sinais isotopicos distintos entre cada fase. As aves foram
criadas em apenas duas fases para evitar uma possivel variacdo nos sinais isotopicos das
dietas, dentro da mesma fase. As exigéncias nutricionais das aves foram estabelecidas
de acordo com as tabelas de exigéncias nutricionais de Rostagno et al. (2005). Efetuou-
se analise de perfil de aminoacidos dos ingredientes quirera de arroz, milho moido e
farelo de soja no Lab Tec — Laboratério de Alta Tecnologia, Campinas, Sdo Paulo, para
obtencéo dos teores de aminoécidos das racdes experimentais. A composi¢do das racdes
foi analisada na Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Botucatu, na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Laboratério de Bromatologia
(Tabela 1).

Os pintainhos foram obtidos de matrizes que consumiram dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético C,4. Estes, ao nascerem, possuiam
em seus tecidos corporais sinais isotopicos de **C semelhantes ao destas dietas, ao redor
de -18,00%e.

De 1 a 19 dias as aves foram alimentadas com dieta a base de plantas do ciclo
fotossintético Cs (quirera de arroz) e a partir dos 20 dias de idade as aves passaram a
receber dietas compostas predominantemente por plantas do ciclo fotossintético Cy4
(milho). A utilizagdo de diferentes ingredientes (quirera de arroz e milho) na
composicdo das ragdes teve como finalidade formular dietas com sinais isotopicos
distintos para captar a velocidade na taxa de troca isotopica tecidual. (Tabela 1). A partir
do 20° dia de idade, as aves foram divididas em 4 tratamentos de 48 aves/cada. Os
tratamentos consistiam em: Basal — dieta basal deficiente (Met: 0,36% e Lys: 1,04%);
B+1,18Lys — dieta basal com suplementacdo de lisina (Met: 0,36% e Lys: 1,18%);
B+0,47Met — dieta basal com suplementacdo de metionina (Met: 0,47% e Lys: 1,04%);
B+1,18Lys+0,47Met — dieta basal com suplementacdo de metionina e lisina (Met:
0,47% e Lys: 1,18%).

O teor de metionina total presente na racdo Basal e nas racGes com
suplementacdo desse aminoacido conforme recomendacfes de Rostagno et al. (2005)
foram respectivamente, de 0,36% e 0,47%. O nivel de lisina total presente na racdo
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basal e nas ragdes com suplementacdo desse aminoacido conforme as recomendacdes de
Rostagno et al. (2005), foram respectivamente, de 1,04 % e 1,18%.

Nos dias 1 e 20 dias de idade foram abatidas 8 e 6 aves, respectivamente, com
objetivo expressar a composi¢do e modificacdo isotdpica tecidual dos animais antes do
inicio dos tratamentos. Aos 21, 22, 23, 25, 28, 32, 37 e 43 dias de idade, foram
escolhidas ao acaso para abate e coleta, 6 aves por tratamento. Para obtencdo de
amostras de plasma sanguineo, musculo do peito (Pectoralis major) e figado, as aves
foram abatidas por deslocamento da articulacéo cranio-cervical.

Para obtengdo das amostras de plasma, coletou-se sangue da veia jugular das
aves em tubos de vidro com anticoagulante (Heparina), seguida por centrifugacéo a
4000 rpm por 10 minutos. As amostras de plasma, na quantidade de 1mL, foram
acondicionadas em microtubos plasticos graduados com tampa devidamente
identificadas e imediatamente congeladas a -20 °C até serem liofilizadas.

Para o processo de liofilizagdo do plasma, os microtubos plasticos foram
congelados em freezer a -80 C° por um periodo de 30 minutos. Posteriormente as
amostras foram acomodadas nas prateleiras da camara de vacuo do aparelho
ThermoFisher Scientific® modelo micro modulo 115, iniciando-se o processo de
liofilizac&o. Apds 30 minutos de aplicacdo de vacuo constante foi iniciado o processo de
aquecimento das amostras, por meio da fonte de calor do equipamento. Ao final de 24
horas do processo de liofilizacdo as amostras foram retiradas.

Para obtengdo de amostra de tecido muscular foi retirada parte do masculo do
peito (Pectoralis major) do lado esquerdo das aves, bem como o figado em sua
totalidade para obtencdo das amostras de figado. As amostras foram devidamente
acondicionadas, identificadas e imediatamente congeladas a -20 °C, até o preparo para
as analises isotdpicas.

Todas as amostras de musculo e figado foram descongeladas em temperatura
ambiente e lavadas com agua destilada para retirada de qualquer contaminacao de penas
ou sangue e apo6s, foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 56 °C por 72
horas. Posteriormente, as amostras de musculo, figado e as ra¢fes, foram moidas em
moinho criogénico a -195 °C a fim de se obter um material homogéneo de finissima
granulometria (menor que 60um). Porém as amostras de figado secas, antes de serem
moidas, foram desengorduradas via Soxhlet. Tanto para amostras (plasma sanguineo,
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figado e tecido muscular) quanto para racGes, aproximadamente 50 pg de material foi
pesado e acondicionado em cépsulas de estanho para analise do is6topo estavel de
carbono.

As anélises isotdpicas, tanto das ragdes como do musculo, figado e plasma,
foram realizadas na Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu, no Centro
de IsOtopos Estaveis Ambientais. Para determinacdo da composicdo isotdpica das
amostras com abundéancia natural, foi utilizado o espectrdmetro de massa de razdes
isotopicas (Delta S-Finnigan Mat, Bremen, Alemanha) acoplado ao Analisador
Elementar (EA 1108 — CHN — Fisons Instruments, Rodano, Italia) no qual, em presenca
de oxigénio (O,) e 6xido de cobre (CuQO), a amostra é queimada quantitativamente para
obtencdo de CO,. Os gases formados foram separados em coluna cromatogréafica gasosa
e analisados no espectrometro de massas.

Os resultados das analises foram expressos em delta (3) relativos aos padroes
internacionais: Peedee Belemnite (PDB) para o *3C, de acordo com a seguinte equacao
geral:

& X (amostra, padrdo) = [(Ramostra — Rpadréo) / Rpadrao] x 1000

Onde:

& X = enriquecimento do is6topo mais pesado do elemento quimico X (C) da amostra
em relacdo ao respectivo padréo internacional.

R = raz&o isotopica entre o is6topo menos e 0 mais abundante, **C/**C.
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Tabela 1. Composicao percentual, niveis nutricionais calculados e sinal isotdpico das

racdes experimentais.

. Racéo B+0,47 B+1,18 B+1,18Lys
Ingrediente (%) Inicial Basal Met Lys +0,47Met
Arroz, quirera 58,300 - - - -
Milho, moido - 61,080 61,290 61,440 61,650
Soja, farelo 34,290 31,630 31,360 31,170 30,880
Oleo, soja 3,150 3,650 3,545 3,530 3,420
Calcario calcitico 0,810 0,830 0,830 0,830 0,830
Fosfato bicélcico 1,900 1,670 1,670 1,670 1,670
Sal comum 0,500 0,480 0,480 0,480 0,480
DL-Metionina 0,155 - 0,170 - 0,175
L-Lisina 0,195 - - 0,220 0,230
L-Treonina 0,100 0,050 0,055 0,055 0,055
Supl.vit-min 0,600"  0,600° 0,600 0,600° 0,600°
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Niveis Nutricionais
calculados
EM, kcal/kg 3000 3100 3100 3100 3100
PB, % 20,79 19,41 19,41 19,41 19,41
Ca, % 0,88 0,82 0,824 0,82 0,82
K, % 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59
Na, % 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Cl, % 0,19 0,18 0,18 0,18 0,18
Lys total, % 1,26 1,04 1,04 1,18 1,18
Met total, % 0,49 0,36 0,47 0,36 0,47
Met+Cys total, % 0,90 0,62 0,85 0,62 0,85
Ter total, % 0,86 0,80 0,80 0,80 0,80
Sinal isotopico
Sinal isotopico de °C® ~ -2833  -18,83  -17,85 -18,75 -18,99

“Premix para aves de corte inicial por kg de racdo Vaccinar: Acido félico (0,125mg); acido pantoténico
(2mg); BHT (1mg); biotina (0,004mg); cobre (0,002mg); colina(0,05g); ferro (0,01mg); fitase (0,083ftu);
iodo (0,142mg); manganés (12mg); niacina (0,006mg); selénio (0,05mg); vitamina A (13335Ul);
vitamina B1 (0,250mg); vitamina B12 (2ug); vitamina B2 (0,833mg); vitamina B6 (0,467mg); vitamina

D3 (333,5Ul); vitamina E (2,5U1); vitamina K3 (0,300mg); zinco (10mg).

Premix para aves de corte em crescimento por kg de racdo Vaccinar: Acido félico (0,117mg); 4cido
pantoténico (1,667mg); BHT (1mg); biotina (0,002mg); cobre (0,002mg); colina(42mg); ferro (0,008mg);
fitase (0,083ftu); iodo (0,142mg); manganés (11mg); niacina (5000mg); selénio (30mg); vitamina A
(1133330Ul); vitamina B1 (167mg); vitamina B12 (1,667pg); vitamina B2 (0,667mg); vitamina B6
(0,333mg/kg); vitamina D3 (250U1/kg); vitamina E (2UI/kg); vitamina K3 (0,266mg/kg); zinco (0,001g).
*Sinal isotopico expresso em 8*3C em relagdo ao padrio Pee Dee Belemnte (PDB).
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Taxa de troca isotépica do 5°C

As concentracdes isotopicas do carbono-13 nas amostras submetidas aos
tratamentos dietéticos, foram determinadas através do modelo exponencial descrito por
Zuanon et al. (2003), adequada para animais em crescimento, por considerar a taxa de
troca do isotopo (K), o efeito do novo tecido adicionado (crescimento) e turnover
metabolico.

S =01 +|04) ~ ()| €™
Onde:
5w = *Cgy € 0 enriguecimento isotopico do carbono nos tecidos em um dado tempo t;
oGy = BCinicial € @ concentracdo isotdpica do carbono nos tecidos no dia 20 (antes das
trocas de dietas);
o= assintota da expresséo, que representa os valores de 8*3C para um infinito tempo de
alimentacdo alcangado com a mesma dieta, em %o;

k = é a taxa de incorporacdo (turnover) do carbono no tecido, por unidades de tempo;
t = é o tempo em dias.

Baseado nos valores de k, a meia-vida do carbono nos tecidos, expressando a
condicdo de 50% de cada fonte isotopica (dietas) no tecido, foi calculada de acordo com
a formula descrita por Ducatti et al. (2002).

T=Ln2/k
Onde:

T é o valor de meia-vida, em dias;
k é a taxa de troca isotépica do carbono no tecido, em dia™.

Tn= (-1/k) In (1-f)

O tempo (T() necessario para que ocorra a substituicdo dos atomos iniciais
pelos atomos finais pode ser determinada pela seguinte equacdo, onde o valor de f
(&tomos trocados) pode variar de 0 (zero) a 0,99.

Os dados obtidos pela anélise isotopica foram analisados utilizando-se o0 método
de equacBes exponenciais de primeira ordem do software Origin® 6.0 Professional
(Microcal Software, 1999).
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3. Resultados e discussao

A racdo basal formulada conforme recomendacfes de Rostagno et al (2005) sem a
suplementacdo com o0s aminodcidos sintéticos apresentou valor de 0,36% para
metionina total e 1,04% para lisina total, proporcionando uma deficiéncia de 13% e
23% para lisina e metionina, respectivamente, em relagdo as exigéncias nutricionais das
aves na fase de crescimento.

O valor isotopico 8C do plasma sanguineo das aves com 1 dia de idade foi de
-19,73%o. Aos 20 dias de idade, ap6s consumirem dieta predominantemente C3 desde 0
primeiro dia de vida, o plasma possuia valor isotopico de §3C de -26,91%o e a partir
desta idade, as aves passaram a consumir dieta C4 (Figuras 1, 2, 3, 4).

Quando mensurados em dias, ndo se observou diferencas entre os valores de meia
vida e de troca total entre os tratamentos para o plasma sanguineo. O tratamento com
maior valor de meia vida e troca total de carbono foi o B+0,47Met e o tratamento com
os menores valores foi 0 B+1,18 Lys. A diferenca de meia vida e de troca total de
carbono entre eles foi de aproximadamente 2 horas (0,09 dias) e aproximadamente 18

horas (0,77 dias), respectivamente.

Plasma
gg Basal (deficiente em aminoécidos)
279 | 5"°C = -18,13 -8,70 ¢"0,4052t

-26 - \ _ .
5 ] \ T(SO%) =1,71 dias

224 ] \l . T(gg%) = 11,36 dias

287 R’= 0,96

-22 1 . ’
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=201

-191
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|

Figura 1. Modelo exponencial de taxa de troca isotdpica dos
isétopos estaveis de carbono do plasma sanguineo em frangos de
corte com consumo de dieta basal (deficiente em aminoéacidos) dos
20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tsos) € troca total

(To99).
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Figura 2. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica dos
isdtopos estaveis de carbono do plasma sanguineo em frangos de

corte com consumo de dieta basal suplementada com metionina dos
20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tsg) € troca total

(To9)
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Figura 3. Modelo exponencial de taxa de troca isotdpica dos
isdtopos estaveis de carbono do plasma sanguineo em frangos de

corte com consumo de dieta basal suplementada com lisina dos 20
aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tso) € troca total

(To99).
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Figura 4. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica dos
isdtopos estaveis de carbono do plasma sanguineo em frangos de
corte com consumo de dieta basal suplementada com metionina e
lisina dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tso) €
troca total (Togu).

As analises de 8*3C do figado das aves com 1 dia de idade resultou no valor de
-20,26%0. Apds consumirem dieta predominantemente C3 até os 20 dias de idade o valor
isotdpico deste tecido de 5'3C foi de -26,92%o. A partir desta idade, as aves passaram a
consumir dieta C,4 (Figuras 5, 6, 7 e 8).

Os animais submetidos ao tratamento B+1,18Lys obtiveram o menor tempo de
troca de carbono, e os animais do tratamento B+0,47Met foram os que tiveram o maior
tempo de troca, sendo a diferenca de meia vida de 0,24 dias (aproximadamente 6 horas)
entre eles. Porém a diferenca no valor de troca total alcangou a 1,59 dias

(aproximadamente 38 horas).
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Figura 5. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica
dos isétopos estaveis de carbono do figado em frangos de
corte com consumo de dieta basal (deficiente em
aminoacidos) dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de
meia vida (Tsos) € troca total (Tggu).
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Figura 6. Modelo exponencial de taxa de troca isotdpica
dos isotopos estaveis de carbono do figado em frangos de
corte com consumo de dieta basal suplementada com
metionina dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia
(Ts09)e troca total (Tggs).
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Figura 7. Modelo exponencial de taxa de troca isotdpica dos
isdtopos estaveis de carbono do figado em frangos de corte
com consumo de dieta basal suplementada com lisina dos 20
aos 43 dias de idade e, valores de meia vida(Tsy) € troca
total (ng%).
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Figura 8. Modelo exponencial de taxa de troca isotdpica dos
isdtopos estaveis de carbono do figado em frangos de corte
com consumo de dieta basal suplementada com metionina e
lisina dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida
(Ts0%) e troca total (Togos).

42



43

Ao analisar o §**C do mUsculo do peito das aves com 1 dia de idade, verificou-se
valor de -18,81%o. Apds consumirem dieta predominantemente C; até os 20 dias de
idade o valor isotopico do 8*3C deste tecido foi de -25,92%.. A partir desta idade, as
aves passaram a consumir dieta C4 (Figuras 9, 10, 11 e 12).

O mausculo do peito € um tecido metabolicamente menos ativo em relagdo ao
plasma e ao figado, ndo atingindo a estabilidade isotopica no periodo dos 23 dias
analisados. Desta forma, é possivel afirmar que as equac@es e valores de meias vidas
gerados sdo compativeis somente com o periodo de analise, ndo sendo possivel a
estimativa de troca total do carbono para esse tecido. No periodo experimental, as aves
do tratamento Basal trocaram cerca de 81% dos atomos de carbono, as aves do
tratamento Basal+0,47Met cerca de 85% e, tanto as aves do tratamento Basal+1,18Lys
quanto as do tratamento Basal+0,47Met+1,18Lys trocaram cerca de 87%.

Os animais submetidos ao tratamento B+1,18Lys obtiveram 0 menor tempo de
troca de carbono, e os animais do tratamento Basal foram os que tiveram o maior tempo
de troca, sendo a diferenca de meia vida de 1,39 dias (aproximadamente 33 horas) entre

eles.

Musculo peitoral
-27 - Basal (deficiente em aminoacidos)
-26 -
-25 4
-24 1
O
©.221
-21 4
-20 1 1
_19 T T T T T T T T T T T T T T
-2 0 2 4 6 81012141618 2022 24
Tempo (dias)
Figura 9. Modelo exponencial de taxa de troca isotOpica dos
isétopos estaveis de carbono do masculo peitoral em frangos de

corte com consumo de dieta basal deficiente em aminoacidos
dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tsgo).

6°C = -19,04 -6,976 ¢0,0763t
T =9,08 dias

a (50%)

R*=0,96
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Musculo peitoral

279 B+0,47Met
269 1 5°C = -10,50 -6,444 ¢ 00881t
-251 T(SO%) = 7,87 dias
24 R’=0,96
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Figura 10. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica dos
isétopos estaveis de carbono do masculo peitoral em frangos de
corte com consumo de dieta basal suplementada com metionina
dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida (Tsgo).

Musculo peitoral
-27 B+1,18Lys

§°C = -19,361 -6,6684 ¢~0,0981t
T =7,69 dias

(50%)
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Figura 11. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica dos
isétopos estaveis de carbono do masculo peitoral em frangos de
corte com consumo de dieta basal suplementada com lisina dos
20 aos 43 dias de idade €, valores de meia vida (Tsgs).
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Musculo peitoral
271 B+0,47Met+1,18Lys

6°C = -19,19 -6,781 ¢0,0896t
T =7,73 dias

(50%)

R*=0,97
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Figura 12. Modelo exponencial de taxa de troca isotopica dos
isétopos estaveis de carbono do masculo peitoral em frangos de
corte com consumo de dieta basal suplementada com metionina
e lisina dos 20 aos 43 dias de idade e, valores de meia vida
(Ts500%).

O presente estudo foi conduzido na fase de 20 a 43 dias, idade em que as aves
apresentam elevada taxa de crescimento. Gous (1999), Ivey (1999) e Kessler e Brugalli
(1999) observaram maior taxa de crescimento das aves no periodo que compreende dos
28 aos 45 dias de idade e, em relacdo a essa taxa de crescimento, foi verificado
desenvolvimento mais rapido dos musculos da perna nas fases iniciais e apds os 28 dias
de idade, o desenvolvimento maior ocorre no masculo do peito e, finalmente, ao redor
dos 40 dias de idade, ha tendéncia da taxa de crescimento muscular das aves declinar
acentuadamente. Também é verificado que as aves alcancam idade para ganho maximo
de peso vivo e para ganho de proteina ao redor de 35 a 43 dias de idade (GOUS et
al.,1999; GOLIOMYTIS et al., 2003; SCHEUERMANN et al., 2003; HANCOCK et
al., 1995; LONGO, 2000; SANTOS et al., 2005).

No inicio do desenvolvimento, a taxa anabdlica é superior a taxa catabolica e
como resultado ha crescimento muscular. Com o avancar da idade o declinio da taxa de
sintese € mais pronunciado que a taxa de degradacao, o que determina menor deposicao
protéica nos animais mais velhos, constatado pela reducdo do crescimento dos tecidos
(GONZALEZ e SARTORI, 2002). Sendo assim, o acréscimo de massa tecidual é o
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principal fator na determinacdo da velocidade de diluicéo isotopica do carbono tecidual
em relacdo a taxa de troca isotopica de animais jovens (ZUANON, 2007). O presente
estudo foi conduzido no periodo em que as aves possuiam maior taxa de sintese de
tecido em relacdo a taxa de degradacdo (entre 20 - 43 dias de idade) influenciando
diretamente os valores de meia vida e troca total de carbono, tendo em vista que a
deposicéo de tecido ocorre em maior intensidade que a renovacao tecidual.

Verificou-se no presente estudo, que a suplementacdo e/ou deficiéncia de
aminoacidos nas dietas dos frangos de corte alteraram os tempos de troca de carbono
dos tecidos de modo a proporcionar diferentes valores de meia vida e troca total do
carbono conforme a dieta consumida pela ave.

Independente da amostra analisada (figado, tecido muscular ou plasma
sanguineo) as aves que consumiram dieta deficiente em metionina e suplementada com
lisina (B+1,18Lys) apresentaram mais rapidos valores de meia-vida e troca total de
carbono. Como o estudo foi conduzido na fase de crescimento das aves, periodo em que
é observado alta taxa de crescimento e deposicdo de tecido muscular esquelético, os
dados obtidos constataram que a lisina identificou-se como o primeiro aminoacido
limitante nesta fase de criacdo, como pOde ser constatado pelos resultados obtidos do
tratamento B+1,18Lys. Conforme Cruz et al. (2004; 2005) e Zuanon et al. (2007) o
valor nutricional da alimentacgéo influi diretamente na velocidade de troca de carbono e
taxa de troca isotopica dos tecidos, sendo que o fornecimento de dietas que atendam as
necessidades nutricionais dos animais proporcionam menores valores de meia vida e
troca total de carbono.

Neste estudo foi verificado que as aves que consumiram a dieta B+1,18Lys foram as
que possuiram os menores valores de meia vida e troca total de carbono no plasma
sanguineo (Tspw= 1,68 e Tgo,= 10,97 dias), seguido das aves que receberam a dieta
Basal (Tso0= 1,71 e Togee= 11,36 dias), da dieta B+0,47Met+1,18Lys (Tso%= 1,76 €
Togw= 11,67 dias), e da dieta B+0,47Met (Tso0= 1,77 € Toge,= 11,74 dias) Analisando os
resultados obtidos no plasma, contatou-se que a dieta deficiente em lisina, mesmo
havendo a suplementacdo de metionina (B+0,47Met) proporciona valores de meia vida
e troca total de atomos de carbono maiores que a dieta deficiente em metionina e com
suplementacdo de lisina (B+1,18Lys). Esses dados demonstraram que as dietas

deficientes em lisina, por proporcionarem uma troca de carbono mais lenta no plasma
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sinaliza que esse aminoacido é mais limitante que a metionina em sua formacao nessa
faixa etaria das aves estudadas.

Conforme Ferndndez-Figares et al. (1997), a concentracdo de aminoacidos
plasmaticos e teciduais reproduz o contetdo de aminoacidos presentes nas dietas dos
animais. Segundo Macari et al. (2002) o plasma sanguineo € responsavel pela
homeostase corporal dos animais, sendo encarregado pelo transporte, entre os tecidos,
de proteinas, sais inorganicos e hormonios com a finalidade de manter as atividades
consideradas mais vitais do organismo, em funcionamento normal. Somente em
situacOes severas de desnutricdo ou desbalanceamento e/ou deficiéncia de nutrientes,
sdo observadas modificaces significativas nos componentes plasméaticos. Com a
utilizacdo da técnica de taxa de troca isotépica do &°C possibilitou-se detectar
mudancas plasmaticas caracterizadas por diferentes valores de meia-vida e troca total
obtidos, quando as dietas eram deficientes nos aminoacidos limitantes estudados.

Com relacéo aos dados obtidos de meia vida e troca total de &tomos de carbono
no figado, podemos observar que os resultados evidenciaram a ordem de importancia
dos aminoacidos metionina e lisina para este tecido nessa fase da criacdo. As aves que
receberam o tratamento B+1,18Lys tiveram os menores valores de meia vida e troca
total (Tso= 2,02 € Toge= 13,43 dias), sequida das aves do tratamento B+0,47Met+
1,18Lys (Tsow= 2,06 e Tgge= 13,69 dias), do tratamento Basal (Tso%= 2,10 € Tggy=
13,95 dias) e as aves do tratamento B+0,47Met e as que tiveram 0s maiores valores de
meia vida e troca total de carbono (Tso= 2,26 € Togy= 15,02 dias). As aves do
tratamento B+0,47Met, mesmo possuindo suplementacdo de metionina, a deficiéncia de
lisina influenciou negativamente a taxa de troca isotdpica deste 6rgdo, caracterizado
pelos maiores valores de meia vida e troca total de carbono. Segundo Carew et al.
(2003), dietas deficientes em aminoacidos afetam diretamente o crescimento do figado
das aves. A deficiéncia de metionina aumenta tanto o peso absoluto quanto o peso
relativo do figado, caracterizado pelo acréscimo do peso devido ao acimulo de gordura
no orgao. Ainda segundo Carew et al. (2005), a metionina age no metabolismo da
gordura hepatica, que é necessaria para 0s processos de metilacdo da gordura, e como
consequéncia da deficiéncia da metionina, hd o seu acimulo no figado das aves e, em
dietas deficientes de lisina ocorre o inverso da deficiéncia da metionina, pois em dietas

com niveis de lisina menores que o recomendado ocasionam reducao no peso do figado.
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Os tecidos do trato gastrointestinal respondem rapidamente aos niveis de
proteinas da dieta e sdo locais onde os nutrientes sdo preferencialmente repartidos e
distribuidos no organismo (SWATSON et al., 2002). Segundo Pohal (2004) e Viola
(2007), quanto mais metabolicamente ativo for o tecido, maior a tendéncia de receber
nutrientes para sua demanda apropriada, sendo assim o figado recebe os aminoacidos
provenientes da dieta de forma prioritaria. O figado por ser 6rgdo homeostatico,
responsavel pela redistribuicdo dos metabolitos para outros tecidos corporais €
considerado um tecido adequado para analises isotopicas de carbono por responder
diretamente aos niveis de aminoacidos presentes nas dietas, desta maneira, pode-se
observar que neste tecido, a lisina demonstrou ser mais limitante que a metionina, por
apresentar valores de meia vida e troca total de atomos de carbono maiores que o da
metionina.

De todas as andlises realizadas neste experimento, o musculo peitoral foi o
tecido que demonstrou efeito mais pronunciado em relacéo a deficiéncia/suplementagéo
de aminoacidos. As aves submetidas ao tratamento B+0,47Lys foi 0 que obteve menor
valor de meia vida para carbono (Tsp= 7,69 dias), seguido do tratamento
B+0,47Met+1,18Lys (Tsow-= 7,76 dias), e por outro lado, os animais que tiveram acesso
ao tratamento Basal (dieta deficiente em aminoécidos) foram os que tiveram o maior
valor de meia vida (Tsge= 9,08 dias). A diferenca nos valores de meia vida do tratamento
B+1,18Lys, que teve o menor valor, e do tratamento Basal (dieta deficiente em
aminoéacidos) que teve o maior valor foi de 1,39 dias (33 horas). Esses dados obtidos
nessa fase de criacdo demonstraram que a lisina € o aminoacido que exprime maior
efeito no masculo peitoral, tornando-se o primeiro aminodcido limitante nessa fase de
crescimento.

Sabe-se que a lisina é 0 aminoacido que mais exerce funcdo no crescimento
muscular e composicdo de carcaca, além de apresentar importante efeito no
desenvolvimento, ndo s6 do musculo do peito como no musculo esquelético em geral
das aves, além de representar a principal reserva desse aminoacido, que pode ser
mobilizada em condicao de deficiéncia (TESSERAUD et al., 2011). Kolling (2001) ao
disponibilizar 1,20%; 1,00% e 0,88% de lisina verificou que a idade para atingir a taxa
méxima de ganho de peso foi ao 34,4; 39,8 e 44 dias de idade, respectivamente. Niveis

deficientes de lisina ocasionam aumento da idade para que a ave atinja a idade maxima
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para ganho de peso, desta forma, amplia a idade para que a ave alcance a estabilidade
isotopica e, consequentemente a taxa de turnover e de troca isotopica.

Urdaneta-Rincon e Leeson (2004) e Tesseraud (1996, 2000, 2001) ao utilizarem
varios niveis de inclusdo de lisina na dieta das aves, observaram comportamento do
turnover in vivo do masculo peitoral por meio de infusdo de L-[4-*H]fenilalanina. Com
esse procedimento foi possivel fazer a mensuragdo de inumeros parametros
metabdlicos, como a taxa de sintese, crescimento, ganho e degradacdo protéica e
capacidade de sintese protéica. Esses autores concluiram que a deficiéncia de lisina na
dieta aumentou a taxa de sintese e degradacdo, capacidade de sintese protéica, além de
diminuir a taxa de ganho e deposi¢do de proteina. A deficiéncia de aminoéacidos induz
ao metabolismo de proteinas nos tecidos caracterizado por alterar sua degradacdo, mas
ndo sua sintese (TEESSERAUD et al., 1996). A idade também influencia o ganho de
proteina muscular (g/dia), total de massa muscular e capacidade de sintese protéica, que
diminuem conforme a idade da ave (TESSERAUD, 2000).

O tecido muscular reage de forma mais lenta que do plasma sanguineo e o
figado, em termos metabolicos, em fungdo das diferentes necessidades de adaptagédo
relacionados a composicao da dieta (PERAGON et al., 2001). A deficiéncia na dieta de
apenas um aminodacido essencial conduz a um balango negativo de nitrogénio, havendo
degradacéo de proteinas com a finalidade de suprir o aminoacido deficiente, e 0s outros
aminoacidos liberados sdo catabolizados (COOMES, 1998). Disponibilizar dietas que
supram as exigéncias nutricionais é de fundamental importancia, visto que o0s
aminoacidos presentes nas dietas influem diretamente nas proteinas corporais e com
implicacOes no crescimento animal e no turnover protéico.

Outros fatores podem interferir na taxa de troca isotopica dos nutrientes no
organismo animal. Tanto a deficiéncia quanto o excesso de aminoacidos essenciais
afetam diretamente o consumo de alimento pelas aves, caracterizado pela limitacdo da
sua ingestdo com consequente diminuicdo do ganho de proteina/dia (TESSERAUD et
al., 1996, 2001; ALENTOR et al., 2000; SKLAN e PLAVNIK, 2002; SKLAN e NOY,
2004). Uma vez que o consumo de racdo é diminuido, a quantidade de proteina e de
energia ingeridas também sdo reduzidas, e esses fatores podem assim, comprometer a

taxa de troca isotopica dos tecidos analisados.
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Os mecanismos que regularizam o0s processos de sintese e degradacdo das
proteinas ainda ndo foram totalmente elucidados. A degradacdo esta intimamente
relacionada com regulacdo genética ou mecanismos intrinsecos, diferente da sintese que
esta atrelada com determinantes ambientais ou nutricionais (TESSERAUD et al., 1996).
A sintese de proteina demanda mais energia que a protedlise, pois para formar uma
ligacdo peptidica e necessario de 4-7mol de ATP, em contraste para a quebra, apenas 1-
2 mol (URDANETA-RINCON e LEESON, 2004).

Em funcdo dos resultados obtidos, pode-se constatar que, embora o tecido
muscular ndo tivesse atingido a estabilidade isotopica, foi o tecido mais coerente e
adequado para mensuracdao do turnover. Verificou-se que o tecido do figado também
mostrou ser um tecido sensivel para esse tipo de analise e que o plasma foi a fracéo
tecidual menos recomendada. Resultados semelhantes também tinham sido constatados
por Tesseraud (1996), quando verificou que o tecido mais sensivel e adequado para a
mensuracdo do turnover € o musculo Pectoralis major. As diferencas nas respostas
entre os tecidos se ddo pelo fato do plasma participar da manutencdo do equilibrio do
organismo. J& o figado como é responsavel por manter funcbes vitais, responde de
forma direta as dietas fornecidas as aves, diferentemente do musculo, produto de
selecdo genética, com baixa funcionalidade, e que se tornou a principal fonte de
aminoacidos em situacdo de deficiéncia (TIRAPEGUI e ROGERO, 2007).



51

4. Conclusoes

Foi possivel avaliar o efeito da suplementacdo de metionina e lisina sobre a taxa de
troca isotopica em tecidos de frangos de corte, utilizando-se a variagcdo natural do
carbono-13.

Apesar de ndo ter alcangado a estabilidade isotopica, 0 musculo do peito (Pectoralis
major) foi o mais sensivel em demonstrar o0s efeitos ocasionados pela
suplementacdo/deficiéncia de metionina e lisina, seguido pelo figado, sendo o plasma
sanguineo ndo recomendado para esse tipo de analise.

Ficou evidente a fungdo da lisina como primeiro aminoécido limitante na
alimentacdo das aves no periodo de 20 a 43 dias de idade e como o principal
constituinte do tecido muscular.

A técnica dos isotopos estaveis demonstrou ser eficiente na mensuracdo da taxa de
troca isotdpica tecidual em frangos de corte e pode demonstrar a essencialidade da lisina
e da metionina como amino&cidos limitantes em diferentes tecidos na fase de

crescimento de frangos de corte.
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Implicacbes

Pesquisas na area de producdo animal utilizando a técnica de is6topos estaveis vem
sendo realizadas de forma crescente. Por ser uma ferramenta que proporciona resultados
bastante acurados, tem sido aceita e aplicada na rastreabilidade na produgéo de frangos
de corte e aves de postura. As formas de aplicacdo dos isdtopos estaveis encontram-se
em evidéncia, com atual aproveitamento em avaliacdo de metabolismo animal, através
da analise de turnover tecidual, para melhor compreensdo do funcionamento do
metabolismo dos animais.

Neste estudo foi possivel observar efeito da deficiéncia dos aminoacidos na taxa
de troca isotdpica dos tecidos analisados, porém devem ser realizados novos estudos
conciliando a técnica dos isotopos estaveis com estudos de desempenho animal. Dessa
forma haveria maior controle da interacdo entre nutricdo e taxa de troca isotdpica.

Como o musculo peitoral (Pectoralis major) por ser a principal reserva de
aminoacidos no corpo dos frangos mostrou ser o tecido com maior sensibilidade para se
detectar a importancia dos aminoacidos na formacédo dos tecidos analisados, verificou-
se que neste estudo que ele ndo atingiu a estabilidade isotopica, e portanto deve-se
aumentar o tempo de coleta com a finalidade da taxa de troca isotopica ser totalmente
completado e os dados obtidos terem maior veracidade.

Estudos referentes & taxa de troca isotopica de *C em conjunto com **N nos
tecidos de frangos de corte em funcdo da suplementacdo/deficiéncia de aminoacidos
deverdo ser conduzidos para obtencdo de maiores informacbes a respeito do
comportamento dos tecidos em relacdo aos teores dos aminoécidos ingeridos.

Novos estudos deverdo ser conduzidos nesta area de nutricdo com objetivo de
aprimorar essa técnica, devido a auséncia de estudos com utilizacdo dessa ferramenta.
Como ainda os mecanismos que regulam as rela¢des entre nutricdo e metabolismo de
aminoéacidos ainda ndo foram elucidados, investigacdes em nivel celular e molecular sdo

necessarias.
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