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Considerac0es iniciais

1. Introducéo geral

Avangos no melhoramento genético de frangos de corte tém gerado aves com
potencial cada vez maior para ganho de peso e rendimento de peito e pernas. Porém, ¢
necessario, além de boas praticas de manejo, o fornecimento de dietas adequadamente
balanceadas para que a ave expresse todo seu potencial genético para crescimento e
rendimento das partes de maior interesse.

A suplementacdo com aminoacidos, vitaminas e minerais em dietas de frangos
de corte ¢ pratica comum visto que, os ingredientes basais das ragdes ndo fornecem a
quantidade exigida de alguns nutrientes aos animais. Aminodcidos sdo essenciais para o
crescimento tecidual. A suplementacdo da dieta com aminoacidos sintéticos reduz
custos, permite melhor ajuste nutricional visando cobrir as exigéncias nutricionais das
aves e também possibilita reducdo do excesso de proteina bruta das racdes
(BERTECHINI, 2006).

Metionina, colina, betaina e &cido folico, doadores de grupos metil, sdo
essenciais a nutricdo animal em diversas rotas metabolicas. Os grupos metil labeis
participam da sintese de aminoécidos, fosfolipidios e de DNA ¢ RNA (SAUNDERSON
e MACKINLAY, 1990). Visto que as aves ndo sao capazes de sintetiza-los, estes devem
ser suplementados na dieta. Sob condi¢des de campo, a metionina ¢ adicionada para
suprir necessidades especificas deste aminoacido e para fornecer quantidade suficiente
de grupos metil para outros aminoacidos sulfurados, de tal forma a se obter desempenho
ideal do animal.

A utilizagdo de is6topos estaveis nas pesquisas na area da nutri¢do ¢ recente e
promissora. Gannes et al. (1998), em revisdo sobre o uso potencial da variagdo natural
dos isotopos estaveis, destacaram o papel dos fisiologistas no uso dessa ferramenta para
esclarecer questdes fisiologicas e ecoldgicas, bem como assegurar os fundamentos
teoricos e experimentais para a aplicagdo dos isdtopos estaveis em outras areas. Dentre
as diretrizes para futuras pesquisas com o0s isotopos estaveis destacadas por esses
autores, receberam énfase o balango protéico, a alocacdo de nutrientes e o turnover

tecidual.



Nas trés ultimas décadas, a técnica dos isdtopos estaveis tem sido aplicada de
forma crescente e continua em estudos agricolas, ecoldgicos e de digestibilidade e
metabolismo humano e animal. Estas investigagdes demonstraram que as composi¢des
isotopicas dos tecidos de animais dependem principalmente da alimentac¢do, da agua
ingerida e dos gases inalados e, associado a isto, os efeitos dos isotopos estdo ligados
aos processos metabdlicos (KENNEDY e KROUSE, 1990).

Estudos em nutricdo de aves usando os is6topos estdveis como tragadores em
suas dietas ddo estimativas de quio rapidamente os isdtopos estaveis dos tecidos sdo
substituidos por isotopos derivados da dieta (DENADALI et al., 2007; MITUO et al.,
2007; PELICIA et al., 2007).

A existéncia dos isdtopos raros mais pesados como, por exemplo, do *C, bem
como de outros elementos, possibilita a producdo de compostos marcados ou
enriquecidos nestes isdtopos, caracterizados por apresentarem abundancias isotopicas
acima da natural. Assim como os is6topos estaveis de dietas contrastantes, compostos
enriquecidos também podem ser utilizados como tragadores para se avaliar processos
metabolicos em seres vivos (BARNES et al., 2002; MURAMATSU et al., 1987), porém
sdo poucos os trabalhos nessa area, devendo-se aprimorar as técnicas de administragao
destes compostos em animais que sao muito invasivas.

O estudo do fluxograma da metionina em diferentes tecidos da carcaga de
frangos de corte, pela técnica de isdtopos estaveis com metionina enriquecida, podera
permitir maior entendimento da dindmica dos grupos metil no metabolismo nutricional
das aves, uma vez que a alimentacdo constitui um dos principais fatores para o

desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais.

2. Revisdo de literatura

2.1. Metionina na nutricdo de frangos de corte

A metionina ¢ um aminodcido essencial, nutricionalmente indispensavel para
mamiferos e aves, sintetizado naturalmente por plantas e microorganismos a partir do
aspartato. Na forma de S-adenosilmetionina, a metionina ¢ o maior doador de radicais

metil no organismo animal, sendo necessdria para biossintese de creatina, poliaminas,



epinefrina, colina e melatonina, que sdo componentes fundamentais para o
desenvolvimento das aves (LEHNINGER et al., 2002).

Dentre as fun¢des conferidas a metionina, a principal € ser substrato para sintese
de proteinas, além disto, ¢ intermedidria nas reagdes de transmetilagio ¢ da rota
catabolica da colina e precursora de outros aminoacidos sulfurados, notadamente da
cisteina e taurina (STORCH et al., 1990). A Figura 1 ilustra a férmula estrutural da

metionina.

S
HyC” OH

NH;
Figura 1. Férmula estrutural da metionina (LEHNINGER et al. 2002).

A metionina e a cisteina sdo dois aminoacidos sulfurados, que ndo s6 entram na
composi¢ao dos tecidos corporais, como também do ovo (TORRES, 1989), sendo que a
cisteina ¢ sintetizada a partir da serina e da homocisteina, um produto da degradacao da
metionina (VOET et al., 2000).

Segundo Bertechini (2006), a metionina ¢ um aminoacido essencial, pois nio
pode ser sintetizada em velocidade e quantidade necesséria pelo organismo animal,
necessitando, desta forma, ser administrada via dieta. Devido essas caracteristicas e
pelos baixos niveis de metionina na dieta, conduzem rapidamente a um quadro de

deficiéncia, causando redu¢do no desempenho dos animais.

2.2. Exigéncia de metionina para frangos de corte

As exigéncias das aves por metionina sdo afetadas pela sua interagdo com varias
substancias. Keshavarz e Fuller (1971) verificaram que niveis elevados de arginina em
dietas a base de milho e soja, limitantes em metionina, produziram depressdo no
desempenho dos frangos de corte, com aumento na excre¢ao de creatinina. Quando a
metionina ou a betaina foram suplementadas, os efeitos adversos foram superados. O
resultado obtido também indicou que a formagdo da creatinina ¢ um dos mecanismos

relacionados na interagdo de arginina e metionina. A possibilidade da betaina melhorar



o desempenho das aves evidencia que a metionina atua como doadora de grupos metil
(ZHAN et al., 2006).

Em dietas contendo niveis téxicos de metionina, a adicdo de glicina, serina e
treonina, diminuiu o efeito negativo desse excesso, porém a arginina nio teve 0 mesmo
efeito (KATZ e BAKER, 1975). Existem exigéncias fisioldgicas tanto para metionina
quanto para cisteina, ou seja, quando a metionina estd em excesso € a cisteina ¢
deficiente, parte da metionina pode ser convertida em cisteina. O catabolismo da
metionina tem a fun¢do de eliminar os excessos de metionina, devido a sua toxicidade, e
de superar uma deficiéncia de cisteina. Graber e Baker (1971) verificaram menores
exigéncias de aminoacidos quando a dieta foi suplementada com cistina ou cisteina, do
que quando foi suplementada somente com metionina. Picard et al. (1993)
determinaram que dietas deficientes em metionina, lisina e triptofano influiram
negativamente no consumo de ragao.

Frangos de corte alimentados com niveis sub-6timos de proteina bruta e
suplementados com metionina e lisina apresentaram desempenho similar, ou melhor, do
que os obtidos com frangos alimentados com dietas de alto nivel de proteina bruta
(BORNSTEIN e LIPSTEIN, 1975). Segundo Pesti (1981), as exigéncias de metionina
ou colina s3o aumentadas pelas altas concentragdes de proteina dietética, ou pelo
excesso de nitrogénio proveniente de um aminodcido.

As exigéncias de metionina e de aminoacidos sulfurados foram de 0,397% e
0,714%, respectivamente, para frangos de corte machos entre 34 a 42 dias de idade,
alimentados com ragdo contendo 3100 kcal EM/kg de racao (ROSTAGNO et al., 2005).
Jensen et al. (1989) propde o nivel de 0,78% de aminoacidos sulfurados para maxima
eficiéncia no desempenho e qualidade de carcaca. Schutte e Pack (1995) observaram
que as exigéncias de aminoacidos sulfurados para frangos de corte (14 a 38 dias de
idade) foram de 0,88% (0,46% metionina + 0,42% cisteina), quando estimado em base
da eficiéncia alimentar ou da produg¢do de carne de peito. Milan e Craig (1996)
utilizando dietas altamente protéicas estimaram as exigéncias de 0,44% para metionina
e 0,66% para aminoacidos sulfurados.

A metionina ¢ conhecida por ser o fator chave na regulagao do metabolismo do
acido folico. A suplementagdo de acido folico forma mais grupos metil labeis

disponiveis para remetilacdo da homocisteina para formar metionina in vivo. As inter-



relagdes metabolicas entre metionina e acido folico podem ser nutricionalmente
importantes na fase inicial de frangos de corte em termos de melhor desenvolvimento
corporal (RYU et al., 1995).

Em estudos realizados por Pesti et al. (1991) foi observado que pintainhos
alimentados com dieta basal (milho e soja) sem a suplementacdo de metionina ou
colina, responderam a suplementagdo de acido folico, porém, quando metionina e colina
foram suplementados ndo se detectou resposta do acido folico.

Os requerimentos de grupo metil 1abil sdo determinados somente quando acido
folico estd adequadamente presente na dieta, estando suprida por metionina ou colina,

ou ambos (PESTI et al., 1991).

2.3. Fontes de grupo metil labil

Os grupos metil s3o necessarios em varias reagdes metabolicas, tais como a
sintese da metionina, carnitina e creatina. Visto que as aves ndo sdo capazes de
sintetizar grupos metil, estes devem ser suplementados na dieta, sendo que a metionina
e colina podem fornecé-los (DEVLIN, 1998). Quando se considera as formulagdes das
ragdes comerciais, metionina e colina sdo adicionadas para suprir necessidades
especificas destes compostos, e para fornecer quantidade suficiente de grupos metil de
tal forma a se obter o desempenho ideal do animal.

Um grupo metil ¢ formado por trés atomos de hidrogénio e um atomo de
carbono. E chamado grupo metil 14bil ou grupo metil pré-formado quando pode ser
transferido de uma molécula para outra nas células do animal (PESTI, 1989).

Uma reacdo importante promovida pela betaina ¢ a transferéncia de grupo metil
da colina ou da metionina ao tetrahidrofolato e a sintese de purina, para a excre¢do de
nitrogénio. Para cada mol de nitrogénio a ser excretado, sdo necessarios dois moles de
metil. Assim, como conseqii€éncia, em dietas com excesso de proteina, a exigéncia de
grupo metil 1abil aumenta (PESTI, 1981).

Pesti et al. (1979) exemplificam que numa ragdo comercial a base de milho e
soja a necessidade de suplementacdo com metionina e colina deve-se basicamente a
necessidade de suprir grupos metil. A suplementacao do grupo metil, em niveis de até
2000 ppm, melhorou o rendimento dos frangos de corte e a substitui¢do de colina por

betaina resultou em rendimento igual ou superior do animal.



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

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

2.4. Papel dos doadores de grupo metil 1&bil no metabolismo de lipideos

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

A deficiéncia de metionina nas dietas produz maior deposicdo de gordura,
devido ao aumento na atividade das enzimas responsaveis pela formacao do acido urico,
provocando maior catabolismo da proteina, o que contribui para que a energia se
deposite como gordura (MORAN, 1994). Schutte e Pack (1995) observaram que niveis
sub-6timos de metionina+cistina produzem maior acimulo de gordura abdominal e nos
orgaos, ao contrario de Liu et al. (2007) que suplementaram frangos de corte com dois
niveis de metionina e verificaram aumento na deposicdo de musculo do peito e
diminui¢do da gordura abdominal, demonstrando o efeito positivo e a importancia da
suplementag¢do e atendimento dos requerimentos deste aminoacido.

As reacgdes de metilacdo sdo da maior importancia no metabolismo das gorduras.
Geralmente as fontes de grupo metil induzem a mobilizagdo de lipidios no figado e este
efeito foi demonstrado em ratas alimentadas com dietas altas em colesterol,
suplementadas com betaina (SUGIYAMA et al., 1986). A suplementagdo com betaina
na dieta preveniu de forma eficaz a sindrome do figado gordo induzido
experimentalmente em ratas (BARAK et al., 1992).

Além da vantagem de prevencdo contra figado gordo, a suplementa¢do com
grupos metil, pode reduzir o contetido de gordura e melhorar sua distribuicdo na

carcaca.



2.5. Utilizac&o de isOtopos estaveis como tragadores naturais

O termo iso6topo foi criado pelo Sr. Frederick Soddy e vem do grego 1SO
(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 prétons e diferentes numeros de néutrons, portanto
diferem em niimero de massa. Pode-se dizer que apresentam as mesmas propriedades
quimicas e diferentes propriedades fisicas.

Como a eletrosfera do 4tomo ¢ comum a todos os is6topos, ou seja, com mesmo
nimero de elétrons, ela mascara o conteudo do nticleo do 4&tomo, enganando o processo
seletivo de uma membrana biologica vegetal ou animal, e devido a isso funcionam
como excelentes tragadores (DUCATTI, 2007). Por ndo emitirem radiacdo, pois sdo
estaveis, foram wusados inicialmente em estudos geologicos e arqueoldgicos,
principalmente, os isotopos de carbono, que se apresentam como alternativa para
estudar os processos relacionados a digestdo, absor¢ao e metabolismo de nutrientes, por
estarem presentes em todos os nutrientes capazes de gerar energia aos animais € por
representarem cerca de 50% dos elementos quimicos que compdem o corpo dos animais
superiores (MURRAY, 1990). Segundo DeNiro e Epstein (1978), a integracdo da
composicdo isotopica do carbono incorporado no corpo do animal e o que foi perdido
na respiracao e excrecao deve ser igual a composicao isotopica de carbono da dieta.

Os elementos naturais que constituem os is6topos estaveis, como por exemplo,
carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio (N), ocorrem naturalmente
através da atmosfera, hidrosfera, litosfera e biosfera. A maioria dos elementos apresenta
um isétopo estavel leve dominante: 2c, 4, %0 e N e um ou dois is6topos estaveis
pesados: 13 C, ZH, 17O, B0oe ISN, com abundancia ou concentracao natural expressa em
atomos % (DUCATTI, 2007).

Naturalmente ha ocorréncia de dois is6topos estaveis de carbono: °C e °C, com
abundancias naturais de aproximadamente 98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente
(KENNEDY e KROUSE, 1990), que variam nos tecidos vegetais de acordo com o ciclo
fotossintético das plantas do ciclo Cs e do ciclo C4, onde o composto organico formado

¢ um 4acido carboxilico com trés e quatro atomos de carbono, respectivamente.



A terminologia comumente empregada na deteccdo dos valores do
enriquecimento relativo dos elementos naturais ¢ expressa pela linguagem delta per mil
(0%0) e por atomos por cento (atm%) para compostos naturais e enriquecidos,
respectivamente (BARRIER e PROSSER, 1996, citados por VASCONCELLOS, 2001).

A razdo isotopica C/'?C da amostra é obtida em relagio a um padrio
internacional definido, PeeDee Belemnite (PDB). Segundo Friedman e O’Neill (1977),
citados por Ducatti et al. (1979), o padrao PDB ¢ aceito universalmente na comparagao
das composigdes isotopicas do carbono. Trata-se de um carbonato de célcio solido de
Belemnitella cretaceos, Belemnitella americana, da formagao PeeDee da Carolina do
Sul - EUA, empregado inicialmente como padrdo por Craig (1957). Foi detectada
variacdo significativa neste padrdo (material ndo homogéneo) sendo assim, utiliza-se o
termo Vienna-PeeDee Belemnite (V-PDB), que ¢ a nova referéncia calibrada
laboratorialmente. Atualmente ¢ utilizado como padrdo de trabalho rocha carbonatada
(marmore) com alta pureza em calcita (DUCATTI et al., 1979).

A determinagdo dos valores isotopicos, ou sinal isotopico € conseguido a partir
de amostras do material organico que sdo analisadas pelo equipamento conhecido como
espectrometro de massas de razdo isotdpica (IRMS), que mede a concentracdo dos
diferentes isdtopos do elemento, admitido no sistema sob a forma gasosa (ex.: Hp, CO,,
N2), com erro analitico de 0,2%o. Neste sistema, de acordo com Ducatti (2007), a
amostra e o padrao sdo admitidos na forma de didxido de carbono e apds a passagem
por uma fonte de ionizacdo, os feixes dos ions gerados sdo separados por um campo
magnético de acordo com suas relagdes massa/carga.

A medida da relagdo entre is6topos estdveis mensurados por espectrometria de
massa de baixa resolucdo ¢ obtida pela expressdo (1) de enriquecimento isotopico

relativo:

8 | (amostra, padrao) = [(Ramostra/ Rpadréo) - 1] X 103 (l)

A simbologia da expressdo (1) indica que (i) refere-se ao isdtopo pesado do
elemento quimico em consideragdo e (R) refere-se a razdo entre o is6topo pesado e o
leve, tanto para a amostra quanto para seu padrao internacional. A terminologia o reflete

o enriquecimento relativo da razdo isotopica da amostra (expresso em 0%o),
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comparativamente a razao isotopica do padrio internacional, e ¢ utilizada na analise de
mensuracao das variacdes isotdpicas naturais.

Na andlise de compostos enriquecidos, fez-se uso do espectrometro de massas,
ATLAS MAT CH4 de fluxo molecular, o *CO, foi introduzido, sob baixa pressdo (+
10® mbar), dentro de uma cdmera de ionizacdo, de onde as moléculas do gas foram
bombardeadas por um feixe de elétrons emitidos por um filamento (rénio) aquecido,
produzindo ions gasosos positivos. Na seqiiéncia, os ions foram acelerados em placas
negativas de 400 a 4000 V e aplicou um campo magnético perpendicular a trajetoria dos
ions. Como resultado dessa interacao os ions foram desviados e separados de acordo
com a relagio carga/massa (q/m). Assim o fon CO," (q/m = 45) atingiu o eletrodo
negativo em um local diferente do ion 2co," (¢/m = 44). Cada um destes ions foi
concebido em um coletor tipo faraday e varias massas referentes & regido dos fons CO,"
sdo coletados: 44 (2C'°0'°0), 45 ("*C '°0"70; *C'°0'°0), 46 (*C'0™0, *c"0"0 e
B160170y, 47 (2700, 1700 ¢ *Cl60'0), 48 (12C'*0'%0 ¢ 1*C!70"%0) ¢ 49
(BcBo™0),

Considerando que as combinagdes referentes as massas 47, 48, 49 sdo de baixa
intensidade em relacdo as outras (SANTROCK et al., 1985), pode-se restringir o
espectro aos niumeros de massa: 44 (*C'0'%0), 45 (*C '°0"0; *C'°0'0). Sendo que
a intensidade dos feixes de ions da massa 46 representa < 0,02% da somatdria de todas
as intensidades. Assim foi calculada a abundancia de °C de uma determinada amostra

pela equacgao (1):

% em atomos de °C = 100 — 100/[I45/I44 — 0,00075] + 1 (1)

Onde:
144 = intensidade do feixe de ions de massa 44 (12C16016O);
145 = intensidade do feixe de ions de massa 45 (12C 16O”O; 13C160160);

0,00075 = valor do coeficiente angular da reta entre as razdes l4s/144 € Bestae,

Os valores utilizados na equacao (1) sdo obtidos de espectro de massas 44 e 45,
contendo 3 repeticdes, para cada amostras de CO,". Um espectrometro de massas obtido

no espectrometro, em escala logaritmica, pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2: Espectro de massas de >CO,, para amostra de >*CO(NHS,),, massa 44,
45 ¢ 46 (SANTROCK et al., 1985).

Se durante o experimento houver diluigao isotdpica de modo que ndo se consiga
resultados em atomos %, pode-se converter esses valores para escala delta per mil.

O contraste existente na relagio isotopica de *C/'’C das plantas de ciclo
fotossintético C; e C4 tem possibilitado estudos na area de nutricdo e metabolismo
animal, os quais tém como marcador o *C e sua concentracio natural existente nos
alimentos. Como as plantas sdo consumidas pelos animais, a impressdo digital isotopica
destas fontes sera refletida nos tecidos especificos dos animais, apos certo tempo de
metabolismo (GANNES et al., 1998; DeNIRO e EPSTEIN, 1978). Esta metodologia
isotopica, entretanto, ndo pode substituir as técnicas convencionais onde informagdes
dietéticas detalhadas sdo necessarias e principalmente quando varias opcdes dietéticas
estdo disponiveis (HOBSON e CLARK, 1992b). Entretanto, existem vantagens
importantes para o uso de isétopos estaveis, que ocorrem naturalmente como
indicadores dietéticos, sobre as técnicas convencionais, dentre as quais, as estimativas
dietéticas isotOpicas sdo baseadas nos alimentos assimilados e ndo apenas nos alimentos
ingeridos e, comparativamente, podem ser obtidas informacdes de dietas consumidas a
longos periodos (HOBSON e CLARK, 1992b).

Gannes et al. (1998) em revisao sobre o uso potencial da variagdo natural dos

isotopos estaveis, destacam o uso dessa ferramenta para esclarecer questdes fisioldgicas
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e ecoldgicas, bem como assegurar os fundamentos tedricos e experimentais para
aplicacdo dos isOtopos estdveis em outras areas. Dentre as diretrizes para futuras
pesquisas com 0s isOtopos estaveis destacadas por esses autores, receberam énfase o

balanco protéico, a alocacdo de nutrientes e o turnover tecidual.

2.6. Compostos enriquecidos em **C

Determinam-se as propriedades quimicas dos elementos quase que
exclusivamente pelo numero e arranjo dos elétrons atdmicos, os quais, por sua vez, se
determinam pela carga nuclear. Os is6topos de um mesmo elemento terdao, praticamente,
propriedades quimicas idénticas. Existem, portanto minimas diferencas nas
propriedades quimicas devidas as pequenas variagdes no tamanho nuclear e as pequenas
distingdes de massas entre diferentes is6topos, suficientes para permitir a separagao de
isotopos de um mesmo elemento. A diferenca de comportamento pode, inclusive,
influenciar o conjunto dos niveis energéticos dados pelo nivel vibracional, rotacional e
translacional, quando as espécies isotopicas de um mesmo elemento sdo comparadas
entre si. Com relagdo a métodos utilizados para a separagdo dos isotopos estaveis de
carbono (**C e °C), pode-se destacar a cromatografia de troca i6nica (TAKEDA et al.,
1987) e a destilagao (McLNTEER, 1980).

Assim como no uso de iso6topos radioativos, pode ser realizado o enriquecimento
da fonte em termos de seus isotopos estaveis (VASCONCELLOS, 2001). Por exemplo,
plantas colocadas em ambiente controlado, enriquecidas em '*CO,, produzirio
fotoassimilados enriquecidos em °C, conseqiientemente alterando seu sinal isotopico e
possibilitando sua determinacdo (direcdo de translocacdo) onde quer que estejam
alocados. Dessa forma, se utiliza os isotopos estaveis como “tracadores” ou
“marcadores” a semelhanga dos is6topos radioativos.

A existéncia dos isdtopos raros mais pesados como, por exemplo, do °C, bem
como de outros elementos, possibilita a producdo de compostos marcados ou
enriquecidos nestes isotopos, caracterizados por apresentarem abundancias isotdpicas
acima da natural.

A técnica isotopica que emprega o °C como tragador consiste, basicamente, em

fornecer ao organismo em estudo um composto quimico no qual a razdo isotdpica



13

(*C/**C) do composto considerado ¢ diferente da natural e, em seguida, avaliar a
distribuicdo do isétopo no sistema em estudo.

O equilibrio entre compostos enriquecidos naturais segue o fendmeno de troca,
que estd baseado na aplicagdo da lei de dilui¢do isotdpica, utilizado nos estudos das
reagOes de troca isotopica. Uma reagdo de troca isotopica € uma reagdo segundo a qual
dois atomos com o mesmo numero atomico, mas com numero de massa diferente
substituem-se mutuamente. Desse modo, a quantidade de um elemento marcado fixado
em um 6rgao ou tecido, em um dado periodo de tempo, fornece uma estimativa de troca,
ou do modelo de particdo do referido elemento. Porém, a medida desta estimativa
requer condigdes especificas para determinagdo precisa. Para tanto, uma analise das
medidas do is6topo marcado nos diferentes oOrgdos, durante o periodo de
enriquecimento, acompanhado de uma analise compartimental, permite elaboracdo de
um modelo a partir do qual o tamanho dos compartimentos e os parametros de
transferéncia possam ser avaliados. O tempo da diluigdo isotdpica também ¢ importante,
pois enriquecimento por longo tempo permite obter um equilibrio de troca entre a fonte
enriquecida e os varios 6rgaos ou tecidos, de forma que o fluxo do elemento marcado
sera proporcional ao do elemento ndo marcado (DELEENS et al., 1994).

Alguns trabalhos j& foram realizados para se avaliar processos metabolicos em
aves, utilizando-se aminoéacidos enriquecidos através infusdes intravenosas, sendo
possivel, através desta técnica, obter os resultados promissores como os obtidos por

varios pesquisadores (BARNES et al., 2002; MURAMATSU et al., 1987).

2.7. Diluigao isotopica

O método da diluicdo isotopica estd baseado no balanco isotdpico entre os
isotopos de um elemento numa amostra antes e depois da adigdo do material
enriquecido num dos iso6topos. As equacdes (2 e 3) adaptadas por Trivelin et al. (1994)
evidenciam o balango de massa isotopico, para as condi¢des do trabalho em aprego,

fazendo-se uso da L-["*C,]metionina.

fmet-Abmet + fnat-Abbat = (fmet + fnat)-Abp (2)
fmet + fnat = 1 (3)
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Onde:

fimet © fhat = fracdes de carbono no produto proveniente da L—[13C 1Jmetionina ¢ de fonte
natural, respectivamente;

Abpme, Aby € Abp, = abundancia (% em atomos de 13 C) no aminoacido L-

[*C,]metionina, fonte natural e produto, respectivamente.

A partir do balango de massa isotdpico pode-se determinar, no produto final, a
contribui¢do da fonte de carbono proveniente da L-[">C,]metionina, ¢ da fonte natural
no isétopo *C. A Figura 3 ilustra esquematicamente o processo de formagdo do produto
final (plasma, figado e musculo Pectoralis major) a partir de duas fontes com diferentes

A 13
abundancias isotdpicas de “C.

" L-metionina-c, A partir da dieta natural
\_ Abpe; - % em atomos °C / \_ Aby- % em atomos °C
fmet fnat
Produto

Ab, - % em &tomos “*C

Figura 3. Diluigdo isotopica de "°C.

Neste esquema exemplificado na Figura 3, ., representa a fracdo de carbono no
produto final, proveniente do aminoacido L-["*C;]metionina; f,, a fragio de carbono no
produto final, proveniente da dieta fornecida (amostra controle em uso da molécula
marcada) € Abmer, Abnat € Ab,, correspondem, respectivamente a abundancia isotdpica de
BC (% em atomos de *C) no aminoécido L-["*C,]metionina, nas partes do frango a

partir da dieta natural e no produto final apés aplicagdo de material enriquecido em "*C.
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O método de diluigdo isotdpica consiste na adi¢ao de uma quantidade conhecida
e exata do material enriquecido num dos is6topos de um elemento. Deve-se esperar o
equilibrio entre os is6topos da amostra e do material enriquecido, resultando na
formag¢ao de uma mistura final de razdo isotdpica diferente das razdes isotopicas da
amostra (produto) e do material enriquecido (fonte empregada ou L-["°C,]metionina).
Os espectrometros de massas permitem a obtengdo de um espectro de massas que €
usado para medir a alteragcdo da razdo isotdpica e entdo a razdo isotdpica da mistura
final (Aby).

O valor da abundéncia natural (Abya) no isétopo °C ¢ obtido a partir de ensaios,
em triplicata, ndo empregando material enriquecido na dieta alimentar das aves. A
abundancia natural no isétopo °C foi obtida para cada uma das fragdes ou produtos
avaliados no presente trabalho.

A partir das equacdes 2 e 3, pode-se escrever:
finet = (Abp — Abyat)/(Abmer — Abpar) 4)
Em termos percentuais a equacao (4) pode ser escrita da seguinte maneira:
% CPP et = [(Abp — Abpat)/(Abmer — Abpg)].100 (5)
Onde:
% CPPyet = percentual de carbono no produto proveniente do aminodcido L-

['*C,]metionina.

A partir da massa do produto (M,) avaliado, pode-se obter a quantidade de

carbono em cada uma das fragdes (equagdo 6), sendo:

CPPucc = [(Aby — Abya)/(Abume — Abya)].(%Cty).(M,) (6)
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Onde:

CPP et = carbono no produto proveniente da L—[13C 1 Jmetionina (pg);
M, = massa total do produto (pg);

% Ct, = percentual de carbono total no produto.

2.8. Turnover isotopico

Os constituintes corporais se encontram em estado dinamico, sendo
continuamente formados e utilizados para diferentes propositos, com renovagao
continua dos elementos quimicos e, conseqiientemente, de seus is6topos que compdem
o tecido corporal ou o organismo como um todo. Esse processo ¢ geralmente chamado
turnover. Todas as substancias do corpo, sejam metabdlitos organicos ou inorganicos,
estdo sujeitas ao turnover (HETENYT et al., 1983).

Turnover isotopico € a renovagdo continua dos elementos quimicos e,
conseqlientemente, de seus isotopos que compdem o tecido corporal ou o organismo
como um todo, podendo ocorrer por meio de renovagao tecidual resultante do processo
de sintese ¢ degradacdo em tecidos adultos e/ou pelo proprio crescimento nos tecidos
em formacao (diluicao isotdpica) (CARRIJO e DUCATTI, 2007).

Segundo Gannes et al. (1998), dietas com assinaturas isotdpicas contrastantes
podem ser usadas para mensurar o turnover de componentes corporais e Orgdos de
animais. Apds a mudanca da dieta, a alteracdio da composi¢do isotdpica no tecido
depende da velocidade com que esses constituintes sdo substituidos (TIESZEN et al.,
1983).

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

Zuanon (2003) afirma que existem dois tecidos de grande importancia para as
funcdes fisiologicas do corpo: o figado e o tecido muscular. Estes se comportam de

maneiras diferentes. O figado que ¢ um 6rgdo homeostatico, redistribui os metabolitos
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para os demais tecidos corporais. Os musculos tendem a reagir mais lentamente que o
figado, em termos metabodlicos, basicamente em funcdo da dieta (PERAGON et al.,
2001; CRUZ, 2002).

Os estudos avicolas que usam iso6topos estaveis como tracadores em suas dietas
dao estimativas de quao rapidamente os isotopos estaveis dos tecidos sdo substituidos
por is6topos derivados da dieta (DENADALI et al., 2007; MITUO et al., 2007; PELICIA
et al.,, 2007). Do mesmo modo, ao se utilizar aminodcidos enriquecidos, estes podem
atuar como tragadores, possibilitando observar taxas de turnover em tecidos animais,
bem como a obtencdo da rota e porcentagem destes destinados a diferentes tecidos,
quando conhecida sua dosagem.

Ducatti et al. (2002) propuseram modelo tedérico capaz de exprimir os resultados
do enriquecimento relativo do carbono (8°C) em fungdo do tempo de alimentagdo,
fornecendo dietas contrastantes em 8"°C (formuladas com grios de plantas do ciclo Cs 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 substituicdo dos compostos pré-existentes, os autores chegaram a

equacao (7):
813C(t) = 8"C () + [8"C (1) - 8" C(D)]e™ (7)
Onde:

8"3C(t) = enriquecimento isotopico relativo no tecido em qualquer tempo (t), expresso
em 6%o. Adimensional;

8"3C(f) = enriquecimento isotdpico relativo no tecido no patamar de equilibrio, ou
condig¢do final, expresso em 6%o. Adimensional;

8"3C(i) = enriquecimento isotopico relativo no tecido, na condicio inicial, expresso em
0%o. Adimensional;

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

t = tempo (em horas) desde a substituicio da racao.
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Segundo Zuanon (2003), o modelo matematico proposto para avaliar a
substitui¢do do carbono tecidual em animais adultos mostrou-se adequado para animais
em desenvolvimento.

Partindo do pressuposto que a incorporagdo de uma molécula no tecido depende
dos processos de sintese e degradagdo (turnover), ¢ possivel verificar, através da
formula desenvolvida por Ducatti et al. (2002), a velocidade de incorporacdo de
determinadas moléculas (exemplo: compostos enriquecidos nos isotopos estaveis de

1 1 4 . .
3¢, PN, s, etc.) nos tecidos dos animais.
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3. Justificativas e objetivos

O estudo do fluxograma da metionina em diferentes tecidos da carcaca de
frangos de corte, pela técnica de isdtopos estaveis com metionina enriquecida, podera
permitir maior entendimento da dindmica dos grupos metil no metabolismo nutricional
das aves, uma vez que a alimentacdo se constitui um dos principais fatores para o
desenvolvimento eficiente e sauddvel dos animais.

Metodologias para diversos tipos de analises véem sendo desenvolvidas
buscando-se maior eficiéncia ¢ maior facilidade de obtencdo dos resultados. Sendo
assim, a técnica dos isdtopos estaveis com aminoacidos enriquecidos pode mostrar-se
eficiente ferramenta para se determinar a rota, bem como a porcentagem de
aminoacidos destinados para diferentes partes do corpo do animal e assim relacionar a
importancia destes para cada tecido.

Alguns trabalhos foram realizados com aminoacidos enriquecidos em seres
vivos, onde a via de administracdo ¢ geralmente intravenosa, porém esta ¢ uma via
pouca pratica para se utilizar em animais, pois € estressante para os mesmos. Como nas
pesquisas deve-se levar em consideragdo o bem-estar animal, € necessario testar outros
métodos de administragdo que possam propiciar menor sofrimento aos mesmos, sem
que os resultados sejam prejudicados.

O Capitulo II, denominado “INCORPORAGCAO DA L-[**C;JMETIONINA
COMO TRACADOR EM TECIDOS DE FRANGOS DE CORTE NO PERIODO
DE 35 A 49 DIAS DE IDADE”, apresenta-se de acordo com as normas para
publicacdo na Revista Brasileira de Ciéncia Avicola — Brazilian Journal of Poultry
Science, publicada pela Fundacdo APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de incorporagdo da L-["°C;]metionina no
plasma, figado, musculo Pectoralis major e gordura abdominal de frangos de corte no
periodo de 35 a 49 dias de idade pela técnica dos isotopos estdveis, bem como

determinar dosagem e a melhor forma de administragao desse aminoécido enriquecido.
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Incorporacdo da L-[**C;]metionina como tracador em tecidos de frangos de corte
no periodo de 35 a 49 dias de idade

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de incorporacao da L-
[*C,]metionina no plasma (PL), figado (FI), musculo Pectoralis major (PM) e gordura
abdominal (GA) de frangos de corte no periodo de 35 a 49 dias de idade pela técnica
dos 1isOtopos estaveis, bem como determinar dosagem e a melhor forma de
administracdo desse aminoacido enriquecido. Foram utilizados 99 frangos de corte
machos da linhagem Cobb®, que receberam doses de 29umol/kg de peso vivo/h, durante
6h, submetidos a administracdo via intravenosa (VI) e via oral (VO), de solucdo
contendo L-[BCl]metionina. Nos tempos 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 12; 24; 48; 72; 96; 120;
144; 168; 336h, apos a primeira dosagem e no tempo Oh (controle), foram abatidas 3
aves/tempo de coleta/tratamento, para coleta dos tecidos. Os dados relativos a
velocidade de incorporagio da L-["*C;]metionina, obtidos pela analise isotopica foram
analisados por meio do método de equacdo exponenciais de primeira ordem do software
Origin® 6.0 Professional (Microcal Software, 1999). Comparando os resultados dos dois
grupos de animais (VI e VO) para os trés tecidos estudados (PL, FI e PM), o valor de
meia vida encontrado para os animais submetidos a VO foi parecido em relagdo aqueles
recebendo VI, indicando assim semelhanga na velocidade de troca de carbono, o que
implica em mesma velocidade de enriquecimento dos tecidos. A dosagem de 29 pmol
de L-["°C,]metionina/kg de peso vivo/h, durante 6h, em frangos de corte de 35 a 49 dias
de idade, ¢ suficiente para enriquecer e determinar a quantidade de metionina nos
tecidos estudados, sendo a VO a melhor forma de administragdo. A metionina fornecida
aos frangos nesta idade ¢ aproveitada na proporcao de 3; 5 e 24% para sintese de PL, LI
e PM, respectivamente. Nao hé incorporacdo deste aminoacido na GA.

Palavras-chave: aminoacido enriquecido, is6topos estaveis, metodologia.
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L-[**C1]methionine incorporation as a tracer in broiler tissues from 35 to 49 days
of age

Abstract - The aim of this study was to evaluate the L-[">C;]methionine incorporation
in plasma (PL), liver (LI), Pectoralis major muscle (PM) and abdominal fat (AF) of
broilers from 35 to 49 days of age by stable isotope technique and determine dosage and
the best way of administration of this amino acid enriched. A total of 99 male Cobb®
broilers, which received doses of 29 umol/kg body weight/hr, for 6hr, subjected to
intravenous (VI) and oral (VO) administration of solution containing L-
[*Ci]methionine. At the times 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
336hr, after the first dose and at time Ohr (control) were slaughtered 3 broilers/sampled
time/treatment for sampled of tissues. The data related to the rate of incorporation of L-
[°C,Jmethionine obtained by isotopic analysis were analyzed by the method of
exponential equation of first order the software Origin® 6.0 Professional (Microcal
Software, 1999). Comparing the results of two groups of animals (VI and VO) for the
three tissues studied (PL, LI and PM), the value of half life found in animals subjected
to VO was similar for those receiving VI, thus indicating similarity in rate of exchange
of carbon, which implies the same rate of enrichment of tissues. The dosage of 29 pmol
L-["*C|]methionine/kg body weight/h, 6h in broilers from 35 to 49 days of age, is
enough to enrich and determine the amount of methionine in the tissues studied, VO
being the best form of administration. Methionine given to chickens at this age is
exploited in the proportion of 3; 5 and 24% for synthesis of PL, LI and PM,
respectively. There is no incorporation of this amino acid in AF.

Key words: amino acid enriched, methodology, stable isotopes.
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1. Introducéo

Avangos no melhoramento genético de frangos de corte tém gerado aves com
potencial cada vez maior para ganho de peso e rendimento de peito e pernas. Porém,
faz-se necessario, além de boas praticas de manejo, o fornecimento de dietas
adequadamente balanceadas para que a ave possa expressar todo seu potencial genético
para crescimento e rendimento das partes de maior interesse.

A suplementacdo com aminodacidos, vitaminas e minerais em dietas de frangos
de corte ¢ pratica comum visto que, os ingredientes basais das ragdes nao fornecem a
quantidade exigida de alguns nutrientes aos animais. Aminodcidos sdo essenciais para o
crescimento tecidual. A suplementagdo da dieta com aminoacidos sintéticos reduz
custos, permite melhor ajuste nutricional visando cobrir as exigéncias nutricionais das
aves ¢ também possibilita reducdo do excesso de proteina bruta das ragdes
(BERTECHINI, 2006).

Metionina, colina, betaina e &cido folico, doadores de grupos metil, sdo
essenciais a nutricdo animal em diversas rotas metabdlicas. Os grupos metil labeis
participam das sinteses de aminoacidos, fosfolipidios, ¢ de DNA e RNA
(SAUNDERSON e MACKINLAY, 1990). Visto que as aves ndo sdo capazes de
sintetizd-los, estes devem ser suplementados na dieta. Sob condigdes a campo, a
metionina ¢ adicionada para suprir as necessidades especificas deste aminoacido e para
fornecer uma quantidade suficiente de grupos metil para os outros aminoacidos
sulfurados, de tal forma a se obter o desempenho ideal do animal.

A utilizacdo de isotopos estdveis nas pesquisas na area da nutricdo ¢ recente e
promissora. Gannes et al. (1998) em revisdo sobre o uso potencial da varia¢do natural
dos isétopos estaveis, destacam o papel dos fisiologistas no uso dessa ferramenta para
esclarecer questdes fisiologicas e ecologicas, bem como assegurar os fundamentos
teoricos e experimentais para a aplicagdo dos isdtopos estaveis em outras areas. Dentre
as diretrizes para futuras pesquisas com o0s isotopos estdveis destacadas por esses
autores, receberam énfase o balango protéico, a alocagdo de nutrientes e o turnover
tecidual.

Nas trés ultimas décadas, a técnica dos is6topos estaveis tem sido aplicada de

forma crescente e continua em estudos agricolas, ecoldgicos e de digestibilidade e
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metabolismo humano e animal. Estas investigagdes demonstraram que as composigdes
isotopicas dos tecidos de animais dependem principalmente da alimentacdo, da agua
ingerida e dos gases inalados e, associado a isto, os efeitos dos isdtopos estdo ligados
aos processos metabdlicos (KENNEDY e KROUSE, 1990).

Estudos em nutricdo de aves usando os isdtopos estaveis como tracadores em
suas dietas dao estimativas de qudo rapidamente os isdtopos estaveis dos tecidos sdo
substituidos por isotopos derivados da dieta (DENADAI et al., 2007, MITUO et al.,
2007; PELICIA et al., 2007).

A existéncia dos isdtopos raros mais pesados como, por exemplo, do *C, bem
como de outros elementos, possibilita a producdo de compostos marcados ou
enriquecidos nestes isotopos, caracterizados por apresentarem abundancias isotdpicas
acima da natural. Assim como os isétopos estaveis de dietas contrastantes, compostos
enriquecidos também podem ser utilizados como tracadores para se avaliar processos
metabolicos e seres vivos (BARNES et al., 2002; MURAMATSU et al., 1987), porém
sdo poucos os trabalhos nessa area, devendo-se aprimorar as técnicas de administragdo
destes compostos em animais que sdo muito invasivas.

O estudo do fluxograma da metionina em diferentes tecidos da carcaca de
frangos de corte, pela técnica de isdtopos estaveis com metionina enriquecida, podera
permitir um maior entendimento da dindmica dos grupos metil no metabolismo
nutricional das aves, uma vez que a alimentagdo constitui um dos principais fatores para
o desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais.

Metodologias para diversos tipos de anélises devem ser desenvolvidas buscando-
se maior eficiéncia e maior facilidade de obtencdo dos resultados. Sendo assim, a
técnica dos isotopos estaveis com aminodcidos enriquecidos pode mostrar-se eficiente
ferramenta para se determinar a rota, bem como a porcentagem de aminoacidos
destinados para diferentes partes do corpo do animal e assim relacionar a importancia
destes para cada tecido.

Alguns trabalhos foram realizados com aminoacidos enriquecidos onde a via de
administracdo ¢ geralmente intravenosa, porém esta ¢ uma via pouca pratica para se
utilizar em animais, bem como estressante para os mesmos. Como se deve levar em

consideracdo o bem-estar animal durante as pesquisas, € necessario testar outras formas
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de administracdo que possam propiciar menor sofrimento aos animais, sem que 0s
resultados sejam prejudicados.

Em fungdo do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de
incorporagdo da L-["°C;]Jmetionina no plasma, figado, musculo Pectoralis major ¢
gordura abdominal de frangos de corte no periodo de 35 a 49 dias de idade pela técnica
dos isotopos estdveis, bem como determinar dosagem e a melhor forma de

administracdo desse aminoacido enriquecido.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, no Laboratorio de
Nutri¢dao de Aves, durante o periodo de julho a agosto de 2009.

Foram utilizados 270 pintainhos machos de corte com um dia de idade, da
linhagem Cobb®, vacinados no incubatoério contra as doengas de Gumboro, Marek e
Bouba Aviaria. As aves foram alojadas em 9 boxes de 2,5 m? cada, sendo 30 aves/boxe,
em uma densidade de 12 aves/m’, ao longo do aviario tipo convencional.

Agua e a ragio foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo experimental.
A temperatura e ventilagdo foram controladas manualmente, manejando-se as cortinas
laterais do galpao. O programa de luz utilizado durante o periodo experimental foi de
24h até os 21 dias de idade e de luz natural a partir do 22° dia de idade.

A composicao das matérias primas utilizadas foram analisadas no Laboratorio de
Nutrigdo de Aves da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu, segundo as normas da
AOAC (1995), e as ragdes experimentais foram formuladas e balanceadas, adaptando-as
as recomendagdes de Rostagno et al. (2005), para frangos de corte machos. O programa
de arragoamento foi dividido em quatro fases: pré-inicial (1-7), inicial (8-21),
crescimento I (22-35) e crescimento II (36-49) dias de idade. A fim de manter o sinal
isotopico dos tecidos das aves durante o periodo de coleta (35 a 49 dias de idade), a
racdo da fase de crescimento II apresentava niveis nutricionais semelhantes a da fase de
crescimento I diferindo na porcentagem de metionina que foi ideal para esta fase, como

demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1. Composigdo e valores nutricionais calculados das ragdes.

Fases
Ingredientes (%) Pré-inicial  Inicial Crescimento |l Crescimento Il
Milho, grao 56,220 59,320 62,140 62,130
Soja, farelo 37,240 34,430 30,840 30,860
Soja, 6leo 2,070 2,300 3,260 3,270
Fosfato bicalcico 1,950 1,800 1,670 1,670
Calcario calcitico 0,940 0,900 0,840 0,840
DL-metionina 0,217 0,155 0,155 0,134
L-lisina 0,335 0,185 0,203 0,203
L-treonina 0,135 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina 0,060 0,050 0,050 0,050
Anticoccidiano’ 0,025 0,025 0,025 0,025
Sal comum 0,515 0,495 0,470 0,470
Suplemento vit/min® 0,300 0,300 - -
Suplemento vit/min’ - - 0,300 0,300
Niveis Nutricionais
EM, kcal/kg 2.950 3.000 3.100 3.100
PB, % 22,040 20,790 19,410 19,410
Ca, % 0,940 0,880 0,820 0,820
P disp., % 0,470 0,440 0,410 0,410
Met, % 0,519 0,447 0,429 0,407
Met+Cys, % 0,940 0,810 0,770 0,770
Lys, % 1,330 1,150 1,070 1,070
Tre, % 0,870 0,750 0,700 0,700
K, % 0,590 0,590 0,590 0,590
Na, % 0,220 0,210 0,210 0,210
Cl, % 0,200 0,190 0,180 0,180
Valores Isotopicos’
8%0"°C -18,81 -18,42 -18,10 -18,10

"Monenpac mc 400™: Monensina sédica (40%);

*Suplemento vitaminico-mineral inicial TORTUGA®™ (por kg de ragdo): manganés 559,86 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 106.560 U.L,
vitamina D3 25.537,5 U.I, vitamina E 148,77 mg, vitamina K3 18 mg, vitamina B1 20,1 mg, vitamina
B2 45 mg, vitamina B6 24,9 mg, vitamina B12 120 mcg, niacina 300 mg, 4cido félico 117,45 mg, acido
pantoténico 7,5 mg, biotina 0,99 mg, antioxidante 42 mg;

*Suplemento vitaminico-mineral engorda TORTUGA® (por kg de racdo): manganés 559,85 mg, ferro
434,37 mg, zinco 433,56 mg, cobre 85,65 mg, iodo 5,61 mg, selénio 3,39 mg, vitamina A 88.054,5 U.L.,
vitamina D3 21.264,23 U.IL, vitamina E 124,17 mg, vitamina K3 15 mg, vitamina B1 16,74 mg, vitamina
B2 37,47 mg, vitamina B6 20,73 mg, vitamina B12 99,9 mcg, niacina 249,75 mg, acido folico 97,74 mg,
acido pantoténico 6,27 mg, biotina 0,84 mg, antioxidante 42 mg;

*Valores isotopicos médios expressos em 8%o"°C relativos ao padrio PeeDee Belemnite (PDB).

Ao 33° dia de idade, todas as aves foram pesadas e, posteriormente, 99 aves
foram redistribuidas nos boxes em dois grupos (para administragdo via intravenosa e
oral) com peso médio 2.162,5 g, +£ 112,5 g. A administra¢ao via intravenosa e oral foi

realizada no 35° dia de idade.
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A escolha desta idade proporcionou maior facilidade de administracdo via
intravenosa devido ao maior calibre dos vasos sangiiineos.

Em trabalho piloto foi utilizada a dosagem preconizada por Muramatsu et al.
(1987), que trabalhou com DL-['°N]metionina em estudos envolvendo galinhas White
Leghorn (5,8 umol/kg de peso vivo/h durante 6h). Com essa dosagem preconizada ndo
foi possivel detectar enriquecimento nos tecidos analisados, fato esse que pode ser
explicado por ocorrer uma grande dilui¢do entre os demais atomos de carbono contidos
nos tecidos. Dessa forma, foi necessario aumentar a dosagem cinco vezes para se obter
enriquecimento.

A partir dessa constatacdo em ensaios pilotos, a dosagem utilizada neste
experimento foi de 29 pmol de L-["°Ci]metionina/kg de peso vivo/h durante 6h,
quantidade cinco vezes superior a utilizada por Muramatsu et al. (1987). Essa dosagem
foi obtida a partir de produto comercial com abundéncia isotopica de 92 atm % de °C
adquirido da ISOTEC INC., A Matheson, USA Company.

Para determinacdo da concentragdo da metionina enriquecida, seguindo as
recomendagdes de Muramatsu et al. (1987), foi estimado o peso médio das aves no dia
das administragdes. Portanto, 29 pmol de L-["°C,]metionina/kg de peso vivo/h x 2,5 kg
x 6h (administracdes intravenosa e via oral) = 435 pumol de L-["*C,]metionina. O peso
molecular da metionina corresponde a 149,99 pg de metionina, portanto, 149,99 ng de
metionina/l umol de L-[*C,]metionina x 435 umol de L-[*C,]metionina = 65.246 ue,
que equivale a 65,246 mg de metionina, e esse valor obtido, dividido pelo nimero de
doses, no caso foram seis, corresponde a 10,874 mg de metionina/dose aplicada.

Para a obtengio do valor da massa de "°C aplicada por dose fez-se necessério
realizar o seguinte céalculo: em 149,99 ng de metionina (peso molecular da metionina)
contém 12,92 pg de °C, em 10.874,28 pg de metionina contera 936,70 pg de *C/dose
aplicada.

Foi preparada uma solucdo fisioldgica para infusdo de 0,3 mL/dose, via veia
braquial e 0,6 mL/dose (0,3 mL da solugdo diluida contendo metionina enriquecida +
0,3 mL de solucao fisioldgica), para administracdo oral, utilizando-se de seringas de
insulina de 1 mL, a qual correspondia a aplicacdo de 10,874 mg de metionina

enriquecida ou 936,70 pg de *C/dose.
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O procedimento de administragdo via intravenosa e oral das dosagens foram
realizados de hora em hora até completar 6 horas apds a primeira aplicacdo (tempo 0).
Nos tempos 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 12; 24; 48; 72; 96; 120; 144; 168 e 336h apods a
primeira dosagem e no tempo Oh (controle negativo), foram abatidas 3 aves por tempo
de coleta para cada via de administragdo, por deslocamento da articulagdo cranio-
cervical e posteriormente, sangria.

O tempo de colheita das amostras foi concentrado nas primeiras horas do inicio
do periodo experimental, devido a maior velocidade na diluicao isotopica do carbono no
tecido durante essa fase (RIEDIJK et al., 2007, HOBSON e CLARK, 1992;
MURAMATSU et al., 1987).

A seguir, para as analises isotopicas, foram colhidas amostras sangue, figado e
musculo peitoral e gordura abdominal. As amostras de musculo peitoral foram obtidas a
partir de uma fatia de 5 mm do tergo médio longitudinal do Pectoralis major esquerdo;
da gordura, as amostras foram coletadas da gordura abdominal; do figado, as amostras
foram retiradas do ter¢co central do 6rgdo; e do sangue, as amostras foram obtidas por
pungdo da jugular sendo condicionadas em tubos de ensaio contendo heparina. As
amostras de sangue foram centrifugas a 5000G por 4 minutos para separar as fragdes
plasmaticas, de acordo com as recomendagdes de Muramatsu et al. (1987), sendo o
plasma devidamente condicionado em tubo pléstico de 2,0 mL com tampa e em seguida
congelado.

As amostras de musculo peitoral, figado e gordura abdominal foram
acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e imediatamente
congeladas a -20°C até sua preparagao para as analises isotopicas.

Para realizacdo das andlises isotopicas dos tecidos, as amostras foram
descongeladas e secas em estufa de esterilizacdo e secagem com circulagdo de ar a 56°C
por um periodo de 48 horas. As amostras dos tecidos e dietas experimentais foram
moidas em moinho criogénico, a temperatura em torno de -196°C. Aproximadamente
2,0 g de amostra foram condicionados em frascos de policarbonato juntamente com uma
barra magnética ¢ apds o moinho ser devidamente fechado foi imerso em nitrogénio
liquido. Promoveu-se em um primeiro momento um pré-congelamento de um minuto e
posteriormente, congelamento e pulverizagdo através do impacto entre amostra e barra

magnética, compreendendo em trés minutos para os tecidos e cinco minutos para as
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dietas experimentais, em freqiiéncia maxima (15 impactos/s) a fim de obter material
homogéneo de finissima granulometria (menor que 60 pm), com aspecto de talco
(DUCATTI, 2007; LICATTI, 1997).

Apbds a moagem, amostras de figado passaram por processo de extracdo da
gordura com éter etilico utilizando aparelho de Soxhlet, durante 4 horas. Estas amostras
foram moidas novamente para obter homogeneizagao.

Em virtude da gordura possuir alto teor de carbono, a quantidade de tecido
utilizado para andlise foi extremamente pequena. Apos ser mantida em estufa de
ventilagdo for¢ada, apenas uma fracdo de cada uma das amostras atingiu o estado
liquido, da qual foi retirado o contetido para ser analisado.

As andlises isotopicas das amostras foram realizadas no Centro de Isétopos
Estaveis Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de
Botucatu.

Para determinacdo da composicdo isotopica das amostras com abundéncia
proxima da natural foi utilizado o espectrometro de massa de razdes isotdpicas (Delta S-
Finnigan Mat, Bremen, Alemanha) acoplado ao Analisador Elementar (EA 1108 — CHN
— Fisons Instruments, Rodano, Italia), no qual em presenga de oxigénio (O,) e 6xido de
cobre (CuO) a amostra foi queimada quantitativamente para obtencdo de CO,.

Foram pesadas em cépsulas de estanho, aproximadamente 60 a 70; 50 a 70; 60 a
70 ng; das amostras de musculo peitoral, figado e ragdo, respectivamente, utilizando-se
duplicatas. Posteriormente, as amostras de plasma e gordura abdominal foram
descongeladas e analisadas na forma liquida e pipetadas, 1,0 puL. em capsulas de
estanho. Os resultados foram expressos em notagio 8"°C, em relagdo ao padrio Peedee

Belemnite (PDB), com erro de analise da ordem de 0,2%o ¢ calculado pela equagao 1:

813C (amostra, padréo) = [(Ramostra/ Rpadrio) = 1] X 103 (1)

Onde:
8'°C = enriquecimento relativo da razdo *C/"*C da amostra em rela¢io ao padrio PDB,
em partes per mil (%o). Adimensional;

R = razdo isotopica (°C/'*C) da amostra e do padrdo. Adimensional.
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Para mensurar a velocidade de substituicdo do carbono nos tecidos das aves
depois de determinado intervalo de tempo, foi empregada a fungdo exponencial do

tempo expressa pela equacao 2 (DUCATTI et al., 2002):

813C(t) =8"C () + [8"C (i) - 8"C()]e™ )

Onde:

8'3C(t) = enriquecimento isotopico relativo no tecido em qualquer tempo (t), expresso
em 6%o. Adimensional;

8"C(f) = enriquecimento isotopico relativo no tecido no patamar de equilibrio, ou
condicao final, expresso em d%o. Adimensional;

8"C(i) = enriquecimento isotdpico relativo no tecido, na condigdo inicial, expresso em
0%o. Adimensional;

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

t = tempo (em horas) a partir da parada de administragdo intravenosa e via oral.

A meia vida do "°C para os tecidos na condi¢do de substitui¢ao dos 50% dos

atomos trocados pode ser mensurada pela equacgao (3):
T=1In2/k (3)

Onde:

T = meia-vida, tempo (dias);

In = logaritmo niperiano;

k = constante da taxa de turnover no tecido, tempo'l, fornecendo uma idéia de

velocidade no processo de troca dos isotopos estaveis nos tecidos (DUCATTI et al.,

2002; DUCATTI, 2007).

Para se obter a quantidade de carbono utilizada nos célculos de diluicao
isotopica em cada tecido foi necessario saber a sua massa seca e a percentagem de

carbono tecidual.
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A percentagem de carbono em cada um dos tecidos estudados correspondeu a:
41,56; 41,21; 69,44 ¢ 2,71%, para mtsculo Pectoralis major, figado, gordura abdominal
e plasma, respectivamente.

Tomando-se como base um frango com 2,5 kg, para se estimar a quantidade de
massa seca em cada tecido e apos a separagdo das partes de interesse secas em estufa,
obtivemos os seguintes valores: 133,22; 9,37 e 37,93 g de massa seca, para musculo
Pectoralis major, figado e gordura abdominal, respectivamente.

Sabendo-se que a quantidade total de sangue equivale a 6,3% do peso vivo do
frango e que o plasma representa 62,5% em relacdo ao volume total de sangue, tivemos
em um frango com 2,5 kg uma quantidade de 98,438 g de plasma.

Sendo assim, as quantidades de carbono utilizadas nos célculos em cada tecido
foram: 55.365; 9.372; 37.926 ¢ 2.667 mg de carbono para musculo Pectoralis major,
figado, gordura abdominal e plasma, respectivamente.

O método da diluigdo isotdpica estd baseado no balango isotdpico entre os
isotopos de um elemento numa amostra antes e depois da adi¢do do material
enriquecido num dos is6topos. As equagdes (4 ¢ 5) adaptadas por Trivelin et al. (1994)
evidenciam o balanco de massa isotopico, para as condi¢des do trabalho em apreco,

fazendo-se uso da L-["*C,]metionina.

fmet-lAlbmet + fnat-Abbat = (fmet + fnat)JAXbp (4)
fmet + fnat =1 (5)
Onde:

finet © fhae = fragdes de carbono no produto proveniente da L-['>C;]metionina e de fonte
natural, respectivamente;
Abpe;, Abne € Ab, = abundéancia (% em &4tomos de 13C) no aminoacido L-

['*C/]metionina, fonte natural e produto, respectivamente.

A partir do balango de massa isotopico pode-se determinar, no produto final, a
contribuicdo da fonte de carbono proveniente da L-["*C,]metionina, ¢ da fonte natural

o 13
no 1sotopo ~C.
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O método de diluigdo isotdpica consiste na adi¢ao de uma quantidade conhecida
e exata do material enriquecido num dos is6topos de um elemento. Deve-se esperar o
equilibrio entre os is6topos da amostra e do material enriquecido, resultando na
formag¢ao de uma mistura final de razdo isotdpica diferente das razdes isotopicas da
amostra (produto) e do material enriquecido (fonte empregada ou L-["°C,]metionina).
Os espectrometros de massas permitem a obtengdo de um espectro de massas que €
usado para medir a alteragcdo da razdo isotdpica e entdo a razdo isotdpica da mistura
final (Aby).

O valor da abundincia natural (Abpy) no isétopo “C foi obtido a partir de
ensaios, em triplicata, ndo empregando material enriquecido na dieta alimentar das aves.
A abundancia natural no isétopo °C foi obtida para cada uma das fragdes ou produtos
(plasma, figado e musculo Pectoralis major) avaliados no presente trabalho.

A partir das equacdes 4 ¢ 5, pode-se escrever:

finet = (Abp — Abyat)/(Abmer — Abpar) (6)
Em termos percentuais a equacao (6) pode ser escrita da seguinte maneira:

% CPP et = [(Abp — Abpat)/(Abmer — Abpg)].100 (7)

Onde:

% CPPpe = percentual de carbono no produto proveniente da L-['°C,]metionina.

A partir da massa do produto (M,) avaliado, pode-se obter a quantidade de

carbono em cada uma das fragdes (equagdo 8), sendo:
CPP et = [(Abp — Abnat)/(Abmet — Abnar).(%Ctp).(M,) ®)

Onde:
CPP,ye; = carbono no produto proveniente da L-['°C,]metionina (ug);
M, = massa total do produto (pg);

% Ct, = percentual de carbono total no produto.
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Os dados relativos a velocidade de incorporagao da L-["*C,]metionina, obtidos
pela andlise isotdpica, foram analisados utilizando-se o método de equagdes
exponenciais de primeira ordem do software Origin® 6.0 Professional (MICROCAL

SOFTWARE, 1999).
3. Resultados e discussao

1 .

A mudanga nos valores de 8"°C dos tecidos ao longo do tempo ocorreu
gradativamente durante o periodo analisado, conforme pode ser observado nas Tabelas
2e3.

O pico de enriquecimento do plasma foi atingido apdés 6 horas a partir da

. . .. - .. - 13 .. ,
primeira administragdo via intravenosa de solugdo contendo L-[ “C;]metionina e apos
12 horas a partir da primeira administragdo via oral de solu¢do contendo L-
[13C1]metionina (Tabelas 2 e 3). Esse resultado era esperado, pois nas aves que

~ . . 13 . . ., . .

receberam solucdo via intravenosa a L-[ “C;]metionina j& estava imediatamente
disponivel para incorporagao nos tecidos, enquanto que nas aves que receberam solugao
via oral, a L-[°C,]metionina precisou ser absorvida primeiramente pelos enterocitos no
intestino para depois cair na corrente sanguinea, sendo que ap6s 12 horas da primeira
dose administrada ainda tinha L-["°C ]metionina sendo incorporada no plasma. O
mesmo ocorreu no figado, onde o pico de enriquecimento ocorreu apés 6 horas e apos
12 horas da administrag@o via intravenosa e oral, respectivamente. No musculo peitoral
o pico de enriquecimento ocorreu 72 horas ap6s a administragdo da primeira dose de
solugio contendo L-["°C ]metionina, nio havendo diferencas entre as formas de
administragdo, tanto pela via intravenosa quanto pela oral, porém com incorporagdo
mais lenta no musculo peitoral que no plasma e figado, devido a taxa de metabolismo
deste tecido.

Pode-se observar também nas Tabelas 2 e 3, que a gordura abdominal nao

~ . . . , . . 13
apresentou alteracdo nos sinais isotdpicos, o que se pode concluir que o ~C; da

metionina enriquecida ndo foi incorporado nesse tecido.



40

Tabela 2. Valores médios analisados de 8'°C (médias + desvio padrio), expressos em
%o, dos tecidos plasma (PL), figado (FI), misculo Pectoralis major (PM) e gordura
abdominal (GA) de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, submetidos a
administragdo via oral de solugo contendo L-["*C,]metionina.

Coleta (h) PL FI PM GA

0 -19,29 40,08 -18,67 40,40 -19,49 +0,15 -21,48 40,47
0,5 -18,50 40,28 -17,62 40,34 -19,31 +0,23  -21,30 40,30
1 -17,94 +0,21 -17,36 +0,18 -19,04 +0,15 -22,22 10,27
2 -18,07 40,59 -16,84 40,52 -19,23 +0,19 -21,85 40,41
3 -15,88 +0,43 -15,43 40,51 -18,64 +0,08 -21,63 40,23
4 -1495 +0,33 -14,10 +0,22 -18,39 +0,23  -21,54 40,13
5 -14,80 +0,92 -13,80 +0,10 -18,37 +0,43 -21,55 +0,28
6 -13,41 40,36 -13,35 40,30 -18,06 +0,37 -21,72 40,38
12 -13,27 40,04 -13,27 40,10 -1791 +0,45 -22,04 40,03
24 -15,19 40,45 -15,04 40,49 -17,81 40,39 -22,31 40,22
48 -16,21 40,26 -15,97 40,46 -17,78 40,16 -21,46  +0,47
72 -17,14  +0,24 -16,69 40,18 -17,65 +0,23  -21,75 40,07
96 -17,67 +0,41 -17,40 40,71 -18,00 +0,19 -22.46 40,33
120 -17,95 40,35 -17,43 40,19 -18,02 40,30 -21,87 +0,42
144 -18,13 +0,41 -17,48 +023 -18,13 +0,44 -21,73 10,10
168 -18,06 +0,17 -17,10 40,02 -18,02 +0,22  -21,74 40,06
336 -18,75 40,17 -18,47 40,29 -18,47 40,59 -22,73 40,38

Tabela 3. Valores médios analisados de 3'"°C (médias + desvio padrio), expressos em
%o, dos tecidos plasma (PL), figado (FI), masculo Pectoralis major (PM) e gordura
abdominal (GA) de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, submetidos a
administracdo via intravenosa de solucdo contendo L-["*C;]metionina.

Coleta (h) PL FI PM GA

0 -19,29  +0,08 -18,67 +0,40 -19,49 +0,15 -21,48 +0,47
0,5 -18,39 +0,35 -17,46 +0,37 -19,12 40,23 -21,42 +0,35
1 -17,64 +0,06 -17,55 +0,13 -19,03 +0,06 -21,00 +0,48

2 -17,18  +0,29 -17,09 +0,48 -19,14 10,26 -21,41 40,19
3 -16,43 +0,06 -16,61 +0,35 -18,81 10,13 -21,62 10,48
4 -16,08 +0,22 -16,25 +0,00 -18,53 +0,09 -21,44 +0,45
5 -15,10 +0,53 -15,74 +0,40 -18,46 +0,31 -21,40 +0,44
6 -14,08 +0,11 -14,53 +0,29 -18,26 10,21 -21,19 10,22
1

2 -15,95 +0,04 -15,38 +0,53 -18,08 +0,29 -20,76 10,40
24 -16,52  +0,47 -16,09 +0,28 -17,.83 10,60 -21,62 10,42
48 -16,99 +0,13 -1691 +0,57 -18,53 10,30 -21,66 10,12
72 -17,14 +0,23 -17,09 +0,43 -17,69 10,07 -21,09 10,43
96 -17,60 +0,11 -17,50 +0,38 -17,78 10,28 -21,24 +0,46
120 -17,72  +0,25 -17,44 +0,25 -17,81 10,07 -22,00 10,45
144 -18,01 +0,05 -18,14 +0,14 -18,25 +0,27 -21,37 40,35
168 -18,18 +0,14 -18,04 +0,46 -18,30 10,24 -21,24 10,18

336 -18,44 +0,09 -18,50 +0,10 -18,19 +0,22 -21,90 40,12
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A Tabela 4 mostra as equagdes exponenciais de enriquecimento isotopico em
funcdo do tempo e os coeficientes de determinacdo do plasma, figado e musculo
Pectoralis major. Os valores calculados de meias-vidas estdo contidos na Tabela 5,
representando a velocidade de incorporagdo da L-[">C,]metionina nos diferentes tecidos,
plasma, figado e musculo peitoral. As Figuras 1 e 2 ilustram o comportamento do
enriquecimento relativo do "*C em fungéo do tempo de administragio via intravenosa e
oral de solugdo contendo L-[C;]metionina no plasma, figado, musculo peitoral e

gordura abdominal, respectivamente.

Tabela 4. Equagdes exponenciais de enriquecimento isotopico em fungdo do tempo no
plasma (PL), figado (FI) e mtisculo Pectoralis major (PM), de frangos de corte dos 35
aos 49 dias de idade, com seus respectivos coeficientes de determinacio (R?), a partir da
primeira hora de administragdo via intravenosa (VI) ou oral (VO).

Tecidos  Administracdo Tempo Equagdes R’
bL VI 0-6h. §1C =-9,29-9,70¢ 01100 0,963
VO 0-12h §13C =-13,03-6,28¢ %274 0,998
. VI 0-12h sijc = _14’45_4’016.3?2;? 0,898
VO 0-12h §13C =-13,01-6,51 %% 0,937
oM VI 0-72h §1°C =-17,74-1,58¢ 6% 0,958
VO 0-72h §13C =-17,62-1,86e 194 0,965

Tabela 5. Valores calculados de meia-vida (horas) no plasma (PL), figado (FI) e
musculo Pectoralis major (PM), de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, a
partir da primeira hora de administracao via intravenosa (VI) ou oral (VO).

Tecidos Administracao Tempo Meia-Vida (h)
PL VI 0-6h 6,30
VO 0-12h 2,52
E| VI 0-12h 2,65
VO 0-12h 1,36
PM VI 0-72h 4,18

VO 0-72h 3,57
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Analisando as Figuras 1 e 2, observamos o enriquecimento dos tecidos em

funcao do tempo até poucas horas apos a ltima dose administrada nas aves de solugdo

13 . . . . .
contendo L-[ °C;]metionina, onde ocorre um pico de enriquecimento dos tecido e, a

partir de entdo, em fungdo da continuidade dos processos metabolicos de sintese e

degradacao dos tecidos (turnover) observa-se uma dilui¢ao do sinal isotdpico, ou seja,

e e~ ~ 13 . 13 .. ,
uma diminui¢do na concentragdo de °C proveniente da L-["C;]metionina, o que ¢é

absolutamente normal, quando ndo hd mais administragdo do aminoacido enriquecido.

Dessa forma, serdo discutidos os resultados referentes ao periodo de enriquecimento dos

tecidos analisados expostos nas Figuras 3,4 ¢ 5.

A34sBc = -9,29—9,706'0’”00'
14 T =630h -
-15 /E' -
18] //i’// i
-17 4 —
~ 18 = _ /// i e~
2 -18
& F e 3
O -194 . &)
w 20 4 “w
214
224
2 Plasma — Intravenosa
-24 T T T T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5 6 7
tempo (h)

-13
-14
-15 -
-16 -
-17 4
-18 -
-19
-20
-21
-22
-23
-24

33C =-13,03-6,28¢ 027 i

T=2,52h o
it

Plasma — Oral

T T T T T T T T T T 'T
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
tempo (h)

Figura 3. Modelo exponencial no periodo de enriquecimento isotopico de C no
plasma de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, submetidos a administragdo via
intravenosa e oral de solucdo contendo L-["*C,]metionina.

-13 4

-14

-15 '
-16 . 2 E

-174 §BC = _14’45_4,018-()26]6[
] / T=2,65h

-19 -

5"°C (%o)
L
5°C (%o)

-20 4
21
224
-23 Figado — Intravenosa

-24 T T T T T T
5 0 5 10 15 20 25

tempo (h)

.13 4
-14 4
-15
-16
2174
18
-19 4
-20
-21 4
=224

234

24

=
/E
/
g §1°C =-13,01-6,51e 5%
Cy T=1.36h
Fiaado — Oral
5 0 5 10 15 20 25
tempo (h)

Figura 4. Modelo exponencial no periodo de enriquecimento isotopico de "*C no figado
de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, submetidos a administragdo via
intravenosa e oral de solu¢io contendo L-["*C,]metionina.



45

-13 4 -134
144 3'3C =-17,74-1,58¢ 100 14+ 513C =-17,62-1,86¢ 4
-15 T=4,18h -15 T=3.,57h

-16 -16 -

-17 4 -17 o

7 ¥t . y ﬁ{fi
194 O 19

-204 -20 o

HH

5"°C (%)
5"°C (%)

=214 =214
-22 4 -22 4
23 . 23 :
Peito — Intravenosa Peito — Oral

-24 T T T T T T T T 1 -24 T T T T T T T T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

tempo (h) tempo (h)

Figura 5. Modelo exponencial no periodo de enriquecimento isotopico de “C no
musculo Pectoralis major de frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade, submetidos a
administracdo via intravenosa e oral de soluc¢io contendo L-["°C,]metionina.

A analise dos resultados de 8"°C do plasma (Figura 3) do grupo que foi
submetido a administracdo via intravenosa resultou na expressao sC = -9,29-9,70¢”
0-110% com meia vida do carbono calculada de 6,3 horas e para os animais que foram
submetidos a administragdo via oral a expressdo obtida foi: s13C = -13,01-6,516'0’5094t
com meia vida do carbono de 2,52 horas. A analise dos resultados de 8°C do figado
(Figura 4) do grupo que foi submetido a administracdo via intravenosa resultou na
expressao §13C = -14,45-4,01e %' com meia vida do carbono calculada de 2,65 horas
e para os animais que foram submetidos a administracdo via oral a expressao obtida foi:
§C = -13,01-6,5 1% com meia vida do carbono de 1,36 horas. A analise dos
resultados de 8"°C do muisculo Pectoralis major (Figura 5) do grupo que foi submetido
a administragdo via intravenosa resultou na expressao 8°C = -17,74-1,586’0’1660t com
meia vida do carbono calculada de 4,18 horas e para os animais que foram submetidos a
administracao via oral a expressao obtida foi: sC = -17,62-1,866'0’1942t com meia vida
do carbono de 3,57 horas. Comparando os resultados dos dois grupos de animais
(submetidos a administracdo via intravenosa e oral) para os trés tecidos estudados, o
valor de meia vida encontrado para o grupo dos animais que foram submetidos a
administracao via oral foi parecido em relagdo aqueles recebendo administracao via
intravenosa, indicando assim semelhanca na velocidade de troca de carbono, o que
implica em mesma velocidade de enriquecimento dos tecidos.

Porém, numericamente, ha maior velocidade de enriquecimento dos tecidos das

aves submetidas a administracdo via oral que, provavelmente esta relacionada ao maior
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pico de enriquecimento dos mesmos. Analisando os valores dos sinais encontrados para
os tecidos em cada forma de administragdo da solugdo contendo L-["°C,]metionina
(Tabelas 2 e 3), observamos que os tecidos dos grupos submetidos a administragdo via
oral atingem maior pico de enriquecimento, ou seja ficam mais enriquecidos que os
tecidos dos animais submetidos a administragdo via intravenosa. Isso pode ter ocorrido
devido a possiveis perdas de parte da solucdo durante as infusdes (administragdo via
intravenosa) ocasionadas pela maior dificuldade de administracdo e pela movimentagao
das aves. Como para administragio via intravenosa a massa de L-[">C;]metionina foi
concentrada em apenas 0,3 mL de solug¢do, por minima que seja a perda de solugdo, esta
pode representar em grande quantidade de L-["°C,]metionina que ndo sera incorporada
aos tecidos. J4 para a administragdo via oral, a mesma massa de L-["°C,]metionina foi
diluida em 0,6 mL de solugdo. Dessa maneira, além da maior facilidade de
administracdo da solu¢do via oral, uma minima perda durante a administracdo via
intravenosa, representara uma significativa perda de L-[°C,]Jmetionina no momento da
administracdo nas aves.

Os bons resultados observados pela administragdo via oral facilitara a realizagao
de analises em fases mais jovens de criacao, onde os vasos sangiiineos sdo de espessura
fina e de pequeno calibre.

Na maioria das pesquisas com aminoacidos enriquecidos, os autores utilizam a
via intravenosa para administrar dosagem com solugdes purificadas destes aminoacidos
ou em dietas parenterais (BARNES et al., 2002; MURAMATSU et al., 1987). Porém,
com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, a via de administracdo via oral, se
mostrou mais eficiente sob todos os aspectos que a via intravenosa.

Nas Tabelas 6 e 7, encontram-se os valores da massa de °C (ug) proveniente da
L-[°C]metionina para cada tecido analisado das aves submetidas a administragdo via
oral e intravenosa, respectivamente, exceto no tecido gorduroso, onde nao foi observado

enriquecimento pelo aminoacido em estudo.
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Tabela 6. Porcentagem da massa de °C incorporada no plasma (PL), figado (FI) e
musculo Pectoralis major (PM), em relagdo a dosagem administrada via intravenosa, de
frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade.

Dosagem *C Recuperado (ug) Incorporacio (%)
Coleta(h)  (ig®c) — pL Fi PM PL PM
0,5 936,70 32,81 43,43 315,08 3,50 4,64 33,64
1 936,70 33,21 51,69 336,76 3,55 552 3595
2 1873,40 45,11 64,33 317,48 241 343 16,95
3 2810,10 67,54 73,55 502,54 2,40 2,62 17,88
4 3746,80 71,45 107,74 634,32 1,91 2,88 16,93
5 4683,50 76,61 142,04 584,07 1,64 3,03 12,47
6 5620,20 144,04 245,44 969,96 2,56 437 17,26
12 5620,20 102,14 221,52 1143,95 1,81 3,92 20,24
24 5620,20 76,52 147,72 1246,45 1,35 2,61 22,06
48 5620,20 54,78 84,69 925,24 0,97 1,50 16,37
72 5620,20 54,11 104,18  1427,79 0,96 1,84 2527
96 5620,20 54,39 78,59  1419,65 096 1,39 25,12
120 5620,20 47,62 64,54  1355,03 0,84 1,14 2398
144 5620,20 42,63 25,53 1356,22 0,75 0,45 24,00
168 5620,20 39,77 19,87 1129,15 0,70 0,35 19,98
336 5620,20 33,26 15,99 1292,33 0,59 0,28 22,87

Tabela 7. Porcentagem da massa de ">C incorporada no plasma (PL), figado (FI) e
musculo Pectoralis major (PM), em relagdo a dosagem administrada via oral, de
frangos de corte dos 35 aos 49 dias de idade.

Dosagem *C Recuperado (ug) Incorporacéo(%o)
Coleta (h) 13

(ug —C) PL Fl PM PL Fl PM
0,5 936,70 22,82 46,41 35,04 244 495 374
1 936,70 38,21 53,90 266,15 4,08 5,75 28,41
2 1873,40 37,15 83,40 209,77 1,98 445 11,20
3 2810,10 79,57 132,82 611,50 2,83 4,73 21,76
4 3746,80 110,43 210,95 779,29 2,95 5,63 20,80
5 4683,50 106,35 261,58 914,61 2,27 5,59 19,53
6 5620,20 157,04 262,05 1166,51 2,79 4,66 20,76
12 5620,20 158,62 270,64 1241,58 2,81 4,79 21,97
24 5620,20 98,85 176,38 1205,93 1,75 3,12 21,34
48 5620,20 78,91 152,25 1288,50 1,40 2,69 22,80
72 5620,20 59,01 115,99 1336,09 1,04 2,05 23,64
96 5620,20 50,93 71,98 1196,88 0,90 1,27 21,18
120 5620,20 40,88 70,44 112473 0,72 1,25 19,90
144 5620,20 39,05 74,78 1070,51 0,69 1,32 18,95
168 5620,20 39,93 94,92 1080,92 0,71 1,68 19,13
336 5620,20 27,51 30,66 791,75 0,49 0,54 14,01
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Com base nos resultados expostos nas Tabelas 6 e 7, encontramos a
porcentagem da massa de carbono-13 proveniente da L-["*C]metionina, que representa
a quantidade de metionina destinada a cada um destes tecidos, na concentragdo
administrada e naquele dado tempo analisado.

Observa-se que 2,56; 4,37 e 25,27% da L-[13C1]metionina administrada via
intravenosa e 2,81; 4,79 e 23,64% da L—[13C1]metionina administrada via oral ficou
retida no plasma, figado e musculo Pectoralis major, respectivamente, no pico de
enriquecimento.

Esse resultado sugere que de toda metionina enriquecida ingerida pelo frango de
corte, cerca de 24%, ¢ destinada a sintese de musculo Pectoralis major, evidenciando
dessa forma a importancia deste aminoacido para a formagao deste tecido. Ja na gordura
abdominal, ndo houve incorporacdo do carbono do grupo metil da metionina
enriquecida, o que ¢ uma constatacdo esperada, uma vez que os aminoacidos ingeridos
tém como funcdo primordial sintetizar, entre outros, tecidos protéicos.

Mais pesquisas utilizando esse e outros aminoacidos marcados devem ser
realizados para se estimar a porcentagem de incorporagcdo dos mesmos, bem como a
realizagao de andlises em outros tecidos para verificar o grau de importancia de cada

aminoacido nos estudos da nutri¢do do frango de corte.

4. Conclusodes

A dosagem de 29 pmol de L-[">C,]metionina por quilo de peso vivo por hora,
durante 6 horas, em frangos de corte de 35 a 49 dias de idade, ¢ suficiente para
enriquecer ¢ determinar a quantidade de metionina nos tecidos estudados, sendo a via
oral a melhor forma de administragdo. A metionina fornecida aos frangos nesta idade ¢
aproveitada na propor¢do de 3; 5 e 24% para sintese de plasma, figado e musculo
Pectoralis major, respectivamente. Ndo ha incorporagdo deste aminoacido na gordura

abdominal.
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ImplicacOes

A utilizacdo de isotopos estaveis em pesquisas nas areas de ciéncias da vida vem
crescendo, principalmente devido a suas inumeras aplicabilidades. Dentre elas, a
avaliacdo do metabolismo animal através de turnover tecidual, fornecendo
entendimento para uma série de mecanismos fisioldgicos e pesquisas aplicadas.

Este estudo com a L-["*C;]metionina como tragador nos estudos de nutricio de
frangos de corte apresentou resultados satisfatorios. Todavia, seriam necessarios estudos
posteriores, mais aprofundados, que indiquem a incorporagio de '*C nas diferentes fases
de criagdo e em outros tecidos, bem como maior tempo de coleta para tecidos de
metabolismo mais lento.

Deve-se ressaltar que pesquisas nesta area t€ém elevados custos, principalmente
as relacionadas a aquisi¢do desses aminoacidos enriquecidos e das respectivas analises
isotopicas. Esses fatores podem dificultar e até inviabilizar outras pesquisas nessa area,
principalmente quando se levar em consideracdo o nimero de aminoacidos a serem
estudados, as diferentes fases da criagcdo e os inumeros 6rgaos e tecidos que deveriam
ser pesquisados.

Entretanto, este trabalho abre uma promissora linha de pesquisa basica na area
de nutri¢do animal, pois se mostrou eficiente e esclarecedor, e principalmente, pela

auséncia de estudos com a aplicacdo desta técnica.
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