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RESUMO

Cinco experimentos foram realizados com o objetivo estudar as exigéncias e
interacdes entre a leucina e valina digestivel em dietas com baixa proteina e, seus efeitos
no desempenho, parametros séricos e 6sseos, composicao da cama, expressdo do RNAmM
dos genes mTOR, S6K1, eIF4E*4EBP1 ¢ eEF2, e o diametro da fibra muscular do
musculo pectoralis major de frangos de corte. Nos experimentos | (1-21 dias), Il (21-42
dias), IV (1-21 dias) e V (21-42 dias), foram utilizados 1.500 frangos de corte machos,
da linhagem Cobb—Vantress®, distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5, composto de cinco niveis de leucina
e cinco niveis de valina digestiveis, com trés repeticdes de 20 aves por unidade
experimental. Os niveis de leucina e valina digestiveis utilizados na fase inicial variaram
de 1,00 a 1,96% e de 0,60 a 1,20%, enquanto que na fase de crescimento, foram de 1,00
a 1,80% e de 0,52 a 1,12%, respectivamente. No experimento Il (1-21 dias), foram
utilizados 540 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem Cobb—Vantress®,
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3x3, totalizando 9 tratamentos, com trés repeticbes e 20 aves por unidade
experimental. Os tratamentos consistiram de trés niveis de leucina digestivel (1,00; 1,48
e 1,96%) e trés niveis de valina digestivel (0,60; 0,90 e 1,20%). No experimento | (fase
inicial), aos 21 dias foi observada interacdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina
para o consumo de racdo e conversdo alimentar. Houve efeito quadratico (P < 0,01) dos
niveis de leucina e valina digestivel para o ganho de peso, com ponto de maxima nos
niveis de 1,28 e 0,92%, respectivamente. A suplementacdo de leucina e valina ndo
influenciou (P > 0,05) os niveis séricos de &cido Urico, triglicerideos, p-hidroxibutirato,
proteinas totais, e albumina das aves. Os niveis séricos de amdnia aumentaram
linearmente (P < 0,05) com o aumento dos niveis de leucina digestivel na dieta. Por sua
vez, a suplementacdo de valina reduziu (P < 0,05) as concentracdes séricas de amonia.
Houve efeito linear decrescente (P < 0,06) e crescente (P < 0,05) dos niveis de leucina e
valina, respectivamente, para as concentracdes sericas de glicose. No experimento Il (fase
de crescimento), aos 42 dias de idade foi observada intera¢do (P < 0,05) entre os niveis
de leucina e valina digestiveis para o consumo de racdo e ganho de peso. Houve efeito
quadrético (P < 0,05) dos niveis de leucina e valina digestiveis para a conversao
alimentar, com ponto de minima estimado nos niveis de 1,19 e 0,86%, respectivamente.
O aumento dos niveis de leucina na dieta reduziu linearmente (P < 0,05) as concentragdes
séricas de triglicerideos e corpos cetbnicos, porém aumentou os niveis séricos de amonia.
A suplementacdo de valina resultou em redu¢do quadratica (P < 0,07) das concentracfes
séricas de amonia. A leucina permitiu maximizar o rendimento do peito no nivel de
1,13%, enquanto que a valina otimizou o rendimento da coxa no nivel de 0,78%. O teor
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de gordura abdominal reduziu linearmente (P < 0,05) com o aumento dos niveis de
leucina e valina na dieta. No experimento Il (fase inicial), ndo houve (P > 0,05) interacao
entre 0s niveis de leucina e valina sobre a expressdao do RNAmM dos genes estudados no
musculo pectoralis major das aves. A suplementacdo de leucina aumentou (P < 0,05) a
expressdo do RNAm dos genes mTOR e S6K1, entretanto, ndo afetou (P > 0,05) a
expressdao dos genes elF4E*4EBPI1 ¢ eEF2 no musculo pectoralis major dos frangos. A
adicédo de valina na dieta ndo influenciou (P > 0,05) a expresséo dos genes estudados. No
experimento 1V (1-21 dias) e V (21-42 dias), ndo houve (P > 0,05) interacdo entre 0s
niveis de leucina e valina sobre o diametro da fibra muscular do musculo pectoralis major
das aves aos 21 e 42 dias de idade. A suplementacdo de leucina reduziu linearmente (P <
0,05) a area da zona de cartilagem hipertréfica da tibia dos frangos aos 21 dias de idade.
Foi observada interagéo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis para a
resisténcia 6ssea da tibia aos 21 dias, mas ndo aos 42 dias de idade (P > 0,05). Baseados
na conversdo alimentar, a exigéncia de leucina e valina digestivel é de 1,29 e 0,91%,
respectivamente, para frangos de corte na fase inicial, enquanto que em aves na fase de
crescimento, a exigéncia de leucina e valina digestivel é de 1,19 e 0,86%. A
suplementacdo de leucina pode estimular a expressao do RNAmM dos genes mTOR e S6K1
no masculo pectoralis major dos frangos de corte na fase inicial. Niveis adequados de
leucina e valina podem ser essenciais na formacéao da estrutura dssea, resultando em 0ssos
com maior resisténcia em frangos de corte no periodo de 1-21 dias de idade.

Palavras-chave: aminoéacido de cadeia ramificada, amonia, corpo cetdnico,
expressao génica, desempenho de frangos de corte, m"TOR



XXviii

ABSTRACT

Five experiments were performed to study the requirements and interactions
between leucine and valine digestible in low-CP diets, and their effects on performance,
serum and bone parameters, litter characteristics and mRNA expression of the genes
MTOR, S6K1, eIF4E<4EBP1 and eEF2, and fiber diameter of the pectoralis major muscle
of broiler chickens. In the experiments 11 (1-21 days), 11l (21-42 days), IV (1-21 days)
and V (21-42 days), a total of 1,500 1-day-old Cobb-Vantress® male broilers were
distributed in a completely randomized experimental design in a 5x5 factorial
arrangement with 25 treatments with three replicate pens of 20 birds each. Digestible
leucine and valine levels ranged from 1.00 up to 1.96%, and 0.60 up to 1.20% for the
starter phase, while for the grower phase ranged from 1.00 up to 1.80%, and 0.52 up to
1.12%, respectively. In the experiment Il (1-21 days), a total of 540 1-day-old Cobb-
Vantress® male broilers were distributed in a completely randomized experimental
design in a 3x3 factorial arrangement with 9 treatments with three replicate pens of 20
birds each. Treatments consisted of three dietary levels of digestible leucine (1.00; 1.48
and 1.96 %) and three levels of digestible valine (0.60; 0.90 and 1.20 %). In the
experiment | (starter phase), at 21 days interactions (P < 0.05) were observed between
dietary leucine and valine levels for feed intake and feed:gain ratio. There was a quadratic
effect (P <0.01) of digestible leucine and valine levels on BW gain, with an optimization
level of 1.28 and 0.92%, respectively. Valine and leucine supplementation did not affect
(P > 0.05) the serum concentrations of uric acid, triglycerides, f-hydroxybutyrate, total
protein and albumin of the birds. Serum levels of ammonia increased linearly (P < 0.05)
with increasing levels of digestible leucine. However, valine supplementation reduced (P
< 0.05) ammonia serum concentrations. Serum levels of glucose decreased and increased
linearly (P <0.06) with increasing levels of digestible leucine and valine, respectively. In
the experiment Il (grower phase), at 42 days interactions (P < 0.05) were observed
between dietary leucine and valine levels for feed intake and BW gain. There was a
quadratic effect (P < 0.01) of digestible leucine and valine levels on feed:gain ratio, with
an optimization level of 1.19 and 0.86%, respectively. Leucine supplementation
decreased (P < 0.05) serum concentrations of triglycerides and ketone bodies, but
increased levels of serum ammonia. Valine supplementation resulted in quadratic
reduction (P < 0.07) of the serum ammonia. Breast yield was maximized at the level of
1.13% leucine, while the leg yield was optimized at the level of 0.78% valine. Abdominal
fat decreased linearly (P < 0.05) with increasing dietary levels of digestible leucine and
valine. In the experiment Il (starter phase), there was no interaction (P > 0.05) between
the levels of leucine and valine on mRNA expression of the studied genes in chick
pectoral muscle. Leucine supplementation increased (P < 0.05) mRNA expression of
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mTOR and S6K1, however, did not affect (P > 0.05) mMRNA expression of eIF4E*4EBP1
and eEF2 in pectoralis major muscle. Dietary valine did not affect (P > 0.05) the
expression of the studied genes. In the experiment 1V (1-21 days) and V (21-42 days),
there was no interaction (P > 0.05) between the levels of leucine and valine on the fiber
diameter of the pectoralis major muscle of the poultry at 21 and 42 days of age. Leucine
supplementation decreased (P < 0.05) the hypertrophic zone of the growth plate of
broilers at 21 days. There was an interaction (P < 0.05) between digestible levels of
leucine and valine on tibia bone strength of broilers at 21 days, but not at 42 days of age
(P > 0.05). Based on feed:gain ratio, digestible leucine and valine requirements were 1.29
and 0.91%, respectively, in low-CP diets for male broilers in the starter phase, while for
the grower phase, the requirement for leucine and digestible valine were 1.19 and 0.86%.
Leucine supplementation may stimulate mRNA expression of mTOR and S6K1 in
pectoral muscle of broilers during the starter phase. Appropriate levels of leucine and
valine can be essential in the formation of bone structure, resulting in increased resistance
to bones in broilers during the period from 1-21 days of age.
Key words: ammonia, branched chain amino acid, gene expression, ketone

body, mTOR, poultry performance



| - INTRODUCAO

A leucina, valina e isoleucina sdo considerados aminoacidos essenciais necessarios
para manutencdo e crescimento tecidual, pertencentes ao grupo dos aminoacidos de
cadeia ramificada (Branched Chain Amino Acids - BCAA), denominacao esta por sua
estrutura ramificada Unica.

Como outros aminodcidos essenciais, a principal fungdo dos BCAA ¢é participar da
sintese de proteinas corporais. Porém, os BCAA desempenham outras funcdes
fisioldgicas importantes, incluindo a manutencéo e crescimento do tecido muscular e a
regulacdo da sintese de proteinas via a proteina alvo mecanistico de rapamicina
(mechanistic Target of Rapamycin - mTOR) (Suryawan et al., 2011). Além disso, 0s
BCAA estdo entre os aminoacidos mais hidrofdbicos, assim, sdo substratos importantes
na formacdo da estrutura de proteinas da membrana celular, em sua grande maioria,
insolGveis em &gua (Brosnan & Brosnan, 2006).

Os BCAA constituem cerca de 40% do total dos aminoacidos essenciais no plasma
sanguineo e seu metabolismo € Unico e diferente de outros aminoacidos, pois 0s trés
BCAA compartilham as duas primeiras etapas do seu catabolismo e competem pelas
mesmas enzimas de degradacédo (Harper et al., 1983).

Os BCAA sdo a principal fonte de nitrogénio para a sintese de alanina e glutamina
(Holecek, 2002). A alanina pode ser oxidada a glicose no figado e, juntamente com a
glutamina, participa da sintese de proteinas musculares e da remoc¢do de amonia dos
tecidos (Murray et al., 2003). A glutamina possui varias outras fungfes importantes,
incluindo a manutencdo do equilibrio acido-base no rim (Schuldt et al., 1999), producao

de glutationa (Yu et al., 1999) e participa da expressao das proteinas de choque térmico



(HSPs) (Hamiel et al., 2009). Igualmente, a glutamina é fonte primordial de energia para
as células de divisdo rapida, como o intestino e o sistema imunitario (Castell et al., 1994).

Os BCAA sdo importantes doadores de nitrogénio para a sintese do
neurotransmissor excitatério, o glutamato, e o neurotransmissor inibitério, o &cido gama-
aminobutirico (GABA) (Hutson et al., 2005). Contudo, quantidades minimas, quase
insignificantes, de glutamato ou glutamina séo transportadas do sangue para o cérebro.
Portanto, é essencial que o cérebro sintetize glutamato devido a alta demanda deste
aminodcido no tecido nervoso (Yudkoff et al., 2005). Aproximadamente, 30 a 50% dos
grupos a-amino do glutamato e glutamina presentes no cérebro sdo derivados unicamente
da leucina (Kanamori et al., 1998), aminoacido que pode passar a barreira

hematoencefalica mais rapidamente do que qualquer outro (Smith et al., 1987).

1.1 Metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada

Semelhante aos outros aminoacidos, os BCAA ndo podem ser armazenados de
forma livre nos tecidos, de modo que, ap6s serem utilizados na sintese de proteinas, o
excesso e oxidado. Contudo, os BCAA sdo os Unicos aminodcidos oxidados em tecidos
extra-hepaticos, principalmente, no tecido muscular (Platell et al., 2000), enquanto que
os demais aminoacidos sdo oxidados no figado.

O catabolismo dos BCAA acontece em duas etapas e suas vias catabolicas
apresentam varias caracteristicas em comum (Harper et al., 1983). A primeira etapa
envolvida no catabolismo dos BCAA ¢é sua transaminacdo reversivel pela enzima
aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAT), processo no qual
ocorre a transferéncia de um grupamento amino do aminoacido para o a-cetoglutarato,
sendo o a-cetoglutarato transformado em glutamato e os BCAA convertidos em seus
respectivos a-cetoacidos; a leucina em a-cetoisocaproato (KIC), a isoleucina em a-ceto-
B-metilvalerato (KMV) e a valina em a-cetoisovalerato (KIV) (Islam et al., 2007; Wu et
al., 2013) (Figura 1). O glutamato resultante pode ser utilizado na sintese de alanina e
glutamina (Platell et al., 2000).

A BCAAT esta presente tanto no citosol como na mitocondria das células, no
entanto, a localizagdo da BCAAT citosolica limita-se ao tecido nervoso (Wiltafsky et al.,
2010). A BCAAT aceita os trés BCAA como substratos (Harper et al., 1983), porém, a
enzima tem maior afinidade pela leucina, aminoacido transaminado no musculo com
maior velocidade que os outros dois BCAA (Mimura etal., 1968). A atividade da BCAAT



é baixa no figado, enquanto que no masculo € alta (Harper et al., 1983), motivo pelo qual,
possivelmente, o catabolismo dos BCAA inicia no tecido muscular (Brosnan & Brosnan,
2006).
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Figura 1. Vias catabolicas dos aminoacidos de cadeia ramificada.
Adaptado de Brosnan & Brosnan (2006).

Na segunda etapa do catabolismo dos BCAA, os a-cetoacidos de cadeia ramificada
sofrem descarboxilacdo oxidativa irreversivel pela desidrogenase de a-cetoacidos de
cadeia ramificada (BCKD), complexo enzimatico localizado na superficie interna da
membrana mitocondrial (Brosnan & Brosnan, 2006). Deste modo, 0s a-cetoacidos de
cadeia ramificada KIC, KMV e KIV sdo convertidos, respectivamente, em isovaleril-
CoA, 3-metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA (produtos acil-CoA). Esta reagdo ocorre
principalmente no figado, pois é o 6rgdo com maior atividade do complexo BCKD,
seguido pelo rim e 0 coracdo, nos quais esse complexo apresenta atividade intermediaria
(Randle et al., 1984). Assim, a maior parte dos a-cetodcidos de cadeia ramificada
produzidos por tecidos extra-hepaticos séo liberados para a circulagdo sanguinea para
serem absorvidos e metabolizados pelo figado (Wu et al., 2013).

Diferente da enzima BCAAT, a atividade do complexo BCKD ¢ altamente
regulada, sendo inativado por fosforilagdo da sua subunidade E1 pela enzima
desidrogenase de a-cetodcidos de cadeia ramificada quinase (BCKD quinase) ou ativado

por desfosforilacdo mediante a enzima BCKD fosfatase (Brosnan & Broshan, 2006).



Dietas com baixa proteina aumentam a atividade da BCKD quinase (Harris et al.,
2001), diminuindo assim, a degradacdo dos BCAA pela inativacdo do complexo BCKD.
Esta resposta metabolica permite conservar os BCAA para a sintese de proteinas durante
os periodos de baixa ingestdo proteica (Shimomura et al., 2001).

Na fase final do metabolismo dos BCAA, ocorre a desidrogenagdo dos produtos
acil-CoA resultantes da descarboxilacdo oxidativa (Harper et al., 1983). Apds esta etapa,
as vias catabdlicas dos BCAA divergem-se, resultando assim, em produtos finais
distintos. A leucina é exclusivamente cetogénica ao ser metabolizada em acetil-CoA e
acetoacetato, a valina é glicogénica, uma vez que seu esqueleto de carbono é convertido
em succinil-CoA, enquanto que a isoleucina € convertida em succinil-CoA ou
acetoacetato e, portanto, pode ser considerada como um aminoacido glicogénico e

cetogénico (Brosnan & Brosnan, 2006).

1.1.1 Antagonismo dos aminoacidos de cadeia ramificada

Existe um crescente interesse dos nutricionistas em compreender as interacoes,
exigéncias e 0 metabolismo dos aminoécidos de BCAA nas aves. Conforme Harper
(1983), os trés aminoacidos sdo estruturalmente semelhantes, ttm uma rota metabdlica
comum, compartilham os mesmos sistemas de transporte através da membrana celular e
usam as mesmas enzimas para sua degradagéo.

A maioria das pesquisas disponiveis na literatura sobre os BCAA foram
direcionadas a estudar o antagonismo entre estes aminoacidos (D'Mello & Lewis, 1970;
Smith & Austic, 1978; Burnham et al., 1992; Farran et al., 2002), resultando na
formulacdo de dietas experimentais com niveis extremadamente altos de leucina, o que
resultou, na maioria das ocasides, em reducdo no desempenho dos animais.

Vaérios ingredientes tradicionalmente utilizados na formulacdo de racGes contém
altos teores de leucina (Figura 2). Alimentos ricos em PB como o farelo de soja, farinha
de peixe e farelo proteinoso de milho, quando incluidos na formulacdo de racgéo,
geralmente excedem as necessidades de leucina das aves, estando perto de 130-150% das
exigéncias (Imanari et al., 2007).

Elevado contetido de leucina na dieta aumenta o catabolismo da valina e isoleucina,
especialmente quando estes dois Ultimos aminoacidos estdo em niveis marginais na dieta
(D'Mello & Lewis, 1970). Altos niveis de leucina demonstraram aumentar a atividade do
complexo BCKD (D'Mello & Lewis, 1970; Smith & Austic, 1978), complexo enzimatico



chave envolvido na degradacdo dos trés BCAA (Harris et al., 2001). Deste modo, o0
aumento da inclusdo de leucina conduz a maior oxidacdo de valina e isoleucina,
diminuindo as concentracgdes séricas destes aminoacidos.

Entretanto, o excesso dietético de leucina ndo parece influenciar intensamente a
expressao génica das enzimas envolvidas no catabolismo dos BCAA (Matsuzaki et al.,
2005; Wiltafsky et al., 2010), de modo que, as respostas antagonicas induzidas por este
aminoacido podem ser devidas aos metabolitos resultantes de sua degradacdo (Matsuzaki
et al., 2005), afirmacdo que permite presumir que a leucina ndo influencia de forma direta
o complexo BCKD, mas sim indiretamente através do seu a-cetoacido, o KIC.
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Figura 2. Conteudo de leucina, valina e isoleucina digestivel em alguns ingredientes
utilizados na dieta de frangos de corte (Rostagno et al., 2011).

Niveis elevados de KIC inibem a enzima BCKD quinase, o que diminui a
fosforilagdo do complexo BCKD, aumentado assim sua atividade (Harris et al., 2005) e,
consequentemente, aumentando o catabolismo dos outros dois BCAA. O o-

cetoisovalerato (KIV) e a-ceto-B-metilvalerato (KMV), a-cetoacidos da valina e



isoleucina, respectivamente, inibem também a BCKD quinase, mas com menor eficacia
que o KIC (Brosnan & Brosnan, 2006).

Estudo prévio evidenciou reducdo do desempenho de galinhas poedeiras
alimentadas com dietas contendo niveis excessivos de isoleucina (Peganova & Eder,
2003), no entanto, este efeito adverso foi atenuado com o aumento das concentragdes
dietéticas dos aminoacidos leucina e valina. Este resultado indica que o excesso de
isoleucina também pode influenciar a atividade do complexo BCKD nas aves e,
consequentemente, comprometer a eficiéncia de utilizacdo da leucina e valina. Nao
obstante, altos niveis de valina ndo evidenciaram influenciar os outros dois BCAA (Allen
& Baker, 1972; Baker, 1977).

A constante de Michaelis (Km) das enzimas BCAAT e BCKD séo maiores para a
valina do que para a leucina e isoleucina (Harper et al., 1983). A Kn, esta indiretamente
associado com a afinidade da enzima pelo substrato, ou seja, quanto maior o valor de K,
menor sera a afinidade (Ames et al., 2002). Deste modo, o maior valor Ky, das duas
primeiras enzimas envolvidas no catabolismo dos BCAA (BCAAT e BCKD) para a
valina e, portanto, sua menor afinidade, poderia explicar, em parte, as pequenas mudancas
das concentra¢fes plasmaticas dos outros dois BCAA em animais alimentados com altos
niveis de valina, resposta que também pode estar relacionada a pouca influéncia do KIV
(a-cetoacido da valina) sobre a BCKD quinase.

Baseado nos resultados obtidos por alguns pesquisadores (D'Mello & Lewis, 1970;
Allan & Baker, 1972), é possivel afirmar que nas aves o excesso dietético de leucina
compromete a eficiéncia de utilizagdo da valina em maior intensidade do que da
isoleucina.

Alta mortalidade foi evidenciada por Farran & Thomas (1992a) em aves submetidas
a dietas com desequilibrio nos niveis de leucina e valina, mas ndo em dietas com
desbalanco entre a leucina e isoleucina. Este resultado suporta a hipotese de que a
interacdo leucina-valina € mais potente nas aves. No entanto, a interacdo leucina-
isoleucina ¢ metabolicamente mais potente que a interacdo leucina-valina em suinos
(Langer & Fuller, 2000) e ratos (Benton et al., 1956), indicando que as duas espécies
respondem de forma diferente as aves quando submetidas a dietas com altos niveis de
leucina.

Dietas para frangos de corte contendo 3% de leucina reduzem a eficiéncia de
utilizacdo da isoleucina e da valina em 20 e 25%, respectivamente (Allan & Baker, 1972),

diminuem o ganho de peso e pioram a conversédo alimentar das aves (Farran et al., 2002).



N&o obstante, estes efeitos negativos ndo sdo encontrados quando estas dietas séo
suplementadas com valina e isoleucina em niveis 40% acima da exigéncia (Farran et al.,
2002).

Wiltafsky et al. (2010) relacionaram a diminui¢do do ganho de peso em animais
alimentados com o excesso de leucina a alteracdo do eixo horménio do crescimento (GH)
e o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), uma vez que encontraram,
em um dos seus experimentos, reducdo na expressao génica dos receptores do GH e IGF-
1 no figado de suinos com o aumento do nivel de leucina na dieta. Porém, em outra
pesquisa realizada por Wiltafsky et al. (2010) ndo encontraram nenhum efeito da leucina
sobre a expressdo do RNAm dos receptores do GH e IGF-1 no figado ou no musculo.
Estas divergéncias de resultados ndo permitem corroborar totalmente a hip6tese de que a
diminuicdo no ganho de peso, em dietas com altos niveis de leucina, seja devido a
mudangas do eixo GH - IGF-1.

O IGF-1 das aves é constituido por uma cadeia polipeptidica com 70 aminoacidos
(Ballard et al., 1990). Portanto, alteracdes nos niveis de proteina e de aminoacidos na
dieta podem alterar facilmente a concentracdo plasmatica e a expressdo hepatica do IGF-
1 (Kita et al., 2005). Possivelmente, redugdes do eixo GH — IGF-1 sejam consequéncia
da reducdo dos niveis circulantes de valina e isoleucina pelo excesso de leucina, e ndo de
um efeito direto da leucina sobre este eixo hormonal. Dietas deficientes de aminoacidos
essenciais, mesmo com niveis de proteina adequado, podem reduzir a expressdo de
RNAmM do IGF-I e os niveis plasmaticos deste hormonio (Kita et al., 2002).

Embora a suplementacdo de altos niveis de leucina influencie negativamente o
ganho de peso das aves, a redugdo do consumo de ragéo é o efeito negativo mais reportado
na literatura em estudos com aves (Calvert et al., 1982; Farran et al., 2002), suinos
(Gatnau et al., 1995; Wiltafsky et al., 2010) e ratos (Shinnick & Harper, 1977), sendo
considerada esta resposta o principal efeito toxico originado pelo excesso de leucina na
dieta (Ueda et al.,1981).

Utilizando a metodologia de alimentacdo forcada, Calvert et al. (1982)
determinaram que aproximadamente 70% do menor ganho de peso em aves alimentadas
com altos niveis de leucina (5,0% de leucina total) era causa da menor ingestdo de
alimento.

A estimulacao do catabolismo dos BCAA pelo excesso de leucina, além de reduzir
0 “pool” sanguineo de valina e isoleucina, também pode diminuir a quantidade de

triptofano disponivel para a sintese de serotonina no tecido cerebral (Fernstrom, 2005;



Choi et al., 2013), bem como, aumentar a sintese de corpos cetbnicos no figado (Kulaylat
et al., 1988), possiveis fatores responsaveis, em parte, da menor ingestdo de alimentos e
o retardo do crescimento em animais alimentados com altos niveis de leucina (Htoo &
Wiltafsky, 2012).

Erwan et al. (2009) ndo evidenciaram reducéo no crescimento de frangos de corte
na fase de 21-42 dias idade apds a suplementacéo de 0,7% de leucina (2,34% de leucina
total) em dietas com niveis adequados de valina e isoleucina.

Igualmente, um nivel de 4% de leucina total em dietas ricas em PB (25,5%), com
niveis de valina e isoleucina de acordo ou acima da exigéncia, ndo induziram toxicidade
em frangos de corte na fase inicial (Farran et al., 2002). Pelo contrario, D'Mello & Lewis
(1970) encontraram que aves suplementadas com 2,9% de leucina em uma dieta baixa em
PB (20%), apresentaram redugdo no desempenho.

Deste modo, pode-se pensar que as aves sdo mais susceptiveis a niveis elevados de
leucina em dietas com baixo contetudo proteico. A progressiva reducdo da PB dietética
pode levar a deficiéncia dos aminodcidos conhecidos literalmente como ‘“menos
limitantes”, os quais sdo geralmente supridos por dietas com niveis normais de PB
(Peganova & Eder, 2002), tal é o caso da valina e isoleucina. Entretanto, ao serem
oferecidos niveis adequados de isoleucina as exigéncias dos frangos de corte € pouco
provavel que niveis altos de leucina ou valina diminuam o crescimento das aves
(Burnham et al., 1992).

1.2 Efeito dos aminodacidos de cadeia ramificada sobre as fibras musculares

Sabe-se que 0os BCAA servem como “blocos de constru¢do” das proteinas nos
tecidos (Rogero & Tirapegui, 2008). Durante periodos de baixa ingestdo de proteina, a
menor disponibilidade de BCAA pode limitar a sintese proteica celular, porque estes
aminoacidos estdo contidos em quase todas as proteinas do corpo (Shimomura & Harris,
2006).

Niveis adequados de BCAA no tecido musculoesquelético sdo primordiais para o
crescimento das fibras musculares, uma vez que os BCAA representam 35% dos
aminoacidos essenciais presentes nas proteinas do musculo (Harper et al., 1983; Marchini
etal., 1998). A concentracdo dos BCAA dentro do tecido muscular varia conforme o tipo
de fibra, sendo 20-30% maior nas fibras de contracdo lenta (fibras vermelhas) em

comparacao aquelas de contracao rapida (fibras brancas) (Rogero & Tirapegui, 2008).



O crescimento dos animais é acompanhado por mudancas no tamanho e na
proporcdo das fibras musculares (Ashmore et al., 1972). Apds o desenvolvimento
embrionario, o crescimento das fibras musculares ocorre apenas por hipertrofia, este
aumento do didmetro da fibra muscular resulta, principalmente, da maior deposicéo de
proteinas miofibrilares (actina e miosina) (Ashmore et al., 1972), sendo estas proteinas
compostas principalmente de BCAA (Shimomura & Harris, 2006).

Trés tipos de fibras foram identificadas por histoquimica nas musculaturas das aves:
tipo |1 —fibra contracdo lenta e oxidativa; tipo A — contracdo rapida oxidativa e
glicolitica; e tipo 11B — contracdo répida e glicolitica (Dubowitz & Brooke, 1984).

Considerando que os BCAA sdo metabolizados primeiramente no mausculo
esquelético e que sdo fonte importante de energia e substratos para a sintese proteica
muscular, sua suplementacdo poderia influenciar o didmetro das fibras musculares nas
aves.

Em suinos, a suplementacdo de leucina aumentou a sintese de proteinas nas fibras
musculares com metabolismo glicolitico, oxidativo e glicolitico-oxidativo (Suryawan et
al., 2012), o que provavelmente resultou em um aumento de seu didmetro.

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa (Potenca et al., 2015),
a suplementacdo de valina aumentou o tamanho das fibras do musculo flexor hallucis
longus da coxa, porém o aminoacido ndo influenciou a frequéncia destas fibras. Este
resultado indica que a valina pode interferir no crescimento do tecido muscular,
aumentando o tamanho das fibras musculo esqueléticas sem induzir mudangas em seu

perfil.

1.3 Aminoacidos de cadeia ramificada no metabolismo 6sseo

RelacGes adequadas de BCAA sdo essenciais para que os osteoblastos formem a
matriz dssea, bem como para facilitar a calcificagdo e proliferagdo das células do osso
(Farran & Thomas, 1992a).

A restricdo de leucina em ratos demonstrou reduzir a proliferacdo e diferenciacao
dos condrécitos na placa de crescimento (Kim et al., 2009). Resultados semelhantes
foram obtidos por Phornphutku et al. (2008) ao submeterem células do metatarso de ratos
in vitro a rapamicina, um potente inibidor do mTOR, sugerindo que 0 mTOR € uma
proteina importante para modular o crescimento 0sseo. A leucina é o nutriente mais eficaz

para ativar o mTOR (Kimball & Jefferson, 2006). Portanto, a restricdo deste aminoacido
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pode comprometer o desenvolvimento Gsseo, visto que bloqueia a sinalizagdo da via
mTOR (Kim et al., 2008).

Campos-Ferraz et al. (2011) encontraram reducdo na sintese de proteoglicanos na
cartilagem de ratos submetidos a atividade fisica constante. Contudo, a suplementag&o de
BCAA permitiu atenuar essa reducao.

A proporc¢do organica da matriz 6ssea é constituida por grande quantidade de fibras
colagenas de tipo | e de glicoproteinas e proteoglicanos. Os proteoglicanos desempenham
um papel importante na organizacdo da matriz extracelular Gssea, participando da
estruturacdo do proprio tecido como reguladores ativos da formacdo das fibras de
colageno (Lamoureux et al., 2007). Além disso, os proteoglicanos tém a funcéo de dar
rigidez a matriz 6ssea, proporcionando resisténcia a compressao e preenchendo espacos
(Baud'Huin et al., 2012).

Dentre as familias de proteoglicanos presentes na matriz 0ssea, 0S pequenos
proteoglicanos ricos em leucina sé@o os mais abundantes (Lamoureux et al., 2007). Dessa
forma, dietas com baixos niveis de leucina poderiam reduzir a sintese destes importantes
componentes do tecido dsseo. Contudo, é pouco provavel obter niveis marginais de
leucina em dietas préaticas para aves.

Além da leucina, a valina pode também influenciar o metabolismo 6sseo. Farran &
Thomas (1992a) encontraram reducdo nas concentragdes 6sseas de calcio e cinza e menor
peso dos 0ssos em aves alimentadas com dietas deficientes em valina, sugerindo uma
diminuicdo na atividade dos osteoblastos decorrente dos baixos niveis do aminoécido.

O papel dos BCAA sobre o metabolismo dsseo tem sido pouco estudado e ndo esta
claro se os BCAA podem interferir no desenvolvimento dos 0ssos das aves e qual é seu
mecanismo de acdo, desta forma, ha a necessidade de novas pesquisas com intuito de

esclarecer essas questoes.

1.4 Exigéncias dos aminoéacidos leucina e valina nos frangos de corte

Multiplas pesquisas determinaram as exigéncias de valina e isoleucina em frangos
de corte (Farran & Thomas, 1990; Corzo et al., 2004; Hale et al., 2004; Corzo et al., 2007;
Mejiaetal., 2011; Tavernari etal., 2013; Potenca et al., 2015). No entanto, poucos estudos
foram focados em determinar as exigéncias de leucina, visto que na inddstria, a
formulacdo de dietas praticas para aves, comumente excedem as exigéncias deste

aminodcido.
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Pouca importancia tem sido dada a leucina, ndo so6 pela dificuldade de induzir uma
deficiéncia drastica deste aminoacido na dieta, devido ao alto teor de leucina nos
ingredientes, mas também pela maior importancia outorgada aos aminoacidos valina e
isoleucina por serem considerados o quarto e quinto aminoacido limitante,
respectivamente, em dietas a base de milho e farelo de soja para frangos de corte (Baker
et al.,2002; Kidd et al., 2004; Kidd & Hackenhaar, 2006; Corzo et al., 2009).

Varios estudos demonstraram que existem inter-relacdes entre os BCAA (Allan &
Baker, 1972; Calvert et al., 1982), sendo suas exigéncias influenciadas pelo antagonismo
existente entre estes (Farran & Thomas, 1990b), mesmo assim, alguns estudos
determinaram as exigéncias dos BCAA de forma isolada, sem considerar suas interacoes.

A estimativa do nivel de valina digestivel para frangos de corte na fase inicial na
literatura varia de 0,74 a 0,91% (Baker et al., 2002; Corzo et al., 2008; Rostagno et al.,
2011; Nascimento et al., 2015), enquanto que no periodo de crescimento oscila de 0,65 a
0,85% (Mack et al., 1999; Thornton et al., 2006; Corzo et al., 2007; Corzo et al., 2008;
Tavernari et al., 2013; Nascimento et al., 2015), indicando que ainda existem algumas
discrepancias sobre as exigéncias de valina nas diferentes fases de criacéo.
Possivelmente, parte destas diferencas seja devido a variagdes no teor de leucina na dieta
destes estudos, porém nenhuma destas pesquisas consideraram este importante fator
(Mack et al., 1999; Baker et al., 2002; Thornton et al., 2006; Corzo et al., 2007; Corzo et
al., 2008; Tavernari et al., 2013).

Cabe ressaltar que as discrepancias nas estimativas da exigéncia de valina séo
também devidas a diferencas na linhagem, sexo, idade das aves, tipos de ingredientes e
outros fatores ja discutidos amplamente com anterioridade na literatura.

Thornton et al. (2006) encontraram aumento linear no ganho de peso e eficiéncia
alimentar, em frangos de corte machos no periodo de 21-42 dias de idade, com 0 aumento
dos niveis digestiveis de valina (0,57 — 0,77%) em dietas com menor nivel proteico
(15,4%). No entanto, apesar de ndo ter encontrado respostas quadraticas, Thornton et al.
(2006) recomendaram niveis de valina digestiveis de 0,65% para um adequado
desempenho.

As estimativas das exigéncias de leucina na literatura sdo escassas, sendo na grande
maioria determinadas com dietas pouco convencionais. Nesse contexto, Farran & Thomas
(1990) determinaram exigéncias de leucina totais de 1,16% em frangos de corte
alimentados com dietas semi-purificadas na fase de 7-21 dias, considerando o ganho de

peso e a conversdo alimentar. Da mesma forma, D"Mello (1974) determinou exigéncias
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de leucina totais de 1,10% em dietas a base de trigo e farelo de amendoim para frangos
de corte na fase de 1-21 dias de idade.

O NRC (1994) recomenda niveis de leucina total de 1,09% para frangos de corte na
fase de 21-42 dias, baseados apenas na exigéncia de lisina para este periodo (21-42 dias)
e na relacdo leucina:lisina da fase de 1-21 dias. Provavelmente, esta recomendagédo deve-
se a falta de dados experimentais, pois na fase de crescimento (21-42 dias) sdo ainda mais

limitadas as pesquisas direcionadas a estudar os niveis ideais de leucina na dieta.

1.5 Papel da leucina na estimulacao da sintese proteica celular

Embora altos niveis de leucina causem efeitos antagdnicos sobre os outros BCAA
e aumente suas exigéncias, pesquisas biomédicas e farmacéuticas demonstraram que a
leucina possui importantes propriedades anabdlicas, sendo este fendbmeno considerado
“paradoxo da leucina” (Shimomura & Harris, 2006; Vianna et al., 2010).

Nesse sentido, dentre todos os aminoacidos, a leucina é a mais eficaz em estimular
a sintese proteica, uma vez que este aminoacido estimula a fase de iniciacdo da tradugédo
do RNAmM em proteina, por processos dependentes e independentes de insulina (Proud,
2002; Kimball & Jefferson, 2006) (Figura 3).

Do mesmo modo, a leucina apresenta propriedades anabdlicas celulares ao
estimular a sintese e a secrec¢do de insulina (Vianna et al., 2010), que junto com a leucina,
este hormonio tem um efeito sinérgico na manutengdo da sintese proteica muscular
(Kimball & Jefferson, 2006).

A leucina estimula a traducdo de proteinas mediante a ativacdo da proteina
serina/treonina quinase conhecida como alvo mecanistico de rapamicina (mechanistic
Target of Rapamycin - mTOR). O mTOR favorece o acréscimo da sintese proteica através
da fosforilacdo da proteina ribossomal S6 quinase 1 (S6K1) e da proteina 1 ligante do
fator de iniciacdo eucariotico 4E (4E-BP1), duas proteinas que compreendem a fase de
iniciacdo da sintese proteica (Lynch et al., 2002).

Altos niveis de leucina no plasma de suinos, ratos e humanos tém demonstrado
ativar o receptor intracelular da mTOR (Crozier et al., 2005; Glynn et al., 2010; Torrazza
et al., 2010; Suryawan et al., 2012). A ativacdo do mTOR culmina em ultima insténcia,
em aumento da taxa de sintese proteica, crescimento e proliferacdo celular (Richards et
al., 2010). Contudo, a leucina ndo so estimula a sintese proteica, mas também diminui a
protedlise celular (Shimomura & Harris, 2006; Zanchi et al., 2008; Vianna et al., 2010).
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Figura 3. Mecanismo de acéo da leucina e insulina na traducdo do RNAm no citoplasma
das células eucarioticas (Suryawan et al., 2011).

IRS-1= substrato receptor de insulina 1; PI-3K= fosfoinositideo 3-quinase; PDK= fosfoinositideo
quinase dependente 1; PKB= proteina quinase B; MAP4K3= proteina quinase 3 ativada por
mitdgenos; Vps34= proteina vacuolar 34; elF= fator de inicia¢do eucariotica; mTOR= proteina
alvo da rapamicina em mamiferos; eEF2= fator de elongacdo eucaridtica 2; PRAS-40= Akt
substrato rico em prolina 40kDa; Rheb= Ras homologo enriquecido no cérebro; TSC/2=
complexo da esclerose tuberosa; S6K1= proteina quinase ribossomal S6 ; AMPK = proteina
quinase ativado por adenosina monofosfato.

Torrazza et al. (2010) encontraram que a suplementacao de leucina, em dietas com
baixo teor de proteina para leitdes, estimulou a taxa de sintese proteica nos musculos
longissimus dorsi, gastrocnémio e masseter e, nos 6rgdos viscerais como coragao, jejuno,
rim e pancreas. Resultado semelhante foi descrito por Escobar et al. (2006), que
compararam a capacidade anabolica dos trés BCAA e, verificaram que apenas
administracdo de leucina foi eficiente para estimular a sintese proteica muscular em
leitdes.

Pesquisas prévias indicaram que as aves expressam amplamente o TOR, um gene
homologo ao mTOR em mamiferos, localizado no cromossoma 21 das aves (Tesseraud
et al., 2003; Richards & Proszkowiec-Weglarz, 2007). Igualmente, assim como em

mamiferos, a leucina também ativa a fosforilacdo da proteina S6K1 nas aves (Bigot et al.,
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2003; Everaert et al., 2010). Portanto, a suplementacdo de leucina em frangos de corte
poderia estimular a sintese proteica da mesma maneira como ocorre nos mamiferos.

Apesar de alguns estudos indicarem a existéncia e o funcionamento da sinalizagéo
hipotalamica via TOR em aves, a compreensdo de como sua atividade é regulada é
indefinida. Tesseraud et al. (2003) afirmaram que a leucina regula a fosforilagdo da
proteina S6K1 e a sintese proteica no mioblasto de codornas através do mTOR e/ou 0
fosfatidilinositol 3-quinase (P13-quinase), por processos independentes de insulina. Estes
autores encontraram que a aplicacdo de rapamicina (inibidor de mTOR) na linha celular
de mioblastos de codornas bloqueou a fosforilacdo da proteina S6K1 e, por conseguinte,
a sintese de proteinas. Este resultado corrobora a existéncia de um homologo mTOR nas
aves.

Erwan et al. (2008) ndo evidenciaram efeitos adversos da suplementagdo dietética
de 0,5% de leucina (2,16% de leucina) sobre o desempenho de frangos de corte,
entretanto, o peso da carcaca aumentou 9% comparado com a dieta contendo o nivel
controle (1,61% de leucina), possivelmente, o aumento no rendimento de carcaca foi
devido ao efeito anabdlico da leucina sobre os tecidos celulares.

Do mesmo modo, diversos efeitos positivos dos metabolitos da leucina tém sido
reportados na literatura. Estes metabolitos sdao o B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB) e 0 KIC
(Zanchi, et al., 2008). Apds a transaminacdo da leucina no KIC, este a-cetoacido pode
sofrer oxidacéo irreversivel a isovaleril-CoA mediado pelo complexo BCKD presente na
superficie da membrana interna mitocondrial, ou alternativamente ser oxidado a HMB
pela enzima KIC dioxigenase no citosol (Nissen & Abumrad, 1997).

Tanto o HMB como o KIC tém demonstrado aumentar a sintese proteica muscular,
bem como inibir degradacéo de proteinas em humanos, ratos, aves e suinos (Shiota et al.,
1989; Ostaszewski et al., 2000; Panton et al., 2000; Moore et al., 2005; Smith et al., 2005;
Zanchi, et al., 2008; Vianna et al., 2010). Em sintese, a leucina poderia servir como um
substrato direto para a sintese de proteinas no tecido ou indireto mediante seus

metaboélitos.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se com este trabalho estudar as interacdes e determinar as exigéncias da
leucina e valina em frangos de corte nas fases inicial (1-21 dias) e crescimento (21-42
dias).

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos da suplementacdo de leucina e valina sobre o
desempenho, concentracdes séricas de amonia, acido Urico, glicose,
triglicerideos, corpos cetdnicos, albumina e proteinas totais nas
principais fases de criacdo do frango de corte (Capitulo Il e V).

2. Estudar o efeito da leucina e valina sobre a expresséo do RNAm dos
genes mTOR, S6K1, elF4E-4EBP1 e eEF2, e o diametro da fibra
muscular do muasculo pectoralis major de frangos de corte (Capitulo
V).

3. Avaliar o efeito da suplementacdo da leucina e valina sobre as

caracteristicas 6sseas de frangos de corte (Capitulo V).
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111 - Exigéncias de leucina e valina digestiveis em frangos de corte na fase de 1-21
dias de idade

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo estudar as exigéncias de leucina e valina
digestiveis em dietas com baixa proteina, e seus efeitos no desempenho, variaveis séricas
e composicdo da cama de frangos de corte na fase inicial (1-21 dias). Foram utilizados
1.500 frangos de corte machos de um dia de idade, da linhagem Cobb-Vantress®,
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 5, composto de cinco niveis de leucina digestivel (1,00; 1,24; 1,48; 1,72 e
1,96%) e cinco niveis de valina digestivel (0,60; 0,75; 0,90; 1,05 e 1,20%), com trés
repeticOes de 20 aves por unidade experimental. Aos 21 dias, foi observada interacao (P
< 0,05) entre os niveis de leucina e valina para 0 consumo de ra¢do e conversao alimentar.
Houve efeito quadratico (P < 0,01) dos niveis de leucina e valina digestivel para o ganho
de peso, com ponto de maxima estimado nos niveis de 1,28 e 0,92%, respectivamente. A
suplementacdo de leucina e valina ndo influenciou (P > 0,05) os niveis séricos de &cido
arico, triglicerideos, p-hidroxibutirato, proteinas totais, e albumina das aves. Os niveis
séricos de aménia aumentaram linearmente (P < 0,05) com o aumento dos niveis de
leucina digestivel na dieta. Por sua vez, a suplementacédo de valina reduziu (P < 0,05) as
concentracOes séricas de amonia. Houve efeito linear crescente (P < 0,06) e decrescente
(P < 0,05) dos niveis de leucina e valina, respectivamente, para as concentragdes séricas
de glicose. Considerando que as exigéncias dos aminoacidos de cadeia ramificada sdo
influenciadas pelo antagonismo existente entre estes, existe a necessidade de estudar as
exigéncias de leucina, valina e isoleucina em conjunto e assim, estabelecer relagdes ideais
entre estes aminoacidos. Baseado na conversao alimentar, a exigéncia de leucina e valina
digestivel é de 1,29 e 0,91%, respectivamente, para frangos de corte na fase inicial
alimentados com dietas com baixa proteina. A interacdo entre a leucina e valina
demonstrou influenciar o desempenho, mas nao os parametros séricos e as caracteristicas
da cama de frangos de corte submetidos a dietas com menores niveis proteicos na fase
inicial.

Palavras-chave: aminoacido de cadeia ramificada, amdnia, corpo cetdnico,

desempenho
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111 — Requirements of digestible leucine and valine for broilers from 1 to 21 days of

age

ABSTRACT - A study was conducted to evaluate the requirements of digestible leucine
and valine in low-CP diets, and their effects on performance, serum parameters and litter
characteristics of broiler chickens during the starter phase (1-21 days). A total of 1,500
1-day-old Cobb-Vantress® male broilers were distributed in a completely randomized
experimental design in a 5x5 factorial arrangement with 25 treatments with three replicate
pens of 20 birds each. Treatments consisted of five dietary levels of digestible leucine
(1.00; 1.24; 1.48; 1.72 and 1.96 %) and five levels of digestible valine (0.60; 0.75; 0.90;
1.05 and 1.20 %). At 21 days, interactions (P < 0.05) were observed between dietary
leucine and valine levels for feed intake and feed:gain ratio. There was a quadratic effect
(P < 0.01) of digestible leucine and valine levels on BW gain, with an optimization level
of 1.28 and 0.92%, respectively. Valine and leucine supplementation did not affect (P >
0.05) the serum concentrations of uric acid, triglycerides, B-hydroxybutyrate, total protein
and albumin of the birds. Serum levels of ammonia increased linearly (P < 0.05) with
increasing levels of digestible leucine. However, valine supplementation reduced (P <
0.05) serum ammonia concentrations. Serum levels of glucose increased and decreased
linearly (P < 0.05) with increasing levels of digestible leucine and valine, respectively.
Considering that the requirements of the branched chain amino acids are influenced by
the interactions among these, there is a need to study the requirements for leucine,
isoleucine and valine together and thus to establish optimal relationships among these
amino acids. Based on feed:gain ratio, digestible leucine and valine requirements in low-
CP diets for male broilers in the starter phase were estimated in 1.29 and 0.91%,
respectively. Leucine and valine interaction influence the broiler performance, but do not
influence the serum B-hydroxybutyrate and the litter characteristics of broiler chickens
fed low-CP diets during the starter period.

Key words: ammonia, branched chain amino acid, ketone body, performance
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INTRODUCAO

A leucina e valina sdo considerados aminoacidos essenciais necessarios para
manutencdo e crescimento tecidual, pertencentes ao grupo de aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA), juntamente com a isoleucina.

Varios ingredientes tradicionalmente utilizados na dieta de frangos de corte contém
altos teores de leucina. No endosperma do grao de milho predominam as zeinas, proteinas
simples que tém reduzido valor bioldgico devido a seu alto teor de leucina e baixo de
lisina (Wilson, 1987). A proteina do milho é desproporcionalmente elevada em leucina
em relacdo a valina e isoleucina, contendo valores de 1,01 e 0,40 e 0,29%,
respectivamente (Rostagno et al., 2011).

Elevado contetdo dietético de leucina aumenta a necessidade de niveis ideais de
valina e isoleucina na dieta (D'Mello & Lewis, 1970), uma vez que este aminoécido
estimula a desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada (BCKD), complexo
enzimatico chave envolvido na desaminacdo oxidativa dos trés BCAA (Brosnan &
Brosnan, 2006). Deste modo, 0 aumento da inclusdo de leucina conduz a maior oxidagao
de valina e isoleucina diminuindo as concentracfes séricas destes aminoacidos.

Apesar da literatura ser extensa sobre a utilizagdo da leucina nas dietas de frangos
de corte (D'Mello & Lewis, 1970; Boldizsar et al., 1973; Smith & Austic, 1978; Farran
& Thomas, 1990; Farran et al., 2003), os trabalhos séo relativamente antigos e a maioria
destas pesquisas foram direcionadas ao estudo do antagonismo da leucina com 0s outros
BCAA (D'Mello & Lewis, 1970; Smith & Austic, 1978; Farran et al., 2003), resultando
na formulacao de dietas experimentais com niveis extremadamente altos de leucina, o que
resultou, na maioria das ocasides, em reducdo do desempenho dos animais, situacdo mais
evidente em dietas com baixo contetdo de PB (Boldizsar et al., 1973; Smith & Austic,
1978).

Por outro lado, os pesquisadores tem-se centrado em estudar, principalmente as
exigéncias dos outros dois BCAA (valina e isoleucina), outorgando-lhe pouca
importancia a leucina, ndo so pela dificuldade de induzir uma deficiéncia drastica deste
aminoacido na dieta devido ao seu alto teor nos ingredientes, mas também pela maior
importancia dada aos aminoacidos valina e isoleucina por serem considerados 0s
possiveis aminoacidos limitantes, ap0ds a treonina, em dietas a base de milho e farelo de

soja para frangos de corte (Baker et al., 2002).



25

N&o obstante, nédo foi evidenciado reducdo no crescimento de ratos (Imamura et al.,
2013), suinos (Edmonds & Baker, 1987) e frangos de corte (Waldroup et al., 2002)
alimentados com altos niveis de leucina em dietas ricas em proteina. No entanto, D'Mello
& Lewis (1970) encontraram reducdo no desempenho de aves alimentadas com niveis
totais de leucina de 2,9% em dietas com baixo teor de PB (20%). Deste modo, € possivel
presumir gque as aves podem ser mais susceptiveis a niveis elevados de leucina em dietas
com baixo contetdo proteico.

As exigéncias dos BCAA parecem ser influenciadas pelo antagonismo existente
entre estes. Mesmo assim, mdltiplas pesquisas determinaram as exigéncias de valina
isoladamente sem considerar o nivel de leucina na dieta e as possiveis interacfes entre
estes aminoacidos, fatores importantes a serem ponderados, principalmente, em dietas
com baixo teor proteico, as quais podem acentuar o efeito antagdnico dos BCAA.

Na fase final do metabolismo dos BCAA, estes amino&cidos sdo oxidados por vias
metabdlicas diferentes, resultando assim, em produtos finais distintos. A leucina €
cetogénica ao ser metabolizada em acetil-CoA e acetoacetato, enquanto que a valina €
glicogénica, uma vez que seu esqueleto de carbono € convertido em succinil-CoA,
intermediario do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (Brosnan & Brosnan, 2006). Assim, a
suplementacdo de leucina e valina, além de influenciar o desempenho dos frangos de
corte, poderia também afetar as concentracdes de importantes compostos sanguineos.
Igualmente, a suplementacdo da leucina poderia aumentar os niveis séricos de amonia e
acido Urico das aves e consequentemente, a emissdo de amdnia da cama, possivelmente,
por aumentar o catabolismo da valina e isoleucina. No entanto, esta afirmacéo precisa ser
corroborada.

Com base nessas afirmacdes, 0 objetivo deste estudo foi estudar as exigéncias de
leucina e valina digestiveis em dietas com baixa proteina e, seus efeitos no desempenho,

niveis séricos e composi¢do da cama de frangos de corte na fase inicial (1-21 dias).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringa - UEM. O protocolo de experimentacao
animal utilizado foi previamente aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de

Animais em Experimentacdo da UEM (parecer nimero 107/2012).
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Foram utilizados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb—Vantress® distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x5, totalizando 25 tratamentos, com trés repeti¢des e 20
aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco niveis de leucina
digestivel (1,00; 1,24; 1,48; 1,72 e 1,96%) e cinco niveis de valina digestivel (0,60; 0,75;
0,90; 1,05 e 1,20%).

As aves foram alojadas em um galpdo climatizado com ventilacdo de pressédo
negativa e placa evaporativa. As aves foram criadas em boxes de 2,0 m2. Empregou-se
um programa de iluminacdo continua durante a primeira semana e de 23 horas de luz
diarias, até o final do periodo. O material utilizado como cama foi maravalha de primeiro
uso. Agua e racéo foram fornecidos a vontade.

Foram analisados o contetdo de aminoacidos totais (método 994,12) e proteina
(método 968,06) de todos os ingredientes (milho, farinha de carne e ossos, farelo de soja
e farelo de trigo) antes da formulacdo das ragOes e de amostras representativas das dietas
experimentais, de acordo com o0s procedimentos do AOAC (2006). Os valores de
amino&cidos digestiveis dos ingredientes foram calculados utilizando-se os coeficientes
de digestibilidade de Rostagno et al. (2011) e o contetido analisado de amino&cidos totais.

A racdo basal com reducéo dos niveis proteicos foi formulada de acordo com os
valores de composicdo quimica dos alimentos e as recomendacdes nutricionais para
frangos de corte machos de desempenho médio propostas por Rostagno et al. (2011),
exceto para a leucina e valina digestivel (Tabela 1). As demais ragdes experimentais
foram obtidas mediante a suplementacdo de leucina e valina na racdo basal, em
substituicdo ao inerte.

A deficiéncia de leucina digestivel foi obtida com a reducédo do nivel de proteina da
dieta. Nesse contexto, a farinha de carne e 0ssos e o farelo de trigo foram utilizados na
formulagdo das racGes por apresentarem menor teor de leucina digestivel em relacéo a
seu conteudo de proteina (relagdo leucina/proteina - Leu/PB), quando comparado com
outros ingredientes. Deste modo, evitando-se reducdes excessivas da proteina, a0 mesmo
tempo que permite obter niveis deficientes de leucina na dieta.

Os frangos e as ragOes foram devidamente pesados aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade,
para avaliacdo do desempenho (consumo de rag¢ao, ganho de peso e conversao alimentar).
A mortalidade das aves foi registrada diariamente, assim como, suas possiveis causas
foram determinadas por necropsia, e ainda as aves foram pesadas, para ajustar o consumo

de racdo e a converséo alimentar.
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Tabela 1. Composicéo percentual e calculada da dieta basal (1 — 21 dias)

Item Dieta basal
Ingrediente, %
Milho 65,08
Farelo de soja 45% 8,95
Farelo de trigo 7,00
Farinha de carne e 0sso 49% 5,55
Oleo de soja 2,69
Fosfato Bicélcico 0,23
Calcario 0,24
Sal comum 0,40
Cloreto de potassio 0,24
supl, Min — Vit 0,40
Inerte (Caulim)? 2,00
L-Glu 99,4% 3,50
DL-Met 99% 0,54
L-Lys HCI 78,5% 0,96
L-Thr 98% 0,41
L-Val 98% 0,09
L-1le 98% 0,44
L-Arg 99% 0,59
L-Trp 98% 0,11
Gly 97% 0,58
Composicéo calculada®
PB, % 18,50
EM, kcal/kg 2.975
Célcio, % 0,87
Cloro, % 0,32
Fosforo disponivel, % 0,43
Potéssio, % 0,59
Sédio, % 0,22
Gly+Ser dig, % 1,83
Arg dig, % 1,34
lle dig, % 0,83
Lys dig, % 1,24
Met+Cys dig, % 0,90
Thr dig, % 0,81
Trp dig, % 0,21
Leu dig, % 1,00
Val dig, % 0,60
Fibra bruta, % 2,26
Relacdo AEE:AANE 42:58
BED, mEqg/kg 154

1Suplemento vitaminico e mineral Inicial (Conteido por kg de racédo): Vit. A (acetato de retinol),
2167 Ul; Vit. D3 (colecalciferol), 1233 Ul; Vit. E (acetato de dl-a-tocoferol), 3500 Ul; Vit. K3
(menadiona dimetilpirimidinol), 1,7 mg; Vit. B1 (tiamina mononitrato), 1,6 mg; Vit. B12
(cianocobalamina), 16,7 pg; riboflavina, 5,3 mg; piridoxina, 4 mg; niacina (niacinamida), 36 mg;
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acido pantoténico, 13 mg; &cido félico, 0,8 mg; d-biotina, 0,1 mg; cloreto de colina, 270; BHT
(hidroxitolueno butilado), 5,8 mg; Fe (ferro sulfato de mono-hidrato), 50 mg; Cu (sulfato de cobre
penta-hidratado), 12 mg; | (iodato de célcio), 0,9 mg; Zn (6xido de zinco), 50 mg; Mn (6xido de
manganés), 60 mg; Se (Selenito de sddio), 0,2 mg; Co (sulfato de cobalto), 0,2 mg.

2Inerte (Caulim) — A adicdo de AA industriais foi em substituicdo ao inerte.

3Valores totais calculados e analisados (em parénteses): PB 18,50 (18,22); Leu 1,10 (1,14); Val
0,68 (0,71); lle 0,92 (0,89); Lys 1,37 (1,32); Met+Cys 0,99 (0,95); Arg 1,39 (1,44).

Aos 21 dias de idade, foram colhidas amostras de sangue (2 ml /aves) da veia
jugular de duas aves por unidade experimental, selecionadas com base no peso méedio do
box (médiat5%). As amostras foram mantidas em gelo e centrifugadas a 3000 RPM
durante 10 minutos, sendo o soro armazenado a -80 °C até as analises. As amostras de
soro foram descongeladas a 4 °C e, as concentragdes séricas de triglicérides, acido drico,
albumina, proteinas totais e glicose foram analisadas mediante o uso de kits comerciais
(Gold Analisa Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), de acordo com o0s
procedimentos descritos por Tietz (1986). A amonia sérica foi determinada conforme
descrito por Ishihard et al. (1972), procedimento no qual a amodnia reage com 0 2-
cetoglutarato e NADH em uma reacdo catalisada pela enzima glutamato+desidrogenase,
ocorrendo oxida¢do do NADH a NAD. As concentragdes séricas de B-hidroxibutirato
(corpos cetdnicos) foram analisadas mediante ensaio colorimétrico (EnzyChrom™,
BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) como descrito por Hultman (1974).

Aos 21 dias de idade, foram colhidas amostras de cama, em trés pontos por box,
mantendo uma distancia minima de 10 cm de bebedouros e comedouros, procurando-se
retirar um volume em torno de 500 gramas de amostra. Posteriormente, essas trés
amostras foram homogeneizadas e utilizadas imediatamente para determinar a quantidade
de amonia liberada pela cama conforme a metodologia de Hernandes & Cazetta (2001),
e utilizadas para analisar a MS e o teor de nitrogénio (AOAC, 2006).

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do software SAS
(SAS Institute, 2009). Foram avaliados o termo linear e quadratico das varidveis
independentes e a interacdo entre essas variaveis. Os termos que nao foram significativos
(P > 0,05) foram eliminados do modelo final e, em seguida, o teste da razdo de
verossimilhanca foi utilizado para testar a significancia entre o0 modelo completo e o
modelo reduzido e, deste modo, determinar 0 modelo mais adequado. Posteriormente, foi

gerada uma equacao polinomial de segundo grau como descrito por Box et al. (1987):

K K
Y =p +Z.Bixi +ZﬁiiXi2 + ZZﬁinin + ¢,
=1 =1

i<j
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Onde Y é a variavel resposta, X; representa as variaveis de entrada (niveis de leucina
e valina digestiveis), Bo € a constante, i & o coeficiente do parametro linear, Bii € 0
coeficiente do pardmetro quadratico, Bij € 0 coeficiente da interagdo ¢ € o erro residual. O
ponto estacionario (ponto de minima ou maxima de resposta) da equacao de segundo grau
foi calculado tomando-se a primeira derivada da equacdo quadratica e igualando-a a zero,

Ccomo segue.

Y = B0+ B1Xy + B2Xy + B1aXT + BaoX3y Br2Xa Xz,

ay
a_xl =By +2B11X; + B12X2 =0,

ay
6_X2 = By + 2B22X; + B12X1 =0,

Em seguida, o sistema de equacéo foi resolvido para assim encontrar os valores de
X1 e Xz Quando as interagdes foram significativas, foram gerados graficos
tridimensionais de superficie resposta com seus respectivas curvas de contorno
utilizando-se o Software StatSoft (2008). As exigéncias de leucina e valina digestivel
foram estabelecidas considerando-se 0 95% de confianga do ponto de minima ou maxima
resposta. Todas as analises estatisticas foram baseadas em uma probabilidade de P < 0,05,

salvo quando indicado o contrario.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 21 dias de idade, foi observada interacdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina
e valina digestiveis para o consumo de racdo (Tabela 2). De acordo com a equagdo
ajustada (CR= 644,15 + 644,446*Leu — 320,313*Leu? + 146,15*Val — 221,447*Val? +
223,008*LeuVal; R?=0,71), 0 maior consumo de racio pode ser obtido nos niveis
estimados de leucina e valina digestiveis de 1,29 e 0,96%, respectivamente.

Altos niveis de leucina digestivel em dietas com baixo nivel proteico parecem
diminuir o consumo de racgdo das aves (Figura 1), sendo considerado o principal efeito

antagbnico originado pelo excesso de leucina na dieta (Ueda et al.,1981).
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Tabela 2. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo niveis de
leucina e valina digestiveis durante a fase de 1-21 dias de idade

Consumo de Converséo alimentar
Tratamento Ganho de peso (Q)
racdo (9) (9/9)
Leucina (%)
1,00 1097,09 779,56 1,410
1,24 1162,70 838,08 1,389
1,48 1157,62 827,46 1,401
1,72 1042,14 757,33 1,378
1,96 1033,80 723,35 1,432
Valina (%)
0,60 1078,66 732,90 1,472
0,75 1093,15 791,60 1,382
0,90 1103,47 811,47 1,360
1,05 1105,39 804,63 1,373
1,20 1112,67 785,17 1,423
SEM 8,27 6,55 0,01
Anova e P-Valor------------------------
Leu linear 0,001 0,001 0,48
Leu quadratica 0,001 0,001 0,03
Val linear 0,05 0,01 0,02
Val quadratica 0,06 0,001 0,001
Leu x Val 0,01 0,46 0,001

SEM= Erro padrdo da média

Os niveis de leucina e valina interagiram positivamente sobre o consumo de racéo
(+223,008*LeuVal), o que permite sugerir que a adi¢do dietética de valina pode reduzir
parcialmente o efeito negativo da leucina sobre a ingestao de alimento.

Corzo et al. (2008) estimaram niveis de valina digestivel de 0,89% para maximizar
0 consumo de ragdo de frangos de corte na fase de 1 a 14 dias. Apesar de que Corzo et al.
(2008) utilizaram pintos de menor idade, aves com maior taxa de deposigéo proteica e,
portanto, maior necessidade de aminoacidos, a exigéncia estimada por eles foi inferior a
determinada no presente estudo (0,96%), possivelmente, devido a que estes autores ndo

utilizaram dietas com niveis crescentes de leucina, resultando em dietas sem altos teores
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deste aminoacido. Porém, Corzo et al. (2008) ndo indicaram o nivel de leucina utilizado

em suas dietas experimentais, como também ndo mencionado em outros estudos
(Thornton et al., 2006; Corzo et al., 2007).
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Figura 1. Efeito dos niveis de leucina e valina digestiveis sobre o consumo de racao de

frangos de corte alimentados com dietas com baixa PB na fase de 1 - 21 dias de idade.

Elevado conteldo dietético de leucina aumenta os niveis ideais de valina e
isoleucina, especialmente quando estes dois Ultimos aminoacidos estdo em niveis
marginais na dieta (D'Mello & Lewis, 1970). A alta ingestdo de leucina estimula a
desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada (BCKD), complexo enzimatico
envolvido na degradacdo dos trés BCAA (Brosnan & Brosnan, 2006). Deste modo, o0
aumento de inclusdo de leucina conduz a maior oxidacdo de valina e isoleucina,
diminuindo as concentragcdes plasmaticas destes aminoacidos, afirmacdo que pode
explicar a alta exigéncia de valina digestivel estimada para o consumo de racdo no
presente estudo. Parece ser que quanto maior a inclusdo de leucina em dietas com baixa

PB maior sera a necessidade de valina nas aves para otimizar o consumo de ragéo.
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A reducdo do “pool” sanguineo de valina e isoleucina pode ser um dos fatores
responsaveis da menor ingestdo de alimentos em animais alimentados com altos niveis
de leucina. Esta afirmacdo e suportada pelos resultados obtidos neste estudo, onde a
suplementacdo de valina permitiu melhorar o consumo de ragdo das aves. Do mesmo
modo, dietas deficientes em valina demonstraram reduzir o consumo de racdo em ratos
(Goto et al., 2010) e suinos (Wiltafsk et al., 2010), sendo este efeito mais pronunciado
quando estas dietas contém excesso de leucina (Gloaguen et al., 2011).

N&o foi observada (P > 0,05) interacdo entre 0s niveis de leucina e valina digestiveis
para o ganho de peso. Entretanto, o ganho de peso apresentou efeito quadréatico (P < 0,01)
em funcdo dos niveis de leucina e valina digestiveis (GP= -239,983 + 816,96*Leu —
303,19*Leu? + 1124,332*Val — 581,086*Val?; R?>=0,74), com ponto de maxima estimado
nos niveis de 1,28 e 0,92%, respectivamente.

Foi observada interagdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis
para a conversdao alimentar, conforme a equacdo ajustada (CA= 3,009 — 0,751*Leu +
0,145*Leu? — 2,424*Val + 1,001*Val? + 0,372*LeuVal; R? = 0,87), é possivel otimizar a
conversdo alimentar de aves alimentadas com dietas com menor nivel de proteina, na fase
inicial, com a utilizacdo de niveis dietéticos de leucina e valina de 1,29 e 0,91%,
respectivamente (Figura 2), representando uma relacdo de valina:leucina digestivel de
0,71.

RelacGes semelhantes foram estimadas a partir das recomendagdes nutricionais de
Baker & Han (1994) e Rostagno et al. (2011), com valores de 0,71 e 0,72,
respectivamente. RelagOes maiores de valina:leucina, de 0,75 e 0,78 foram estimadas com
base no NRC (1990) e Farran & Thomas (1990).

D"Mello (1974), Woodham & Deans (1975), Farran & Thomas (1990) e Baker &
Han (1994) estimaram exigéncias de leucina inferiores, com valores totais de 1,10; 1,05;
1,16 e 1,20%, respectivamente. Contudo, alguns destes estudos determinaram estas
exigéncias utilizando ra¢6es com dietas purificadas ou semi-purificadas (D"Mello, 1974;
Farran & Thomas, 1990; Baker & Han, 1994), dietas que podem reduzir o consumo de
racdo e o crescimento das aves quando comparado com dietas formuladas com
ingredientes convencionais (Wheeler & Latshaw, 1981; Ruiz et al., 1990).

Do mesmo modo, 0 NRC (1994) recomenda um nivel de leucina inferior, sendo
este de 1,20% de leucina total para frangos de corte na fase de 1-21 dias de idade. No
entanto, 0 NRC (1994) pode estar subestimando a exigéncia de leucina para as linhagens

de frangos de corte modernas, pois os experimentos utilizados pelo NRC (1994) para
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determinar esta exigéncia foram realizados ha aproximadamente trés décadas (Almquist,
1947; D'Mello, 1974; Woodham & Deans, 1975), a partir de pesquisas que ainda
formulavam com base em aminodacidos totais, e ndo digestiveis. Com o0 aumento da
deposicao de proteina na carne devido a continua selecdo genética dos frangos de corte

com o decorrer dos anos, houve um incremento também na exigéncia de todos 0s
nutrientes, especialmente dos aminoacidos.
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Figura 2. Efeito dos niveis de leucina e valina digestiveis sobre a conversdo alimentar de

frangos de corte alimentados com dietas com baixa PB na fase de 1 - 21 dias de idade.

Embora a valina seja o quarto aminoacido limitante em dietas vegetais para frangos
de corte, ainda existem algumas discrepancias sobre suas exigéncias na literatura. Neste
sentido Baker et al. (2002), Tavernari et al. (2013) e Nascimento et al. (2015) utilizando
frangos de corte em uma mesma fase (8-21 dias), estimaram exigéncias de valina
digestiveis diferentes, de 0,74, 0,79 e 0,91%, respectivamente.

Sabe-se que diferencas de linhagem, sexo, idade das aves e tipos de ingredientes
podem influenciar o nivel 6timo de valina obtido nos diferentes estudos (Tavernari et al.,

2013). Cabe ressaltar que o teor de leucina na dieta pode ser o principal fator de variagao

nestas estimativas, visto que este aminoécido influencia a eficiéncia de utilizacdo da
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valina nas aves (Allen & Baker, 1972), demonstrando que as necessidades nutricionais
destes aminoacidos sao afetadas por suas interacfes, como encontrado neste estudo (CA=
3,01 - 0,751*Leu + 0,145*Leu? — 2,424*Val + 1,001*Val? + 0,372*LeuVal; R = 0,87).
Por conseguinte, é necessario considerar o teor de leucina dietética para estimar o nivel
ideal de valina na dieta de frangos de corte (relacdo valina:leucina), principalmente em
dietas com baixa PB, porém, poucos estudos ponderaram este importante fator (D"Mello,
1974; Woodham & Deans, 1975; Farran & Thomas, 1990).

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis sobre
as concentracOes séricas de triglicerideos, B-hidroxibutirato (corpo cetdnico), amoénia,
acido urico, albumina, proteinas totais e glicose (Tabela 3).

A leucina participa da cetogénese hepatica (Kulaylat et al., 1988), pois o esqueleto
de carbono da leucina é metabolizado em acetil-CoA e acetoacetato, sendo estes
compostos intermedidrios utilizados na sintese de acidos graxos e corpos ceténicos
(Brosnan & Brosnan, 2006). Os corpos cetdnicos podem atuar como um sinal inibitério
da ingestdo de alimento no sistema nervoso central e periférico das aves (Sashihara,
2001).

Embora a leucina seja um aminoécido exclusivamente cetogénico, a suplementacéao
de leucina ndo influenciou (P > 0,05) os niveis séricos de triglicerideos e de p-
hidroxibutirato. Igualmente, os niveis de valina ndo afetaram (P > 0,05) estas variaveis.
Este resultado permite descartar que a causa da reducdo do consumo de racdo das aves
suplementadas com excesso de leucina seja a cetogénese.

Do mesmo modo, Farran et al. (2003) ndo encontraram altera¢cdes nos niveis do f3-
hidroxibutirato de aves que receberam dietas com 3% de leucina. O aumento dos corpos
cetdnicos poderia ser uma consequéncia e, ndo a causa, da menor ingestdo de alimento,
uma vez que os niveis plasmaticos destes compostos aumentam conforme aumenta o grau
de restricdo alimentar (McCormick et al., 1979), sendo os corpos cetdnicos utilizados
como um substrato alternativo de energia. No entanto, no presente estudo, a reducdo do
consumo de racédo, possivelmente, ndo foi o suficientemente drastica ou duradoura para

induzir mudancas nos niveis dos corpos cetonicos das aves.
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Tabela 3. Niveis séricos de triglicerideos (TG), B-hidroxibutirato (B-OHB), amoénia,
acido Urico, albumina, proteinas totais (PT) e glicose de frangos de corte alimentados com
dietas contendo niveis de leucina e valina digestiveis aos 21 dias de idade

o Acido _ _
Tratamento TG B-OHB Amonia Orico Albumina PT Glicose
(mg/dL)  (mg/dL)  (mmol/L) (g/dL) (9/dL)  (mg/dL)
(mg/dL)
Leucina (%)
1,00 118,52 6,46 4,97 5,59 2,10 1,94 277,84
1,24 115,33 7,04 5,29 5,32 1,94 2,02 269,76
1,48 119,96 5,82 5,86 5,28 2,02 2,01 266,75
1,72 117,31 6,28 5,98 5,80 2,09 2,07 261,72
1,96 114,59 6,69 5,73 5,29 1,96 2,02 261,89
Valina (%)
0,60 113,66 6,23 6,11 5,48 2,01 2,05 262,24
0,75 124,99 6,32 5,45 4,77 1,97 1,97 258,50
0,90 110,90 7,19 5,36 5,61 2,00 2,11 267,86
1,05 102,17 6,24 5,79 5,75 2,21 2,09 270,33
1,20 134,00 6,31 5,11 5,66 1,92 1,84 279,02
SEM 3,06 0,17 0,12 0,13 0,04 0,05 2,99
Anova - --P-valor--------- mmmmmmmm e
Leu linear 0,78 0,81 0,01 0,89 0,68 0,49 0,06
Leu quadratica 0,80 0,36 0,10 0,94 0,86 0,57 0,55
Val linear 0,41 0,95 0,04 0,11 0,87 0,32 0,03
Val quadratica 0,09 0,20 0,61 0,58 0,34 0,16 0,46
Leu x Val 0,10 0,55 0,15 0,28 0,60 0,31 0,47

SEM= Erro padrdo da média

Houve efeito linear crescente (P < 0,05) dos niveis de leucina digestiveis para 0s
niveis séricos de amodnia (SA = - 8,854 + 8,338*Leu; R2 = 0,95) aos 21 dias de idade,
indicando um desbalan¢co aminoacidico na corrente sanguinea conforme aumenta a
suplementacdo do aminoacido, possivelmente, por aumentar o catabolismo da valina e
isoleucina. No entanto, a suplementacdo de valina reduziu (P < 0,05) as concentracfes
séricas de amonia. Estas respostas sobre 0s niveis séricos de amonia corroboram que altos
niveis de leucina antagonizam a utilizacdo da valina, efeito adverso que pode ser atenuado
com a suplementacéo dietética do aminoécido.

Embora a suplementacdo de BCAA estimule a sintese de proteinas nos tecidos de

mamiferos (Suryawan et al., 2012), no presente estudo, os niveis de leucina e valina ndo
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influenciaram as concentragcfes séricas de albumina e proteinas totais. Contudo, este
resultado ndo permite descartar o papel dos BCAA sobre a sintese proteica celular das
aves, sendo necessaria a utilizacdo de analises mais especificas para estudar esse assunto.

Os niveis de leucina e valina resultaram em respostas diferentes sobre os niveis
séricos de glicose nos frangos de corte aos 21 dias de idade. Enquanto que a
suplementacéo de leucina reduziu (P < 0,06) esta variavel, a adi¢do de valina a aumentou
(P <0,05).

Resultados semelhantes foram reportados por Nishitani et al. (2005) em ratos
suplementados com BCAA. Sabe-se que a valina é um aminoacido glicogénico, uma vez
que seu esqueleto de carbono é metabolizado em succinil-CoA, intermediario do ciclo
dos acidos tricarboxilicos, o qual pode ser convertido posteriormente em glicose ou
glicogénio (Brosnan & Letto, 1991), aumentando assim, possivelmente, as concentragdes
séricas de glicose das aves. Por outro lado, a leucina estimula de forma aguda a secre¢édo
de insulina nas células B pancreaticas (Yang et al., 2010), promovendo consequentemente
a captacdo de glicose no musculo esquelético (Nishitani et al., 2002), motivo pelo qual a
adicdo de leucina pode ter diminuido as concentracdes séricas de glicose no presente
estudo.

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis sobre
a emissdo de amonia, umidade e nitrogénio da cama (Tabela 4). Apesar das concentracdes
séricas de amonia terem sido influenciadas pelos niveis de leucina digestiveis, a emissao
de amonia da cama ndo foi afetada (P > 0,05) pelas dietas experimentais. Igualmente, o
teor de nitrogénio e umidade da cama ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos
tratamentos.

No presente estudo, evidenciou-se que o principal efeito negativo do excesso de
leucina na dieta foi a reducdo do consumo de racdo das aves, resposta devida, em parte,
pelo aumento nas concentragdes séricas de amonia. Pois, a suplementacdo de leucina em
altos niveis pode ter induzido um desbalango no perfil de aminoacidos na corrente
sanguinea das aves ao aumentar o catabolismo da valina e isoleucina. Contudo, ndo ha

duvida que a diminuicdo da PB favoreceu esse processo.



37

Tabela 4. Emisséo de amonia, umidade e teor de nitrogénio da cama de frangos de corte
alimentados com dietas contendo niveis de leucina e valina digestiveis aos 21 dias de
idade

Emissdo de aménia  Umidade Nitrogénio
Tratamento .
(mg NH3/100g MS dia) (%) (g/dL)
Leucina (%)
1,00 2,69 17,88 3,01
1,24 2,56 18,50 3,09
1,48 2,55 18,33 2,92
1,72 2,81 17,91 3,42
1,96 2,70 18,02 3,45
Valina (%)
0,60 2,58 18,12 3,27
0,75 2,64 18,57 3,37
0,90 2,60 17,84 3,18
1,05 2,72 17,92 2,98
1,20 2,77 18,19 3,09
SEM 0,07 0,16 0,10
Anova e P-Valor-------------------
Leu linear 0,11 0,79 0,09
Leu quadratica 0,60 0,35 0,49
Val linear 0,18 0,65 0,30
Val quadratica 0,81 0,74 0,99
Leu x Val 0,29 0,76 0,36

SEM= Erro padrdo da média

Dietas com baixa proteina sdo formuladas para atender as exigéncias minimas de
aminoacidos, portanto, podem conter niveis menores de valina e isoleucina, o que pode
acentuar o efeito antagonico da leucina. Igualmente, dietas com menor nivel proteico
requerem a suplementacao de um maior nimero de aminodacidos industriais. Sabe-se que
0s aminoéacidos industriais podem entrar na corrente sanguinea mais rapidamente que
fontes de proteina intacta, fator que pode ter acentuado o desbalanco aminoacidico,
aumentando assim, a producdo de amonia.

A suplementacdo de valina permitiu melhorar o consumo de ragéo das aves ao
reduzir os niveis séricos de amonia, 0 que consequentemente aumenta sua exigéncia.
Portanto, o estudo da exigéncia de valina e leucina simultaneamente é de fundamental

importancia para o estabelecimento de niveis adequados destes aminoacidos na dieta.
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Na tentativa de conseguir minimizar as discrepancias nas estimativas de valina,
ainda presentes na literatura, torna-se necessario validar a exigéncia de leucina nas
diferentes fases de criacdo dos frangos de corte, as quais podem estar subestimadas as
necessidades dos frangos de corte modernos, permitindo assim, estabelecer relagdes
ideais entre estes aminoacidos (relacdo valina:leucina digestivel), pois é evidente suas

inter-relagdes.

CONCLUSAO

Baseado na conversdo alimentar, a exigéncia de leucina e valina digestivel em
dietas com baixa proteina é de 1,29 e 0,91%, respectivamente, para frangos de corte na
fase inicial. A interagéo leucina-valina demonstrou influenciar o desempenho, mas néo
os valores séricos e as caracteristicas da cama de frangos de corte submetidos a dietas

com menor nivel proteico na fase inicial.
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IV - Exigéncias de leucina e valina digestiveis em frangos de corte na fase de 21-42
dias de idade

RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de estudar as exigéncias e interacfes
entre a leucina e valina digestiveis em dietas com baixa proteina e, seus efeitos no
desempenho, niveis séricos, caracteristicas da cama e rendimento de carcaca de frangos
de corte na fase de crescimento (21-42 dias). Foram utilizados 1.500 frangos de corte
machos de um dia de idade, da linhagem Cobb—Vantress®, distribuidos em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x5, composto
de cinco niveis de leucina digestivel (1,00; 1,20; 1,40; 1,60 e 1,80%) e cinco niveis de
valina digestivel (0,52; 0,67; 0,82; 0,97 e 1,12%), com trés repeti¢bes de 20 aves cada.
Aos 42 dias de idade, foi observada interacdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina
digestiveis para o consumo de racdo e ganho de peso. Houve efeito quadratico (P < 0,05)
dos niveis de leucina e valina digestiveis para a conversao alimentar, com ponto de
minima estimado nos niveis de 1,19 e 0,86%, respectivamente. O aumento dos niveis de
leucina na dieta reduziu linearmente (P < 0,05) as concentra¢es séricas de triglicerideos
e corpos cetdnicos, porém aumentou os niveis séricos de amonia. A suplementacao de
valina resultou em reducdo quadratica (P < 0,07) das concentragdes séricas de amonia. A
leucina permitiu maximizar o rendimento do peito no nivel de 1,13%, enquanto que a
valina otimizou o rendimento da coxa no nivel de 0,78%. O teor de gordura abdominal
reduziu linearmente (P < 0,05) com o aumento dos niveis de leucina e valina na dieta.
Baseado no desempenho, a exigéncia de leucina e valina digestivel € de 1,19 e 0,86%,
respectivamente, para frangos de corte na fase de crescimento em dietas com menor nivel
proteico. A suplementacéo de leucina e valina pode melhorar o metabolismo dos lipideos,
evitando o aumento da deposicédo de gordura de aves alimentadas com dietas com baixa
proteina bruta na fase de crescimento.

Palavras-chave: aminoacido de cadeia ramificada, amdnia, corpo cetonico,

desempenho, gordura abdominal
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IV — Requirements of digestible leucine and valine for broilers from 21 to 42 days

of age

ABSTRACT - A study was conducted to evaluate the interactions and requirements of
digestible leucine and valine in low-CP diets, and their effects on performance, serum
parameters, litter characteristics, and carcass yield of broiler chickens during the grower
phase (21-42 days). A total of 1,500 1-day-old Cobb-Vantress® male broilers were
distributed in a completely randomized experimental design in a 5x5 factorial
arrangement with 25 treatments with three replicate pens of 20 birds each. Treatments
consisted of five dietary levels of digestible leucine (1.00; 1.20; 1.40; 1.60 and 1.80%)
and five levels of digestible valine (0.52; 0.67; 0.82; 0.97 and 1.12%). At 42 days
interactions (P < 0.05) were observed between dietary leucine and valine levels for feed
intake and BW gain. There was a quadratic effect (P < 0.01) of digestible leucine and
valine levels on feed:gain ratio, with an optimization level of 1.19 and 0.86%,
respectively. Leucine supplementation decreased (P < 0.05) serum concentrations of
triglycerides and ketone bodies, but increased levels of serum ammonia. Valine
supplementation resulted in quadratic reduction (P < 0.07) of the serum ammonia. Breast
yield was maximized at the level of 1.13% leucine, while the leg yield was optimized at
the level of 0.78% valine. Abdominal fat decreased linearly (P < 0.05) with increasing
dietary levels of digestible leucine and valine. Based on feed:gain ratio, digestible leucine
and valine requirements in low-CP diets for male broilers in the grower phase were
estimated between 1.19 and 0.86%, respectively. Valine and leucine supplementation
may improve lipid metabolism and reduce fat deposition of birds fed low-CP diets during
the grower phase.

Key words: abdominal fat, ammonia, branched chain amino acid, ketone body,

performance
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INTRODUCAO

Os aminoé&cidos de cadeia ramificada (BCAA), leucina, isoleucina e valina, sdo 0s
Unicos aminodcidos metabolizados primariamente no musculo esquelético, servindo
como precursores para a sintese de proteinas musculares e como fonte de energia para
varios tecidos (Broshan & Letto, 1991). Do mesmo modo, os BCAA sdo fonte importante
de nitrogénio para a sintese de alanina e glutamina (Holecek, 2002), aminoacidos chaves
na remocao do excesso de nitrogénio, o qual é transportado do musculo esquelético para
o figado e, utilizado na sintese de acido Urico e de outros aminoacidos ndo essenciais
(Stevens, 1996).

Os BCAA provenientes da dieta entram na circulacdo portal, mas normalmente
desviam-se do figado e prosseguem para os tecidos periféricos onde sdo retidos e
catabolizados (Platell et al., 2000). As etapas iniciais do catabolismo do BCAA sdo iguais
para os trés aminoacidos, envolvendo a enzima aminotransferase de aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAAT) e o complexo enzimatico desidrogenase de a-cetoacidos de
cadeia ramificada (BCKD) (Brosnan & Brosnan, 2006).

Os trés BCAA apresentam interagcdes antagonicas entre si quando fornecidos em
excesso (Harper et al., 1984), mas € a leucina que induz a efeitos mais notdrios. Altos
niveis de leucina na dieta aumentam as necessidades dietéticas dos outros dois BCAA em
aves (Smith & Austic, 1978), suinos (Langer et al., 2000) e ratos (May et al., 1991), visto
que favorecem a ativacdo do complexo BCKD (D'Mello & Lewis, 1970), portanto, o
aumento da inclusdo da leucina conduz & maior oxidagdo da valina e isoleucina,
diminuindo as concentragcdes destes aminodcidos na corrente sanguinea e no tecido
muscular (Harper et al., 1984).

O elevado custo dos ingredientes proteicos e a crescente pressdao em reduzir a
excre¢do de nitrogénio ao meio ambiente tém aumentado o interesse da inddstria em
utilizar dietas com baixo nivel proteico. Entretanto, dietas com reducéo da PB, acima de
trés pontos percentuais, requerem a suplementacdo de um maior nimero de aminoacidos
industriais, 0s quais podem entrar na corrente sanguinea mais rapidamente que fontes de
proteina intacta, situacdo que pode ocasionar um desbalanco no perfil aminoacidico
(Aftab et al., 2006) e, portanto, acentuar o efeito antagdnico entre os BCAA.

Dietas para aves na fase de crescimento apresentam maior relacdo energia:proteina,
consequentemente, a proporcao do milho aumenta na dieta para atender a maior demanda

energética. Sabe-se que a proteina do milho é desproporcionalmente elevada em leucina
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em relacdo a valina e isoleucina (Rostagno et al., 2011), deste modo, o efeito antagbnico
entre os BCAA poderia ser mais pronunciado para aves nesta fase.

Considerando que os BCAA apresentam evidentes inter-relacdes e demonstraram
influenciar o balanco do nitrogénio (Platell et al., 2000), torna-se importante estudar suas
exigéncias e, deste modo, minimizar o desequilibrio destes aminoacidos em dietas com
baixa proteina, na busca de reduzir a excrecao de nitrogénio e a emissao de amdnia da
cama dos frangos de corte, bem como, a poluicdo ambiental. Contudo, existem limitadas
pesquisas direcionadas a estudar as exigéncias de valina e leucina, bem como suas
interagOes para frangos de corte na fase de 21-42 dias.

Com base nessas afirmacdes, o objetivo deste estudo foi estudar as interacOes e
exigéncias de leucina e valina digestivel em dietas com baixa proteina e, seus efeitos no
desempenho, niveis séricos, composicdo da cama e rendimentos de carcaca e cortes de

frangos de corte na fase de crescimento (21-42 dias).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringa - UEM. O protocolo de experimentacao
animal utilizado foi previamente aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da UEM (parecer nimero 107/2012).

Foram utilizados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb—Vantress® distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x5, totalizando 25 tratamentos, com trés repeticdes e 20
aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco niveis de leucina
digestivel (1,00; 1,20; 1,40; 1,60 e 1,80%) e cinco niveis de valina digestivel (0,52; 0,67;
0,82; 0,97 e 1,12%).

As aves foram alojadas em um galpdo climatizado com ventilacdo de pressédo
negativa e placa evaporativa. As aves foram criadas em boxes de 2,0 m2. Empregou-se
um programa de iluminagdo continua durante a primeira semana e de 23 horas de luz
diarias, até o final do periodo. O material utilizado como cama foi maravalha de primeiro
uso. Agua e racéo foram fornecidas a vontade.

O experimento foi conduzido durante a fase de 21-42 dias, portanto, as aves
receberam uma dieta convencional a base de milho e farelo de soja até os 20 dias de idade
e as dietas experimentais até os 42 dias.
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Foram analisados o contedo de aminoacidos totais (método 994,12) e proteina
bruta (método 968,06) de todos os ingredientes (milho, farinha de carne e 0ssos, farelo
de soja e farelo de trigo) antes da formulacéo das racGes e de amostras representativas das
dietas experimentais, de acordo com os procedimentos descritos pelo AOAC (2006). Os
valores de aminoéacidos digestiveis dos ingredientes foram calculados utilizando-se 0s
coeficientes de digestibilidade de Rostagno et al. (2011) e o contetdo analisado de
aminoacidos totais.

A racdo basal com reducdo dos niveis proteicos foi formulada de acordo com os
valores de composicdo quimica dos alimentos e as recomendag¢Bes nutricionais para
frangos de corte machos de desempenho médio propostas por Rostagno et al. (2011),
exceto para a leucina e valina digestivel (Tabela 1). As demais racGes experimentais
foram obtidas mediante a suplementacdo de leucina e valina na racdo basal, em
substituicdo ao inerte.

A deficiéncia de leucina digestivel foi obtida com a reducdo do nivel de proteina da
dieta. Nesse contexto, a farinha de carne e 0ssos e o farelo de trigo foram utilizados na
formulaco das ragdes por apresentarem menor teor de leucina digestivel em relacéo a
seu contetdo de proteina (relagdo leucina/proteina - Leu/PB), em comparagao com outros
ingredientes, deste modo, evitando-se reduc@es excessivas da proteina, ao mesmo tempo
que pode ser obtido um nivel deficiente de leucina na dieta. A relacdo Leu/PB na farinha
de carne e 0ssos e no farelo de trigo é de 4,9 e 4,7%, respectivamente, enquanto que no
milho e farelo de soja é de 11,4 e 7,1% (Rostagno et al., 2011).

Os frangos e as ragoes foram devidamente pesados aos 21, 28, 35 e 42 dias de idade,
para avaliagcdo do desempenho (consumo de ragao, ganho de peso e conversao alimentar).
A mortalidade das aves foi registrada diariamente, assim como, suas possiveis causas
foram determinadas por necropsia, e ainda as aves foram pesadas, para ajustar o0 consumo

de racdo e a converséo alimentar.
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Tabela 1. Composicdo percentual e calculada da dieta basal (21 — 42 dias)

Item Dieta basal
Ingrediente, %
Milho 70,11
Farelo de soja 45% 9,73
Farelo de trigo 5,04
Farinha de carne e 0sso 49% 3,09
Oleo de soja 3,50
Fosfato bicélcico 0,35
Calcario 0,44
Sal comum 0,40
Cloreto de potassio 0,24
supl, Min — Vit 0,40
Inerte (Caulim)? 1,60
L-Glu 99,4% 2,50
DL-Met 99% 0,41
L-Lys HCI 78,5% 0,74
L-Thr 98% 0,29
L-Val 98% 0,02
L-1le 98% 0,32
L-Arg 99% 0,43
L-Trp 98% 0,09
Gly 97% 0,30
Composicéo calculada®
PB, % 16,00
EM, kcal/kg 3.125
Célcio, % 0,69
Cloro, % 0,31
Fosforo disponivel, % 0,32
Potéssio, % 0,58
Sédio, % 0,20
Gly+Ser dig, % 1,40
Arg dig, % 1,13
lle dig, % 0,71
Lys dig, % 1,04
Met+Cys dig, % 0,76
Thr dig, % 0,68
Trp dig, % 0,19
Leu dig, % 1,00
Val dig, % 0,52
Fibra bruta, % 2,27
Relacdo AEE:AANE 42:58
BED, mEqg/kg 148

1Suplemento vitaminico e mineral de crescimento (Contetdo por kg de ragdo): Vit. A (acetato de
retinol), 2148 Ul; Vit. D3 (colecalciferol), 1225 Ul; Vit. E (acetato de dl-a-tocoferol), 3100 Ul,;
Vit. K3 (menadiona dimetilpirimidinol), 1,5 mg; Vit. B1 (tiamina mononitrato), 1,6 mg; vit. B12
(cianocobalamina), 16,7 ug; riboflavina, 5,3 mg; piridoxina, 2,5 mg; niacina (niacinamida), 36
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mg; acido pantaténico, 13 mg; acido folico, 0,8 mg; d-biotina, 0,1 mg; cloreto de colina, 270;
BHT (hidroxitolueno butilado), 5,8; Fe (ferro sulfato de mono-hidrato), 50 mg; Cu (cobre
pentahidrato sulfato), 12 mg; | (iodato de célcio), 0,9 mg; Zn (6xido de zinco), 50 mg; Mn (6xido
manganoso), 60 mg; Se (Selenito de sddio), 0,2 mg; Co (sulfato de cobalto), 0,2 mg.

2Inerte (Caulim) — A adicdo de AA industriais foi em substituicdo ao inerte.

3Valores calculados e analisados (em parénteses): PB 16,00 (15,92); Leu 1,10 (1,15); Val 0,59
(0,63); lle 0,77 (0,79); Lys 1,12 (1,10); Met+Cys 0,82 (0.79); Arg 1,19 (1,23).

Aos 42 dias de idade, foram colhidas amostras de sangue (2 ml /aves) da veia
jugular de duas aves por unidade experimental, selecionadas com base no peso de cada
repeticdo (médiat5%). As amostras foram mantidas em gelo e centrifugadas a 3000 RPM
durante 10 minutos, sendo o soro armazenado a -80 °C até as analises. As amostras de
soro foram descongeladas a 4 °C, e as concentragdes séricas de triglicérides, acido drico,
albumina, proteinas totais e glicose foram analisadas mediante o uso de kits comerciais
(Gold Analisa Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), de acordo com o0s
procedimentos descritos por Tietz (1986). A amonia sérica foi determinada conforme
descrito por Ishihard et al. (1972), procedimento no qual a amodnia reage com 0 2-
cetoglutarato e NADH em uma reacdo catalisada pela enzima glutamato+desidrogenase,
ocorrendo oxida¢do do NADH a NAD. As concentragdes séricas de B-hidroxibutirato
(corpos cetdnicos) foram analisadas mediante ensaio colorimétrico (EnzyChrom™,
BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) como descrito por Hultman (1974).

Aos 42 dias de idade, foram colhidas amostras de cama, em trés pontos por box,
mantendo uma distancia minima de 10 cm de bebedouros e comedouros, procurando-se
retirar um volume em torno de 500 gramas de amostra. Posteriormente, essas trés
amostras foram homogeneizadas e utilizadas imediatamente para determinar a quantidade
de amonia liberada pela cama conforme a metodologia de Hernandes & Cazetta (2001),
e utilizadas para analisar a MS e o teor de nitrogénio (AOAC, 2006).

Para determinacao do rendimento de carcaca, aos 42 dias de idade, foi utilizada uma
ave por unidade experimental, selecionada com peso de acordo com a média da repeticéo,
bem como, submetida a seis horas de jejum, sendo abatida por insensibilizagdo com
choque elétrico e posterior sangria.

Para o calculo do rendimento de carcaca foi considerado o peso da carcaca
eviscerada, sem 0s pes, cabeca e gordura abdominal, em relagdo ao peso vivo das aves
que foram pesadas individualmente antes do abate. Para o rendimento dos cortes, foi
considerado o rendimento do peito inteiro e pernas (coxa e sobrecoxa), que foi calculado

em relacdo ao peso da carcacga eviscerada. A gordura abdominal presente ao redor da
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cloaca, da bolsa cloacal, moela, proventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi
retirada conforme descrito por Smith (1993), e pesada e também calculada em relacdo ao
peso da carcaca eviscerada.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do software SAS
(SAS Institute, 2009). Foram avaliados o termo linear e quadratico das variaveis
independentes e a interacao entre essas variaveis. Os termos que nao foram significativos
(P > 0,05) foram eliminados do modelo final e, em seguida, o teste da razdo de
verossimilhanga foi utilizado para testar a significancia entre 0 modelo completo e o
modelo reduzido e, deste modo, determinar o modelo mais adequado. Posteriormente, foi

gerada uma equacdo polinomial de segundo grau como descrito por Box et al. (1987):

K Kk
Y =B +Zﬁixi +Zﬁiixi2 + ZZﬁinin +¢€,
i=1 i=1 '

i<j

Onde Y é a variavel resposta, X; representa as variaveis de entrada (niveis de leucina
e valina digestiveis), Bo € a constante, Bi € o coeficiente do pardmetro linear, Bii € 0
coeficiente do parametro quadratico, Bi; € o coeficiente da interagio e € o erro residual. O
ponto estacionario (ponto de minima ou maxima de resposta) da equacédo de segundo grau
foi calculado tomando-se a primeira derivada da equacao quadratica e igualando-a a zero,

COmo seque:

Y =00+ B X; + B2 Xz + B11X12 + 322X22+ B12X1X>,

ay
G_Xl =By + 2B11X; + B12X, =0,

ayYy
a_xz = By + 2B22 X5 + B12X; =0,

Em seguida, o sistema de equacéo foi resolvido para assim encontrar os valores de
X1 e Xz Quando as interagdes foram significativas, foram gerados graficos
tridimensionais de superficie resposta com seus respectivas curvas de contorno
utilizando-se o Software StatSoft (2008). As exigéncias de leucina e valina digestivel
foram estabelecidas considerando-se 0 95% de confianca do ponto de minima ou maxima
resposta. Todas as analises estatisticas foram baseadas em uma probabilidade de P < 0,05,

salvo quando indicado o contrério.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 42 dias de idade, foi observada interacéo (P < 0,01) entre o termo linear da leucina
e 0 quadratico da valina (Leu*Val®) para o consumo de ragio (Tabela 2). Esta interagio
foi mantida no modelo final (CR = 6106,59 — 4153,852*Leu — 4906,275*Val +
2382,01*Val’> + 8759,862*LeuVal — 4464,55*LeuVal®;, R?> = 0,81), uma vez que
verificou-se a importancia desta interacdo para explicar as respostas obtidas no consumo
de racdo, através do teste da Razdo de Verossimilhanga. Os niveis de leucina reduziram
linearmente (P < 0,05) esta variavel, enquanto que os niveis de valina resultaram em
efeitos quadraticos (P < 0,01) diferentes para cada nivel de leucina estudado (interacédo
Leu*Val?), efeito que pode ser observado nos contornos do grafico tridimensional (Figura
1), onde existe uma faixa ideal de niveis de valina para maximizar o consumo de ragao,
0s quais estdo condicionados ao nivel dietético de leucina.

A partir da equacdo obtida e ao calcular os valores preditos foram estimados niveis de
valina digestiveis de 0,88; 0,90; 0,90; 0,91 e 0,92% para maximizar o consumo de racao
das aves, dentro dos niveis de leucina de 1,0% (CR = 1952,74 + 3853,59*Val -
2082,54*Val?); 1,2% (CR = 1121,97 + 5605,56*Val -2975,45*Val?); 1,4% (CR = 291,2
+ 7357,53*Val -3868,36*Val?); 1,6% (CR = -539,57 + 9109,50*Val -4761,27*Val?) e
1,8% (CR = -1370,34 + 10961,48*Val -5654,18*Val?), respectivamente. De acordo com
os resultados, é possivel afirmar que a exigéncia de valina para 0 consumo de ragdo
aumenta linearmente conforme aumenta o nivel de leucina em dietas com baixa PB (Exig.
Val = 0,834 + 0,048*Leu; R2=0,97), uma vez que o0 excesso de leucina pode aumentar o
catabolismo da valina.

A suplementacdo de leucina na dieta aumenta a formagéo do o-cetoisocaproato
(KIC), a-cetoacido da leucina resultante da primeira reacdo envolvida no catabolismo
deste aminoacido, em um processo catalisado pela enzima aminotransferase de
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAT) (Brosnan & Brosnan, 2006). O KIC inibe a
desidrogenase de a-cetoacidos de cadeia ramificada quinase (BCKD quinase), permitindo
assim, o aumento da atividade do complexo BCKD por desfosforilagdo da sua subunidade
Ela pelo BCKD fosfatase (Harris et al., 2005). O BCKD é um complexo enzimaético
chave envolvido na degradacdo dos trés BCAA (Harris et al., 2001). Deste modo, o

aumento da inclusdo de leucina diminui as concentracBes plasmaticas da valina e
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isoleucina ao aumentar a concentracao intracelular do KIC e favorecer indiretamente a

ativacdo do complexo BCKD.

Tabela 2. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de leucina e valina digestivel durante a fase de 21-42 dias de idade

Consumo de Converséo alimentar
Tratamento Ganho de peso (Q)
racéo (g)" (9/g)
Leucina (%)
1,00 3630,4 19427 1,875
1,20 3570,7 1984,0 1,807
1,40 3559,3 1934,7 1,858
1,60 3486,9 1855,1 1,900
1,80 3498,7 1828,0 1,934
Valina (%)
0,52 3004,3 1448,0 2,084
0,67 3628,7 1959,3 1,854
0,82 3690,7 2075,3 1,779
0,97 3687,3 2044,0 1,806
1,12 3735,1 2017,8 1,852
SEM 36,45 29,92 0,02
Anova e P-Valor-----------=----------—-
Leu linear 0,01 0,001 0,001
Leu quadratica 0,58 0,05 0,01
Val linear 0,02 0,001 0,03
Val quadratica 0,001 0,001 0,001
Leu x Val 0,01 0,001 0,41

YInteracio Leu x Val® (P<0,01); O teste da razdo de verossimilhanca indicou que ha
diferenga (P = 0,004) entre 0 modelo completo e o modelo reduzido para o consumo de
racéo.

SEM= Erro padrdo da média

O a-cetoisovalerato (KIV) e a-ceto-pB-metilvalerato (KMV), a-cetoacidos da valina
e isoleucina, respectivamente, inibem também o BCKD quinase, mas com menor eficacia
que o KIC (Brosnan & Brosnan, 2006), razdo pela qual o excesso de valina ou isoleucina

resulta, na maioria das ocasides, em pequenas deplecdes das concentra¢es dos outros
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dois BCAA, como encontrado em alguns estudos (Smith & Austic, 1978; Burnham et al.,
1992).
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Figura 1. Efeito dos niveis de leucina e valina digestiveis sobre o consumo de racéo de

frangos de corte alimentados com dietas com baixa PB na fase de 21 - 42 dias de idade.

Foi observada interacdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis
(Leu*Val) para o ganho de peso. Conforme a equacdo ajustada (GP= -678,363 +
65,802*Leu — 298,452*Leu? + 6171,797*Val — 3880,634*Val? + 720,444*LeuVal; R? =
0,89), o ganho de peso pode ser maximizado em dietas com baixa proteina, com a
utilizacdo de niveis dietéticos de leucina e valina de 1,15 e 0,86%, respectivamente
(Figura 2).

N&o houve interagdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis para
a conversao alimentar. N&o obstante, a conversdo alimentar apresentou efeito quadratico
(P < 0,05) em funcédo dos niveis de leucina e valina digestiveis (CA= 3,96 — 0,868*Leu +
0,347*Leu? — 3,736*Val + 2,07*Val?; R? = 0,70), com ponto de minima estimado nos
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niveis de 1,19 e 0,86%, respectivamente, representando uma rela¢do de valina:leucina
digestivel de 0,72.

RelacGes semelhantes foram estimadas a partir das recomendages nutricionais do
NRC (1990) e Rostagno el al. (2011), como valores de 0,75 e 0,72, respectivamente.
Relagdes menores de valina:leucina, de 0,59 e 0,64 foram estimadas com base nos

resultado obtidos por Tavernari et al. (2013) e Nascimento et al. (2015) para frangos de
corte na fase de crescimento.
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Figura 2. Efeito dos niveis de leucina e valina digestiveis sobre o ganho de peso de

frangos de corte alimentados com dietas com baixa PB na fase de 21 - 42 dias de idade.

Poucas pesquisas estudaram a exigéncia de leucina para frangos de corte na fase de
21-42 dias. O NRC (1994) recomenda niveis totais de leucina de 1,09% para frangos de
corte na fase de 21-42 dias, baseados apenas na exigéncia de lisina para este periodo (21-
42 dias) e na relagdo leucina:lisina da fase de 1-21 dias, isto devido & falta de dados

experimentais. No entanto, 0 método utilizado pelo NRC (1994), apesar de ser prético,
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ndo considera as possiveis interacdes entre a leucina e os outros BCAA, fator que pode
influenciar as exigéncias destes aminoacidos.

Embora existam varias pesquisas que determinaram as exigéncias de valina para
frangos de corte na fase de crescimento, ainda existem algumas discrepancias em suas
estimativas. Mack et al. (1999) recomendaram niveis de valina digestivel de 0,76% para
aves no periodo crescimento, sendo esta estimativa menor as determinadas no presente
estudo.

Corzo et al. (2007) estimaram niveis de valina digestivel de 0,74% para frangos de
corte na fase de 21-42 dias em dietas com 17% de PB. Um ano mais tarde e, mesmo
utilizando aves com maior idade (28-42 dias), Corzo et al. (2008) estimaram niveis de
valina digestiveis maiores, sendo estes de 0,78%. Posteriormente, Tavernari et al. (2013)
e Nascimento et al. (2015) determinaram niveis de valina digestiveis de 0,80 e 0,85%,
respectivamente, para aves na fase de crescimento. Estes estudos sugerem que a exigéncia
de valina tem aumentado no decorrer dos anos, isto devido, principalmente, a rapida taxa
de crescimento dos frangos de corte modernos, resultado do continuo melhoramento
genético, 0 que aumenta as necessidades metabolicas de nutrientes nas aves,
principalmente de aminoécidos. Refor¢ando a necessidade de constantes atualizagdes nas
exigéncias nutricionais para os frangos de corte.

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis sobre
as concentracdes sericas de triglicerideos, B-hidroxibutirato (corpo cetdnico), amonia,
acido urico, albumina, proteinas totais e glicose (Tabela 3).

Embora a leucina seja um aminoécido cetogénico, o aumento dos niveis de leucina
na dieta reduziram linearmente (P < 0,05) as concentracfes séricas de triglicerideos (TG=
61,245 - 6,6133*Leu; R2=0,92) e B-hidroxibutirato (B-OHB= 11,171 -1,696*Leu;
R?=0,70) nos frangos de corte. A leucina evidenciou aumentar o gasto energético de ratos
(Zhang et al., 2007; Binder et al., 2013), provavelmente, ao aumentar atividade no
hipotdlamo do alvo mecanistico de rapamicina (mechanistic Target of Rapamycin -
mTOR) (Cota et al., 2006).

A ativacdo do mTOR hipotalamico aumenta a expressao do pré-opiomelanocortina
(POMC) no nucleo arqueado do hipotalamo, reduzindo o consumo de ra¢do e aumentado
0 gasto energético (Cota et al., 2006; Martinez de Morentin et al., 2014). Deste modo, a
suplementacdo de leucina pode ter reduzido os niveis sanguineos de triglicerideos das
aves ao ativar os neur6nios hipotalamicos, via mTOR, que expressam o POMC,

reduzindo o consumo de energia e, portanto, o estoque energético. Do mesmo modo, a
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menor ingestao de alimento nos altos niveis de leucina pode ter reduzido a disponibilidade
de nutrientes para o crescimento das aves, minimizando assim, as reservas energéticas

nos tecidos.

Tabela 3. Niveis séricos de triglicerideos (TG), B-hidroxibutirato (B-OHB), amoénia,
acido rico, glicose, albumina e proteinas totais (PT) de frangos de corte alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de leucina e valina digestivel aos 42 dias de idade

TG ) Acido ) .
B-OHB  Amodnia . Glicose  Albumina PT
Tratamento (mg/d (mgldL)  (mmol/L) Urico (m/dL) (/L) (/L)
(mg/dL)
Leucina
(%)
1,00 55,13 9,92 4,78 4,56 251,47 1,51 3,22
1,20 52,51 8,74 4,98 4,74 254,59 1,37 3,31
1,40 52,43 8,48 5,04 4,80 246,47 1,43 3,07
1,60 50,17 8,50 5,17 5,00 256,14 1,50 2,90
1,80 49,69 8,34 5,53 4,94 250,48 1,46 3,18
Valina (%)
0,52 51,96 8,84 5,56 4,21 249,15 1,41 3,03
0,67 52,63 8,43 5,35 4,70 252,40 1,36 3,01
0,82 51,23 8,94 4,60 5,37 257,79 1,59 3,30
0,97 52,18 8,82 4,94 4,95 251,57 1,42 3,09
1,12 51,93 8,96 5,06 4,80 248,23 1,49 3,25
SEM 0,74 0,16 0,13 0,11 2,08 0,03 0,07
Anova P-Valor -
Leu linear 0,01 0,01 0,04 0,21 0,98 0,89 0,34
Leu quadratica 0,73 0,57 0,72 0,71 0,99 0,56 0,49
Val linear 0,92 0,08 0,09 0,06 0,85 0,32 0,27
Val quadréatica 0,93 0,73 0,07 0,01 0,14 0,54 0,83
Leu x Val 0,53 0,92 0,33 0,62 0,10 0,98 0,55

SEM= Erro padrdo da média

Houve efeito linear crescente (P < 0,05) dos niveis de leucina digestivel para 0s
niveis séricos de amonia (SA = 3,899 + 0,863*Leu; R2 = 0,91) aos 42 dias de idade,
indicando um excesso de nitrogénio, resultado devido, possivelmente, ao aumento do
catabolismo dos outros BCAA. Por outro lado, os niveis de valina resultaram em efeito
quadrética (P < 0,07) sobre as concentracGes séricas de amonia (AS = 9,47 -10,431*Val
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+ 5,815*Val?; R?=0,76), sendo estimada a menor concentragdo no nivel de valina
digestivel de 0,85%.

Nas aves, 0 excesso de nitrogénio é eliminado na forma de acido Urico, no entanto,
as concentragdes deste composto orgéanico ndao foram influenciadas (P > 0,05) pelos
niveis de leucina digestivel. Por outro lado, os niveis de valina digestivel maximizaram
(P < 0,05) as concentracdes sericas de acido drico (SUA = -0,715 + 13,325*Val -
7,534*Val?, R? = 0,86) no nivel de 0,84%.

A valina e a isoleucina sao as principais fontes de carbono para a sintese endégena
de glutamina (Chang & Goldberg, 1978; Brosnan & Brosnan, 2006). A glutamina
favorece a remocdo do excesso de amdnia proveniente do metabolismo proteico (Olsen
et al., 1963) e participa na formacdo do acido Urico ao fornecer dois &tomos de carbono
na biossintese deste composto organico (Stevens, 1996). Deste modo, a suplementacédo
de valina pode ter aumentado as concentragOes sericas de &cido urico ao favorecer a
sintese de glutamina e, portanto, diminuindo os niveis toxicos de amonia. A leucina pode
fornecer grupos amino na sintese da glutamina, mas ndo esqueletos de carbono ao ser um
aminoacido estritamente cetogénico (Chang & Goldberg, 1978).

Apesar de alguns estudos indicarem que os BCAA influenciam o metabolismo da
glicose (Zhang et al., 2007; Higuchi et al., 2011), as concentragdes séricas de glicose ndo
foram afetadas (P > 0,05) pelos niveis de leucina e valina digestiveis. Igualmente, os
niveis sericos de albumina e proteinas totais ndo foram influenciados (P > 0,05).

N4o houve interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis sobre
a emissdo de amonia, umidade e nitrogénio da cama (Tabela 4). No entanto, um efeito
marginal dos niveis de leucina foi observado (P < 0,07) na emissdo de amonia da cama,
uma vez que esta variavel aumentou linearmente conforme aumentaram o0s niveis de
leucina digestiveis na dieta, resposta que pode ser devida as altas concentracdes séricas
de amonia nas aves alimentadas com altos niveis de leucina. Contudo, a umidade e

conteudo de nitrogénio da cama ndo foram afetados (P > 0,05) pelos tratamentos.
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Tabela 4. Emisséo de amonia, umidade e teor de nitrogénio da cama de frangos de corte
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de leucina e valina digestivel aos 42
dias de idade

Tratamento Emissdo de ambnia  Umidade Nitrogénio
(mg NHs/100g MS dia) (%) (g/dL)
Leucina (%)
1,00 2,35 39,63 3,13
1,20 2,34 39,56 3,05
1,40 2,42 39,64 3,09
1,60 2,84 39,63 3,10
1,80 2,77 39,54 3,14
Valina (%)
0,52 3,00 39,60 3,10
0,67 2,52 39,58 3,05
0,82 2,17 39,59 3,12
0,97 2,67 39,65 3,08
1,12 2,36 39,57 3,17
SEM 0,11 0,03 0,02
Anova e P-Valor-------------------
Leu linear 0,07 0,98 0,63
Leu quadratica 0,81 0,23 0,34
Val linear 0,13 0,16 0,35
Val quadratica 0,18 0,24 0,42
Leu x Val 0,54 0,99 0,56

SEM= Erro padrdo da média

Né&o foi observada interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis
sobre os rendimento de carcaca e de cortes e o teor gordura abdominal (Tabela 5). Houve
efeito quadratico (P < 0,05) dos niveis de leucina e valina digestiveis para o rendimento
do peito (Peito= 32,85+ 11,17*Leu - 4,693*Leu?, R2= 0,97) e da coxa (Coxa= 20,85 +
24,75*Val - 14,98*Val?; R2= 0,91), respectivamente. A leucina permitiu maximizar o
rendimento do peito no nivel de 1,13%, enquanto que a valina otimizou o rendimento da
coxa no nivel de 0,78%. Esse resultado demonstra que os niveis de leucina e valina

digestiveis necessarios para aumentar o rendimento do peito e da coxa parecem ser
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menores que 0s requeridos para um Otimo desempenho. Estudos prévios também

reportaram menor exigéncia de aminoacidos para otimizar o rendimento de cortes do que

para maximizar o desempenho das aves (Mack et al., 1999; Corzo et al., 2007).

Tabela 5. Rendimento de carcaga, cortes e gordura abdominal de frangos de corte
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de leucina e valina digestivel aos 42

dias de idade
Tratamento Carcaca Peito Coxa Gordura
(%) (%) (%) abdominal (%)

Leucina (%)
1,00 70,19 39,32 30,07 4,14
1,20 70,78 39,59 30,11 3,91
1,40 70,44 38,91 30,19 3,75
1,60 70,68 38,36 30,61 3,70
1,80 70,31 36,67 30,64 3,58

Valina (%)
0,52 70,21 37,58 30,20 4,48
0,67 70,13 39,03 31,33 4,01
0,82 70,31 38,59 30,66 3,54
0,97 70,82 38,95 30,44 3,42
1,12 70,92 38,71 28,98 3,64

SEM 0,17 0,26 0,20 0,10

Anova 0 e P-Valor--------------emmmeem -
Leu linear 0,91 0,01 0,21 0,03
Leu quadratica 0,34 0,05 0,83 0,65
Val linear 0,08 0,13 0,01 0,01
Val quadratica 0,63 0,18 0,001 0,17
Leu x Val 0,27 0,63 0,71 0,95

SEM= Erro padrdo da média

Houve efeito linear decrescente (P < 0,05) dos niveis de valina (GA = 5,371 -
1,726*Val; R? = 0,89) e leucina digestiveis (GA =4,633 — 0,551*Leu; R?>=0,94) no teor

de gordura abdominal. A leucina pode ter reduzido o teor de gordura ao diminuir 0s niveis

de triglicerideos no sangue e, possivelmente, no tecido adiposo. Entretanto, a valina ndo
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afetou as concentracdes séricas de triglicerideos e de B-hidroxibutirato, indicando que
este aminoacido pode atuar no metabolismo dos lipidios de forma diferente da leucina.
Estudo prévio relatou o papel da valina no controle da sintese de acidos graxos (Taylor
& Halperin, 1975). Deste modo, a suplementacdo de valina pode ter reduzido o contetido
de gordura abdominal ao diminuir a sintese de acidos graxos, no entanto, sem estimular
a degradacdo dos lipidios.

Apos realizar uma extensa revisdo de literatura, ficou evidente que sdo escassas as
estimativas das exigéncias dos BCAA para frangos de corte na fase crescimento (21-42
dias), principalmente, com relagdo ao aminoécido leucina. No presente estudo, o
desempenho melhorou até o nivel de leucina digestivel de 1,19%, sendo este valor maior
que o nivel recomendado na literatura, sugerindo a necessidade de redefinir as exigéncias
deste aminoéacido, as quais podem estar subestimadas em dietas com menores niveis
proteicos.

Acima de 1,19% de leucina digestivel em dietas com baixa proteina, o efeito
antagbnico da leucina sobre a valina manifestou-se, prejudicando os parametros
produtivos das aves. O consumo de racdo foi a varidvel mais afetada pela interacdo
leucina-valina. A adigdo dietética de valina aumentou o consumo de ragdo, minimizando
parcialmente o efeito negativo da leucina sobre esta variavel, o que consequentemente
aumenta sua exigéncia.

Embora dietas com menor contetdo de proteina tenham demonstrado aumentar o
teor de gordura na carcaca das aves, a suplementacdo de leucina e valina, em niveis
adequados, nestas dietas pode melhorar a qualidade da carcaca, ao reduzir a deposigéo de

gordura, aumentando assim, a deposicao de tecido magro.

CONCLUSAO

Baseado na conversdo alimentar, a exigéncia de leucina e valina digestivel é de 1,19
e 0,86%, respectivamente, para frangos de corte na fase de crescimento em dietas com
menor nivel proteico. A suplementacéo de leucina e valina pode melhorar o metabolismo
dos lipideos, evitando o aumento da deposi¢do de gordura de aves submetidas a dietas

com baixa proteina bruta na fase de crescimento.
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V - Expressdo dos genes envolvidos na tradu¢do do RNAmM em proteina no musculo
pectoralis major e parametros 6sseos de frangos de corte suplementados com
leucina e valina

RESUMO - Foram realizados trés experimentos com objetivo de estudar o efeito da
suplementacao de leucina e valina sobre a expressdo do RNAm dos genes mTOR, S6K1,
elF4E<4EBP1 e eEF2 no tecido muscular das aves no periodo de 1-21 dias (experimento
1), e compreender o efeito destes aminoéacidos sobre o didmetro do musculo pectoralis
major e 0s parametros 6sseos de frangos de corte na fase de 1-21 (experimento II) e de
21-42 dias de idade (experimento I11). No experimento I, foram utilizados 540 pintos de
corte machos de um dia de idade, distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3x3, totalizando 9 tratamentos, com trés
repeticdes e 20 aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de trés niveis
de leucina (1,00; 1,48 e 1,96%) e trés niveis de valina (0,60; 0,90 e 1,20%). No
experimento Il (1-21 dias) e Il (21-42 dias), foram utilizados 1.500 pintos de corte
machos de um dia de idade, da linhagem Cobb—Vantress® distribuidos em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5x5, totalizando
25 tratamentos, com trés repeticGes e 20 aves por unidade experimental. Os niveis de
leucina e valina digestiveis utilizados na fase inicial (experimento Il) variaram de 1,00 a
1,96% e de 0,60 a 1,20%, enquanto que na fase de crescimento (experimento Il1), foram
de 1,00 a 1,80% e de 0,52 a 1,12%, respectivamente. Ndo houve (P > 0,05) interacdo
entre os niveis de leucina e valina sobre a expressdo do RNAm dos genes estudados aos
21 dias, nem para o diametro da fibra muscular do musculo pectoralis major das aves aos
21 e 42 dias de idade. A suplementacéo de leucina aumentou (P < 0,05) a expressdo do
RNAmM dos genes mTOR e S6K1 no tecido muscular e reduziu linearmente (P < 0,05) a
area da zona de cartilagem hipertroéfica da tibia dos frangos aos 21 dias de idade. A adicdo
de valina na dieta nédo influenciou (P > 0,05) a expressao dos genes estudados. Foi
observada interagdo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis para a
resisténcia 0ssea da tibia aos 21 dias, mas ndo aos 42 dias de idade (P > 0,05). A
suplementacdo de leucina pode estimular a expressao do RNAm dos genes mTOR e S6K1
no musculo pectoralis major dos frangos de corte na fase inicial. Niveis adequados de
leucina e valina podem ser essenciais na formacao da estrutura éssea, resultando em 0ssos
com maior resisténcia em frangos de corte no periodo de 1-21 dias de idade.

Palavras-chave: expressao génica, musculo esquelético, traducao
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V — Expression of genes involved in mRNA translation into protein in pectoralis
major muscle and the bone parameters of broilers supplemented with leucine and

valine

ABSTRACT - Three experiments were conducted to evaluate the effect of leucine and
valine supplementation on mRNA expression of genes mTOR, S6K1 elF4E-4EBP1 and
eEF2 in the muscle tissue of broilers from 1-21 days (experiment 1), and to understand
the effect of these amino acids on the fiber diameter of the pectoralis major muscle and
bone parameters of broiler chickens from 1-21 (experiment Il) and 21-42 days old
(experiment 111). In the experiment I, a total of 540 1-day-old Cobb-Vantress® male
broilers were distributed in a completely randomized experimental design in a 3x3
factorial arrangement with 9 treatments with three replicate pens of 20 birds each.
Treatments consisted of three dietary levels of digestible leucine (1.00; 1.48 and 1.96 %)
and three levels of digestible valine (0.60; 0.90 and 1.20 %). In the experiment Il (1-21
days) and 111 (21-42 days), a total of 1,500 1-day-old Cobb-Vantress® male broilers were
distributed in a completely randomized experimental design in a 5x5 factorial
arrangement with 25 treatments with three replicate pens of 20 birds each. Digestible
leucine and valine levels ranged from 1.00 up to 1.96%, and 0.60 up to 1.20% for the
starter phase (experiment II), while for the grower phase (experiment I11) ranged from
1.00 up to 1.80%, and 0.52 up to 1.12%, respectively. There was no interaction (P > 0.05)
between the levels of leucine and valine on mRNA expression of the studied genes or on
the diameter of the pectoralis major muscle of the poultry at 21 and 42 days of age.
Leucine supplementation increased (P < 0.05) mRNA expression of mTOR and S6K1 in
pectoral muscle and decrease (P < 0.05) the hypertrophic zone of the growth plate of
broilers at 21 days. Dietary valine did not affect (P > 0.05) the expression of the studied
genes. There was an interaction (P <0.05) between digestible levels of leucine and valine
on tibia bone strength of broilers at 21 days, but not at 42 days of age (P > 0.05). Leucine
supplementation may stimulate mMRNA expression of mTOR and S6K1 in pectoralis
major muscle of broilers during the starter phase. Appropriate levels of leucine and valine
can be essential in the formation of bone structure, resulting in increased resistance to
bones in broilers in the period from 1-21 days of age.

Key words: gene expression, skeletal muscle, translation
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INTRODUCAO

Altos niveis de leucina no plasma de suinos e ratos podem ativar o receptor
intracelular mTOR (mechanistic target of rapamycin) (Crozier et al., 2005; Glynn et al.,
2010; Torrazza et al., 2010; Suryawan et al., 2012). A ativagdo do mTOR culmina em
aumento da taxa de sintese proteica, crescimento e proliferacdo celular (Richards et al.,
2010).

O mTOR favorece o acréscimo da sintese proteica por meio da fosforilacdo da
proteina ribossomal S6 quinase (S6K1) e da proteina 1 ligante do fator de iniciagdo
eucariotico 4E (4E-BP1), duas proteinas que envolvem a fase de iniciacdo da sintese de
proteinas (Lynch et al., 2002). Do mesmo modo, através da via de sinalizacdo do mTOR,
a leucina também pode estimular a fase de elongacéo da traducéo ao inibir a fosforilacéo
do fator eucaridtico de alongamento 2 (eEF2) (Proud, 2002).

Estudos prévios indicaram que as aves expressam amplamente um gene homologo
ao mTOR de mamiferos, localizado no cromossoma 21 das aves (Tesseraud et al., 2003;
Richards & Proszkowiec-Weglarz, 2007). Da mesma forma, assim como em mamiferos,
a leucina também ativa a fosforilacdo da proteina S6K1 nas aves (Bigot et al., 2003;
Everaert et al., 2010). Portanto, a suplementacdo de leucina na dieta de frangos de corte
poderia estimular a sintese proteica da mesma maneira como ocorre nos mamiferos.

Alguns pesquisadores reportaram interacdo entre a leucina e a valina sobre o
desempenho de frangos de corte. Contudo, desconhece-se as possiveis inter-relagdes entre
estes aminoacidos sobre a expressdo dos genes envolvidos na sintese de proteinas no
tecido muscular das aves.

Ap0os o desenvolvimento embrionario, o crescimento das fibras musculares ocorre
apenas por hipertrofia, este aumento do didmetro da fibra muscular resulta,
principalmente, da maior deposicdo de proteinas miofibrilares (actina e miosina)
(Ashmore et al., 1972), sendo estas proteinas compostas principalmente por aminoacidos
de cadeia ramificada (BCAA) (Shimomura & Harris, 2006). Considerando que os BCAA
sdo metabolizados primeiramente no musculo esquelético e que sdo fonte importante de
energia e substratos para a sintese proteica muscular, sua suplementacdo poderia
influenciar o didmetro das fibras musculares nas aves.

Os problemas locomotores representam uma das principais causas de mortalidade
de aves na fase final de criacdo, comprometendo o bem-estar animal (Knowles et al, 2008)

e a qualidade de carcaca, significando altas perdas econdmicas para o setor avicola. A
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discondroplasia tibial € uma das principais causas de claudicacdo nos frangos de corte,
caracteriza-se por ser uma lesdo avascular com cartilagem anormal ndo calcificada,
resultante de uma acumulacéo de condrocitos imaturos, com uma vida Util estendida, na
tibia proximal (Leach & Monsonego-Ornan, 2007).

Pouco sabe-se do papel dos BCAA sobre o metabolismo 6sseo dos frangos de corte.
Em ratos, a restricdo de leucina comprometeu o desenvolvimento ésseo, visto que
bloqueia a sinalizacdo da via mTOR (Kim et al., 2008), proteina importante para modular
o crescimento ésseo (Phornphutku et al., 2008). Farran & Thomas (1992) indicaram que
relacdes adequadas dos BCAA sdo essenciais para que os osteoblastos formem a matriz
0ssea, bem como para facilitar a calcificacdo e proliferacdo das células do 0sso.

Baseado nessas informagdes, foram realizados trés experimentos com objetivo de
estudar o efeito da suplementacéo de leucina e valina sobre a expressdo do RNAm dos
genes mTOR, S6K1, eI[F4E<4EBP1 (complexo inibidor do fator de iniciagdo eucaridtico
4G) e eEF2 no tecido muscular das aves aos 21 dias (Experimento 1), e compreender o
efeito destes aminoacidos sobre o didmetro do musculo pectoralis major e parametros
6sseos de frangos de corte na fase de 1-21 (Experimento Il) e de 21-42 dias de idade
(Experimento I11).

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Avicultura da Fazenda
Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringé - UEM. O protocolo de
experimentacao animal utilizado foi previamente aprovado pelo Comité de Conduta Etica
no Uso de Animais em Experimentacdo da UEM (parecer numero 107/2012).

As aves foram alojadas em um galpdo climatizado com ventilacdo de pressédo
negativa e placa evaporativa. As aves foram criadas em boxes de 2,0 m2. Empregou-se
um programa de iluminacdo continua durante a primeira semana e de 23 horas de luz
diarias, até o final do periodo. O material utilizado como cama foi maravalha de primeiro
uso. Agua e racéo foram fornecidos a vontade.

Foram analisados o contedo de aminodcidos totais (método 994,12) e proteina
(método 968,06) de todos os ingredientes (milho, farinha de carne e 0ssos, farelo de soja
e farelo de trigo) antes da formulacéo das racGes e de amostras representativas das dietas

experimentais, de acordo com os procedimentos do AOAC (2006). Os valores de
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aminoacidos digestiveis dos ingredientes foram calculados utilizando-se os coeficientes
de digestibilidade de Rostagno et al. (2011) e o contetdo analisado de aminoacidos totais.

Nos trés experimentos, a ragdo basal foi formulada de acordo com os valores de
composicdo quimica dos alimentos e as recomendacdes nutricionais para frangos de corte
machos de desempenho médio de Rostagno et al. (2011), exceto para a leucina e valina
digestivel (Tabela 1). As demais racdes experimentais foram obtidas mediante a

suplementacdo de leucina e valina na racdo basal, em substituicdo ao inerte.

Experimento |

Foram utilizados 540 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb—Vantress®, distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3x3, totalizando 9 tratamentos, com trés repetigdes e 20
aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de trés niveis de leucina
digestivel (1,00; 1,48 e 1,96%) e trés niveis de valina digestivel (0,60; 0,90 e 1,20%).

Aos 21 dias de idade, trés aves por tratamento foram sacrificadas e amostras do
tecido muscular (Pectoralis major) foram coletadas para determinar a expressdo do
RNAm dos genes mTOR, S6K1, eIF4E-4EBP1 e eEF2.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na proporcdo de 1mL para cada 100 mg
de tecido, sendo homogeneizados utilizando-se homogeneizador Polytron (tecido +
Trizol) até a completa dissocia¢do. Posteriormente, foi adicionado 200 uL de cloroférmio
e homogeneizado manualmente. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 15 minutos
a 12.000 rpms a 4°C, sendo a fase liquida coletada e transferida para tubo estéril, com
adicdo de 500 pL de isopropanol em cada tubo. As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpms, a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e o
precipitado foi lavado em 1 mL de etanol 75%. O material foi centrifugado novamente a
7.500 rpms por 5 minutos, e o sobrenadante foi descartado. O pelet foi ressuspendido em
agua ultrapura livre de RNase.

A concentracdo total, qualidade e integridade do RNA foi determinada utilizando-
se espectrofotdmetro (NanoDrop ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).
Um micrograma de RNA foi incubado com DNAse | (Invitrogen Corporation, Brasil) e,
posteriormente, a DNAse | foi inativada pela adi¢cdo de EDTA e aquecimento a 65°C for

5 min.
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Tabela 1. Composicao percentual e calculada da dieta basal dos experimentos I, 1l (1 —
21 dias) e Il (21-42 dias).

Item

1-21d 21-42 d
(Experimento | e 1) (Experimento | e 1)

Ingrediente, %

Milho 65,08 70,11
Farelo de soja 45% 8,95 9,73
Farelo de trigo 7,00 5,04
Farinha de carne e 0sso 49% 5,55 3,09
Oleo de soja 2,69 3,50
Fosfato Bicélcico 0,23 0,35
Calcario 0,24 0,44
Sal comum 0,40 0,40
Cloreto de potassio 0,24 0,24
supl, Min — Vit 0,40 0,40
Inerte (Caulim)? 2,00 1,60
L-Glu 99,4% 3,50 2,50
DL-Met 99% 0,54 0,41
L-Lys HCI 78,5% 0,96 0,74
L-Thr 98% 0,41 0,29
L-Val 98% 0,09 0,02
L-1le 98% 0,44 0,32
L-Arg 99% 0,59 0,43
L-Trp 98% 0,11 0,09
Gly 97% 0,58 0,30
Composicéo calculada®®
PB, % 18,50 16,00
EM, kcal/kg 2.975 3.125
Calcio, % 0,87 0,69
Cloro, % 0,32 0,31
Fosforo disponivel, % 0,43 0,32
Potéassio, % 0,59 0,58
Saddio, % 0,22 0,20
Gly+Ser dig, % 1,83 1,40
Arg dig, % 1,34 1,13
Ile dig, % 0,83 0,71
Lys dig, % 1,24 1,04
Met+Cys dig, % 0,90 0,76
Thr dig, % 0,81 0,68
Trp dig, % 0,21 0,19
Leu dig, % 1,00 1,00
Val dig, % 0,60 0,52
Fibra bruta, % 2,26 2,27
Relacdo AEE:AANE 42:58 42:58
BED, mEq/kg 154 148

1Suplemento vitaminico e mineral Inicial (Contetdo por kg de racdo): Vit. A, 2167 Ul; Vit. D3,
1233 UI; Vit. E, 3500 Ul; Vit. K3, 1,7 mg; Vit. B1, 1,6 mg; Vit. B12, 16,7 ug; riboflavina, 5,3
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mg; piridoxina, 4 mg; niacina, 36 mg; acido pantoténico, 13 mg; acido félico, 0,8 mg; d-biotina,
0,1 mg; cloreto de colina, 270; BHT, 5,8 mg; Fe, 50 mg; Cu, 12 mg; 1, 0,9 mg; Zn, 50 mg; Mn,
60 mg; Se, 0,2 mg; Co, 0,2 mg.

2Suplemento vitaminico e mineral de crescimento (Contetdo por kg de ragdo): Vit. A, 2148 Ul,
Vit. D3, 1225 Ul; Vit. E, 3100 Ul; Vit. K3, 1,5 mg; Vit. B1, 1,6 mg; vit. B12, 16,7 ug; riboflavina,
5,3 mg; piridoxina, 2,5 mg; niacina, 36 mg; acido pantaténico, 13 mg; acido félico, 0,8 mg; d-
biotina, 0,1 mg; cloreto de colina, 270; BHT, 5,8; Fe, 50 mg; Cu, 12 mg; I, 0,9 mg; Zn, 50 mg;
Mn, 60 mg; Se, 0,2 mg; Co, 0,2 mg.

3Inerte (Caulim) — A adicdo de AA industriais foi em substituicdo ao inerte.

4Valores calculados e analisados na fase inicial (em parénteses): PB 18,50 (18,22); Leu 1,10
(1,14); Val 0,68 (0,71); lle 0,92 (0,89); Lys 1,37 (1,32); Met+Cys 0,99 (0,95); Arg 1,39 (1,44).
SValores calculados e analisados na fase de crescimento (em parénteses): PB 16,00 (15,92); Leu
1,10 (1,15); val 0,59 (0,63); lle 0,77 (0,79); Lys 1,12 (1,10); Met+Cys 0,82 (0,79); Arg 1,19
(1,23).

Para confecgdo do cDNA, foi utilizado o kit SuperScripptTM Il First-Strand
Syntesis Super Mix e Oligo d(T) (Invitrogen Corporation, Brasil), e RNAse out
(Invitrogen Corporation, Brasil) para degradacdo de mRNA, de acordo com as normas do
fabricante. A reacdo foi realizada a 42°C por 15 min, 50°C por 50 min, e 70°C por 15
min. As amostras foram armazenadas a -80°C até o0 momento do uso.

Para as reacOes de PCR em tempo real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR
GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA). As analises de
PCR em tempo real foram realizadas no termociclador iQ5™ Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratorios, Hercules, CA), utilizando-se os seguintes parametros de ciclo: 95°C por 10
min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 seg e anelamento por 1 min em diferentes
temperaturas (Tabela 2) e curva de Melting a 55°C por 30 seg para avaliar a especificidade
de cada produto da PCR. Todas as analises foram realizadas em um volume de 25 pL e
em duplicatas com controle negativo adicionado em todas as placas para controlar
possiveis contaminagdes nas reacdes.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para ampliagdo dos genes alvos
(mMTOR, S6K1, 4E-BP1 e eEF2) foram baseados nas sequéncias de nucleotideos
utilizados por Lee et al. (2012) de acordo com as sequencias de frangos (n° de acesso
GenBank - XM 417614, XM_415882, XM_424384, NM_205368 e XM_416323,
respectivamente). Foi utilizado o gene GAPDH como controle enddgeno conforme
descrito por Gilbert et al. (2007). O método 24T foi utilizado para as andlises de

quantificacdo relativa.
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Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores especificos para frangos (S:sense;
A: Antisense)

Temperatura
Gene Am(%lt;():om Anelgr(;en to Sequéncias dos primers (5°-3”)
(°C)
S TTGGGTTTGCTTTCTGTGGCTGTC
1

mTOR 119 59 A-ACAGACTTCTGCCTCTTGTGAGCA
seK1! 13 o3 S: TTTGCCTCCCTACCTCACACAAGA
A: AAGAACGGGTGAGCCTGAACTTCT
e[F4E~4 » i S: ATGGAGTGCCGTAATTCTCCGGTT
EBP1L A: ACTCCTCCACAATTGGGCTGGTAA
o 0 i S: AGCCAATCCAAAGGACCATCCTCA
A: ACTGATCAACACCAACCAGACCGA

cAPDHE 73 3 S: GCCGTCCTCTCTGGCAAAG

A: TGTAAACCATGTAGTTCA
1Sequéncia de nucleotideos obtida de Lee et al. (2012).
2Sequéncia de nucleotideos obtida de Gilbert et al. (2007).

Experimento 11 (1-21 dias)

Foram utilizados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb—Vantress® distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x5, totalizando 25 tratamentos, com trés repeticoes e 20
aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco niveis de leucina
digestivel (1,00; 1,24; 1,48; 1,72 e 1,96%) e cinco niveis de valina digestivel (0,60; 0,75;
0,90; 1,05 e 1,20%).

Aos 21 dias de idade, uma ave por unidade experimental foi sacrificada, selecionada
com base no peso médio do box (média+5%) para analise do diametro da fibra muscular
e 0S parametros 0Sseos.

Apos o sacrificio, foi coletado o musculo peitoral (Pectoralis major) e reduzido a
fragmentos de aproximadamente 1 cm x 1 cm x 2,5 cm, os quais foram estocadas
imediatamente em nitrogénio liquido. Posteriormente, os fragmentos congelados foram
transferidos para a camara de um micrétomo criostato a -20°C e fixados
perpendicularmente no suporte metélico do criostato utilizando-se resina especial Tissue
Tek, OCT - Optimal Critical Temperature Compound. Foram realizados cinco cortes, com
10 micrémetros de espessura, orientados no sentido transversal da fibra, capturados com
lamina de vidro para histologia (Pullen, 1977).

Para a mensuracao do diametro da fibra muscular do Pectoralis major, as laminas
foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e analisadas em microscopio de luz

acoplado a uma cAmera digital. As imagens obtidas foram analisadas através do programa
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Imagem-Pro®. Foram capturadas dez imagens do tecido muscular, por corte, com
ampliacdo final equivalente a objetiva 10X. Foram mensuradas todas as fibras das dez
imagens, utilizando-se para isto 0 método de mensuracdo do menor didmetro da fibra
conforme Dubowitz & Brooke (1973).

Para avaliagdo dos parametros 6sseos, foram coletadas as duas pernas de uma ave
por unidade experimental aos 21 dias de idade, sendo congeladas a -20° C até o inicio das
analises. Apos o descongelamento das pernas, o tecido muscular aderido foi retirado com
auxilio de tesouras e pincas, separando a tibia. Posteriormente, a tibia esquerda foi pesada
em balanca analitica (g + 0,0001) e o comprimento e o diametro foram medidos na por¢éao
média usando paquimetro eletrénico digital (mm). O indice de Seedor foi calculado ao
dividir o peso do 0sso por seu comprimento, conforme proposto por Seedor et al. (1993).

A analise de resisténcia dssea foi realizada com o0s 0ssos descongelados in natura
(tibia esquerda) utilizando-se o texturémetro - TAXT2i com um movimento de haste de
5 mm/minuto e com carga de 25 kg. Os valores foram expressos em quilograma forca
(kgf). Apds o ensaio de resisténcia 0ssea, 0s 0ssos foram preparados para a determinacgéo
do teor de minerais (Silva & Queirdz, 2004). Para tanto, os 0ssos foram desengordurados
em éter de petrdleo, secos em estufa de ventilagdo forcada, triturados e pesados em
balanca analitica (0,001g). Posteriormente foram secos em estufa a 105°C por 24 horas,
pesados apds resfriamento e calcinados em mufla a 600° C, para obtencédo das cinzas. O
teor de célcio e fésforo no osso foi determinado de acordo com a metodologia descrita
por Silva & Queirdz (2004).

Para avaliar a incidéncia a discondroplasia tibial, a tibia da perna direita foi
descalcificada com &cido formico 50% e citrato de sodio 20% (Fernandes et al., 2007).
Apos a descalcificacdo, o0 osso foi submetido a rotina histoldgica, para inclusdo em
parafina (Begak & Paulete, 1976). Os cortes foram feitos com micrétomo a 5 um de
espessura e corados com Hematoxilina-Eosina, para observagdo da zona do disco
epifisario e mensuracGes das areas para caracterizacdo da incidéncia a discondroplasia
tibial.

Para analise das laminas da cartilagem epifisaria tibial, foram consideradas trés
regides distintas caracterizadas pela aparéncia morfoldgica: zona de repouso, zona de
cartilagem em proliferacdo e zona de cartilagem hipertréfica. A zona de cartilagem
calcificada foi considerada como o limite inferior para determinacao do espessamento da

zona hipertroéfica, na caracterizacdo da lesdo, segundo Thorp et al. (1993).
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Foi utilizada a metodologia de determinacdo de &reas da cartilagem do corte
histoldgico do perfil longitudinal da tibia proposta por Oviedo-Rondon et al. (2001), por
meio de um software para analises de imagens (Image-Pro®). Para este processo, as
laminas histoldgicas confeccionadas foram “scaneadas” utilizando o scanner HP ScanJet
Il v.2.5, utilizando-se o software o Paint Shop Pro V.5.0 para tratamento de imagem. A
imagem foi digitalizada utilizando 0 modo “branco e preto” com qualidade de foto, com
as seguintes caracteristicas: brilho (variavel entre 125 e 145), contraste 185 e a escala de
800%.

As imagens gravadas foram submetidas ao analisador de imagens, onde foi
realizada prévia calibracdo em milimetros do equipamento e determinadas e medidas de
trés areas: 1. Zona de cartilagem em proliferacdo ou placa de crescimento, 2. Zona de

cartilagem hipertréfica e 3. Area total da epifise (Figura 1).

Osso 1

Figura 1 - Corte histoldgico da epifise da tibia de um frango de corte aos 21 dias de idade
sem discondroplasia (0sso 1) e com a lesdo (0sso 2), demonstrando as areas medidas na
caracterizacdo da lesdo, sendo elas: zona de cartilagem em proliferacdo ou placa de
crescimento (Al), zona de cartilagem hipertrofica (A2) e area total da epifise (A3).

Experimento 111 (21-42 dias)

Foram utilizados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb—Vantress® distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x5, totalizando 25 tratamentos, com trés repeticoes e 20
aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco niveis de leucina
digestivel (1,00; 1,20; 1,40; 1,60 e 1,80%) e cinco niveis de valina digestivel (0,52; 0,67,
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0,82; 0,97 e 1,12%). O experimento foi conduzido durante a fase de 21-42 dias, portanto,
as aves receberam uma dieta convencional até os 20 dias de idade e as dietas
experimentais até os 42 dias. As analises realizadas foram as mesma descritas no

experimento II.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do software SAS
(SAS Institute, 2009). No experimento |, as comparacfes das médias foram realizadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Nos experimentos Il e 111, foram avaliados o termo linear e quadratico das variaveis
independentes e a interacao entre essas variaveis. Posteriormente, foi gerada uma equacao

polinomial de segundo grau como descrito por Box et al. (1987):

K K
Y =P, +Zﬁixi +Z.BiiXi2 + ZZﬂinin +e,
i=1 i=1

i<j

Onde Y é a variavel resposta, X; representa as variaveis de entrada (niveis de leucina
e valina digestiveis), Bo € a constante, Bi € o coeficiente do parametro linear, Bii é o
coeficiente do parametro quadratico, Bij € o coeficiente da interagdo e € o erro residual. O
ponto estacionario (ponto de minima ou maxima de resposta) da equacao de segundo grau
foi calculado tomando-se a primeira derivada da equacdo quadrética e igualando-a a zero,

Ccomo segue.

Y = B0+ B1Xy + B2Xy + B1aXT + BaaXZy Br2Xa Xz,

ay
6_X1 = B1 + 2B11X; + B12X2 =0,
ayY
G_Xz = By + 2Bz X2 + B12X; =0,

Em seguida, o sistema de equacéo foi resolvido para assim encontrar os valores de
X1 e Xz Quando as interagdes foram significativas, foram gerados graficos
tridimensionais de superficie resposta com seus respectivas curvas de contorno
utilizando-se o Software StatSoft (2008). As exigéncias de leucina e valina digestivel

foram estabelecidas considerando-se 0 95% de confianga do ponto de minima ou maxima
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resposta. Todas as analises estatisticas foram baseadas em uma probabilidade de P < 0,05,

salvo quando indicado o contrario.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis
sobre a expressao do RNAm dos genes mTOR, S6K1, cIF4E-4EBP1 e eEF2 (Tabela 3).

A suplementacdo de leucina aumentou a expressdo do RNAm do gene mTOR no
musculo pectoralis major das aves (P < 0,05) (Figura 2). O mTOR favorece 0 acréscimo
da sintese proteica através da fosforilagdo do S6K1 e 4E-BP1, duas proteinas que
compreendem a fase de iniciacdo da sintese de proteinas (Lynch et al., 2002).

Do mesmo modo, niveis de leucina de 1,96% resultaram em maior expressao (P
< 0,05) do RNAm do gene S6K1 no musculo pectoralis major dos frangos de corte
quando comparado com a expressao das aves que receberam as dietas com 1,00% de
leucina. Este resultado indica que a adi¢do dietética de leucina ndo sé estimula a atividade
(fosforilagdo) da proteina S6K1 indiretamente via mTOR, mas também diretamente por
aumentar a expressao do gene S6K1 no tecido muscular das aves.

O 4E-BP1 impede a formagdo dos fatores iniciadores da traducdo (Proud, 2002).
A fosforilagdo do 4E-BP1 pelo mTOR conduz a liberacdo do fator de iniciacdo
eucariotico 4G (elF4E) do composto inativo elFAE-4EBP1, permitindo assim, a formacéo
do complexo ativo, o elF4E-elF4G (complexo elF4F). A formacédo do elF4F é necessaria
para que a iniciacdo da traducdo do RNAmM em proteina tenha continuidade (Gingras et
al., 2001).

A deficiéncia de aminoacidos nas células diminui a formacdo do complexo elF4F,
atenuando a traducdo ao aumentar a ligagdo da proteina 4E-BP1 com o elF4E
(elF4E-4EBP1) (Wang & Proud, 2008). Estudos prévios indicaram que a suplementacao
de leucina reduz a formagé&o do complexo elFAE-4EBP1 (Suryawan et al., 2008; Escobar
et al., 2010). Contudo, no presente estudo, 0 aumento dos niveis de leucina na dieta ndo
reduziram (P > 0,05) a expressdo do complexo elFAE-4EBP1 no musculo pectoralis
major das aves, sugerindo que a formacéao desse complexo € regulado a nivel traducional

e ndo transcricional.
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Tabela 3. Expressdo do RNAmM dos genes mTOR, S6K1, ¢IF4E<4EBP1 e eEF2 no
musculo pectoralis major de frangos de corte suplementados com leucina (experimento

)

Leucina (%) Valina (%) mTOR S6K1 elFAE-4EBP1  eEF2
1,00 0,60 0,84 0,83 1,07 1,05
1,00 0,90 0,58 0,75 0,94 1,25
1,00 1,20 0,72 0,68 1,02 1,52
1,48 0,60 0,92 0,88 0,76 1,60
1,48 0,90 1,60 1,46 1,31 1,16
1,48 1,20 1,33 1,19 1,11 1,08
1,96 0,60 1,24 1,46 0,80 1,23
1,96 0,90 1,71 1,57 0,97 1,36
1,96 1,20 1,78 1,30 1,19 1,08

SEM 0,13 0,09 0,05 0,07

Leucina (%)

1,00 0,71° 0,75" 1,01 1,27
1,48 1,24% 1,14% 1,03 1,29
1,96 1,582 1,442 0,99 1,22

Valina (%)

0,60 1,00 1,05 0,88 1,29
0,90 1,26 1,23 1,05 1,27
1,20 1,27 1,05 1,11 1,23

Anova e P-Valor------------=-=sneememeee-
Leucina 0,03 0,01 0,93 0,91
Valina 0,59 0,55 0,15 0,92
Leucina x Valina 0,75 0,65 0,20 0,16

valores expressos em unidades arbitrarias (UA)
SEM= Erro padréo da media

A suplementacéo de leucina ndo afetou (P > 0,05) a expressdao do RNAm do gene
eEF2 no masculo pectoralis major dos frangos. O eEF2 é essencial para que ocorra a
elongacdo da traducdo. Conforme Proud (2002), a ativacdo do eEF2 é regulada através
do mTOR. Apesar de alguns pesquisadores reportarem aumento da fosforilagdo do mTOR
com a suplementacédo de leucina, ndo ha evidencias da influéncia deste aminoécido na
atividade da proteina eEF2 (Deldicque et al., 2007; Wilson et al., 2010),
consequentemente, a leucina poderia estimular a sintese proteica ativando apenas 0s

fatores da iniciacao da traducdo, sem influenciar os fatores da elongacéo.
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Figura 2. Expressdao de RNAm do mTOR, S6K1, eIF4E-4EBP1 e eEF2 no musculo
pectoralis major de frangos de corte suplementados com leucina (experimento I).
bMeédias com letras diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05); UA= unidades arbitrarias.

Apesar de que o nivel dietético de leucina de 1,96% estimulou a expressdo dos
genes envolvidos na via de sinalizacdo do mTOR no musculo pectoralis major, esta
resposta pode ndo repercutir em resultados positivos sobre o desempenho das aves, pelo
contrério, a taxa de crescimento das aves decresceu em um experimento prévio realizado
por nosso grupo de pesquisa, utilizando as mesmas dietas experimentais (artigo 1). O
menor ganho peso dessas aves indica que a sintese proteica muscular ndo ocorreu de
forma eficiente, mesmo com a ativacdo da via mTOR.

Sabe-se que todos os aminoacidos devem estar disponiveis no local da sintese
proteica, portanto, o possivel aumento do catabolismo da isoleucina e valina em resposta
aos altos niveis de leucina na dieta, pode reduzir os niveis plasmaticos desses
aminoacidos, diminuindo assim, a sintese proteica muscular e, consequentemente, o
desempenho das aves. Contudo, a suplementacdo de leucina ndo s6 reduz os niveis
circulantes dos outros dois BCAA, mas também pode reduzir as concentragdes
sanguineas dos demais aminoacidos essenciais ao estimular a sintese de proteinas nas
células, aumentando deste modo, a captacdo de aminodcidos pelos tecidos. Estudos

realizados com suinos, ratos e humanos corroboram essa afirmacéo (Zhang et al., 2007;
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Zhang et al., 2011; Cervantes-Ramirez et al., 2013), uma vez que estes estudos
evidenciaram reducdo no perfil plasmatico de varios aminoacidos em dietas
suplementadas com leucina.

Embora a suplementagdo de leucina ative de forma continua a via de sinalizagéo
do mTOR, a sintese de proteinas no musculo ndo é mantida durante periodos prolongados,
devido a diminuicdo dos niveis circulantes de aminoacidos (Escobar et al., 2005). Deste
modo, o desbalanco no perfil aminoacidico na corrente sanguinea induzida pelo excesso
de leucina pode ser o fator limitante para a otimizacdo do desempenho das aves
suplementadas com este aminoacido. Outro fator limitante a ser considerado é o nivel
energético da dieta, pois a suplementacdo de leucina na dieta poderia aumentar a
exigéncia de energia das aves. A leucina estimula sintese proteica, processo que requer,
além de aminoéacidos, uma quantidade importante de energia, representando em torno de
20-28% do total do gasto energético da ave (Muramatsu & Okumura, 1985).

A diminuicdo do desempenho em animais suplementados com leucina deve-se
também, em parte, a reducdo no consumo racéo (Calvert et al., 1982). Cota et al. (2006)
mostraram que administracdo de leucina no cérebro de ratos diminui a ingestdo de
alimentos ao ativar a via de sinalizacdo do mTOR no hipotalamo. Nas aves, ainda
desconhece-se se a inclusdo de leucina na dieta (via oral) pode chegar a aumentar a
atividade no mTOR no hipotalamo em resposta a altos niveis de leucina no cérebro.

A adicdo de valina na dieta ndo influenciou (P > 0,05) a expressdo dos genes
estudados, indicando que a valina ndo pode estimular de forma direta a expresséo dos
genes envolvidos na traducdo do RNAm a proteina no tecido muscular, servindo apenas
como substrato na sintese de proteinas.

Né&o houve interacédo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis sobre
as concentracdes de calcio, fosforo e cinza, o didmetro e indice de Seedor da tibia dos
frangos aos 21 e 42 dias de idade (Tabela 4 e 5).
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Tabela 4. Concentragdes de célcio, fosforo e cinza na tibia desengordurada de frangos de
corte alimentados com dietas contendo niveis de leucina e valina digestiveis aos 21 dias
(experimento 1) e 42 dias de idade (experimento IlI).

Tratamento Célcio (%) Fosforo (%) Cinza (%)
Leucina (%) s 21 d----mmmm e
1,00 18,95 6,62 45,66
1,24 19,49 7,17 46,49
1,48 19,57 6,71 45,90
1,72 19,26 6,60 47,66
1,96 18,95 6,90 46,15
Valina (%)
0,60 19,78 6,86 47,6
0,75 19,77 6,66 45,9
0,90 19,04 7,03 47,0
1,05 18,63 6,63 44,5
1,20 19,11 6,82 46,9
SEM 0,28 0,06 0,44
Leucina (%) s 42 d---mmmmm e
1,00 20,18 6,69 43,68
1,20 19,96 6,48 42,42
1,40 20,97 7,76 42,40
1,60 21,25 6,89 41,40
1,80 21,04 7,01 42,63
Valina (%)
0,52 19,94 6,87 42,96
0,67 21,36 6,92 42,96
0,82 21,32 6,96 42,84
0,97 20,13 7,02 40,61
1,12 20,72 7,07 42,95
SEM 0,28 0,10 0,34
Anova e P-Valor----------==-===-==mmeme—-
21d 42 d 21d 42d 21d 42d
Leucina linear 0,91 0,14 0,97 0,15 0,49 0,23
Leucina quadratica 0,37 0,74 0,78 0,09 0,54 0,15
Valina linear 0,19 0,94 0,82 0,50 0,36 0,31
Valina quadratica 0,57 0,25 0,99 0,98 0,22 0,29
Leucina x valina 0,11 0,17 0,26 0,60 0,42 0,65
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Tabela 5. Didmetro, indice de Seedor e resisténcia 6ssea da tibia de frangos de corte
alimentados com dietas contendo niveis de leucina e valina digestiveis aos 21
(experimento 1) e 42 dias de idade (experimento IlI).

Tratamento Didmetro (mm)  indice de Seedor  Resisténcia Ossea (Kgf)
Leucina (%) = e 21 d---mmmmmm e

1,00 5,63 85,23 17,85

1,24 5,31 81,91 19,64

1,48 5,45 81,27 20,09

1,72 5,41 80,72 20,48

1,96 5,22 82,00 17,19
Valina (%)

0,60 5,57 85,89 17,07

0,75 5,21 82,53 18,87

0,90 5,24 85,46 21,09

1,05 5,61 75,17 19,50

1,20 5,39 82,09 18,71
SEM 0,07 1,31 0,51
Leucina (%) = e 42 d---mmmmmmmm oo

1,00 8,94 206,89 37,76

1,20 8,55 205,82 42,47

1,40 8,52 198,97 41,51

1,60 9,24 205,34 39,04

1,80 8,33 203,04 42,03
Valina (%)

0,52 8,51 191,98 39,00

0,67 8,79 211,09 40,65

0,82 8,85 206,46 42,21

0,97 8,49 203,51 39,57

1,12 8,94 207,04 41,38
SEM 0,09 2,16 0,79
Anova e P-Valor----------------oeoemeee-

21d 42 d 21d 42 d 21d 42 d

Leucina linear 0,12 0,42 0,41 0,60 0,88 0,38
Leucina quadratica 0,88 0,70 0,40 0,55 0,01 0,45
Valina linear 0,95 0,39 0,11 0,13 0,25 0,52
Valina quadratica 0,24 0,89 0,51 0,11 0,03 0,58
Leucina x valina 0,10 0,62 0,76 0,48 0,06 0,73

Foi observada interagéo (P < 0,05) entre os niveis de leucina e valina digestiveis

para a resisténcia dssea da tibia dos frangos de corte aos 21 dias (Figura 3), mas ndo aos
42 dias de idade (P > 0,05). Conforme a equacdo ajustada (RO = -16,097+ 27,139*Leu -
12,672*Leu® + 37,304*Val -28,563*Val?> +11,297*LeuVal; R? =

0,89), a maior
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resisténcia dssea foi estimada nos niveis de leucina e valina digestiveis de 1,42 e 0,90%,
respectivamente. Esta interacdo indica que relacdes adequadas entre estes aminoacidos
podem ser essenciais para promover o 6timo desenvolvimento do tecido dsseo das aves
na fase inicial (1-21 dias), resultando em 0ssos com maior resisténcia. RelacOes
inadequadas de BCAA podem reduzir a atividade dos osteoblastos, resultando em aves

com problemas de pernas (Farran & Thomas, 1992).

Figura 3. Efeito dos niveis de leucina e valina digestiveis sobre a resisténcia 0ssea da

tibia de frangos de corte na fase de 1 - 21 dias de idade.

A suplementacdo de leucina e valina pode ter aumentado a resisténcia 0ssea
atuando sobre os componentes da matriz organica 6ssea, sem influenciar os componentes
inorgénicos, visto que os niveis de leucina e valina ndo afetaram (P > 0,05) as

concentrac@es de célcio, fésforo e cinza da tibia das aves aos 21 e 42 dias de idade.
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A proporgao organica da matriz dssea é constituida por grande quantidade de fibras
colagenas de tipo | e de glicoproteinas e proteoglicanos. Os proteoglicanos desempenham
um papel importante na organizacdo da matriz extracelular Ossea, participando da
estruturacdo do proprio tecido como reguladores ativos da formacdo das fibras de
coldgeno (Lamoureux et al., 2007). Além disso, os proteoglicanos tém a funcdo de dar
rigidez a matriz 6ssea, proporcionando-lhe resisténcia a compressdo e preenchendo
espacos (Baud'Huin et al., 2012). Dentre as familias de proteoglicanos presentes na matriz
0ssea, 0s pequenos proteoglicanos ricos em leucina sdo 0s mais abundantes (Lamoureux
et al., 2007).

Rostagno et al. (2011) recomendam exigéncias de leucina e valina digestiveis de
1,26 e 0,90% para maximizar o desempenho de frangos de corte na fase de 8-21 dias.
Deste modo, a necessidade de leucina para aumentar a resisténcia éssea pode ser maior
(1,42%) que os niveis requeridos para otimizar os parametros produtivos das aves.

As areas das zonas da placa de crescimento tem sido utilizadas para estudar a
incidéncia de discondroplasia tibial nos frangos de corte (Murakami et al., 2001; Oviedo-
Rondén et al., 2001; Murakami et al., 2003). A suplementacdo de leucina reduziu
linearmente (P < 0,05) a area da zona de cartilagem hipertréfica (ZCH= 45,883 -
8,1797*Leu; R2 = 0,76) da tibia dos frangos aos 21 dias de idade (Tabela 6), sendo a
principal regido afetada na discondroplasia tibial (Oviedo-Rondén et al., 2001).

A interrupc¢éo da diferenciacdo dos condrécitos da placa epifisaria das aves, resulta
em um acumulo de condrdcitos pré-hipertréficos imaturos, ocasionando o aparecimento
da discondroplasia tibial (Praul et al., 2000), caracterizada por uma camada de cartilagem
néo calcificada, opaca e avascular (Farquharson & Jefferies, 2000).

A restricdo de leucina em ratos demonstrou reduzir a proliferacéo e diferenciacdo
dos condrécitos na placa de crescimento ao diminuir a atividade do mTOR (Phornphutku
etal., 2008; Kim et al., 2009), proteina importante na modulacao do crescimento do tecido
0sseo (Phornphutku et al., 2008). Deste modo, a suplementacdo de leucina pode ter
reduzido a area da zona de cartilagem hipertréfica da tibia ao favorecer a diferenciacéo

dos condrdcitos das aves via mTOR.
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Tabela 6. Areas da placa de crescimento (A1), da zona de cartilagem hipertréfica (A2) e
total da epifise tibial (A3) e didmetro da fibra muscular do musculo Pectoralis major de
frangos de corte suplementados com leucina e valina aos 21 (experimento Il) e 42 dias de
idade (experimento II).

Avreas da placa de crescimento (mm?) Diametro da fibra
Tratamento do Pectoralis
Al A2 A3 major (um)
Leucina (%) = emememememmmmemememe- 21 d-----mmmmmemm e eeees
1,00 17,72 37,76 90,69 30,50
1,24 17,10 36,50 92,74 31,75
1,48 18,14 33,86 84,77 31,90
1,72 18,71 32,43 88,55 30,25
1,96 17,55 31,62 86,28 29,75
Valina (%)
0,60 16,58 30,86 81,94 29,66
0,75 18,51 35,33 94,05 29,96
0,90 18,48 35,26 88,31 31,09
1,05 17,60 36,93 90,45 32,47
1,20 18,00 33,79 88,30 30,96
SEM 0,30 1,20 1,69 0,37
Leucina (%) s 42 d--mmmmmmmm e
1,00 23,73 39,80 126,57 46,87
1,20 23,53 37,65 118,66 47,00
1,40 22,61 37,70 119,37 48,20
1,60 24,12 41,33 121,76 46,82
1,80 22,83 49,62 133,82 44,34
Valina (%)
0,52 22,79 41,50 123,99 47,03
0,67 21,33 43,70 123,75 46,50
0,82 23,26 42,48 121,62 45,67
0,97 25,01 35,44 122,86 47,45
1,12 24,41 42,99 127,97 46,59
SEM 0,52 2,25 2,79 0,40
Anova 0 e P-Valor-----------===——-ceeee -
21d 42d 21d 42d 21d 42d 21d 42d
Leucina linear 045 0,75 004 0415 059 0,38 0,23 0,06
Leucina quadratica 0,52 0,96 0,21 0,20 0,79 0,10 0,07 0,02
Valina linear 0,09 0,11 0,36 0,74 0,20 0,72 0,04 0,98

Valina quadratica 0,10 0,72 044 079 014 055 0,25 0,54
Leucina x valina 026 053 03 09 063 09 0,10 0,27

Os niveis de leucina e valina influenciaram alguns parametros 6sseos na fase inicial,

mas nenhum no periodo de crescimento (21-42 d), indicando que estes aminoacidos
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podem ser importante apenas para o periodo de 1-21 dias. A fase inicial é um periodo
critico para o desenvolvimento dos ossos (Yair et al., 2012), pois a estrutura 0ssea ainda
ndo esta totalmente formada nesta fase, processo que inicia desde a incubacdo (Oviedo-
Rondon et al., 2006).

N&o foi observada interacdo (P > 0,05) entre os niveis de leucina e valina
digestiveis sobre o didmetro da fibra muscular do masculo pectoralis major aos 21 e 42
dias de idade. No entanto, houve efeito quadratico dos niveis de leucina digestiveis sobre
o didmetro da fibra muscular do musculo pectoralis major aos 21 (P <0,07) e 42 (P <
0,05) dias de idade, sendo estimado o maior didmetro com 1,32 e 1,24% de leucina
digestivel aos 21 (FM = 19,038 + 18,205*Leu -6,5724*Leu?; R2 = 0,69) e 42 dias de idade
(FM = 24,091 + 36,438*Leu -13,95*Leu?; R2 = 0,71), respectivamente.

Niveis de leucina acima dos estimados reduziram o didmetro das fibras musculares
nas duas fases, corroborando a afirmacdo prévia de que a sintese proteica muscular ndo
ocorreu de forma eficiente nas aves que receberam altos niveis de leucina, mesmo com a
maior expressdo do gene mTOR, possivelmente, pela leucina aumentar o catabolismo da
isoleucina e valina.

A suplementacdo de leucina aumentou linearmente (P < 0,05) o diametro das fibras
musculares do musculo pectoralis major aos 21 dias (FM = 27,772 + 3,3973*Val; Rz =
0,75), mas ndo aos 42 dias de idade (P > 0,05).

CONCLUSAO

A suplementacdo de leucina estimula a expressdéo do RNAmM dos genes mTOR e
S6K1 no musculo pectoralis major dos frangos de corte na fase inicial, e portanto, pode
influenciar a expressdo génica dos fatores da iniciacdo da traducdo no tecido muscular
das aves.

A suplementagdo de leucina e valina interagem positivamente sobre a resisténcia

Ossea dos frangos de corte aos 21 dias de idade.
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VI- CONSIDERACAO FINAIS

Dietas com reducdo da PB nem sempre resultam em aves com desempenho
semelhante ao proporcionado por dietas com proteina adequada. Possivelmente, o
desbalanc¢o nos niveis de BCAA poderia ser uma das causas da queda do desempenho de
aves alimentadas com dietas com baixa proteina. Dietas nas quais aumenta a propor¢do
do milho, sendo a proteina deste ingrediente desproporcionalmente elevada em leucina
em relacdo a valina e isoleucina, situacdo que pode potencializar o efeito antagbnico da
leucina sobre os outros dois BCAA.

No presente estudo, evidenciou-se que altos niveis de leucina em dietas com baixa
proteina prejudica o desempenho das aves, principalmente, quando ha niveis deficientes
de valina. Daqui decorre a importancia de manter relagfes adequadas entre estes
aminodcidos (relacdo valina:leucina digestivel) na tentativa de evitar reducdes dos
parametros produtivos das aves. Nesse contexto, relacdes de valina:leucina digestiveis de
0,71 e 0,72 foram estimadas para otimizar o desempenho dos frangos de corte alimentados
com dietas com baixa proteina na fase inicial e de crescimento, respectivamente.

Existe ainda discrepéancias na literatura sobre as exigéncias de leucina e valina
digestiveis nas diferentes fases criacdo das aves, refor¢ando a necessidade de constantes
atualizacdes das exigéncias de aminoacidos para os frangos de corte.

Considerando que as exigéncias dos BCAA séo influenciadas pelo antagonismo
existente entre estes, existe a necessidade de estudar as exigéncias de leucina, valina e
isoleucina em conjunto, em um mesmo experimento. A metodologia de superficie
resposta de Box & Wilson (1951) (Central Composite Design) permite a realizagéo deste
tipo de experimento, sem necessidade de um ndmero exageradamente grande
observagoes.

Com a viabilidade econdmica da suplementacdo de um maior ndmero de
aminoacidos no futuro, a suplementacdo de BCAA pode tornar-se uma estratégia
interessante a ser adotada pela industria para aumentar a sintese proteica e diminuir o teor
de gordura da carcaca das aves, visto que seu principal objetivo é fornecer proteinas de
alta qualidade para os animais e, assim suprir com proteina de alta qualidade a

alimentacdo humana.



