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AVALIACAO DE FONTES DE METIONINA SINTETICA NO DESEMPENHO
E EXPRESSAO DE GENES DO METABOLISMO DOS AMINOACIDOS
SULFUROSOS NO TECIDO HEPATICO DE FRANGOS

RESUMO GERAL

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de avaliar a exigéncia e o efeito dos niveis de
Metionina+Cistina digestivel (Met+CysD) e das fontes comerciais de metionina no
desempenho zootécnico, rendimento de cortes e na 0-pg;regulacdo da expressao de genes
que codificam as enzimas do metabolismo dos aminoacidos sulfurosos. Para tanto no
Capitulo I encontram-se descritos dois experimentos. No primeiro, objetivou-se
determinar a exigéncia de Met+CysD utilizando a DL-Metionina e 5 niveis de Met+CysD
(0,63; 0,76; 0,88; 1,00 e 1,13%) com 6 repeti¢cdes e 15 frangos por parcela, totalizando
450 frangos (Cobb 500 slow feathering®) por um periodo de 8-21 dias. De acordo com os
resultados obtidos, a exigéncia de Met+CysD foi estimada em 1,016 ¢ 0,953%, para ganho
de peso e conversao alimentar, respectivamente. No segundo experimento, avaliou-se o
efeito de trés substituigdes de DL-Met por DL-HMTBA e de trés niveis de Met+CysD
(0,63, 0,88 ¢ 1,13 de 8-21 dias; 0,58, 0,83 e 1,08 de 8-33 dias e 0,52, 0,77 e 1,02% de 8-
42 dias) na deficiéncia, exigéncia e excesso; além de uma dieta com a L-Metionina
(controle positivo) no nivel que atendia a exigéncia sobre o desempenho, rendimento de
carcaga e cortes nobres, histomorfometria do jejuno e dados de penas. Na fase de 8-21
dias entre os niveis, a deficiéncia de Met+CysD promoveu aumento no consumo de ragao
na dieta com 50%DL-Met:50%DL-HMTBA. Na fase de 8-33 dias observou-se que a dieta
deficiente proporcionou aumento no consumo de ragdo em relacao aos demais niveis. Ja
de 8-42 dias a exigéncia em Met+CysD promoveu diminui¢do do consumo de ragao dos
frangos que receberam 100%DL-Met e 100%DL-HMTBA. Com relacdo ao ganho de
peso na fase de 8-21 dias a deficiéncia de Met+CysD ocasionou diminui¢dao no ganho de
peso. Ja a dieta com a L-Met proporcionou maior ganho de peso. Os frangos na fase de
8-33 dias que receberam a dieta em excesso de Met+CysD e com 100%DL-HMTBA
apresentaram maior ganho de peso. O nivel deficiente de Met+CysD proporcionou menor
ganho de peso para 100%DL-HMTBA na fase de 8-42 dias e os frangos que consumiram
a dieta com 50%DL-Met:50% DL-HMTBA neste nivel obtiveram maior ganho de peso.
A substituicdo com 100%DL-Met no nivel em excesso promoveu maior ganho de peso.
A dieta deficiente em Met+CysD nas fases de 8-21 e 8-33 dias piorou a conversao
alimentar. Aos 42 dias verificou-se que no nivel deficiente ndo houve diferengas entre as
substitui¢des. Melhor conversao alimentar foi notada nos frangos que consumiram a dieta
que atendia a exigéncia de Met+CysD com a fonte 100%DL-Met. Para o nivel em
excesso, melhor conversao alimentar foi obtida com 100%DL-Met. Assim como no
desempenho, a deficiéncia de Met+CysD prejudicou o peso vivo, os pesos absolutos e
relativos de carcagas e cortes nobres. Em relacdo as substituigdes, os frangos que
consumiram a dieta 100% DL-Met apresentaram maior peso vivo e pesos absoluto e
relativo de peito e peito desossado. A fonte L-Met proporcionou maiores pesos absolutos
e relativos de peito e peito desossado. A fonte 100%DL-HMTBA ocasionou maior
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porcentagem de penas e maior peso da oitava pena primaria aos 21 dias. A dieta controle
positivo foi eficiente no empenamento com maiores porcentagens de penas. Para a
morfometria do jejuno na fase 8-21 dias, a deficiéncia de Met+CysD com a substitui¢ao
100%DL-HMTBA proporcionou maior altura de vilosidades em relacdo as demais. No
nivel que atendia a exigéncia de Met+CysD notou-se menor profundidade de criptas para
100%DL-Met. Observou-se menor relagdo vilo:cripta no jejuno de frangos que receberam
100%DL-Met no nivel deficiente em Met+CysD. Na fase 8-33 dias, a deficiéncia de
Met+CysD com a substituigdo 100%DL-Met proporcionou maior altura de vilosidades
em relagdo as demais. No nivel que atendia a exigéncia foi observada maior altura de
vilosidades na dieta com 100%DL-Met. A dieta que atendia a exigéncia em Met+CysD
proporcionou maior profundidade de criptas com 100%DL-HMTBA. Observou-se maior
profundidade de cripta no nivel deficiente de Met+CysD em todas as substitui¢des
estudadas. Na dieta que atendia a exigéncia, a relacdo vilo:cripta foi maior quando
comparada as demais. Na fase de 8-42 dias, a deficiéncia em Met+CysD proporcionou
maiores altura de vilosidades e profundidade de cripta nas trés substitui¢des. A exigéncia
de Met+CysD foi estimada em 0,953% e 1,016%, pela conversdo alimentar e ganho de
peso, respectivamente. O nivel em excesso de Met+CysD e as fontes: 100%DL-Met e L-
metionina mostraram-se eficientes para desempenho, morfometria intestinal e
caracteristicas dos cortes comerciais e os frangos que receberam dietas com a DL-
HMTBA no nivel em excesso ¢ a L-Metionina apresentaram maiores porcentagens de
penas. No Capitulo II utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 3x2, constituido de 3 niveis de Met+CysD (deficiente, exigéncia e excesso) e 2
fontes: a DL-Met e DL-HMTBA, totalizando 6 tratamentos com 6 repeticdes e quinze
frangos por parcela, para avaliar sua implicacdo sobre o desempenho e a expressao de
genes que codificam as enzimas do metabolismo dos aminoécidos sulfurosos. O nivel de
Met+CysD deficiente comprometeu a conversdo alimentar, o nivel em excesso
proporcionou melhor conversao alimentar. Em relagao as fontes, a DL-Met mostrou-se
mais eficiente que a DL-HMTBA. Os niveis deficientes e em excesso de Met+CysD e a
utilizacao da fonte DL-HMTBA promoveram aumento na expressao de mRNA dos genes
MTRR (p=0,02), CBS (p=0,09) e GSS (p=0,06) no figado de frangos de corte aos 49 dias
de idade. Contudo, para os genes ACHY, MTR, MAT1A4 e BHMT nao houve alteracdes na
expressao (p= >0,10%) em nenhum nivel ou fonte estudada. O nivel de deficiéncia de
Met+CysD prejudicou o desempenho e alterou a abundancia de mRNA aumentando a
expressdao de genes do metabolismo dos aminoécidos sulfurosos no tecido hepatico de
frangos de corte aos 42 dias de idade.

Palavras-chave: exigéncia nutricional, Met+Cys digestivel, nutrigenémica, remetilacdo,
transulfuragao
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EVALUATION OF SYNTHETIC METHIONINE SOURCES IN
PERFORMANCE AND GENE EXPRESSION OF SULFUR AMINO ACIDS
METABOLISM IN BROILER HEPATIC TISSUE

GENERAL ABSTRACT

This study was designed to evaluate the requirement and effect of digestible Methionine
+ Cystine (Met+CysD) levels and the commercial methionine sources on zootechnical
performance, cuts yield and gene expression regulation which encoding the enzymes of
sulfur amino acid metabolism. Therefore, in Chapter I two experiments are described. In
the first one, it was aimed to determine the requirement of Met+CysD, using DL-
Methionine and 5 levels of Met+CysD (0.63; 0.76; 0.88; 1.00 and 1.13%) with 6
repetitions and 15 chickens per repetition, totaling 450 chickens (Cobb 500 slow
feathering®) over a period of 8-21 days. According to the obtained results, the Met+CysD
requirement was estimated at 1.016 and 0.953% for weight gain and feed conversion,
respectively. In the second experiment, the effect of three DL-Met substitutions by DL-
HMTBA, and three Met+CysD levels (0.63, 0.88 and 1.13 at 8-21 days; 0.58, 0.83 and
1.08 from 8-33 days and 0.52, 0.77 and 1.02% from 8-42 days) on deficiency, requirement
and excess; in addition to a diet with L-Methionine (positive control) at the level that
attend the requirement on performance, carcass yield and noble cuts, jejunum
histomorphometry and feather data. In the 8-21 days phase between levels, Met+CysD
deficiency promoted increased dietary feed intake when was used 50%DL-Met:50%DL-
HMTBA. To the next phase, between 8-33 days, it was observed which the deficient diet
provided an increase in feed intake in relation to the other levels. Then, from 8-42 days
the requirement on Met+CysD promoted reduction of feed intake of chickens when 100%
DL-Met and 100% DL-HMTBA was provided. Regarding weight gain in the 8-21 days
phase, Met+CysD deficiency caused a decrease it during period; while the diet with L-
Met provided greater weight gain. The broilers in the 8-33 days phase which received the
Met+CysD excess diet and with 100%DL-HMTBA presented higher weight gain. The
Met+CysD deficient level provided lower weight gain when 100%DL-HMTBA was used
in first phase (8-42 day), as well as, the broilers which consumed the 50%DL-
Met:50%DL-HMTBA diet at this level had the highest weight gain. Substitution of 100%
DL-Met in excess level promoted greater weight gain. Met+CysD deficient diet both at
8-21 and 8-33 days phases worsened the feed conversion. At 42 days, it was found which
in the deficient level there were no differences between used substitutions. The best feed
conversion was observed in broilers that was feed by diet with attended the Met+CysD
requirement with 100%DL-Met source. For the excess level, the better feed conversion
was obtained with 100%DL-Met was provided to animals. Similarly, to performance, the
Met+CysD deficiency impaired live weight, absolute and relative carcass weights and
noble cuts. Regarding the substitutions, the broilers which consumed the 100%DL-Met
diet presented higher live weight and absolute and relative weights of breast and boneless
breast. The L-Met source provided higher both absolute and relative breast and boneless
breast weights. The 100% DL-HMTBA source induced a higher percentage of feathers
and greater weight of the eighth primary feather at 21 days. The positive control diet was
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efficient in the feathering with higher feather percentages. For the jejunum morphometry
during phase 8-21 days, Met+CysD deficiency with 100%DL-HMTBA substitution
provided higher villus height than the others. At the Met+CysD level in the requirement,
it was observed a smaller crypt depth to 100%DL-Met. Lower villus: crypt ratio was
observed in the broiler jejunum which receiving 100%DL-Met at Met+CysD deficient
level. In phase 8-33 days, Met+CysD deficiency with 100% DL-Met replacement
provided higher villus height than the others. At the level that attend the requirement, it
was observed higher villus height using diet with 100%DL-Met. Already for diet with
Met+CysD in the requirement provided greater crypt depth with 100%DL-HMTBA. The
greater crypt depth was observed at the deficient Met+CysD level in all studied
substitutions. In the diet which attend the requirement, the villus: crypt ratio was higher
when compared to the others. To all analyzed days (8-42 days phase), Met+CysD
deficiency provided higher villus height and crypt depth for all three substitutions.
Met+CysD requirement was estimated at 0.953% and 1.016% for feed conversion and
weight gain, respectively. Met+CysD excess level and sources (100% DL-Met and L-
methionine) were efficient for performance, intestinal morphometry and commercial cuts
characteristics; broilers which was fed with DL-HMTBA level in excess and L-
Methionine presented higher feather percentages. In Chapter II, a completely randomized
design in a 3x2 factorial arrangement was used, consisting of 3 Met+CysD levels
(deficient, demanding and excess) and 2 sources (DL-Met and DL-HMTBA), totaling 6
treatments with 6 repetitions and fifteen broiler chickens each, to evaluate their
implications on the performance and expression of genes encoding sulfur amino acid
metabolism enzymes. The deficient Met+CysD level compromised feed conversion,
while the excess level provided better feed conversion; regarding sources, DL-Met was
more efficient than DL-HMTBA. Deficient and excess Met+CysD levels and the use of
the DL-HMTBA source promoted increased mRNA expression of the MTRR (p = 0.02),
CBS (p = 0.09) and GSS (p = 0.06) in the broiler livers at 49 days of age. However, for
ACHY, MTR, MATI1A and BHMT genes, there were no changes in expression (p > 0.10)
at any level or source studied. Met+CysD deficiency impaired performance and altered
mRNA abundance by increasing gene expression of sulfur amino acid metabolism in
broiler liver tissue at 42 days of age.

Keywords: digestible Met+Cys, nutrigenomics, nutritional requirement, remethylation,
transsulfuration



CONSIDERACOES INICIAIS

E notério que a producio de frangos de corte no Brasil conquistou importante
espaco, tanto no mercado interno quanto externo. Os avangos adquiridos com o
passar das décadas deram-se através de investimentos em pesquisas em todas areas
da cadeia avicola, destacando-se as areas de genética e nutrigdo. Entretanto, existem
muitos mecanismos nestas areas, os quais, ainda nao foram totalmente elucidados.
Em particular, pouco se sabe sobre os inimeros papéis desempenhados pela
metionina no metabolismo dos aminoécidos sulfurosos e a sua influéncia na
expressao dos genes que codificam as enzimas envolvidas no mesmo.

De modo geral, a metionina ¢ indispensavel nas formulagdes para frangos de
corte, pois, além de ser um aminoacido essencial ¢ a primeira limitante e sua
importancia deve-se a atuagdo em varios processos metabdlicos. Além disso,
embora a cisteina seja considerada aminodcido ndo-essencial, esta ¢ incorporada as
proteinas, assim como, a metionina.

Dentre as fung¢des dos aminoacidos sulfurosos ja descritas anteriormente na
literatura, podemos destacar o fato da metionina atender as exigéncias de cisteina, a
qual atua na deposi¢do e no crescimento de penas. Nesse sentido, ¢ necessario
estudar qual fonte comercial de metionina sintética € o nivel minimo de
Metionina+Cistina digestivel (Met+CysD) podem disponibilizar um maior aporte
deste aminoacido sem comprometer o desempenho produtivo dos frangos, e se este
desvio ¢ maior para via da remetilagcdo ou transulfuragao.

Devido a elevada exigéncia de metionina nas dietas de frangos de corte
existem disponiveis no mercado diversas fontes comerciais, sendo as mais
utilizadas, a L-metionina, DL-metionina (DL-Met) e seu andlogo 2-4cido 4-hidroxi
metil butanoico (DL-HMTBA), nas formas em pd e liquida, respectivamente.
Ambas apresentam particularidades que podem estar relacionadas com as diferencas
relatadas entre as fontes sobre alguns parametros produtivos. A partir destas
constatagdes, torna-se importante o conhecimento da expressdo de genes que

codificam as enzimas relacionadas com o metabolismo dos aminoacidos sulfurosos,



bem como, o papel da nutricdo de frangos de corte na regulagao destes processos.

Assumindo estas proposig¢des, o trabalho foi dividido em dois capitulos: no
primeiro, o objetivo foi descrever a realizagdo de dois experimentos: o primeiro,
para determinar a exigéncia de Met+CysD em frangos de corte aos 21 dias de idade;
o segundo, com intuito de avaliar o efeito dos niveis de Met+CysD e das fontes de
metionina (L-metionina, DL-Met ¢ DL-HMTBA) sobre o desempenho produtivo,
morfometria intestinal e caracteristicas de carcaga em frangos de corte de 8-42 dias
de idade.

A proposta do segundo capitulo foi elucidar o efeito das fontes de metionina
(DL-Met ¢ DL-HMTBA) e dos niveis de Met+CysD sobre o desempenho ¢ a
expressao dos genes que codificam as enzimas que atuam no metabolismo dos

aminoacidos sulfurosos em frangos de corte aos 49 dias de idade.



CAPITULO1

Exigéncia e desempenho produtivo de frangos alimentados com
trés niveis de Metionina+Cistina Digestivel e trés fontes de
metionina



Exigéncia e desempenho produtivo de frangos alimentados com trés niveis de
Metionina+Cistina Digestivel e trés fontes de metionina

RESUMO

Neste estudo foi realizados dois experimentos: no primeiro objetivou-se determinar a
exigéncia de Met+CysD para frangos de corte de 8-21 dias de idade alimentados com
dietas contendo DL-Metionina. Frangos Cobb 500 slow feathering® foram distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado com cinco niveis de Met+CysD (0,63; 0,76;
0,88; 1,00 e 1,13%), seis repeti¢des e 15 frangos por parcela. A exigéncia de Met+CysD
foi estimada em 1,016 e 0,953%, para ganho de peso e conversdo alimentar,
respectivamente. No segundo experimento, avaliou-se as respostas de frangos de corte
que consumiram dietas contendo trés niveis de Met+CysD e trés fontes de Metionina. Os
niveis de Met+CysD foram: 0,63; 0,88 e 1,13 de 8-21 dias; 0,58; 0,83 e 1,08 de 8-33 dias
e, 0,52; 0,77 e 1,02% de 8-42 dias, juntamente com as trés substitui¢cdes (0, 50 e 100%)
da DL-Met pela DL- HMTBA, além de uma dieta controle positivo suplementada com
L-Met, totalizando 10 tratamentos. A deficiéncia de Met+CysD ocasionou a pior
conversao alimentar. Em relagdo a substituicdo de DL-Met por DL-HMTBA, os frangos
que receberam a DL-Met na fase de 8-42 dias obtiveram melhor desempenho. A L-
Metionina foi mais eficiente que as demais. Os frangos que consumiram a dieta contendo
100%DL-Met apresentaram maiores pesos vivo, de peito e peito desossado. Com relagdo
aos pesos relativos, os frangos que receberam dietas deficientes em Met+CysD tiveram
reducdo no peso de peito e peito desossado. De acordo com as trés substitui¢des,
100%DL-Met proporcionou peito desossado mais pesado. Os frangos que receberam a
dieta com L-Met, apresentaram aumento nos pesos absolutos e relativos de peito inteiro
e desossado. A substituicdio 100%DL-HMTBA e a dieta com L-Metionina
proporcionaram maiores porcentagens de penas e peso da oitava pena primaria. Com
relagcdo aos niveis, observou-se maior porcentagem de penas nos frangos que consumiram
a dieta em excesso de Met+CysD. Na morfometria intestinal a deficiéncia de Met+CysD
promoveu menor altura de vilosidade do jejuno aos 21 dias, entretanto, nas demais fases
houve aumento da altura de vilosidade, maior profundidade de cripta e menor relagdo
vilo:cripta. Portanto, pode-se concluir que a exigéncia de Met+CysD foi estimada pela
conversao alimentar em 0,953% para frangos de corte na fase de 8-21 dias de idade. O
nivel em excesso de Met+CysD e as fontes 100%DL-Met e L-Metionina mostraram-se
eficientes para desempenho, morfometria intestinal e caracteristicas dos cortes
comerciais. E as fontes DL-HMTBA no nivel em excesso ¢ a L-Metionina promoveram
maiores porcentagens de penas.

Palavras chave: aminodcidos sulfurosos, empenamento, histomorfometria intestinal,

rendimento de carcaca



Requirement and performance production of broilers fed by diets-containing three

levels of Methionine + Digestible Cystine and three sources of methionine

ABSTRACT

It was performed two experiments in this study: in the first one was aimed to determine
the requirement of Met+CysD to broilers 8-21 days of age, fed with DL-Methionine-
contained diet. Cobb 500 (slow feathering®) broilers were allocated in a completely
randomized design with five Met+CysD levels (0.63; 0.76; 0.88; 1.00 e 1.13%), six
repetitions and 15 chickens in each. The Met+CysD requirement was estimated in 1.016
and 0.953%, for weight gain and feed conversion, respectively. In the second experiment
it was evaluated the broilers response to diet contained three Met+CysD levels and three
methionine sources. The Met+CysD levels were: 0.63, 0.88 and 1,13 from 8-21 days;
0.58, 0.83 and 1.08 from 8-33 days, and 0.52; 0.77 and 1.02% from 8-42 days, amongst
the three replacements (0, 50 and 100%) of DL-Met by DL-HMTBA, besides a positive-
control diet supplemented with L-Met, totalizing ten treatments. The Met+CysD
deficiency caused the worst feed conversion. Related to replacement of DL-Met by DL-
HMTBA, broilers which received DL-Met in the 8-42 days level obtained the best
performance. The L-Methionine was more efficient the others used. The broilers which
was fed with 100%DL-Met-contained diet shown the highest body, breast and boneless
breast weight values. About relative weights, broilers which received Met+CysD
deficient diets shown reduction of breast and boneless breast weights. According to three
replacement used, 100%DL-Met resulted in animals with boneless breast high weight.
The broilers which received L-Met on the diet shown increase in the absolute and relative
weight of breast and boneless breast. Both 100%DL-HMTBA and L-Methionine diet
provided the highest percentage of feather and weight of primary eighth feather. Related
to levels, it was observed high feather percentage in broilers fed with Met+CysD excess.
In the intestinal morphometry, the Met+CysD deficiency promoted lowest height of
jejune villus at 21 days, however, in the other levels, there was villus height increase,
higher crypt depth and lower villus:crypt ratio. Therefore, the Met+CysD exigency was
estimated by feed conversion in 0.953% to broilers during 8-21 days of age. The level in
Met+CysD excess, as well as 100%DL-Met and L-methionine sources showed efficient
results to performance, intestinal morphometry and characteristics of commercial cuts.
Besides that, excess DL-HMTBA source and L-Methionine promoted highest feather
percentage.

Keywords: carcass yield, feathering, intestinal histomorphometry, sulfur amino acids



1 INTRODUCAO

A necessidade de incluir aminoacidos sulfurosos na dieta de frangos de corte ¢
devido a inimeros fatores, incluindo o fato de a metionina ser um aminoacido essencial
para a sintese proteica (ZHANG et al., 2017), desempenhando papel de iniciadora na
tradu¢do das proteinas; ser precursora em mais de 100 reacdes de metilacdes no
metabolismo de poliaminas, creatina e fosfatidilcolina (BROSNAN & BROSNAN,
2006). Ainda a metionina atua na sintese de cisteina, a qual por ser instavel, forma
ligagcdes dissulfeto com outra molécula de cisteina dando origem a cistina (Cys),
responsavel por conferir forca e rigidez a queratina (BARONE; SCHMIDT; LIEBNER,
2005). Desta forma, embora a cisteina ndo seja considerada um aminodcido essencial, seu
fornecimento € necessario e se da através da rota da transulfuracdo (FAGUNDES et al.,
2019).

De modo geral, a deficiéncia de metionina pode ocasionar inimeros prejuizos na
produgdo de frangos. Foi demonstrado por Donsbough et al. (2010) que o teor de acido
urico das excretas pode ser reduzido quando a metionina ¢ adicionada as dietas, o que
sugere que a sua deficiéncia limita a utilizacao de aminoacidos em dietas a base de milho
e soja. Ainda a suplementacdo de metionina ajuda na prote¢do das células intestinais de
frangos desafiados com Eimeria spp dos danos oxidativos induzidos pelos radicais livres,
principalmente, através da modulagdo do sistema antioxidante (KHATLAB et al., 2019).

Por esta razdo, a formulacdo deve ser realizada levando em considera¢ao os
requisitos nutricionais de frangos de corte para atender as exigéncias de Met+CysD o que
possibilita a obten¢do de maior deposicdo de massa muscular associada a melhor
conversdo alimentar.

De acordo com Agostini et al. (2016) as fontes mais utilizadas sdo a DL-metionina
(DL-Met-99%) e o seu andlogo, 2-acido 4-hidroxi metil butanoico (DL-HMTBA-88%),
esta ultima diferencia-se da primeira por apresentar um grupamento hidroxila no lugar do
grupamento amina, podendo ser considerada um acido organico até sua conversao em L-
metionina, além de ser formada por monomeros, dimeros e oligomeros (DIBNER;
BUTTIN, 2002). Devido as diferencas quimicas e fisicas, a biodisponibilidade
(ZELENKA et al., 2013) e as fungdes fisiologicas podem ser diferentes entre as fontes.



A adi¢do de fontes comerciais de metionina constitui um fator importante,
promovendo ganhos produtivos nas criagdes de frangos de corte. Em contrapartida,
existem controvérsias quanto a eficiéncia das principais fontes, pois alguns estudos
relatam que a suplementagdo de metionina promove melhora no desempenho de frangos
de corte (MEIRELLES et al., 2003; SWENNEN et al., 2011; DEL VESCO et al., 2013),
independente da fonte utilizada.

Diante do exposto, foram realizados dois experimentos: o primeiro com intuito de
determinar a exigéncia de Met+CysD para frangos de corte de 8-21 dias de idade
alimentados com dietas contendo cinco niveis de Met+CysD e utilizando a fonte
comercial DL-metionina; o segundo experimento foi realizado partindo da hipotese de
que as fontes comerciais de metionina atuam distintamente nas principais caracteristicas
produtivas. Deste modo, objetivou-se avaliar as respostas de frangos de corte alimentados
com dietas contendo trés niveis de Met+CysD e trés substitui¢des de DL-Met por DL-
HMTBA sobre o desempenho, caracteristicas dos cortes comerciais, penas e morfometria

intestinal do jejuno aos 42 dias de idade.



2  MATERIAL E METODOS

2.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Avicultura do Departamento
de Ciéncia Animal no Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias (CCHSA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus III, localizado no Municipio de
Bananeiras-PB.

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os preceitos € as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e
foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da

Paraiba (CEUA-UFPB) com o protocolo n® 075/2017.

2.2 Experimento I
2.2.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados pintos de corte machos (Cobb 500 slow feathering®) com um dia
de idade obtidos de incubatério comercial, vacinados contra Marek e Gumboro e sexados
pela asa. Durante o periodo de 1 a 7 dias de idade, os pintainhos ficaram em circulo de
protecdo seguindo as recomendacdes do manual da linhagem. Aos oito dias de idade 450
pintos com o peso médio inicial de 185+1lg, foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado em cinco tratamentos (niveis de Met+CysD: 0,63, 0,76; 0,88;
1,00 e 1,13%) com seis repeticdes e 15 frangos por parcela totalizando 450 animais no

periodo de 8-21 dias.

2.2.2 Instalac¢des

Os animais foram alojados em galpao de alvenaria, coberto com telhas de barro,
piso de concreto e muretas laterais com telas de arame até o telhado, providos de cortinas
laterais, utilizando-se a maravalha como material de cama. O galpao foi dividido em
boxes de 1,0 x 1,5m, equipados com comedouros tubulares e bebedouros tipo pendular.

Para garantir ambiente térmico adequado foram instaladas nos boxes lampadas



incandescentes de 150 watts, com altura regulada de acordo com o crescimento das aves
mantendo-se os valores de temperatura e umidade relativa do ar dentro das faixas de
conforto térmico, utilizando programa de luz continuo (24 horas de luz = natural e

artificial).

2.2.3 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram isonitrogé€nicas e isoenergéticas e suplementadas
de DL-Met em substitui¢cao ao amido. Os niveis de Met+CysD foram: 0,63% para a dieta
deficiente (utilizada como referéncia para as demais); 0,76 intermediario; 0,88 atendendo
a exigéncia; 1,00 intermediario e acima da exigéncia 1,13%.

A dieta referéncia foi composta por milho e farelo de soja e outros ingredientes
seguindo as recomendacgdes para frangos de corte na fase de 8-21 dias de idade
(ROSTAGNO et al., 2011). Os frangos receberam ragdo e dgua a vontade durante todo o

periodo experimental.

2.3 Experimento I1

2.3.1 Animais e delineamento experimental

Aos oito dias de idade pintos (Cobb 500 slow feathering®) com média de peso
inicial de 185+1g, foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3x3+1 (3 niveis de Met+CysD x 3 substituicdes da DL-Met pela DL-
HMTBA) e uma dieta controle positivo suplementada com L-Metionina (99%), sendo
dez tratamentos com seis repeti¢des de 15, 13 e 11 aves, totalizando 900, 780 e 600
frangos para as fases de 8-21, 8-33 e 8-42 dias, respectivamente. O galpao utilizado foi o
mesmo descrito para o experimento I e seguindo o programa de luz continuo de 24 horas

de luz (natural e artificial).

2.3.2 Dietas experimentais
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A dieta referéncia foi composta por milho e farelo de soja e demais ingredientes e
formulada seguindo as recomendagdes de Rostagno et al. (2011) para frangos de corte de
8-42 dias de idade (Tabela 1). Os niveis de Met+CysD foram: 0,63; 0,88 ¢ 1,13% de 8-
21 dias; 0,58, 0,83 e 1,08% de 8-33 dias ¢ 0,52, 0,77 e 1,02% de 8-42 dias (Tabela 2)
respectivamente, para os niveis de deficiéncia, exigéncia e excesso.

Todas as dietas experimentais foram isonitrogénicas e isoenergéticas e
suplementadas com DL-Met ou DL-HMTBA em substituigao ao amido. Além disso, a
substituicdo da DL-Met por DL-HMTBA foi em base equimolar, ou seja, 1 unidade de
DL-Met = 1,125 unidades de DL-HMTBA conforme descrito anteriormente por Visentini

et al. (2005). A oferta de ragdo e agua foi a vontade durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1 - Composicao percentual e valores nutricionais das dietas experimentais

Inicial Crescimento Final
Ingredientes (7o) 8-21 dias 8-33 dias 8-42 dias

Milho (7,88%) 56,716 62,175 62,506
Farelo de soja (45%) 35,775 30,132 28,685
Oleo de soja 3,291 3,692 4,500
Fosfato bicalcico (18,1%) 1,558 1,353 1,151
Calcario 0,945 0,889 0,759
DL-Metionina 0,062 0,060 0,014
DL-HMTBA 0,070 0,068 0,016
L-Lisina HCI 0,245 0,308 0,315
L-Treonina 0,084 0,103 0,144
L-Arginina 0,000 0,058 0,191
L-Valina 0,000 0,086 0,084
L-Triptofano 0,000 0,000 0,024
Amido 0,600 0,600 0,600
Sal comum 0,491 0,338 0,743
Cloreto de Colina 0,100 0,070 0,100
Premix Vitaminico! 0,050 0,050 0,100
Premix Mineral? 0,050 0,050 0,050
Coccidiostético® 0,005 0,005 0,005
Bacitracina de zinco 0,015 0,015 0,015
Antioxidante® 0,010 0,010 0,010
Total 100 100 100
Composigao calculada
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3050 3150 3200
Proteina Bruta (%) 20,980 19,000 18,400
Calcio (%) 0,841 0,758 0,663
Fosforo disponivel (%) 0,401 0,354 0,309
Metionina digestivel (%) 0,343 0,318 0,266
Metionina+cistina digestivel (%) 0,630 0,580 0,520
Lisina digestivel (%) 1,217 1,131 1,100
Treonina digestivel (%) 0,791 0,735 0,750
Triptofano digestivel (%) 0,236 0,206 0,220
Valina digestivel (%) 0,891 0,880 0,850
Arginina digestivel (%) 1,327 1,221 1,300
Sodio (%) 0,210 0,150 0,310
Cloro (%) 0,345 0,254 0,495
Potassio (%) 0,819 0,732 0,706

(1 Suplemento vitaminico: 1.000.000 UI de vitamina A, 1.700.000 UI de vitamina D3, 20.000 mg de vitamina E, 2.000
mg de vitamina K3, 2.000 mg de vitamina B1, 4.000 mg de vitamina B2, 2.000 mg de vitamina B6, 10.000 mcg de
vitamina B12, 20.000 mg de niacina, 10.000 mg de 4cido pantoténico, 25 mg de biotina, 500 mg de 4cido félico. @
Suplemento mineral: 250 mg de selénio, 75.000 mg de manganés, 70.000 mg de zinco, 50.000 de ferro, 8.500 mg de
cobre, 1.500 mg de iodo, 200 mg de cobalto (Niveis de garantia por kg de produto). ¥ Salinomicina sodica 12g. 4200
ppm de Hidroxido de Tolueno Butilado (BHT).



12

Tabela 2 - Determinagdo dos niveis de metionina (%), das substitui¢des das fontes (%),

quantidades de Met+CysD (g) e amido (g) nas dietas de frangos de corte

Niveis de Metionina (%)

8-21 dias 0,63 0,88 1,13
Substituig¢do (%)

Fonte |

© CP 0 50 100 0 50 100 0 50 100

L-Met 0312 - - - 0,062 0,062 0062 0062 0,062 0,062

DL-Met 0,062 0,031 - 0250 0,125 - 0,500 0,250 -

DL-

HNITBA - 0,035 0,070 - 0,141 0,281 - 0281 0,568

Amido(g) 0350 0,600 0,594 05592 0,350 0334 0,319 0,100 0,069 0,032
Niveis de Metionina (%)

8-33 dias 0,58 0,83 1,08
Substitui¢do (%)

f;)“te CP! 0 50 100 0 50 100 0 50 100

L-Met 0310 - - - 0,060 0,060 0060 0060 0,060 0,060

DL-Met 0,060 0,030 - 0250 0,125 - 0,500 0,250 -

DL-

HMTBA - 0,034 0068 . 0142 0284 _ 0284 0568

g)mdo 0350 0,600 0,596 0592 0350 0,333 0316 0,100 0,066 0,032
Niveis de Metionina (%)

8-42 dias 0,52 0,77 1,02
Substituigcdo (%)

fg")“te CpP! 0 50 100 0 50 100 0 50 100

L-Met 0,264 - - - 0,014 0,014 0014 0014 0,014 0014

DL-Met 0,014 0,007 - 0250 0,125 - 0,500 0,250 -

DL-

HMTBA ; 0,008 0,016 - 0,142 0,284 ; 0284 0,568

‘('*gr)md" 0350 0,600 0,599 0598 0350 0,333 0316 0,100 0,066 0,032

Icontrole positivo.

2.3.3 Variaveis analisadas

No experimento I foram analisados os dados de desempenho (consumo de ragao,

peso vivo, ganho de peso, conversao alimentar), caracteristicas dos cortes comerciais

dados de penas (peso da oitava pena primaria e percentual) de frangos alimentados com

a fonte DL-Met na fase de 8-21 dias.

No experimento II avaliou-se o efeito de trés substitui¢des de DL-Met por DL-

HMTBA e trés niveis de Met+CysD além da fonte L-Met, sobre o desempenho

(consumo de ragao, peso vivo, ganho de peso, conversdo alimentar) ¢ morfometria

intestinal (altura das vilosidades, profundidade de cripta e relagdo vilo:cripta) do jejuno

nas fases de 8-21, 8-33 ¢ 8-42 dias; as caracteristicas dos cortes comerciais aos 42 dias
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e dados de penas (peso da oitava pena primaria e percentual) na fase de 8-21 dias de

1dade.

2.3.4 Abate e amostragens de tecidos

Foram selecionadas oito aves com peso médio representativo do tratamento para
o abate. Apos jejum de 6 horas as aves foram pesadas e insensibilizadas, em seguida,
retirada a oitava pena primaria para ser pesada em balanca analitica de precisao e, seus
valores comparados entre os tratamentos. Posteriormente, deu-se sequéncia ao abate por
sangria na veia jugular

Em seguida, os frangos foram pesados novamente, depenados e pesados pela
terceira vez para a obtencdo do peso das penas e, subsequente, percentual de penas
(razdo entre o peso das penas e peso vivo multiplicado por 100). Para as caracteristicas
de carcaca, ela foi pesada, bem como, os cortes nobres para determinag¢ao do rendimento

destes em relagcdo ao peso vivo em jejum.

2.3.5 Histomorfometria do jejuno

Para a morfometria coletou-se o jejuno de 4 frangos por tratamento ao acaso,
aproximadamente 2 cm da por¢ao medial do jejuno foram colhidas. As amostras foram
lavadas com 4gua destilada e fixados em formol a 10% até o momento das analises. Em
seguida, os tecidos foram desidratados em série crescentes de alcoois (70, 80, 90, 100%),
diafanizadas em xilol e incluidos em parafina previamente derretida em estufa a 62°C.
Foi entdo realizada microtomia semi-seriada para montagem das laminas. Os cortes
tiveram espessura de 5 um, realizados com auxilio de micrétomo rotativo e os cortes
colocados em laminas. Posteriormente, foi feita a desparafinagdo e hidratacdo dos
cortes, utilizando-se xilol, série de alcoois e agua, em seguida, realizada a coloragdo das
mesmas pelo método Hematoxilina-Eosina (HE).

A captura de imagens dos cortes histologicos foi realizada com microscopio
optico, utilizando-se aumento de 5X. As andlises morfométricas foram realizadas em
analisador de imagens realizando 40 medi¢des de altura de vilosidades e 40 de

profundidade de cripta por tratamento.
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As variaveis estudadas foram altura de vilosidade, profundidade de cripta e
relacdo vilo:cripta. A altura de vilosidade foi determinada do &pice até a sua regido basal
que coincide com a superficie da cripta até seu apice; a profundidade de cripta foi
medida a partir da regido de transicdo vilosidade cripta até sua base e a relagdo

vilo:cripta ¢ a divisao da altura de vilosidades pela profundidade de cripta.

2.3.6 Analises estatisticas

As estimativas das exigéncias de Met+CysD foram estabelecidas por meio de
modelo de regressdo polinomial das varidveis avaliadas em funcdo dos niveis
(experimento I).

Os dados de desempenho, morfometria intestinal, caracteristicas dos cortes
comerciais ¢ dados de penas foram analisados usando o JMP Statistical Discovery
Software SAS (SAS Institute, 2009). Os efeitos significativos foram posteriormente
avaliados pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls) a 5% de probabilidade (experimento
10).
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento I

Considerando as variaveis de desempenho ndo houve efeito dos niveis para o
consumo de ragao (p=0,128). Porém, constatou-se efeito quadratico para ganho de peso
(3=-360,04x>+731,26x+551,78) e conversdo alimentar (§=0,8949x>-1,7056x+2,1016)
com as exigéncias de Met+CysD estimadas em 1,016 e 0,953%, respectivamente.

Os niveis de Met+CysD influenciaram o peso (§=-0,1325x>+0,2294x-0,0137) e
a porcentagem de penas (§=-8,6281x>+14,219x+2,0814), com exigéncias estimadas em
0,8657 e 0,8240%, respectivamente. Observou-se efeito quadratico para peso vivo (§=-
0,5454x2+1,0435x+0,5856), peso de carcaca (§=-0,7308x%*+1,3705x+0,1525), peito com
0ss0 (§=-0,3769x%+0,7202x-0,0513), peito desossado (§=-0,4765x>+0,9246x-0,2128),
asa (§=-0,0811x+0,1541x+0,0128), coxa (§=-0,085x%+0,1649x+ 0,0247) e sobrecoxa
(3=-0,0624x%+0,1405x+0,0408) e as exigéncias de Met+CysD foram estimadas em:
0,956%; 0,937%; 0,955%; 0,969%; 0,950%; 0,970% e 1,125%, respectivamente.

Observou-se efeito linear para os pesos relativos de peito (§=4,0798x+32,76) e de
sobrecoxa (y=2,8639x + 12,293). No entanto, o peso relativo de peito desossado foi
influenciado quadraticamente (§=-37,593x%+74,688x-7,1505) e a estimativa da exigéncia

para maximo rendimento de peito desossado foi de 0,993% (Tabela 3).



Tabela 3 - Desempenho, peso de penas, pesos absolutos e relativos de carcagas e cortes nobres de frangos de corte de 8-21 dias

Niveis de Met+CysD (%)

Varidveis 0,63 0,76 0,38 1,00 1,13 P EPM! Regressio? R? Estimativa
CR (g/ave) 1217 1155 1199 1209 1197 0,128 6,1158 ns ——-- -—--
GP (g/ave) 876 885 920 933 913 0,042 5,7717 Q 0,83 1,016
CA 1,389 1,305 1,303 1,296 1,313 0,008 0,0086 Q 0,92 0,953
Penas
Penas (g) 0,0765 0,0875 0,0853  0,0798 0,0778 0,000 0,001 Q 0,69 0,865
Penas (%) 7,43 8,33 7,78 7,41 7,27 0,008 0,097 Q 0,56 0,824
Pesos absolutos (g)
Peso vivo 1030 1052 1095 1078 1069 0,019 0,006 Q 0,85 0,956
Carcaca 730 759 806 788 768 0,042 0,007 Q 0,88 0,937
Peito 255 275 287 300 278 0,001 0,003 Q 0,90 0,955
Peito desossado 182 213 228 242 221 0,000 0,003 Q 0,96 0,970
Asa 78 82 86 86 83 0,005 0,000 Q 0,97 0,950
Coxa 95 100 106 103 103 0,012 0,001 Q 0,88 0,970
Sobrecoxa 105 110 118 118 120 0,041 0,001 Q 0,96 1,125
Pesos relativos (%)
Carcaca 70,82 72,12 73,62 72,17 71,81 0,069 0,406 ns - -—--
Peito 34,90 36,27 35,64 38,65 36,26 0,019 0,298 L 0,32 -—--
Peito desossado 25,04 28,14 28,30 31,19 28,83 0,000 0,411 Q 0,83 0,993
Asa 10,73 10,84 10,61 11,06 10,80 0,641 0,095 ns - -—--
Coxa 13,00 13,19 13,20 12,81 13,42 0,985 0,113 ns - -—--
Sobrecoxa 14,34 14,19 14,67 15,25 15,59 0,001 0,161 L 0,87 -

'"EPM: Erro padrio da média
2Q=efeito quadratico; L=efeito linear; ns=ndo significativo
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As exigéncias de Met+CysD foram estimadas em 1,016% para ganho de peso e

0,9530% para conversao alimentar (Figuras 1 e 2).

935 | y=-360.04x2 + 731.26x + 551.78 [
R2>=10.8292

\o
2
Lh

o0 D O
= R =
th Lh  Lh

Ganho de peso (g)

o]
o
Lh
[ ]

g75 @ v
0.63 0.73 0.83 0.93 1.03 1.13
Met+CysD (%)

Figura 1. Exigéncia de Metionina + Cistina Digestivel determinada pelo ganho de peso
em frangos de corte de 8 a 21 dias de idade

* y =0.8949%? - 1.7056x +2.1016
R2=10.92

Conversio alimentar

0.63 0.73 0.83 0.93 1.03 1.13
Niveis de Met+CysD (%)

Figura 2. Exigéncia de Metionina + Cistina Digestivel determinada pela conversdo
alimentar em frangos de corte de 8 a 21 dias de idade

3.2 Experimento II
3.2.1 Desempenho

Houve interagdo entre os niveis de Met+CysD e as substitui¢des de DL-Met por

DL-HMTBA para o consumo de ragdo de 8-21 e 8-42 dias (P<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Consumo de racdo de frangos de corte alimentados com ragdes contendo trés niveis de Met+CysD e substituicdes de DL-Met por

DL-HMTBA
Nivel Substituigdo Fontes de varia¢do
0 _ 0 _ . 0, _ 0, _ Adi
Fase Met+CysD lO(;vﬁ]t)L 5 O?’/OS)I]? ]I:Ili\/l/l'l?;B A IIEI)I(\)d{l(:]]g]/; 1(1)\(/}:;} Meédias Nivel Substituighio SXN  EPM®  CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia 1216,7°48 1241,924 1190,828 1216,4
8-21 Exigéncia 1198,8%4 1226,724 1119,924 1231,6 1215,2 0,2411 0,1813 0,157 3,852 0,0858
dias! Excesso 1197,4%4 1193,5% 1217,04 1202,6
Meédias 1204,3 1204,3 1204,3
, 0 _ 0 _ . 0 _ 0, -
Fase Melj-llr\éi}sD 10(;\22]?14 5 O?’/OS)I]? ]I:Ili\/l/l'l?;B A IIEI)I(\)d{l(:]]g]/; l(ﬁg’L Meédias Nivel Substituigdo  SXN EPM  CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia 3067,3 3096,1 3018,5 3060,7*
8-33 Exigéncia 2972,5 3054,8 29937 3010,5 3007,0° 0,0034 0,7047 0,2965 11,835 0,2232
dias? Excesso 3006,8 2958,2 3005,1 2990,0°
Meédias 3015,5 3036,3 30094
, 0 _ 0 _ . 0, _ 0, -
Fase Melj-llr\éi}sD 10(;\22]?14 5 O?’/OS)I]? ]I:Ili\/l/l'l?;B A IIEI)I(\)d{l(:]]g]/; 1018[20} Meédias Nivel Substituigdo  SXN EPM  CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia 4791,8A 4838,0%4 4781,7%A 4803,8°
8-42 Exigéncia 4621,9°8 4833,6% 4697,5%8 4689,5 4717,7° 0,0028 0,3929 0,0204 17,209 0,4323
dias® Excesso 4731,6%4 4606,9°* 4656,9*A 4665,1°
Meédias 4715,1 4759,5 4712,0

10,63 (deficiéncia); 0,88 (exigéncia) e 1,13% (excesso); 20,58 (deficiéncia); 0,83 (exigéncia) e 1,08% (excesso); 30,52% (deficiéncia); 0,77% (exigéncia) e 1,02% (excesso); “CP=100%L-
metionina 0,88 (8-21); 0,83 (8-33) e 0,77% (8-42 dias); >EPM: Erro Padrdo Médio;contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as substituigdes € niveis;
AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;

b para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintisculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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Entre os niveis, na fase de 8-21 dias a deficiéncia de Met+CysD promoveu
aumento do consumo de ra¢do na dieta 50%DL-Met:50%DL-HMTBA. Observou-se que
entre as substituicdes as dietas com 100% DL-Met e 100%DL-HMTBA o consumo de
racdo permaneceu igual nos trés niveis estudados. Ja os frangos que receberam a dieta
50%DL-Met:50%DL-HMTBA no nivel em excesso de Met+CysD apresentaram menor
consumo de ra¢ao em relacao aos demais.

Na fase de 8-33 dias observou-se que apenas o nivel de Met+CysD afetou o
consumo de racdo. A dieta deficiente proporcionou aumento no consumo em relagao aos
demais. Ja de 8-42 dias o consumo de ragdo nao se alterou entre as trés substituicdes no
nivel deficiente tampouco em excesso. A dieta na exigéncia de Met+CysD promoveu
diminui¢do do consumo dos frangos que receberam 100%DL-Met e 100%DL-HMTBA
em relagdo a 50%DL-Met:50%DL-HMTBA. De acordo com a andlise das substituigdes
entre os niveis, os frangos que se alimentaram com dietas 100%DL-Met no nivel
deficiente apresentaram maior consumo em relagcdo ao demais niveis. Observou-se maior
consumo de ra¢do em frangos que receberam 50%DL-Met:50%DL-DL-HMTBA nas
dietas deficiente e exigéncia, quando comparados aos que se alimentaram com o nivel em
excesso. Ja na substituicdo 100%DL-HMTBA, nao houve interferéncia dos niveis no
consumo de ragao (Tabela 4).

Na Tabela 5 estdo descritos os resultados obtidos dos trés niveis de Met+CysD e

das substitui¢des, para o ganho de peso dos frangos de 8-21, 8-33 e 8-42 dias.
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Tabela 5 - Ganho de peso de frangos de corte alimentados com ragdes contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢des de DL-Met por

DL-HMTBA
Nivel Substituigdo Fontes de varia¢do
Fase 100%DL- 50%DL-Met: 100%DL- 100%L- Meédias ] - 5 6
Met+CysD Met 50%DL-HMTBA HMTBA Meth Nivel Substituicdo SXN  EPM® CPxdemais
Deficiéncia 876,1 897,3 8773 883,6°¢
8-21 Exigéncia 920,4 921,4 935,9 940,12 925,9° 0,0001 0,4342 0,285 3,789 0,001
dias! Excesso 912,8 918,2 918,3 916,4°
Meédias 903,1 9123 909,0
Nivel 100%DL- 50%DL-Met: 100%DL- 100%L- - ] - 6
Fase Met+CysD Met 50%DL-HMTBA HMTBA Mot Médias Nivel Substituigdo  SXN EPM  CPxdemais
Deficiéncia 1958,004 1954,7¢A 1956,1%4 1954,1°
8-33 Exigéncia 2038,9%A 2070,7%4 2041,4% 2074,9 2050,3? 0,0001 0,3921 0,0074 10,095 0,1772
dias? Excesso 2058,7°A8 2,023,3%8 2095,234 2059,0*
Meédias 2018,5 2016,3 2030,8
Nivel 100%DL- 50%DL-Met: 100%DL- 100%L- L ] - 6
Fase Met+CysD Met 50%DL-HMTBA HMTBA Mot Médias Nivel Substituigdo  SXN EPM  CPxdemais
Deficiéncia 2827,9°A8 2886,0°4 2795,6% 2836,5°
8-42 Exigéncia 2995,8% 3036,0° 2994,54 3010,1 3008,7* 0,0001 0,0382 0,0001 15,456 0,0941
dias® Excesso 3161,0 2936,4°¢ 3032,9%8 3043.4%
Meédias 2994,9* 2952,8% 2941,0°

10,63 (deficiéncia); 0,88 (exigéncia) e 1,13% (excesso); 20,58 (deficiéncia); 0,83 (exigéncia) e 1,08% (excesso); 30,52% (deficiéncia); 0,77% (exigéncia) € 1,02% (excesso); *CP=100%L-
metionina 0,88 (8-21); 0,83 (8-33) e 0,77% (8-42 dias); >EPM: Erro Padrdo Médio;contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as substituigdes € niveis;

AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;
b para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintisculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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Os niveis de Met+CysD influenciaram o ganho de peso de frangos na fase de 8-
21 dias. Pode-se observar que a deficiéncia de Met+CysD ocasionou diminui¢do no ganho
de peso e os niveis na exigéncia e excesso proporcionaram frangos mais pesados. Além
disso, os frangos que receberam a dieta com a L-Met apresentaram maior ganho de peso.

Nas fases de 8-33 e 8-42 dias observou-se interagdo entre os niveis de Met+CysD
e as substituigdes de DL-Met por DL-HMTBA. Com relagdo as substitui¢des na fase de
8-21 dias, nos niveis deficiente e o que atendia a exigéncia, o ganho de peso foi
semelhante nas trés substitui¢des. Ja para a dieta em excesso os frangos que receberam
100%DL-HMTBA apresentaram maior ganho de peso e a substituicdo de 100%DL-Met
foi semelhante a 50%DL-Met:50%DL-HMTBA e 100%DL-HMTBA. Entre os niveis e
com a substituigdo de 100%DL-Met, 50%DL-Met:50%DL-HMTBA e 100% DL-
HMTBA, obteve-se maior ganho de peso nos niveis: excesso, exigente € excesso,
respectivamente.

Ao avaliar os resultados obtidos na fase de 8-42 dias, observou-se que o nivel
deficiente de Met+CysD proporcionou menor ganho de peso para 100%DL-HMTBA e
aqueles que consumiram a dieta com 50%DL-Met:50% DL-HMTBA neste nivel
obtiveram maior ganho de peso entre as substituigdes. O ganho de peso dos frangos que
se alimentaram com a dieta no nivel exigido de Met+CysD foi semelhante nas trés
substitui¢des. Ja no nivel em excesso, a substituicdo 100%DL-Met proporcionou maior
ganho de peso. Entre as substitui¢cdes, maior ganho de peso foi obtido no nivel em excesso
para DL-Met, no nivel exigente quando utilizou-se as duas fontes (50%DL-Met:50% DL-
HMTBA) e nos niveis exigente e excesso de Met+CysD com 100%DL-HMTBA (Tabela
5). Na Tabela 6 estao descritos os resultados obtidos dos trés niveis de Met+CysD e das

substitui¢des, para a conversao alimentar dos frangos de 8-21, 8-33 e 8-42 dias.
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Tabela 6 - Conversdo alimentar de frangos de corte alimentados com rag¢des contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢cdes de DL-Met

por DL-HMTBA

Nivel Substitui¢do Fontes de variacdo
0 _ 0 _ . 0, _ 0, _ Adq
Fase Met+CysD 10(1)\/?;]?]“ 5 O?’/O];OI]? 114{1\1\/11%3 A IIEI)I(\)d{l(:]]g]/; 1(1)\(/}:;} Meédias Nivel  Substituicio SXN  EPM?® CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia' 1,38 1,38 1,34 1,372
8-21 Exigéncia 1,30 1,33 1,30 1,31° 1,31° 0,0001 0,7452 0,0961 0,005 0,0465
dias! Excesso 1,31 1,29 1,32 1,31°
M¢dias 1,33 1,33 1,32
r 0 _ 0 _ . o, - 0, -
Fase M;j-il-\(/:i}sD 10(1)\/?2?]“ 5 O?)/O];OI]? Ifﬂ\l\/f%g A IIEI)I(\)d{l(:]]g]/; 1018[20} Médias Nivel  Substituigdo SXN  EPM CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia 1,56 1,58 1,54 1,56%
8-33 Exigéncia 145 1,47 1,46 1,45° 1,46° 0,0001 0,0755 0,1583 0,015 0,0465
dias? Excesso 1,46 1,46 1,43 1,45b
M¢dias 1,49 1,50 1,48
r o _ 0 _ . [ _ o/T _
Fase Meljr(fje;sD 10(1)\22?14 5 Oﬁ%’f Iﬁ%ﬁg A 1}%?/[{;];1/; IO&QL Médias Nivel  Substituigdlo SXN  EPM  CPxdemais®
+DL-
Deficiéncia 1,694 1,674 1,703 1,69*
8-42 Exigéncia 1,548 1,594 1,56PAB 1,55° 1,56° <0,0001 0,005 0,019 0,009 0,0043
dias® Excesso 1,49<B 1,564 1,53 1,53¢
Médias 1,57° 1,61* 1,60*

10,63 (deficiéncia); 0,88 (exigéncia) e 1,13% (excesso); 20,58 (deficiéncia); 0,83 (exigéncia) e 1,08% (excesso); 30,52% (deficiéncia); 0,77% (exigéncia) e 1,02% (excesso); “CP=100%L-
metionina 0,88 (8-21); 0,83 (8-33) e 0,77% (8-42 dias); >EPM: Erro Padrdo Médio;contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as substituigdes € niveis;
AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;

b para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintisculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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Nas fases de 8-21 e 8-33 dias a pior conversdo alimentar foi obtida para os frangos
que receberam a dieta deficiente em Met+CysD. Houve efeito da interacao na fase de
8-42 dias, em que no nivel deficiente ndo existiu diferengas entre as substituigdes. Ja no
nivel que atendia a exigéncia com 100%DL-Met proporcionou melhor conversao em
relacdo as demais e 100%DL-HMTBA foi semelhante as duas substitui¢cdes. Para o nivel
em excesso de Met+CysD, a melhor conversao alimentar foi obtida com 100%DL-Met.

Entre aos niveis, observou-se que para a DL-Met a melhor conversao foi obtida
nos frangos que consumiram a dieta em excesso, seguida daqueles que receberam o
nivel que atendia a exigéncia de Met+CysD. Na dieta com 50%DL-Met:50%DL-MHA,
tanto o nivel na exigéncia quanto em excesso promoveu melhor conversao alimentar,
comportamento semelhante quando comparada a dieta 100%DL-HMTBA entre os

niveis de Met+CysD.

3.2.2 Pesos absolutos e relativos de carcaca e cortes

Na Tabela 7 estdo descritos os pesos absolutos e relativos de frangos aos 42 dias

de idade.
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Tabela 7 - Pesos absolutos e relativos de carcagas e cortes de frangos alimentados com

dietas contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢des de DL-Met por DL-

HMTBA

Nivel de Pesos absolutos (g)

Met+CysD! ' ' Peito

Substituico Peso vivo Carcaca  Peito desossado Asa Coxa  Sobrecoxa

Deficiéncia 28790 2299° 836° 645°¢ 233 290 373

Exigéncia 30822 2464 995 790° 237 316 394

Excesso 31162 2510# 10412 8474 241 309 401

100%DL-Met 30892 2484 988 800? 238 309 394

50%DL-Met: ab ab b

50%DL-HMTBA 3009 2402 950 745 233 304 384

100%DL-HMTBA 2980° 2387 934b 737° 240 302 390

100%L-Met 3125 2504 10452 889* 232 315 389
Fontes de variagao

Nivel 0,0001 0,0001  0,0001 0,0001 0,2679  0,0001 0,0043

Substitui¢ao 0,0486 0,0942  0,0180 0,0001 0,3435 0,4389 0,4786

SXN 0,1423 0,2208 0,3124 0,3891 0,7867 0,1267 0,7618

EPM3 0,0224 0,0218 0,0137 0,0134 0,0018 0,0026 0,0034

CPXdemais* 0,0918 0,1958  0,0007 0,0001 0,5087 0,1815 0,9684
Pesos relativos (%)

Deficiéncia - 79,77  36,39° 28,09¢ 10,16 12,67 16,27

Exigéncia - 79,92 40,41* 32,08° 9,61° 12,84 16,02

Excesso - 80,55  41,51* 33,792 9,59 12,34 16,01

100%DL-Met - 80,40 39,76 32,222 9,59 12,48 15,89

50%DL-Met: b

50%DL-HMTBA - 79,77 39,50 30,94 9,71 12,68 16,01

100%DL-HMTBA - 80,07 39,05 30,80° 10,06 12,68 16,41

100%L-Met? - 80,14  41,74* 35,522 9,28 12,60 15,54
Fontes de variagao

Nivel - 0,613  0,0001 0,0001 0,031 0,1048 0,742

Substitui¢ao - 0,757 0,468 0,0342 0,1251 10,6303 0,3675

SXN - 0,461 0,692 0,5355 0,9016 0,9919 0,3469

EPM3 - 0,311 0,358 0,4048 0,0947 0,0885 0,1478

CPXdemais* - 0,952 0,003 0,0001 0,1023  0,9637 0,2638

10,52% (deficiéncia); 0,77% (exigéncia) e 1,02% (excesso); 2CP=100%L-metionina 0,88 (8-21); 0,83 (8-33) € 0,77%
(8-42 dias); *EPM: Erro Padrdo Médio; “contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as substitui¢des e
niveis; A8 para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maitsculas na linha diferem entre si
pelo teste SNK; b para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes minfisculas na coluna diferem

entre si pelo teste SNK.
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Conforme ja relatado nas varidveis de desempenho, o nivel deficiente de
Met+CysD prejudicou o peso vivo, os pesos absolutos de carcagas e cortes nobres
(P<0,05). Contudo, os pesos absolutos de asas, sobrecoxa ndo apresentaram diferencas
(P>0,05). Com relagdo ao nivel em excesso, este promoveu maiores pesos absolutos de
peito e peito desossado (P<0,01). Ja o peso vivo e de carcaga ndo diferiram na exigéncia
tampouco no excesso de Met+CysD (P>0,05). Ao avaliar as substitui¢des, os frangos que
consumiram a dieta contendo 100%DL-Met apresentaram maiores pesos vivo, de peito e
peito desossado (P<0,05).

Com relacdo aos pesos relativos, os frangos que consumiram as dietas deficientes
em Met+CysD tiveram reducdo no peso de peito e peito desossado (P<0,01). De acordo
com as trés substituicdes, 100%DL-Met proporcionou peito desossado mais pesado
(P<0,05). Ja os frangos que receberam a dieta com L-Met apresentaram aumento nos

pesos absolutos e relativos de peito inteiro e desossado.

3.2.3 Empenamento

Na Tabela 8 pode-se observar os resultados de porcentagens de penas e peso da 8*
pena primaria de frangos que consumiram dietas contendo trés niveis de Met+CysD e

substituigdes de DL-Met por DL-HMTBA na fase de 8-21 dias.
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Tabela 8 — Dados de penas de frangos alimentados com dietas contendo trés niveis de

Met+CysD e substitui¢des de DL-Met por DL-HMTBA

Is\llll‘é:h?l;é\gsﬁc}’SDl Porcentagem de penas Peso 8" pena primaria (mg)
Deficiéncia 7,714° 0,138
Exigéncia 7,632° 0,140
Excesso 8,031 0,147
100%DL-Met 7,576° 0,136°
50%DL-Met:50%DL-HMTBA 7,886 2 0,136°
100%DL-HMTBA 7,9142 0,153
100%L-Met? 8,1812 0,139
Fontes de variagao

Nivel 0,014 0,089
Substituicao 0,034 0,001
SXN 0,018 0,538
EPM? 0,062 0,001
CPXdemais* 0,035 0,621

10,63% (deficiéncia); 0,88% (exigéncia) € 1,13% (excesso); 2CP=100%L-metionina 0,88 (8-21); 3EPM: Erro Padrdo
Médio; “contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as substituigdes € niveis;

AB para cada nivel, médias de substituigdo seguidas por letras diferentes maitsculas na linha diferem entre si pelo teste
SNK; " para cada substituigdo, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintsculas na coluna diferem entre si
pelo teste SNK.

De acordo com os resultados sobre empenamento (Tabela 8) pode-se notar que as
porcentagens de penas de frangos (Cobb Slow feathering®) foram influenciadas pelos
niveis de Met+CysD e pelas substitui¢des. Nao houve efeito significativo (P>0,05) entre
os niveis de Met+CysD para o peso da oitava pena primaria, entretanto este foi
influenciado pelas substituigoes de DL-Met por DL-HMTBA (P<0,01). A substitui¢ao
100%DL-HMTBA proporcionou maiores porcentagens de penas e pesos da oitava pena
primaria. Com relag@o aos niveis, observou-se maior porcentagem de penas nos frangos
que consumiram os niveis em excesso de Met+CysD. Vale salientar que a dieta 100%L-

Met mostrou-se eficiente com maiores porcentagens de penas.

3.2.4 Histomorfometria do jejuno

Na Tabela 9 pode-se observar que a suplementagao dietética de Met+CysD e as
substitui¢des das fontes em estudo, influenciaram a altura de vilo (AV), a profundidade

de cripta (PC) e relagdo vilo:cripta (V:C) do jejuno de frangos de corte
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Tabela 9 - Valores histomorfométricos do jejuno de frangos alimentados com dietas contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢cdes de

DL-Met por DL-HMTBA

Nivel Substituigdo Fontes de variagdo
0 _ Adi
Fase  Met+CysD! 100%DLMet SS&SE;MTB A 100%DLHMTBA  CP? Médias N S SXN  EPM?® CPxD*
21 dias

Deficiéncia 677,29 689,78 864,36 743.8°
AV Exigéncia 659,078 864,714 837,65 55224 787.1°  <0,0001 <0,0001 <0,0001 90336 <0,0001
(um)  Excesso 823,89 813,91% 843,00% 826,9°

Médias 720,0° 7894 8483

Deficiéncia 210,38 207,56 208,16 208,7°
PC  Exigéncia 161,68<C 206,828 215,420 163,6° 1946  <0,0001 <0,0001 <0,0001 28877 <0,0001
(um)  Excesso 195,184 191,454 193,80 193,4°

Médias 189,0° 201,9° 205,7°

Deficiéncia 32708 3 4208 4.24%A 3.6°
V:C  Exigéncia 4,15 4,244 4,010 3 4¢ 4,1° 0,0027 <0,0001 <0,0001 0,717 <0,0001
(um)  Excesso 4,284 4,304 4,38 4,32

Médias 3,00 3,90 4

10,63% (deficiéncia); 0,88% (exigéncia) e 1,13% (excesso); 2CP=100%L-metionina 0,88 (8-21 dias); *EPM: Erro Padrao Médio; “contraste ortogonal para comparar o controle positivo

com as substitui¢des e niveis;
AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;
ab para cada substituigio, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintsculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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De acordo com os resultados descritos na Tabela 9 houve interagdo para as
variaveis de frangos na fase de 8-21 dias (P<0,0001). Entre o nivel deficiente de
Met+CysD e as substituicdes, a dieta com 100%DL-HMTBA proporcionou maior altura
de vilosidades. No nivel que atendia a exigéncia maior altura de vilosidades foi obtida
com as dietas 50%DL-Met:50%DL-HMTBA e 100%DL-HMTBA. Ja no nivel em
excesso, as substituicdes ndo diferiram entre si. Entre as substitui¢des, 100%DL-Met
promoveu aumento nos valores da altura de vilosidade do jejuno dos frangos que
consumiram as dietas em excesso de Met+CysD. Para a substituicdo 50%DL-
Met/50%DL-HMTBA, maior altura de vilosidades foi obtida no nivel que atendia a
exigéncia de Met+CysD. Ainda, na dieta com 100%DL-HMTBA a altura das vilosidades
nao diferiu entre as substituigoes.

Ao avaliar a profundidade de cripta, o nivel deficiente de Met+CysD comparado
as substitui¢des nao houve diferengas. Por outro lado, no nivel que atendia a exigéncia de
Met+CysD notou-se menor profundidade de criptas para 100%DL-Met, seguida de
50%DL-Met:50%DL-HMTBA. Além disso, na dieta em excesso de Met+CysD ndo se
observou diferengas. A substituicdo com 100%DL-Met no nivel deficiente observou-se
maior profundidade de cripta. Na dieta 50%DL-Met/50%DL-HMTBA proporcionou
criptas com menor profundidade apenas no nivel em excesso. Comportamento
semelhante foi observado com 100%DL-HMTBA.

Na analise dos resultados da relagao vilo:cripta, no nivel deficiente de Met+CysD
houve maior relagdo vilo:cripta com 100%DL-HMTBA; nos niveis que atendia a
exigéncia e em excesso a relagcdo vilo:cripta ndo diferiu entre as substitui¢des. Ao
relacionar os niveis nos frangos que receberam 100%DL-Met, observou-se menor relagao
vilo:cripta no nivel deficiente em Met+CysD, comportamento semelhante foi observado
para 50%DL-Met/50%DL-HMTBA e em 100%DL-HMTBA nao se observou diferencas

entre os niveis avaliados.
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Tabela 10 - Valores histomorfométricos do jejuno de frangos alimentados com dietas contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢cdes de

DL-Met por DL-HMTBA

Nivel Substitui¢do Fontes de variacdo
Fase ) 50%DL- ) Meédias 5 4

Met+CysD 100%DLMet Met:50%DLHMTBA 100%DLHMTBA  CP N S SXN EPM CPxD

. 0

Deficiéncia 908,474 865,348 887,558 887,12
AV Exigéncia 787,10% 707,778 715,468 808,6 736,7¢ <0,0001 <0,0001 <0,0001 68,260 0,4321
(um)  Excesso 845,788 885,964 805,32°¢ 845,6°

Médias 847,1° 819,6° 802,7°

Deficiéncia 200,774 198,384 197,894 199,0?
PC Exigéncia 116,75 165,348 181,355 145,0¢ 154,4¢ <0,0001 <0,0001 <0,0001 24,732 <0,0001
(um)  Excesso 169,178 155,14%8 166,244 163,5°

Médias 162,2°¢ 172,9° 181,8°

Deficiéncia 4,62°A 4,455 4,520 4,5¢
V:C  Exigéncia 6,83% 4,38%8 4,02¢C 5,6° 5,00 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,793 <0,0001
(um)  Excesso 5,09%B 5,822A 4,958 5,22

Médias 4,5¢ 5,0 5,2°

10,58 (deficiéncia); 0,83 (exigéncia) e 1,08% (excesso); 2CP=100%L-metionina 0,83 (8-33 dias); *EPM: Erro Padrdo Médio; *contraste ortogonal para comparar o controle positivo com as
substitui¢des e niveis;

AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;

ab para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes mintisculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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De acordo com os resultados descritos na Tabela 10, a deficiéncia em Met+CysD,
a substitui¢do 100%DL-Met proporcionou maior altura de vilosidades em relagdo as
demais. No nivel que atendia a exigéncia de Met+CysD maior altura de vilosidades
também foi observada na dieta com 100%DL-Met. Ja na dieta em excesso, maior altura
de vilosidades foi obtida no jejuno de frangos que receberam 50%DL-Met:50%DL-
HMTBA em comparagao as demais. Interessantemente, os frangos que receberam dietas
contendo 100%DL-Met no nivel deficiente tiveram aumento na altura de vilosidades;
contudo, na substitui¢do 50%DL-Met:50%DL-HMTBA observou-se maior altura de
vilosidades tanto na deficiéncia quanto no excesso de Met+CysD. J4 para 100%DL-
HMTBA o aumento de vilosidades foi observado apenas nos jejunos de frangos que
consumiram a dieta deficiente em Met+CysD.

A profundidade de criptas ndo se alterou no jejuno de frangos que receberam a
dieta deficiente, entre as substitui¢des, em contrapartida, na dieta que atendia a exigéncia
em Met+CysD foi observada maior profundidade de criptas com 100%DL-HMTBA. Ja
no nivel em excesso as maiores profundidades de criptas foram observadas nas
substituicdes com 100%DL-Met e 100%DL-HMTBA. Observou-se maior profundidade
de criptas no nivel deficiente em Met+CysD em todas as substituicdes estudadas.

A relacdo vilo:cripta ndo se alterou na deficiéncia, entre as substitui¢des. Na dieta
que atendia a exigéncia de Met+CysD, a relagdo foi maior quando comparada as demais.
Para 50%DL-Met/50%DL-HMTBA a dieta deficiente também promoveu menor relagdo
vilo:cripta, e ao correlaciond-la as demais substituicdes, observou-se maior relagdo
vilo:cripta ao nivel em excesso. Na substituicdo 100%DL-HMTBA, obteve-se maior
relagcdo vilo:cripta ao nivel em excesso; quando correlacionada com as demais pode-se
notar que, no nivel da exigéncia de Met+CysD a relagdao foi menor em comparagdo as
demais e no nivel em excesso, a relacdo vilo:cripta foi menor do que 50%DL-

Met/50%DL-HMTBA.
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Tabela 11 - Valores histomorfométricos do jejuno de frangos alimentados com dietas contendo trés niveis de Met+CysD e substitui¢cdes de

DL-Met por DL-HMTBA

, Substituigdo Fontes de variacdo
Fase Vel , 50%DL- . ) Médias X .
Met+CysD 100%DLMet <oy o i, 100%DLHMTBA P N S SXN  EPM® CPxD
AV Deficiéncia - - - 1009,12
(um)  Exigéncia . . ; 902,8" 960,8°  <0,0001 <0,0001 03574 85208 <0,0001
Excesso - - - 977,1%
Médias 982,1° 1018,8° 946,2°
pc  Deficiéncia 259,624 235,88%8 226,91 240,8°
Exigéncia 213,46 190,318 168,825C 171,7¢ 190,8°  <0,0001 <0,0001 <0,0001 24,818 <0,0001
(m) g cesso 152,678 172,94¢A 160,16 161,9¢
Médias 208,5° 199,7° 185,3¢
v.c Deficiéncia 3,968 4,49°A 4,33 4,°
' Exigéncia 4,588 5,08bA 5,510 52 5,10 0,0048 <0,0001 <0,0001 0,758  0,5432
(m) g cesso 6,432 5,96 6,048 6,1°
Médias 4,0 500 5700

10,52% (deficiéncia); 0,77% (exigéncia) e 1,02% (excesso); 2CP=100%L-metionina 0,77 (8-42 dias); *EPM: Erro Padrao Médio; “contraste ortogonal para comparar o controle positivo

com as substituigdes e niveis;

AB para cada nivel, médias de substitui¢do seguidas por letras diferentes maiusculas na linha diferem entre si pelo teste SNK;
ab para cada substituigio, médias de niveis seguidos por letras diferentes minusculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK.
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Na fase de 8-42 dias, o nivel deficiente de Met+CysD proporcionou maior altura
de vilosidades, e entre as substituicdo observou-se aumento nas vilosidades do jejuno de
frangos que consumiram 50%DL-Met:50%DL-HMTBA. Houve interagdo para
profundidade de cripta e relacao vilo:cripta (P<0,0001). Ao avaliar o nivel deficiente e o
que atendia a exigéncia de Met+CysD foi observada maior profundidade de cripta com
100%DL-Met, ja no nivel em excesso com a dieta 50%DL-Met:50%DL-HMTBA. A
deficiéncia de Met+CysD proporcionou maior profundidade de cripta nas trés
substituigoes.

Quanto a relagao vilo:cripta, evidenciou-se que ela foi reduzida no nivel deficiente
com 100%DL-Met e com 50%DL-Met:50%DL-HMTBA, entretanto, esta relagao
aumentou no nivel em excesso. Entre os niveis o jejuno de frangos que consumiram as
trés substituicdes no nivel em excesso de Met+CysD apresentaram maior relagdo

vilo:cripta.
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4 DISCUSSAO

4.1 Experimento I

Os resultados obtidos na estimativa da exigéncia de Met+CysD para frangos de
corte aos 21 dias de Met+CysD pelas varidveis: ganho de peso e conversdao alimentar
(1,01 e 0,95%) estdo acima da recomendacdo para a fase de 8-21 dias, utilizada para
estabelecer a dieta exigente do nosso estudo que foi de 0,88% (ROSTAGNO et al., 2011);
em contrapartida, esta de acordo com os valores posteriormente determinados de 0,96%,
para frangos de corte por Rostagno et al. (2017). Tais resultados comprovam o que ja vem
sendo descrito na literatura em relacdo as inimeras fun¢des da metionina no organismo
de frangos de corte: como precursora de importantes compostos de enxofre antioxidantes,
incluindo, taurina e glutationa (METAYER et al., 2008).

A L-Cys ¢ considerada ndo essencial, visto que, pode ser sintetizada in vivo a
partir de metionina, entretanto, o inverso nao ¢ possivel. Deste modo, em dietas a base de
milho e soja onde os aminoacidos sulfurosos sdao igualmente eficientes, cada parte de
metionina ¢ dividida para fornecer tanto L-Met quanto L-Cys pela via da transulfuracao
(BAKER, 2006; 2009). Desta forma, as dietas de frangos de corte devem ser
suplementadas com metionina para atender aos requisitos de aminoacidos sulfurosos
(DILGER; BAKER, 2007), bem como, deve-se levar em consideracdo a exigéncia de
Met+CysD na formulagdo. Além disso, a cisteina pode ser uma “fonte poupadora” de
metionina, uma vez que, parte desta ¢ convertida normalmente em cisteina e seu
fornecimento na dieta pode reduzir ou substituir parte da exigéncia de L-Met em até 80%
em mamiferos e aves (SHOVELLER et al., 2005).

Embora a exigéncia estimada de Met+CysD para melhor desempenho tem sido
mais elevada que aquele utilizado como recomendacao, a estimativa da exigéncia para
penas pode confirmar que os frangos Cobb 500 slow feathering® tem menor exigéncia de
Met+CysD para empenamento. Portanto, fica claro que esta ndo ¢ uma variavel indicada

de forma isolada, para determinar a exigéncia desta.
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4.2 Experimento I1

No presente estudo obteve-se diferentes respostas entre frangos de corte que
receberam dietas contendo niveis deficientes, exigentes e em excesso de Met+CysD.
Além disso, verificou-se diferentes comportamentos entre as fontes comerciais, bem
como, a atuacao delas em relag¢ao aos niveis deste estudo.

As dietas com os niveis deficientes em Met+CysD em todas as idades estudadas
comprometeram o desempenho de frangos de corte, corroborando com estudos anteriores,
os quais demonstraram que quantidades deficientes nas dietas prejudicam o desempenho
(DEL VESCO et al., 2013; DEL VESCO et al., 2015a; WEN et al., 2017; ZHANG et al.,
2017). Desse modo, fica evidenciado o importante papel da metionina para o crescimento
de frangos de corte, o que justifica o fato deste aminoacido ser o primeiro limitante nas
dietas de aves (DILGER; BAKER, 2007).

Em relagdo as substitui¢des, a melhor conversado foi obtida para a fonte DL-Met e
nos niveis em excesso para todas as idades. Este achado esta de acordo com Meireles et
al. (2003), os autores relataram que frangos de corte alimentados com dietas contendo a
fonte DL-Met e com niveis mais elevados obtiveram melhora na conversao alimentar. Em
contrapartida, alguns trabalhos ndo encontraram diferencas para variaveis de desempenho
em frangos alimentados com dietas contendo L-Met, DL-Met ou DL-HMTBA (DEL
VESCO et al., 2013; CONDE-AGUILERA et al., 2016) ou entre L-Met ¢ DL-Met
(PACHECO et al., 2018).

De acordo com Aggrey et al. (2017) as formas D, L-Met e DL-HMTBA
restauraram o crescimento de frangos submetidos previamente a deficiéncia de
Metionina. Igualmente, Zhang et al. (2017) relatam que tanto a DL-Met, L-Met ¢ DL-
HMTBA promoveram melhores taxas de crescimento e na eficiéncia alimentar, quando
comparada a dieta deficiente em Metionina, em contrapartida, embora nao tenham
apresentado diferencas entre si quanto ao desempenho dos frangos, influenciaram as vias
bioquimicas de maneiras distintas, uma vez que, a DL-HMTBA ndo afetou a expressao
de transportadores de aminoacidos de maneira similar a DL-Met e L-Met.

As diferentes respostas de crescimento relacionadas a suplementacdo com as

fontes no nosso estudo, podem ser explicadas devido as particularidades na estrutura e
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absorcao intestinal, que sdo diferentes entre elas (VISENTINI et al., 2005). A DL-Met ¢
absorvida por transporte ativo, ou seja, dependente de energia e por intermédio de
carreadores por transportadores presentes na borda da escova. Enquanto a DL-HMTBA
¢ absorvida por difusdo, dependente de concentragdao, bem como, a maior parte de DL-
HMTBA ¢ absorvida na parte superior do trato digestivo onde o pH baixo ¢ mais propicio
e transportada por carreadores da membrana basal. Além disso, a DL-HMTBA possui em
sua estrutura uma hidroxila ao invés do grupamento amina dos aminodacidos e tende a
aumentar os transportadores na membrana basal (DIBNER, 2003; WANG et al., 2019).

Poosuwan et al. (2015), relataram que a DL-HMTBA possui propriedade
acidificante semelhante aos 4acidos organicos enquanto ndo ¢ convertida em L-Metionina,
pois, reduz o pH da digesta e exibe beneficios antimicrobianos (DIBNER & BUTTIN,
2002). Segundo Yodseranee & Bunchasak (2012), a concentracdo de acido urico,
importante antioxidante, no plasma aumentou com a suplementacdo de DL-HMTBA; isto
implica que DL-HMTBA satisfez a necessidade de aminoacidos sulfurosos na dieta e
aumentou a retengdo de nitrogénio. Os autores também sugerem que a suplementagao
com DL-Met ou DL-HMTBA pode melhorar o equilibrio dietético e aumentar a
biodisponibilidade de aminoacidos, pois a dieta suplementada com DL-Met aumenta o
teor de metionina plasmatica a um nivel superior a DL-HMTBA.

Ademais, além de monomeros, cerca de 23% da fragdo da molécula de DL-
HMTBA esta presente na forma de oligdmeros e dimeros, os quais, de acordo com
Hoehler et al. (2005) sdo pouco absorvidos. Ainda a L-Met tem maior afinidade por seu
transportador e ¢ absorvida em maior velocidade, por isso ¢ removida mais rapidamente
do Iumen intestinal quando comparada a DL-HMTBA (MAENZ & ENGELE-SCHAAN,
1996).

Portanto, baixa utilizagdo das formas poliméricas, conversao mais lenta ou menos
eficiente antes da absor¢do e a maior interferéncia da microbiota intestinal seria a
principal razdo para a menor eficacia bioldgica da DL-HMTBA (PAYNE et al., 2006;
HADINIA et al., 2014), a qual, pode ser observada devido a pior conversao alimentar de

frangos de corte 8-42 dias, quando comparada a L-Met e DL-Met no presente estudo.
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4.3 Pesos de carcaca, cortes nobres e penas

A metionina ¢ essencial para producao e desenvolvimento de carne (LIU et al.,
2010) conforme constatou-se neste estudo, uma vez que, o nivel deficiente de Met+CysD
reduziu a deposicao muscular do peito. Portanto, a suplementacdo de metionina estimula
a deposi¢ao de proteinas, por garantir ndo s6 maior expressao de genes relacionados a
sintese, mas também, menor expressdo de genes relacionados a degradagao (DEL
VESCO et al., 2015b). Os maiores pesos absolutos e relativos para peito e peito desossado
foram observados para a fonte comercial DL-Metionina, comprovando que, as fontes
podem atuar de formas distintas nas caracteristicas do principal corte nobre de frangos de
corte. Embora nao tenham encontrando diferengas para os pesos de peito ao utilizar DL-
HMTBA na dieta, Montanhini Neto; Ceccantini & Fernandes (2013) obtiveram melhores
resultados no rendimento da carcaga e nos pesos das pernas de frangos de corte.

Os niveis deficientes de Met+CysD promoveram menores pesos € porcentagens
de penas, da mesma formam Meireles et al. (2003) obtiveram maior rendimento de penas
em frangos de corte que receberam os niveis mais elevados de Metionina quando
comparados com os menores niveis. Por outro lado, os niveis de metionina nao
influenciaram o empenamento, uma vez que o estresse que os animais foram submetidos
pode nao ter sido suficiente para prejudicar o empenamento, pois, os autores relataram
que os frangos estavam alojados em baterias e ndo em piso (RIBEIRO, DAHLKE &
KESSLER, 2005).

Quando comparadas as fontes observa-se que, a DL-HMTBA apresentou maior
peso e porcentagem de penas, corroborando com Conde-Aguilera et al. (2016) os quais,
observaram que a quantidade de Cys tende a ser mais importante quando se utiliza a DL-
HMTBA como fonte de metionina. Da mesma forma, Martin-Venegas; Geraert & Ferrer
(2006) sugerem que a DL-HMTBA ¢ mais rapidamente metabolizada para Cys pela via
de transulfuragao em comparac¢ao com DL-Met.

Os achados deste estudo elucidam o importante papel da cisteina para formagao
das penas em frangos de corte, corroborando com Kalinowski; Moran, Jr & Wyatt (2003),
os quais afirmam que a sintese de proteinas para penas tem alta demanda por este
aminoacido. As proteinas das penas contém mais Cys do que outras proteinas teciduais,

pois € o aminoacido mais abundante em queratina de penas. Sua importancia ¢ devida por
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trazer prejuizos econdmicos para a industria de frangos de corte moderna, uma vez que,
a baixa penugem ¢ a principal causa da baixa qualidade das carcagas e por condenagdes
de carcaca no abate (GRABER; BAKER, 1971), devido ao canibalismo entre as aves
(KJAER & BESSEI, 2003).

De acordo com Silva et al. (2018), a inibi¢do da via da transulfuragdo por meio da
utilizagdo de um inibidor (propargylglycina) da enzima cistationina gama liase e
consequentemente, a produ¢do de cisteina na dieta de frangos reduziu significativamente
o peso da pena, bem como, espessura da epiderme e o comprimento e didmetro do foliculo
piloso primério. Ainda, os autores observaram que a derme e hipoderme, aparentavam-se
mais finas nos frangos que receberam as dietas contendo o inibidor. Assim, a partir dos
nossos resultados e conforme relatado na literatura, fica comprovado que a cisteina atua
na producdo e desenvolvimento de penas e sua deficiéncia na dieta ou comprometimento

na sua formacao a partir da via da transulfuragdo prejudica o empenamento de frangos.

4.4 Histomorfometria do jejuno

A integridade da mucosa intestinal ¢ de extrema importancia para os processos de
digestdo e absorcao de nutrientes refletindo assim, diretamente no desempenho dos
animais. Entre os compartimentos do intestino delgado, escolheu-se a por¢ao do jejuno
porque constitui o principal local de absor¢ao de nutrientes, sendo a por¢ao intestinal mais
longa e com maior densidade de vilosidades (SWENSON & REECE, 1996).

O desenvolvimento da mucosa intestinal ¢ decorrente de dois eventos primarios
associados: renovacdo celular, o qual ¢ a proliferacdo e diferenciacdo, resultante das
divisdes mitoticas sofridas por células totipotentes localizadas na cripta e ao longo da
vilosidade, e a perda (extrusdo) de células por descamacdo, que ocorre naturalmente no
apice da vilosidade (UNI et al., 2000).

Os resultados do presente estudo demonstram que os frangos que receberam a
dieta deficiente em Met+CysD aos 21 dias apresentaram menor altura de vilosidade e
posteriormente, aos 33 e 42 dias houve aumento das vilosidades; entretanto, apesar da
maior altura de vilosidade isso nao se refletiu em melhorias no desempenho, conforme
observou-se nos dados de desempenho e de caracteristicas de carcaca em que foram

obtidos os piores valores de conversdo alimentar, e de peso de peito, respectivamente.
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Embora a maior altura de vilosidade possa possibilitar uma melhor area de
absorcdo e subsequentemente, uma ac¢ao enzimatica digestiva satisfatoria (TUFARELLI
et al 2010), por outro lado, quanto maior a altura de vilosidade o animal terd maior custo
energético de manutencdo (REISINGER et al., 2011), o qual devera ser recompensando
apenas se for observada melhora no desempenho. Deste modo, isso ndo foi notado para
as dietas com niveis deficientes de Met+CysD, uma vez que, observou-se maiores valores
de altura de vilosidade e profundidade de cripta resultando em menor relagdo vilo:cripta.

A manutengao fisioldgica da integridade do epitélio tem custo elevado, estimado
em 20% da energia bruta consumida pelo animal (McBRIDE & KELLY, 1990). Sendo
assim, condi¢des que afetam a dindmica de renovacao do epitélio intestinal, aumentando
a necessidade de multiplicacao celular na cripta, como € caso de deficiéncias nutricionais,
aumentam ainda mais esse custo energético.

E possivel que o aumento na altura de vilosidade apresentado pelos frangos da
dieta deficiente em Met+CysD aos 33 e 42 dias de idade, seja uma tentativa do epitélio
intestinal de compensar a deficiéncia aumentando ao maximo a captagao de aminoacidos.
Entretanto, tal mecanismo compensatorio resultou de alta atividade da cripta, com maior
profundidade dela e maior gasto energético, por isso, obteve-se menor relacao vilo:cripta,
tendo como consequéncias os prejuizos no desempenho. Chen et al. (2005) observaram
que a deficiéncia de proteina na dieta de frangos de corte regula de forma positiva o
desenvolvimento e expressao do transportador de peptideo na mucosa intestinal.

Em contrapartida, diferentemente da dieta deficiente, os niveis em excesso de
Met+CysD promoveram menor profundidade de cripta e maior relagdo vilo:cripta. Sendo
assim, a maior relacdo vilo:cripta em frangos resulta em menor taxa de turnover da
mucosa intestinal, e consequentemente, menor gasto de energético. Ademais, a menor
profundidade de cripta pode sugerir a ocorréncia de reducdo na atividade para compensar
a extrusdo celular normal ou a atrofia das vilosidades devido a fatores indesejaveis e,
portanto, ¢ necessario o menor suprimento de nutrientes para suportar o turnover mais
lento (BOKA et al., 2013). Isto resulta na diminuicdo dos requerimentos para
manuten¢do, consequentemente, induz a maior taxa de crescimento do animal (VAN,
NEVEL; DECUYPERE & MOLLY 2005).

As diferencas observadas quanto as fontes metionina na altura no epitélio do

jejuno no nosso estudo podem estar relacionadas ao fato que a DL-HMTBA por sua forma
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estrutural, ou seja, presenga da hidroxila ao invés do grupamento amina, ¢ considerada
um 4cido organico até ser convertido em L-Metionina (DIBNER & BUTTIN, 2003). De
acordo com Shen et al. (2015) a suplementagdo de qualquer fonte de Metionina aumenta
os niveis de glutationa peroxidase na mucosa duodenal ¢ melhorou o desenvolvimento
das vilosidades. Deste modo, os autores comentam que os efeitos benéficos de Metionina
no crescimento e desenvolvimento do trato gastrointestinal podem estar relacionados a
sua fun¢ao antioxidante.

Por outro lado, Adeniji et al. (2015) comparando as fontes de Metionina e adi¢ao
de acido formico na dieta, constataram que aves alimentadas com dietas contendo DL-
HMTBA apresentaram maior altura de vilosidade e profundidade de cripta em relacdo as
alimentadas com DL-Met. Além disso, a inclusdo de acido formico, combinado a DL-
HMTBA promove melhorias nestes resultados (ADENIJI et al., 2015), uma vez que,
inclusdes de acidos orgénicos estimulam a proliferacdo de células epiteliais no trato

gastrointestinal (ICHIKAWA et al., 1999).
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5 CONCLUSAO

A exigéncia de Met+CysD foi estimada em 0,953% e 1,016%, pela conversao
alimentar e ganho de peso, respectivamente. O nivel em excesso de Met+CysD e as fontes
100%DL-Met e L-metionina mostraram-se eficientes para desempenho, morfometria
intestinal e caracteristicas dos cortes comerciais e os frangos que receberam dietas com a
DL-HMTBA no nivel em excesso ¢ a L-metionina, apresentaram maiores porcentagens

de penas.
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em frangos de corte alimentados com dietas contendo trés niveis de
metionina+cistina e duas fontes de metionina
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Expressiao de genes relacionados a rota dos aminoacidos sulfurosos em frangos de
corte alimentados com dietas contendo trés niveis de metionina+cistina e duas

fontes de metionina

RESUMO

A proposta deste estudo foi de avaliar fontes comerciais de metionina e os niveis de
Met+CysD sobre o desempenho e expressdo de genes das enzimas relacionadas com o
metabolismo dos aminoacidos sulfurosos em frangos de corte aos 49 dias de idade. Para
tanto foram utilizados 540 pintinhos machos, os quais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x2, constituindo trés niveis
de Met+CysD (deficiente, exigéncia e excesso) e duas fontes (DL-Met e DL-HMTBA),
sendo seis tratamentos com seis repeti¢cdes e quinze frangos por parcela. As varidveis de
desempenho zootécnico e a expressdo dos genes: MATIA, MTR, CBS, BHMT, GSS,
ACHY e MTRR, os quais codificam as enzimas hepaticas dos aminoacidos sulfurosos,
foram analisadas em frangos aos 49 dias de idade. O nivel deficiente de Met+CysD
prejudicou o desempenho zootécnico, ocorrendo aumento no consumo de ragao,
reduzindo o ganho de peso e consequentemente, piorando a conversao alimentar. Assim,
a melhor conversao alimentar foi obtida ao nivel em excesso de Met+CysD. Em relagao
as fontes, os frangos que consumiram a dieta com a DL-Met apresentaram maior ganho
de peso e melhor conversdo alimentar quando comparados aos que receberam DL-
HMTBA. Os niveis deficientes e em excesso de Met+CysD, bem como, a utilizagdao da
fonte DL-HMTBA promoveram aumento na expressao de mRNA dos genes MTRR (p=
0,02), CBS (p=0,09) e GSS (p=0,06) no figado de frangos de corte aos 49 dias de idade.
O nivel deficiente em Met+CysD prejudicou o desempenho de frangos de corte aos 42
dias de idade e alterou a abundancia de mRNA aumentando a expressao dos genes MTRR,

CBS e GSS no tecido hepatico.

Palavras-chave: DL-metionina, DL-HMTBA, metabolismo hepdtico, remetilagdo,

transulfuragao
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Expression of sulphurous amino acid-related genes in broilers fed diets containing
three levels of methionine + cystine and two sources of methionine

ABSTRACT

This study was purpose to evaluate methionine commercial sources and Met+CysD levels
on the performance and enzyme gene expression related to sulfur amino acid metabolism
in broilers at 49 days of age. 540 male chicks were used, and distributed in a completely
randomized design, a 3x2 factorial arrangement, constituting three levels of Met+CysD
(deficient, requirement and excess) and two sources (DL-Met and DL-HMTBA),
resulting in six treatments, with six repetitions and fifteen chickens in each. Zootechnical
performance variables and expression of genes MATIA, MTR, CBS, BHMT, GSS, ACHY
and MTRR, which encode hepatic enzymes of sulfur amino acid, were analyzed in broilers
at 49 days of age. The deficient level of Met+CysD affected the zootechnical
performance, increasing feed intake, reducing weight gain and, consequently, worsening
feed conversion. Thus, the best feed conversion was obtained at the excess level of
Met+CysD. In relation to the sources, the broilers that consumed the diet with DL-Met
presented higher weight gain and better feed conversion when compared to those that
received DL-HMTBA. Deficient and excess Met+CysD levels as well as the use of the
DL-HMTBA source promoted an increase in mRNA expression of the MTRR (p = 0.02),
CBS (p = 0.09) and GSS (p = 0.06) in the broiler liver at 49 days of age. Met+CysD
deficient level compromised broiler performance at 42 days of age and altered mRNA

abundance by increasing MTRR, CBS and GSS gene expression in liver tissue.

Keywords: DL-methionine, DL-HMTBA, hepatic metabolism, remethylation,

transulfurization
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1 INTRODUCAO

A metionina ¢ um aminodcido essencial para a sintese proteica (WAN et al., 2017;
ZHANG et al., 2017); de modo geral, atua no inicio da tradu¢do, envolvendo a associa¢ao
do iniciador tRNA (met-tRNAiI™") com o elF-2 ¢ a subunidade ribossomal 40S
juntamente com uma molécula de mRNA (BROSNAN & BROSNAN, 2006).

A metionina desempenha também um papel importante através da rota dos
aminoacidos sulfurosos ou da homocisteina, por meio da qual, as enzimas e os seus
produtos exercem inimeras fungdes fisioldgicas. A enzima metiona-adenosil-transferase
(MAT), o produto do gene MATI1A, o qual ¢ expresso no figado (STIPANUK, 2004)
forma a S-adenosilmetionina (SAM). A SAM ¢ responsavel por doar grupos metil a
aceptores (DNA, RNA, lipideos e proteinas), reacdo favorecida pela enzima 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina-metil-transferase (MTR) que produz a homocisteina
(SHOVELLER et al., 2005), esta ¢ convertida em metionina através da enzima metionina
sintetase ou betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT).

As enzimas que atuam na producdo da cisteina, ou na via da transulfuracao,
ocorrem principalmente no figado, rins, intestino delgado e pancreas (BROSNAN et al.,
2004). Uma destas ¢ a cistationina beta sintase (CBS), a qual condensa a serina e
homocisteina para formar cistationina, que ¢ entdo convertida a cisteina (MACLEAN et
al., 2010). Apds a sua formagdo, a cisteina pode entdo ser catabolizada em taurina,
sulfatos ou incorporada a glutationa (GSS) (SHOVELLER et al., 2005; MATO;
MARTINEZ-CHANTAR; LU 2013), as quais sdo importantes para a defesa do
organismo contra o estresse oxidativo (METAYER et al., 2008).

Quando hé menores concentragdes de metionina no organismo animal, aumenta a
atividade de MTR, a qual atua elevando a disponibilidade deste aminoacido (MATO;
MARTINEZ-CHANTAR; LU 2013). Em contrapartida, quando ha excesso de metionina,
a expressao dos genes que codificam as enzimas envolvidas na rota da transulfuracao ¢
elevada e tal mecanismo acrescenta cisteina no organismo (STIPANUK, 2004).

O figado tem um papel chave nos processos bioldgicos e ¢ o responsavel por
regular a concentragdo de metionina no sangue. Assim, qualquer desequilibrio do ciclo

causado por deficiéncia ou excesso de metionina poderia causar lesdao neste 6rgao, devido
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a sintese de DNA e reacdes de metilagdo anormais, ou estresse oxidativo (WAN et al.,
2017), consequentemente, prejuizos no desempenho de frangos de corte, os quais, exigem
uma dieta de alta qualidade, de tal modo, que atenda adequadamente aos requisitos
nutricionais para cada fase.

A metionina ¢ o primeiro aminoacido limitante e pode suprir at¢ 50% das
exigéncias de cisteina para frangos de corte. Desta forma, as dietas destes animais devem
ser formuladas levando em consideragdo os niveis de Met+CysD que sejam adequados
para o suprimento de ambas, bem como, a utilizagdo de uma fonte comercial de
metionina.

As fontes mais utilizadas sdo a DL-metionina (DL-Met) e o seu analogo, 2-acido
4-hidroxi metil butanoico (DL-HMTBA), esta ultima apresenta um grupamento hidroxila
no lugar do grupamento amina, localizado no carbono alfa da molécula (MARTIN-
VENEGAS et al., 2006). Devido a estas diferencas quimicas e fisicas, as fontes podem
apresentar funcdes fisiologicas diferentes (WAN et al., 2017).

Como se V€, estudos para esclarecer como os nutrientes disponiveis nas dietas
afetam o padrdo de expressdo dos genes, sao importantes (SWANSON; SCHOOK &
FAHEY, 2003), principalmente, para justificar as respostas de desempenho e
complementar as abordagens disponiveis na literatura. Assim, a compreensdo da via
metabodlica dos aminoécidos sulfurosos possibilita manipular os niveis de metionina na
dieta (AGGREY et al., 2017).

Portanto, ¢ necessario avaliar o metabolismo compartilhado dos aminoacidos
sulfurosos, pois existem vdarios trabalhos que abordam a utilizagdo dos niveis de
Met+CysD e das fontes de metionina sobre o desempenho de frangos de corte; entretanto,
ainda ¢ desconhecido o seu efeito sobre a expressao de genes que codificam as enzimas

relacionadas a rota metabolica dos aminoacidos sulfurosos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Descricao do local e comité de ética

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Avicultura do Departamento de
Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Humanas Sociais e Agrarias (CCHSA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus III, localizada no Municipio de
Bananeiras-PB, Brasil. E, foi executado de acordo com os preceitos e as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA) e tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba

(CEUA-UFPB) com protocolo de n® 075/2017.

2.2 Animais e instalacao

Pintinhos machos (Cobb 500 slow feathering®) com um dia de idade foram
obtidos de um incubatorio comercial, vacinados para Marek e Gumboro e sexados pela
asa, ficaram em circulo de prote¢do recebendo todos os cuidados necessarios para
expressar um adequado desempenho, durante o periodo inicial (1 a 7 dias de idade). No
oitavo dia, ap6s a uniformizagdo dos pesos médios iniciais de 185+1g nas parcelas, foram
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3x2,
constituido de: trés niveis de Met+CysD (deficiente, exigéncia e excesso) ¢ duas fontes
de metionina: DL-Met ¢ DL-HMTBA, sendo seis tratamentos com seis repeticdes e
quinze frangos por parcela, totalizando 540 animais.

Os frangos foram alojados em galpdo de alvenaria, coberto com telhas de barro,
piso de concreto e muretas laterais com telas de arame até o telhado, providos de cortinas
laterais. O material utilizado como cama foi a maravalha. O galpao ¢ dividido em boxes
de 1,0 x 1,5m, equipados com comedouros tubulares e bebedouros tipo pendular. Para
garantir ambiente térmico adequado foram instaladas nos boxes lampadas incandescentes
de 150 watts, a altura destas, regulada de acordo com o crescimento das aves mantendo
os valores de temperatura e umidade relativa do ar dentro das faixas de conforto térmico.

Foi utilizado programa de luz continuo (24 horas de luz = natural + artificial).
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2.3 Dietas experimentais e manejo

A dieta referéncia foi composta principalmente, por milho e farelo de soja de
acordo com recomendacdes de Rostagno et al. (2011) para frangos de corte de 8 a 21, 8-
33 e 8-49 dias de idade, conforme descrito na Tabela 1. A suplementacao da fonte de
metionina (DL-Met ¢ DL-HMTBA) foi em substituicdo ao amido e todas as dietas
experimentais foram isonitrogénicas e isoenergéticas. Os niveis deficientes, exigéncia e
excesso de Met+CysD das dietas foram: 0,63; 0,83 e 1,03%; 0,58; 0,83 ¢ 1,08%; 0,52;
0,77 e 1,02% para frangos de 8-21, 8-33 e 8-49 dias, respectivamente. O fornecimento de

racdo e agua foi ad libitum durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1 - Composi¢do percentual e valores nutricionais das dietas experimentais para
frangos de corte

Inicial Crescimento Final
Ingredientes (%) 8-21 dias 8-33 dias 8-49 dias

Milho (7,88%) 56,716 62,175 62,506
Farelo de soja (45%) 35,775 30,132 28,685
Oleo de soja 3,291 3,692 4,500
Fosfato bicalcico (18,1%) 1,558 1,353 1,151
Calcario 0,945 0,889 0,759
DL-Metionina’ 0,062 0,060 0,014
DL-HMTBAS3 0,070 0,068 0,016
L-Lisina HCI 0,245 0,308 0,315
L-Treonina 0,084 0,103 0,144
L-Arginina 0,000 0,058 0,191
L-Valina 0,000 0,086 0,084
L-Triptofano 0,000 0,000 0,024
Amido 0,600 0,600 0,600
Sal comum 0,491 0,338 0,743
Cloreto de Colina 0,100 0,070 0,100
Premix Vitaminico' 0,050 0,050 0,100
Premix Mineral? 0,050 0,050 0,050
Coccidiostatico? 0,005 0,005 0,005
Bacitracina de zinco 0,015 0,015 0,015
Antioxidante* 0,010 0,010 0,010
Total 100 100 100
Composicao calculada
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3050 3150 3200
Proteina Bruta (%) 20,980 19,000 18,400
Calcio (%) 0,841 0,758 0,663
Fosforo disponivel (%) 0,401 0,354 0,309
Metionina digestivel (%) 0,343 0,318 0,266
Metionina+cistina digestivel (%) 0,630 0,580 0,520
Treonina digestivel (%) 0,791 0,735 0,750
Triptofano digestivel (%) 0,236 0,206 0,220
Lisina digestivel (%) 1,217 1,131 1,100
Valina digestivel (%) 0,891 0,880 0,850
Arginina digestivel (%) 1,327 1,221 1,300
Sadio (%) 0,210 0,150 0,310
Cloro (%) 0,345 0,254 0,495
Potassio (%) 0,819 0,732 0,706

(1 Suplemento vitaminico: 1.000.000 UI de vitamina A, 1.700.000 UI de vitamina D3, 20.000 mg de vitamina E, 2.000
mg de vitamina K3, 2.000 mg de vitamina B1, 4.000 mg de vitamina B2, 2.000 mg de vitamina B6, 10.000 mcg de
vitamina B12, 20.000 mg de niacina, 10.000 mg de 4cido pantoténico, 25 mg de biotina, 500 mg de 4cido félico. @
Suplemento mineral: 250 mg de selénio, 75.000 mg de manganés, 70.000 mg de zinco, 50.000 de ferro, 8.500 mg de
cobre, 1.500 mg de iodo, 200 mg de cobalto (Niveis de garantia por kg de produto). ® Salinomicina sédica 12g. 4200
ppm de Hidroxido de Tolueno Butilado (BHT).
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2.4 Variaveis analisadas

Foram avaliados os dados de consumo de ra¢do, ganho de peso e conversao
alimentar, bem como, a expressao do mRNA dos genes MAT1A4, MTR, MTRR, GSS, CBS,
BHMT e ACHY, os quais codificam as enzimas metionina adenosil-transferase 1; 5-
metiltetrahidrofolato  homocisteina  metil  transferase;  5-metiltetrahidrofolato
homocisteina metil transferase redutase; glutationa sintetase; cistationina beta sintase;
betaina-homocisteina S-metiltransferase; adenosil-homocisteinase, respectivamente, as
quais atuam na via da remetilacdo e transulfuragdo da rota metabolica dos aminoacidos

sulfurosos.

2.5 Coleta de tecidos para analises de RNA

Ao final do periodo experimental proposto, cinco aves de cada tratamento foram
insensibilizadas e eutanasiadas por deslocamento cervical e o tecido do figado foi colhido

e armazenado a -80°C até o momento da extragao de RNA.

2.6 Extraciao de RNA e expressao génica

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na propor¢ao de 1 mL para até¢ 100 mg de
tecido. Todos os materiais utilizados para este procedimento foram autoclavados e
tratados com o inibidor de RNase, dietil pirocarbonato (DEPC water, Sigma Aldrich®).

Os tecidos foram macerados com auxilio de almofarizes contendo nitrogénio
liquido até a completa dissociacdo, transferidos para tubos contendo 1mL de Trizol e
incubados em gelo por 15 minutos. Posteriormente, adicionados 200uL de cloroférmio e
homogeneizados manualmente por aproximadamente 1 minuto.

As amostras foram, entdo, centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C. A
fase liquida foi transferida para um tubo, seguida da adigdo I1mL de
fenol:isopropil:alcool:isoamilico e novamente centrifugada. Desta, retirou-se a fase
aquosa novamente e adicionado 500uL de isopropil élcool, incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos e centrifugada por 15 minutos a 12.000 rpm, a 4°C. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado em 1mL de etanol 75%. O material
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foi centrifugado novamente por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O pelete foi seco
por 15 minutos e entdo, ressuspendido em agua ultrapura livre de RNase. Em seguida,
mediu-se 0 RNA bruto por auxilio de colibri e submetido a purificagao pelo RNeasy Mini
Kit (Qiagen, n° 74.104) de acordo com as informacgdes do fabricante.

Dois microgramas de RNA total foram transcritos de forma reversa com o kit de
High-Capacity cDNA RT (Thermo Fischer, n°. 4368814) seguindo o protocolo analitico
padrao do kit, o qual recomenda as seguintes condigdes: 25°C por 10 minutos, 37° por
120 minutos, 85° por 5 minutos e 4°C, ao total de 4 horas. Tais condi¢des foram
executadas em termociclador de reagdao em cadeia de polimerase (PCR) convencional.
Em seguida, tomou-se 1pL de cDNA como modelo padrdo em uma mistura de 20pl para
gPCR contendo 1uL de cada primer (forward e reverse a partir de 10uM) e 2X Fast SYBR
Green Master Mix (Agilent Technologies®).

Os ciclos da reacdo de cadeia em polimerase em tempo real (RT-PCR) foram
realizados no termociclador Stragene mx3000p (Agilent Technologies®), sendo 95°C
durante 20 segundos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos ¢ 60°C por 30
segundos e 95°C a 15 segundos, 60°C a 1 minuto e por ultimo, 95°C por 15 segundos.
Além disso, ao final de cada reagdo, a curva da temperatura de fusdo de cada reacdo da
RT-PCR foi determinada.

As andlises de RT-PCR de cada uma das 5 amostras, cada uma representando um
animal, foram executadas em triplicatas. A expressao génica relativa foi calculada com
base no método 2-22t Ct (Livak & Schmittgen, 2001) e foram normalizados pela
expressdao do gene da f-actina em cada amostra, como gene de referéncia. Os nimeros
de acessos no GenBank, os primers forward e reverse dos genes usados no estudo estdo

disponiveis na Tabela 2.
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Tabela 2 - Sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo dos genes alvo e gene

referéncia
'Gene GenBank N° Primer Forward Primer Reverse
GSS XM 425692.5 TTGCTGGGCTGTACTCACTG CTCCTTCTCGCTGTGGTTTC
MAT  NM 001199519.1 TCATACCAGTGCGTGTCCAT CACACGATCCTTCAGGGTTT
CBS XM 416752.4 CTGGGATCTTGAAACCTGGA ACAGCGGTAACCCTTCACTG
PActina L 08165.1 CTCCAGGTGTGACACAAAGT CAGGACTCCATACCCAAGAAAG
MTR XM 015284113.1 TACACCGGCACATATCAGGA CCAGACCTGACAGCAGCATA
BHMT XM 414685.4 GGTGCTTCCATTGTTGGAGT CAGGTGGGCTTTCAGCTTAG
ACHY XM _417331.5 AGGCAGACTGGTCAATTTGG TTGTCCACAGCTCAATCTGC
MTRR  XM_004935129.2 ATTGATGGTCTTTGGCTTGC AACATGTGGGTCTGCACTGA

1GSS: glutationa sintetase; MAT: metionina adenosil-transferase 1; CBS: Cistationina beta sintase; MTR: 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina-metil-transferase; BHMT: betaina-homocisteina S-metiltransferase; ACHY:
adenosil-homocisteinase ¢ MTRR: 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina-metil-transferase redutase.

2.7 Analises estatisticas

Os dados de desempenho e expressdao génica foram analisados usando o JMP
Statistical Discovery Software (SAS Institute, 2009) e os efeitos significativos foram

posteriormente avaliados pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls) para desempenho e

expressao génica.
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3 RESULTADOS

3.1 Desempenho

Nao houve efeito de interagao sobre as fontes e niveis de Met+CysD na dieta para
o consumo e conversdo alimentar (P>0,05), mas houve (P<0,05) para o ganho de peso.
Entretanto, o consumo e a conversao alimentar foram afetados pelos niveis de Met+CysD

na dieta, enquanto as fontes alteraram a conversao alimentar (Tabela 3).

Tabela 3 - Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo trés niveis

de Met+CysD e duas fontes de metionina

, Fontes Fontes de variagdo
Variaveis Nivel DL- Médias , "
Met+CysD  DL-Met HMTBA Nivel Fonte N*S EPM
Deficiente 4791,861  4781,713 4786,787*
CR (g) Exigéncia 4621,970  4697,599 4659,784° *0,0211 0,9329  0,2509 19,7394
Excesso  4731,614  4656,942 4694278°
Médias 4715,148 4712,084
Deficiente 2827,951¢4 2795,674°* 2811,812
GP (g) Exigéncia 2995,827°4 2994,510°4 2995,168 **<0001 **0,0095 *0,0325 22,8148
Excesso  3161,066** 3032,966°® 3097,015
Médias 2994,947  2941,049

Deficiente 1,694 1,710 1,7022
CA Exigéncia 1,543 1,568 1,556°  *#%<0001 *0,0193 0,6943 0,0146
Excesso 1,497 1,535 1,516¢

Meédias 1,5788 1,6044
AB para cada nivel, médias de substituigdo seguidas por letras diferentes maitsculas na linha diferem entre si pelo
teste SNK;
b para cada substitui¢do, médias de niveis seguidos por letras diferentes minusculas na coluna diferem entre si pelo
teste SNK.

O nivel deficiente em Met+CysD promoveu aumento no consumo de racdo
(p<0,05), prejudicando o ganho de peso (p<0,01) e consequentemente, piorando a
conversao alimentar (p<0,01). Entretanto, a melhor conversao alimentar foi obtida no
nivel em excesso (p<0,01). As fontes testadas influenciaram tanto o ganho de peso
(p<0,01) quanto a conversao alimentar (p<0,05), assim, animais que receberam DL-Met

obtiveram maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar quando comparados com
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o grupo DL-HMTBA. Houve intera¢do para ganho de peso (p<0,05) entre as fontes e
niveis de Met+CysD. O grupo com DL-Met apresentou maior ganho de peso no nivel em
excesso, em relagdo a DL-HMTBA, a qual teve maior ganho de peso nos niveis na

exigéncia e excesso.

3.2 Expressao génica

As expressoes do mRNA dos genes que codificam as enzimas hepaticas de frangos
de corte aos 49 dias de idade que consumiram dietas contendo trés niveis de Met+CysD
e duas fontes de metionina, podem ser visualizadas nas Figuras 1 e 2.

Os niveis deficientes e em excesso de Met+CysD, bem como, a utilizagdo da fonte
DL-HMTBA promoveram aumento na expressao dos genes: MTRR: 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina-metil-transferase redutase (p=0,02), CBS:
Cistationina beta sintase (p=0,09) e GSS: glutationa sintetase (p=0,06) no figado de
frangos de corte aos 49 dias de idade (Figura 1).

Para os genes ACHY: adenosil-homocisteinase, MTR: 5-metiltetrahidrofolato-
homocisteina-metil-transferase, MATIA: metionina adenosil-transferase e BHMT:
betaina-homocisteina S-metiltransferase, ndo houve alteragdes na expressao (p=>0,10%)

em nenhum nivel de Met+CysD ou fonte estudada (Figura 2).
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Figura 1 - Expressao dos genes no figado de frangos alimentados com trés niveis de
Met+CysD e duas fontes de metionina. a) MTRR: Letras minUsculas ou
maiutsculas iguais ndo diferem pelo teste SNK a 5%; b) CBS e c) GSS (Letras
minusculas iguais indicam expressao semelhante entre as fontes em cada nivel;
letras maitisculas iguais indicam expressdo semelhante entre os niveis em cada

fonte).
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Na Figura 3 pode-se observar aumento na expressdao do gene BHMT no tecido do

figado de frangos que receberam dietas com o nivel em excesso de Met+CysD (p=0,004).
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Expressio relativa de mRNA
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Figura 3 - Expressdo de genes no figado de frangos aos 49 dias de idade alimentados com

trés niveis de Met+CysD. ** p<0,01.

Ao avaliar a expressao dos genes em relagdao as fontes, o gene MTRR foi mais
expresso quando os frangos foram suplementados com DL-HMTBA (p=0,02). Nao houve

diferenga entre os demais genes (Figura 4).
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Figura 4 - Expressao de genes no figado de frangos suplementados com DL-Met e DL-

HMTBA. * p<0,05.
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4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram que existe relagdo entre o nivel de
metionina dietética e o desempenho de frangos de corte, corroborando com varios
trabalhos (MEIRELLES et al., 2003; DEL VESCO et al., 2013; ZHANG et al., 2017). De
acordo com as fontes de metionina, esta pesquisa discorda de outras que ndo encontraram
diferencas entre as fontes sobre o desempenho. Aggrey et al. (2017) relataram que ndo ha
diferencas entre as fontes, uma vez que, tanto DL-Met quanto DL-HMTBA
restabeleceram o crescimento de frangos previamente submetidos a deficiéncia de
metionina.

O melhor desempenho observado ao utilizar a fonte DL-Met quando comparada
a DL-HMTBA, pode estar relacionada as diferencas nas suas moléculas levando a
mecanismos ¢ locais distintos de absor¢do; uma vez que, a absor¢ao de DL-HMTBA ¢
principalmente, dependente de concentragdo, independente de transportador e energia e
ocorre no duodeno, onde o pH ¢ mais baixo; em contrapartida, a absor¢do de DL-Met ¢
dependente de energia e mediada por transportador, € a maior parte ocorre no ileo
(DIBNER, 2003).

Os aminoacidos sulfurosos desempenham papéis chaves na regulacao do
metabolismo proteico. Também sdo percursores de importantes moléculas, tendo em vista
a participa¢ao da metionina no metabolismo como doadora de grupos metil na sintese de
compostos como creatina, colina, poliaminas e carnitina (HEGER; PHUNG; KRIZOVA,
2002) e sintese de cisteina, a qual atua na formagdao de compostos necessarios para a
defesa do organismo contra o estresse oxidativo, incluindo a glutationa e a taurina
(FINKELSTEIN, 1990; METAYER et al., 2008), e por esta razdo, a metionina atua no
sistema imunologico através dos seus metabolitos (MARTINEZ et al., 2017).

Desta forma, as inimeras funcdes dos aminoacidos sulfurosos no organismo
justificam porque o desempenho dos frangos que receberam as dietas deficientes em
Met+CysD foi comprometido neste estudo. E importante frisar que embora a metionina
possa atender até 50% das exigéncias de cisteina, a via da transsulfuracdo ¢ irreversivel
(D’MELLO, 2003). Entdo, em caso de deficiéncia de aminoacidos sulfurosos este seria

um agravante ja que ndo ha uma rota de regeneragdo da metionina a partir da cisteina.
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De acordo com os resultados deste estudo, os niveis de Met+CysD e as fontes de
metionina influenciaram a expressdao dos genes MTRR, CBS e GSS, pois tanto os niveis
deficiente e em excesso ¢ a fonte DL-HMTBA proporcionaram maior expressao destes
no tecido do figado.

O aumento da expressao de CBS na deficiéncia de Met+CysD pode ser devido a um
efeito compensatorio conforme descrito anteriormente por Hine et al. (2015), em que a
restri¢ao de aminoacidos sulfurosos em ratos promoveu maior expressao de CBS. Além
disso, a maior expressao de CBS ¢ relacionada a necessidade de aumentar os niveis de
glutationa. Portanto, uma possivel justificativa para o aumento na expressdo de CBS nas
dietas deste estudo, poderia ser uma resposta ao estresse oxidativo causado pelas dietas
deficientes em Met+CysD (AGGREY et al., 2017).

Em pesquisa realizada por Aggrey et al. (2017) ha relatos que a rota da metionina
¢ regulada de acordo com a necessidade do tecido. Igualmente a este trabalho, os autores
encontraram maior expressao de CBS e menor de MATIA no figado de frangos que
consumiram a dieta com restri¢ao dietética de metionina.

Menor expressao de MATIA ocassiona reducao de S-adenosilmetionina (SAM),
que ¢ o composto responsavel pelas metilacdes essenciais para a biossintese de uma
variedade de compostos celulares (STIPANUK, 2004), formacdo de varias substancias
corporais importantes como as poliaminas que agem na divisdo celular (SHOVELLER et
al., 2005) além disso, atua como inibidor e/ou ativador alostérico, pois, quando os niveis
celulares de SAM estdo baixos, a cisteina beta sintase ¢ suprimida, para conservar
homocisteina para remetilacdo e consequente produg¢do de metionina. Entretanto, o
inverso ocorre quando os niveis de SAM sdo elevados, uma vez que, a via da
transulfuragdo ¢ ativada para aumentar a sintese de cisteina beta sintase (SELHUB &
MILLER, 1992).

Frangos de corte submetidos ao estresse térmico e suplementados com teor
elevado de metionina aumentaram a expressdo de CBS e GSS (Del Vesco et al., 2015).
Sob condigdes de estresse oxidativo, em que € necessario maiores quantidades de
glutationa, ocorre aumento da sua taxa de produgdo através do estimulo da via da
transulfuragdo e consequente aumento da expressao e atividade da cisteina beta sintase
(MOSHAROV et al., 2000). Portanto, a presenga de radicais livres pode induzir a maior

expressao de CBS e também pode inibir a metionina sintase, estimulando assim, o
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aumento da produgdo de cisteina e glutationa, por este motivo, a via da transulfuragdo ¢
considerada responsavel pela geragdo de moléculas antioxidantes para o organismo
(PERSA et al., 2004).

Conforme foi observado neste estudo, as fontes de metionina influenciaram a
expressao dos genes. Assim, a expressao de MTRR foi maior no figado quando os frangos
receberam dietas suplementadas com a DL-HMTBA. Segundo Wan et al. (2017), a fonte
de metionina afeta o metabolismo hepatico, pois, 0s mecanismos envolvidos na expressao
de genes no figado por DL-HMTBA sao diferentes quando comparados a DL-Met. Estes
autores investigaram os efeitos das fontes e niveis de metionina sobre a expressao de
genes envolvidos no metabolismo hepatico do grupo metil em galinhas. Os resultados
obtidos descreveram que as expressdes relativas foram afetadas pelo nivel de
suplementagao de DL-HMTBA, pois a medida que o nivel de DL-HMTBA aumentou, a
expressao dos genes se comportou de forma quadratica.

Quando ¢ utilizada a DL-HMTBA como fonte de metionina o corpo pode liberar
sinais de deficiéncia deste aminoacido, o que aumenta a expressao de genes que codificam
as enzimas relacionadas a sintese para uma maior regeneracao da metionina e desta forma,
reduzir o consumo de metionina pela reagdo de metilagdo (PILLAI et al., 2006). A
formacao de cisteina e taurina por DL-HMTBA ¢ maior comparada a L-Met, portanto, a
via da transulfuragdo ¢ favorecida (MARTIN-VENEGAS et al., 2006).

De tal modo, pode-se sugerir que a DL-HMTBA tem melhor agdo na protecao da
célula contra o estresse oxidativo (YANG et al., 2016). Este achado foi consistente com
Conde-Aguilera et al. (2016), os quais encontraram maior composi¢do corporal de
cisteina, que consequentemente, leva a formagdo da glutationa e taurina, quando os
animais receberam como fonte a DL-HMTBA. Ainda, em estudos realizados por
Jankowski et al. (2017) observaram aumento nos niveis plasmaticos de glutationa em
perus que receberam dietas contendo a DL-HMTBA. Portanto, as células sob estresse
oxidativo utilizam a via da transulfuragdo para produzir mais cisteina e compensar o
desequilibrio redox causado pelo oxidante (PERSA et al., 2004).

O figado ¢ o tecido de maior importancia para o metabolismo dos aminoacidos
sulfurosos, sendo o responsavel por manter o nivel circurlante de metionina e
homocisteina no organismo (YAKUB et al., 2012). A compreensado das vias de producao

e remog¢ao de homocisteina € necessaria porque a sua elevagao no plasma ¢ considerada
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fator de risco para ocorréncia de doengas cardiovasculares e doenga de Alzheimer
(BROSNAN & BROSNAN, 2006). Segundo Mosharov et al. (2000) cerca de metade da
glutationa ¢ derivada do metabolismo da via da homocisteina, enquanto o restante ¢
possivelmente, advindo de cisteina liberada durante o turnover de proteina ou até mesmo,
importada do meio extracelular. Desta forma, os autores destacam a importancia do
metabolismo da homocisteina para a manuten¢do do pool de glutationa intracelular em
células hepaticas humanas.

Segundo Stipanuk (2004), as vias da remetilagdo e transulfuracdo sao alteradas
em resposta a ingestdo de aminoacidos sulfurosos, no entanto, ndo esta claro até que ponto
as mudangas nas atividades sdo devidas a alteracdes na concentracdo de enzima em
relacdo ao seu estado de ativacdo. Contudo, a elevagao nas quantidades de pelo menos
algumas das enzimas nas vias metabolicas de metionina podem ser induzidas devido ao
aumento na ingestdo de metionina. Assim como foi observado neste estudo, em que, o
nivel em excesso de Met+CysD aumentou a expressao de BHMT, independente da fonte,
e dos genes MTRR, CBS e GSS com a DL-HMTBA no figado de frangos de corte aos 49
dias de idade.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que o nivel deficiente em Met+CysD prejudica o
desempenho de frangos de corte e altera a expressdao dos genes MTRR, CBS e GSS no
tecido hepatico. Fica claro um efeito compensatorio, visto que, a via da transulfuragao foi
ativada em resposta a deficiéncia de Met+CysD. Mais estudos sdo necessarios para uma
avaliacdo mais aprofundada das enzimas relacionadas as vias da remetilacdo e da

transulfura¢@o em outros tecidos para melhor elucidacdo destes mecanismos.
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7 CONSIDERACOES E IMPLICACOES FINAIS

A avicultura industrial vem alcangcando iniimeros patamares produtivos e as
tecnologias empregadas sdo as principais responsaveis pelos beneficios observados nas
variaveis de desempenho em frangos de corte. A partir dos investimentos em pesquisas
de melhoramento genético foi possivel a obtengdo de frangos mais precoces o que implica
em reducdo dos custos, principalmente, com relacdo a alimentagdo. Atrelado a isto, tém-
se muitas questdes relacionadas ao manejo dos nutrientes fornecidos, como os
aminoacidos sulfurosos, que ainda nao foram respondidas e que podem contribuir para
melhorar a eficiéncia alimentar.

A partir dos resultados deste estudo, ficou comprovado que a Met+CysD atuam
diretamente na obteng¢do de melhor desempenho em frangos durante toda sua vida
produtiva. Tal fato pode ser confirmado quando se associa os dados de desempenho,
rendimento de carcaga e cortes nobres, morfometria do jejuno, as percentagens de penas
e a expressdo dos genes que codificam as enzimas das vias da transulfuracdo e da
remetilacdo dos aminoacidos sulfurosos.

Desta forma, fica claro que a deficiéncia em Met+CysD prejudica as
caracteristicas produtivas dos frangos e as fontes comerciais disponiveis se comportam
distintamente, dependendo do nivel de Met+cysD. Além disso, a partir dos resultados da
morfometria do jejuno, nos quais, embora a dieta deficiente em Met+CysD tenha
proporcionado aumento na altura das vilosidades, observou-se maior profundidade de
cripta, o que justifica as piores respostas no desempenho para este nivel. Portanto,
podemos sugerir que os valores morfométricos devem estar sempre associados as
respostas de desempenho para melhor compreensdo desses mecanismos. Ou seja, o
aumento das vilosidades pode nao refletir em melhor desempenho se o gasto energético
para manter os vilos for superior ao ganho animal.

Como se vé, este estudo serve como subsidio para pesquisas futuras que visem
avaliar os niveis de Met+CysD, bem como, as fontes comerciais de metionina e seus
efeitos sobre a expressdao génica. Além disso, auxiliard na compreensdo de como ocorre
a regulacdo dos genes que codificam as enzimas do metabolismo dos aminoacidos
sulfurosos. o que pode favorecer a manipulacdo futura destes, de acordo com as

necessidades do organismo animal.



