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RESUMO

A metionina ¢ um amino&cido essencial para as aves, sendo o primeiro aminoacido limitante
em dietas comerciais para frangos de corte, juntamente com a cisteina. Os processos
metabdlicos dos aminoacidos sulfurosos geram metab6litos fundamentais para diversos
processos fisioldgicos, como a sintese de tecidos corporais, funcbes antioxidativas, divisdo
celular, producdo de taurina, ativacdo da mTORC1 e regulacdo da expressdo de genes
envolvidos no metabolismo das aves. Para a suplementagdo de metionina em dietas deficientes,
usualmente é utilizado a DL-Metionina (DL-Met) ou a DL-Metionina Hidréxi Anéloga (DL-
HMTBA), esses possuem estruturas quimicas e fisicas diferentes, interferindo na absorcéo e
posterior metabolismo. Sendo assim, inicialmente foi realizada uma revisdo sistematica com o
intuito de apresentar um panorama dos estudos que avaliam a influéncia da suplementag&o com
aminodcidos sulfurosos utilizando a DL-Met, DL-HMTBA ou L-Met, na expressdo génica em
frangos de corte. Para isso, foi realizada uma busca completa em bases eletronicas, usando uma
combinagdo de palavras pelo método PICo (Populacéo, Interesse e Contexto) com termos
relacionados a frangos de corte, metionina e expressdo génica. A busca foi realizada nas bases
Scopus, Web of Science e PubMed através do acervo do Portal de Periodicos da CAPES. Os
artigos resultantes foram exportados para um programa de gerenciamento de referéncias e
submetido a varios critérios de selecdo, que partiu de um total de 596 a 15 artigos. A partir da
revisao foi possivel obter um panorama dos estudos que avaliaram expressdo génica em frangos
de corte. Com isso, foi realizado um experimento com o objetivo de avaliar os efeitos da DL-
Met e DL-HMTBA em trés niveis de suplementacdo no desempenho, expressao de genes do
metabolismo de aminoacidos sulfurosos e expressao de transportadores de metionina. Para isso,
foram utilizados 450 pintainhos distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x3, sendo duas fontes de metionina (DL-Met e DL-HMTBA) e trés niveis de
suplementacdo (deficiéncia, exigéncia e excesso), totalizando 6 tratamentos com 5 repeticoes
de 15 aves, cada. O experimento foi conduzido no Laboratério de Avicultura do Centro de
Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias, Campus de Bananeiras/UFPB. Os parametros avaliados
foram: ganho de peso (g), o0 consumo de racdo (g), conversdo alimentar (g/g), expressdo de
RNAm dos genes (MAT1, MTR, BHMT, MTRR, CBG e GSS), expresséo de RNAm dos
transportadores de glicose (SGLT1, GLUT2 e GLUT5), e expressio de RNAm dos
transportadores de metionina (SAT1, SAT2, SAT3, ATB%*, y'LAT1, y'LAT2, LAT1, B°AT,
b®*AT e rBAT) no jejuno de frangos. A DL-HMTBA aumentou a expressio de BHMT
(p=0,0072) e MTRR (p=0,0003) no jejuno das aves. A deficiéncia de metionina aumentou a
expressdo de BHMT (p=0,0805) e MTRR (p=0,0018). Maior expressdo de GSS foram
observadas em aves que foram suplementadas com DL-HMTBA (p=0,0672). As aves
alimentadas com DL-HMTBA apresentaram pior ganho de peso (p=0,0117) e maior conversao
alimentar (p=0,0170); a deficiéncia de metionina acarretou em maior consumo de racédo
(p=0,0214), menor ganho de peso (p<0,0001) e consequentemente maior conversao alimentar
(p<0,0001). O uso de DL-HMTBA aumentou a expressdo de SGLT1 (p=0,0065), SAT1
(p=0,0167) e y'"LAT2 (p<0,0001). A deficiéncia de metionina resultou em maior expressdo de
SGLT1 (p=0,0004), GLUT5 (p=0,0001), SAT2 (p=0,0064), y'LAT2 (p=0,0677) e rBAT
(p=0,0800). O uso de DL-Met aumentou a expressdo de LAT1 (p=0,0420). E preferivel realizar
a suplementacdo de aminoacidos sulfurosos com DL-Met na exigéncia e a DL-HMTBA acima
da exigéncia.

Palavras-chave: aminodacidos sulfurosos; DL-HMTBA; DL-metionina; expressdo génica;
frangos de corte; nutrigenémica.



ABSTRACT

Methionine is an essential amino acid for poultry, being the first limiting amino acid in
commercial broiler diets, along with cysteine. The metabolic processes of sulfur amino acids
generate fundamental metabolites for several physiological processes, such as the synthesis of
body tissues, antioxidative functions, cell division, taurine production, activation of mMTORC1
and regulation of the expression of genes involved in the metabolism of birds. For methionine
supplementation in deficient diets, DL-Methionine (DL-Met) or DL-Methionine Hydroxy
Analogue (DL-HMTBA) is usually used, these have different chemical and physical structures,
interfering with absorption and subsequent metabolism. Therefore, a systematic review was
initially carried out in order to present an overview of the studies that evaluate the influence of
supplementation with sulfur amino acids using DL-Met, DL-HMTBA or L-Met, on gene
expression in broiler chickens. For this, a complete search was performed in electronic
databases, using a combination of words by the PICo method (Population, Interest and Context)
with terms related to broiler chickens, methionine and gene expression. The search was carried
out in the Scopus, Web of Science and PubMed databases through the collection of the CAPES
Periodicals Portal. The resulting articles were exported to a reference management program and
subjected to various selection criteria, which ranged from a total of 596 to 15 articles. From the
review it was possible to obtain an overview of the studies that evaluated gene expression in
broiler chickens. With this, an experiment was carried out with the objective of evaluating the
effects of DL-Met and DL-HMTBA in three levels of supplementation in the performance,
expression of genes of the metabolism of sulphurous amino acids and expression of methionine
transporters. For this, 450 chicks were distributed in a completely randomized design in a 2x3
factorial scheme, with two sources of methionine (DL-Met and DL-HMTBA) and three levels
of supplementation (deficiency, requirement and excess), totaling 6 treatments with 5
replications. of 15 birds each. The experiment was carried out at the Poultry Laboratory of the
Center for Human, Social and Agrarian Sciences, Campus de Bananeiras/UFPB. The evaluated
parameters were: weight gain (g), feed intake (g), feed conversion (g/g), MRNA expression of
genes (MAT1, MTR, BHMT, MTRR, CBG and GSS), mRNA expression of glucose
transporters (SGLT1, GLUT2 and GLUT5), and mRNA expression of methionine transporters
(SAT1, SAT2, SAT3, ATB%*, y'LAT1, y'LAT2, LAT1, B°AT, b®*AT and rBAT) in the
jejunum of broilers. DL-HMTBA increased the expression of BHMT (p=0.0072) and MTRR
(p=0.0003) in the jejunum of birds. Methionine deficiency increased the expression of BHMT
(p=0.0805) and MTRR (p=0.0018). Higher GSS expression was observed in birds that were
supplemented with DL-HMTBA (p=0.0672). Birds fed with DL-HMTBA showed worse
weight gain (p=0.0117) and higher feed conversion (p=0.0170); methionine deficiency resulted
in higher feed intake (p=0.0214), lower weight gain (p<0.0001) and consequently higher feed
conversion (p<0.0001). The use of DL-HMTBA increased the expression of SGLT1
(p=0.0065), SAT1 (p=0.0167) and y*'LAT2 (p<0.0001). Methionine deficiency resulted in
increased expression of SGLT1 (p=0.0004), GLUT5 (p=0.0001), SAT2 (p=0.0064), y"LAT2
(p=0.0677) and rBAT (p =0.0800). The use of DL-Met increased LAT1 expression (p=0.0420).
It is preferable to carry out sulfur amino acid supplementation with DL-Met at the requirement
and DL-HMTBA above the requirement.

Keywords: broilers; DL-HMTBA; DL-methionine; gene expression.; nutrigenomics; sulfur
amino acids.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Os aminoécidos sulfurosos sdo importantes em diversos processos metabdlicos para as aves,
sendo fundamentais para a deposicéo de tecido muscular e para a producdo de penas, além da
producdo de outros compostos fundamentais para a atividade antioxidante, divisdo celular,
producdo energética, metilacdo do DNA, metabolismo de macromoléculas, entre outros, e por
iSS0, a metionina é o primeiro amino&cido limitante para aves.

Para que se possa alcancar Otimos indices zootécnicos na avicultura industrial, a
suplementacdo com fontes sintéticas de metionina afim de se atender as exigéncias de
metionina+cistina se tornou usual e indispensavel. No Brasil, a DL-Metionina (DL-Met) e a
DL-Metionina Hidroxi Anéloga (DL-HMTBA) sdo fontes amplamente utilizadas, devido ao
facil acesso no mercado brasileiro.

A DL-HMTBA é utilizada como substituto a DL-Met, devido ao custo reduzido em
comparagdo a esta ultima, no entanto, por ndo possuir natureza aminoacidica, a DL-HMTBA
precisa primeiramente ser convertida a aminoacido para depois ser metabolizada no organismo
das aves. O intestino delgado € o primeiro local de metabolizacdo p6s absorgédo dessas fontes,
com isso, surge a hipotese de que essas duas fontes de metionina atuam de formas distintas no
metabolismo de aminoacidos sulfurosos e na expresséo de transportadores jejunais, em funcéo
das diferencas quimico-fisicas das fontes.

Além disso, 0 nivel dietético de aminoacidos sulfurosos é um dos fatores que altera o
metabolismo da metionina, assim como altera a quantidade de transportadores de metionina no
jejuno, no entanto, também surge a hipotese de que a depender da fonte de metionina utilizada,
a interferéncia dos niveis de amino&cidos sulfurosos ocorrera de forma diferente.

Assumindo essas proposicdes, esse trabalho foi dividido em quatro capitulos. O primeiro
trata-se de uma revisdo bibliografica que serve de referencial tedrico para embasar a construgédo
datese, na qual é abordado a importancia dos aminoacidos sulfurosos para a avicultura de corte,
discorrendo sobre as funcdes fisiologicas e metabdlicas, assim como abordando 0s niveis
nutricionais e as fontes comerciais desses aminoacidos, comentando sobre as diferencas entre
as fontes.

O segundo capitulo, trata-se de uma revisdo sistematica, que foi focada na busca de artigos
que avaliam o efeito da suplementacdo de aminoacidos sulfurosos na expressdo de genes em
frangos de corte, na qual é possivel observar quais os tecidos foram mais estudados e quais

foram os genes mais avaliados pelos pesquisadores.
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O terceiro capitulo € um artigo cientifico, que trata da avaliacdo do desempenho e das
respostas dos genes envolvidos no metabolismo da metionina em células do jejuno de frangos
de corte, submetidos a duas fontes de metionina (DL-Met e DL-HMBTA) e trés niveis de
metionina na dieta (deficiéncia, exigéncia e excesso).

O quarto e altimo capitulo, € um artigo cientifico que trata da avaliacdo das respostas da
expressao de transportadores de metionina sédio dependente e sodio independente, também de
transportadores de glicose em células do jejuno de frangos de corte, submetidos a duas fontes
de metionina (DL-Met e DL-HMBTA) e trés niveis de metionina na dieta (deficiéncia,
exigéncia e excesso).

De maneira geral, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar as vias de
metilacdo, remetilacdo e transulfuracdo, e a expressdo de transportadores de metionina e
transportadores de glicose em células do jejuno de frangos de corte a medida em que se altera
0s niveis de metionina+cistina da dieta e se modifica a fonte de suplementacao.

Trabalhos como este sdo importantes para melhor compreensdo do metabolismo de
aminodcidos sulfurosos, principalmente com a utilizacdo de fontes de metionina tdo usuais na
avicultura brasileira. Logo, com este trabalho podemos inferir qual fonte € mais apropriada para
a suplementacdo de aminoacidos sulfurosos, como também a influéncia dos niveis de

metionina+cistina digestivel.
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CAPITULO 1

Referencial Tebrico

Importancia dos aminoacidos sulfurosos para frangos de corte e fontes utilizadas para
suplementacéo
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IMPORTANCIA DOS AMINOACIDOS SULFUROSOS PARA FRANGOS DE
CORTE E FONTES UTILIZADAS PARA SUPLEMENTACAO

RESUMO

A producdo de frangos de corte passou por grandes avancos nas Ultimas décadas, muito desse
avanco é advindo do desenvolvimento da nutricdo animal. Nos dltimos 60 anos as dietas
deixaram de ser formuladas com base na proteina bruta e passou rapidamente de aminoacidos
totais para aminoacidos digestiveis. A metionina € um aminoacido essencial para 0s animais,
sendo o primeiro aminoacido limitante em dietas comerciais para frangos de corte, juntamente
com a cisteina, formam os aminoacidos sulfurosos. Os processos metabolicos dos aminoacidos
sulfurosos geram metabdlitos fundamentais para diversos processos fisiolégicos, como a sintese
de tecidos corporais, funcdes antioxidantes, divisdo celular, producdo de taurina, ativacdo da
MTORCL e regulacdo da expressdo de genes envolvidos no metabolismo de macromoléculas.
Para a suplementacdo de metionina em dietas deficientes, usualmente é utilizado a DL-
Metionina ou a DL-Metionina Hidroxi Analoga, esses possuem estruturas quimicas e fisicas
diferentes, interferindo na absorcdo e posterior metabolismo das aves, a DL-Metionina €
absorvida de forma ativa enquanto a DL-Metionina Hidroxi Analoga é absorvido de forma
passiva, ambas sdo capazes de estimular o sintese proteica e o desenvolvimento de tecidos
corporais, resultando em desempenho similares, mas existem indicios de que o estimulo da
expressao de genes relacionados a deposicao de proteina, ao ciclo da metionina e expressao de
transportadores em frangos de corte é diferente, dependente da fonte de suplementacdo
utilizada. Com isso, objetiva-se com essa revisao, abordar as fun¢@es nutricionais e fisioldgicas
dos aminodcidos sulfurosos, aléem dos efeitos das fontes mais usuais para suplementacdo no
desenvolvimento corporal e na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de

amino&cidos sulfurosos.

Palavras-chave: Aves. Cisteina. DL-HMTBA. DL-metionina. Metionina. Niveis nutricionais
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IMPORTANCE OF SULFUR AMINO ACIDS FOR BROILERS AND SOURCES
USED FOR SUPPLEMENTATION

ABSTRACT

The production of broilers has undergone great advances in the last decades, associated with
the development of nutrition. In the last 60 years, diets have ceased to be formulated based on
crude protein and have quickly moved from total amino acids to digestible and available amino
acids. Methionine is an amino acid essential for animals, being the first limiting amino acid in
commercial diets for broilers, together with cysteine, form the sulfur amino acids. The
metabolic processes of sulfur amino acids generate fundamental metabolites for several
physiological processes, such as the synthesis of body tissues, antioxidative functions, cell
division, taurine production, activation of mMTORC1 and regulation of the expression of genes
involved in macromolecule metabolism. For the supplementation of methionine in deficient
diets, DL-Methionine or DL-Methionine Hydroxy Analog is usually used, they have different
chemical and physical structures, interfering in the absorption and subsequent metabolism of
birds, DL-Methionine is actively absorbed while DL-Methionine Hydroxy Analog is passively
absorbed, both are able to stimulate protein synthesis and the development of body tissues,
resulting in similar performance, but there are indications that the stimulation of the expression
of genes related to protein deposition, the methionine cycle and expression of transporters in
broilers is different depending on the supplementation source used. Thus, the aim of this review
is to address the nutritional and physiological functions of sulfur amino acids, in addition to the
effects of the most common sources for supplementation on body development and the

expression of genes related to the metabolism of sulfur amino acids.

Keywords: Birds. Cysteine. DL-HMTBA. DL-methionine. Methionine. Nutritional levels
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1. INTRODUCAO

O uso de aminodacidos industriais para atendimento das exigéncias de aminoacidos
essenciais é uma realidade na industria avicola, permitindo aumentar a produtividade, reduzir
0s custos e diminuir a excrecdo de nitrogénio e fosforo, dois elementos associados com a
poluicdo e eutrofizacdo das aguas. Esses avangos s puderam ser alcancados devido a variedade
de estudos que foram desenvolvidos com a inclusdo de aminoacidos industriais nas dietas das
aves.

A metionina se destaca entre os aminoécidos essenciais pela importancia fisiolégica na
formacdo das proteinas, penas, sintese de cisteina, taurina e glutationa. O S-Adenosil Metionina
(SAM), um derivado da metionina, é o maior carregador de grupos metil para sintese de aminas
biogénicas e metilagdo de DNA (D Mello 2003).

Os amino&cidos sulfurosos tambem estdo relacionados com as funcdes antioxidativas,
divisdo, crescimento e diferenciacdo celular, ativagdo da mTORC1, além de regulacdo da
expressdo de genes envolvidos na lipogénese, glicolise e gliconeogénese (Cheng et al., 2014;
Skiba-Cassy et al., 2015).

Em dietas comerciais para frangos de corte a metionina é o primeiro aminoacido limitante,
sendo a suplementacéo da dieta com fontes sintéticas de metionina necessaria para atender as
exigéncias de metionina e 50% das exigencias de cisteina pela transulfuracdo (D’Mello, 2003)

. Atualmente as fontes de metionina mais utilizadas sdo a DL-Metionina (DL-Met; 98% de
metionina), na forma de pd6, e a DL-Metionina Hidroxi Analoga (DL-HMTBA,; 88% de
metionina), na forma liquida. Semelhante a DL-Met, a DL-HMTBA possui um atomo de
enxofre na mesma posicao da metionina, porém tem um grupamento hidroxila no carbono alfa,
no lugar da amina.

Essas diferencas estruturais e quimicas tém influéncias na absorcdo e disponibilidade
biologica das fontes de metionina. Enquanto a DL-Met é mais absorvida por transporte ativo
sodio dependente, a DL-HMTBA € mais absorvida por transporte passivo, através do gradiente
de concentracdo (Zhang et al., 2015). Os niveis dietéticos de metionina, deficiéncia ou excesso,
também influenciam a resposta de diferentes vias metab6licas (Skiba-Cassy et al., 2015).

Objetivou-se com essa revisdo, abordar a importancia dos aminoacidos sulfurosos para a
avicultura de corte, discorrendo sobre as funcbes fisiologicas e metabdlicas, assim como

abordando os niveis nutricionais e as fontes comerciais desse aminoacido.

2. REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Funcdo nutricional dos aminoacidos sulfurosos

Aminoacidos sulfurosos sdo aqueles que possuem em sua estrutura quimica atomos de
enxofre, a metionina, cujo nome é derivado do nome quimico 2-amino-4-(metil-tiol) acido
butirico, e a cisteina, possuem uma molécula de enxofre em sua estrutura, a cisteina é instavel
em solucdo aquosa, sendo rapidamente oxidada, gerando a cistina através da formacdo de
pontes dissulfeto, a cistina por sua vez ¢ formada por duas moléculas de cisteina (D’Mello,
2003).

A principal funcdo dos aminoécidos sulfurosos é a formacdo de tecido muscular, a
metionina desenvolve papel importante no processo de iniciacdo da sintese proteica, 0
ribossomo 30S liga-se a0 MRNA no cddon de iniciagdo (AUG), formando o complexo e
iniciacdo, o qual € identificado por uma molécula de tRNA que transporta metionina, sendo o
mais comum para sinalizar o inicio da sintese de polipeptideos (Lehningher, 2014).

Também tem sido estudada a relagcéo entre a suplementacdo com metionina e a expressao
de genes codificadores da mTORC, fornecimento de metionina nos niveis corretos estimulam
a maior expressdo de genes relacionados ao mTORC (Wen et al., 2014). A cisteina tambem
participa da formacdo de proteinas, sendo incorporada no arranjo das cadeias polipeptidicas
(D’Mello, 2003).

A metionina é conhecida como doadora de grupo metil universal, através da sua conversao
em S-adensilmetiona (SAM), esta doa metil para metilacdo de moléculas importantes, como a
metilacio do DNA (Anderson Sant e Dolinoy, 2012), assim como metilacdo de outras
moléculas como creatina, que tem a funcdo de regenerar a adenosina trifosfato (ATP) no
citoplasma celular (Brosnan et al., 2011).

Os aminoé&cidos sulfurosos também sdo utilizados para producdo de glutationa peroxidase
(GSH-Px), enzima chave na acdo antioxidante enzimatica contra radicais livres, durante a
sintese de GSH-Px utiliza-se uma molécula de cisteina, esta Gltima pode ter até 50% da sua
exigéncia atendida através da metionina. Del Vesco et al. (2015) verificaram que a
suplementacdo com metionina em frangos de corte aumentou a expressdo de genes relacionados
a cisteina, GSH e GSH-Px, mitigando os efeitos de estresse oxidativo.

Além disso, a metionina esta relacionada com a sintese de poliaminas (espermidina e
espermina), atraves da conversdo da metionina em SAM e posterior descarboxilacdo da SAM,
dando origem ao dSAM, este é direcionado para sintese de poliaminas que estdo associadas a

divisdo, crescimento e proliferacdo celular (Lu et al., 2020).
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Devido as suas fungdes na sintese proteica, sintese de GSH-Px e sintese de poliaminas, a
metionina esta correlacionada com a renovacao do epitélio intestinal, em funcdo da constante
renovacdo celular decorrente das descamagdes naturais ocasionadas pelo atrito com o alimento
e agressdes por microorganismos, de fato, Ruan et al. 2018, observou que deficiéncia de
metionina acarreta maiores danos na mucosa intestinal resultando em apoptose celular.

A cisteina por sua vez participa da formacdo da GSH-Px e da taurina, além disso, comp&e
a estrutura de proteinas queratinizadas, estando em alta quantidade na proteina das penas, pois
estas sao formadas por proteina queratinizadas (Nitsan et al., 1981). Segundo Vilar da Silva et
al. (2019), deficiéncia de cisteina afeta negativamente o desenvolvimento do foliculo primario
das penas assim como a sintese de proteinas queratinizadas, ocasionando empenamento ruim e
possivel desclassificacdo das carcagas.

E certo que os aminoécidos sulfurosos desempenham diversas fungdes vitais para o
organismo das aves, estando relacionados a produgdo de metabdlitos secundarios importantes,
para que essas funcbes sejam desempenhadas, a metionina e cisteina passam por reagoes

metabolicas especificas.

2.2 Niveis nutricionais de metionina para frangos de corte

Os aminoécidos sulfurosos desempenham diversas fun¢es no organismo, sendo importantes
para o desenvolvimento das aves. A exigéncia de aminoacidos sulfurosos esta relacionada com
a deposicdo muscular, producdo de penas, imunidade e metabolitos secundarios (Rao et al.,
2011).

Deficiéncia de Met+Cys acarreta diversos problemas fisioldgicos, resultando em pior
desenvolvimento corpéreo, menor peso de peito (Corzo et al., 2006), reducdo da atividade de
enzimas antioxidantes, acarretando danos na mucosa intestinal e maior apoptose dos enterocitos
(Ruan et al., 2018), reducdo da atividade da IGF-1, o fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (Wen et al., 2014) e menor atividade da mTORC1, reduzindo a expressdo de genes
relacionados a sintese proteica (Skiba-Cassy et al., 2015).

Por outro lado, o excesso de Met+Cys aumenta a expressao de genes codificadores de
enzimas relacionadas a lipogénese e gliconeogénese, como o acido graxo sintase (FAS), glicose
6 fosfatase (G6Pase) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), aumentando os niveis de
acidos graxos no plasma sanguineo e catabolismo do excesso de Met+Cys (Skiba-Cassy et al.,
2015).
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Em trabalho recente, Millecam et al. (2021) realizou estudo com frangos de corte macho
(Ross 308), avaliando ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar, estimaram
exigéncias de aminoacidos sulfurosos em 0,69, 0,66 e 0,62% nas fases inicial, crescimento e
terminacdo; além disso, os pesquisadores avaliaram que o0 uso de L-Metionina reduz os valores
de exigéncia, em comparagdo a DL-Met.

Considerando que as exigéncias de cisteina sdo atendidas pela interconversao de metionina
em cisteina, as dietas comerciais sdo formuladas para atender as exigéncias de Met+Cys, porém
é necessario atencao a relacdo ideal de Met:Cys e total de aminoécidos sulfurosos, Pacheco et
al. (2018) recomendam a relagdo de Met:Cys/TSAA ideal em 52:48 para frangos de corte de 14
a 28 dias, melhorando a eficiéncia do uso de metionina.

A relacdo Met+Cys/Lisina também tém influéncias no nivel adequado de suplementacéo de
metionina, Goulart et al. (2011) recomendam a relacdo Met+Cys/Lisina para frangos de corte
em 71, 70, 76 e 72%; para as exigéncias de Met+Cys os autores recomendam 0,873, 0,755,
0,748 e 0,661% para as fases pré inicial, inicial, crescimento e terminagéo.

De acordo com Chamruspollert et al. (2004), elevadas temperaturas reduzem as exigéncias
de metionina, principalmente em situagdes com desbalanco dos aminoacidos na dieta. Aftab e
Ashraf (2009) verificaram que o aumento do fornecimento de aminoacidos sulfurosos nédo
resultou em melhoria do desempenho das aves, com isso recomendaram 0,65 e 0,60% de
Met+Cys digestivel para 4 a 21 e 22 a 42 dias, respectivamente.

Varios autores realizaram estudos para determinar as exigéncias de aminoacidos sulfurosos
em frangos de corte, visando atender a exigéncia de Met+Cys proporcionando a quantidade
necessaria para manutencédo das atividades fisioldégicas em cada fase. Com base nesses estudos,
as tabelas de exigéncias nutricionais trazem recomendacdes dos niveis dietéticos de Met+Cys
(Tabela 1).

O fornecimento da quantidade correta de aminoacidos sulfurosos para frangos de corte
permitira desenvolvimento corporal adequado devido a atuacdo individual da metionina e da
cisteina, assim como a acdo do metabolismo integrado de aminoacidos sulfurosos que gera

diversos metabdlitos secundarios importantes para as atividades fisiologicas.
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Tabela 1. Recomendagdes nutricionais de metionina e metionina + cistina para frangos de
corte.

NRC (1994)
0-3 sem 3-6 sem 6-8 sem
%Met Total 0,50 0,38 0,32
%Met+Cys Total 0,90 0,72 0,60

Macho desempenho regular médio Rostagno et al. (2017)

1-7d 8-21d 22-33d 34-42d 43-46d
%Met Digestivel 0,536 0,515 0,461 0,416 0,380
%Met+Cys Digestivel 0,967 0,929 0,832 0,750 0,706
Macho desempenho médio superior Rostagno et al. (2017)
1-7d 8-21d 22-33d 34-42d 43-46d
%Met Digestivel 0,548 0,535 0,506 0,437 0,396
%Met+Cys Digestivel 0,989 0,966 0,914 0,790 0,716
Manual Cobb 500 para frangos médios e grandes (2022)
0-12d 13-28d 29-39d 40-49d >50d
%Met Digestivel 0,48 0,47 0,44 0,40 0,35
%Met+Cys Digestivel 0,94 0,88 0,82 0,74 0,66
Manual Ross 308 (2022)
0-10d 11-20d 21-30d 31-40d 41-abate
%Met Digestivel 0,53 0,49 0,47 0,45 0,43
%Met+Cys Digestivel 0,96 0,89 0,84 0,82 0,78

Fonte: NRC (1994), Rostagno et al., (2017), Cobb-Vantress (2022), Ross Broiler (2022).

2.3 Teor de metionina nos alimentos mais utilizados na dieta de frango

Para formulacdo de dietas para frangos de corte é essencial conhecer o valor nutritivo dos

alimentos (Brumano et al., 2006). A Met+Cys é essencial para frangos de corte em todas as
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fases da vida, ao contrario de outros aminoacidos, porém ingredientes de origem vegetal sdo
pobres em Met+Cys (Coneglian et al., 2010).

O Brasil apresenta uma grande variedade de alimentos que podem ser utilizados na dieta
das aves, porém valor nutritivo desses alimentos variam de acordo com o as condicGes de
cultivo, genética dos cultivares, fertilidade do solo, formas de armazenamento e processamento
dos gréos, dificultando o trabalho dos nutricionistas (Scotta et al., 2016).

Ingredientes de origem animal sdo utilizados na alimentacdo de frangos devido ao seu alto
valor proteico, porém variaces do valor nutricional dessas fontes sdo mais proeminentes que
dos ingredientes de origem vegetal, devido ao tipo de matéria prima, a proporcéo dessa matéria
prima e a falta de padronizacao do processamento (Brumano et al., 2006).

Milho e soja s&o ingredientes mais utilizados na composicéo de dietas para frangos de corte,
devido a disponibilidade desses ingredientes no mercado brasileiro e ao seu valor nutricional,
mas durante ao periodo de entressafra é necessario 0 uso de alimentos alternativos que possam
reduzir os custos de produgdo na avicultura (Leite et al., 2011).

Em dietas para aves compostas por milho e soja, a metionina é o primeiro aminoacido
limitante, devido a sua importancia para importantes funcdes fisiologicas, para o crescimento
das penas e para atendimento do alto desempenho das linhagens genéticas mais produtivas
(Wan et al. 2017)

O uso de alimentos alternativos como trigo, algodéo e sorgo tem problemas devido a fatores
antinutricionais como polissacarideos ndo amilaceos, inibidores de proteases, tanino e gossipol
(Knudsen, 2004). Muitos estudos sdo realizados para determinar o valor nutricional desses
ingredientes, as Tabelas Brasileiras Para Aves e Suinos trazem um compilado do valor
nutricional para diversos ingredientes (Tabela 2).

O farelo de algoddo é um subproduto resultante da moagem do caroco de algoddo no
processo industrial para a extracdo do 6leo para o consumo humano. O alto teor relativo de
proteina bruta e o baixo custo do farelo de algoddo o torna uma opc¢édo para a formulacéo de
dietas para monogastricos (Barbosa e Gattas, 2004). O farelo de trigo é um subproduto da
moenda de graos de trigo, possui alto teor de fibra, o que limita seu uso na alimentacdo de aves
(Araujo et al., 2008).

O farelo de soja tem sido utilizado como a principal fonte de proteina bruta e aminoacidos
em dietas para frangos de corte (Freitas et al, 2011). O milho é o ingrediente adicionado em
maior quantidade as dietas como fonte de energia, tornando esse alimento responsavel por 20%

da proteina bruta e 25% da metionina+cistina (Vieira et al., 2007). O glaten de milho é um
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subproduto do milho, é uma rede de proteina que se encontra dentro do gréo agregado ao amido,
possui teor proteico em torno de 60% (Longo et al., 2005).

O sorgo aparece como substituto ao milho, sendo resistente a seca, porém possui o fator
antinutricional tanino e baixa digestibilidade da PB, o que dificulta sua maior inclusdo das
dietas (Garcia et al., 2005). A farinha de carne e 0ssos é oriunda do residuo de abatedouro, é
produzida para inclusdo na alimentacdo animal, € um alimento com alto teor PB, mas requer

cuidados sanitéarios para a sua utilizacdo (Teles et al., 2018).

Tabela 2. Teor de metionina e metionina + cistina, total e digestivel para aves, dos principais
alimentos usados nas dietas de frango de corte.

%PR %Met  %Met+Cys %Met %Met+Cys
0

Total Total Digestivel Aves  Digestivel Aves
Farelo de algoddo 37,8 0,58 1,22 0,46 0,87
Farelo de trigo 15,1 0,24 0,55 0,18 0,42
Farelo de soja 44,4 0,59 1,25 0,55 1,11
Farinha de carne 37,9 0,48 0,60 0,33 0,42
e 0SS0S
Gluten de milho 61,5 1,34 2,44 1,29 2,23
Milho 7,86 0,16 0,33 0,15 0,29
Sorgo baixo 8,75 0,15 0,30 0,13 0,27
tanino

Fonte: Rostagno et al. (2017)

2.4 Metabolismo da metionina

A metionina possui um complexo metabolismo, passando por diversas reac@es bioquimicas
para alcancar fungdes bioativas no organismo, essas reacdes podem ser divididas em trés etapas,
metilagdo, remetilagdo e transulfuracdo (Figura 1), D’Mello (2003) e Sakomura et al. (2014),
descrevem bem como acontecem essas reacoes.

Na primeira etapa acontece a metilacdo, que consiste na doagdo de grupos metil pela
metionina, inicialmente, a metionina é ativada pelo ATP, esta doa seu grupo adenosina

formando a S-adenosil-Lmetionina (SAM), esta reacdo é catalisada pela enzima metionina
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adenosiltransferase (MAT). Apds esse passo inicial, a SAM esta apta para doar grupo metil

para moléculas receptoras, como o0 DNA ou a creatina.

Prntslna da Dieta
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Figura 1. Vias da metilacdo, remetilacdo e transulfuracéo

Estareacdo é catalisada pela enzima metil-transferase, apos a doacéo do grupo metil, a SAM
converte-se em S-adenosil-homocisteina (SAH) com acédo da enzima glicina N-metiltransferase
(GNMT), por fim, o grupo adenosina deixa a molécula SAH, esta reage com a dgua formando
a homocisteina, sendo esta reacdo catalisada pela enzima adenosil-homocisteina-hidroxilase.
Na etapa de metilacdo, a SAM além de doar grupos metil também pode ser convertida a
poliaminas (espermina e espermidina), através da sua reacdo com a putrescina.

Na segunda etapa ocorre a remetilacdo, no qual a homocisteina é regenerada para metionina,
para isso € necessario a acao de duas enzimas, a metionina sintase (MS) e betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT). Pela acdo da metionina sintase, enzima dependente de vitamina B12,
0 5-metil-tetra-hidrofolato doa um grupo metil para a homocisteina, que é convertida entdo em
metionina.

Ja a reacdo catalisada pela betaina homocisteina metiltransferase, o processo ocorre de
maneira semelhante, entretanto, neste caso o grupo metil é doado pela betaina gerado pela
colina, gerando metionina e dimetilglicina. O processo de remetilacdo é importante para a
restauracdo da metionina, podendo esta ser utilizada na sintese proteica ou reiniciar o ciclo, com
uma nova reacdo de metilacéo.

Pillai et al. (2006), analisando a expressdo de enzimas, relataram que frangos de corte

alimentados a vontade, sem restricdo de vitaminas B6, B12 e acido folico, realizam a maior



27

parte da remetilacdo pela acdo da enzima metionina sintase, utilizando a via do 5-metil-tetra-
hidrofolato em comparagdo com a via da colina/betaina.

Na terceira etapa, ocorre a transulfuracéo, na qual a homocisteina é convertida em cisteina
através de duas reacOes, a primeira reacdo é catalisada pela enzima cistationa-p-sintetase que
converte a homocisteina em cistationa com o gasto de uma molécula de serina, sendo esta
reacdo irreversivel. Em seguida, a cistationa é convertida a cisteina, esta reacdo é catalisada
pela enzima cistationa y-liase, ambas as enzimas sdo ativas pela vitamina B6.

O processo de regulacdo dessas vias € minucioso, quando a metionina ou SAM estdo em
baixas quantidades as enzimas relacionadas a remetilacdo séo estimuladas e as relacionadas a
transulfuragéo séo inibidas, em condi¢fes de quantidades normais ou excesso de metionina, as
enzimas relacionadas a metilacéo e transulfuracéo sdo ativadas (Sbodio et al., 2019).

Segundo D’Mello (2003), 50% das exigéncias de cisteina sdo atendidas pela metionina
atraves da transulfuracao, por isso, a exigéncia de metionina e cisteina sdo dadas juntas, como
aminodcidos sulfurosos, no entanto, Vilar da Silva et al. (2019) chamam a atencdo para as
exigéncias de aminodacidos sulfurosos, pois a deficiéncia de cisteina afetaria 0 empenamento,
resultando em problemas na termorregulacdo e consequentemente problemas no crescimento,

eficiéncia alimentar e bem-estar.

2.5 DL-Metionina x DL-Metionina Hidrdéxi Analoga

Fontes vegetais sdo pobres em metionina, para atendimento das exigéncias de aminoacidos
sulfurosos € necessario realizar a suplementacéo via dieta, para isso, existem alguns produtos
que podem ser utilizados como fonte de metionina, como a DL-Metionina (DL-Met; 98% de
Met), na forma de po, e seus analogo, a DL-Metionina Hidréxi Andloga (DL-HMTBA,; 88% de
Met), na forma liquida e a DL-Metionina Hidroxi Analoga Célcica (DL-HMTBA-Ca; 84% de
Met), na forma de po.

Destas, a DL-Met e DL-HMTBA sdo as formas mais usuais de suplementacédo, devido a
facilidade de encontrar esses produtos (Zhang et al., 2018), o valor econdmico entre as fontes
DL-HMTBA:DL-Met é de cerca de 81-86% (Vedenov e Pesti, 2010). A DL-Met é uma mistura
racémica dos isdmeros D (50%) e L (50%) da metionina, a DL-HMTBA é analoga a DL-Met,
também é uma mistura racémica entre os isomeros D e L mas diferenciasse da DL-Met por ter

um grupo hidroxila (OH), no lugar de um grupo amina (NH2).
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Essas fontes de metionina séo absorvidas e utilizadas de formas diferentes pelas aves, essas
sdo capazes de utilizar apenas a forma L dos aminoéacidos, por isso, a D-Met e ambos 0s
isomeros da DL-HMTBA, precisam ser convertidos a L-Met, com a¢&o de enzimas desaminases
e transaminases (Zhang et al., 2018).

Para isso, a D-Met precisa ser desaminada, restando seu a-cetodcido, que sera transaminado
e convertido a L-Met, para a DL-HMTBA, ambos os isdmeros sdo primeiro convertidos a a-
cetoacido de metionina, e depois recebem o grupamento NH2 no carbono alfa, se convertendo
a L-Met através da acdo enzimatica, sendo esses processos de conversao eficazes. As enzimas
que catalisam essas reacdes se encontram em maior quantidade no figado e nos rins e em menor
quantidade no intestino delgado, para atendimento do metabolismo esplancnico (Vazquez-
Afon et al., 2017).

Segundo Conde-Aguilera et al. (2016), ambas as fontes s@o capazes de fornecer metionina
para 0 metabolismo das aves, ndo havendo diferencas para o desempenho das aves. Para Aggrey
et al. (2017), as duas fontes de metionina estimulam os genes relacionados a metilacdo e
lipogénese, no entanto, para a remetilacdo, quando suplementado com DL-Met, a doacgdo do
grupo metil ocorreu pela via da colina/betaina e quando suplementado com a DL-HMTBA
ocorreu pela via 5-metil-tetra-hidrofolato.

Yodseranee e Bunchasak (2012) relatam que em condicfes tropicais também ndo ha
diferenca para o uso de DL-Met e DL-HMTBA em frangos de corte (1 a 35 dias). No entanto,
Kim et al. (2019) trabalhando com frangos de corte (1 a 35 dias), verificaram que a DL-HMTBA
em substituicdo de 100% a DL-Met, resulta em menor ganho de peso e pior conversdo
alimentar.

De acordo com Swennen et al. (2011) e Willemsen et al. (2011) a DL-HMTBA é mais eficaz
no estimulo das funcBes oxidativas em situacdes de estresse por calor, estimulando a sintese de
glutationa peroxidase. Porém, para Zelenka et al. (2013), a DL-HMTBA possui menor
biodisponibilidade para frangos de corte.

A adicdo de metionina na dieta de frangos de corte também leva a melhora no balanco
aminoacidico, promovendo o crescimento e sintese de proteinas, reduzindo a sintese de gordura
e melhorando a conversdo alimentar (Majdeddin et al., 2019). A suplementacdo de metionina
tem efeito positivo na sintese de proteinas musculares, devido a sua acdo na expressao de genes
relacionados ao crescimento, como o IGF1 e GH (Del Vesco et al. 2015).

Existem muitos estudos sobre as diferengas entre a DL-Met e a DL-HMTBA no

organismo das aves, avaliando as diferencas de absorcdo, transporte, conversdao e
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biodisponibilidade, Zhang et al. (2015) revisaram e resumiram as principais diferencas entre as

duas fontes de metionina sintética (Figura 2).
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Figura 2. Absorcéo de DL-Met e DL-HMTBA em aves

A absorcao da DL-Met em grande parte é dependente do transporte ativo e demanda energia,
sendo absorvida contra seu gradiente de concentracdo, ambos 0s isdmeros sdo absorvidos de
igual forma, ao chegar no intestino delgado, a DL-Met pode ser absorvida por transportadores
da membrana borda escova ou da membrana basolateral.

Os sistemas de transporte A (transportadores SAT1 e SAT2), B%* (transportador ATB%*) e
y'L (transportadores y*LAT1 e y"LAT2) fazem parte do grupo de transportadores Na
dependente, estando em maior quantidade no intestino delgado, os transportadores dos sistemas
A e y'L estdo localizados na membrana basolateral, enquanto o transportador ATB* esta
localizado na membrana borda escova.

A DL-Met também pode ser absorvida por transportadores Na independente, através do
transporte facilitado, utilizando os sistemas de transporte b°* (transportador b®*AT/rBAT) e L
(transportador LAT1). Esses transportadores realizam transporte de aminoacidos neutros,
catibnicos e hidrofébicos em aves, podendo haver problemas na absorcdo de metionina devido
a competicdo por transportadores.

A DL-HMTBA por sua vez é absorvida em grande parte por difusdo, dependente de
concentracdo, sendo absorvida mais rapidamente na porcdo proximal do intestino delgado,
correspondendo ao duodeno e jejuno, no entanto, continua sendo absorvida por todo trato
gastrointestinal. A DL-HMTBA também pode ser absorvida em menor quantidade por
transportadores H* dependente como 0 MCT1 e o NHE3 (Martin-Venegas et al., 2014).

Alguns autores também avaliaram os efeitos na expressdo génica de genes relacionados a

deposicdo de proteina, ao ciclo da metionina e expressdo de transportadores em frangos de
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corte. Zhang et al. (2016) verificaram que as fontes de metionina afetam de forma diferente a
expressdo de transportadores, apenas L-Met e DL-Met estimularam a expressdo de
transportadores do sistema B%*, como o ATB%*, mas a L-Met, DL-Met e DL-HMTBA foram
capazes de aumentar a expressdo de MCT1, o que ndo era esperado.

Segundo Aggrey et al. (2017), as duas fontes de metionina estimulam os genes relacionados
a metilacéo e lipogénese, no entanto, para a remetilacdo, quando suplementado com DL-Met, a
doacdo do grupo metil ocorreu pela via da colina/betaina e quando suplementado com a DL-
HMTBA ocorreu pela via 5-metil-tetra-hidrofolato. Zeitz et al. (2018) relatam que a DL-Met
promove maior desenvolvimento da musculatura do peito, a DL-HMTBA por sua vez, nao

possui a capacidade de estimular a mTORC nos mioblastos.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A metionina é o primeiro aminoacido limitante para frangos de corte em dietas comerciais,
devido a sua importancia fisioldgica, € requerido em grande quantidade, juntamente com a
cisteina, expressando a exigéncia de aminoacidos sulfurosos; estéo relacionados com sintese de
tecidos corporais, funcbes antioxidativas, divisdo celular, producdo de taurina, ativacdo da
MTORC1, regulacdo da expressdo de genes envolvidos na lipogénese, glicolise e
gliconeogénese, entre outras funces.

Os alimentos utilizados na composicdo de dietas para frangos de corte sdo pobres em
metionina, para atender essa demanda, as aves geralmente séo suplementadas com DL-Met, a
DL-HMTBA surge com uma alternativa menos onerosa, no entanto, existem diferencas

quimicas e fisicas entre essas fontes que resultardo em diferencas metabdlicas.
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RELACAO ENTRE OS AMINOACIDOS SULFUROSOS E A EXPRESSAO DE
GENES EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Aminoécidos sulfurosos sdo essenciais para 0 bom desenvolvimento das aves, em dietas
comerciais a metionina é o primeiro aminoacido limitante, sendo necessaria sua suplementacdo
com fontes sintéticas, a DL-Metionina (DL-Met) e DL-Metionina Hidroxi Analoga (DL-
HMTBA) sdo as fontes mais usuais. Objetivou-se com essa revisao sistematica apresentar um
panorama dos estudos que avaliam a influéncia da suplementacdo com aminoécidos sulfurosos
na expressdo génica em frangos de corte. Para isso, foi realizada uma busca completa em bases
eletrnicas, usando uma combinacdo de palavras pelo método PICo (Populacéo, Interesse e
Contexto) com termos relacionados a frangos de corte, metionina e expressdo génica. A busca
foi realizada nas bases Scopus, Web of Science e PubMed através do acervo do Portal de
Periodicos da CAPES. Os artigos resultantes foram exportados para um programa de
gerenciamento de referéncias e submetido a varios critérios de selecdo, que partiu de um total
de 596 a 15 artigos. Todos os artigos que atenderam aos critérios de selecdo foram publicados
depois dos anos 2010, a América foi o continente com maior namero de publicagdes, 10 artigos
(66,7%). Os orgdos mais estudados foram o figado (75%) e o musculo do peito (55%), com
maior parte das investigacdes focadas na expressdo de genes relacionados ao ciclo da metionina
e atividade antioxidante. A partir desta revisdo € possivel obter um panorama dos estudos que
avaliaram expressao génica em frangos de corte, explorando quais variaveis foram avaliadas,
quais os 6rgaos foram mais estudados e quais foram os genes alvo, servindo como ponto de

partida para novas pesquisas cientificas, visando avaliacdes que ainda ndo foram exploradas.

Palavras-chave: Ciclo da metionina. Expressdo génica. Fontes de metionina. Metionina.

Nutrigendmica. Transportadores de metionina.
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RELATIONSHIP BETWEEN SULFUR AMINO ACIDS AND GENE
EXPRESSION IN BROILERS

ABSTRACT

Sulfur amino acids are essential for the good development of birds, in commercial diets
methionine is the first limiting amino acid, requiring its supplementation with synthetic sources,
DL-Methionine (DL-Met) and DL-Methionine Hydroxy Analog (DL-HMTBA) are the most
common sources. The objective of this systematic review was to present an overview of the
studies that evaluated the influence of supplementation with sulfur amino acids on gene
expression in broiler chickens. For this, a complete search was performed in electronic
databases, using a combination of words by the PICo method (Population, Interest and Context)
with terms related to broiler chickens, methionine and gene expression. The search was carried
out in the Scopus, Web of Science and PubMed databases through the collection of the CAPES
Periodicals Portal. The resulting articles were exported to a reference management program and
subjected to various selection criteria, which ranged from a total of 596 to 15 articles. All
articles that met the selection criteria were published after the 2010s, America was the continent
with the highest number of publications, 10 articles (66.7%). The most studied organs were the
liver (75%) and breast muscle (55%), with most investigations focused on the expression of
genes related to the methionine cycle and antioxidant activity. From this review it is possible to
obtain an overview of the studies that evaluated gene expression in broilers, exploring which
variables were evaluated, which organs were most studied and which were the target genes,
serving as a starting point for new scientific research, aiming at assessments that have not yet

been explored.

Keywords: Gene expression. Methionine cycle. Methionine sources. Methionine

transporters. Methionine. Nutrigenomics.
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1. INTRODUCAO

O uso de amino&cidos industriais para atendimento das exigéncias de aminoacidos essenciais
é uma realidade na inddstria avicola, permitindo aumentar a produtividade, reduzir os custos e
diminuir a excrecdo de nitrogénio e fésforo, dois elementos associados com a poluicdo e
eutrofizacdo das aguas. Esses avancos s6 puderam ser alcancados devido a variedade de estudos
que foram desenvolvidos com a inclusdo de aminoécidos industriais nas dietas das aves.

A metionina se destaca entre os aminoacidos essenciais pela importancia fisiol6gica na
formacao das proteinas, penas, sintese de cisteina, taurina e glutationa. O S-Adenosil Metionina
(SAM), um derivado da metionina, é o maior carregador de grupos metil para sintese de aminas
biogénicas e metilacdo de DNA (D Mello 2003). Os aminoacidos sulfurosos também estdo
relacionados com as funcgdes antioxidativas, divisdo, crescimento e diferenciacdo celular,
ativacdo da mTORC1, além de regulacdo da expressdo de genes envolvidos na lipogénese,
glicolise e gliconeogénese (Cheng et al., 2014; Skiba-Cassy et al., 2015).

Em dietas comerciais para frangos de corte a metionina € o primeiro amino&cido limitante,
sendo a suplementacéo da dieta com fontes sintéticas de metionina necessaria para atender as
exigéncias de metionina e 50% das exigéncias de cisteina pela transulfura¢ao (D’Mello, 2003).
Atualmente as fontes de metionina mais utilizadas sdo a DL-Metionina (DL-Met; 98% de
metionina), na forma de po6, e a DL-Metionina Hidroxi Analoga (DL-HMTBA; 88% de
metionina), na forma liquida. Semelhante a DL-Met, a DL-HMTBA possui um atomo de
enxofre na mesma posicao da metionina, porém tem um grupamento hidroxila no carbono alfa,
no lugar da amina.

Essas diferencas estruturais e quimicas tém influéncias na absorcdo e disponibilidade
biologica das fontes de metionina. Enquanto a DL-Met é mais absorvida por transporte ativo
sodio dependente, a DL-HMTBA ¢é mais absorvida por transporte passivo, atraves do gradiente
de concentracdo (Zhang et al., 2015). Os niveis dietéticos de metionina, deficiéncia ou excesso,
também influenciam a resposta de diferentes vias metabolicas (Skiba-Cassy et al., 2015).

Nutrigendmica é o campo de pesquisa que tem buscado elucidar como 0s nutrientes podem
afetar os fatores de transcricdo, expressao de RNA e proteinas, homeostase celular e producao
de metabdlitos, sendo uma ciéncia emergente em ciéncias animais (Benitez et al., 2017; Gilani
et al., 2021). A demanda por frangos de corte tem aumentado nos Gltimos anos, a otimizagao
da alimentacdo das aves € uma vertente importante para aumentar a producao, e isso nao é

possivel sem considerar a pesquisa nutrigendémica (Banerjee et al., 2015).
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Com isso, objetivou-se com essa revisdo sistematica, abordar a influéncia da suplementacéao
com aminodcidos sulfurosos na expressdo génica em diversos tecidos em frangos de corte,
avaliando quais as demais varidveis foram estudadas, assim como as fontes e os niveis de

aminoécidos sulfurosos empregados.

2. METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi realizada a partir de uma busca completa em bases eletrénicas de
acesso a artigos cientificos, afim de fazer um levantamento de estudos que avaliaram a a¢ao da
metionina na expressdo de genes com diversas funcdes e em diferentes tecidos, tendo como
animais de estudo frangos de corte. Esta revisdo sistematica foi guiada por padrdes dos itens de
relatorio de Principais Itens para Relatar Revisdes Sistematicas e Meta-analises (PRISMA)
(Moher, 2009).

2.1 Estrategia de busca

Uma pesquisa bibliografica abrangente foi realizada por meio de busca eletronica. As
seguintes bases de dados foram consultadas em outubro de 2022, sem restricdo de tempo:
Scopus, Web of Science e PubMed. A busca e acesso foi possivel usando o acervo do Portal de
Periodicos da CAPES (https://www.periodicos.capes.gov.br/).

As buscas foram realizadas sem restricdo de idioma. A chave questdo da pesquisa foi
formulada usando o método PICo (Populacdo, Interesse e Contexto). Sendo palavras
relacionadas com frangos a Populagdo (P), fontes de metionina o interesse (I) e expresséo
génica e transportadores de nutrientes como contexto (Co). Foram utilizados algarismos
booleanos para acessar combinac6es possiveis de busca. Dessa forma a busca consistiu em:

— P.: broiler or broilers or “meat chicken” or poultry or bird or birds

— L: “source methionine” or “dl-met” or “dl methionine” or “dl-hmtba” or mha or

“methionine hydroxy analog”

— Co.: “gene expression” or “nutrient transport®”’

O resultado da busca foi revisado, exportado e todas as referéncias transferidas para o
programa de gerenciamento EndNote X9®, em seguida 0s dados dos estudos incluidos foram

transferidos e compilados no Microsoft Excel®.
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2.2 Critérios pré-estabelecidos para exclusao

P.: estudos que nédo utilizaram frangos de corte como animal modelo para o estudo.

Estudos que utilizaram material biologico in vitro também foram excluidos.

— |.: estudos que ndo avaliaram a metionina como principal fonte de variacdo, ou que
utilizaram fontes de metionina pouco usuais.

— Co.: estudos que ndo avaliaram expressdo génica.

— Tipo do trabalho: revisdes bibliograficas, revisdes sistematicas (com o sem metanalise),

resumos publicados e capitulos de livro.

3. RESULTADOS

A busca eletronica identificou 596 artigos potencialmente relevantes, como pode ser visto
na Figura 1. Destes, 15 foram selecionados e considerados elegiveis para serem revisados em
profundidade.

A busca realizada na base Pub Med encontrou 18 artigos, na Web of Science 28 e na base
Scopus 549, a maior parte (92,11%), totalizando 596 artigos. Destes, 22 foram removidos por
serem duplicados, ou seja, estavam presentes em duas ou nas trés bases. 574 artigos foram
postos com potencial relevante e, portanto, foram revisados primeiro pelo titulo, em seguida
pelo resumo e por fim, um dltimo critério passivel de observacdo com a leitura aprofundada
dos artigos. Como resultado, foram incluidos 15 artigos para serem avaliados.

Obedecendo aos critérios de exclusdo, apenas estudos com frangos de corte (Gallus gallus
domesticus) foram aceitos, sendo consideradas a DL-Met, DL-HMTBA e L-Met como fontes
de metionina. Foram consideradas todas as fases de criacdo, e por isso foram incluidos alguns
artigos que apresentavam mais de um experimento, realizado em fases distintas. Dessa forma,

a compilacdo dos dados foram avaliando os experimentos, somando 20 experimentos no total.
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Searching for articles with relevant potential

[
L2 PubMed Web of Science Scopus
S (18) (28) (549)
=
5
S Total of articles (596)
Duplicates removed (22)
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Total reviewed by tittle and abstract (30)
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Total of articles included in systematic review (15)

Figure 3. Flow diagram of studies selection process, to obtain the 15 reviewed
documents.

As caracteristicas principais dos estudos revisados estdo apresentadas na Tabela 1, na qual é
possivel observar as fontes de suplementacdo utilizadas, os niveis de aminoécidos sulfurosos
empregados no estudo, duracdo do experimento, genotipo e quantidade de aves e por fim as
variaveis avaliadas no estudo. Dos 20 experimentos considerados, apenas 6 (ou 30%) realizam

comparacao entre as fontes de metionina.
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Table 1. Experimental design and variables analyzed in the studies reviewed (N/A =
information not available)®.

Reference

Exp

Methionine
source

Levels of TSAA (%)

Control

Treatment

Time
(days)

NO
birds

Genotype

Studied variables

Agrey et al. 2017

Del Vesco et al.
2013a

Del Vesco et al.
2013b

Del Vesco et al.
2015a

Del Vesco et al.
2015b

Del Vesco et al. 2020

Erfani et al. 2021

Fagundes et al. 2020

Gasparino et al. 2017

L-Met

L-Met x DL-
Met x DL-
HMTBA
DL-Met x DL-
HMTBA

DL-Met x DL-
HMTBA

DL-Met

DL-Met

DL-Met

DL-Met

DL-Met

DL-Met

DL-Met x DL-

HMTBA

DL-Met

DL-HMTBA

DL-HMTBA

0.84

0.58

0.54

0.58

0.54

0.58

0.54

0.85

0.49

0.58

0.54

0.57

0.73

0.59; 0.75

0.59; 0.75

0.88; 1.57

0.81; 1.53

0.88; 1.57

0.81; 1.53

0.88

0.81

0.85

0.28

0.88

0.81

14

14

20

20

21

21

21

21

21

21

42

19

21

21

300

300

750

750

180

180

180

180

120

120

400

102

240

240

Ross 708

Ross 708

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Ross 308

Cobb 500

Cobb 500

Cobb 500

Performance, carcass
composition and gene
expression
Performance, carcass
composition and gene
expression
Performance,
antioxidant parameters
and gene expression
Performance,
antioxidant parameters
and gene expression
Performance, plasma
analysis,  antioxidant
parameters and gene
expression
Performance, plasma
analysis,  antioxidant
activity  antioxidant
parameters and gene
expression
Performance,
analysis and
expression
Performance,
analysis and
expression
Performance,
antioxidant parameters
and gene expression
Performance,
antioxidant parameters
and gene expression
Performance, intestine
morphology, plasma
analysis, antioxidant
parameters and gene
expression
Performance, intestine
morphology, apparent
digestibility and gene
expression
Performance, carcass
composition, plasma
analysis, antioxidant
parameters and gene
expression
Performance, carcass
composition, plasma
analysis, antioxidant
parameters and gene
expression

plasma
gene

plasma
gene
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Reference Exp Methionine Levels of TSAA (%) Time Ne° Genotype Variables
source (days)  birds
Control  Treatment
Magnuson et al. 2020 - DL-Met G:0.86 G:1.04 32 560 Cornish Performance, meat
F:0.78 F:0.83 Cross quality, plasma
analysis,  antioxidant
parameters and gene
expression
Peng et al. 2018 - DL-Met 0.27 0.48; 0.58 21 360 Ross 308  Performance, plasma
(Met) (Met) analysis and gene
expression
Wang et al. 2018 - DL-HMTBA N/A N/A 21 400 Arbor Performance,
Acres antioxidant parameters
and gene expression
Wang et al. 2019 - DL-Met x DL- N/A N/A 21 480 Arbor Performance,
HMTBA Acres antioxidant parameters
and gene expression
Zeitz et al. 2018 - - S:0.79 35 240 Cobb 500  Performance, carcass
G: 0.65 composition and gene
F: 0.59 expression
Zhang et al. 2018 - DL-Met x L- S:0.78 S: 1.01; 26 240 Cobb 500  Performance and gene
Met x DL- G:070 1.01;0.78 expression
HMTBA F:062 G: 0091
0.91; 0.69
F: 0.85;
0.85; 0.62

'Exp: experiment; DL-Met: DL-Methionine; DL-HMTBA: DL-Methionine Hydroxy Analog; L-Met: L-
Methionine; S: starter phase; G: grower phase; F: finisher phase.

Em relacdo a area geogréfica de producdo dos artigos (Figura 2), a maior parte dos estudos foram

realizados na América (66,7%), tendo o Brasil como principal representante com 6 estudos, seguido

pelos Estados Unidos com 4 estudos. A Asia é o segundo representante (26,7%), tendo a China com

3estudos e o Ird com 1 estudo. Por fim a Europa (6,6%), representada pela Alemanha, com 1 estudo.

r 4

am

Germany 1
Iran m 1
China m=m 3
USA =mmm 4
Brazil mesm 6

g

Figure 4. Countries of origin of the reviewed studies.
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A frequéncia temporal de producdo dos artigos (Figura 3), possibilita observar que 2018 foi o
ano com maior publicacdo de estudos que avaliaram o efeito da suplementacdo de metionina na
expressdo de genes diversos em frangos de corte, no total foram 4 (ou 26,7%) artigos. Em 2020
foram publicados 3 (ou 20%) artigos, em 2013, 2015 e 2017 foram publicados 2 (ou 13,3%), cada,
e em 2019 e 2021 foram publicados 1 (ou 6,7%) artigos.

5
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Figure 5. Time frequency of the reviewed studies.

As variaveis analisadas foram classificadas de acordo com ocorréncia nos experimentos (Figura
4). As cinco variaveis com maior ocorréncia foram: avaliagdes de desempenho e expressao génica,
presentes em 20 (ou 100%) experimentos; avaliacdo de pardmetros relacionados a atividade
antioxidante presentes em 12 (ou 60%) experimentos, seguido da andlise do plasma para
quantificagdo de substancias bioquimicas, estudados em 9 (ou 45%) experimentos, e por fim,

composicdo de carcaca, presentes em 5 (ou 25%) experimentos.

Performance I ) )
Gene expression I 0
Antioxidant parameters I | )
Plasma analysis I O
Carcass composition IEEE— . 5
Intestine morphology mmmm >
Meat quality == 1
Apparent digestibility == 1

0123456 7 8 91011121314151617181920
Number of experiments

Figure 6. Variables analyzed in the 20 experiments reviewed.
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Em relacdo a expressdo génica, os orgaos/tecidos estudados foram classificados de acordo com
a ocorréncia nos experimentos revisados (Figura 5). Os 6rgdos mais utilizados para as avaliagdes
foram: figado, sendo avaliado em 15 (ou 75%) experimentos; muasculo do peito, avaliado em 11 (ou
55%) experimentos; e intestino delgado, avaliado em diferentes porcdes, sendo 5 (ou 25%)

avaliacGes no ileo, e 4 (ou 20%) avaliacGes no duodeno e jejuno, cada.

Liver | | 5
Breast Muscle I | ]
lleum T 5
Jejunum T
Duodenum mEEEEE————
Gastrocnemius I )

Lung mmm 1
Kidney mmm 1
Hypothalamus mmm 1
Blood mmm 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Number of experiments

Figure 7. Organs or tissues studied in the 20 experiments reviewed.

Através dos dados revisados, foi possivel realizar um contraste entre 6rgdos/tecidos e genes
estudados, o que permitiu visualizar quais os genes foram mais estudados em cada 6rgao/tecido.
Para 0 musculo do peito, os genes relacionados ao metabolismo de aminoacidos sulfurosos foram
0s mais estudados, com predominancia dos genes CBS e BHMT (Figura 6). Em seguida, 0s genes

relacionados a degradacéo de proteinas e a expressdo de transportadores de aminoacidos.

AA's transporters SAT1 LAT1 CAT1 SAT2 SAT7 TAT1
Cell energy production avUcP  COXIII ANT
mTor 4EBP1MTOR S6K1
AA's sulphurs metabolism cBs BHMT MATIA  AHCY GNMT = MAT2B MTR MTRR
GCN2/elF2a pathway sasm:
Somatotropic axis [GRRIIGR|

Oxidase enzymes  ao1 bao [[BHE|

Protein degradation Atrogin-1 CTSL2  FBXO32FOXO1TRIM63
Muscle growth [Fifwooimyos
Autophagy ATesATGIABECN1

Breast Muscle

Antioxidant activity Gss GPx

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
NUMBER OF EVALUATION

Figure 8. Distribution of the genes studied in the breast muscle, according to their main
function or pathway.
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Genes relacionados ao metabolismo de aminoécidos sulfurosos também foram os mais
estudados no figado (Figura 7), com predominancia dos genes MAT1 e BHMT, a seguir genes
relacionados a atividade antioxidante, com maior nimero de investigacdes para 0s genes MsrA
e TRx. No figado também houve grande nimero de avaliacbes de genes relacionados ao eixo

somatotréfico, como os genes GRH e IGF-1.

Heat chock protein fspronseso
Cell energy production  avucpcoxm ant
Llpld metabolism aororacoxiceria

AA's sulphurs metabolism cBs -AHH. MATIA AHCY ~ GNMT MAT28  MTR  MTRR

Somatotropic axis GHR 1GF-1 IGFIRIGFBP2 PI3KR1

Liver

Oxidase enzymes Hao1 vo.

Antioxidant activity GSR Gss

Inflammatory cytokines 16 i-10  TNFa -CAM:IL-IB IL-8
GPx - TRx - MsrA GSTs yGCS| GRx

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
NUMBER OF EVALUATION

Figure 9. Distribution of the genes studied in the liver, according to their main function or
pathway.

O intestino delgado é dividido em trés porg¢des, a primeira porc¢éo € o duodeno, havendo mais
investigacBes sobre o metabolismo de sulfurosos para essa porcdo e em seguida avaliacGes
acerca de transportadores de aminoacidos, para as demais porcOes, jejuno e ileo, os
transportadores de aminoacidos foram os genes mais estudados, com destaque para o ileo
(Figura 8). Os genes relacionados com atividades antioxidantes também tiverem expressividade

nas investigacdes realizadas no intestino delgado, ocorrendo observacgdes nas trés porcdes.
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Figure 10. Distribution of the genes studied in the small intestine, according to their main
function or pathway.

Os demais orgdos/tecidos tiveram menor quantidade de avaliacdes (Figura 9), o hipotalamo
foi avaliado quanto aos transportadores de aminoacidos, 0 sangue para a expressao de proteina
de choque térmico (HSP70), no musculo gastrocnemius foi investigado a expressao de genes
relacionados ao metabolismo de aminoacidos sulfurosos, assim como o pulmao, neste ultimo

também foram investigados genes relacionados a atividade antioxidante.

17
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Figure 11. Distribution of the genes studied in the kidney, hypothalamus (Hypo),
gastrocnemius (Gastroc), lung and blood, according to their main function or pathway.

A descricdo de todos os genes avaliados nos 20 experimentos esta disposta no apéndice A.

4. DISCUSSAO

Novas ferramentas na pesquisa tém permitido que nutricionistas avalie a interacdo entre
nutrientes dietéticos e genes, e assim desenvolver melhores estratégias nutricionais, para isso,
técnicas de microarranjo de DNA e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) sdo
as mais usuais (Banerjee et al., 2015). O emprego dessas técnicas se tornou mais comum nos
altimos anos, esses avancos estdo atrelados a diminuicdo dos custos das analises e maior
acessibilidade aos equipamentos e reagentes (Benitez et al., 2017).

Para essa revisdo, os trabalhos encontrados foram produzidos depois dos anos 2010,
possivelmente relacionado a maior aplicacdo das técnicas de nutrigenémica, permitindo mais
estudos que avaliam a relacdo entre a metionina e a expressao de genes. Além disso, paises
localizados nas Américas apresentaram maior quantidade de estudos, seguidos pela Asia.

Os maiores produtores mundiais de carne de frango sdo EUA, China e Brasil (USDA, 2022).
Os altos niveis de producdo estimulam pesquisas voltadas a cadeia da carne de frango, e as
pesquisas permitem aumentar 0s indices zootécnicos, tornando-se um sistema de
retroalimentacdo. Os aminoacidos sulfurosos (SAA) possuem como principal funcdo a

formacdo de tecido muscular, por isso, estudos com SAA séo importantes dentro da avicultura.

16
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Os SAA participam de diversas rotas metabdlicas, o ciclo da metionina € a principal rota de
metabolizacdo de aminoacidos sulfurosos, a L-Met é convertida a S-adenosilmetiona (SAM),
com acgdo das enzimas metionina adenosiltransferases (MATS). A SAM é o principal doador de
metil para metilacdo de moléculas importantes (Anderson, Sant e Dolinoy, 2012).

A SAM converte-se em S-adenosil-homocisteina (SAH) com agdo da enzima glicina N-
metiltransferase (GNMT), por fim, a SAH é hidrolisada, formando a homocisteina, sendo esta
reacdo catalisada pela enzima adenosil-homocisteina-hidroxilase (AHCY) (Aggrey et al.,
2017). De acordo com D’Mello (2003), homocisteina pode ser remetilada a L-Met por duas
vias: com a acdo da metionina sintase (MS) e 5-metil-tetra-hidrofolato (MTR), que doa um
grupo metil para a homocisteina através da vitamina B12, que entdo é convertida a metionina.

J& a reacdo catalisada pela betaina homocisteina metiltransferase (BHMT), o processo
ocorre de maneira semelhante, entretanto, neste caso o grupo metil é doado pela betaina gerado
pela colina. Dependendo da relacio SAM/SAH, a homocisteina pode seguir para a via da
transulfuragdo, na qual a homocisteina é convertida em cisteina através de duas reagdes, a
primeira reacdo € catalisada pela enzima cistationina-p-sintetase (CBS) que converte a
homocisteina em cistationa, e em seguida, a cistationa é convertida a cisteina, com acdo da
enzima cistationina y-liase (CSE).

Essas reacGes foram as mais estudadas nos artigos revisados, com maior parte das
investigacGes ocorrendo no figado, musculo do peito e duodeno. O figado e o intestino delgado
desempenham papéis importantes no metabolismo de nutrientes, o intestino delgado é
responsavel pela digestdo e absor¢do de nutrientes que sdo posteriormente metabolizados no
figado (Kim et al., 2022).

Os AAS também sdo importantes para producdo de metabdlitos antioxidantes, o que
justifica terem sido a segunda classe de compostos mais estudados nos artigos revisados. Para
a formacdo da glutationa (GSH) a cisteina reage com o glutamato, com agdo da enzima y-
glutamil-cisteina-sintetase. Devido a importancia da cisteina para a formacéo da glutationa, a
deficiéncia de aminodacidos sulfurosos pode levar a déficit no sistema de defesa antioxidante do
organismo (Zeitz et al., 2018).

Outras classes de enzimas redox foram investigadas no figado e no intestino delgado,
enzimas dos complexos da tiorredoxina e da glutarredoxina, também conhecidas como enzimas
tioltransferase. S&o enzimas formadas a partir da cisteinas, elas contém no estado reduzido dois
tiois redox-ativos que formam uma ligag&o dissulfeto na oxidacéo na atividade redox (Arnhold,
2020).
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Transportadores de aminoécidos foram amplamente investigados no intestino delgado,
principalmente no ileo, os rins, hipotalamo e musculo do peito também foram considerados em
estudos que avaliaram os transportadores de aminoacidos. A absor¢do de metionina em grande
parte é dependente de transporte ativo e demanda energia, sendo absorvida contra o gradiente
de concentragdo, podendo ser absorvida por transportadores da membrana borda escova e
membrana basolateral (Zhang et al., 2015).

Nos artigos revisados, os sistema de transporte mais estudados foram o sistema A
(transportadores SAT1, SAT2 e SAT7), BO%* (transportadores ATB®* e B°AT), bo*
(transportador b®*AT), y*L (transportador y*'LAT?2) e L (transportadores LAT1 e LAT4). No
geral, sdo transportadores que realizam o transporte de aminoacidos neutros, catibnicos e
hidrofobicos em aves.

A DL-HMTBA ¢ absorvida em grande parte por difusdo, mas também pode ser absorvida
em menor quantidade por transportadores de monocarboxilato H* dependente, como 0 MCT1,
dependente do trocador de proton NHE3 (Martin-Venegas et al., 2014). Wang et al. (2019)
investigaram a expressédo de MCT1 e NHE3 no intestino delgado, comparando duas fontes de
metionina (DL-Met e DL-HMTBA).

A influéncia dos niveis de suplementacdo de metionina sobre a expressao de alguns genes,
baixos niveis de metionina reduziram a expressdo de genes relacionados ao eixo somatotréfico,
producdo de energia celular no figado de frangos de corte (Del Vesco et al., 2013a,b) e
metabolismo de lipideos (Peng et al., 2018). Além disso, diferentes fontes de metionina (DL-
Met e DL-HMTBA) alteraram a expressdo de genes relacionados a via da mTOR, crescimento
muscular e autofagia (Zeitz et al., 2018).

As citocinas inflamatdrias foram investigadas em aves em situacdes de estresse por calor,
sendo suplementadas com metionina, demonstrando que a suplementacdo de metionina pode
contribuir para a producdo desses compostos na tentativa de restabelecer a acdo do sistema
imunolodgico, e tentar minimizar os efeitos deletérios do estresse térmico (Del Vesco et al.,
2020).

5. CONCLUSAO

Estudos avaliando a influéncia da metionina na expressdo génica em frangos sao recentes,
dos ultimos 10 anos, a maioria se concentrou em analises no figado, musculo do peito e intestino
delgado, com investigacOes de genes relacionados ao ciclo da metionina, atividade antioxidante

e transportadores de aminoacidos. A partir desta revisdo é possivel obter um panorama dos
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estudos que avaliaram expressdo génica em frangos de corte, explorando quais variaveis foram
avaliadas, quais os 6rgdos foram mais estudados e quais foram os genes alvo, subsidiando novas

pesquisas cientificas, visando avaliagcdes que ainda ndo foram exploradas.
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Lista dos genes apresentados na revis&o.
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Code name Gene name Main function/pathway
4EBP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding mTOR
protein 1
ACOX1 Acyl-coenzyme A oxidase 1 Lipid metabolism
ADIPOR2 Adiponectin receptor 2 Lipid metabolism
AHCY S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase AA's sulphurs metabolism
AKT Protein kinase b Inflammatory cytokines
ANT Adenine nucleotide translocase Cell energy production
APOB Polipoprotein B Lipid metabolism
ATBY* - AA's transporters
ATG5 Autophagy-related 5 Autophagy
ATG9A Autophagy-related 9A Autophagy
Atrogin-1 - Protein degradation
avucCpP Avian uncoupling protein Cell energy production
bO* AT - AA's transporters
B°AT - AA's transporters
BECN1 Beclin 1 (ATG6) Autophagy
BHMT Betaine-homocysteine S-methyltransferase AA's sulphurs metabolism
CAT1 - AA's transporters
CBS Cystathionine beta synthase AA's sulphurs metabolism
CHREBP Carbohydrate response element-binding protein Lipid metabolism
CLDN1 Claudinl Tight junction
cox il Cytochrome c oxidase subunit I11 Cell energy production
CPT1A Carnitine palmitoyltransferase Lipid metabolism
CTSL2 Cathepsin Protein degradation
DAO D-amino acid oxidase Oxidase enzymes
FASN Fatty acid synthase Lipid metabolism
FBX032 F-box only protein 32 (atrogin-1) Protein degradation
FOXO01 Forkhead box protein O1 Protein degradation
GHR Growth hormone receptor Somatotropic axis
GNMT Glycine N-methyltransferase AA's sulphurs metabolism
GPx Glutathione peroxidase Antioxidant activity
GRx Glutaredoxin Antioxidant activity
GSR Glutathione reductase Antioxidant activity
GSS Glutathione synthetase Antioxidant activity
GSS Glutathione synthetase Antioxidant activity
GSTs Glutathione-S transferase Antioxidant activity
HAO1 L-2-hydroxy acid oxidase Oxidase enzymes
HSP70 Heat shock protein 70 kDA HSP
HSP90 Heat shock protein 90 kDA HSP
IGF-1 Insulin like growth factor 1 Somatotropic axis
IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor Somatotropic axis
IGFBP2 Insulin-like growth factor-binding protein 2 Somatotropic axis
IL-10 Interleukin 10 Inflammatory cytokines
IL-1B Interleukin-1 Inflammatory cytokines
IL-6 Interleukin 6 Inflammatory cytokines
IL8 Interleukin-8 Inflammatory cytokines
JNK c-Jun N-terminal kinase Inflammatory cytokines
LAT1 - AA's transporters
LAT4 - AA's transporters
LDHD D-2-hydroxy acid dehydrogenase Oxidase enzymes
MAT1A Methionine adenosyltransferase 1, alpha AA's sulphurs metabolism
MAT2B Methionine adenosyltransferase 1, beta AA's sulphurs metabolism
MCT1 Monocarboxylate transporter 1 MCT
MS Methionine synthase AA's sulphurs metabolism
MsrA Methionine sulfoxide reductase A Antioxidant activity




Continuagao.
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Code name Gene name Main function/pathway
MTOR Mechanistic target of rapamycin; MYF5: myogenic mTOR
factor 5
MTR 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine AA's sulphurs metabolism
methyltransferase
MTTR 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine AA's sulphurs metabolism
methyltransferase reductase
MYF5 Myogenic factor 5 Muscle growth
MYOD1 Myogenic differentiation 1 Muscle growth
MYOG Myogenin Muscle growth
NHE3 Sodium-hydrogen exchanger 3 Proton exchanger
OCLN Occludin Tight junction
P38MAPK P38 mitogen-activated protein kinase Inflammatory cytokines
PI3KR1 Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory 1 Somatotropic axis
S6K1 Ribosomal p70 S6 Kinase mTOR
SAHH S-adenosylhomocysteine hydrolase AA's sulphurs metabolism
SAT1 - AA's transporters
SAT2 - AA's transporters
SAT7 - AA's transporters
SOD Superoxide dismutase Antioxidant activity
SQSTM1 Sequestosome 1 (p62) GCN2/elF2a pathway
TAT1 - AA's transporters
TNFa Tumor necrosis factor-alpha Inflammatory cytokines
TRIM63 Tripartite motif containing 63 (MURF1, muscle Protein degradation
RING-finger protein-1)
TRX Thioredoxin Antioxidant activity
TRxR1 Thioredoxin reductase Antioxidant activity
VCAM1 Vascular cell adhesion molecule-1 Inflammatory cytokines
Y'LAT2 - AA's transporters

y-GCS

y-glutamylcysteine synthetase

Antioxidant activity
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CAPITULO 3

Artigo 1

Methionine sources at different dietary levels alters the growth and expression of genes
related to homocysteine remethylation in the jejunum of broilers

Formatado de acordo com as normas da revista cientifica “Plos One”
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Resumo

Os aminoécidos sulfurosos sdo essenciais para 0 bom desenvolvimento de frangos de
corte e sdo requeridos durante toda a vida da ave, desempenhando funcdes fisiologicas
importantes, sendo fundamentais estudos que busquem compreender as acgdes dos
aminoécidos sulfurados no organismo das aves. O presente estudo avaliou a influéncia da
suplementacdo de aminoacidos sulfurosos utilizando DL-Metionina (DL-Met) e DL-
Metionina hidroxi andloga (DL-HMTBA), no desempenho e na expressdo de genes
relacionados ao metabolismo de metionina, no jejuno de frangos de corte. Foram
utilizados 450 frangos de corte machos (Cobb-700 slow feathering), distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x3), sendo duas fontes de
metionina (DL-Met e DL-HMTBA) e trés niveis de metionina (deficiéncia, exigéncia e
excesso). Foram avaliadas a expressao de RNAm dos genes MAT1, MTR, BHMT,
MTRR, CBG e GSS, e dados de desempenho como o consumo de racdo, ganho de peso,
conversao alimentar. A DL-HMTBA aumentou a expressao de BHMT (p=0,0072) e
MTRR (p=0,0003) no jejuno das aves. A deficiéncia de metionina aumentou a expressao
de BHMT (p=0,0805) e MTRR (p=0,0018). Maior expressdo de GSS foram observadas
em aves que foram suplementadas com DL-HMTBA (p=0,0672). As aves alimentadas
com DL-HMTBA apresentaram pior ganho de peso (p=0,0117) e maior conversao
alimentar (p=0,0170); a deficiéncia de metionina acarretou em maior consumo de racédo
(p=0,0214), menor ganho de peso (p<0,0001) e consequentemente maior conversao
alimentar (p<0,0001). A partir das informacGes encontradas com esse trabalho,
recomenda-se realizar a suplementacédo de aminoacidos sulfurosos com DL-Met no nivel

de atendimento da exigéncia.

Palavras-chave: DL-Methionine; DL-HMTBA; Methionine metabolism; Nutritional

levels.
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1. Introducéo

Os aminoéacidos sulfurosos sdo essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento de frangos de corte durante toda a vida da ave e por isso sdo amplamente
estudados. A metionina desempenha funcées fisiologicas importantes no organismo das
aves, sendo doadora de grupo metil para reacdes de metilacdo de moléculas importantes,
como, por exemplo, o DNA [1]. Também ¢ utilizada para producdo de glutationa
peroxidase (GSH-Px), enzima chave na acdo antioxidante enzimatica contra radicais
livres [2].

A suplementagdo com metionina em frangos de corte aumenta a expressao de
genes relacionados a sintese de cisteina, GSH e GSH-Px, mitigando os efeitos de estresse
oxidativo [3]. Além disso, a metionina também estd relacionada com a sintese de
poliaminas (espermidina e espermina), que estdo associadas a divisdo, crescimento e
proliferacdo celular [4].

Para desempenhar as fungdes bioativas no organismo, a metionina possui um
complexo metabolismo, passando por diversas reacdes bioquimicas que podem ser
divididas em trés etapas: metilacdo, remetilacdo e transulfuracdo. Na metilacdo ocorre a
conversao da metionina em S-adenosilmetionina (SAM), esta reacdo é catalisada pelas
enzimas metionina adenosiltransferases (MAT), e em seguida a SAM é convertida a S-
adenosil-homocisteina (SAH) [5].

A SAH pode seguir por duas vias, pode convertida a homocisteina através da
via da transulfuracdo, com acdo da enzima cistationa-p-sintetase (CBS), sendo esta reacdo
irreversivel [6]. Ou ocorre a remetilacdo, no qual a homocisteina é regenerada para
metionina, com ac¢do da enzima metionina sintase (MS) e um doador de um grupo metil,
que pode vim por duas vias [7].

A via da colina/betaina, que necessita da acdo da enzima betaina homocisteina

metiltransferase (BHMT), ou pela via do tetra hidrofolato, que necessita da acdo das
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enzimas 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina  metiltransferase ~(MTR) e 5-
metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferase redutase (MTRR) [5].

Fontes vegetais sdo pobres em metionina, e para o atendimento das exigéncias de
aminodcidos sulfurosos faz-se necessario realizar a suplementacdo via dieta. A DL-
Metionina (DL-Met; 98% de metionina), na forma de pd, e seu analogo, a DL-Metionina
Hidrdoxi Anédloga (DL-HMTBA,; 88% de metionina), na forma liquida, sdo as fontes mais
usuais utilizadas para a suplementacéo [2].

Essas fontes de metionina sdo absorvidas e utilizadas de formas diferentes pelas
aves, que sdo capazes de utilizar apenas a forma L dos aminoacidos, por isso, a D-Met e
ambos os isdmeros da DL-HMTBA, precisam ser convertidos a L-Met, com acdo de
enzimas desaminases e transaminases [2]. Essas enzimas se encontram em maior
quantidade no figado e nos rins e em menor quantidade no intestino delgado, para
atendimento do metabolismo esplancnico [8]. A L-Met é transportada no jejuno de
frangos por quatro sistemas de transporte, que fazem o transporte do lamem intestinal
para o interior do enterdcito [9].

Devido a importancia dos aminoacidos sulfurosos para o bom funcionamento do
organismo das aves, é importante a conducdo de estudos que avaliem o metabolismo
desses aminoacidos. Com isso, objetivou-se com esse estudo, investigar os efeitos da
suplementacdo de aminoacidos sulfurosos em frangos de corte, com o uso de duas fontes
de metionina e em diferentes niveis nutricionais, no desempenho e na expressao de genes

relacionados ao metabolismo de metionina, no jejuno de frangos de corte.

2. Material e métodos

2.1 Manejo e alojamento

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com 0s preceitos e as

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
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(CONCEA), tendo sido aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) com protocolo de n® 075/2017.

O periodo experimental foi de 42 dias, sendo utilizados 450 frangos de corte
machos, da Linhagem Cobb-700 (slow feathering), com 1 dia de idade. As aves foram
adquiridas em incubatorio comercial, vacinadas contra as doencas de Marek e Gumboro.
Até o 7° dia de idade, os pintainhos foram mantidos em circulos de prote¢éo e ao oito dia
de idade foram pesados e distribuidos em grupos de 15 animais (0,185 + 0,001 kg de
peso) por unidade experimental em boxes com area de 1,5 m? equipados com
comedouros tubulares e bebedouros pendulares, com oferta de agua e racdo a vontade.

Foi utilizada maravalha para cobertura do piso dos boxes e o aquecimento das
aves foi realizado com lampadas infravermelhas, mantendo os valores de temperatura e
umidade relativa do ar na faixa de termoneutralidade de acordo com a idade das aves. O

programa de luz seguido foi de 18 horas de luz (natural+artificial) e 6 h de escuridao.

2.2 Animais, delineamento e dietas experimentais

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x3, com duas fontes (DL-Met e DL-HMTBA) e trés niveis de
Met+CysD, sendo um nivel deficiente, com reducdo de 0,25 da exigéncia, outro nivel
considerado na exigéncia, e o ultimo nivel com excesso de 0,25 da exigéncia, totalizando
seis tratamentos, cada um com cinco repeti¢es de 15 aves. O experimento ocorreu nas
fases inicial (8 a 21 dias), crescimento (21 a 33 dias) e terminacdo (34 a 42 dias). Trés
dietas referéncias foram formuladas para cada fase do estudo de acordo com as
recomendacdes de [10], atendendo-se as exigéncias das aves, exceto 0s niveis de

Met+CysD que ficaram abaixo do recomendado (Tabela 1).
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101  Table 3. Feed composition and nutrient contents of diets formulated for broilers.

DL-Methionine DL-HMTBA

Ingredients, % Initial Growth Final Initial Growth Final

(8-21d) (22-33d) (34-42d) (8-21d) (22-33d) (34-42d)
Corn (7.88%) 56.716 62.175 62.506 56.716 62.175 62.506
Soybean meal (45%) 35.775 30.132 28.685 35.775 30.132 28.685
Soy oil 3.291 3.692 4.500 3.291 3.692 4.500
Dicalcium phosphate (18.1%) 1.558 1.353 1.151 1.558 1.353 1.151
Limestone 0.945 0.889 0.759 0.945 0.889 0.759
DL-Methionine (98%) 0.062 0.060 0.014 - - -
DL-HMTBA (88%) - - - 0.070 0.068 0.016
L-Lysine HCI (78.4%) 0.245 0.308 0.315 0.245 0.308 0.315
L-Threonine (99%) 0.084 0.103 0.144 0.084 0.103 0.144
L-Arginine (99%) 0.000 0.058 0.191 0.000 0.058 0.191
L-Valine (99%) 0.000 0.086 0.084 0.000 0.086 0.084
L-Tryptophan (99%) 0.000 0.000 0.024 0.000 0.000 0.024
Starch 0.400 0.400 0.400 0.400 0.400 0.400
Salt 0.491 0.338 0.743 0.491 0.338 0.743
Choline chloride (60%) 0.100 0.070 0.100 0.100 0.070 0.100
Vitamin premix* 0.050 0.050 0.100 0.050 0.050 0.100
Mineral premix? 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
Coccidiostat® 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Bacitracin zinc 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Antioxidant* 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010
Inert® 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Calculated energy and nutrients content, %
ME (kcal/kg) 3050.00 3150.00 3200.00 3050.00 3150.00 3200.00
Crude protein 20.98 19.00 18.40 20.98 19.00 18.40
Calcium 0.841 0.758 0.663 0.841 0.758 0.663
Avalilable phosphor 0.401 0.354 0.309 0.401 0.354 0.309
Methionine 0.343 0.318 0.266 0.343 0.318 0.266
Methionine+Cystine 0.630 0.580 0.520 0.630 0.580 0.520
Threonine 0.791 0.735 0.750 0.791 0.735 0.750
Tryptofan 0.236 0.206 0.220 0.236 0.206 0.220
Lysine 1.217 1.131 1.100 1.217 1.131 1.100
Valine 0.891 0.880 0.850 0.891 0.880 0.850
Arginine 1.327 1.221 1.300 1.327 1.221 1.300
Sodium 0.210 0.150 0.310 0.210 0.150 0.310
Chlorine 0.345 0.254 0.495 0.345 0.254 0.495
Potassium 0.819 0.732 0.706 0.819 0.732 0.706

102 Mogin number (mEg/kg): Initial: 203.59; Growth: 180.63; Final; 176.07.

103  Vitamin premix: Vit A 1.000.000 Ul; Vit D3 1.700.000 Ul; Vit E 20.000 mg; Vit K3 2.000 mg; Vit B1
104  2.000 mg; Vit B2 4.000 mg; Vit B6 2.000 mg; Vit B12 10.000 mcg; Niacin 20.000 mg; Pantothenate acid
105  10.000 mg; Biotin 25 mg; Folic acid 500 mg; 2Mineral premix: Selenium 250 mg; Manganese 75.000 mg;
106  Zinc 70.000 mg; Iron 50.000 mg; Copper 8.500 mg; lodine 1.500 mg; Cobalt 200 mg. *Salinomycin sodium
107  salt 12g. “Butylated hydroxytoluene (BHT) 200 ppm. *Kaolin.

108 As dietas referéncias em cada fase, foram suplementadas para atender a exigéncia
109  ou o0 excesso de Met+CysD com DL-Met (98%) ou DL-HMTBA (88%), essa Ultima fonte

110 foi adicionada na base equimolar da DL-Met, ambas em substitui¢do ao inerte, as dietas
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foram isonitrogénicas e isoenergéticas. Os niveis de substituicdo equimolar da DL-Met
pela DL-MHA-FA foram 0 e 100%, os niveis dietéticos experimentais estdo apresentados
na tabela 2.

Table 4. Experimental methionine levels.

DL-Methionine (98%) DL-HMTBA (88%)

Phase Levels %Met diet  %Addition level %Met diet  %Addition level
Initial Les_s 0.25 0.63 0.062 0.63 0.070
(8-21d) Requirement 0.88 0.317 0.88 0.360
Plus 0.25 1.13 0.572 1.13 0.645
Growth Less 0.25 0.58 0.060 0.58 0.068
(22-33d)  Requirement 0.83 0.315 0.83 0.354
Plus 0.25 1.08 0.570 1.08 0.641
Final Lesg 0.25 0.52 0.014 0.52 0.016
(34-42d) Requirement 0.77 0.269 0.77 0.303
Plus 0.25 1.02 0.524 1.02 0.590

2.3 Isolamento do mRNA, preparacdo do cDNA e analise do

PCR em tempo real

Aos 43 dias de experimento foram coletadas as amostras de jejuno de 5 por
tratamento, de forma aleatdria, afim de se investigar genes do metabolismo de metionina.
As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido, 0 RNAm total foi extraido com uso
do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), purificado com RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Valencia CA, n° 74.104) e tratados com inibidor de RNase, de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. O RNA foi suspenso em agua tratada com dietil
pirocarbonatado (DEPC water, Sigma Aldrich®), e a concentracdo e a pureza do RNA
foram determinadas utilizando as relacGes de absorbancia 260/280 e 260/230 em
espectrofotémetro (Colibri) e armazenados a -80 °C.

Um total de 2ug de RNAm foram transcritos de forma reversa com o kit de High-
Capacity cONA RT (Thermo Fischer, n°. 4368814) seguindo o protocolo analitico padréo 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
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de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) convencional. Em seguida, tomou-se 1L de cDNA
como modelo padrao em uma mistura de 20ul para qPCR contendo 1uL de cada primer
(forward e reverse a partir de 10uM) e 2X Fast SYBR Green Master Mix (Agilent
Technologiese).

Os ciclos da reacdo de cadeia em polimerase em tempo real (RT-PCR) foram
realizados no termociclador Stragene mx3000p (Agilent Technologiese), sendo 95°C durante
20 segundos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 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 reacéo, 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 foram executadas em
triplicatas. A expressao génica relativa foi calculada com base no método 2-AACt [11], e
foram normalizados pela expressdo do gene da f-actina em cada amostra, como gene de
referéncia. Os numeros de acessos no GenBank, os primers forward e reverse dos genes

usados no estudo estdo disponiveis na Tabela 3.
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144  Table 5. Primers used for quantitative real time PCR in Gallus gallus domesticus.
Gene symbol* GenBank ID Description/Function Forward/Reverse primer
MAT1 NM_001199519.2  Catalyzes the transfer of adenosine TCATACCAGTGCGTGTCCAT
from ATP to methionine, forming CACACGATCCTTCAGGGTTT
SAM.
MTR XM_046914306.1 Catalyzes the final step in methionine TACACCGGCACATATCAGGA
biosynthesis from homocysteine. CCAGACCTGACAGCAGCATA
BHMT XM_414685.7 Catalyzes the transfer of a methyl GGTGCTTCCATTGTTGGAGT
group from trimethylglycine to CAGGTGGGCTTTCAGCTTAG
produce methionine.
MTRR XM_004935129.5 Regenerates MTR to a functional ATTGATGGTCTTTGGCTTGC
state. AACATGTGGGTCTGCACTGA
CBS XM_416752.7 Catalyzes the first step of the CTGGGATCTTGAAACCTGGA
transsulfuration pathway, from ACAGCGGTAACCCTTCACTG
homocysteine to cystathionine.
GSS XM_425692.8 Catalyzes the reaction of cysteine to TTGCTGGGCTGTACTCACTG
glutathione. CTCCTTCTCGCTGTGGTTTC
B-Actin L_08165.1 - ACCCCAAAGCCAACAGA
CCAGAGTCCATCACAATACC
145  'MAT1: methionine adenosyltransferase 1; MTR: 5 methyltetrahydrofolate-homocysteine
146  methyltransferase; BHMT:  betaine-homocysteine  S-methyltransferase; MTRR:  5-
147  methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase; CBS: cystathionine beta
148  synthase; GSS: gluthathione synthetase.
149 2.4 Desempenho
150 Foram mensurados o consumo de racdo e 0 ganho de peso das aves em cada
151  parcela experimental e as pesagens ocorreram no inicio e final do experimento (8 a 42
152  dias). A conversdo alimentar foi calculada utilizando-se a quantidade de ra¢do consumida
153  pelos frangos em cada parcela dividida pelo ganho de peso.
154 2.5 Andlises estatisticas
155 As pressuposicdes de normalidade foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk.
156  Os dados de desempenho e expressdo génica foram submetidos a anélise variancia. De
157  acordo com o modelo estatistico a abaixo:
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Yij(k) = u+Si+Nj+SxNij+eij(k)

Onde, Yij(k) = valor observado para variavel estudada; p = média geral; Si= efeito
i-ésimo da fonte de metionina; Nj = efeito da j-ésimo dos niveis de metionina; SxNij =
efeito da interacdo entre as fontes de metionina e os niveis de metionina e eij = erro
experimental.

Apos o teste ANOVA, os dados de expressdo génica foram submetidos ao teste t,
as diferencas foram significativas quando p<0,10, os dados de desempenho foram
submetidos ao teste de Tukey, as diferengas foram significativas quando p<0,05. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 PROC GLM do SAS (Version 9.1,

SAS Inst. Inc., Cary, NC).

3. Resultados

Os dados de expressdo génica estdo apresentados na Tabela 4. Analisando os
efeitos das fontes utilizadas nesse estudo, na expressao de genes do metabolismo de
metionina no jejuno de frangos de corte, a DL-HMTBA aumentou a expressao dos genes
BHMT (p=0,0072), MTRR (p=0,0003), e GSS (p=0,0672) (Fig 1).

Table 6. Effect of increasing levels of methionine+cystine and replacement of DL-Met
by DL-HMTBA in the diet on gene expression of genes of methionine metabolism of



175  broilers from 8 to 42 days of age.

68

Main effects® MAT1 MTR BHMT MTRR CBS GSS
Source
DL-Met 0.743+0.082 0.985+0.068 0.708+0.094° 0.733+0.040° 0.97740.116 0.892+0.048°
DL-HMTBA 0.706+0.080 0.930+0.138 1.087+0.1142 1.313+0.1862 1.118+0.091 1.091+0.0972
P value 0.7643 0.6995 0.0072 0.0003 0.3179 0.0672
Level
Less 0.25 0.713+0.110 0.824+0.100 1.083+0.158? 1.403+0.270? 0.918+0.133 1.057+0.093
Requirement 0.775£0.112 0.875+0.056 0.705+0.093° 0.937+0.094° 1.042+0.080 0.868+0.075
Plus 0.25 0.684+0.075 1.174+0.189 0.905+0.1422 0.728+0.054° 1.182+0.158 1.05040.116
P value 0.8253 0.1058 0.0805 0.0018 0.3155 0.2617
Source x Level
DL-Met
Less 0.25 0.743£0.155 1.029+0.133% 0.791+0.170°%¢ 0.741+0.042° 0.610+0.127° 0.911+0.105
Requirement 0.790+£0.158 0.965+0.046% 0.771+0.168°¢ 0.727+0.099° 1.153+0.077¢2 0.917+0.092
Plus 0.25 0.695+0.140 0.960+0.163% 0.561+0.163¢ 0.730+0.069° 1.167+0.277¢ 0.849+0.063
DL-HMTBA
Less 0.25 0.683+0.171 0.618+0.097° 1.374+0.2192 2.066+0.3812 1.227+0.156° 1.202+0.138
Requirement 0.760+0.174 0.785+0.092° 0.639+0.090°¢ 1.146+0.109° 0.930+0.131% 0.819+0.124
Plus 0.25 0.674+0.072 1.388+0.335? 1.249+0.123% 0.726+0.090° 1.197+0.1822 1.251+0.198
P value 0.9908 0.0560 0.0332 0.0021 0.0549 0.1377

176  *“Different letters in the same column indicate a statistical difference by test t with p<0.10.

177 'Each value represents the average of 6 repetitions. Mean+SEM.

178  Fig 1. Graphic representation of the mRNA expression of gluthathione synthetase (GSS)

179 in the jejunum of broilers (mean+SEM; n=6). ¥*Different letters indicate a statistical

180 difference by test t with p<0.10.

181

Observando os efeitos dos niveis dietéticos de metionina, a deficiéncia de

182  metionina resultou na maior expressdo do gene MTRR (p=0,0018), em comparacao aos

183  demais niveis. Também houve menor expressao do gene BHMT (p=0,0805), no nivel em

184  que a exigéncia de metionina foi atendida.

185

Houve efeito de interacdo entre as fontes e 0s niveis de metionina, para 0s genes

186 BHMT (p=0,0332), MTRR (p=0,0021), MTR (p=0,0560) e CBS (p=0,0549). A maior

187  expressdo do gene MTR ocorreu na condi¢do de suplementacdo com DL-HMTBA em

188  excesso, e a menor expressdao foi para a suplementacdo com DL-HMTBA nos niveis

189  deficiente de metionina e no atendimento da exigéncia (Fig 2).
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Fig 2. Graphic representation of the mRNA expression of (A.) betaine-homocysteine S-
methyltransferase (BHMT), (B)) 5 methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase (MTR), (C) 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
methyltransferase reductase (MTRR) and (D.) cystathionine beta synthase (CBS) in the
jejunum of broilers (mean+SEM; n=6). *“Different letters indicate a statistical difference

by test t with p<0.10.

Para 0 gene BHMT, houve maior expressdo do gene no nivel de deficiéncia e
excesso de metionina com o uso da DL-HMTBA, e ocorreu menor expressao génica com
0 uso da DL-Met em todos os niveis testados e também no atendimento da exigéncia com
a DL-HMTBA (Fig 2). O uso dessa fonte no nivel deficiente também aumentou a
expressdo de MTRR, em compara¢do com os demais niveis testados com DL-HMTBA e
DL-Met (Fig 2).

O uso de DL-Met no nivel deficiente de metionina resultou na menor expressao
génica do CBS quando comparado ao atendimento da exigéncia com a DL-HMTBA, 0s
demais niveis aumentaram a expressao desse gene no jejuno de frangos de corte (Fig 2).
As expressdes génicas mais afetadas pelos niveis nutricionais e pelas fontes de metionina
foram as dos genes relacionados ao processo de remetilacdo, que consiste na conversdo
de homocisteina a metionina, seja pela via tetra hidrofolato ou pela via da colina-betaina,
além disso, a conversdo de homocisteina a cisteina também foi afetada pelas fontes de
variacdo desse estudo (Fig 3).

Fig 3. Integrated model that describes the mechanism by which (A.) DL-methionine and
(B.) DL-HMTBA alter expressions of genes related to methionine metabolism in jejunal
enterocytes of broilers. The studied genes are represented in pink pentagons. Up arrows

indicate:  up-regulation, down arrows indicate: down-regulation. MATL:

Methionine Adenosyltransferase 1; BHMT: Betaine-homocysteine S-methyltransferase; MTR: 5
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215 methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase; MTRR: 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine
216 methyltransferase reductase; CBS: Cystathionine beta synthase; GSS: Gluthathione synthetase; SAM: S-
217  Adenosyl methionine; SAH: S-Adenosyl-homocysteine; DMG: N, N-Dimethyglycine; THF:

218  Tetrahydrofolate; GSH: Glutathione.

219 Os dados de consumo de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar estdo
220  apresentados na Tabela 5. As fontes de metionina utilizadas no estudo ndo influenciaram
221 0 consumo de racdo das aves, mas 0s niveis dietéticos de metionina tiveram efeito
222 (p=0,0214); as aves que receberam dieta deficiente em metionina aumentaram o seu
223 consumo de racao.

224  Table 7. Effect of increasing levels of methionine+cystine and replacement of DL-Met
225 by DL-HMTBA in the diet on the performance of broilers from 8 to 42 days of age.

Main effects! Feed intake (g/bird) Weight gain (g/bird) Feed conversion (g/g/bird)

Source
DL-Met 4715.150£27.580 2994.950+35.484% 1.578+0.021°
DL-HMTBA 4708.380+£26.411 2942.530+27.854 1.602+0.018?
P value 0.8460 0.0117 0.0170
Level
Less 0.25 4781.230+£31.695% 2814.030+15.111° 1.699+0.0082
Requirement 4659.780+31.873° 2995.170+17.091° 1.556+0.010°
Plus 0.25 4694.280+26.184° 3097.020+25.4802 1.516+0.007¢
P value 0.0214 <.0001 <.0001
Source x Level
DL-Met
Less 0.25 4791.861+44.446 2827.951+27.700° 1.694+0.011
Requirement 4621.970+41.807 2995.826+15.132° 1.543+0.018
Plus 0.25 4731.614+34.933 3161.065+27.394% 1.497+0.010
DL-HMTBA
Less 0.25 4770.602+48.984 2800.118+12.649° 1.703+0.014
Requirement 4697.598+46.370 2994.509+32.497° 1.568+0.007
Plus 0.25 4656.942+35.195 3032.965+21.572° 1.535+0.003
P value 0.2142 0.0309 0.4664
226  *°Different letters in the same column indicate a statistical difference by test t with p<0.05.
227  'Each value represents the average of 6 repetitions. Mean+SEM.
228 Porém, apesar do maior consumo de racdo, as aves tratadas com a dieta deficiente
229 em metionina ndo conseguiram converter 0 alto consumo de ra¢do em ganho de peso
230  vivo, apresentando o menor ganho de peso entre os trés niveis dietéticos (p<0,0001), e
231  comisso, a pior conversao alimentar (p<0,0001). As aves tratadas com dieta com excesso
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de metionina, apresentaram o maior ganho de peso e menor conversao alimentar
(p<0,0001).

As fontes de metionina influenciam significativamente o ganho de peso
(p=0,0117), a DL-Met promoveu maior ganho de peso, e por consequéncia, menor
conversao alimentar (p=0,0170), uma vez que o consumo de racdo das aves foi igual, néo
sofrendo influéncia das fontes de metionina.

Houve efeito de interacdo entre as fontes e 0s niveis de metionina, para a variavel
de ganho de peso. As aves que receberam dietas suplementadas com DL-Met e com
excesso dietético de metionina, apresentaram maior ganho de peso (p=0,0309), no
entanto, essa variacdo nao foi suficiente para alterar a conversdo alimentar, esta Gltima

ndo apresentou efeito de interagéo entre os fatores estudados.

4. Discussao

Os resultados visualizados no desempenho das aves sdo decorrentes das diferencas
bioguimicas das fontes e dos diferentes niveis de metionina, que influiram de formas
diferentes no metabolismo da metionina. A enzima MAT1 tem por funcdo catalisar a
conversao de L-Met em SAM, todos os tratamentos foram capazes de estimular a
expressdo MAT1 da mesma forma, sem diferencas entre sim. Outros autores também nao
encontraram diferencas para a expressdo de MAT1 no figado de matrizes de frangos de
corte, alimentadas com DL-Met ou DL-HMTBA, em diferentes niveis de metionina [6].

Por outro lado, a DL-Met e a DL-HMTBA ativaram ambas as vias de remetilacéo,
principalmente em condices de deficiéncia de metionina. Alguns autores avaliando o
duodeno de frangos de corte, observaram que quando as aves foram alimentadas com DL-
Met a via da colina-betaina foi mais estimulada, com maior expressdo de BHMT,
enquanto a DL-HMTBA estimulou mais a via do tetra hidrofolato, com maior expressao

dos genes MTR e MTRR [12].
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Porém, nesse estudo, foi observado que a DL-HMTBA estimulou mais a via do
tetra hidrofolato do que a via da colina-betaina. Autores demonstraram que a via do tetra
hidrofolato é a principal via de remetilagdo da metionina em frangos de corte, enquanto
a via da colina-betaina é uma via secundaria, sendo usada em menor escala [13].

Devido a sua natureza ndo aminoacidica, o uso de DL-HMTBA como fonte de
metionina, pode levar o organismo das aves a liberar sinais de deficiéncia de metionina
[6]. O que pode estar relacionado com a maior expressao de BHMT com o uso de DL-
HMTBA, a sinalizacdo de deficiéncia de metionina aumentou a utilizagdo da via
secundaria de regeneracdo de metionina.

A SAM é um regulador alostérico do ciclo da metionina e do ciclo do folato,
baixos niveis de SAM levam ao aumento da atividade da via do tetra hidrofolato,
aumentando a remetilacdo de homocisteina e consequentemente restaurando 0s niveis
normais de metionina [14]. Em situacdes de deficiéncia de metionina, como observado
nesse estudo, no tratamento com deficiéncia de metionina, houve aumento da expressao
de MTRR, efeito observado com mais proeminéncia para as aves alimentadas com DL-
HMTBA.

Porém o mesmo efeito ndo foi observado para o gene MTR, em que houve maior
expressao para aves alimentadas com DL-HMTBA em condicao de excesso de metionina,
o0 que reforca a hipotese de que a DL-HMTBA acarreta sinais de deficiéncia de metionina.
A SAM também é regulador da transulfuracao, quando em baixos niveis, a transulfuracéo
é inibida, para conservacdo de homocisteina para a remetilacéo [12].

No entanto, alguns verificaram que baixos niveis de aminoacidos sulfurosos
estimularam a via da transulfuracdo, para atender as exigéncias de cistina [15]. Nesse

estudo foi observado que a DL-HMTBA estimulou a transulfuracdo em todos os niveis,
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enquanto a DL-Met diminuiu a expresséo génica de CBS, quando suplementado em
niveis deficientes de metionina.

Outros autores encontraram efeitos semelhantes, maior expressao génica de CBS
no figado, no pectoralis major e no gastrocnemius de frangos alimentados com DL-
HMTBA, exceto o duodeno, que apresentou maior expressdo de CBS para frangos de
corte alimentados com DL-Met [12]. A biossintese de GSH ocorre a partir de trés
aminoacidos, sendo eles a cisteina, o &cido glutdmico e a glicina, sendo necessario
também a acdo da enzima GSS [3].

A GSH esta relacionada a atividade antioxidante, reduzindo os efeitos dos radicais
livres (peroxidos) oriundos do metabolismo ou de fontes externas [16]. Fatores
estressantes podem levar a producéo de radicais livres, e consequentemente aumentar 0s
niveis de GSH, para mitigar os efeitos deletérios. Deficiéncia de metionina pode ser um
fator estressante, que leve ao aumento da producéo de GSH [12].

Alguns estudos avaliando a suplementacdo com DL-Met e DL-HMTBA em
frangos de corte, concluiram que a DL-HMTBA promove melhoria da atividade
antioxidante devido a menor peroxidacéo lipidica e a melhor taxa de GSH-reduzido:GSH-
total [17,18]. Autores concluiram que ndo ha ganhos para atividade antioxidante de
frangos alimentados com DL-HMTBA [16]. Nesse estudo, a DL-HMTBA promoveu
maior expressdo do gene GSH, reiterando a possibilidade dessa fonte promover sinais de
deficiéncia de metionina em frangos de corte.

Para alguns autores, ambas as fontes sdo capazes de fornecer metionina para o
metabolismo de frangos de corte em crescimento (1 a 25 dias), ndo havendo diferencas
para o desempenho das aves, no entanto, os autores verificaram que a deficiéncia de

metionina acarreta em perdas no desempenho, independente da fonte utilizada [19].
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Outros relatam que em condic6es tropicais também ndo ha diferenga para o uso de DL-
Met e DL-HMTBA em frangos de corte (1 a 35 dias) [20].

No entanto, pesquisadores trabalhando com frangos de corte (1 a 35 dias),
verificaram que a DL-HMTBA em substituicdo de 100% a DL-Met, resulta em menor
ganho de peso e pior conversdo alimentar, semelhante aos resultados encontrados no
presente estudo [21]. A suplementacdo de metionina tem efeito positivo na sintese de
proteinas musculares, devido a sua acdo na expressdo de genes relacionados ao
crescimento, como o IGF1 e GH [22].

A adicdo de metionina na dieta de frangos de corte também leva a melhora no
balanco aminoacidico, promovendo o crescimento e sintese de proteinas, reduzindo a
sintese de gordura e melhorando a conversdo alimentar [7]. De fato, nesse estudo, o
aumento dos niveis de metionina na dieta, aumentou o ganho de peso e melhorou a
conversdo alimentar das aves.

Outros pesquisadores encontraram resultados semelhantes com frangos de corte
(1 a 42 dias), na qual dietas deficientes em metionina pioraram o desempenho das aves,
porém ndo apresentou grandes diferencas para os tratamentos com fornecimento de
metionina na exigéncia e em excesso [23]. No presente estudo, 0 excesso de metionina,
levou a melhor ganho de peso quando as aves eram alimentadas com DL-Met, o que pode
estar relacionado a absorcao dessas fontes.

No jejuno de frangos, a DL-Met € absorvida por transportadores especificos dos
sistemas b%* e L (sédio independente), e dos sistemas y*, B e A (sodio dependente), que
agem contra o gradiente de concentracdo; enquanto que a DL-HMTBA ¢ absorvida
principalmente por difusdo, dependente do gradiente de concentracdo no jejuno de

frangos, podendo acontecer saturagéo [24,8].
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Alguns autores observaram em estudo com frangos de corte (1 a 28 dias), acima
dos niveis de exigéncia, que a DL-HMTBA em comparacdo com a DL-Met, promove
resultados superiores no desempenho das aves [25]. Essa diferenca estaria associada a
absorcdo e/ou taxa metabolica da DL-HMTBA, que promove melhores respostas de
crescimento em niveis acima do recomendado para 0s aminoacidos sulfurosos. O oposto
também € valido, a DL-HMTBA piora o desempenho das aves em situacdes de

deficiéncia de metionina.

4. Conclusao

A suplementagdo com DL-HMTBA acarreta em leve piora no desempenho de
frangos de corte, em comparacdo a suplementacdo com DL-Met. Ambas as fontes de
metionina estudadas nesse trabalho estimularam as vias de remetilacdo da metionina,
poréma DL-HMTBA estimulou mais a via do tetra hidrofolato, com maior expressdo dos
genes BHMT e MTRR. Além disso, as aves alimentadas com DL-HMTBA apresentaram

sinais de deficiéncia de metionina.
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Figura 3
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CAPITULO 4
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Artigo 2

Methionine sources alters the expression of methionine transporters and glucose
transporters in the jejunum of broilers

Formatado de acordo com as normas da revista cientifica “British Poultry Science”
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RESUMO

1.

Metionina é um aminoacido essencial para frangos de corte, sendo necessaria sua
suplementacdo na dieta, sendo a suplementacao de aminoacidos sulfurosos comumente
realizada com DL-Metionina (DL-Met) ou DL-Metionina Hidroxi Analoga (DL-
HMTBA).

Avaliou-se nesse estudo o efeito de duas fontes de metionina (DL-Met e DL-HMTBA)
suplementadas em trés niveis de Met+CysD (deficiéncia, exigéncia e excesso) sobre a
expressao de transportadores de metionina e transportadores de glicose.

Para isso, utilizou-se 450 frangos de corte machos (Cobb-700 slow feathering),
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x3).
Foram avaliados a expressao de RNAm dos transportadores de glicose (SGLT1, GLUT2
e GLUTS5), e transportadores de metionina (SAT1, SAT2, SAT3, ATB%*, y*LATI,
y'LAT2, LAT1, B°AT, b®*AT e rBAT).

O uso de DL-HMTBA aumentou a expressao de SGLT1 (p=0,0065), SAT1 (p=0,0167)
e Y'LAT2 (p<0,0001). A deficiéncia de metionina resultou em maior expressdo de
SGLT1 (p=0,0004), GLUT5 (p=0,0001), SAT2 (p=0,0064), y*'LAT2 (p=0,0677) e
rBAT (p=0,0800). O uso de DL-Met aumentou a expressao de LAT1 (p=0,0420).

A DL-HMTBA quando em deficiéncia aumentou a expressao de transportadores de
metionina e glicose. Recomenda-se suplementar DL-Met na exigéncia e a DL-HMTBA

acima da exigéncia.

KEYWORDS: gene expression, glucose transporters, levels methionine, methionine

transporters, source methionine

INTRODUCAO

A metionina é rotineiramente adicionada a dieta de frangos para atender as exigéncias de

aminodcidos sulfurosos, sendo essencial para 0 bom desempenho das aves, realizando diversas
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fungdes fisioldgicas, participa da formagdo de proteinas teciduais, precursor de compostos
antioxidantes e aminoécidos sulfurosos, participa da formacdo de poliaminas, é doador de
grupos metil, atua na regulacdo de genes envolvidos na glicélise e lipdlise, entre outras fungdes
(Cheng et al., 2014; Skiba-Cassy et al. 2015; Ingenbleek and Hideo 2013).

O transporte de metionina no intestino delgado é feito através dos sistemas A, B%*, b%*, L, y*L,
sendo a maioria dos transportadores encontrados na membrana basolateral, com excecdo dos
transportadores que pertencem aos sistemas B%*, b%*, estes estdo localizados na membrana
apical, além disso, a maioria dos transportadores sdo dependentes de sodio, com exce¢do dos
transportadores que pertencem aos sistemas b%* e L, estes sdo sodio independente (Zhang et al.
2015).

A suplementacéo de metionina é realizada majoritariamente com o uso da DL-Metionina (DL-
Met), na forma de pd, e DL-Metionina Hidroxi Analoga (DL-HMTBA), na forma liquida, com
amplo uso nas empresas integradoras (Agostini et al., 2016), estes sdo compostos com
diferencas quimicas e fisicas, resultando em algumas diferencas na absorcéo e utilizacdo dessas
fontes (Zhang et al., 2018a).

Em estudo meta-analitico, Uddin et al. (2022) verificaram que ndo existem diferengas no ganho
de peso diario de aves de corte suplementadas com DL-Met ou DL-HMTBA. No entanto, para
Zhang et al. (2018b), as fontes de metionina podem levar a diferentes efeitos fisioldgicos,
refletindo no uso de diferentes vias metabdlicas.

Diferencas também sdo relatadas nos transportadores de metionina (Zhang et al., 2017), na qual
a DL-HMTBA néo afeta a expressao de transportadores de maneira semelhante a DL-Met. Esta
Gltima fonte elevou a expressdo de ATB%* e BPAT, aumentando a absor¢do de metionina e
outros aminoacidos neutros e catibnicos. A suplementacdo com DL-Met tem potencial para
aumentar o transporte apical de Met, enquanto a DL-HMTBA aumenta o transporte basolateral

de Met no intestino delgado de suinos (Romanet et al., 2021).
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Além disso, o nivel de suplementacdo de metionina também influencia no desempenho das
aves, e animais alimentados com dietas deficientes em metionina apresentam pior ganho de
peso e conversdo alimentar (Pokoo-Aikins et al., 2021). Por outro lado, a suplementa¢do com
metionina resulta em melhor desempenho, em comparacdo com dieta basal sem suplementacéo
de metionina (Agostini, et al., 2016).

Ademais, a restricdo de metionina dietética aumenta a sensibilidade a insulina, trazendo papel
benéfico para a homeostase de glicose (Yin et al., 2018). Existem também evidéncias de que a
relacdo entre a entre a glicose e a metionina pode ser um mecanismo geral para coordenar o
estado nutricional de uma célula (Zou et al., 2020). Dada a importancia desses nutrientes, é
importante estudos que visem avaliar a relagdo metabdlica entre eles.

Sendo assim, objetivou-se no estudo, avaliar os efeitos da DL-Met e da DL-HMTBA na
expressdo génica de transportadores relacionados ao transporte de metionina e glicose no jejuno
de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Manejo e alojamento

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com os preceitos e as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA-UFPB) com protocolo de n° 075/2017.

As analises foram conduzidas no Laboratério de Avicultura do Centro de Ciéncias Humanas,
Sociais e Agréarias da Universidade Federal da Paraiba (CCHSA/UFPB), Campus I, localizado
na cidade de Bananeiras, Paraiba, Brasil. As analises de expressdao génica foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular, localizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPB),

Campus Il, na cidade de Areia, Paraiba, Brasil.
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O periodo experimental foi de 42 dias, sendo utilizados 450 frangos de corte machos, da
Linhagem Cobb-700 (slow feathering), com 1 dia de idade. As aves foram adquiridas em
incubatdrio comercial, vacinadas contra as doencas de Marek e Gumboro. Até o 7° dia de idade,
os pintainhos foram mantidos em circulos de protecdo e ao oito dia de idade foram pesados e
distribuidos em grupos de 15 animais (0,185 + 0,001 kg de peso) por unidade experimental em
boxes com érea de 1,5 m?, equipados com comedouros tubulares e bebedouros pendulares, com
oferta de agua e racdo a vontade.

Foi utilizado maravalha para cobertura do piso dos boxes e 0 aquecimento das aves foi realizado
com lampadas infravermelhas, mantendo os valores de temperatura e umidade relativa do ar na
faixa de termoneutralidade de acordo com a idade das aves. O programa de luz seguido foi de

18 horas de luz (natural+artificial) e 6 h de escuridéo.

Animais, delineamento e dietas experimentais

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x3, com duas fontes (DL-Met e DL-HMTBA) e trés niveis de Met+CysD, sendo um nivel
deficiente, com reducdo de 0,25 da exigéncia, outro nivel considerado na exigéncia, e o Gltimo
nivel com excesso de 0,25 da exigéncia, totalizando seis tratamentos, cada um com cinco
repeticdes de 15 aves. O experimento ocorreu nas fases inicial (8 a 21 dias), crescimento (21 a
33 dias) e terminacdo (34 a 42 dias). Trés dietas referéncias foram formuladas para cada fase
do estudo de acordo com as recomendacGes de Rostagno et al. (2011), atendendo-se as
exigéncias das aves, exceto os niveis de Met+CysD que ficaram abaixo do recomendado

(Tabela 1).

Tabela 1 aqui

As dietas referéncias em cada fase, foram suplementadas para atender a exigéncia ou 0 excesso

de Met+CysD com DL-Met (98%) ou DL-HMTBA (88%), essa ultima fonte foi adicionada na
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base equimolar da DL-Met, ambas em substituicdo ao inerte, as dietas foram isonitrogénicas e
isoenergéticas. Os niveis de substituicdo equimolar da DL-Met pela DL-MHA-FA foram 0 e
100%, os niveis dietéticos experimentais foram: 0,63; 0,88 e 1,13 para a fase inicial, 0,58; 0,83

e 1,08 para a fase de crescimento e 0,52; 0,77 e 1,02 para a fase de terminacao.

Isolamento do mMRNA, preparacdo do cDNA e anélise do PCR em tempo real

As amostras de jejuno (5 por tratamento) foram maceradas em nitrogénio liquido, 0 RNAm
total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), purificado com
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia CA, n°® 74.104) e tratados com inibidor de RNase, de acordo
com as normas dos fabricantes. O RNA foi suspenso em A&gua tratada com dietil
pirocarbonatado (DEPC water, Sigma Aldrich®), e a concentracao e a pureza do RNA foram
determinadas utilizando as relacdes de absorbancia 260/280 e 260/230 em espectrofotometro
(Colibri) e armazenados a -80 °C.

Um total de 2ug de RNAm foram transcritos de forma reversa com o kit de High-Capacity cDNA
RT (Thermo Fischer, n°. 4368814) seguindo o protocolo analitico padréo do kit, o qual recomenda
as seguintes condicdes: 25°C por 10 minutos, 37° por 120 minutos, 85° por 5 minutos e 4°C, ao total
de 4 horas. Tais condi¢fes foram executadas em termociclador de reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) convencional. Em seguida, tomou-se 1uL. de cDNA como modelo padrdo em uma mistura
de 20ul para qPCR contendo 1uL de cada primer (forward e reverse a partir de 10uM) e 2X Fast
SYBR Green Master Mix (Agilent Technologiese).

Os ciclos da reacdo de cadeia em polimerase em tempo real (RT-PCR) foram realizados no
termociclador Stragene mx3000p (Agilent Technologiese), sendo 95°C durante 20 segundos,
seguida por 40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 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 reacdo, a curva da
temperatura de fusdo de cada reacdo da RT-PCR foi determinada.

As analises de RT-PCR de cada uma das 5 amostras foram executadas em triplicatas. A

expressdo génica relativa foi calculada com base no método 2-AACt (Livak & Schmittgen,
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2001) e foram normalizados pela expressdo do gene da S-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.

Tabela 2 aqui

Analise estatistica
As pressuposi¢des de normalidade foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
foram submetidos a analise variancia. De acordo com o modelo estatistico a abaixo:

Yij(k) = pt+Si+Nj+SxNij+eij(k)
Onde, Yij(k) = valor observado para variavel estudada; p = média geral; Si = efeito i-ésimo da
fonte de metionina; Nj = efeito da j-€simo dos niveis de metionina; SxNij = efeito da interagao
entre as fontes de metionina e os niveis de metionina e eij = erro experimental.
Apos o teste ANOVA, os dados foram submetidos ao teste t, as diferencas foram significativas
quando p<0,10. As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 PROC GLM do SAS
(Version 9.1, SAS Inst. Inc., Cary, NC).

RESULTADOS

Transportadores de glicose

Os dados referentes aos transportadores de glicose estdo dispostos na Tabela 3. A DL-HMTBA
aumentou a expressdo de transportadores de glicose sddio dependente como o SGLT1
(p=0,0065) (Figura 1). Além disso, o nivel de metionina também afetou a expressdo de
transportadores, em situacfes de deficiéncia de metionina, houve maior expressdo do
transportador SGLT1 (p=0,0004) e em situacdes de excesso de metionina, houve menor

expressdo de GLUTS5 (p=0,0001).

Tabela 3 e Figura 1 aqui
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Houve efeito de interagdo entre as fontes e os niveis de metionina na expressdo génica do
transportador SGLT1 (p=0,0208), com o uso de DL-Met, a medida que foi aumentando o nivel
de metionina foi reduzindo a expressédo do SGLT1, enquanto o uso de DL-HMTBA em niveis
deficiente de metionina resultou em maior expressdo do SGLT1 (Figura 1).

Para os transportadores de glicose sdédio independente houve interacdo entre os fatores
estudados (p=0,0806), a DL-Met aumentou a expressdo de GLUT2 quando suplementada em
excesso, enquanto a DL-HMTBA promoveu efeito contrario, com reducdo da expressdo de
GLUT?2, e aumento da expressao desse transportador na deficiéncia de metionina (Figura 1).
Para o0 GLUTS5, ocorreu efeito de interagdo entre os niveis e as fontes de metionina (p=0,0889),
a deficiéncia de metionina aumentou a expressao desse gene, enquanto 0 excesso de metionina
promoveu o efeito contrario, porém esse resultado foi mais evidente com o uso de DL-HMTBA
(Figura 1).

Transportadores de metionina

Os dados de expressao de transportadores de metionina, sodio dependente, estdo dispostos na
Tabela 4. As fontes de metionina afetaram a expressao dos transportadores SAT1 (p=0,0167) e
Y'LAT2 (p<.0001); a DL-HMTBA proporcionou maior expressdo desses transportadores
(Figuras 2 e 3). Em relacdo aos niveis de metionina, a deficiéncia de metionina aumentou a

expressao de SAT2 (p=0,0064) e de y'LAT2 (p=0,0677).

Tabela 4 e Figuras 2 e 3 aqui

Ocorreu efeito de interacdo entre as fontes e 0s niveis de metionina para 0s transportadores
SAT3 (p=0,0291) e y*'LAT1 (p=0,0108); para o SAT3, o uso de DL-Met quando suplementado
em excesso aumentou a expressao desse transportador (Figura 2), o efeito contrario foi
visualizado com o uso de DL-HMTBA, o uso dessa fonte em excesso diminuiu da expressdo

do SAT3 (Figura 2).
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Para 0 y'LAT1, o emprego de DL-Met na condicdo de deficiéncia reduziu a expressdo desse
transportador, enquanto a maior expressdo foi encontrada para essa mesma fonte com a
suplementacdo atendendo a exigéncia das aves (Figura 3). Houve interacdo entre os fatores
estudados para os transportadores SAT2 (p=0,0650) e y"LAT2 (p=0,0897).

A maior expressdo do transportador SAT2 foi visto com o uso da DL-HMTBA na deficiéncia
de metionina (Figura 2). Efeito semelhante foi encontrado para o transportador y*LAT2, niveis
deficientes de metionina com o uso de DL-HMTBA aumentou a expressao desse transportador,
a menor expressao desse gene foi visualizada com a fonte de DL-Met suplementada em excesso
(Figura 3).

Os dados de transportadores de metionina, sédio independente, estdo dispostos na Tabela 5. As
fontes de metionina afetaram a expressédo do transportador LAT1 (p=0,0420), a DL-Met
aumentou a expressao desse transportador (Figura 3). Os niveis de metionina influenciaram a
expressdo de rBAT (p=0,0800). Aves que receberam dietas deficientes em metionina

apresentaram menor expressao de rBAT no jejuno (Figura 4).

Tabela 5 e figura 4 aqui

Houve efeito de interacdo entre as fontes e os niveis de metionina para a expressdo dos
transportadores b%*AT (p=0,0005), B°AT (p=0,0319) e rBAT (p=0,0124). A deficiéncia de
metionina com o uso de DL-Met diminuiu a expressdo de b®*AT, porém com o uso de DL-
HMTBA o efeito foi contrario, ocorreu maior expressao desse transportador. A diminuicdo da
expressdo de b>*AT, com o uso de DL-HMTBA s6 foi visualizada quando suplementado em
excesso (Figura 4).

Quanto ao transportador B°AT, o emprego da DL-HMTBA em deficiéncia promoveu maior

expressdo desse transportador em comparagdo aos demais tratamentos (Figura 4). O mesmo
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efeito foi visualizado para o transportador rBAT, onde uso de DL-HMTBA atrelado a
deficiéncia de metionina proporcionou destaque em relagcéo aos demais (Figura 4).

Para o transportador LAT1 houve interacdo entre os fatores estudados (p=0,0989), houve
diferenca no padréo de expressdo génica desse transportador quando suplementando em
excesso, dependendo da fonte de metionina utilizada. Para a DL-Met houve maior expresséo
desse transportador, em comparacdo com o0 uso de DL-HMTBA que promoveu o efeito
contrario, menor expressao desse transportador (Figura 3).

DISCUSSAO

O aumento de monossacarideos no limen intestinal aumenta a expressao de transportadores de
glicose, e os niveis elevados de glicose, galactose e frutose induzem o aumento de SGLT1 e
GLUT2, enquanto a frutose € capaz de elevar os niveis de GLUT5 (Thorens, 1996). De fato,
Shirazi-Beechey et al. (2011) verificaram em estudo com suinos que a superficie apical das
células do intestino possui grande capacidade absortiva de glicose, através do SGLT1, porém
quando os niveis de carboidratos excedem 50% da dieta, a expressdo de SGLT1 aumenta.

A relacdo metabolica da glicose com outros nutrientes também pode interferir na absorcdo desse
nutriente, a metionina, por exemplo, é importante na regulacdo do estado metabdlico da célula,
a restricdo de glicose reduz o nivel de metionina intracelular. Essa relacdo entre glicose e
metionina pode ser um mecanismo geral para coordenar o estado nutricional e a
traducdo/crescimento de uma célula (Zou et al. 2020). Além disso, o transporte de metionina é
demanda gasto de energia, 0 aumento da quantidade de transportadores de aminoacido acarreta
em maior gasto energético.

No presente estudo, a deficiéncia de metionina resultou em maior expressao de transportadores
de glicose, principalmente quando foi utilizada a DL-HMTBA como fonte de aminoacidos
sulfurosos. Tal aumento da expressdo génica desses transportadores pode indicar que o

organismo das aves aumentou a absorcdo de glicose afim de regular o desajuste do estado
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nutricional da célula causado pela deficiéncia de metionina. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para verificar a relagdo entre esses dois nutrientes.

Existem diferengas relatadas quanto aos mecanismos para absorcdo celular, transporte,
metabolismo e bioeficiéncia das duas fontes de metionina, a DL-HMBTA é absorvida
principalmente por difusdo e pelo transportador MCT1, enquanto a DL-Met é absorvida por
varios sistemas de transportadores (Wang et al., 2019; Zhang et al., 2017).

Os transportadores localizados na membrana basolateral (MB) do enterdcito tém por principal
funcdo fazer o transporte de aminoacidos do interior da célula epitelial para o sangue (Zhang et
al., 2017). Estéo localizados na MB do enterdcito o sistema A (SAT1, SAT2 e SAT3), sddio
dependente, que realiza o transporte de aminoacidos neutros; o sistema y'L (y'LAT1 e
y"LAT2), sodio dependente, possui uma subunidade pesada 4F2hc, que realiza o transporte de
aminodacidos neutros e basicos; e o sistema L (LAT1), sddio independente, que possui uma
subunidade pesada 4F2hc, que realizando o transporte de aminoécidos neutros, ramificados e
aromaticos (To, Masagounder e Loewen, 2021).

Neste estudo, a DL-HMTBA aumentou a expressao génica de SAT1 e y'LAT2, porém, a DL-
Met aumentou a expressdo de LAT1. Esses dados estdo em conformidade com outros trabalhos,
Zhang et al. (2017) e Wang et al. (2019), os quais observaram aumento da expressao de SAT1
no jejuno de frangos que receberam dietas com DL-HMTBA, porém discordantes para o
transportador LAT1.

Esses resultados indicam que houve maior fluxo de aminoacidos entre 0s enterdcitos e 0s vasos
sanguineos, no entanto, o aumento da expressdo de transportadores da membrana basolateral
ndo esta associada com aumento da absorcdo de metionina (Romanet et al., 2020). Além disso,
transportadores do sistema A desempenham papel sinalizador para a mTORC, tendo

implicacdes na fase inicial da tradugcdo do mRNA (Peyrollier et al., 2000).
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A deficiéncia de metionina aumentou a expressao de transportadores da MB, SAT2 e y'LAT?2,
e de rBAT, que estéa localizado na membrana apical (MA), sendo sddio independente e atuando
junto com a subunidade leve b®*AT. A mesma atua na realizagdo do transporte de aminoacidos
neutros e cationicos. Esses resultados diferem de Zhang et al. (2017) e Fagundes et al. (2020),
que encontraram maior expressao génica de transportadores localizados na MA do jejuno de
frangos de corte, quando ocorreu deficiéncia de metionina, principalmente o transportador
bO*AT.

Os transportadores localizados na MA fazem o transporte de metionina do limen intestinal para
o interior dos enterocitos, principalmente com a acdo do transportador heterodimero
rBAT/b®*AT (To, Masagounder e Loewen, 2021). Em estudos com suinos, Romanet et al.
(2021) verificaram que a suplementagéo com DL-Met aumentou a expressao de transportadores
da MA, enquanto a DL-HMTBA aumentou a expressdo de transportadores da MB, efeito
semelhante foi encontrado nesse estudo.

A absorc¢édo de ambas as fontes de metionina é dependente de tempo e concentracdo para serem
absorvidas com eficiéncia no intestino delgado, ndo havendo diferencas na eficacia da absor¢éo
(Richards et al., 2005). No presente estudo, a DL-HMTBA, quando suplementada em niveis
deficientes, aumentou a expressdo génica de transportadores de metionina da MB, como o
SAT1 e o0 y'LAT2, porém ndo existem evidéncias de que houve maior absorcao dessa fonte.
CONCLUSAO

A deficiéncia de metionina acarreta em reducédo da expressao génica de alguns transportadores
de metionina na membrana basolateral das células do jejuno. A DL-HMTBA quando deficiente,
resulta em maior expressdo génica de transportadores de metionina, e de glicose no jejuno de
frangos de corte, enquanto a DL-Met ndo trouxe grandes diferencas na expressao génica de
transportadores de glicose e metionina. Recomenda-se que a DL-Met deve ser suplementada no

nivel da exigéncia e a DL-HMTBA deve ser suplementada acima da exigéncia.
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Figure 1. Graphic representation of the gene expression of glucose transporters, (A.) SGLT1,
(B.) GLUT2 and (C.) GLUTS5 in the jejunum of broilers (mean+SEM,; n=6). **Different letters

indicate a statistical difference by test t with p<0.10.

Figure 2. Graphic representation of gene expression of system A transporters, (A.) SATL, (B.)
SAT2 and (C.) SAT3 in the jejunum of broilers (mean+SEM; n=6). ~EDifferent letters indicate
a statistical difference between levels by test t with p<0.10. *"Different letters indicate a

statistical difference by test t with p<0.10.

Figure 3. Graphic representation of the gene expression of system y*L transporters, (A.)
y'LAT1 and (B.) y"LAT2; and system L transporters, (C.) LAT1, in the jejunum of broilers

(mean+SEM; n=6). *“Different letters indicate a statistical difference by test t with p<0.10.

Figure 4. Graphic representation of the gene expression of system B%* transporters, (A.) B’°AT;
and system b%* transporters, (B.) b%*AT and (C.) rBAT, in the jejunum of broilers (mean+SEM;

n=6). *“Different letters indicate a statistical difference by test t with p<0.10.
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Tabelas

Table 1. Feed composition and nutrient contents of diets formulated for broilers.

DL-Methionine DL-HMTBA

Ingredients, % Initial Growth Final Initial Growth Final

(8-21d) (22-33d) (34-42d) (8-21d) (22-33d)  (34-42d)
Corn (7.88%) 56.716 62.175 62.506 56.716 62.175 62.506
Soybean meal (45%) 35.775 30.132 28.685 35.775 30.132 28.685
Soy oil 3.291 3.692 4.500 3.291 3.692 4.500
Dicalcium phosphate (18.1%) 1.558 1.353 1.151 1.558 1.353 1.151
Limestone 0.945 0.889 0.759 0.945 0.889 0.759
DL-Methionine (98%) 0.062 0.060 0.014 - - -
DL-HMTBA (88%) - - - 0.070 0.068 0.016
L-Lysine HCI (78.4%) 0.245 0.308 0.315 0.245 0.308 0.315
L-Threonine (99%) 0.084 0.103 0.144 0.084 0.103 0.144
L-Arginine (99%) 0.000 0.058 0.191 0.000 0.058 0.191
L-Valine (99%) 0.000 0.086 0.084 0.000 0.086 0.084
L-Tryptophan (99%) 0.000 0.000 0.024 0.000 0.000 0.024
Starch 0.400 0.400 0.400 0.400 0.400 0.400
Salt 0.491 0.338 0.743 0.491 0.338 0.743
Choline chloride (60%) 0.100 0.070 0.100 0.100 0.070 0.100
Vitamin premix* 0.050 0.050 0.100 0.050 0.050 0.100
Mineral premix? 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
Coccidiostat® 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
Bacitracin zinc 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Antioxidant* 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010 0.010
Inert® 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200 0.200
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Calculated energy and nutrients content, %
ME (kcal/kg) 3050.00 3150.00 3200.00 3050.00 3150.00 3200.00
Crude protein 20.98 19.00 18.40 20.98 19.00 18.40
Calcium 0.841 0.758 0.663 0.841 0.758 0.663
Avalilable phosphor 0.401 0.354 0.309 0.401 0.354 0.309
Methionine 0.343 0.318 0.266 0.343 0.318 0.266
Methionine+Cystine 0.630 0.580 0.520 0.630 0.580 0.520
Threonine 0.791 0.735 0.750 0.791 0.735 0.750
Tryptofan 0.236 0.206 0.220 0.236 0.206 0.220
Lysine 1.217 1.131 1.100 1.217 1.131 1.100
Valine 0.891 0.880 0.850 0.891 0.880 0.850
Arginine 1.327 1.221 1.300 1.327 1.221 1.300
Sodium 0.210 0.150 0.310 0.210 0.150 0.310
Chlorine 0.345 0.254 0.495 0.345 0.254 0.495
Potassium 0.819 0.732 0.706 0.819 0.732 0.706

Mogin number (mEg/kg): Initial: 203.59; Growth: 180.63; Final: 176.07.

Lvitamin premix: Vit A 1.000.000 Ul; Vit D3 1.700.000 UI; Vit E 20.000 mg; Vit K3 2.000 mg; Vit B1 2.000 mg;
Vit B2 4.000 mg; Vit B6 2.000 mg; Vit B12 10.000 mcg; Niacin 20.000 mg; Pantothenate acid 10.000 mg; Biotin
25 mg; Folic acid 500 mg; *Mineral premix: Selenium 250 mg; Manganese 75.000 mg; Zinc 70.000 mg; Iron
50.000 mg; Copper 8.500 mg; lodine 1.500 mg; Cobalt 200 mg. *Salinomycin sodium salt 12g. “Butylated
hydroxytoluene (BHT) 200 ppm. °Kaolin.
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Table 2. Primers used for quantitative real time PCR in Gallus gallus domesticus.

SLC Name Gene GenBank ID Description/Function Forward/Reverse primer
SLC5A1 SGLT1 XM_046928028.1 Na+ dependent glucose and GTGAAGACCCAGGATGCCTA
galactose transporter TTCCTCTTCCTCCTTGCTCA
SLC2A2 GLUT?2 NM_207178.2 Na* independent glucose, TCGTGCCCATGTATGTGAGT
galactose and fructose transporter TGAGGATGCCTGTGACGATA
SLC2A5  GLUT5 XM _004947446.5 Na" independent fructose CTTCCTCTTGCGCTGGTAAC
transporter CATGTATGGGGCTGGAGAGT
SLC38A1 SAT1 NM_001199603.3 Na*dependent neutral amino acid ~ GGAAACAGGCTGCATGGTAT
transporter 1 CGTACCATGCCGAAAAAGTT
SLC38A2 SAT2 NM_001305439.2 Na' dependent neutral amino acid GCCATGGCTAACACTGGAAT
transporter 2 CCAGAAGCAGCAAGTTTTCC
SLC38A3 SAT3 XM_040681903.2 Na" dependent neutral amino acid TTTGACGTGCTGATCCTCTG
transporter 3 GATGGAGGGAGCAAAAATGA
SLC6A14  ATB®" XM _003641135.6 Na'and CI” dependent neutral GTGGAGGATGTGCTGGTTTT
and cationic amino acid AGCCATAAGTGGGAGCTGAA
SLC7A7 y'LAT1 XM _418326.8  Na'independent cationic and Na* TACAGCGCTTCCTACGGACT
dependent neutral amino acid ACAATGGATGCTCCCAACTC
SLC7A6  y'LAT2 XM _015292302.4 Na"independent cationic and Na* TTGGAAGGAACCAAATCGAG
dependent neutral amino acid TAGAGTGGCACAACCACGAG
SLC7A5 LAT1 NM_001030579.3 Na" independent branched-chain TGCTCTACGCCTTCTCCAAT
and aromatic amino acid GCAGCCACATCATACCAATG
transporter
SLC7A9 b**AT  NM_001199133.2 Na' independent cationic amino GCATCTTTGTTTCCCCAAAA
acid transporter GTGCACCTAGTGTTGCCAGA
SLC6A19 B°AT XM_419056.8 Na* dependent neutral amino acid TATCCCCCTGCTTCATCTTG
transporter CACCTTTCAGGGTAGGGTGA
SLC3Al rBAT  XM_004935370.5 Heavy chain correspondingtothe = TGAAGGGCTTACCAATGGAG
b%* transport system CTTGGCTGCTGGTGTCAGTA
- B-Actin L_08165.1 - ACCCCAAAGCCAACAGA

CCAGAGTCCATCACAATACC




Table 3. Gene expression of glucose transporters in the jejunum of broilers.

Main effects® SGLT1 GLUT?2 GLUTS
Source
DL-Met 1.124+0.133° 1.058+0.096 1.091+0.092
DL-HMTBA 1.548+0.137° 1.144+40.122 1.078+0.132
P value 0.0065 0.5592 0.9148
Level
Less 0.25 1.781+0.217? 1.281+0.185  1.383+0.157%
Requirement 1.233+0.076" 0.991+0.064  1.205+0.070°
Plus 0.25 0.995+0.121° 1.031+0.116  0.666+0.074°
P value 0.0004 0.2314 0.0001
Source x Level
DL-Met
Less 0.25 1.364+0.328" 1.020+0.189°  1.221+0.230%®
Requirement 1.31940.120°  0.963+0.079°  1.209+0.089%
Plus 0.25 0.689+0.051°  1.190+0.218®  0.844+0.092™
DL-HMTBA
Less 0.25 2.19740.1772 1.541+0.298°  1.545+0.213?
Requirement 1.147+0.091°  1.0180.108%®  1.201+0.116®
Plus 0.25 1.300+0.156" 0.873+0.042°  0.488+0.055°
P value 0.0208 0.0806 0.0889

acDifferent letters in the same column indicate a statistical difference by test t with p<0.10.
'Each value represents the average of 6 repetitions. Mean+SEM

101



102

Table 4. Gene expression of systems A and y'L of methionine transporters in the jejunum of

broilers.
Main effects! SAT1 SAT?2 SAT3 y'LAT1 y'LAT?2
Source
DL-Met 1.148+0.072° 1.133+0.065  1.119+0.107 1.370+0.094  0.866+0.068"
DL-HMTBA 1.730+0.222% 1.386+0.188  0.975+0.067 1.358+0.116 1.436+0.114°
P value 0.0167 0.1415 0.2354 0.9275 <0.0001
Level
Less 0.25 1.610+0.250 1.661+0.226%  1.071+0.099 1.310+0.131 1.344+0.177?
Requirement 1.250+0.069  1.136+0.062°  0.982+0.092 1.450+0.129 1.121+0.053°
Plus 0.25 1.457+0.276  0.983+0.135°  1.088+0.140 1.333+0.131  0.988+0.151°
P value 0.4459 0.0064 0.7380 0.6721 0.0677
Source x Level
DL-Met
Less 0.25 1.023+0.120  1.244+0.117° 1.090+0.190®  1.066+0.098°  0.898+0.166"
Requirement 1.201+0.094 1.159+0.113° 0.879+0.115®  1.74420.147*°  1.013+0.078™
Plus 0.25 1.220+0.159  0.997+0.101° 1.388+0.205°  1.301+0.112*°  0.686+0.056°
DL-HMTBA
Less 0.25 2.19740.351 2.077+0.376% 1.052+0.085®  1.554+0.205®  1.789+0.176°
Requirement 1.298+0.106 1.113+0.063° 1.084+0.141®  1.155#0.133  1.229+0.044
Plus 0.25 1.694+0.538 0.969+0.264°  0.788+0.093°  1.365+0.250%°  1.289+0.248°
P value 0.1683 0.0650 0.0291 0.0108 0.0897

acDifferent letters in the same column indicate a statistical difference by test t with p<0.10.
'Each value represents the average of 6 repetitions. Mean+SEM.
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Table 5. Gene expression of systems L, b®* and B®* of methionine transporters in the jejunum

of broilers.
Main effects! LAT1 b%* AT rBAT B°AT ATB%*
Source
DL-Met 1.204+0.117%  1.152+0.096  1.146+0.106  1.142+0.096  1.352+0.116
DL-HMTBA 0.897+0.088°  1.203+0.115  1.466+0.217  1.372+0.152  1.190+0.134
P value 0.0420 0.6850 0.1357 0.1813 0.3415
Level
Less 0.25 1.083+0.105  1.280+0.145 1.653+0.293*  1.354+0.158  1.469+0.176
Requirement 1.062+0.140  1.124+0.055 1.136+0.104°  1.132+0.057  1.252+0.090
Plus 0.25 1.007+0.159  1.128+0.163  1.130+0.171°  1.286+0.219  1.093+0.172
P value 0.9059 0.5032 0.0800 0.5503 0.2039
Source x Level
DL-Met
Less 0.25 1.135+0.118®  0.929+0.109° 1.071+0.201° 0.931+0.115°  1.302+0.250
Requirement 1.089+0.271%®  1.088+0.063" 1.002+0.104°  1.064+0.084°  1.391+0.155
Plus 0.25 1.388+0.206°  1.441+0.225® 1.365+0.223" 1.431+0.218®  1.365+0.223
DL-HMTBA
Less 0.25 1.031+0.183®  1.632+0.178* 2.235+0.450° 1.777+0.161*  1.636+0.250
Requirement 1.035+0.116®  1.161+0.094* 1.269+0.173" 1.200+0.073*®  1.113+0.062
Plus 0.25 0.625+0.102°  0.815+0.165° 0.896+0.241° 1.141+0.394°  0.821+0.226
P value 0.0989 0.0005 0.0124 0.0319 0.1091

acDifferent letters in the same column indicate a statistical difference by test t with p<0.10.

'Each value represents the average of 6 repetitions. Mean+SEM.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A partir desse trabalho é possivel fazer algumas inferéncias, as fontes de metionina (DL-Met
e DL-HMTBA) e os diferentes niveis de metionina avaliados nesse estudo influenciam de forma
diferente o metabolismo dos aminodacidos sulfurosos e a quantidade de transportadores jejunais
de metionina e glicose em frangos de corte.

Em funcdo da sua natureza ndo aminoacidica, a DL-HMTBA desencadeia sinais de
deficiéncia de metionina no organismo das aves, aumentando a quantidade de transportadores
jejunais. Além disso, no processo de remetilacdo da metionina, DL-HMTBA estimula mais a
via do tetra hidrofolato.

Também foi possivel verificar a relacdo entre a suplementacdo de metionina e a expressao
de transportadores de glicose em frangos de corte, na qual a deficiéncia de metionina resultou
em maior expressdo de transportadores de glicose, indicando relacdo entre esses nutrientes e
sendo esta relacdo influenciada pelo estado nutricional da célula, cabendo mais investigacdes
acerca desse tema.

Com os resultados alcancados nesse estudo é possivel recomendar a suplementacdo de
aminoacidos sulfurosos utilizando ambas as fontes, com ligeiro aumento do nivel de
suplementacdo quando utilizada a DL-HMBTA. Entender a relagdo nutrigenémica entre a
metionina e a genes relacionados ao metabolismo e absorcdo de aminoacidos sulfurosos pode
ajudar na construcdo de planos alimentares mais eficientes, levando em consideracdo fatores

externos, como a fonte utilizada e o nivel de suplementacéo.



