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EXTENSAO DOS EFEITOS DAS TECNICAS DE FORMULAGAO DE NiVEIS
EXPERIMENTAIS DE METIONINA + CISTINA SOBRE AS RESPOSTAS
FISIOLOGICAS DE POEDEIRAS COMERCIAIS

RESUMO - Esta pesquisa avaliou as respostas fisiolégicas de poedeiras comerciais
submetidas a niveis de metionina + cisteina na dieta formulados pelas técnicas da
diluicdo e suplementacgéo. O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso, com
160 aves em pico postura da linhagem Hy-line Brown, com 15 tratamentos e um grupo
controle, contendo 10 repeticdes de uma ave cada. Os tratamentos foram em arranjo
fatorial, sendo sete niveis de Met + Cis obtidos pela técnica da diluicdo e sete niveis
de Met + Cis obtidos pela técnica da suplementacdo. Os niveis de Met + Cis
estabelecidos foram 0.415%, 0.447%, 0.593%, 0.601%, 0.663% 0.725% e 0.806% de
metionina + cistina digestivel (Met + Cis), para ambas as técnicas. O experimento teve
duracéo de 10 semanas, sendo 6 de adaptacéo e 4 de coleta de dados. As variaveis
de desempenho zootécnico coletadas foram: consumo de ragao, producéo de ovos e
peso do ovo. As variaveis bioquimicas foram: aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, proteina total, albumina, e acido urico. Os figados foram
submetidos a analise morfolégica. O desempenho foi afetado pelo nivel de Met + Cis
nas dietas, somente o peso do ovo foi afetado pela técnica utilizada. Peso corporal,
peso do figado e numero de hepatécitos apresentaram efeito para os niveis de Met +
Cis, somente peso do figado e peso relativo do figado foram afetados pelas técnicas
de formulacio. Todas as variaveis bioquimicas foram afetadas pelos niveis de Met +
Cis e somente o acido urico apresentou efeito para a técnica. As técnicas de
formulacédo apresentaram efeitos semelhantes, sendo equivalentes em relagéo aos
efeitos causados nas respostas de desempenho e saude das aves.

Palavras-chave: diluicdo, metionina, postura comercial, saude hepatica,
suplementacéao



EXTENSION OF THE EFFECTS OF THE TECHNIQUES FOR FORMULATION OF
EXPERIMENTAL LEVELS OF METHIONINE + CYSTINE ON THE
PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF COMMERCIAL LAYERS

ABSTRACT - This research evaluated the physiological responses of commercial
laying hens submitted to methionine + cysteine levels in the diet formulated by dilution
and supplementation techniques. The design used was completely randomized, with
160 birds in peak posture of the Hy-line Brown strain, with 15 treatments and a control
group, containing 10 replicates of one bird each. The treatments were in factorial
arrangement, being seven levels of Met + Cis obtained by the dilution technique and
seven levels of Met + Cis obtained by the supplementation technique. The established
Met + Cis levels were 0.415%, 0.447%, 0.593%, 0.601%, 0.663% 0.725% and 0.806%
methionine + digestible cystine (Met + Cis), for both techniques. The experiment lasted
10 weeks, 6 of which were adaptation and 4 were data collection. The variables of
zootechnical performance collected were: feed intake, egg production and egg weight.
Biochemical variables were aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,
total protein, albumin, and uric acid. The livers were submitted to morphological
analysis. Performance was affected by met + Cis level in diets, only egg weight was
affected by the technique used. Body weight, liver weight and number of hepatocytes
had effect for Met + Cis levels, only liver weight and relative liver weight were affected
by formulation techniques. All biochemical variables were affected by Met + Cis levels
and only uric acid had an effect on the technique. The formulation techniques
presented similar effects, being equivalent in relation to the effects caused in the
performance and health responses of birds.

Keywords: dilution, methionine, commercial posture, liver health, supplementation



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

Introducgao

Ingredientes de origem vegetal, sdo as principais fontes proteicas utilizadas nas
ragcdes de aves em todo o mundo. Apesar disso, ingredientes como milho e farelo de
soja podem nao apresentar o perfil de aminoacidos necessarios para a producéo de
ovos em galinhas poedeiras e crescimento em frangos de corte. A fim de contornar
estas limitacdes, as dietas podem ser suplementadas com aminoacidos sintéticos.

Considerando o conceito de proteina ideal e o balangco entre aminoacidos
essenciais e nao essenciais, a utilizacdo de aminoacidos industriais permite a redugao
nos niveis de proteina bruta das dietas, com o fornecimento de dietas que atendam de
maneira mais precisa as necessidades dos animais. Esta alternativa, melhora a
eficiéncia alimentar, reduz o custo das dietas (Beski et al., 2015) e equilibra a ingestao
de nutrientes pelas aves, conservando recursos e minimizando a producgao de residuos
(Wallis, 1999).

Além disso, a utilizagdo de aminoacidos industriais reduz a excrecdo do
nitrogénio proveniente da proteina dietética ndo aproveitada e consequentemente a
producao e o acumulo de amdnia nas instalagdes. O gas amoniaco € produzido a partir
da degradacgao, seguida pela volatilizagao dos compostos nitrogenados excretados
pelas aves, em grandes concentragdes este gas pode levar a prejuizos a saude e bem
estar dos animais e trabalhadores (Swelum et al, 2021).

A metionina é o primeiro aminoacido limitante nas dietas de galinhas poedeiras
a base de milho e farelo de soja (Waldroup & Hellwig, 1995), devido a sua alta
demanda para o crescimento das penas e sintese proteica (Bunchasak, 2009). Pode
ser suplementada nas ragdes na sua forma analoga acido 2-hidroxi-4- (metiltio)
butanoico, L-metionina ou DL-metionina (Zhang et al., 2017). Este aminoacido é
fundamental para diversos processos metabdlicos como a formacédo da coenzima S-
adenosilmetionina, é precursor da cisteina e a carnitina, além de ser um dos principais

doadores de enxofre no metabolismo celular (Bunchasak, 2009).



Com isso, objetivou-se com essa pesquisa avaliar as respostas fisioldgicas de
galinhas poedeiras submetidas a diferentes niveis de metionina + cistina (Met + Cis)

formulados pelas técnicas da diluigcao e suplementacéo dietéticas.

Revisao de literatura

Aminoacidos sulfurados e suas vias metabdlicas

A metionina e a cisteina sdo os aminoacidos sulfurados incorporados as
proteinas dietéticas. O metabolismo da metionina é dividido em trés processos:
transmetilagcédo, remetilacéo e transulfuragdo (Castro & Kim, 2020). De acordo com
Stipanuk (2004) a transmetilagdo, resulta na formagao de S-adenosilmetionina (SAM),
composto que age como doador de grupamentos metil através da agdo de diferentes
metiltransferases. Ainda segundo o autor, estes processos ocorrem para a biossintese
de compostos como a creatina, epinefrina, carnitina, fosfolipideos, DNA e RNA. Apds
a doacgao do grupamento metil, a SAM torna-se S-adenosilhomocisteina (SAH), que &
hidrolisada em homocisteina (Castro & Kim, 2020) e adenosina (Brosnan et al., 2004).
A transmetilagao provavelmente ocorre em todas as células do corpo (Brosnan et al.,
2004). A homocisteina pode ser direcionada tanto para a remetilagdo quanto para a
transulfuragcédo (Williams & Schalinske, 2010). A remetilagdo consiste na adi¢ado de um
grupamento metil a homocisteina, resultando na sintese de metionina (Castro & Kim,
2020), este processo pode ocorrer através de duas reagdes de remetilagdo, uma
catalisada pela betaina-homocisteina metiltransferase e outra catalisada pela
metionina sintetase (Brosnan & Brosnan, 2006), ambas as reagbes sao sensiveis aos
niveis de vitamina B (Brosnan et al., 2004), encontrada principalmente no figado
(Bydlowski et al., 1998). A transulfuragao, por sua vez, consiste na transferéncia de
uma molécula de enxofre para uma serina, resultando na formagao da cisteina (Suzuki
et al., 2020), esta conversdo é irreversivel (Castro & Kim, 2020). E a Unica via de
catabolismo da metionina (Stipanuk, 2004) e ocorre somente no figado, intestino,
pancreas e nos rins (Brosnan & Brosnan, 2006).

A metionina possui importancia metabdlica como doadora de grupos metil, por
meio do cofator S-adenosilmetionina (Nelson & Cox, 2019) e como doadora de enxofre

no metabolismo celular (Bunchasak, 2009). E precursora de outros aminoacidos



sulfurados como a cisteina (Bunchasak, 2009) e homocisteina (Brosnan et al, 2004)
bem como de moléculas como a creatina e carnitina (Martinez et al., 2017). No figado,
pode ser utilizada indiretamente para a sintese de glutationa (Martinez et al., 2017),
peptideo que possui propriedades antioxidantes. Adicionalmente, a metionina é o
aminoacido iniciador durante a traducado do RNA transportador nas células eucariéticas
(Brosnan & Brosnan, 2006). A cisteina, formada a partir da transulfuracdo da
metionina, esta envolvida na formagéo do piruvato e da taurina (Nelson & Cox, 2019).
Em relagdo a composicao proteica, a cisteina tem um importante papel estrutural, pela
capacidade de formar ligagdes dissulfeto com outros residuos de cisteina (Brosnan &

Brosnan, 2006), também chamadas de pontes de enxofre.

Técnicas para formulagao de ragao

Considerando a evolucao da avicultura de postura, a producédo de aminoacidos
industriais em larga escala e a importancia da metionina como primeiro aminoacido
limitante nas dietas a base de milho e farelo de soja, pesquisas acerca das exigéncias
e as implicagdes de sua inclusdo nas dietas de galinhas poedeiras s&o continuamente
necessarios. Estudos com base nas exigéncias de metionina + cisteina digestivel e
seus efeitos no desempenho produtivo de galinhas poedeiras foram demonstrados por
diversos autores (Harms & Russel, 2003; Koreleski & Swigtkiewicz, 2009; Brumano et
al., 2010; Bregendahl et al., 2008; Alagawany & Mahrose, 2014; Bendezu et al., 2015;
Carvalho et al., 2018; Gomes & Angeles, 2016; Kakhki et al., 2016). Dentre todos os
trabalhos citados, apenas um utilizou a técnica da diluicdo para a formulagao dos niveis
experimentais de metionina + cisteina (Bendezu et al., 2015) para galinhas poedeiras,
os demais utilizaram a técnica da suplementacao dietética.

A técnica da suplementagao consiste na formulacédo de uma dieta basal que
atende todas as exigéncias nutricionais do animal, exceto no aminoacido teste, que é
suplementado gradualmente nas dietas em sua forma cristalina (D’Mello, 1982). A
técnica da dilui¢cdo, consiste na formulacao de duas dietas, uma isenta em proteina e
outra com alta concentracao proteica. Os niveis a serem estabelecidos sao obtidos por
diluicdes planejadas, utilizando diferentes propor¢des destas duas dietas (Fisher &
Morris, 1970).



Apesar das técnicas serem utilizadas para o0 mesmo objetivo, estas técnicas
diferem em diversos aspectos. Gous & Morris (1985) criticaram a técnica da
suplementacdo a alteragao sistematica no balango aminoacidico das dietas, que
poderia interferir nas respostas obtidas. Ainda segundo os autores, os altos niveis de
suplementagado poderiam fazer com que o aminoacido teste ndo fosse o primeiro
limitante, surgindo outros aminoacidos como limitantes. Esta suposi¢ao foi corroborada
por Siqueira et al. (2013), que utilizou as duas técnicas para estimar as exigéncias de
lisina para frangos em crescimento, neste caso, a deposi¢éo proteica foi limitada nos
animais submetidos a técnica da suplementacéo, provavelmente pela limitagcdo em
glicina + serina imposta pela metodologia. A suplementagao das dietas, pela grande
quantidade de aminoacidos cristalinos utilizados, também é criticada pelo alto custo
das dietas, o que dificultaria a execug¢ao de novos estudos (Gous & Morris, 1985).

A técnica da diluicao fornece os niveis do aminoacido teste de acordo com a
propor¢ao das dietas diluidas entre si. A mistura resultante apresentara todos os
aminoacidos em excesso, exceto pelo aminoacido teste, desta forma, todas as dietas
apresentardo um balango aminoacidico similar (Gous & Morris, 1985). D’Mello (1982)
aponta que apesar da similaridade entre as dietas, € possivel afirmar que existe um
desbalango aminoacidico assim como na técnica da suplementagdo. Segundo o
mesmo autor, a diluigdo ndo é recomendada em estudos com aminoacidos que
interagem, onde o excesso de um pode interferir na resposta frente a limitagao do
outro.

Além da analise zootécnica e econdmica acerca da utilizagdo de cada uma das
técnicas (D’Mello, 1982; Gous & Morris, 1985; Siqueira et al., 2013), € necessaria a
compreensao dos efeitos fisioldgicos decorrentes das caracteristicas destes métodos.
Dados laboratoriais, obtidos através de exames bioquimicos e histologicos, séo
alternativas para a avaliagédo do status fisioldgico, metabdlico e nutricional de galinhas

poedeiras.

Marcadores do metabolismo proteico

O controle das concentragdes plasmaticas de aminoacidos ocorre em diferentes
orgados. De acordo com Cynober (2002), as concentragdes plasmaticas dos

aminoacidos sao resultadas do balanco entre a entrada e saida de aminoacidos no



plasma. A entrada ocorre pela ingestdo e pela mobilizagdo dos aminoacidos nos
tecidos, especialmente os musculos. A saida é resultado da oxidacdo, metabolismo,
incorporagao dos aminoacidos nas proteinas e em menor quantidade, das perdas nos
produtos da excrecao.

Broer & Broer (2017) relataram que dietas deficientes em proteinas levam a
mudangas nos niveis de aminoacidos livres e quando ingeridas por periodos longos,
reduzem as concentragdes de aminoacidos essenciais, aumentando as concentracoes
de aminoacidos n&o essenciais no plasma e nos musculos. Segundo o autor, os niveis
de transaminases também sio alterados, resultando na redug¢ao da transaminacgao dos
aminoacidos.

O excesso de proteina nas aves também tem sido associado a sinais clinicos
como perda de peso ou ganho de peso reduzido, ocorréncia de gota urica, desvio
lateral dos metacarpos, deformidades ésseas, alteragdes de comportamento e até
mesmo morte (Tully et al., 2000). De acordo com Harper et al. (1970), estudos
comparando a toxicidade relativa dos aminoacidos, apontou a metionina como a mais
téxica, além disso investigacbes sobre o0 consumo em excesso de cisteina ocasionou
danos importantes no figado e nos rins.

O figado é o principal 6érgao atuante no metabolismo do nitrogénio. A primeira
etapa da degradagdo dos aminoacidos, envolve uma reagdo de transaminagao
(D'Mello, 2003), nesta reacdo, enzimas chamadas transaminases ou
aminotransferases, catalisam a transferéncia de um grupamento amino de um
aminoacido para um cetoacido (Barbosa et al., 2010). Estas enzimas podem ser
utilizadas para avaliacdo da funcdo hepatica em aves e a alteragdo nas suas
concentracdes plasmaticas podem ser resultado tanto de lesdes hepatocelulares
quanto do aumento na produgao enzimatica (Campbell, 2015).

A aspartato aminotransferase (AST), possui alta atividade no figado, no musculo
esquelético e cardiaco, cérebro e rins das aves (Schimdt et al., 2007). Aumentos nos
niveis plasmaticos desta enzima indicam lesdo hepatica ou muscular (Campbell,
2015), a diferencga entre essas lesdes pode ser feita com a analise conjunta da creatina
quinase (CK) (Schimdt et al., 2007), enzima musculo — especifica (Harr, 2002).
Segundo Gongalves et al. (2010), quando o sistema hepatico € altamente exigido, pode

ocorrer lise dos hepatdcitos, levando ao extravasamento de enzimas citosélicas como



a AST, aumentando seus niveis plasmaticos. A alanina aminotransferase (ALT) é
encontrada em diversos 6rgaos, principalmente o figado. Esta enzima pode ser
utilizada como indicativo de funcionalidade hepatica, aumentando suas concentracdes
no soro em situagdes de perda celular (Ogunbode & lyayi, 2021).

Os niveis de proteinas circulantes no sangue também sao utilizados para avaliar
e compreender o metabolismo das proteinas. Em concentragées normais, o nivel de
proteina total garante a manutencdo da pressdao osmotica coloidal, e
consequentemente o pH e o volume sanguineo (Campbell, 2015). A albumina compde
de 40 a 50% da proteina total, é sintetizada no figado juntamente com proteinas de
transporte, de coagulagao, fibrinogénio e enzimas (Campbell, 2015). Outra fragcao
importante que compde as proteinas plasmaticas s&o as globulinas (Tully et al., 2000),
produzidas pelos linfocitos B e plasmaocitos (Campbell, 2015).

A degradacdo dos aminoacidos, que ocorre em sua maior parte no figado,
resulta na formagao de amdnia. Devido a sua toxicidade é convertida em acido urico,
principal via de eliminac&do de nitrogénio nas aves, e posteriormente excretada pelos
rins (D’Mello, 2003). Desta forma, é provavel que os niveis plasmaticos de acido urico

podem ser influenciados pelo conteudo proteico das dietas em aves.
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CAPITULO 2 - Efeito das técnicas de formulagdo e dos niveis de metionina +

cistina sobre a resposta de poedeiras comerciais

Resumo - Esta pesquisa avaliou as respostas fisiologicas de poedeiras comerciais
submetidas a niveis de metionina + cisteina na dieta formulados pelas técnicas da
diluicdo e suplementacéo. O delineamento utilizado foi o inteiramente ao acaso, com
160 aves em pico postura da linhagem Hy-line Brown, com 15 tratamentos e um grupo
controle, contendo 10 repeticdes de uma ave cada. Os tratamentos foram em arranjo
fatorial, sendo sete niveis de Met + Cis obtidos pela técnica da diluicdo e sete niveis
de Met + Cis obtidos pela técnica da suplementagdo. Os niveis de Met + Cis
estabelecidos foram 0.415%, 0.447%, 0.593%, 0.601%, 0.663% 0.725% e 0.806% de
metionina + cistina digestivel (Met + Cis), para ambas as técnicas. O experimento teve
duracao de 10 semanas, sendo 6 de adaptacéo e 4 de coleta de dados. As variaveis
de desempenho zootécnico coletadas foram: consumo de ragao, producao de ovos e
peso do ovo. As variaveis bioquimicas foram: aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, proteina total, albumina, e &cido urico. Os figados foram
submetidos a analise morfolégica. O desempenho foi afetado pelo nivel de Met + Cis
nas dietas, somente o peso do ovo foi afetado pela técnica utilizada. Peso corporal,
peso do figado e numero de hepatdcitos apresentaram efeito para os niveis de Met +
Cis, somente peso do figado e peso relativo do figado foram afetados pelas técnicas
de formulagdo. Todas as variaveis bioquimicas foram afetadas pelos niveis de Met +
Cis e somente o acido urico apresentou efeito para a técnica. As técnicas de
formulacéo afetaram o desempenho e as respostas fisiologicas das aves.

Palavras-chave: diluicdo, metionina, postura comercial, saude hepatica,
suplementacéao
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Introducgao

Dados da Organizacdo das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO), apontam que em 2019 a produgdo mundial de ovos foi de 83 milhdes de
toneladas, sendo os paises das Américas responsaveis por 21% deste total. Em 2021,
de acordo com a Associacgao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Brasil produziu
54 milhdes de unidades de ovos, obtendo como valor bruto da produgao 17,7 bilhdes
de reais, destacando a importancia da avicultura de postura para a economia do pais.

Avancos na nutrigdo, juntamente com a genética, foram cruciais para a evolugao
da avicultura industrial. Os nutricionistas buscam otimizar o desempenho dos animais,
ajustando as dietas de modo a evitar a falta ou excesso de determinado nutriente,
especialmente a proteina e os aminoacidos dietéticos (Alagawany et al., 2016).
Segundo Al-Saffar & Rose (2002), o desbalango de um aminoacido essencial pode
prejudicar a eficiéncia econdbmica em um sistema de producédo de ovos. Afirmaram
também que os aminoacidos limitantes possuem o maior valor por unidade de peso
comparado a todos os outros nutrientes fornecidos em uma ragéo para aves.

A reavaliacdo das exigéncias nutricionais para aminoacidos em aves devem ser
continuamente estudadas, especialmente em relagdo aos aminoacidos essenciais. A
metionina, € o primeiro aminoacido limitante nas dietas de aves a base de milho e
farelo de soja. Ha uma grande contribuigdo deste para a formagao das penas, sintese
proteica e em diversas vias metabdlicas (Bunchasak, 2009), além de ser precursora
de outro aminoacido essencial, a cisteina.

Na avicultura, compreender as exigéncias e a importancia metabdlica dos
aminoacidos presentes nos ingredientes é essencial para o desenvolvimento de dietas
precisas, com maximizagao do desempenho e redug¢ao nos custos de produgao. Além
disso, os efeitos fisioldgicos dos niveis de proteinas e aminoacidos nas dietas devem
ser considerados, podendo impactar diretamente a saude das aves e
consequentemente seu desempenho.

Considerando o exposto, o desenvolvimento da nutricdo € necessario para a
obtencdo de informagdes mais precisas acerca dos requerimentos de galinhas
poedeiras, reduzindo os custos de produgéo e reduzindo a eliminagdo de nitrogénio

no ambiente.
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Material e Métodos

Aprovagado do Comité de Etica

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo n° 502/22), da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista —
UNESP — Campus de Jaboticabal.

Aves, instalagao e delineamento experimental

160 galinhas de postura Hy-Line Brown, com 37 semanas de idade, produgéo
de ovos 97+4,5% e peso corporal médio de 1,741+117 g foram utilizadas. As aves
foram alojadas em um galpao californiano, em gaiolas individuais com comedouros
tipo calha e bebedouros nipple. Agua e ragdo foram fornecidas a vontade, o programa
de luz consistiu em 17 horas de luz e 7h de escuro.

O delineamento foi inteiramente ao acaso, com 15 tratamentos e um grupo
controle, com 10 repeticoes de uma ave cada, totalizando 160 unidades
experimentais. Oito tratamentos corresponderam as dietas formuladas pela técnica da
diluicdo e sete pela técnica da suplementagdo. O grupo controle, recebeu uma dieta

de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2017) e o manual da linhagem.

Dietas experimentais

Um total de 15 dietas experimentais foram formuladas, sendo oito pelo método
da diluicdo (Tabela 2) e sete pelo método da suplementagédo dietética (Tabela 3).
Foram utilizados milho, 6leo de soja, farelo de soja, calcario calcitico, sal, fosfato
bicalcico e aminoacidos industriais para atender os niveis nutricionais dos
aminoacidos essenciais, proteina bruta, energia, vitaminas e minerais das dietas,

preconizados por Rostagno et al. (2017).

Técnica da diluigcao

Seguindo as recomendacgdes de Fisher & Morris (1970), duas ragbes foram
formuladas para estabelecer os niveis de metionina + cistina digestiveis. Foi formulada
uma ragao, D7, para atender todas as exigéncias de energia e demais nutrientes. A
segunda ragao, DO, foi formulada para nao conter proteina (Tabela 2). A determinagao

dos demais tratamentos foi feita pela diluicdo entre as dietas D7 e DO (Tabela 1).
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Os tratamentos consistiram em sete niveis de metionina + cistina digestivel
mais uma dieta controle. Os niveis experimentais foram D1: 0,415%; D2: 0,447%, D3:
0,539%, D4: 0,601%, D5: 0,663%, D6: 0,725% e D7: 0,806% de metionina + cistina
digestivel. A oitava dieta (D8), foi obtida pela adigdo de L- metionina no primeiro nivel,
acrescentando a quantidade exata do aminoacido na forma cristalina até atingir o valor
do segundo nivel e foi utilizada como para comprovar que a metionina + cistina é o

primeiro aminoacido limitante na série de diluigoes.

Tabela 1. Proporcdes entre a ragdo concentrada e isenta de proteina
Itens D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Racao concentrada “D7” (%) 514 553 66.8 745 822 899 100.0 514
Racao isenta de proteina “D0” (%) 48.5 446 331 254 177 10.0 0.00 48.5
Metionina + Cistina na dieta (%)  0.415 0.447 0.539 0.601 0.663 0.725 0.806 0.447
PB na dieta (%) 9.68 10.41 12.58 14.03 15.47 16.92 18.81 9.68

'Dieta controle, obtida com a suplementagéo adicional da metionina na ragéo N1
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Tabela 2. Composicao e niveis nutricionais das dietas experimentais

Ingredientes DO D7
Milho 0.00 565.31
Farelo de soja 46% 0.00 287.73
Amido 349.00 0.00
Acucar 250.00 0.00
Oleo de soja 75.20 27.80
Fosfato bicalcico 16.00 10.90
Calcario calcitico 91.54 91.78
Cloreto de sédio 2.75 2.46
Bicarbonato de sédio 2.25 2.25
Cloreto de potassio 10.51 0.00
L-Met 100 0.00 3.19
L-Lisina 79 0.00 2.40
L-Treonina 98 0.00 1.43
L-Triptofano 98.5 0.00 0.27
L-Valina 98.5 0.00 1.48
L-Isoleucina 90 0.00 1.40
Cloreto de colina 60 % 3.03 0.50
Inerte 98.68 0.00
Premix vitaminico e mineral® 1.00 1.00
Lignocelulose 100.00 0.00
Total 1000.00 1000.00
Concentracdo dos nutrientes Calculado Calculado
EMP, Kcal/kg 2850.00 2850.00
Proteina bruta, % 0.00 18.82
Fibra bruta, % 6.50 2.83
Lisina, % 0.00 1.02
Metionina, % 0.00 0.56
Metionina+Cistina, % 0.00 0.80
Treonina, % 0.00 0.71
Triptofano, % 0.00 0.21
Valina, % 0.00 0.89
Isoleucina, % 0.00 0.81
Glicina + Serina, % 0.00 1.42
Potassio, % 0.55 0.70
Sadio, g/kg 0.17 0.17
Cailcio, g/kg 3.90 3.90
Fésforo disponivel, % 0.30 0.49
Colina, % 1332.74 1332.74
Acido linoleico, % 3.95 2.79

aConteudo por quilograma de produto: vit A - 7.500.000 IU; vit D3 — 2.500.000 IU; vit E - 5.500
IU; vit K—1.500 mg; vit B1- 1.000 mg, vit B2- 3.000 mg; vit B6 - 500 mg; vit B1 — 8.000 mcg;
niacina — 18 mg; pantothenate acid — 5.000 mg; copper - 10 mg; iron - 55 g; manganese - 70
g; zinc - 50 g; iodine, 1.000 mg; selenium 300 mg and folic acid — 200,00 mg.

®EM: Energia metabolizavel.
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Suplementagao

Inicialmente, foi formulada uma dieta basal (S1) para atender as exigéncias
nutricionais de energia metabolizavel, minerais, vitaminas, proteina, aminoacidos
essenciais, porém atendendo somente 30% da exigéncia de metionina + cistina na
dieta. Os demais tratamentos, com a suplementagdo do aminoacido sintético L-
metionina, foram formulados para se obter os niveis S2: 0,447% S3: 0,539%, S4:
0,601%, S5: 0,663 %, S6: 0,725% e S7: 0,806% de metionina + cistina digestivel. As

composic¢des utilizadas estdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Composi¢cao dos tratamentos experimentais formulados pela técnica da
suplementacéo

Ingredientes S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Milho 673.65 673.65 673.65 673.65 673.65 673.65 673.65
Farelo de soja 46% 182.76 182.76 182.76 18276 182.76 182.76 182.76
Oleo de soja 9.79 9.69 9.39 9.19 8.98 8.77 8.50
Fosfato bicalcico 11.80 11.80 11.80 11.80 11.80 11.80 11.80
Calcario calcitico 92.00 92.00 92.00 92.00 92.00 92.00 92.00
Cloreto de sodio 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Bicarbonato de sodio 2.23 2.23 2.23 2.23 2.23 2.23 2.23
L- Met 100 0.00 0.32 1.25 1.88 2.50 3.13 3.95
L- Lisina 79 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95 1.95
L- Treonina 98 0.79 0.79 0.79 0.79 0.79 0.79 0.79
L- Triptofano 98.5 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
L- Valina 98.5 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65
L- Isoleucina 90 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
L- Glutamico 98 9.03 9.03 8.84 8.71 8.59 8.43 8.23
L- Alanina 99 10.11 9.88 9.45 9.15 8.85 8.60 8.25
Cloreto de colina 60 % 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Premix? 1.00  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Total 1000.0 1000.0 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00
Composicao

EM, Kcal/kg 2850.0 2850.0 2850.0 2850.0 2850.0 2850.0 2850.0
Proteina bruta, % 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00
Lisina, % 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74
Metionina, % 0.20 0.24 0.33 0.39 0.45 0.51 0.59
Metionina+cistina, % 0.41 0.44 0.53 0.60 0.66 0.72 0.80
Treonina, % 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52
Triptofano, % 0.15  0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Valina, % 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65
Isoleucina, % 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60
Glicina + Serina, % 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10 1.10
Potassio, % 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
Sadio, g/kg 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17
Calcio, g/kg 3.90 3.90 3.90 3.90 3.90 3.90 3.90
Fosforo disponivel, % 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Colina, % 1129.6 1129.6 1129.6 11296 1129.6 1129.6 1129.6
Acido linoleico, % 195  1.95 1.93 1.92 1.91 1.90 1.89

aConteudo por quilograma de produto: vit A - 7.500.000 IU; vit D3 — 2.500.000 IU; vit E - 5.500
IU; vit K- 1.500 mg; vit B1- 1.000 mg, vit B2- 3.000 mg; vit B6 - 500 mg; vit B1 — 8.000 mcg;
niacina — 18 mg; pantothenate acid — 5.000 mg; copper - 10 mg; iron - 55 g; manganese - 70
g; zinc - 50 g; iodine, 1.000 mg; selenium 300 mg and folic acid — 200,00 mg.

®EM: Energia metabolizavel.
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Variaveis coletadas e analisadas
Desempenho

O experimento foi realizado durante 10 semanas, dentre 36 e 46 semanas de
idade das aves, seis de adaptacédo e quatro de coleta de dados. Diariamente foram
registadas a temperatura ambiente, mortalidade e produgao de ovos (PR). O peso dos
ovos (PO) foi mensurado trés dias consecutivos a cada semana. Estes dados foram
utilizados para calcular a massa de ovos (MO). Ao final de cada semana foi avaliado
o consumo de ragao (CR) e o valor obtido foi utilizado para calcular a conversao

alimentar por massa de ovos (CA).

Bioquimica sanguinea

As coletas de sangue foram realizadas na quinta e na décima semana de
experimento. As aves foram submetidas ao jejum sélido de 12 h. Por meio da pungéao
da veia ulnar foram coletados 5mL por ave. O sangue foi depositado em um tubo sem
anticoagulantes e armazenado em local arejado até a separagéo do soro. Apos isso,
o soro foi coletado e depositado em microtubulos estéreis (eppendorf) identificados,
em seguida, armazenados em um freezer a -20°C.

Foram mensurados no soro: aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, proteina total, albumina e acido urico por meio de kits comerciais
usando analisador bioquimico automatico Labmax Plenno, calibrado de acordo com

as recomendacoes do fabricante.

Analise morfolégica do figado

Ao final do experimento, trés aves de cada tratamento foram selecionadas de
acordo com o peso corporal do grupo, para avaliagdo das caracteristicas histologicas
do figado. O peso do figado foi obtido em balanga com precisdo de 0,001 g para a
determinagdo do peso absoluto (PA) e relativo (PR) do 6rgéao através da equacéao:
PR = (PA/PV) x 100.

Os figados foram processados para a fabricagdo de laminas histolégicas,
coradas segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina — HE. As laminas, foram
analisadas em microscépio de luz, para determinagdo da espessura da capsula

hepatica, numero e area de hepatécitos em 2000um?.
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Para interpretacao dos resultados, os dados foram submetidos a uma analise

fatorial 2 x 7, considerando duas técnicas de formulagdo de dietas e sete niveis

experimentais de metionina + cistina. O tratamento controle da técnica da diluigao (D8)

nao foi considerado para as analises estatisticas. Além disso, os dados obtidos da

histologia hepatica também foram submetidos a analise de contrastes, a fim de

comparar os tratamentos com o grupo controle.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do sistema computacional

SAS (Statistical Analysis System 2010, versao 9.2).

Resultados e discussao

Desempenho

O desempenho de galinhas poedeiras de 43 a 46 semanas de idade,

submetidas a diferentes niveis de Met + Cis formuladas por duas técnicas, é

apresentado na Tabela 4. Todas as variaveis avaliadas foram afetadas pelos niveis

de Met + Cis, somente a variavel peso do ovo apresentou efeito para a técnica

utilizada.

Tabela 4. Desempenho de galinhas poedeiras de 43 a 46 semanas de idade
submetidas a diferentes niveis de metionina + cistina.

CR(g/ave/d) PR (%) PO (9) MO(q) CA(g/9)
Niveis D S D S D S D S D S
0,415 719 596 404 325 589 536 233 176 34 35
0,447 716 678 442 403 583 534 258 21,7 3,0 3,7
0,539 86,8 88,1 634 724 60,7 581 385 421 22 21
0,601 876 857 689 750 599 598 414 450 21 19
0,663 896 946 828 824 59,7 599 498 494 18 19
0,725 922 923 86,7 849 591 584 512 496 18 1,8
0,806 90,2 898 81,7 810 598 599 48,7 487 19 138
Média 843 826 66,9 66,9 595 576 398 392 23 24
Erro 72 108 150 174 0,6 2,3 9,1 1,1 05 0,7
p-valor
MetCys <0.0001 <0.0001 0.0037 <0.0001 <0.0001
Técnica 0.4513 0.9866 0.0079 0.6860 0.4852

CR: consumo de ragao; PR: produgéo de ovos; PO: peso do ovo; MO: massa de ovo; CA: conversao
alimentar por massa de ovos.
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O consumo médio de ragao, para ambas as técnicas, foi de 83,4 g/ave/dia. O
maior consumo foi registrado no tratamento S5 (0,663% de Met + Cys). O menor
consumo de ragao foi de 59,6 g/ave/dia, observado nos animais submetidos a dieta
S1 (0,415 % de Met + Cys), seguido pela dieta D2 (0,447% de Met + Cys),
correspondendo a 71,6 g/ave/dia.

A medida em que se aumentou os niveis de Met + Cis nas dietas, o consumo
de racdo também aumentou. Bendezu et al. (2015), relatou comportamento
semelhante, segundo o autor, a redugado no consumo nos niveis deficientes em Met +
Cis pode ser atribuida a relagao entre energia e proteina. A fim de evitar o excesso de
energia para producéo de ovos, causado pelo consumo de uma dieta deficiente em
Met + Cis, a ave reduz a ingestéo de ragao.

A produgédo de ovos obtida neste trabalho diminuiu a medida em que as dietas
se tornaram mais deficientes em metionina + cistina digestivel e com o0 aumento da
concentragao houve também um aumento na produgéo ovos. Harms & Russel (2003),
observaram um aumento na producdo de ovos a medida em que se aumentou a
concentragdo de metionina nas dietas, até o nivel de 0,30%. Bendezu et al. (2015),
em galinhas de 41 a 44 semanas de idade, observaram menor indice de producgéo de
ovos nos niveis mais baixos de metionina + cistina (0,275% e 0,137% na dieta). Assim
como apresentado, outros estudos demonstraram que diferentes niveis de Met + Cis
afetam a producdo de ovos, é provavel que isso se deve devido a alteragdes no
consumo alimentar associado a deficiéncia proteica estabelecida nas dietas.

A variavel peso do ovo foi a unica variavel influenciada tanto pelo nivel de Met
+ Cis quanto pela técnica utilizada (p<0.05), ambas as técnicas apresentaram
resultados semelhantes. A técnica da suplementacao apresentou maior variabilidade,
o0 desvio padrao calculado na técnica da diluicdo foi de 0,6, enquanto que na
suplementacao foi de 2,3. Neste trabalho, o maior peso do ovo foi registrado no nivel
de 0,663% de Met + Cis, para a técnica da suplementacao, nivel que se aproxima da
recomendacgao dada pelo manual da linhagem, 0,660% de Met + Cis. Desta forma,
com o fornecimento adequado destes aminoacidos, as aves foram capazes de
produzir ovos com melhor peso.

A maior massa de ovo foi obtida no tratamento D6 (0,725% de Met + Cis) da

técnica da diluicédo, 51,2 g, este valor foi superior ao maximo obtido pela técnica da
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suplementagdo com o mesmo nivel de metionina + cistina digestivel (49,6 g no
tratamento S6). A menor massa de ovo, para as duas técnicas, foi registrada nas
dietas com 0,415 % de metionina + cistina. A massa de ovo seguiu a mesma tendéncia
das variaveis peso do ovo e producado de ovos, efeito esperado, considerando que
esta variavel é calculada a partir das outras duas.

A conversao alimentar das aves foi pior nos tratamentos D1 e S2, contendo os
dois menores niveis de metionina + cistina. Considerando o efeito esperado no
consumo alimentar e a reducdo na producdo de ovos, nos niveis de menor

concentragao de Met + Cis é justificavel a piora na conversao alimentar.

Analise morfolégica do figado

O peso corporal, peso do figado e o numero de hepatdcitos apresentaram efeito
de acordo com os niveis de Met + Cis nas dietas. Para efeitos de técnica, as variaveis
peso do figado e peso relativo do figado foram afetadas (Tabela 5).

Tabela 5. Respostas para peso corporal, peso de figado, peso relativo de figado,
numero de hepatdcitos e espessura de capsula de galinhas poedeiras submetidas a
niveis de metionina + cistina.

PC (kg) PF (g) PRF (%) NH EC (um)
Niveis D S D S D S D S D S
0,415 1,38 1,35 29,74 32,88 2,13 243 2433 2360 4,42 4,24
0,447 1,39 1,45 3046 3829 216 2,63 2066 19,60 4,41 4,25
0,539 1,51 1,59 37,73 41,63 2,50 2,63 23,00 21,00 4,52 3,85
0,601 1,54 159 3643 3817 236 2,40 21,00 22,33 4,23 4,44
0,663 1,65 1,61 3887 46,37 236 2,86 19,00 20,60 4,38 4,30
0,725 1,52 1,50 33,96 39,79 223 2,63 2066 20,00 3,76 4,44
0,806 1,64 1,62 37,48 39,58 2,30 2,43 20,00 17,66 4,28 4,73
Média 1,51 1,53 34,95 39,53 2,29 2,57 21,24 20,68 4,29 4,32
Ero 0,07 008 305 264 0110 013 1,38 1,39 0,17 0,18

p-valor
Met+Cis 0,0002 0,0161 0,4440 0,0059 0,7922
Técnica 0,7303 0,0062 0,0034 0,4349 0,7927

D: técnica da diluigdo; S: técnica da suplementacao; PC: peso corporal; PF: peso do figado; PRF:
peso relativo do figado; NH: nimero de hepatdcitos; EC: espessura de capsula.
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As médias obtidas foram de 1,51 kg para as aves submetidas a dietas
formuladas pela técnica da diluicdo e 1,53 kg para as aves submetidas a dietas
formuladas pela técnica da suplementacdo. Os menores niveis de Met + Cis,
apresentaram menor peso corporal final, devido a redu¢do no consumo de ragao
discutida anteriormente.

O peso do figado apresentou média de 34,959 para a técnica da diluicéo e
39,539 para a técnica da suplementagdo. Os maiores valores para esta variavel foram
obtidos para o nivel de 0,663% de Met + Cis na dieta, nas duas técnicas de formulagéo
testadas que correspondem aos tratamentos S5 e D5. Os menores valores foram
registrados no menor nivel de Met + Cis para ambas as técnicas (0,415%).

O maior peso relativo para a técnica da diluigido foi de 2,50%, no tratamento D3
(0,539% de Met + Cis), para a técnica da suplementacgao foi de 2,86% no tratamento
S5 (0,663% de Met + Cis). Os tratamentos que apresentaram menor peso relativo
foram D1 (0,415% de Met + Cis) e S4 (0,601% de Met + Cis), correspondendo a 2,13%
e 240%, respectivamente.

O PF e o PRF, foram numericamente maiores nos tratamentos estabelecidos
pela técnica da suplementacdo. Apesar dos niveis de Met + Cis serem semelhantes
entre as técnicas, a relacdo aminoacidica nos tratamentos estabelecidos pela diluicdo
€ constante, enquanto que na suplementagéo esta relagdo € modificada, justificando
0 aumento no peso do figado.

Bavasardi et al. (2021) encontraram que a redugao dos niveis de proteina bruta
nas dietas aumenta significativamente o peso relativo do figado em galinhas
poedeiras, fato atribuido ao acumulo de gordura no 6rgdo. Neste trabalho, entre as
técnicas, as dietas possuiam concentracdes proteicas préximas e nos tratamentos
com maior concentracdo de metionina + cistina, o excesso destes aminoacidos
sulfurados poderia evitar o acumulo de gordura no 6rgao, desta forma, atribui-se a
variagdo no PRF as diferentes demandas metabdlicas do figado, de acordo com a

técnica utilizada.
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Tabela 5. Respostas para peso corporal, peso de figado, peso relativo de figado,
numero de hepatdcitos e espessura de capsula de galinhas poedeiras submetidas a
niveis de metionina + cistina.

PC (kg) PF (g) PRF (%) NH EC (um)
Niveis D S D S D S D S D S
0,415 1,38 1,35 29,74 32,88 213 243 24,33 23,60 4,42 4,24
0,447 1,39 1,45 30,46 38,29 2,16 2,63 20,66 19,60 4,41 4,25
0,539 1,51 1,59 37,73 41,63 250 2,63 23,00 21,00 4,52 3,85
0,601 1,54 1,59 36,43 38,177 2,36 240 21,00 22,33 4,23 4,44
0,663 1,65 1,61 38,87 46,37 2,36 2,86 19,00 20,60 4,38 4,30
0,725 1,52 1,50 33,96 39,79 2,23 2,63 20,66 20,00 3,76 4,44
0,806 1,64 162 3748 3958 230 243 20,00 1766 4,28 4,73
Média 1,51 1,63 34,95 3953 2,29 257 21,24 20,68 4,29 4,32
Erro 0,07 0,08 305 264 0,10 0,13 1,38 1,39 0,17 0,18

p-valor
Met+Cis 0,0002 0,0161 0,4440 0,0059 0,7922
Técnica 0,7303 0,0062 0,0034 0,4349 0,7927

D: técnica da diluigdo; S: técnica da suplementagao; PC: peso corporal; PF: peso do figado; PRF:
peso relativo do figado; NH: nimero de hepatdcitos; EC: espessura de capsula.

O numero de hepatdcitos (NH) apresentou uma diminui¢do a medida em que
se aumentou a concentragcado de Met + Cis nas dietas, para ambas as técnicas. Na
técnica da suplementacdo, os maiores valores de PRF obtidos, poderiam estar
associados a um aumento do NH, porém observou-se que o maior numero foi
apresentado nos tratamentos com menor concentracao de Met + Cis, para ambas as
técnicas. E provavel que com a reducdo dos niveis plasmaticos de Met + Cis, houve
uma compensacdo metabdlica para a maior captagcdo destes aminoacidos,
aumentando o NH no figado.

N&o houve diferenga significativa para espessura de capsula (EC) entre os
tratamentos. Apesar dos efeitos no PRF, atribuido a uma maior demanda metabdlica,
esta alteragdo nao foi suficiente para afetar a integridade dos tecidos, devido a
duracgéao do periodo experimental. Segundo Hiramoto (1988), o figado, por exercer um
papel fundamental na sintese e metabolizagcdo de nutrientes, € relativamente
resistente a alteragbes na dieta, garantindo o exercicio pleno de suas fungdes para
manutencio da vida.

Foi realizada a comparacao entre as técnicas avaliando os tratamentos com

maior e menor nivel de metionina + cistina e o grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacao dos efeitos das técnicas de formulacdo sobre as variaveis
histolégicas de galinhas poedeiras de 43 a 46 semanas de idade

Tratamento Met+Cis  PC (kg) PF PRF (%) NH EC (um)

D1 0,415 1,38 29,74 213 24,33 4,42
D7 0,806 1,64 37,48 2,30 20,00 4,28
S1 0,415 1,35 32,88 2,43 23,6 4,24
S7 0,806 1,62 39,58 2,43 17,66 4,73
Controle 0,637 1,47 37,98 2,53 20,66 5,06
p-valor
D1 X S1 0,7362  0,4509 0,2093 0,7061 0,6347
D7 X S7 0,8179  0,6141 0,5727 0,1928 0,2256
D1 X Controle 0,2514  0,0543 0,0974 0,0448 0,0834
D7 X Controle 0,0502  0,9054 0,3263 0,7061 0,0381
S1 X Controle 0,1416  0,2251 0,6719 0,0970 0,0305
S7 X Controle 0,0806  0,6996 0,6719 0,0970 0,3585

PC:peso corporal; PF: peso do figado; PRF: peso relativo do figado; NH: nimero de hepatdcitos;
EC: espessura de capsula;

Os tratamentos D1 e S1, ambos com 0,415% de metionina + cistina, néo
apresentaram diferenga significativa entre as variaveis (p>0,05). Comportamento
semelhante foi observado entre os tratamentos D7 e S7, ambos com 0,806% de Met
+ Cis. Estes resultados apontaram que as técnicas de formulagao de dietas atuaram
de maneira semelhante no metabolismo hepatico.

As comparacgdes entre a técnica da diluicdo apontaram que a dieta D1 (0,415%
de Met + Cis) e grupo controle C (0,637% de Met + Cis), apresentou efeito
significativos para PF. Este resultado reafirma a alteragdo metabdlica causada pela
dieta deficiente em Met + Cis, onde a atividade hepatica foi reduzida, diminuindo o PF
em relagdo ao grupo controle.

Em relagdo a dieta mais concentrada, D7 (0,806 de Met + Cis), apenas a
espessura de capsula apresentou diferencga significativa, € provavel que esta variagéo
€ decorrente da variabilidade morfologica natural entre os individuos, uma vez que
nenhuma outra alteragdo hepatica corrobora com este achado. Efeito semelhante foi
encontrado entre o grupo S1 e o grupo controle, sendo o unico efeito entre a técnica

da suplementagao e o grupo controle.
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Bioquimica sanguinea

As respostas obtidas para as andlises bioquimicas de alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, proteina total, albumina e acido urico
encontram-se na Tabela 7. Todas as variaveis foram afetadas pelos niveis de Met+
Cis nas dietas (p>0,05) e somente os niveis de acido urico (AU) variaram de acordo

com a técnica de formulagéo utilizada (p<0,05).

Tabela 7. Parametros bioquimicos de galinhas poedeiras de 43 a 46 semanas de
idade submetidas a niveis de metionina + cistina.

Variaveis
Técnica Niveis ALT (U/L) AST (UL) PT (g/dL) Alb (g/dL) AU (mg/dL)

D 0,415 9,3 161,0 4,34 1,67 1,26
D 0,447 11,6 143,0 4,48 1,74 2,10
D 0,539 12,6 146,3 4,26 1,81 1,51
D 0,601 9,0 133,3 4,00 1,63 1,85
D 0,663 16,6 155,6 4,87 2,00 2,29
D 0,725 13,6 144,6 4,90 2,05 3,09
D 0,806 19,0 155,3 4,86 2,03 3,37
S 0,415 12,0 164,0 4,05 1,66 3,09
S 0,447 18,0 153,5 4,94 2,12 3,02
S 0,539 15,0 126,3 4,15 1,83 3,94
S 0,601 12,3 158,0 3,96 1,64 3,34
S 0,663 11,6 145,0 4,66 1,91 3,20
S 0,725 11,3 155,5 4,05 1,71 3,39
S 0,806 16,6 159,5 4,08 1,63 3,17

Média 13,1 1481 4,38 1,81 2,72

p-valor
Met+Cis <0.0001 <0.0001 0.0004 0.0006 0.0002
Técnica 0.1969 0.2373 0.4571 0.9860 <0.0001

ALT: alanina amino transferase; AST: aspartato amino transferase; PT: proteina total; Alb: albumina;
AU: acido urico. D: técnica da diluicao; S: técnica da suplementacgao.

Em relagdo a enzima alanina aminotransferase (ALT), na técnica da dilui¢ao, a
maior e menor concentracao encontrada foi 19,0 U/L e 9,0 U/L, nos tratamentos D7 e
D4. Para a técnica da suplementacéo, a maior concentracao foi de 18,0 U/L, obtida

no tratamento S2 enquanto que a menor foi de 11,3U/L no tratamento S6.
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A segunda enzima mensurada, aspartato aminotransferase (AST), para a
técnica da diluicdo, apresentou a maior concentracdo no tratamento D1,
correspondendo a 161,0 U/L, a menor foi observada na dieta D4 (0,601% de Met +
Cis), correspondendo a 133,3U/L. Para a técnica da suplementagdo, o maior valor
observado foi de 164,0 U/L, no menor nivel de Met + Cis (S1). O menor valor foi de
126,3 U/L, observado no tratamento S3, contendo 0,539% de Met + Cis.

Ogunbode et al. (2021), testando niveis de proteina bruta nas dietas apontaram
que a medida em que os niveis de proteina reduziram, as concentragcdes plasmaticas
de ALT aumentaram. Gongalves et al. (2010), apresentaram resultados semelhantes
analisando os niveis séricos de enzimas hepaticas de galinhas poedeiras antes e apos
o pico de postura. De acordo com o autor, 0 aumento na concentragcdo de nutrientes
na dieta, eleva a demanda do sistema hepatico para metabolizagado destes nutrientes,
podendo levar ao rompimento das células hepaticas e consequentemente um
aumento nas concentragdes de suas enzimas. Essa justificativa colabora com o
resultado encontrado no tratamento de maior concentragéo de metionina + cistina pela
técnica da diluicdo (D7), em que foi registrado, para as duas técnicas, a maior
concentracao de ALT no soro. Nesta técnica, todos os aminoacidos estdo em excesso,
aumentando a necessidade de metabolizag&o.

A proteina sérica total (PT) apresentou variagdes significativas entre os niveis
de Met + Cis. De acordo com Schmidt et al. (2007), as concentra¢des das proteinas
plasmaticas totais nas aves variam de 2,5 a 4,5 g/dL, a média obtida foi de 4,38 £ 0,32
g/dL, apontando que apesar do efeito estatistico (p<0,0004), a alteragdo n&o foi
suficiente para ultrapassar os limites fisiolégicos das aves. Kakhki & Zarghi (2016),
nao observaram diferengca nos niveis de proteina total no plasma de galinhas
poedeiras de acordo com a ingestao de metionina+ cistina. A maior concentragao de
PT observada foi de 4,94 g/dL, no tratamento S2 (0,447% de Met + Cis) e a menor
concentragéao foi de 3,96 g/dL no tratamento S4 (0,601% de Met + Cis).

A albumina sérica, por ser um dos componentes da PT, apresentou-se de
maneira semelhante a esta variavel. O maior valor observado foi de 2,12 g/dL para o
tratamento S2 (0,447% de Met + Cis), enquanto que o mesmo nivel para a técnica da
diluicéo foi de 1,74 g/dL. A menor concentragdo de albumina mensurada foi de 1,63
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g/dL, em ambas as técnicas, na diluicéo foi obtida no tratamento D4 (0,601% de Met
+ Cis) e na suplementacgao foi obtida no tratamento S7 (0,806% de Met + Cis).

Para analise dos niveis de acido urico (AU), a maior concentragéo foi observada
na técnica da suplementagao, no tratamento S6 (0,725% de Met + Cis), igual a 3,39
mg/dL. Resultado semelhante, 3,37 mg/dL, foi observado no tratamento D7 (0,806%
de Met + Cis), elaborado pela técnica da diluigdo. A menor concentragao registrada
foi no tratamento D1 (0,415% de Met + Cis), contendo 1,26 mg/dL.

Todas as variaveis séricas avaliadas foram afetadas pelos niveis de Met + Cis
(p <0,05), os desdobramentos para ALT e AST em cada uma das técnicas encontram-

se na Tabela 8.

Tabela 8. Desdobramentos dos niveis de metionina + cistina sobre as concentracdes

séricas de ALT e AST.
ALT (U/L) AST (U/L)

Niveis D S D S

0,415 9,3b 12,0c 161,0 a 164,0
0,447 11,6 ab 18,0 a 143,0 bc 153,5
0,539 12,6 ab 15,0 abc 146,3 abc 126,3
0,601 9,0b 12,3 bc 133,3¢c 158,0
0,663 16,6 a 116 c 155,6 ab 145,0
0,725 13,6 ab 11,3¢c 144.,6 bc 155,5
0,806 15,6 a 16,6 ab 155,3 ab 159,5

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; D: técnica da diluigdo; S: técnica da
suplementagéo
Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 8. Desdobramentos dos niveis de metionina + cistina sobre as concentracdes

séricas de ALT e AST.

Niveis

0,415 9,3+
11,6

0,477 ab
12,6

0,539 ab

0,601 9,0+

0,663 16,6
13,6

0,725 ab

0,806 15,6




27

ALT: alanina amino transferase; AST: aspartato amino transferase; D: técnica da diluigao; S: técnica da
suplementacéo.

Para a técnica da diluicdo, as médias das concentragcdes de ALT n&o diferiram
entre si para os tratamentos D2, D3 e D6. Os tratamentos D5 e D7 diferiram
significativamente dos tratamentos D1 e D4. Para a técnica da suplementagéo, o
segundo nivel (S2) diferiu significativamente dos tratamentos S1, S5 e S7, ndo houve
diferenca entre os demais. Considerando a enzima AST, na técnica da diluicdo,
somente as meédias dos tratamentos D1 e D4 apresentaram diferencga significativa.
Para a técnica da suplementagéo, ndo houve diferenga significativa entre as médias

dos tratamentos. Os desdobramentos para PT, Alb e AU encontram-se na Tabela 10.

Tabela 9. Desdobramentos dos niveis de metionina+cistina sobre as concentracdes
séricas de proteita total, albumina e acido urico.

PT (g/dL) Alb (g/dL) AU (mg/dL)

Niveis D S D s D s

0,415 4,3 ab 4,0 16¢ 1,6 1,2d 3,0
0,447 4,4 ab 4,9 1,7 be 2,1 2,1 cd 3,0
0,539 42b 4,1 1,8 abc 1,8 1,5 cd 3,9
0,601 4,0b 3,9 1,6 C 1,6 1,8 cd 3,3
0,663 48a 4,6 2,0 ab 1,9 2,2 be 3,2
0,725 49a 4,0 2,0a 1,7 3,0 ab 3,3
0,806 4,8a 4,0 2,0a 1,6 3,3a 3,1

PT: proteina total; Alb: albumina, AU: acido Urico; D: técnica da diluigdo; S: técnica da suplementagio.
Médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Em relacdo ao acido urico, na técnica da diluicdo, os tratamentos D1 e D7
diferiram significativamente entre si, ndo houve diferenga entre os demais
tratamentos. Dentre as médias obtidas pela técnica da suplementagdo, nao houve
diferencga significativa entre os diferentes niveis.

O acido urico é o principal produto gerado pelas aves no metabolismo de
nitrogénio (Schmitd et al,2007). Donsbough et al (2010), concluiu em sua pesquisa
com frangos de corte, que o0s niveis séricos de acido urico podem ser usados como
indicadores da utilizagao de aminoacidos das dietas. O autor observou que os animais

alimentados com as dietas formuladas pela técnica da diluigdo, os niveis plasmaticos
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de AU foram numericamente menores que os dos animais alimentados com dietas
formuladas pela técnica da suplementagao, corroborando com os achados deste
trabalho. Em contrapartida, Kakhki & Zarghi (2016), ndo observaram diferengca nos
niveis de acido urico no plasma de galinhas poedeiras de acordo com a ingestao de
Met + Cis, possivelmente pela baixa amplitude dos tratamentos estabelecidos em seu
estudo.

De acordo com Saki et al (2015), a concentragdo plasmatica de acido urico
pode reduzir com o melhor balangco de aminoacidos na dieta, fato que ocorre na
técnica da diluicido, as concentragdes de AU foram numericamente maiores na técnica
da suplementacdo e indicam uma maior demanda renal para excrecao dos
aminoacidos excedentes. Desta forma, conclui-se que ainda que ambas as técnicas
apresentem aminoacidos em excesso em alguns tratamentos, o balango de
aminoacidos constante proposto na técnica da diluicdo reduz a excregdao dos

aminoacidos excedentes.

Conclusoes

A técnica da diluicdo e a técnica da suplementacao utilizadas para a formulagao
de dietas experimentais n&o diferiram nos efeitos sobre o considerando o
desempenho das aves. Em relacdo as caracteristicas histoldégicas e bioquimicas
apresentadas, as duas técnicas também apresentaram resultados semelhantes. A
maior parte das diferengas obtidas entre os parametros avaliados foi associado aos

niveis de metionina + cistina digestivel em detrimento da técnica utilizada.
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