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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos de
niveis de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis e da suplementacdo de vitamina Bg
sobre o desempenho, varidveis sanguineas, caracteristicas de carcaca, qualidade de
carne e a expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo da metionina de
suinos machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg. No experimento I, foram
utilizados 56 suinos machos castrados, com peso médio inicial de 75,11 + 1,84 Kg;
distribuidos em um delineamento experimental de blocos casualizados, num esquema
fatorial 2x4, constituido de dois niveis suplementares de vitamina Bg (1,58 e 3,58
mg/kg) e quatro niveis de Met+Cis digestiveis (0,350; 0,450; 0,550 e 0,650%), com sete
repeticdes e um animal por unidade experimental. No experimento 11, foram utilizados
56 fémeas suinas, com peso médio inicial de 75,06 + 1,68 Kkg; distribuidas em
delineamento experimental idéntico ao do experimento I, com excecdo dos niveis de
Met+Cis digestiveis, que foram de 0,370; 0,470; 0,570 e 0,670%. N&o foram observadas
interacdes (P > 0,05) entre suplementacdo de vitamina Bg e 0s niveis de Met+Cis
digestiveis estudados (experimentos | e Il). Os niveis de Met+Cis digestiveis nédo
influenciaram o desempenho dos suinos. Foi observado reducéo (P < 0,01) na espessura
de toucinho e aumento (P = 0,01) no rendimento de carne magra de suinos machos
castrados, a medida que os niveis de Met+Cis digestiveis aumentaram nas races. A
suplementacdo de 3,58 mg de vitamina Bg/kg de ragdo proporcionou maior
profundidade do musculo Longissimus dorsi (P = 0,05) e melhor converséo alimentar (P
= 0,05) (Experimento I). As concentracOes plasmaticas de triglicerideos apresentaram
uma resposta quadréatica (P < 0,01) em funcdo dos niveis de Met+Cis digestiveis, em
que as menores concentragdes foram estimadas para os niveis de 0,496 e 0,575%
(experimentos | e Il, respectivamente). Houve aumento linear (P = 0,01) dos niveis

séricos de homocisteina em fungdo do aumento dos niveis de Met+Cis na racdo dos
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machos, contudo, estes niveis foram semelhantes (P > 0,05) para as fémeas. Nao houve
efeito dos tratamentos sobre a expressdo génica das enzimas metionina sintase e
cistationina-y-lyase, em ambos 0s sexos. Foi observado um aumento linear (P < 0,05) na
perda de liquido por descongelamento e uma resposta quadratica para a perda de liquido
por coccdo e forca de cisalhamento em funcdo dos niveis de Met+Cis digestiveis
(experimentos | e 1I). Conclui-se que as exigéncias de Met+Cis digestiveis para suinos
machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg, sdo inferiores a 10,46 g/dia (0,350%) e
10,60 g/dia (0,370%), respectivamente, com base em varidveis de desempenho e
qualidade de carne, e altos niveis destes aminoacidos reduzem a espessura de toucinho e
elevam a concentracdo sanguinea de homocisteina nos suinos machos castrados.
Palavras-chave: aminodcidos sulfurados, caracteristicas de carcaca,

desempenho, expressao génica, homocisteina, qualidade de carne



ABSTRACT

Two experiments were conducted to evaluate the effect of the digestible
methionine+cystine (Met+Cys) levels and Bg vitamin supplementation on performance,
blood variable, carcass characteristics, meat quality and gene expression of enzymes
involved in the methionine metabolism of barrows and gilts from 75 to 100 kg. In
experiment I, fifty six barrows were used, averaging 75.11 + 1.84 kg of initial weight,
allotted in a completely randomized block design arranged in a 2x4 factorial scheme,
composed by two supplementing Bg vitamin levels (1.58 e 3.58 mg/kg) and four
digestible Met+Cys levels (0.350, 0.450, 0.550 and 0.650%), with seven replicates and
one animal per experimental unit. In experiment Il, fifty six female pigs were used,
averaging 75.06 + 1.68 kg of initial weight, distributed in identical design experiment I,
except for digestible Met+Cys levels, what were of 0.370; 0.470; 0.570 and 0.670%. No
interactions (P > 0.05) between Bg vitamin supplementation and digestible Met+Cys
levels were observed (experiments | and Il). The digestible Met+Cys levels did not
affect pig performance. Was observed reduction (P < 0.01) in backfat thickness and
increased (P = 0.01) in the yield of lean meat of barrows, as the increased digestible
Met+Cys levels in diets. Supplementation of 3.58 mg vitamin Bg/kg diet provided
greater depth of Longissimus dorsi (P = 0.05) and better feed conversion (P = 0.05)
(Experiment 1). Plasma triglyceride concentrations presented a quadratic response (P <
0.01) as a function of digestible Met+Cys levels, wherein the lowest concentrations
were estimated for the levels of 0.496 and 0.575% (experiments | and Il, respectively).
There was a linear increase (P = 0.01) in serum homocysteine levels due to the increase
of Met+Cys levels in the diet of males, however, these levels were similar (P > 0.05) for
females. Treatments did not affect the gene expression of the methionine synthase and
cystathionine-y-lyase enzymes in both sexes. Was observed a linear increase (P < 0.05)

in loss of liquid by thawing and one quadratic response for the fluid loss by cooking and
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shear force as a function of digestible Met+Cys levels (experiments | and II). It is
concluded that the requirements of digestible Met+Cys for barrows and gilts from 75 to
100 kg are lower than 10.46 g/day (0.350%) and 10.60 g/day (0.370%), respectively,
based on performance variables and meat quality, and high levels of these amino acids
reduce backfat thickness and increase the homocysteine blood concentration in barrows.

Keywords: carcass characteristics, gene expression, homocysteine, meat quality,

performance, sulfur amino acids



|. INTRODUCAO

Em sistemas intensivos de producdo de suinos, que visam obter alimentos para
consumo humano, a maior parte dos custos concentra-se nas despesas com a
alimentacdo. Estima-se que tal despesa represente de 70 a 80% do custo total de
producdo e as fontes proteicas apresentam uma contribuicdo de aproximadamente 25%
neste custo. Diante disto, pesquisas relacionadas a nutricdo podem melhorar a eficiéncia
alimentar e reduzir os custos de producdo, possibilitando aumento na produtividade.

Suinos necessitam de quantidades adequadas de aminoacidos nas racdes para
atender suas exigéncias de mantenca e deposicdo corporal de proteina (Abreu et al.,
2014). Consumos de aminoacidos abaixo ou acima das exigéncias bioldgicas do animal
pode restringir a taxa e a eficiéncia de crescimento. Por outro lado, o nivel adequado de
aminoacidos na racdo pode melhorar a eficiéncia alimentar, a taxa de crescimento e,
consequentemente, aumentar o rendimento econémico da atividade suinicola.

Neste sentido, o principal conceito empregado nas pesquisas modernas de
nutricdo aminoacidica para suinos é o da proteina ideal, segundo o qual é necessario
fornecer aos animais o balanco exato de aminoacidos, sem deficiéncias ou excessos,
com o objetivo de satisfazer as exigéncias de mantenca e maximo ganho de proteina
corporal (Zaviezo, 1998). Com base neste conceito, todos 0s aminoacidos necessarios
aos animais devem ser fornecidos em quantidades suficientes para atender a exigéncia
minima, evitando excessos e custos extras, além de reduzir a excre¢do de nitrogénio
para o ambiente (Van Milgen & Dourmad, 2015).

Contudo, os constantes avangos obtidos na area do melhoramento genético, para
selecdo de suinos com maior potencial para deposicdo de carne magra, vém exigindo
uma reavaliacdo constante das exigéncias nutricionais, uma vez que, mudangas nas
deposicBes de tecidos corporais podem gerar diferencas na exigéncia diéria de

nutrientes, sobretudo de aminoacidos (Santos et al., 2007). Alem disso, na fase de
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terminacdo, suinos de sexos diferentes apresentam diferencas no desempenho e nas
caracteristicas de carcaca, influenciando suas exigéncias nutricionais. De uma forma
geral, machos castrados cirurgicamente consomem mais racdo e ganham peso mais
rapidamente do que as fémeas. Entretanto, as fémeas sdo mais eficientes em converter
alimento para ganho de peso, pois depositam maior porcentagem de tecido muscular e
menor de tecido adiposo em relagdo aos machos castrados. Como possuem taxa de
deposicdo de tecido magro maior e consumo inferior ao dos machos castrados, as
exigéncias de aminoacidos das fémeas geralmente séo superiores (Hahn & Baker, 1995;
Frantz et al., 2009).

Entre os aminodcidos, a metionina, juntamente com a cistina (Met+Cis) ou
simplesmente aminoacidos sulfurados (AAS), se destaca como um dos principais
aminoéacidos a ser considerado na formulagéo das racdes para suinos, sendo considerado
0 segundo amino&cido limitante para animais em terminagdo (Oliveira Neto, 2014) em
dietas a base de milho e farelo de soja. Dentre as fung¢bes conferidas a metionina, a
principal € ser substrato para sintese de proteinas, sendo precursora de outros
aminoéacidos, notadamente da cisteina que, assim como a metionina, também é utilizada
para a sintese de proteina corporal (Brosnan & Broshan, 2006). Na forma de S-
adenosilmetionina (SAM), a metionina é doadora de grupos metil (CHs3) para uma
infinidade de substancias corporais (como creatina), estando ainda envolvida na sintese
de poliaminas (Nelson & Cox, 2014). A cisteina, por sua vez, esta envolvida na sintese
de proteinas do pélo e de outros componentes corporais importantes, como a glutationa
(Stipanuk & Ueki, 2011).

Nas ultimas décadas, varias pesquisas dedicaram-se ao estudo da homocisteina,
um metabolito do ciclo da metionina. Em niveis normais, a homocisteina desempenha
funcBes essenciais no organismo animal. Porém, seu excesso pode desencadear um
quadro de hiper-homocisteinemia, com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
em humanos e animais (Stahlk et al., 2004; Franca et al., 2006; Huang et al., 2008;
Thaler et al., 2013).

O metabolismo, em geral, mantém as concentra¢fes de homocisteina em niveis
baixos, mas a sua elevacdo no sangue possui causas multifatoriais, como fatores
patoldgicos e fisiologicos, mas principalmente fatores genéticos e nutricionais (Amorin
et al., 2011). Dentre as bases nutricionais, encontram-se a deficiéncia de vitaminas que

estdo envolvidas no metabolismo da homocisteina, como as vitaminas Bg (piridoxina),
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B, e folato, ou a um excesso de metionina na dieta (Shoveller et al., 2004; Franga et al.,
2006; Zhang et al., 2009; Xie et al., 2014; Martinez-Vega et al., 2015).

Entre as vitaminas, a Bg desempenha importante funcdo no metabolismo da
metionina e no controle dos niveis sanguineos de homocisteina. Na sua forma ativa,
piridoxal-fosfato (PLP), a vitamina Bg serve de cofator enzimatico para trés enzimas do
metabolismo da metionina: serina-hidroximetil-transferase (SHMT), cistationina [-
sintase (CBS) e cistationina-y-lyase (CGL), sendo as duas Ultimas relacionadas a via da
transulfuracdo, considerada a principal via de eliminacdo do excesso de homocisteina
(Brosnan & Brosnan, 2006). No entanto, séo escassos 0s estudos envolvendo metionina
e vitamina Bs, 0 que justifica a realizacdo de pesquisas com esse prop0sito para suinos.

Da mesma forma, o conhecimento dos mecanismos subjacentes ao metabolismo
da metionina requer informagbes mais detalhadas, como os mecanismos pelos quais
nutrientes especificos regulam a expressdo de determinados genes relacionados ao
metabolismo deste aminoécido. Essas interacdes sdo estudadas pela genémica da
nutricdo, ciéncia conhecida como nutrigendmica (Goncgalves et al., 2009). Desta
maneira, analises da expressdo de genes, relacionados ao metabolismo da metionina,
juntamente com os de concentracdo de metabdlitos, como a homocisteina, podem
melhorar a compreensao da fisiologia animal frente a diferentes estratégias nutricionais.

Além de melhorar o desempenho dos animais, a utilizacdo de aminoacidos
industriais pode resultar em melhorias nas caracteristicas de carcaca e na qualidade da
carne suina. Apesar disso, ao contrario de aminoacidos como a lisina e o triptofano,
existem poucas informacdes a respeito do efeito da suplementacdo com Met+Cis sobre
caracteristicas da carcaca, como rendimento de carne magra (RCM) e espessura de
toucinho (ET) e de atributos de qualidade da carne, como cor, capacidade de retencdo de
agua e maciez.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos dos
niveis de Met+Cis digestiveis e da suplementacdo de vitamina Bg sobre o desempenho,
variaveis sanguineas, caracteristicas de carcaga, qualidade de carne e a expressdo génica
de enzimas do metabolismo da metionina de suinos machos castrados e fémeas, dos 75
aos 100 kg.
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1. Revisao de Literatura

1.1. Importancia dos aminoacidos na nutri¢do de suinos

Durante muitos anos, a formulacdo de racdes para suinos foi baseada no conceito
de proteina bruta, fazendo com que na maioria das vezes as dietas apresentassem niveis
de amino&cidos desbalanceados e em excesso. Diferentemente dos carboidratos e
lipidios, os aminoacidos ndo podem ser armazenados no corpo dos animais e, todo o
excesso deve ser catabolizado (desaminacgdo), representando um gasto extra de energia
para o organismo. O nitrogénio resultante pode ser utilizado para a sintese de outros
compostos nitrogenados ou simplesmente excretado nos dejetos (poluicdo ambiental),
enguanto a cadeia carbbnica é predominantemente utilizada como fonte de energia,
funcdo que os carboidratos e lipidios podem exercer a um custo mais baixo (Nones,
2002; Moreira & Pozza, 2014).

Funcionalmente, a proteina dietética fornece aminoacidos que sdo os nutrientes
essenciais utilizados pelo organismo. Quantitativamente, a proteina é um nutriente
dispendioso na dieta de suinos e sua conversdo em tecidos animais requer a digestdo, a
absorcdo e o metabolismo pds-absortivo dos aminoacidos derivados. Desta forma, o
aporte adequado de proteina na dieta depende da capacidade da mesma em proporcionar
aminoacidos em quantidades e propor¢des adequadas (NRC, 2012).

Com base na observacdo de que a composicdo de aminoacidos da proteina
dietética de alta qualidade, para animais em crescimento, se assemelha a composicéao de
aminoacidos do tecido dos animais, foi desenvolvido o conceito de expressar as
exigéncias de aminoacidos na dieta como um perfil ideal de aminoacidos. O perfil ideal
mais tarde tornou-se conhecido como "proteina ideal" e, apesar de existir ha mais de 50
anos (Mitchell, 1964), ainda é muito relevante. O pressuposto € que um padrdo proteico
alimentar ideal contém o equilibrio entre todos os aminoacidos, sem deficiéncias nem
eXCess0s, necessarios para a manutencdo e o crescimento da espécie (Zaviezo, 1998).

Desta forma, o conceito de proteina ideal trouxe a oportunidade de realizar uma
nutricdo de precisdo, na qual todos os aminoacidos necessdrios aos animais Sao
fornecidos em quantidades suficientes para atender a exigéncia minima, evitando
excessos e custos extras, além de reduzir a excre¢do de nitrogénio para o ambiente
(Bertechini, 2012; van Milgen & Dourmad, 2015).
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Os aminoacidos da proteina ideal sdo geralmente expressos em propor¢des ideais
ou percentagens de um aminodcido referéncia. Convencionalmente, o aminoécido
utilizado como referéncia é a lisina (100%). Segundo Aradjo & Sobreira (2008), a lisina
é utilizada como referéncia por quatro razbes principais. Em primeiro lugar, a lisina é
um aminodcido estritamente essencial, ndo havendo nenhuma via de sintese endogena.
Seu metabolismo esta orientado principalmente para deposicdo de proteina corporal.
Além disso, hd uma grande quantidade de dados existentes sobre a digestibilidade e as
exigéncias de lisina para suinos. Por ultimo, sua analise laboratorial, para a
determinacdo dos seus niveis nos ingredientes, racdes e tecidos é precisa e relativamente
simples.

Dentro do conceito de proteina ideal, a lisina, juntamente com a metionina, a
treonina e o triptofano, sdo considerados os aminodcidos mais limitantes nos
ingredientes das racbes para suinos (Hahn & Baker, 1995; Fraga, 2008), e suas
exigéncias sdo geralmente atendidas com fontes industriais de aminoacidos, como L-
lisina, DL-metionina, L-treonina e L-triptofano (Moura, 2004).

No entanto, a reducdo acentuada da concentracao proteica implica na necessidade
de inclusdo de outros aminoacidos como, por exemplo, a valina e a isoleucina (Le
Bellego & Noblet, 2002). Além disso, o fornecimento total de proteina da dieta deve ser
suficiente para proporcionar nitrogénio necessario para a sintese de aminoacidos néo
essenciais e condicionalmente nao essenciais (Van Milgen & Dourmad, 2015).

Cabe ressaltar que a sintese de aminoacidos ndo essenciais tem uma demanda
energética e o correto balanco entre aminoacidos essenciais e nao-essenciais pode
proporcionar maior eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio da dieta. Em suinos, esta
relacdo deve estar em torno de 50/55-45, para permitir a retencdo de nitrogénio e a sua
Otima utilizacdo (Wang & Fuller, 1989; Lenis et al., 1999).

1.2. Exigéncias de AAS para suinos

A metionina caracteriza-se como um aminoacido sulfuroso que juntamente com a
cisteina sdo os dois unicos envolvidos na formagdo de proteina animal que contém

enxofre em sua estrutura quimica (Figura 1) (Ren et al., 2013).
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Figura 1. Formula estrutural dos aminoécidos L-metionina e L-cisteina. Fonte:
Adaptado de Ren et al. (2013).

A metionina é considerada um aminoacido essencial para suinos em todas as fases
de criacdo (Rostagno et al., 2011 NRC, 2012). A cisteina, por outro lado, pode ser
sintetizada a partir da metionina, sendo comumente classificada como aminoécido
nutricionalmente ndo essencial. Contudo, em condi¢Oes de deficiéncia de metionina a
cisteina passa a ser um aminoacido essencial, sendo melhor classificado como
condicionalmente ndo essencial (Lewis, 2003; NRC, 2012). Esta relacdo metabolica
entre os aminoacidos metionina e cisteina explica o porqué das suas exigéncias serem
expressas em conjunto, como metionina+cisteina, ou simplesmente como AAS.

Entretanto, a cisteina é instavel em solucdo, sendo facilmente oxidada em seu
dimero, a cistina, com o nimero de moles igual a metade do nimero de moles da
cisteina (Lewis, 2003). Por esta razéo, a cistina € normalmente considerada em um
contexto nutricional, e as exigéncias de AAS geralmente sdo expressas como Met+Cis.

De modo geral, parte das exigéncias em Met+Cis dos suinos podem ser atendidas
com a suplementacdo de fontes industriais de cisteina e/ou cistina. Entretanto, a
utilizacdo de cisteina ou cistina ndo é de interesse comercial, principalmente por que a
cisteina ndo pode ser convertida em metionina e pelo alto custo destes produtos. Outra
razdo reside no fato que, as formas D-cisteina e D-cistina ndo possuem atividade
bioldgica para suinos, devendo ser fornecida a L-cisteina ou a L-cistina, caso se queira
utilizar essa fontes de AAS nas racdes (Oliveira Neto, 2014). Por outro lado, os
isbmeros D, L e a forma comercial DL-metionina sdo eficientemente utilizados pelos
suinos (Reifsnyder et al., 1984; Chung & Baker, 1992), sendo normalmente utilizados
para atender as exigéncias em AAS desta espécie.

Entre os aminoacidos, a Met+Cis é considerada como o segundo aminoacido

limitante para suinos em terminacao (Oliveira Neto, 2014), em dietas a base de milho e
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farelo de soja, logo, a determinacdo adequada das suas exigéncias se torna necessaria
para garantir o0 maximo desempenho dos animais. Como ja mencionado, o nivel dos
aminoacidos devem estar sempre correlacionados com o contetudo de lisina na racédo
(proteina ideal). Apesar disso, as relacfes de Met+Cis com a lisina (Met+Cis:Lis)

encontradas na literatura, para suinos em terminacgdo, sao bastante variaveis (Tabela 1).

Tabela 1. Exigéncias de Met+Cis e sua relagdo com a lisina, para suinos, em fase de

terminacéo

Peso Sexo Variaveis Met+Cis Met+Cis:Lis Autores

(ka) (%) (%)

72-104 Fémeas CA, GPD <0,350 <0,50 Loughmiller et al. (1998)

74-110# Fémeas CA, GPD <0,306 <0,47 Knowles et al. (1998)
RDG 0,423 0,65

60-95 Machos CA, RCM 0,507 0,63 Santos et al. (2007)

85-109* Machos CA, GPD <0,505 <0,54 Pena et al. (2008)
RDC 0,617 0,66

97-125* Misto CA 0,599 0,58 Frantz et al. (2009)

95-125 Machos CA, GPD <0,427 <0,57 Santos et al. (2011)

CA = Conversdo alimentar; GPD = Ganho de peso didrio; RCM = Rendimento de carne magra; RDG =
Reducéo de deposicdo de gordura na carcaga; RDC = Reducdo de colesterol no toucinho e no lombo.
#Aminoacidos totais. *Suplementados com 5 ppm de ractopamina.

Rostagno et al. (2011) propdem exigéncias de 0,497% e 0,535% de Met+Cis para
suinos machos castrados e fémeas, dos 70 aos 100 kg, respectivamente, 0 que equivale a
uma relagdo com a lisina de 0,60%, para ambos os sexos. O NRC (2012) sugere
requerimentos de metionina + cisteina de 0,400% e 0,440%, para suinos machos
castrados e fémeas, respectivamente, dos 75 aos 100 kg. Ao contrario do proposto por
Rostagno et al. (2011), a relagcdo dos AAS com a lisina apresentados pelo NRC (2012)
variam entre 0s sexos, sendo maiores para 0s machos castrados (0,58%) em relacdo as
fémeas (0,57%). Essas divergéncias sugerem que o assunto ainda demanda avaliaces,
evidenciando a necessidade de novas pesquisas acerca do melhor nivel de Met+Cis
digestivel para suinos na fase de terminagdo. Além disso, essas publicacdes apresentam
valores médios, sendo, as vezes, insuficientes e pouco flexiveis para otimizar o
desempenho dos animais nas diferentes situagdes, havendo, a necessidade de constante

atualizacdo de suas recomendacdes.
1.2.1. Fatores que influenciam as exigéncias de AAS para suinos

Embora o perfil da proteina ideal seja muitas vezes assumido como constante, a

relacdo de alguns aminoéacidos com a lisina ndo € sempre fixa, podendo variar de acordo
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com a genética, peso corporal, tipo sexual, além de fatores ambientais como
temperatura e status sanitario das instalacbes dos animais (Moura et al., 2006; van
Milgen & Dourmad, 2015).

As exigéncias de AAS para suinos em terminacdo representam o somatorio das
necessidades de mantenca e de retencdo proteica. Segundo Abreu et al. (2014), os
principais determinantes das exigéncias de aminoacidos para mantenga sdo as perdas
enddgenas intestinais, que sdo influenciadas pelo consumo alimentar e pelas perdas de
tegumentos (descamacéo epitelial e cerdas), que sao influenciados pelo peso metabdlico
(PV®™) e pelo catabolismo minimo de aminoécidos (turnover proteico e sintese de
compostos nitrogenados essenciais). Ja as exigéncias para retencdo proteica estdo
diretamente associadas com o potencial genético do animal para deposicdo de proteina
no organismo (NRC, 2012).

A suinocultura moderna trabalha com animais de linhagens especializadas para
producdo de maior rendimento de carne na carcaca (deposicdo de proteina). Estes
animais exigem mais lisina para o crescimento do que suinos de pior desempenho
(Abreu et al., 2014). Porém, diferente da lisina, as exigéncias de AAS para suinos em
terminacdo é controlada pela necessidade de mantenca, e ndo pela necessidade para
deposicdo de proteina, portanto, ndo aumenta proporcionalmente as exigéncias de lisina
qguando ha aumento na deposicdo de proteina (Mavromichalis & Cera, 2001; Pena et al.,
2008). Desta forma, a relacdo de AAS com a lisina deve diminuir em animais com
maior potencial genético para retencdo proteica. Isto também é valido para animais
suplementados com ractopamina, B-agonista adrenérgico que aumenta a deposicao
muscular (Mavromichalis & Cera, 2001; Armstrong et al., 2004; Frantz et al., 2009).

Segundo Chung e Baker (1992) e Yang et al. (1997), os aminoacidos com maior
envolvimento em processos fisioldgicos relacionados a manutencdo, como a Met+Cis,
apresentam suas relagdes com a lisina aumentadas em fungédo da idade ou peso corporal.
Loughmiller et al. (1998) reiteram ainda que o aumento das relacbes Met+Cis:Lis €
mais expressivo a partir dos 50 kg, quando os requerimentos para mantenga continuam
a aumentar, mas a taxa proporcional de deposicdo de proteina diminui. Apesar deste
consenso, existem poucos trabalhos na literatura que avaliaram a exigéncia de AAS para
suinos em terminagé&o.

Na fase de terminacdo, suinos de sexos diferentes apresentam diferencas no
desempenho e nas caracteristicas de carcaca, influenciando suas exigéncias nutricionais.

As tabelas de exigéncias nutricionais (Rostagno et al., 2011; NRC, 2012) geralmente



27

classificam os suinos na fase de terminagdo como machos inteiros, fémeas e machos
castrados. O National Research Council (NRC, 2012) apresenta ainda as exigéncias
nutricionais para suinos machos imunocastrados.

De uma forma geral, machos castrados cirurgicamente consomem mais racao e
ganham peso mais rapidamente que as fémeas. Entretanto, as fémeas sdo mais eficientes
em converter alimento para ganho de peso, pois depositam maior porcentagem de tecido
muscular e menor de tecido adiposo em relacdo aos machos castrados. Como possuem
taxa de deposicdo de tecido magro maior e consumo inferior ao dos machos castrados,
as exigéncias de aminoacidos das fémeas sdo superiores (Hahn & Baker, 1995; Grandhi
& Nyachot, 2002; Frantz et al., 2009). Por fim, machos inteiros e imunocastrados
apresentam maior deposicdo de carne magra na carcaca, 0 que justifica sua maior
exigéncia em aminoacidos quando comparado as fémeas e aos machos castrados
cirurgicamente (Clapper et al., 2000; Grandhi & Nyachot, 2002; Dunshea, 2010).

As condi¢bes ambientais (temperatura e status sanitario) em que vivem os animais
também podem influenciar as exigéncias de aminoacidos, e devem sempre ser levados
em consideracdo ao se formular ra¢fes para suinos. A presenca de microrganismos que
infectam 0s animais e que atuam sobre o sistema imune e sobre a capacidade de ganhar
peso corporal alteram toda a fisiologia e, consequentemente, as rotas metabolicas dos
nutrientes, modificando a exigéncia de aminoacidos ou qualquer outro nutriente
(Oliveira Neto, 2014; Rakhshandeh et al., 2014).

Aminoacidos com maior envolvimento na deposi¢do proteica, como € 0 caso da
lisina, apresentam acentuada reducdo das suas exigéncias quando 0s animais Sao
mantidos em ambientes com condicdes sanitarias deficientes (Williams et al., 1997).
Por outro lado, a relacdo entre AAS e lisina deve ser maior em animais submetidos a
alto desafio sanitario (Stahly, 1998; Capozzalo et al., 2014; Rakhshandeh et al., 2014).
Segundo Machado & Fontes (2006), os AAS sdo majoritarios nas proteinas associadas
as funcbes de manutencdo, representando 4,9%, e minoritarios nas proteinas
musculares, em que representam aproximadamente 1,6%.

A temperatura ambiente elevada também é reconhecida por alterar a relagdo entre
AAS e lisina (Oliveira Neto, 2003). De acordo com Ferreira (2005), a temperatura
critica superior para suinos na fase de terminacdo é de 27°C e, quando a temperatura do
meio ambiente se eleva acima do limite superior da Zona de Conforto, o sistema
termorregulador ¢ ativado para manter o equilibrio térmico entre o animal e 0 meio. A

mudanga no metabolismo ocasiona um desvio de nutrientes disponiveis para producao,
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reduzindo a taxa e a eficiéncia de sua utilizacdo para o crescimento corporal,
modificando a exigéncia nutricional dos animais (Brumano, 2008).

Trabalhando com suinos dos 30 aos 60 kg em temperaturas ambientais de
conforto (22°C) e estresse térmico (32°C) Kiefer et al. (2005a,b) inferiram que as
exigéncias nutricionais de Met+Cis dos suinos (0,549%), mantidos em ambiente de
conforto térmico, é superior a exigéncia para méximo ganho de peso em suinos
mantidos em ambiente de alta temperatura (0,527%). Isto, em partes, pode ser explicado
pela maior deposicdo de proteina nos animais mantidos em ambiente termoneutro
(122g) em relagdo aos mantidos em ambiente de alta temperatura (108g). Nestas
condicGes, espera-se uma reducdo mais acentuada nas exigéncias de aminoécidos com
maior envolvimento na deposicdo proteica, como é o caso da lisina, aumentando a

relacdo entre AAS e lisina.

1.3. Metabolismo e func¢des dos AAS

A metionina possui um complexo metabolismo no organismo dos animais (Figura
2). Para melhor entendimento, este metabolismo foi dividido em trés vias, a
transmetilacéo, remetilacdo e a transulfuragdo, que serdo discutidas a seguir.

Na etapa de transmetilacdo, que corresponde a passagem da metionina a
homocisteina, inicialmente a enzima metionina-adenosil-transferase (MAT) catalisa a
transferéncia da adenosina, proveniente de uma molécula de ATP para a metionina,
transformando-a na sua forma ativa, a SAM. Essa reacdo € incomum, pelo fato do
atomo de enxofre nucleofilico da metionina atacar o carbono 5' da ribose do ATP, ao
invés de atacar um dos atomos de fosforo. Posteriormente, a SAM doa seu grupamento
CHj; para um aceptor, formando S-adenosil-homocisteina (SAH). Esta reacdo €
catalisada por uma variedade de metil-transferases (MT) envolvendo uma variedade de
aceptores (Brosnan & Brosnan, 2006; Nelson & Cox, 2014). Segundo Brosnan et al.
(2007a) e Williams & Schalinske (2007), a SAM é considerada o cofator metilante mais
potente do organismo, essencial para a biossintese de varios componentes celulares,
sendo ainda utilizada na sintese de poliaminas.

A SAH, gerada nas reagdes de metilacdo, € hidrolisada com apoio da enzima
adenosil-homocisteina-hidroxilase (SAHH), formando homocisteina e adenosina
(Nelson; Cox, 2014). Embora seja uma reagdo reversivel, com um equilibrio que

favorece a formacdo de SAH a partir de homocisteina, sob condi¢bes normais a
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remocdo rapida da homocisteina garante que a reacdo prossiga a partir de SAH para
homocisteina (Sharma et al., 2006).
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Figura 2. Metabolismo da metionina pelas vias da transmetilacdo (TM), remetilacao
(RM) e transulfuracdo (TS). Fonte: Adaptado e expandido de Brosnan & Brosnan
(2006) e Nelson & Cox (2014).

A metionina pode ser regenerada no metabolismo animal pela transferéncia de um
grupo metil para a homocisteina. Esta via € denominada de remetilacdo e quando
combinada com a transmetilacdo compreende o ciclo da metionina, que ocorre
majoritariamente ou em todas as células animais (Brosnan & Brosnan, 2006). O agente
metilante da homocisteina é o N°-metiltetraidrofolato, com intervencdo da metionina
sintase (MS), enzima expressa na maioria dos tecidos, principalmente no coragdo,
musculo esquelético e pancreas. O grupo metil € inicialmente transferido para a
cobalamina, derivada da vitamina B;,, formando metilcobalamina, que é usada como
doadora de grupo metil para a regeneracdo da metionina e do tetraidrofolato (Nelson &
Cox, 2014).
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A forma oxidada do tetraidrofolato ¢ uma vitamina (folato ou vitamina B9),
convertida por meio de duas etapas em tetraidrofolato, pela acdo da enzima diidrofolato-
redutase. A fonte principal de unidades de carbono para o tetraidrofolato é a remocéo do
carbono da serina, em sua conversio em glicina, produzindo N°N°-
metilenotetraidrofolato. Esta reacdo é catalisada pela SHMT, uma enzima dependente
da coenzima PLP, a forma ativa da vitamina Bs. Em seguida, o N°N-
metilenotetraidrofolato é convertido a N°-metiltetraidrofolato em uma reacéo
irreversivel  catalisada pela N N-metileno-tetraidrofolato-redutase  (MTHFR),
utilizando o NADH como doador de elétrons. Ao doar seu grupo metil para a
homocisteina, o N>-metiltetraidrofolato é reconvertido em tetraidrofolato, fechando uma
sequéncia de reacdes que é denominada ciclo do folato (Nijhout et al., 2006; Reed et al.,
2006; Nelson & Cox, 2014).

Desta forma, a reagdo de metilagdo da homocisteina, catalisada pela MS, é
importante ndo apenas para a resintese da metionina, mas também para a conversao do
N>-metiltetraidrofolato em tetraidrofolato, forma da vitamina que pode ser utilizada para
a biossintese de nucleotideos (Matthews et al., 1998).

O grupo CHjs utilizado na remetilagdo da homocisteina pode ainda ser doado pela
betaina, em uma reacdo catalisada pela betaina-homocisteina-metil-transferase (BHMT)
com a formacdo de metionina e dimetilglicina. A betaina pode ser obtida a partir da
dieta ou do metabolismo, pela conversdo irreversivel da colina em betaina (Stead et al.,
2006; Reed et al., 2006). Todavia, a via de metilacdo da homocisteina, a partir da
betaina, parece apresentar uma baixa eficiéncia no metabolismo, provavelmente por
causa da limitada distribuicdo da enzima BHMT nos tecidos (Skomial et al., 2004;
Stead et al., 2006). Segundo estes autores, a transcricdo da BHMT é abundante apenas
no figado e no rim, sendo muito limitada no cérebro, coracdo e masculo esquelético.

Reed et al. (2006) reiteram ainda que a concentracdo de homocisteina € diminuida
pela suplementacdo de betaina quando o suprimento de folato é baixo, mas a
concentracdo de homocisteina é relativamente insensivel & betaina quando o status de
folato é normal ou alto.

A homocisteina, formada a partir da metionina, pode ainda ser catabolizada pela
via da transulfuracdo (Figura 2), que consiste na transferéncia do grupo enxofre da
homocisteina para a serina, formando uma molécula de cisteina. O primeiro passo desta
via consiste na condensacdo da homocisteina e serina, catalisada pela enzima CBS,

resultando na formacdo de cistationina, com liberacdo de uma molécula de agua.
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Finalmente a CGL catalisa a hidrolise da cistationina, produzindo cisteina livre, o-
cetobutirato e amonia (Banerjee et al., 2003; Stipanuk, 2004; Stipanuk & Ueki, 2011).
As duas enzimas envolvidas na via de transulfuracdo sdo dependentes da coenzima PLP,
sendo um importante ponto de ligacdo do metabolismo da metionina e da vitamina Bs.

As duas reagdes da via da transulfuragdo sdo irreversiveis, o que explica o
principio nutricional bem conhecido que a cisteina ndo € um amino&cido essencial,
desde que o fornecimento de metionina esteja adequado na dieta, mas a metionina é um
aminoéacido essencial, independentemente da disponibilidade de cisteina (Oliveira Neto,
2014).

Apesar de todas as células serem capazes de realizarem a transmetilacdo e a
remetilacdo, o catabolismo da homocisteina via transulfuracdo é restrito aos tecidos que
contenham tanto CBS como CGL (Quere et al., 1999). Segundo Brosnan et al. (2007a),
a via da transulfuracdo apresenta alta atividade apenas no figado, rins, intestino delgado
e pancreas.

O a-cetobutirato, formado durante a reagdo de hidrolise da cistationina para
formar cisteina, é catabolizado por descarboxilacdo oxidativa, via propionil-CoA, que
entra no ciclo do acido citrico ao nivel de succinil-CoA. Desta forma, o esqueleto
carbdnico da metionina pode ser utilizado para a producdo de glicose e glicogénio, o
que explica a classificacdo deste aminoacido como glicogénico (Stipanuk, 2004; Nelson
& Cox, 2014).

Assim, a via da transulfuracdo é responsavel tanto pela transferéncia de enxofre da
metionina para a serina, para sintetizar cisteina, como também para o catabolismo da

cadeia de carbono da metionina para produzir energia.

1.3.1 Regulacéo do ciclo da metionina

A regulacdo precisa do ciclo da metionina € essencial por duas razdes. Em
primeiro lugar, uma taxa constante de metilacdo deve ser mantida para garantir que o
DNA e outras biomoléculas sejam metilados, apesar das varia¢des diarias na entrada de
metionina e cofatores. Em segundo lugar, embora a remetilacdo da homocisteina seja
essencial para a manutencédo do ciclo, quando a entrada de metionina € baixa, 0 excesso

de homocisteina deve ser removido via transulfuracdo, quando a entrada de metionina €
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alta, visto que o acumulo excessivo de homocisteina no organismo esti associado a
varios tipos de doengas cardiovasculares.

Desta forma, o0 metabolismo da metionina possui mecanismos que regulam suas
trés vias. Na primeira reacdo da via da transmetilacdo, a SAM gerada pela ativacdo da
metionina apresenta controle alostérico sobre as enzimas MAT, responsaveis por
catalisarem esta reagdo. Segundo Reed et al. (2004), existem duas isoformas de MAT no
figado (MAT | e MAT I1I). A atividade da MAT 1 ¢ inibida pelo seu produto, a SAM,
por outro lado, a MAT Ill é estimulada por SAM. Como resultado, a concentracdo de
metionina no ciclo é muito constante, independente da variagdo na entrada de
metionina. Em modelo desenvolvido pelos autores, pode-se observar que a concentracao
de metionina variou apenas 7% quando a entrada de metionina para o sistema foi
variada em 600%. Embora as concentracGes de metionina permaneceram constante por
causa das acOes de MAT | e MAT IlI, a concentracdo do seu produto, a SAM, varia em
proporcao a entrada de metionina para o ciclo.

A sensibilidade da SAM para entrada de metionina ao ciclo, e a sua capacidade
em controlar a atividade de algumas enzimas das vias da remetilacdo e da
transulfuracdo, é fundamental para a regulacdo do metabolismo deste aminoacido. SAM
€ um inibidor alostérico da MTHFR e BHMT, e também um ativador alostérico da
CBS. Assim, quando a entrada de metionina ao ciclo aumenta, uma elevada
concentracdo de SAM reduz a quantidade de grupo metilo no ciclo, por inibir as
atividades das enzimas envolvidas na remetilagdo de homocisteina (MTHFR e BHMT)
e estimular a atividade da CBS, responsavel pela perda irreversivel de homocisteina do
ciclo. Por outro lado, quando a entrada de metionina é baixa, as concentracdes de SAM
diminuem e a atividade da CBS retorna ao normal, conservando homocisteina para
remetilacdo. O resultado deste controle é uma conservacdo de metionina quando as
concentracfes de metionina sdo baixas, e remocdo do excesso de homocisteina quando
as concentracbes de metionina estdo elevadas (Finkelstein, 2000; Stipanuk, 2004;
Prudova et al., 2006; Nijhout et al., 2006). Contudo, a deficiéncia de algumas vitaminas
(Bs, B12 € folato) utilizadas como cofatores enzimaticos pode alterar a atividade das
enzimas envolvidas no metabolismo da metionina, prejudicando o controle das
concentragdes de homocisteina (Lima et al., 2006; Zhang et al., 2009).

O estado oxidativo da célula também possui efeito no controle do metabolismo da
metionina. Segundo Taoka et al. (1999) e Jhee et al. (2000), a enzima CBS ¢é organizada

em uma estrutura de trés dominios funcionais. A parte central da enzima contém o
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nacleo catalitico, que € responsavel pela reacdo catalisada pelo PLP. O dominio C-
terminal é responsavel pela regulacdo alostérica da enzima por SAM, e o dominio N-
terminal contém um grupo heme, que regula a enzima em resposta as condi¢fes redox.
De modo geral, peroxidos aumentam a atividade da CBS, enquanto antioxidantes
diminuem (Vitvitsky et al., 2003). Este efeito regulador da CBS, por sensor redox, pode
permitir que a celula direcione mais metionina para gerar cisteina para a sintese de

glutationa (GSH) durante o estresse oxidativo.

1.3.2. SAM e sintese de biomoléculas

Todos os aminoacidos possuem varias funcdes metabolicas, porém, sua principal
funclo esta relacionada com a formagdo de proteina corporal (massa muscular),
permitindo que os animais alcancem seu maximo potencial genético para ganho de peso
e conversao alimentar (Ren et al., 2013). Dentre os aminoacidos, a metionina merece
destaque especial, pois além de ser o aminoacido iniciador do processo de traducdo da
sintese de proteinas eucaridticas (Nelson & Cox, 2014), promove a formacdo de
produtos especializados de grande importancia no metabolismo.

A metionina, na forma de SAM, é o principal doador de grupamentos CH3z no
organismo animal, sendo exigida para a sintese de importantes biomoléculas (Figura 3),

como a carnitina e a fosfatidilcolina, essenciais para o metabolismo de lipidios.
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Figura 3. Sintese de biomoléculas a partir da SAM. Fonte: Adaptado e expandido de
Brosnan & Brosnan (2006) e Nelson & Cox (2014).
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Segundo Stead et al. (2006) e Amorin et al. (2011) a fosfatidilcolina pode ser
produzida por duas vias biossintéticas diferentes. Cerca de 30% é proveniente da tripla
metilacdo da fosfatidiletanolamina, sendo essa reacdo uma das mais importantes
consumidoras de SAM em mamiferos. Os outros 70% sao sintetizados a partir da colina.

A fosfatidilcolina é o fosfolipidio mais abundante (>50%) nas membranas
celulares de mamiferos e desempenha um papel fundamental na manutencéo de fluidos
de membranas e receptores de membrana celular (Cheng et al., 1996; Zeisel et al.,
2006). Este fosfolipidio desempenha um importante papel na absorcdo intestinal de
lipidios, pois aumenta a solubilidade micelar, formando quilomicrons (Mendes & Brito,
2007). Segundo Cheng et al. (1996), a fosfatidilcolina também ¢é essencial no
metabolismo de lipidios no figado, sendo responsavel pela secrecdo de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL), evitando o seu acimulo neste érgéo.

A carnitina também desempenha importante papel no metabolismo dos lipidios.
Este cofator, derivado dos aminoacidos lisina e metionina (na forma de SAM), esta
envolvido no transporte de acidos graxos de cadeia longa ha membrana mitocondrial. O
Acil-graxo, sintetizado na reacdo entre acido graxo, CoA e ATP, liga-se a carnitina para
compor a Acil graxo-carnitina, possibilitando o seu transporte do citosol para a matriz
mitocondrial, para ser oxidado pela -oxidagdo e gerar energia (Ramsay et al., 2001;
Stephens et al., 2007; Strijbis et al., 2008).

O processo de sintese da carnitina inicia-se com a tripla metilacdo pds-traducédo de
um residuo de lisina, ligada ao peptideo, para formar N°-trimetillisina (TML), utilizando
SAM como doadora de grupos CHs. Em seguida, o TML ¢ liberado pela degradacéo
deste peptideo por lisossomos ou proteossomas. O TML gerado € inicialmente
convertido em 3-hidroxi-TML (HTML) pela acdo de uma dioxigenase, Fe?'-
dependente. A segunda enzima envolvida na sintese da carnitina, a HTML aldolase
(HTMLA) € uma enzima PLP-dependente, sendo responsavel pela clivagem aldolica do
HTML, resultando em 4-N-trimetil-aminobutiraldeido (TMABA) e glicina. O TMABA
gerado é entdo convertido em carnitina, numa sequéncia de duas reacdes envolvendo
uma desidrogenasse (NAD*-dependente) e uma dioxigenasse (Fe?*-dependente) (Vaz &
Wanders, 2002; Strijbis et al., 2009, 2010).

Além do seu envolvimento na sintese de fosfatidilcolina e carnitina a SAM pode
doar seu grupo metil a uma variedade de receptores, sendo essencial para a biossintese
de varios componentes celulares, incluindo creatina, epinefrina, melatonina, proteinas,
DNA e RNA (Stipanuk, 2004; Brosnan et al., 2007a). Atualmente, cerca de 60
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metiltransferases foram identificadas em mamiferos, mas este nUmero pode ser superior
a 300 (Brosnan & Brosnan, 2006).

Segundo Stead et al. (2006) e Brosnan et al. (2007b) as reacbes de metilacéo,
envolvidas na sintese de fosfatidilcolina e creatina, contam com a maioria dos grupos
metil consumidos durante o ciclo da metionina. Apesar de haver um debate sobre a
contribuicdo relativa destas duas reagdes ao metabolismo da SAM, h4 um consenso de
que juntas respondem por mais de dois tercos da demanda total de grupos metil.

A creatina (acido a-metil guanidino acético) é sintetizada em duas etapas, a partir
dos aminodcidos glicina e arginina, tendo também a metionina como doadora de grupo
metil (Brosnan et al., 2011; Moret et al., 2011). A glicina reage primeiramente com a
arginina para formar o acido guanidinoacetato (Figura 3). Esta rea¢do ocorre nos rins e é
catalisada pela amidinotransferase (AT). O acido guanidinoacético formado nos rins é
transportado para o figado, onde recebe o grupo metil da SAM e forma a creatina, cuja
reacdo é catalisada pela enzima guanidinoacético-metiltransferase (GMT) (Brosnan et
al., 2011; Nelson & Cox, 2014).

A creatina é liberada pelo figado e captada, principalmente, pelo tecido muscular,
onde é fosforilada pela enzima creatina quinase (CC) para ser armazenada na forma de
fosfocreatina (Verhoeven et al., 2005; Orsenigo et al., 2005). A fosfocreatina constitui
um importante tampao energético no musculo esquelético, uma vez que € uma fonte
rapida e disponivel de fosfatos de alta energia, para regenerar a molécula de ATP a
partir do ADP (Guyton & Hall, 2012). A creatina e fosfocreatina musculares sédo
constantemente desidratadas por reacfes ndo enzimaticas irreversiveis, gerando
creatinina, a qual é excretada pelos rins. Esta perda constante de creatina é proporcional
a massa muscular e deve ser substituido por resintese enddgena (Janicki e Buzala,
2013).

Um destino alternativo para a SAM é sua descarboxilacdo, sob acdo da enzima S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMD), para formar SAM descarboxilada, que € o
doador de grupos aminopropil para a sintese de poliaminas (espermidina e espermina).
A ornitina é inicialmente transformada em putrescina, pela a¢do da enzima ornitina
descarboxilase (OD), dependente de PLP (Figura 3). Posteriormente, a enzima
propilaminotransferase 1 (PROPT I) promove a reacdo quimica da SAM descarboxilada
com a putrescina, formando a espermidina, que juntamente com outra molécula de SAM
descarboxilada produz espermina, sendo necessaria a presenca da enzima PROPT I
(Fukagawa, 2006; Nelson & Cox, 2014).
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Apesar da enzima SAMD competir com as metiltransferases pela SAM, a reagao
de descarboxilagdo geralmente consome menos de 30% de SAM disponivel, e a
metionina é ainda eficientemente resintetizada a partir do metiltioadenosina formado na
via de sintese das poliaminas (Stipanuk, 1986).

O conhecimento das funcgdes fisioldgicas das poliaminas ainda nao esté totalmente
elucidado. Segundo Grimble & Grimble (1998) e Fukagawa (2006) estas aminas
biogénicas estdo envolvidas no crescimento e proliferacdo celular e na sintese de
proteinas e &cidos nucléicos. Desta forma, as poliaminas sdo encontradas em altas
concentracdes em locais onde exista elevada diviséo celular.

O epitélio intestinal é um exemplo de tecido que estd em constante renovagdo
celular, devido as diversas “agressdes” decorrentes do contato com o alimento
consumido e também pela presenca de microrganismos no limen intestinal. Em seu
estudo, Artis (2008) observou que a presenca de bactérias no limen intestinal pode ser
detectada pelas células dentriticas, responsaveis por aumentar a concentracdo de
macrofagos e outras células do sistema imune no epitélio intestinal. Assim, pode-se
inferir que o intestino possui elevada producdo de enterdcitos e de células do sistema

imune, necessitando de grandes quantidades de poliaminas para executar essa funcao.

1.3.3. Metabolismo da cisteina e sintese de biomoléculas

Assim como a metionina, a cisteina também estd envolvida na producdo de
proteinas, sendo responsavel pela formacdo de varios componentes corporais
importantes (Figura 4), como GSH, taurina e sulfato de hidrogénio (H,S) (Stipanuk,
2004; Stipanuk & Ueki, 2011; Nelson & Cox, 2014).

Nas proteinas dos alimentos, tecidos corporais e no sangue, a cisteina encontra-se
principalmente na forma do seu dimero, a cistina (Yin et al., 2015). Segundo Lewis
(2003), isto ocorre devido a baixa estabilidade da molécula de cisteina em solucdes,
sendo facilmente oxidada. Nesta reacdo duas moléculas ou residuos de cisteina sdo
unidos covalentemente por uma ligagdo dissulfeto (S-S), que exercem um papel especial
nas estruturas de muitas proteinas pela formacdo de jungdes covalentes entre partes de
uma molécula polipeptidica ou entre duas cadeias polipeptidicas diferentes (Nelson &
Cox, 2014). As proteinas do pélo e das mucinas sdo exemplos de proteinas corporais

com grande concentragdo de cisteina sob a forma de cistina.
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Figura 4. Metabolismo da cisteina e sintese de biomoléculas. Fonte: Adaptado e
expandido de Stipanuk (2004), Stipanuk & Ueki (2011) e Nelson & Cox (2014).

No interior das células, a cistina é facilmente reduzida a cisteina. Esta reacdo é
catalisada pelos sistemas da tiorredoxina e da glutationa redutase, sendo considerado
como um processo chave para a biossintese de proteinas, GSH, H,S e taurina, ja que a
cisteina é utilizada nestas vias e ndo a cistina (Park et al., 2010; Conrad & Sato, 2012).

Grande parte da cisteina formada no organismo, ou adquirida através da
alimentacdo, é utilizada para formacdo de GSH. Sua biossintese ocorre na maioria dos
tecidos, sendo realizada através de duas sucessivas reacfes enzimaticas dependentes de
ATP. Na primeira etapa, ocorre uma ligacdo entre os aminoacidos glutamato e cisteina,
por intermédio da enzima y-glutamil-cisteina-sintetase (GCS), resultando em v-
glutamil-cisteina. A segunda fase consiste na ligacdo desse dipeptideo com a glicina,
pela acdo da enzima glutationa sintetase (GS) (Lu, 2009; Chen et al., 2013). Desta
forma, a GSH é um tripeptideo chamado y-glutamilcisteinil-glicina (y-Glu-Cys-Gly).

A GSH esta envolvida em uma variedade de acdes bioldgicas, dentre elas, cita-se
a protecdo contra compostos toxicos, na regulacdo da proliferacdo celular, apoptose, no
sistema imune, reservatério de cisteina, e a principal, agente antioxidante (Wu et al.,
2004; Huber et al., 2008).

O sistema antioxidante da GSH é um dos mais abundantes e importantes na
protecdo das células animais contra os danos causados por agentes oxidantes. Este
sistema atua sobre peroxidos de hidrogénio (H,O,) e hidroperdxidos organicos
(ROOH), convertendo-os em agua e alcool, respectivamente. Além da GSH reduzida, o

sistema antioxidante da GSH (Figura 5) é composto pela glutationa oxidada (GSSG) e
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pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (Chen et al.,
2013, Lu, 2013).

Para reduzir as espécies oxidantes, duas moléculas de GSH se oxidam a glutationa
dissulfeto (GSSG). Essa reacdo € catalisada pela GPx, uma enzima notavel pelo fato de
conter um atomo de selénio covalentemente ligado na forma de selénio-cisteina, que é
essencial para sua atividade. Na forma de GSSG, a glutationa esta incapacitada para
nova reagdo. A enzima GR é a responsavel por regenerar a GSH, a partir de GSSG,
utilizando NADH como doador de elétrons (Cominetti et al., 2011; Lu, 2013). Desta
forma, além da sintese de novo, através de amino&cidos precursores, a homeostase da
glutationa é mantida também pela regeneragdo da GSH, permitindo que a mesma
molécula seja usada mais de uma vez no combate as espécies reativas de oxigénio
(Shoveller et al., 2005).

2 H0 SR > 2
7@ ﬁGH H20+ROH

2 GSH GSSG 2 GSH GSSG
W »ﬁ(
NADP + NADPH NADP + NADPH

Figura 5. Sistema de defesa antioxidante da GSH contra o H,0, e ROOH. Participacao
das moléculas de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e das enzimas glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Fonte: Adaptado de Lu (2013).

H& uma estimativa de que ao menos metade da cisteina necessaria para a sintese
de GSH seja fornecida pela via da transulfuracdo da metionina, e sob condicdes de
estresse oxidativo, na qual é requisitado maior producdo de glutationa, ocorra uma
maior ativacao desta via (Vitvitsky et al., 2003).

A cisteina também desempenha papel fundamental na integridade e manutencao
das fungdes intestinais. Este aminoacido é requerido para a sintese de proteinas da
mucosa intestinal, das mucinas e da GSH. A GSH ¢ essencial na manutencao da funcao
intestinal normal e pela protecdo das células epiteliais dos danos causados por agentes
oxidantes (Bauchart-Thevret et al., 20093, 2011). As mucinas produzidas pela mucosa
intestinal sdo ricas em cisteina e desempenham importante papel na defesa imunitaria
inata da mucosa (Faure et al, 2002). Estudo com leitdes recém-desmamados mostram

que o trato gastrointestinal utiliza 25% da cisteina dietética e que a sintese de mucinas e
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GSH sdo os principais destino metabdlico para a cisteina (Bauchart-Thevret et al.,
2011).

Alternativamente ao uso para a sintese de proteinas e GSH, a cisteina pode ser
oxidada a cisteina sulfinato. Esta reacdo é catalisada pela cisteina desoxigenase (CD),
que apresenta uma alta expressdo hepatica. A cisteina sulfinato pode ser catabolizada
por duas vias. Sob acdo da enzima cisteina-sulfinato descarboxilase (CSD) a cisteina
sulfinato é descarboxilada para dar origem a hipotaurina que € subsequentemente
oxidada a taurina. Alternativamente, a cisteina sulfinato pode ser transaminada pelo a-
cetoglutarato sob acdo da cisteina-sulfinato aminotransferase (CSAT), formando [-
sulfinilpiruvato. Tanto a CSD como a CSAT sdo dependentes da coenzima PLP,
aumentando o numero de enzimas envolvidas no metabolismo dos AAS dependentes
desta coenzima. Por fim, o B-sulfinilpiruvato é convertido a piruvato e sulfito, que é
facilmente oxidado para H,S (Shibuya et al., 2009; Kabil & Banerjee, 2010; Stipanuk &
Ueki, 2011).

Embora o H,S e a taurina sejam os produtos finais do catabolismo da cisteina,
estes compostos desempenham importantes fungbes no organismo antes de serem
excretados na urina. O H,S € uma substancia gasosa que executa vérias funcdes
homeostaticas no organismo, dentre elas, cita-se acdo anti-inflamatdrio, antioxidante e
neuroprotetora (Olson & Donald, 2009; Yin et al., 2015). Esta substancia pode ainda
aumentar a resisténcia do estbmago a injurias e acelerar a restauracdo da mucosa,
promover a reducdo na pressdo sanguinea e o relaxamento dos musculos lisos (Zhao;
Wang, 2002; Stipanuk, 2004).

A taurina, por sua vez, € um dos aminoacidos mais abundante no organismo
animal (Brosnan & Brosnan, 2006). Apesar de ndo ser utilizada na sintese proteica este
aminoacido desempenha importantes funcGes no organismo animal, dentre as quais,
agente osmotico intracelular que modula as concentracdes de calcio livre, efeito
citoprotetor, atividade antioxidante, neurotransmissor e resposta pré-inflamatdria
(Schuller-Levis & Park, 2004; Ripps & Shen, 2012). Além disso, a taurina esta
envolvida na formacdo dos sais biliares, importantes para a digestdo de lipidios
(Bauchart-Thevret et al., 2009b; Chen et al., 2012).
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1.4. Vitamina Bg e sua relacdo metabdlica com a metionina

A vitamina Bg (piridoxina) € a descricdo genérica para todos 0s compostos
quimicos derivados do 3-hidroxi-2-metilpiridina que exibem atividade bioldgica de
piridoxina (3-hidroxi-4,5-di-hidroximetil-2-metilpiridina). Eles diferem apenas na
natureza do grupo funcional ligado ao anel (Figura 6), podendo se apresentar na forma
de alcool (piridoxina ou piridoxol), aldeido (piridoxal) e amina (piridoxamina). A
piridoxina é a forma predominante nas plantas, enquanto que o piridoxal e a
piridoxamina sdo encontrados em produtos animais. Todos 0s trés compostos podem

servir como precursores da coenzima biologicamente ativa, o PLP (Combs Jr., 2008).
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HO | . CH=0H HO) | ~5y—CHzOH HO) | ~5y—CHzOH
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| — | — |
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Piridoxina Piridoxal Piridoxamina
fosfato fosfato fosfato

Figura 6. Estrutura quimica e interconversdes metabdlicas da vitamina Bg. Fonte:
Adaptado de Combs Jr. (2008).

As vérias formas da vitamina Bg, presentes nos alimentos, sdo absorvidas por
difusdo passiva, principalmente no jejuno e ileo. Inicialmente ocorre a separacdo da
vitamina, uma vez que se encontra ligada a proteina dos alimentos. Em seguida, as
formas fosforiladas (PLP e piridoxamina fosfato) sofrem desfosforilagédo catalisada pela
fosfatase alcalina (FA) ligada @ membrana do intestino. Os produtos da desfosforilacao,
assim como as formas vitaminicas ndo fosforiladas (piridoxina, piridoxal e
piridoxamina), sdo absorvidos por difusdo através da acdo de fosforilacdo da piridoxal

quinase (PQ) na mucosa do intestino (McDowell, 2000).
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Com relacdo aos processos pos-absortivos, Combs Jr. (2008) relatam que o figado
é 0 6rgdo central do metabolismo da vitamina Bs. Segundo o autor, 0s compostos Bg sao
transportados para o figado e sdo convertidos principalmente em PLP. Inicialmente, a
enzima PQ catalisa a fosforilagcdo da piridoxina, piridoxal e piridoxamina, obtendo-se 0s
fosfatos correspondentes (Figura 6). Esta reacdo pode ser revertida pela agdo da enzima
FA. Finalmente, a enzima piridoxamina fosfato oxidase (PFO) catalisa a conversdo da
piridoxina fosfato e piridoxamina fosfato em PLP, que é considerado a forma mais ativa
da vitamina.

A vitamina Bg, na forma de coenzima PLP, participa em reacGes enzimaticas
relacionadas ao metabolismo de carboidratos e acidos graxos, mas principalmente nas
reacGes envolvendo o metabolismo de aminoacidos (transaminacéo, descarboxilagéo,
transulfuracdo, entre outras). A caracteristica marcante da reatividade quimica do PLP é
a capacidade de seu grupo aldeido reagir com o grupo g-amino de um residuo de lisina
(no sitio ativo da enzima) para formar bases de Schiff. O efeito de remocdo de elétrons
da base de Schiff resultante torna livre outras ligacfes do carbono, sendo essa a base das
funcdes cataliticas do PLP (Nelson & Cox, 2014).

A vitamina Bg desempenha importantes papeis no organismo para manter o
metabolismo energético, especialmente em uma situagdo de baixa glicemia (jejum, por
exemplo). O PLP é cofator enziméatico da enzima glicogénio fosforilase, responsavel
pela clivagem do glicogénio para liberar glicose (glicogendlise) (Combs Jr., 2008). O
autor supracitado ainda explica que, ao contrario das outras enzimas piridoxal-fosfato
dependentes, as fosforilases constituem um grupo de coenzimas cataliticamente
importante, que participam da transferéncia de fosfato inorganico para as unidades de
glicose do glicogénio, produzindo glicose-1-fosfato, que sera prontamente
disponibilizada para manter a glicemia. Este papel da vitamina Bg no organismo animal
responde pela utilizacdo de mais da metade de sua concentragdo total disponivel, devido
a abundéancia da enzima glicogénio fosforilase nos musculos (cerca de 5% de proteina
soltvel do musculo).

A vitamina Bg também é importante para a produgdo de energia a partir dos
aminoacidos (gliconeogénese). Na forma PLP ela serve de coenzima para inumeras
transaminases, responsaveis pela desaminacdo dos aminoacidos, permitindo que o
esqueleto carbdnico seja utilizado na via gliconeolitica. Convencionalmente, nas
reacOes de transaminacdo, o PLP age como um carreador intermediario de grupos

amino, no sitio ativo das transaminases. Assim, o PLP é convertido a sua forma
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aminada, qual seja a piridoxamina-fosfato, mas em seguida ja doa um radical amina
(NH3) para um a-cetoacido especifico (Nelson & Cox, 2014).

Alteracbes no metabolismo de lipidios, tais como, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, também tém sido relatadas em resposta a privacdo de vitamina Be.
A base metabdlica destes efeitos ainda permanece incerta. Evidéncias sugerem que tais
efeitos sobre o metabolismo dos lipidios sdo devido ao envolvimento desta vitamina na
biossintese de carnitina (Cho & Leklem, 1990; Ramsay et al., 2001; Apple et al., 2008),
molécula responsavel pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa do citosol para a
matriz mitocondrial, para serem oxidados.

A segunda enzima envolvida na sintese da carnitina, a HTMLA é uma enzima
PLP-dependente, que é responsavel pela clivagem aldolica do HTML para formar
TMABA, que posteriormente serd convertido em carnitina (ver metabolismo da
metionina). A identidade do gene que codifica a HTMLA ainda ndo foi totalmente
elucidada. Alguns autores consideram-na idéntica a SHMT, por observarem a
capacidade desta enzima em converter HTML para TMABA e glicina (Henderson et al.,
1980, Cho & Leklem, 1990).

No que tange ao metabolismo da metionina, o PLP é um cofator bem estabelecido
para trés enzimas: CBS e CGL da via da transulfuragdo e SHMT do ciclo do folato
(Figura 7). A atividade destas enzimas é fundamental no controle das concentracdes de
homocisteina no organismo.

A SHMT esta envolvida na transferéncia de unidades de carbono da serina para o
tetraidrofolato, possibilitando assim a regeneracdo do N°-metilenotetraidrofolato,
importante cofator utilizado na metilagio da homocisteina, convertendo-a em
metionina. Neste sentido, a regeneracdo constante do N°-metilenotetraidrofolato é
importante ndo apenas para a resintese de metionina, mas também na remocdo da
homocisteina. Contudo, a conversdo da homocisteina em metionina ndo tem efeito
significativo no controle da concentracdo de homocisteina no organismo, uma vez que a
homocisteina podera ser novamente produzida no ciclo da metionina. Neste sentido, a
transulfuracdo representa a principal via de eliminacdo do excesso de homocisteina
(Stipanuk, 2004; Brosnan & Brosnan, 2006). As enzimas CBS e CGL (PLP-
dependente) catalisam as reacOes desta via, sendo assim responsaveis pela conversdo

irreversivel da homocisteina em cisteina, evitando seu acimulo no organismo.
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Figura 7. InteragBes metabdlicas entre a metionina e a vitamina Bg. Fonte: Adaptado e
expandido de Brosnan & Brosnan (2006), Stipanuk & Ueki (2011) e Nelson & Cox
(2014).

Desta forma, a deficiéncia de vitamina Bg pode resultar em atividade reduzida das
enzimas SHMT, CBS e CGL, prejudicando o controle das concentracbes de
homocisteina.

Em estudos com ratos e suinos foram observados niveis sanguineos mais elevados
de homocisteina nos animais deficientes em vitamina Bg (Miller et al., 1994; Martinez
et al., 2000; Lima et al., 2006; Zhang et al., 2009). No estudo de Miller et al. (1994), os
autores observaram que ratos deficientes em vitamina Bg apresentavam concentragoes
de homocisteina semelhante aos ndo deficientes, porém, quando foi fornecido um
excesso de metionina, a homocisteina aumentou em 30 vezes nos ratos deficientes, mas
ndo nos animais do grupo controle. Desta forma, o0 excesso de metionina pode agravar o
quadro de hiper-homocisteinemia em animais deficientes em vitamina Be.

Alguns autores apontam ainda para um possivel efeito da vitamina Bg na
regulacdo da expressao génica das enzimas CBS e CGL. Em estudos com roedores, Sato
et al. (1996) observaram aumento na expressdo génica da enzima CGL a medida que os
animais foram submetidos a dietas deficientes em vitamina Bs. No entanto, ao
avaliarem o efeito de dois niveis de vitamina Bg (0 e 3 mg/kg de racdo) para leitdes

recém-desmamados, Zhang et al. (2009) ndo observaram alteragGes na expressdo génica
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das enzimas CBS e CGL no figado. Entretanto, a deficiéncia desta vitamina apresentou
efeito rapido (j& na terceira semana) sob a atividade das enzimas MTHFR, CBS e CGL,
juntamente com um quadro de homocisteinemia grave. Segundo os autores, 0 aumento
nas concentraces de homocisteina esta relacionado, principalmente, a menor atividade
das enzimas CBS e CGL (PLP-dependente), responsaveis pela eliminacdo do excesso
de homocisteina pela via da transulfuracéo.

A coenzima PLP ainda estd envolvida em importantes vias de sintese de
biomoléculas derivadas da metionina (Figura 7). Na via da transulfuracéo, possibilita a
conversdo da homocisteina em cisteina, garantindo o fornecimento deste aminoécido
para a sintese de GSH. Também é fundamental para ativacdo das enzimas responsaveis
pela sintese de carnitina, de neurotransmissores (dopamina, norepinefrina e epinefrina),
das poliaminas (putrescina, espermidina e espermina), e nas vias catabolicas da cisteina,
permitindo a sintese de taurina e H,S sendo, portanto, fundamental para a manutengéo
das funcdes desempenhadas por essas biomoléculas.

Em termos de exigéncias nutricional de vitamina Bg, as principais referéncias na
atualidade sdo as Tabela Brasileira de Aves e Suinos (Rostagno et al., 2011) e as tabelas
do NRC (2012). No entanto, a estimativa da exigéncia de vitamina Bg, assim como para
a maioria das vitaminas, sdo estabelecidas com base em poucos estudos, realizados ha
muito tempo. Assim, as exigéncias nutricionais dos animais modernos podem ser
diferentes.

Os suinos modernos sdo caracterizados por apresentarem alta produtividade,
implicando em intenso anabolismo. Para suportar esta elevada taxa metabolica, os
requerimentos de certos nutrientes, como os aminoacidos, tém sido constantemente
atualizados, contudo as exigéncias de algumas vitaminas envolvidas no metabolismo
destes nutrientes nem sempre sdo ajustadas para atender ao aumento do nivel de
producdo (Matte & Lauridsen, 2013).

Essa imprecisdo pode ser conferida em muitos trabalhos realizados atualmente,
em que as exigéncias para algumas vitaminas do complexo B (riboflavina, niacina,
acido pantoténico, vitamina Bg € B;,) sdo bem maiores do que as atuais recomendagdes
(Lindemann et al., 1999; Giguere et al., 2005; Stahly et al., 2007; Zhang et al., 2009).
Na maioria destes estudos, a adi¢do de vitaminas em quantidades de 2 a 10 vezes acima
daqueles sugeridos pelo NRC (1988, 1998 e 2012) tem apresentado resultados
satisfatorios sobre o ganho de peso e a conversdo alimentar, além de enriquecimento da

carne dos suinos com estas vitaminas.
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Rostagno et al. (2011) propuseram niveis de suplementacdo de vitamina Bg de
1,2 mg/kg de racdo para suinos machos castrados e fémeas dos 70 aos 100 kg. O NRC,
nas suas Ultimas trés edicdes (1988, 1998 e 2012), apresentou requerimento de vitamina
Bs de 1 mg/kg de racao, para suinos machos castrados e fémeas dos 75 aos 100 kg. Essa
divergéncia, assim como a falta de atualizagdo, evidencia a necessidade de novas
pesquisas. Além disso, suinos de diferentes sexos podem apresentar respostas diferentes
qguando submetidos a dietas com niveis suplementares mais elevados de vitamina Bg do

que o atualmente recomendado.

1.5. Hiper-homocisteinemia

A homocisteina foi descoberta por Vincent Du Vigneaud em 1932. Trata-se de um
aminoacido sulfurado, ndo essencial e ndo proteinogénico, formado a partir da
desmetilacdo da metionina (Amorin et al., 2011). Em niveis normais, a homocisteina
desempenha fungdes essenciais no organismo animal, incluindo sua remetilacdo a
metionina ou transulfuracdo a cisteina, disponibilizando estes aminoécidos para a
sintese proteica. A homocisteina esta envolvida na reciclagem do tetraidrofolato, no
metabolismo da colina (via betaina) e na geracdo da SAM que, por sua vez, pode ser
utilizada para a biossintese de poliaminas ou como cofator metilante para a sintese de
outras biomoléculas (ver metabolismo da metionina).

Apesar disso, estudos publicados a partir da década de 60 tém relacionado niveis
sanguineos elevados de homocisteina (hiper-homocisteinemia) com o desenvolvimento
de algumas doencas em humanos, como doencas cardiovasculares (aterosclerose e
trombose) doenca de Alzheimer, diabetes, osteoporose e doencgas renais (Gerristen &
Waisman, 1964; Malinow, 1995; Guimaré&es, 2006; Huang et al., 2008; Coussirat et al.,
2012; Thaler et al., 2013), aumentando o interesse pelo estudo do metabolismo deste
aminoacido.

Segundo Andreotti et al. (1999), o risco associado a hiper-homocisteinemia, no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, € dependente da sua concentragdo
sanguinea e ndo da associacdo com outros fatores de risco, como hipertensdo arterial,
diabete melito, tabagismo, sedentarismo, colesterol, HDL, LDL e triglicérides. Segundo
0s autores, hd um aumento de 1,4 vezes no risco de aterosclerose em humanos para cada

S5umol/litro de aumento do total da homocisteina no sangue. A homocisteina elevada



46

(acima de 95%) esta associada com o risco relativo de trombose venosa e embolismo
pulmonar (Wuillemin & Solenthaler, 1999).

Nas ultimas décadas, a relacdo da hiper-homocisteinemia com o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares também tem sido investigada em animais de
experimentacdo, havendo relatos de doenca aterosclerética e trombdtica em roedores,
macacos, coelhos e suinos (Smolin et al., 1983; Rolland et al. 1995; Lentz et al., 1996;
Ambrosi et al., 1999; Stead et al., 2000; Stahlk et al., 2004; Franca et al., 2008).
Segundo Ambrosi et al. (1999), a morfologia das lesbes vasculares causadas pelos altos
niveis sanguineos de homocisteina em suinos sdo as que mais se assemelham as dos
humanos, em relacdo a ratos e coelhos.

Ao avaliarem o efeito da hiper-homocisteinemia causada pelo excesso de
metionina na dieta, Rolland et al. (1995) observaram alteracfes patoldgicas na lamina
elastica das artérias de suinos. Além disso, foram diagnosticados dois casos de
trombose, dos dezesseis animais estudados. Em estudo mais recente, Franca et al.
(2008) também avaliaram o efeito da hiper-homocisteinemia sobre a integridade
vascular em suinos, e observaram uma ruptura da lamina elastica e hiperplasia das
células do musculo liso, que sdo caracteristicas das lesdes induzidas pelo nivel elevado
de homocisteina no sangue.

Os mecanismos envolvendo a acdo da hiper-homocisteinemia no
desenvolvimento destas doencas ainda ndo sdo totalmente compreendidos. No entanto,
evidéncias experimentais sugerem que 0 aumento na concentragdo sanguinea de
homocisteina leva a disfuncdo endotelial e que as lesBes resultantes diminuiriam a
vasodilatacdo, podendo também ocorrer dano oxidativo, proliferacdo de células do
musculo liso endotelial, oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade e reducdo da
producdo de Oxido nitrico. Todos estes efeitos suportam o desenvolvimento ou
progressao de lesGes ateroscleréticas e formacdo de trombos (Woo et al., 1997;
Vannucchi & Melo, 2009; Huang et al., 2015).

Acredita-se que as alteragbes no endotélio vascular, causadas pela hiper-
homocisteinemia, sdo mediadas principalmente pelo efeito toxico das formas oxidadas
deste aminoacido (Nishinaga, 1993; Amorim et al., 2011). Quando liberada para o
sangue, a homocisteina € rapidamente auto-oxidada, originando a homocistina e
homocisteina-tiolactona, bem como formas ativas de oxigénio consideradas citotoxicas,
tais como superédxido, H,O, e radical hidroxila (Weiss et al., 2002; Stefanello et al.,

2005). Além disto, altos niveis de homocisteina reduzem a atividade da GPx, agravando
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ainda mais o stress oxidativo das células (Sharma et al., 2006; Venancio et al., 2010).
Essa enzima serve de combate ao stress oxidativo, pois possui a capacidade de reduzir o
H.0, e 0 perdxido de lipidio em seus respectivos alcoois.

Sharma et al. (2006) reiteram ainda que aproximadamente 135 genes sdo afetados,
direta ou indiretamente pelos niveis sanguineos elevados de homocisteina. Segundo 0s
autores, a maioria destes genes estd associada com o metabolismo da glicose, insulina,
lactato, calcio, cloreto, dos lipidios, do sistema imune (citocinas e atividade
antioxidante), sistema circulatorio (coagulacdo sanguinea, pressdo arterial e
vasodilatacéo), sistema nervoso e do ciclo celular.

Assim, 0 excesso de homocisteina pode ser prejudicial aos humanos e animais e
pode causar doencas vasculares, mas sem que haja consenso sobre o0s valores
sanguineos que mostram o potencial citotdxico para o desenvolvimento dessas doencas.
A classificacdo mais comumente encontrada para humanos esta apresentada na Tabela
2.

Tabela 2. Classificagdo da hiper-homocisteinemia em humanos

Forma Concentracdo sanguinea (umol/L)
Normal 5-15

Moderada 16 - 30
Intermediaria 31-100

Severa >100

Fonte: Adaptado de Venancio et al. (2009) e Beard & Bearden (2011).

Contudo, para suinos, ainda ndo existe um nivel sanguineo considerado normal de
homocisteina e, ndo € raro os relatos de concentracfes que excedem os 15 umol/L, a
exemplo de 40 umol/L (Smolin et al., 1983), 20 umol/L (Stangle et al., 2000),
170 umol/L (Skomial et al., 2004), 59 umol/L (Franca et al., 2006) e 490 umol/L
(Zhang et al., 2009). Embora possam haver diferengas entre as espécies, 0s niveis
elevados de homocisteina em suinos podem ser indicativo dé um desequilibrio no ciclo
da metionina.

O metabolismo, em geral, mantém as concentra¢fes de homocisteina em niveis
baixos, mas a sua elevacdo no sangue possui causas multifatoriais. Segundo Amorin et
al. (2011), a elevagdo dos niveis de homocisteina pode ser causada por fatores
patoldgicos e fisiolégicos, mas principalmente por fatores nutricionais e genéticos.

Dentre os fatores fisiologicos encontram-se 0 sexo e a idade, sendo observados maiores
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valores de homocisteina em individuos mais velhos e do sexo masculino (Mayer, 1996;
Leal et al., 2013; Kakimoto et al., 2014).

A hiper-homocisteinemia genética é frequentemente resultado do polimorfismo ou
mutacdo em genes que codificam enzimas do ciclo da metionina, sendo mais
comumente observados para as enzimas CBS, MTHFR e a MS (Lewis et al., 2005;
Tanaka et al., 2009; Beard & Bearden, 2011; Jiang et al., 2014). Dentre as bases
nutricionais encontram-se a deficiéncia de vitaminas que estdo envolvidas no
metabolismo da homocisteina, como as vitaminas Bg, B1, e folato, ou um excesso de
metionina na dieta (Stangle et al., 2000; Shoveller et al., 2004; Giguére et al., 2005;
Lima et al., 2006; Tanaka et al., 2009; Xie et al., 2014; Martinez-Vega et al., 2015).

Em estudos com suinos, Franca et al. (2006) avaliaram o efeito de uma dieta rica
em metionina, por um periodo de 30 dias, sobre os niveis sanguineos de homocisteina.
Os animais do grupo controle (sem excesso de metionina), ndo apresentaram alteragoes
nos niveis de homocisteina, com valores médios de 14,40 pmol/l no inicio do
experimento e 16,73 pmol/l apdés 30 dias. Entretanto, os animais que receberam a dieta
com excesso de metionina apresentaram um aumento de 3,4 vezes (59,80 umol/l) na
homocisteina quando comparado aos niveis apresentados no inicio (17,47 umol/l) do
periodo experimental. Os autores também observaram aterogénese na artéria iliaca de
animais submetidos a dietas ricas em metionina, que esta relacionado a hiper-
homocisteinemia induzida pela excesso de metionina.

Em outro estudo, Zhang et al. (2009) avaliaram o efeito da deficiéncia de vitamina
Bs por um periodo de 6 semanas sobre o metabolismo da homocisteina em suinos na
fase inicial. Embora os autores ndo tenham observado alteracdes na expressao génica
hepética das enzimas CBS e CGL, houve uma reducdo na atividade das enzimas PLP-
dependente, CBS, CGL e MTHFR, assim como as concentracdes hepaticas de cisteina e
PLP foram evidentemente reduzidas apds 6 semanas de deficiéncia da vitamina Be.
Também foi observado um aumento de 13,0 vezes (336,5 pumol/l) na homocisteina
sanguinea na terceira semana, e de até 18,9 vezes (490,2 umol/l) na sexta semana,
quando comparado a concentracdo no inicio do periodo experimental (25,9 umol/l).

Desta forma, o excesso de metionina ou a deficiéncia de vitamina Bg na dieta
podem levar 0s suinos a apresentarem aumento nos niveis sanguineos de homocisteina,

caracterizando um quadro de hiper-homocisteinemia.
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1.6. Efeito dos AAS sobre as caracteristicas de carcaca e qualidade de

carne

A crescente demanda dos consumidores por carne suina mais magra tem
despertado o interesse de nutricionistas por nutrientes que possam aumentar a
quantidade de carne magra e reduzir o teor de gordura das carcacgas (Pena et al., 2008;
Chen et al., 2008). No metabolismo animal, a metionina é utilizada para sintese de
carnitina. Esta biomolécula desempenha papel fundamental no transporte de acidos
graxos de cadeia longa através da membrana mitocondrial, facilitando assim a B-
oxidacdo. Desta forma, a suplementacdo com metionina na dieta de suinos em
terminacdo pode proporcionar redugdo na espessura de toucinho e aumento na
porcentagem de carne magra das carcagas.

Santos et al. (2007) avaliaram o efeito de niveis crescentes de Met+Cis digestiveis
(0,440 a 0,536%) sobre as caracteristicas de carcaca de suinos machos castrados em
terminacdo (60 aos 95 kg), e observaram aumento na quantidade de carne magra na
carcaca. Ao avaliarem relacdes crescentes de Met+Cis:Lis (0,35 a 0,65%) para fémeas
suinas, dos 74 aos 110 kg, Knowles et al. (1998) verificaram reducdo linear na
deposicdo de gordura na carcaca. Efeito positivo dos niveis de Met+Cis digestiveis
sobre caracteristicas de carcaca também foi reportado por outros autores na literatura, a
exemplo de Vaz et al. (2005) e Moura et al. (2006) (menor deposi¢do de gordura na
carcaca), para suinos na fase de crescimento e Pena et al. (2008) (menores niveis de
colesterol no lombo e no toucinho) para animais em terminacao.

Contudo, Loughmiller et al. (1998) ndo observaram alteragdo nas caracteristicas
de carcaca, espessura de toucinho e area de olho de lombo, de fémeas suinas em
terminacdo (74-104 kg) alimentadas com ragdes contendo niveis crescentes (0,225 a
0,325%) de Met+Cis digestiveis. Em estudo com suinos machos castrados (95-125 kg),
Santos et al. (2011) também ndo observaram efeito de niveis de Met+Cis (0,427 a
0,525%) na ragéo sobre as caracteristicas de carcaga dos animais. Entre os fatores que
podem ter contribuido para as diferencas de resultados destacam-se a genética dos
animais e os niveis de aminoacidos avaliados em cada estudo.

Do ponto de vista tecnologico e sensorial, a qualidade de carne ¢ influenciada por
diversos fatores, incluindo a alimentacdo, genetica e sexo do animal, manejos pré-abate,
tempo de jejum e condi¢Oes de armazenamento das carcacgas (Rosenvold & Andersen,
2003b; Bridi & Silva, 2009).
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Uma das principais causas da perda de qualidade da carne suina é o rapido e
extenso declinio do pH post-mortem, devido ao acimulo de &cido latico proveniente da
glicolise anaerobica, antes que a carcaca tenha se resfriado com eficiéncia (Adzitey &
Nurul, 2011). Esta combinacdo de baixo pH e alta temperatura leva a desnaturacéo de
proteinas musculares, especialmente a miosina e a mioglobina (principal pigmento da
carne), o que resulta em carnes de cor clara, textura mole e baixa capacidade de
retencdo de agua (Soares et al., 2003; Scheffler e Gerrard, 2007; Barbut et al., 2008),
que sdo caracteristicas da carne PSE (do inglés pale in color, soft in texture and
exudative). Essas carnes geralmente apresentam um baixo rendimento tecnolégico em
funcdo das perdas por exsudacdo durante o processamento. Sua aceitacdo pelos
consumidores também é menor devido a aparéncia palida (Norman et al., 2003).

Geralmente a carne PSE é resultado de situacfes de estresse de curta duracédo a
qual os suinos sdo submetidos antes do sacrificio. Em uma condi¢do de curto estresse
pré-abate, as concentrag@es de glicogénio muscular no momento do abate séo elevadas,
0 gue determina alta taxa glicolitica post-mortem. Por outro lado, animais que sofrem
estresse de longa duracdo apresentam um baixo potencial glicolitico no momento do
abate, uma vez que ndo ha tempo habil para o glicogénio ser recuperado (Rosenvold &
Andersen, 2003a). Nessa situacdo, ocorre uma reduzida queda do pH muscular no
periodo post-mortem. A carne desses animais apresentara cor escura, textura firme e
com grande capacidade de retencdo de agua (Apple et al., 2005; Adzitey & Nurul,
2011), caracteristicas da carne DFD (do inglés dark in color, firm in texture and dry or
non exudative).

Desta forma, estratégias nutricionais para aumentar a disponibilidade de ATP de
outras fontes que ndo envolva a via glicolitica pode ser uma importante ferramenta para
amenizar o declinio do pH post-mortem, preservando a qualidade das carnes (Berg et
al., 2003). No metabolismo animal a metionina, na forma de SAM, atua como doador de
grupos metil para a biossintese de varias substancias, entre elas, a creatina.

Na sua forma fosforilada (fosfocreatina) a creatina constitui uma importante
reserva energética para o musculo, sendo prontamente utilizada na resintese de ATP
(ADP + fosfocreatina = ATP + creatina), a medida que este vai sendo utilizado no
metabolismo muscular. A producdo de ATP a partir da fosfocreatina é particularmente
importante, uma vez que ndo envolve a via glicolitica e a formacdo de acido latico,
amenizando a queda de pH durante a conversdo do musculo em carne (Berg e Allee,
2001; Janicki e Buzala, 2013).
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O efeito da creatina em reduzir a velocidade e intensidade de queda do pH post-
mortem foi investigado por alguns autores na literatura. Trabalhando com nivel de
suplementacdo diario de 25g de creatina monohidratada (CMH), durante cinco dias
antes do abate, Maddock et al. (2002) observaram maiores valores de pH inicial
(medido 45 minutos apds o abate) para os animais suplementados (pH = 6,2), quando
comparado ao grupo nédo suplementado (pH = 5,9). Berg & Allee (2001); Young et al.
(2005) e Machado et al. (2008) também relataram maiores valores de pH inicial do
musculo de suinos suplementados com CMH. Além do pH inicial, os autores
observaram efeito da suplementacdo com CMH em outras varidveis de qualidade da
carne, como menor queda do pH final (medido 24 horas apds o abate) (Berg & Allee,
2001) e maiores valores de a*, ou seja, carnes mais vermelhas (Machado et al., 2008).
Desta forma, o fornecimento adequado de metionina para a sintese de creatina pode
reduzir a velocidade e intensidade de queda do pH post-mortem, melhorando atributos
de qualidade da carne.

A oxidacdo lipidica que ocorre no masculo, no periodo post-mortem, representa
outra causa de perda de qualidade das carnes (Soares et al., 2009). Os principais
substratos envolvidos na oxidagdo sdo os &cidos graxos poliinsaturados que compdem
os fosfolipidios das membranas celulares (Mitchaothai et al., 2007; Devatkal e Naveena,
2010). Assim, o controle dos processos oxidativos torna-se importante na carne de
suinos por sua composicdo ser rica em acidos graxos poliinsaturados.

De acordo com Chan e Decker (1994), a carne é bastante susceptivel as reacGes de
oxidacdo lipidica, especialmente quando exposta a condi¢des como trituracdo, onde
oxigénio é incorporado ao musculo; e cozimento, onde o ferro é liberado das heme-
proteinas. A combinacdo de catalisadores da oxidacdo lipidica, sistemas de membranas
altamente insaturadas e periodos de alta oxigenacdo propiciam as reacGes oxidativas no
musculo esquelético, que inicialmente ocorreram em nivel de membrana.

No metabolismo animal, a metionina pode ser convertida no aminoacido cisteina
que, por sua vez, € utilizada para a sintese de GSH, importante agente antioxidante das
células. A cisteina formada é requerida ainda para sintese de selenocisteina, que faz
parte do centro ativo da GPx, enzima do sistema antioxidante da GSH (Boler et al.,
2009; Lu, 2013). Este sistema é responsavel pela reducdo de hidroperoxidos organicos
(ex.: lipoperoxido) e H,O, em alcool e agua, respectivamente, evitando a peroxidagao
dos lipidios de membrana, mantendo sua integridade (Barber; Harris, 1994; Wang et al.,

2009). A acdo antioxidante da GSH previne ainda a oxidacdo de proteinas como a
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mioglobina e proteinas miofibrilares, preservando a cor e a capacidade de retengédo de
agua da carne (Mancini e Hunt, 2005; Elisabeth e Steven, 2005; Wang et al., 2009). A
metionina também é requerida para a biossintese de fosfatidilcolina, fosfolipidio mais
abundante nas membranas celulares de mamiferos (Zeisel et al., 2006), sendo
fundamental na manutengdo da integridade da membrana e na taxa de fluidos das
células. Esta caracteristica é particularmente importante quando se deseja evitar a perda
excessiva de agua das carnes.

Contudo, apesar do fornecimento adequado de metionina ser necessario para a
sintese de substancias importantes para manter a estabilidade oxidativa da carne, seu
excesso pode apresentar efeito adverso e afetar negativamente a qualidade da carne.
Niveis elevados de metionina na dieta podem provocar aumento nas concentracfes de
homocisteina. Segundo Toborek et al (1996), em niveis elevados a homocisteina pode
induzir a peroxidacéo de lipidios por aumentar a quantidade de radicais livres durante a
auto-oxidacdo do seu grupo tiol. Altos niveis de homocisteina reduzem ainda a
atividade da GPx, como apresentado nesta revisao. Nestas condi¢des, pode ocorrer um
aumento na peroxidacdo dos lipidios de membrana, na oxidacdo de proteinas
miofibrilares e da mioglobina, afetando a capacidade de retencdo de agua e a cor da
carne.

Giguere et al. (2005) avaliaram o efeito de dois niveis (0,500 e 0,698%) de
metionina + cisteina sobre a qualidade de carne de suinos, dos 67 aos 112 kg. Embora
0s autores ndo tenham observado efeito dos tratamentos nos componentes L*
(luminosidade) e b* (amarelo-azul) da cor, o componente a* (vermelho-verde) foi
menor (carne menos vermelha) nos animais que receberam o maior nivel de metionina
nas racdes. Desta forma, justifica-se a realizacdo de pesquisas para avaliar o efeito de
diferentes niveis de Met+Cis digestiveis sobre a qualidade da carne em suinos, assim

como os cofatores envolvidos no metabolismo dos AAS, a exemplo da vitamina Bg,
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I1. OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Determinar as exigéncias de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis e avaliar
a suplementacédo de vitamina Bg para suinos machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100
kg, com base no desempenho, varidveis sanguineas, caracteristicas de carcaca,

qualidade de carne e a expresséo génica de enzimas do metabolismo da metionina.

Obijetivos Especificos:

- Avaliar o consumo diério de racdo e de Met+Cis digestivel, ganho de peso diario e
a conversdo alimentar de suinos machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg,
submetidos a dietas com diferentes niveis de Met+Cis digestiveis e suplementacédo de
vitamina Bg;

- Avaliar niveis sanguineos de glicose, uréia, proteinas totais, creatinina,
triglicerideos e homocisteina de suinos machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg;

- Avaliar o efeito de niveis de Met+Cis digestiveis e suplementacdo de vitamina
Bs sobre 0 peso de carcaca quente e resfriada, rendimento de carcaca, perda de peso de
carcaca no resfriamento, rendimento de pernil, profundidade do mdsculo Longissimus
dorsi, espessura de toucinho, rendimento de carne magra e peso relativo de 6rgdos
(figado e rins) de suinos machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg;

- Avaliar variaveis de qualidade de carne (pH, cor, perda de &gua por
gotejamento, no descongelamento e na cocgdo e forca de cisalhamento) de suinos
machos castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg, submetidos a dietas com diferentes
niveis de Met+Cis digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg;

- Avaliar a expressdo de genes envolvidos no metabolismo da metionina
(metionina sintase e cistationina-y-lyase) de suinos machos castrados e fémeas, dos 75
aos 100 kg.



I11. NITVEIS DE METIONINA + CISTINA DIGESTIVEIS E
SUPLEMENTACAO DE VITAMINA Bg PARA SUINOS MACHOS
CASTRADOS DOS 75 AOS 100 KG*

Resumo

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar os efeitos de niveis de metionina + cistina
(Met+Cis) digestiveis e da suplementacdo de vitamina Bg sobre o desempenho, variaveis
sanguineas, caracteristicas de carcaca, qualidade de carne e a expressao génica de enzimas
envolvidas no metabolismo da metionina de suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg.
Foram utilizados 56 suinos, com peso médio inicial de 75,11 + 1,84 kg; distribuidos em um
delineamento experimental de blocos casualizados, num esquema fatorial 2x4, constituido de
dois niveis suplementares de vitamina Bg (1,58 e 3,58 mg/kg) e quatro niveis de Met+Cis
digestiveis (0,350; 0,450; 0,550 e 0,650%), com sete repeticdes e um animal por unidade
experimental. Ndo foram observadas intera¢fes (P > 0,05) entre suplementacdo de vitamina
Bs e 0s niveis de Met+Cis digestiveis estudados. Foi observado reducdo (P < 0,01) na
espessura de toucinho e aumento (P = 0,01) no rendimento de carne magra a medida que 0s
niveis de Met+Cis digestiveis aumentaram nas racdes. A suplementacdo de 3,58 mg de
vitamina Bg/kg de racdo proporcionou maior profundidade do musculo Longissimus dorsi (P
= 0,05) e melhor conversdo alimentar (P = 0,05). As concentracBes séricas de homocisteina
aumentaram linearmente (P = 0,01) com os niveis crescentes de Met+Cis digestiveis. Para as
varidveis qualitativas do musculo Longissimus dorsi, houve aumento (P = 0,05) na perda de
liquido por descongelamento e uma resposta quadratica para a perda de liquido por cocgéo (P
= 0,05) e forca de cisalhamento (P = 0,03), em que os maiores valores foram observados para
os niveis de 0,520 e 0,490%, respectivamente, de Met+Cis digestivel. Conclui-se que a
exigéncia de Met+Cis digestivel para suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg, € de no
méaximo 10,46 g/dia, que corresponde ao nivel de 0,350% na racdo e a uma relacdo de 0,51%
com a lisina digestivel, com base nas varidveis de desempenho e qualidade de carne, e altos
niveis destes aminoacidos reduzem a espessura de toucinho e elevam a concentracdo
sanguinea de homocisteina. A suplementacdo de 3,58 mg de vitamina Bg/kg de racéo
melhorou a profundidade de musculo e a conversdo alimentar mas ndo foi suficiente para
metabolizar a homocisteina pela via da transulfurac&o.
Palavras-chave: aminoacidos sulfurados, caracteristicas de carcacga, desempenho, expressao

génica, homocisteina, qualidade de carne

'Artigo formatado de acordo com as normas da revista Animal Feed Science and Technology (ISSN: 0377-
8401).
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1. Introducéo

A metionina, juntamente com a cistina, destaca-se como um dos principais aminoacidos a
ser considerado na formulacdo das ragdes para suinos. Dentre suas fungdes a principal é ser
substrato para sintese de proteinas, sendo precursora de outros aminoacidos, notadamente da
cisteina gque, assim como a metionina, também é utilizada para a sintese de proteina corporal
(Brosnan e Brosnan, 2006). A S-adenosilmetionina (SAM) ¢é doadora de grupos metil (CHs)
para uma infinidade de substancias corporais (como creatina), estando ainda envolvida na
sintese de poliaminas (Nelson e Cox, 2014). A cisteina, por sua vez, esta envolvida na sintese
de proteinas do pélo e de outros componentes corporais importantes, como a glutationa
(Stipanuk e Ueki, 2011).

Nas Ultimas décadas, as pesquisas envolvendo aminoécidos sulfurados (AAS) foram
direcionadas ao estudo da homocisteina, que é um metabdlito do ciclo da metionina. Em
niveis normais, a homocisteina desempenha fungdes essenciais no organismo dos animais,
contudo, seu excesso pode desencadear um quadro de hiper-homocisteinemia com o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares em humanos e animais (Stahlk et al., 2004;
Franca et al., 2006; Huang et al., 2008; Thaler et al., 2013).

De modo geral, 0 metabolismo mantém as concentracbes de homocisteina em niveis
baixos, mas sua elevacdo no sangue possui causas multifatoriais, como fatores genéticos e
nutricionais (Amorin et al., 2011). Dentre as bases nutricionais encontram-se a deficiéncia de
vitaminas que estdo envolvidas no metabolismo da homocisteina, como as vitaminas Bg
(piridoxina), B, e folato, ou um excesso de metionina na dieta (Shoveller et al., 2004; Franca
et al., 2006; Zhang et al., 2009; Xie et al., 2014; Martinez-Vega et al., 2015).

A vitamina Bg, na forma ativa piridoxal-fosfato (PLP), serve de cofator enzimético para
trés enzimas do metabolismo da metionina: serina-hidroximetil-transferase (SHMT),
cistationina B-sintase (CBS) e cistationina-y-lyase (CGL), sendo as duas Ultimas relacionadas
com a via da transulfuracdo, considerada a principal via de eliminacdo do excesso de
homocisteina (Brosnan e Brosnan, 2006). No entanto, sdo escassos 0s estudos envolvendo
metionina e vitamina Bg, 0 que justifica a realizacdo de pesquisas com esse prop0sito para
suinos.

Além de melhorar o desempenho dos animais, a utilizacdo de aminoacidos industriais
pode resultar em melhorias nas caracteristicas de carcaca e na qualidade da carne suina. A
metionina é precursora de substancias como a carnitina, a creatina, a fosfatidilcolina e a

glutationa (GSH), as quais sdo importantes para melhorar caracteristicas de carcaca, como
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menor espessura de toucinho (ET) e maior rendimento de carne magra (RCM) e atributos de
qualidade da carne, como cor, capacidade de retencdo de d&gua e maciez.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos de niveis
de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis e da suplementacdo de vitamina Bg sobre o
desempenho, varidveis sanguineas, caracteristicas de carcaca, qualidade de carne e a
expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo da metionina de suinos machos

castrados dos 75 aos 100 kg.

2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Maringa (CCA/UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04’W, a altitude de 564
m), no periodo de junho a agosto de 2014.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica
no Uso de Animais em Experimentagdo (CEUA/UEM), tendo sido aprovados para execucao
(Parecer n° 162/2014).

2.1. Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 56 suinos mesticos (Topigs 20 x Talent), machos castrados, com peso
médio inicial de 75,11 + 1,84 kg. Os animais foram alojados em galpéo de alvenaria, coberto
com telhas de fibrocimento, dividido em duas alas, sendo cada uma composta por 20 baias,
separadas por um corredor central. As baias eram dotadas de bebedouros tipo nipple e
comedouros semiautomaticos, proporcionando livre acesso a racdo e a agua, fornecidas a
vontade durante todo o periodo experimental.

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental de blocos casualizados
em um esquema fatorial 2x4, composto por dois niveis de suplementacdo de vitamina Bg
(1,58 e 3,58 mg/kg) e quatro niveis de Met+Cis digestiveis (0,350; 0,450; 0,550 e 0,650%),
com sete repeticdes e um animal por unidade experimental. Na formacdo dos blocos, que
foram repeticBes no tempo, utilizou-se como critério o peso inicial dos animais.

As racOes experimentais foram formuladas & base de milho, farelo de soja, vitaminas,
minerais e aditivos (Tabela 1) para atenderem as exigéncias propostas pelo NRC (2012), para
suinos machos castrados na fase de terminacdo (75-100 kg), exceto para o nivel de Met+Cis
digestivel, que variou de 0,350 a 0,650%.

As composi¢des aminoacidicas do milho e do farelo de soja foram determinadas na

Evonik Industries (Sdo Paulo, SP, Brasil), pela técnica de espectrofotometria de refletancia
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no infravermelho proximal e aplicados os coeficientes de digestibilidade ileal propostos por
Rostagno et al. (2011).

Tabela 1. Composicao centesimal, quimica e energética das racfes experimentais contendo
diferentes niveis de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis

Ingredientes, % Niveis de Met+Cis digestiveis, %

0,350 0,450 0,550 0,650
Milho 87,28 87,28 87,28 87,28
Farelo de soja 8,95 8,95 8,95 8,95
Oleo de soja 0,81 0,80 0,78 0,76
Calcério 0,80 0,80 0,80 0,80
Fosfato bicélcico 0,68 0,68 0,68 0,68
Sal comum 0,20 0,20 0,20 0,20
L-lisina HCI 0,36 0,36 0,36 0,36
DL-metionina - 0,10 0,20 0,31
L-treonina 0,10 0,10 0,10 0,10
L-triptofano 0,03 0,03 0,03 0,03
L-valina 0,01 0,01 0,01 0,01
Acido glutdmico 0,30 0,20 0,10 -
Inerte - 0,01 0,03 0,04
Antioxidante 2 0,01 0,01 0,01 0,01
Promotor de crescimento * 0,02 0,02 0,02 0,02
Minerais * 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitaminas ° 0,40 0,40 0,40 0,40
Composicao calculada, %
Energia metabolizavel, kcal/kg 3.300 3.300 3.300 3.300
Nitrogénio total 1,86 1,86 1,86 1,86
Calcio 0,50 0,50 0,50 0,50
Faésforo disponivel 0,23 0,23 0,23 0,23
Sodio 0,10 0,10 0,10 0,10
Potassio 0,42 0,42 0,42 0,42
Cloro 0,25 0,25 0,25 0,25
Lisina digestivel 0,690 0,690 0,690 0,690
Metionina digestivel 0,165 0,265 0,365 0,465
Met+Cis digestivel 0,350 0,450 0,550 0,650
Treonina digestivel 0,440 0,440 0,440 0,440
Triptofano digestivel 0,120 0,120 0,120 0,120
Valina digestivel 0,460 0,460 0,460 0,460
Isoleucina digestivel 0,372 0,372 0,372 0,372
Leucina digestivel 0,993 0,993 0,993 0,993
Histidina digestivel 0,277 0,277 0,277 0,277
Fenilalanina digestivel 0,480 0,480 0,480 0,480
Arginina digestivel 0,600 0,600 0,600 0,600
Met+Cis:Lis digestivel 0,51 0,65 0,80 0,94

TAreia fina lavada. “BHT. Fosfato de tilosina (25%). “Contetido/kg de racéo: ferro — 50,00 mg; cobre — 5,00
mg; cobalto — 0,50 mg; manganés — 20,00 mg; zinco — 50,00 mg; iodo — 0,75 mg; e selénio — 0,30 mg.
>Contetido/kg de ragdo: vit. A — 4400 U.1.; vit D3 960 U.I.; vit. E — 25,60 U.I.; vit B; — 0,640 mg; vit B, — 2,13
mg; vit. B¢ — 1,58 mg; vit By, — 0,016 mg; acido nicotinico — 19,34 mg; &cido pantoténico — 12,16 mg; vit. Kz —
1,92 mg; acido folico — 0,192 mg; biotina — 0,064 mg; e colina — 127,31 mg.

Para atender os niveis de 0,450; 0,550 e 0,650% de Met+Cis digestiveis, a DL-metionina

foi adicionada na racdo basal as custas do acido glutdmico, para que estas apresentassem o
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mesmo nivel de nitrogénio. O nivel de suplementacdo de 1,58 mg/kg de vitamina Bg foi
atendido com o uso do premix vitaminico, conforme a recomendacéo do fabricante, e para o
nivel de 3,58 mg/kg foi adicionado cloridrato de piridoxina (99% de vitamina Bg).

A temperatura e umidade do ar foram monitoradas com auxilio de um Data Logger
(Hobbo U10®), instalado no centro do galpdo experimental, em que os dados climaticos
foram registrados a cada 30 minutos, durante todo o periodo experimental.

2.2. Desempenho e anélises sanguinea

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento para determinar o ganho de
peso diario (GPD). As racGes foram pesadas sempre que fornecidas aos animais e as sobras
descontadas para determinar o consumo diario de racdo (CDR) e consumo diario de Met+Cis
digestivel. Os dados de GPD e CDR foram utilizados para calcular a conversdo alimentar
(CA).

Ao término do periodo experimental os animais (100,28 + 4,04 kg) foram submetidos a
um jejum de 6 horas para realizacdo da coleta de sangue. As amostras de sangue foram
colhidas da veia jugular (Cai et al., 1994) e transferidas para tubos contendo EDTA (analises
de uréia, proteinas totais, creatinina e triglicerideos) e fluoreto (anélise de glicose), sendo
posteriormente centrifugadas (3.000 rpm) por 15 minutos, para separacdo do plasma (Moreno
et al., 1997). Em seguida, 3 mL de plasma foram transferidos para micro tubos de
polipropileno e armazenados para realizagdo das analises.

As analises de glicose, uréia, proteinas totais, creatinina e triglicerideos foram realizadas
pelo método colorimétrico, por meio de Kits comerciais, seguindo 0s procedimentos
operacionais padrdes (POP) descritos nos mesmos. Adicionalmente, foram coletadas
amostras de sangue em tubos contendo gel sem propriedades fisicas/quimicas, para realizacao
das analises de homocisteina. A concentracdo de homocisteina no soro foi determinada no
Laboratério S8o Camilo (Maringa, Parand, Brasil), por meio do método de
quimioluminescéncia (Demuth et al., 2004).

2.3. Caracteristicas de carcaca e qualidade de carne

Apbs 24 horas de jejum alimentar, os animais foram pesados para obtencdo do peso vivo
ao abate e encaminhados ao Abatedouro da Fazenda Experimental de Iguatemi-FEI/UEM. Os
animais foram previamente submetidos a insensibilizacao elétrica (200 watts) e abatidos pelo
corte da veia jugular, sendo posteriormente escaldados, depilados e eviscerados.

As carcagas evisceradas foram divididas ao meio, no sentido longitudinal, e
posteriormente pesadas e resfriadas (2 + 1°C por 24h). As carcacas foram avaliadas

individualmente de acordo com as orientacbes de Bridi e Silva (2009), onde foram
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determinados o peso da carcaca quente (PCQ), peso da carcaca resfriada (PCR), rendimento
de carcaca quente (RCQ), perda de peso de carcaca no resfriamento (PPCNR), rendimento de
pernil (RP), ET e profundidade do musculo Longissimus dorsi (PL). O figado e rins (direito e
esquerdo) foram pesados para obtengdo do peso relativo, calculado com base no PCQ.

A ET e a PL foram mensuradas na meia carcaca esquerda, 24 horas post-mortem, com
auxilio de paquimetro, na regido de insercdo da Ultima vértebra toracica com a primeira
lombar, a seis centimetros da linha média de corte da carcaca (ponto P2). A partir dos valores
de ET, PL e PCR foi estimado o RCM, utilizado a equacéo proposta por Guidoni (2000),
conforme segue: RCM (%) = 65,92 — ((0,685 x ET) + (0,094 x PL) — (0,026 x PCR)).

O pH da carne foi medido no masculo Longissimus dorsi, com auxilio de um medidor de
pH portatil digital HI 99163 (Hanna Instruments), na altura da Ultima costela, 45 minutos
ap6s o abate (pH inicial) e 24 horas apds o inicio do resfriamento (pH final), seguindo as
recomendacdes de Bridi e Silva (2009).

Para avaliagdes qualitativas foram utilizadas trés amostras (2,5 cm de espessura) do
musculo Longissimus dorsi, na regido de insercdo da ultima vértebra toracica com a primeira
lombar, no sentido caudal-cranial, conforme descrito por Bridi e Silva (2009). A primeira
amostra foi utilizada para avaliacdo da cor, a segunda para a perda de agua por gotejamento
(PAG) e a terceira para determinacdo da perda de liquido por descongelamento (PLD) e
coccdo (PLC) e da forca de cisalhamento (FC).

A PAG foi avaliada conforme a técnica descrita por Boccard et al. (1981). A PLD foi
obtida pela diferenca de peso da amostra congelada e ap6s armazenamento por 24 horas a
4°C. A PLC foi obtida pela diferenca de peso da amostra descongelada e apds o cozimento
em forno pré-aquecido a 170°C, até alcancarem a temperatura interna de 71°C (Bridi e Silva,
2009).

As amostras cozidas do musculo foram utilizadas para determinar a FC. Foram retiradas
seis subamostras de formato cilindrico (1,27 cm de didmetro), longitudinalmente no sentido
das fibras musculares (Ramos e Gomide, 2012). A FC foi tomada perpendicularmente a
orientacdo das fibras musculares com a lamina Warner-Bratzler adaptada no texturémetro
Stable Mycro Systems TA-XT2i.

A mensuragdo da cor do musculo foi realizada na superficie, em trés pontos diferentes de
leitura por amostra, com o auxilio de um colorimetro portatil Minolta® CR-400 (iluminante
D65 e angulo de visao de 0°). Os componentes L* (luminosidade), a* (componente vermelho-

verde) e b* (componente amarelo-azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB.
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Em seguida, com valores obtidos de pH inicial, pH final, componente L* da cor e PAG,
foi determinado a frequéncia de carnes PSE (do inglés pale, soft and exudative, ou seja, carne
de cor clara, de textura mole e com baixa capacidade de retencdo de agua), segundo
metodologia descrita por Warner et al. (1997), adaptada por Bridi e Silva (2009). As carnes
foram classificadas como PSE quando apresentavam pH inicial menor que 5,8, pH final
menor ou igual a 5,6, valor de L* maior que 50 e PAG maior que 5%.

A incidéncia de carne PSE foi quantificada em percentagem e os dados foram
transformados para y= arc sem v X/N, assumindo distribuicdo binomial, segundo metodologia
descrita por Haddad e Vendramim (2000).

2.4. Expressao génica

Imediatamente apos o abate foram coletadas amostras de figado (lobo medial esquerdo) e
do musculo Longissimus dorsi (meia carcaca esquerda, na altura da Gltima vértebra toréacica)
para analises de expressdo génica. Todos os materiais utilizados na coleta foram previamente
tratados com inibidor de RNase (RNase Zap®, Life Technologies, Brasil). As amostras foram
acondicionadas em microtubos contendo RNAIlater® (Life Technologies, Brasil), refrigeradas
por 24 horas em temperatura de 2-4°C e, em seguida, armazenadas em freezer a -18°C até o
momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
de acordo com as normas do fabricante, e quantificado utilizando espectrofotdmetro a 260
nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio
10% e visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA foram tratadas com DNase |
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para remogdo de possiveis residuos de DNA genémico, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. A sintese de DNA complementar (cDNA) foi

realizada com o kit SuperScript™ Il

First-Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen
Corporation, Brasil), conforme as especifica¢des do fabricante, e armazenados a -20°C até o
uso.

A expressdo génica das enzimas metionina sintase (MS) e CGL foram mensuradas por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) em tempo real, utilizado o corante
fluorescente SYBR GREEN (Roche, Basel, Switzerland) e o equipamento LightCycler® 96
(Roche, Basel, Switzerland). Todas as analises foram realizadas em um volume de 20 pL e
em duplicatas. A ciclagem foi realizada de acordo com as recomendagdes do fabricante para

o Kit utilizado.
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Os pares de primers (direto e reverso) utilizados nas reacdes de amplificagdo dos
controles enddgenos testados (R-actina, GAPDH e HPRT1) e dos genes alvos (MS e CGL)
foram construidos com base nas sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank do
NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov) para suinos (Sus scrofa), com o uso do programa

www.idtdna.com (Tabela 2). A R-actina foi utilizada como controle endégeno por ter

apresentado melhor eficiéncia e maior especificidade na reacéo.

Tabela 2. Sequéncia dos primers da metionina sintase (MS), cistationina-y-lyase (CGL) e [3-
actina, utilizados na reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

Gene GeneID * Sequéncias dos primers (5'-3") Amplicom (bp) T, (°C)

MS XM_001927058.2 D: CACGGATGGCTTGGTCAATATC 106 60
R: AGGTGGAACTCTGGGCTTATAG

CGL NM_001044585 D: CTCTGCAATCGAGGTCTGAAG 128 60
R: GAGGGCAACCCAGGATAAATAA

B-actina  XM_003124280.3 D: CTTCTAGGCGGACTGTTAGTTG 86 60

R: AGCCATGCCAATCTCATCTC

Ta: Temperatura de anelamento
INUmero de acesso no GenBank do NCBI.

Os resultados de expressdo génica foram gerados e registrados como valores de threshold

cycle (Ct), e ajustados pela equacédo proposta por Coble et al. (2011), como segue:

Ct ajustado = 40 — [(Ct médio do gene alvo) + (Ct mediano do controle end6geno — Ct médio
do controle enddgeno) x (coeficiente de regressdo do gene alvo/ coeficiente de regressdo do

controle end6geno)].

2.5. Anélises estatisticas

O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a presenca de outliers. Em
seguida, os dados referentes ao desempenho, variaveis sanguineas, expressdo geénica,
caracteristicas de carcaca e qualidade de carne foram submetidos 8 ANOVA, sendo os efeitos
de bloco, dos niveis de Met+Cis digestiveis, da suplementacdo de vitamina Bg e da interacdo
Met+Cis e vitamina Bg incluidos no modelo matematico, como segue:

Yik =H+M, +V, + MV, +B, +E;;

Onde: Yij = variavel de resposta; i = média geral comum a todas as observacoes; M; =
efeito do i-ésimo nivel de Met+Cis digestivel (i = 1 a 4); V; = efeito do j-ésimo nivel de

suplementacdo de vitamina Bs (j = 1 e 2); MV;; = efeito da interacdo do i-ésimo nivel de
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Met+Cis digestivel com o j-ésimo nivel de suplementacdo de vitamina Bg; By = efeito do k-
ésimo bloco (i = 1 a 7); Eij« = erro aleatorio inerente a todas as observagoes.

Para as varidveis de desempenho, o peso inicial dos suinos foi utilizado como covariavel,
enquanto para avaliagdo das caracteristicas de carcaca, foi utilizado o peso de abate como
covariavel. Quando ndo houve efeito significativo da covariavel a mesma foi retirada do
modelo. Foi aplicado o Teste F sobre as médias obtidas para os niveis suplementares de
vitamina Bg. Os graus de liberdade referentes aos niveis de Met+Cis digestiveis foram
desdobrados em polinémios ortogonais, para obtencdo das equacfes de regressdo. Todos 0s
testes de hipoteses foram realizados por intermédio do procedimento GLM (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, EUA), adotando 0 nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

Para testar o efeito dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre a incidéncia de carne PSE foi
utilizado o teste de Tukey (P <0,05).

3. Resultados

N&o foram observadas interagcdes (P > 0,05) entre suplementacdo de vitamina Bg € 0sS
niveis de Met+Cis digestiveis para todas as variaveis avaliadas (Tabelas 3 a 7). A
suplementacdo de 3,58 mg de vitamina Bg/kg de racdo proporcionou melhor CA (P = 0,05). O
consumo de Met+Cis digestivel aumentou linearmente (P < 0,01) a medida que os niveis
destes aminoacidos aumentaram nas ragdes (Tabela 3).

Dentre as variaveis sanguineas (Tabela 4), a glicose foi influenciada (P = 0,05) pela
suplementacdo de vitamina Bg, em que a maior suplementacgdo (3,58 mg/kg) proporcionou 0s
maiores niveis plasmaticos. Os triglicerideos apresentaram uma resposta quadratica (P =
0,01) aos niveis de Met+Cis digestiveis, onde a menor concentracdo plasmética (29,42
mg/dL) foi obtida para o nivel de 0,496% destes aminoacidos.
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Tabela 3. Desempenho de suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg, alimentados com ra¢es contendo diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e
suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,350 0,450 0,550 0,650 0,350 0,450 0,550 0,650 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
CDR, kg 2,97 3,04 2,95 2,96 2,98 3,01 2,86 2,85 2,82 2,89 0,039 0,68 0,25 0,42 0,71
CD Met+Cis dig, g * 10,39 13,69 16,22 19,25 1489 1054 12,88 1566 1854 1440 0,211 0,76 0,24 <0,01 0,89
GPD, kg 0,98 0,96 0,96 1,03 0,98 1,10 0,98 0,93 0,93 0,99 0,019 0,20 0,84 0,22 0,18
CA? 3,09 3,20 3,08 2,91 3,07° 2,74 2,91 3,08 3,08 2,95 0,033 0,08 0,05 0,49 0,09

CDR = Consumo diério de racdo; CD Met+Cis dig = Consumo diério de metionina + cistina digestivel; GPD = Ganho de peso diario e CA = Conversdo alimentar. 'Efeito linear (Y= 0,6587 +
27,9946 X (R2=0,99)). “Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre si pelo teste F (P < 0,05).

Tabela 4. Niveis plasmaticos de glicose, uréia, creatinina, triglicerideos e proteinas totais de suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg, alimentados com ragdes
contendo diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e suplementacéo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,350 0450 0,550 0,650 0,350 0450 0,550 0,650 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racéo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média  padrdo X Bs Bs L Q
Glicose, mg/dL * 51,57 5400 5357 50,64 5245° 5843 6057 5536 53,71 57,02 1,216 0,85 0,05 0,31 0,40
Uréia, mg/dL 23,10 2457 27,06 2348 2455 2447 2226 2429 20,67 2292 0,578 0,50 0,10 0,57 0,10
Creatinina, mg/dL 1,56 1,41 1,69 1,77 1,61 1,60 1,46 1,45 1,64 1,54 0,044 0,61 0,41 0,19 0,10
Triglicerideos, mg/dL * 3950 30,00 3304 3793 3512 3557 2817 2986 37,43 32,76 1,254 0,97 0,39 0,86 0,01
Proteinas totais, g/dL 6,61 6,44 6,55 6,75 6,59 6,58 6,41 6,49 6,04 6,38 0,054 0,09 0,11 0,35 0,63

"Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre si pelo teste F (P < 0,05). “Efeito quadratico (Y= 118,9741 - 360,8264X + 363,4725X2 (R*= 0,95).
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Em relacdo as caracteristicas de carcaca (Tabela 5), observou-se que a maior
suplementacdo de vitamina Bg proporcionou uma maior PL (P = 0,05). Os niveis crescentes
de Met+Cis proporcionaram uma reducdo na ET (P = 0,01) e um aumento no RCM (P =
0,01). As demais varidveis de carcaca (PCQ, PCR, RCQ, PPCNR e RP) ndo foram
influenciadas pelos tratamentos. O peso relativo do figado e dos rins apresentaram uma
resposta quadratica (P < 0,04) aos niveis de Met+Cis digestiveis, em que 0S menores pesos
relativos destes orgdos (1,703 e 0,444%, respectivamente) foram obtidos para o nivel
estimado de 0,515% de Met+Cis digestivel.

N&o houve efeito da suplementacdo de vitamina Bg e dos niveis de Met+Cis digestiveis
sobre a expressdo génica, hepéatica e muscular, das enzimas MS e CGL (Tabela 6). Também
ndo houve efeito (P = 0,15) da suplementacdo de vitamina Bg sobre os niveis séricos de
homocisteina. Entretanto, os niveis crescentes de Met+Cis proporcionaram um aumento (P =
0,01) nas concentracdes de homocisteina.

As caracteristicas qualitativas do Longissimus dorsi sdo apresentadas na Tabela 7. De
modo geral, ndo houve efeito dos niveis de Met+Cis sobre o pH (inicial e final), PAG e nos
componentes L*, a* e b* da cor. No entanto, foi observado um aumento linear (P = 0,05) na
PLD e uma resposta quadratica para a PLC (P = 0,05) e FC (P = 0,03) em funcdo dos niveis
de Met+Cis digestiveis, em que os maiores valores de PLC (24,25%) e FC (2,42 Kgf) foram
observados para os niveis de 0,520 e 0,490%, respectivamente. A PAG foi maior (P = 0,05)
no muasculo dos suinos que receberam a maior suplementagdo de vitamina B (3,58 mg/kg).
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Tabela 5. Caracteristicas de carcaca e peso dos 6rgdos de suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg, alimentados com rac¢Bes contendo diferentes niveis de
metionina + cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,350 0,450 0,550 0,650 0,350 0,450 0,550 0,650 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
PCQ, kg 79,93 80,68 80,04 80,16 8020 7958 79,93 80,00 79,97 79,87 0,126 0,38 0,54 0,89 0,80
PCR, kg 7752 7839 7801 7806 7799 7736 77,78 7759 7758 7758 0,123 0,74 0,31 0,84 0,75
RCQ, % 83,04 8329 8287 829 8304 8210 8315 8293 8327 8286 0,132 0,35 0,54 0,20 0,46
PPCNR, % 3,00 2,84 2,53 2,60 2,74 2,77 2,69 3,00 3,00 2,87 0,085 0,33 0,45 0,78 0,69
RP, % 29,12 2940 29,03 29,83 29,34 2891 2957 29,82 28,76 29,26 0,139 0,14 0,69 0,55 0,34
PL, mm ! 57,80 56,11 58,03 5831 5756° 57,03 6023 6027 60,11 59,41* 0,495 0,53 0,05 0,20 0,43
ET, mm 2 1587 1494 1249 12,71 1400 16,46 1509 1436 14,10 1500 0,395 0,87 0,21 0,01 0,47
RCM, % ® 51,83 5245 5394 5376 53,00 51,30 5195 52,62 52,63 52,12 0,256 0,92 0,10 0,01 0,49
Peso dos 6rgaos, %
Figado * 1,78 1,70 1,70 1,85 1,76 1,88 1,75 1,72 1,81 1,79 0,020 0,67 0,49 0,91 0,04
Rins ° 0,47 0,45 0,46 0,47 0,46 0,51 0,44 0,44 0,46 0,46 0,006 0,31 0,91 0,22 0,04

PCQ= Peso de carcaga quente; PCR= Peso de carcaga resfriada; RCQ= Rendimento de carcaca quente; PPCNR= Perda de peso de carcaga no resfriamento; RP= Rendimento de pernil; PL=
Profundidade do musculo Longissimus dorsi; ET= Espessura de toucinho; RCM= Rendimento de carne magra. ‘Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre si, pelo teste F (P <
0,05). *Efeito linear (Y= 19,4339 - 9,8643X (R*= 0,91)). °Efeito linear (Y= 49,5770 + 5,9633X (R?*= 0,87)). *Efeito quadratico (Y= 3,1228 - 5,6492X + 5,6212X? (R’= 0,99)). *Efeito quadratico (Y=
0,8406 - 1,5043X + 1,4261X? (R*= 0,87)).

Tabela 6. Expressdo génica® da metionina sintase (MS) e cistationina-y-lyase (CGL), no figado (f) e no mésculo (m), e niveis séricos de homocisteina de suinos
machos castrados, dos 75 aos 100 kg, alimentados com ra¢cdes contendo diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e suplementacao de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,350 0450 0,550 0,650 0,350 0450 0,550 0,650 Erro  Met+Cis Regressdo
1,58 mg B / kg de racédo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
MSm 7,81 7,56 8,74 7,47 7,89 8,30 9,03 8,30 8,24 8,47 0,181 0,35 0,14 0,82 0,23
CGLm 7,70 7,80 8,76 7,36 7,90 8,29 9,09 8,11 7,84 8,33 0,183 0,35 0,26 0,48 0,09
MSf 9,73 9,88 9,78 10,19 9,90 10,35 10,71 9,31 9,79 10,04 0,174 0,45 0,69 0,57 0,79
CGLf 13,30 1290 14,00 14,18 1359 13,15 1470 1254 13,71 13,53 0,305 0,33 0,91 0,22 0,82

Homocisteina, umol/L 23,77 23,20 31,93 30,27 27,29 29,53 24,01 31,29 35,33 30,04 0,912 0,54 0,15 0,01 0,32
'Expressado como unidade arbitraria (UA).
*Efeito linear (Y= 15,4391 + 26,4567X (R’= 0,63)).
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Tabela 7. Caracteristicas qualitativas do Longissimus dorsi de suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg, alimentados com rac¢des contendo diferentes niveis de
metionina + cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,350 0,450 0,550 0,650 0,350 0,450 0,550 0,650 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
pH inicial 6,24 6,18 6,21 6,48 6,28 6,32 6,27 6,09 6,08 6,19 0,036 0,07 0,22 0,71 0,54
pH final 5,55 5,62 5,65 5,60 5,60 5,60 5,59 5,63 5,50 5,58 0,022 0,71 0,57 0,85 0,37
PAG, %' 3,24 2,47 3,34 2,71 2,94° 3,84 4,15 3,37 3,66 3,76° 0,176 0,43 0,05 0,49 0,79
PLD, % * 6,36 7,37 6,37 7,56 6,92 6,90 7,28 6,98 9,35 7,63 0,267 0,69 0,19 0,05 0,10
PLC, % 19,62 22,78 2485 2234 2240 2163 2482 2312 22,09 2292 0,356 0,19 0,47 0,55 0,05
Cor L* 54,17 5427 5533 5421 5450 5580 5498 5457 56,78 5553 0,293 0,34 0,07 0,51 0,65
Cor a* 7,60 6,71 7,22 6,87 7,10 7,33 6,84 7,08 6,70 6,99 0,148 0,97 0,77 0,21 0,39
Cor b* 5,26 4,41 5,20 4,61 4,87 5,25 4,79 4,80 5,51 5,09 0,112 0,22 0,33 0,88 0,40
FC, Kgf * 2,16 2,39 2,25 2,22 2,25 2,07 2,56 2,31 1,96 2,23 0,045 0,34 0,81 0,54 0,03

PAG= Perda de 4gua por gotejamento; PLD= perda de liquido por descongelamento; PLC= perda de liquido por coccdo; FC= Forca de cisalhamento. "Médias seguidas por letras diferentes, na linha,
diferem entre si pelo teste F (P < 0,05). *Efeito linear (Y= 4,8355 + 4,8583X (R’= 0,54)); *Efeito quadratico (Y= -9,2071 + 128,6918X - 123,7446X? (R*= 0,99)); “Efeito quadratico (Y= -0,8798 +
13,4544X - 13,7366X? (R?*= 0,92)).
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4. Discussoes

Considerando a temperatura ambiente (20,95 * 3,37°C) e a umidade relativa do ar (69,2 +
13,13%), registrada durante o periodo experimental, pode-se inferir que os animais ndo foram
submetidos a condi¢Ges ambientais extremas, pois Ferreira (2005) considera as temperaturas
de 5 e 27°C como sendo a critica minima e maxima, respectivamente, e umidade relativa do
ar ideal entre 50 e 70% para suinos na fase de terminacéo.

O efeito da suplementacéo de metionina sobre 0 CDR de suinos na fase de terminagéo é
pouco consistente na literatura. Hahn e Baker (1995), Santos et al. (2007) e Santos et al.
(2011) ndo observaram alteracbes no CDR ao avaliarem diferentes niveis de Met+Cis
digestiveis na racdo. No entanto, Loughmiller et al. (1998) e Knowles et al. (1998)
observaram uma variacdo positiva no consumo voluntario dos animais com o aumento dos
niveis dos AAS. Estas diferencas no consumo de ragdo podem estar relacionadas, entre outros
fatores, aos diferentes niveis de Met+Cis avaliados, uma vez que o possivel imbalanco de
aminoacidos da racdo, causado pela deficiéncia ou pelo excesso de Met+Cis digestivel,
influencia negativamente o consumo voluntario dos animais (Le Bellego e Noblet, 2002;
Moura et al., 2006).

Apesar da grande variacdo nos niveis de Met+Cis digestiveis (0,350-0,650%) avaliados
neste trabalho, o CDR dos animais ndo foi influenciado, e pode-se inferir que o maior nivel
estudado (0,650%) ndo representou um excesso, pois dentre os aminoacidos, 0 excesso de
metionina é o que causa maior queda no consumo (Edmonds et al., 1987).

O consumo de Met+Cis digestivel aumentou linearmente a medida que se elevou o nivel
desses aminoacidos na racdo, pois estd diretamente relacionado aos niveis crescentes de
Met+Cis digestiveis, uma vez que o CDR néo alterou.

A metionina é considerada um aminoacido essencial para suinos na fase de terminacao,
pois esta envolvida em varias vias metabdlicas. Dentre as funcbes conferidas a ela, a principal
é ser substrato para a sintese de proteinas (primer no processo de traducéo), sendo precursora
de outros aminoacidos, notadamente da cisteina que, assim como a metionina, também é
utilizada para a sintese de proteina corporal. Na forma de SAM, a metionina é 0 mais
importante doador de grupos CH3 no organismo, estando envolvida na biossintese de muitos
componentes importantes para o crescimento e desenvolvimento dos suinos, como a creatina,
a carnitina e as poliaminas (Brosnan e Brosnan, 2006; Nelson e Cox, 2014). Desta forma, a
deficiéncia de metionina pode limitar o maximo desempenho dos animais.

No entanto, os niveis de Met+Cis digestiveis avaliados ndo influenciaram o GPD e a CA

dos animais, evidenciando que o nivel de 0,350%, correspondente ao consumo de 10,46 g/dia
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e uma relacdo de 0,51% com a lisina digestivel, foi suficiente para atender as exigéncias para
maximo desempenho dos animais.

Avaliando niveis de Met+Cis digestiveis de 0,440 a 0,536% para suinos machos
castrados, dos 60 aos 95 kg, Santos et al. (2007) concluiram que a exigéncia dos animais foi
de 0,507% (14,60 g/dia) para maximo GPD e melhor CA, correspondente a uma relacdo de
0,63% com a lisina. Entretanto, Santos et al. (2011) avaliaram niveis de Met+Cis digestiveis
variando de 0,427 a 0,545% para suinos machos castrados dos 95 aos 125 kg e ndo
verificaram melhora no GPD e CA dos animais. Segundo esses autores, o nivel de 0,427%
(14,20 g/dia) de Met+Cis foi suficiente para atender as exigéncias para maximo crescimento
dos animais, e corresponde a uma relacdo de 0,57% com a lisina digestivel.

As maiores relacdes de Met+Cis:Lis observados por Santos et al. (2007) e Santos et al.
(2011), em relacdo ao presente estudo, podem ser justificadas, em parte, as diferentes faixas
de peso dos animais e as diferentes condi¢cbes ambientais dos experimentos. No estudo de
Santos et al. (2007) a temperatura maxima média registrada (30,05 + 2,5°C) ficou acima da
temperatura critica superior (27°C) preconizada por Ferreira (2005) para suinos na fase de
terminagdo. Segundo o mesmo autor, quando a temperatura do meio ambiente se encontra
acima do limite superior da Zona de Conforto, o sistema termorregulador é ativado para
manter o equilibrio térmico entre o animal e o meio, alterando 0 metabolismo. A mudanca no
metabolismo ocasiona um desvio de nutrientes disponiveis para producdo, reduzindo a
deposicdo de proteina corporal, modificando a exigéncia nutricional dos animais (Brumano,
2008). Nestas condicOes, espera-se uma reducdo mais acentuada nas exigéncias de
aminoacidos com maior envolvimento na deposicao proteica, como é o caso da lisina (Yang
et al., 1997; Machado e Fontes, 2006), aumentando a relacdo Met+Cis:Lis. Ja no estudo de
Santos et al. (2011), foram utilizados animais dos 95 aos 125 kg, enquanto no presente estudo
a faixa de peso estudada foi de 75 aos 100 kg. De acordo com Chung e Baker (1992), a
exigéncia de mantenca dos animais aumenta com a idade ou peso corporal, uma vez que 0
aumento da exigéncia de alguns aminoacidos relacionados a mantenca dos animais, como a
metionina, é ocasionado pela associacdo desses aminoacidos com as perdas enddgenas e a
renovacéo celular da mucosa intestinal. Loughmiller et al. (1998) relataram que o aumento da
relacbes Met+Cis:Lis é mais expressivo a partir dos 50 kg, quando as exigéncias para
mantenca aumentam, mas a taxa proporcional de deposicao de proteina diminui.

Uma vez que ndo foram observados prejuizos no desempenho, para os niveis acima de

0,350% de Met+Cis, pode-se inferir que acima deste nivel a metionina consumida pode ter
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sido utilizada para outras fungdes fisioldgicas, em detrimento da deposicdo de proteina,
conforme sugerido por Chung e Baker (1992) e Vaz et al. (2005).

Esta hipotese é reforgada pelos niveis plasmaticos de glicose e uréia observados no
presente estudo, que ndo se elevaram com o aumento do nivel de Met+Cis digestivel nas
racbes. Segundo Stipanuk (2004) e Nelson e Cox (2014), quando os aminoacidos sao
fornecidos em excesso eles precisam ser catabolizados no organismo. Ap6s a deaminacao da
metionina é produzido o a-cetodcido succinil-CoA, o qual serd convertido a piruvato. Em
seguida, o piruvato pode ser empregado no ciclo do &cido citrico, gerando energia, ou podera
ser empregado na via da gliconeogénese, gerando moléculas de glicose. J& o nitrogénio
resultante pode ser utilizado para a sintese de outros compostos nitrogenados ou
simplesmente excretado na forma de uréia, representando um gasto de energia para o
organismo.

Um dos possiveis destinos metabdlicos da metionina tem sido a doacdo de grupamentos
metilicos para a sintese de biomoléculas como a carnitina, que é essencial para o
metabolismo de lipidios. A carnitina estd envolvida no transporte de acidos graxos de cadeia
longa na membrana mitocondrial. O Acil-graxo, sintetizado na reagdo entre &cido graxo, CoA
e ATP, liga-se a carnitina para compor a Acil graxo-carnitina, possibilitando o seu transporte
do citosol para a matriz mitocondrial, para ser oxidado e gerar energia (Ramsay et al., 2001;
Stephens et al., 2007; Strijbis et al., 2008; Apple et al., 2011). Isto pode estar relacionado a
reducdo observada na ET, em funcdo dos niveis de Met+Cis digestiveis, assim como 0s
triglicerideos que responderam de forma quadratica, apresentando a menor concentracdo
plasmatica ao nivel de 0,496% de Met+Cis digestivel.

O efeito dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre o metabolismo dos lipidios em suinos foi
reportado por outros autores, a exemplo de Vaz et al. (2005) e Moura et al. (2006), que
observaram menor deposicao de gordura na carcacga de suinos na fase de crescimento e Pena
et al. (2008), que obtiveram menores niveis de colesterol no lombo e no toucinho de animais
em terminagéo.

Os niveis crescentes de Met+Cis digestiveis estudados também apresentaram efeito sobre
0 RCM, que aumentou de forma linear. Segundo Krick et al (1992) e Kyriazakis et al. (1994),
a CA é altamente correlacionada com varidveis que representam o ganho de tecido magro,
pois a deposicdo de 1 g de proteina na carcaca agrega 3,1 a 4 g de agua. Desta forma, a
melhora no RCM, obtida com maiores niveis de Met+Cis digestiveis acima do necessario
para maximo desempenho, pode estar relacionado a menor ET do que um possivel aumento

na deposi¢do de proteina na carcaca.
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Segundo Bikker et al. (1994) e Kerr (2003), os pesos do figado e dos rins aumentam com
0 imbalanco de aminoacidos na racdo, pois sdo alguns dos principais sitios de degradacédo de
aminoacidos e eliminacdo do excesso de nitrogénio. Apesar da concentragdo plasmatica de
uréia ndo ter apresentado variagdes, observou-se que o nivel de 0,515% de Met+Cis na racgao
proporcionou menor atividade catabolica uma vez que estes 6rgdos apresentaram menor peso
relativo.

As concentracBes séricas de homocisteina aumentaram linearmente com o aumento da
suplementacdo de Met+Cis nas ragOes e, de acordo com Brosnan e Brosnan (2006) o excesso
de metionina é inicialmente convertido em SAM que, ap6s doar seu grupo CHg, € convertida
em homocisteina.

Ao avaliarem duas ragOes, para suinos dos 15 aos 25 kg (0,46 e 3,46% de Met+Cis),
Franca et al. (2006) também observaram maiores valores séricos de homocisteina (59,80
pmol/L) nos animais que receberam a maior suplementacdo de metionina, em comparacao
com os animais alimentados com a dieta basal (16,73 pmol/L). A concentracdo de
homocisteina (32,80 pmol/L), obtida para o maior nivel de Met+Cis digestivel, no presente
estudo, foi inferior ao observado pelos autores supracitados, que por sua vez, trabalharam
com niveis maiores de Met+Cis, e ainda observaram aterogénese na artéria iliaca dos animais
submetidos a dietas ricas em metionina, 0 que possivelmente estd relacionado a hiper-
homocisteinemia induzida pela excesso de metionina.

O valor de homocisteina (26,65 umol/L) obtido, mesmo para os animais suplementados
com o menor nivel de Met+Cis digestivel (0,350%), é relativamente elevado em relacdo aos
verificados para seres humanos, jd que Venancio et al. (2009) e Beard e Bearden (2011)
classificam os niveis compreendidos entre 5-15, 16-30, 31-100 e >100 pumol/L como quadro
clinico normal, hiper-homocisteinemia moderado, intermediaria e severa, respectivamente.
Contudo, para suinos ainda nao existe um nivel sanguineo considerado normal de
homocisteina e, apesar de alguns autores (Franca et al., 2006; Zhang et al., 2009) apontarem
para uma possivel diferenca entre as espécies, os valores elevados de homocisteina
observados no presente estudo podem ser indicativo de um desequilibrio nas vias metabdlicas
que eliminam o excesso de homocisteina.

H& duas vias pelas quais 0 acimulo de homocisteina pode ser prevenido: remetilacéo e
transulfuracdo. Na remetilagcdo a homocisteina é reconvertida em metionina pela agdo da MS
e/ou betaina-homocisteina metil-transferase (BHMT), j& na via da transulfuracdo a
homocisteina é convertida irreversivelmente em cisteina pela acdo das enzimas CBS e CGL.

A regulacdo destas duas vias ocorre devido ao controle alostérico da SAM na atividade de
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algumas enzimas. Quando a metionina aumenta, uma elevada concentracdo de SAM reduz a
quantidade de grupos CHs no ciclo, por inibir as atividades das enzimas envolvidas na
remetilacdo da homocisteina, tais como a BHMT e a metileno-tetrahidrofolato-redutase
(MTHFR) e estimular a atividade da CBS, responsdvel pela perda irreversivel de
homocisteina. Por outro lado, quando a concentracdo de metionina é baixa, as concentracfes
de SAM diminuem e a atividade da CBS retorna ao normal, conservando homocisteina para
remetilagdo (Prudova et al., 2006; Nijhout et al., 2006). Contudo, a deficiéncia de algumas
vitaminas (Bs B2 e folato) utilizadas como cofatores enziméaticos também podem alterar a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo da metionina, prejudicando o controle das
concentracdes de homocisteina (Lima et al., 2006; Zhang et al., 2009).

A vitamina Bg na sua forma ativa (PLP) é cofator enzimatico para trés enzimas do
metabolismo da metionina: SHMT, CBS e CGL, sendo as duas ultimas relacionadas a via da
transulfuracdo, considerada a principal via de eliminacdo do excesso de homocisteina
(Brosnan e Brosnan, 2006; Stipanuk e Ueki, 2011). Apesar disso, ndo foram encontrados
registros na literatura em que foi avaliada a interacdo de diferentes niveis de Met+Cis
digestiveis e de vitamina Bg sobre o metabolismo da metionina em suinos.

De acordo com os dados de expressdo génica, ndo houve interacdo entre os niveis
suplementares de vitamina Bg € 0s niveis de Met+Cis digestiveis sobre a expressdo génica,
das enzimas MS e CGL, tanto no figado quanto no muasculo. Também néo houve efeito dos
niveis suplementares de vitamina Bg e dos niveis de Met+Cis sobre a expressdo destas
enzimas. Estes resultados diferem dos encontrados por Sato et al. (1996), que observaram
aumento na taxa de renovacdo da enzima CGL em roedores submetidos a dietas deficientes
em vitamina Bg. No entanto, Zhang et al. (2009) ndo observaram alteracfes na expressao
génica das enzimas CBS e CGL no figado, mesmo avaliando niveis extremos (0 e 3 mg/kg de
racdo) de vitamina Bg para leitdes recém-desmamados. Desta forma, os resultados obtidos no
presente estudo, em conjunto com observados por Zhang et al. (2009), fornecem indicios de
que a expressao génica das enzimas MS e CGL em suinos é pouco influenciada pelos niveis
de vitamina Bg e de Met+Cis digestiveis avaliados.

Apesar da vitamina Bg ndo ter influenciado a expressdo génica das enzimas CBS e CGL
no figado, Zhang et al. (2009) observaram que a deficiéncia desta vitamina reduziu a
atividade das enzimas CBS, CGL e SHMT (PLP-dependentes), juntamente com um quadro
de homocisteinemia grave, que foi atribuido, principalmente, a menor atividade das enzimas

CBS e CGL, responsaveis pela eliminacdo do excesso de homocisteina pela via da
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transulfuracdo. Segundo os autores, 0s niveis sanguineos de homocisteina podem ser
utilizados como indice para indicar o estado de fornecimento de vitamina Bs em suinos.

Desta forma, apesar da suplementacdo de vitamina Bg néo ter influenciado o nivel serico
de homocisteina, os elevados valores (26,65 umol/L), mesmo em animais que receberam o
menor nivel de Met+Cis digestivel (0,350%), pode indicar que os niveis suplementares de
vitamina Bg (1,58 e 3,58 mg/kg de racdo) ndo foram suficientes para que a homocisteina
fosse metabolizada pela via da transulfuracdo, o que foi agravado com o aumento dos niveis
Met+Cis nas ragdes. Esta observacdo é consistente com o estudo de Miller et al. (1994), onde
0s autores observaram que ratos deficientes em vitamina Bg apresentavam niveis sanguineos
de homocisteina semelhante aos ndo deficientes, contudo, quando fornecido um excesso de
metionina, foi observado um aumento de 30 vezes na concentracdo de homocisteina em
relacdo aos animais que receberam o tratamento controle.

Apesar das interacdes entre a suplementacdo de vitamina Bg e 0s niveis de Met+Cis
digestiveis ndo apresentarem efeito significativo, a suplementacdo de 3,58 mg de vitamina
Bes/kg de racdo promoveu aumento na PL e melhora na CA, em relagdo aos animais
suplementados com 1,58 mg/kg. Além da sua atuacdo no metabolismo da metionina, a
vitamina Bg, na forma de coenzima PLP, participa em reagcdes enzimaticas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos, cidos graxos e de outros aminoacidos (Nelson e Cox, 2014).

Desta forma, o aumento na deposi¢do muscular e a melhora na CA obtidos com o maior
nivel de suplementacdo de vitamina Bg fornecem subsidios adicionais sobre a necessidade de
adequar as recomendac0es dietéticas de vitamina Bg para suinos machos castrados na fase de
terminacdo. Rostagno et al. (2011) propdem niveis de suplementacdo de vitamina Bg de 1,2
mg/kg de ragdo para suinos machos castrados, dos 70 aos 100 kg e 0 NRC (2012) recomenda
1 mg/kg de racdo para suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg.

A exemplo deste trabalho, outros autores (Lindemann et al., 1999; Gigueére et al., 2005;
Stahly et al, 2007; Zhang et al., 2009) também observaram melhor desempenho dos animais
que receberam racBes com niveis mais elevados em relacdo as atuais recomendacGes de
algumas vitaminas do complexo B (riboflavina, niacina, acido pantoténico, vitamina Bg €
B12), além de enriquecimento da carne dos suinos com estas vitaminas.

Além de garantir médximo desempenho e melhorar as caracteristicas de carcaca dos
suinos, o fornecimento adequado de Met+Cis também pode melhorar atributos de qualidade
da carne, como cor, capacidade de retencdo de 4gua e maciez. Uma das principais causas na
perda de qualidade da carne suina € o rapido e extenso declinio do pH post-mortem, devido

ao acumulo de &cido latico proveniente da glicdlise anaerdbica, antes que a carcaga tenha se
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resfriado com eficiéncia (Adzitey e Nurul, 2011). Esta combinacdo de baixo pH e alta
temperatura leva a desnaturacdo de proteinas musculares, especialmente a miosina e a
mioglobina (principal pigmento da carne) o que resulta em carnes de cor clara e baixa
capacidade de retencdo de &gua (Soares et al., 2003; Scheffler e Gerrard, 2007; Barbut et al.,
2008), que séo caracteristicas da carne PSE.

A metionina, na forma de SAM, atua como doador de grupos CHj3 para a biossintese de
varias substancias, entre elas, a creatina. Na sua forma fosforilada (fosfocreatina) a creatina
constitui uma importante reserva energética para 0 masculo, sendo prontamente utilizada na
resintese de ATP (ADP + fosfocreatina = ATP + creatina), a medida que este vai sendo
utilizado no metabolismo muscular. A producdo de ATP, a partir da fosfocreatina, é
particularmente importante uma vez que nao envolve a via glicolitica e a producéo de &cido
latico (Berg e Allee, 2001; Janicki e Buzala, 2013). Desta forma o fornecimento adequado de
metionina para a sintese de creatina pode reduzir a velocidade e intensidade de queda do pH
post-mortem.

N&o houve efeito dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre os valores de pH muscular
(inicial e final), evidenciado que o fornecimento de Met+Cis digestivel acima de 0,350% n&o
alterou a taxa glicolitica das células no periodo post-mortem. Os niveis plasmaticos de
creatinina, mensurados 18 horas antes do abate, também nédo variaram em funcdo dos niveis
de Met+Cis digestiveis. A creatinina é o produto final da degradagdo da creatina e
fosfocreatina no musculo esquelético, sendo difundida do musculo para a corrente sanguinea
e, posteriormente, excretada na urina (Brosnan et al., 2007; Nelson e Cox, 2014).

As carnes dos animais que receberam 3,58 mg de vitamina Bg/kg de racdo apresentaram
maiores valores (3,76%) de PAG, no entanto, estas carnes ndo foram consideradas
exudativas, j& que Bridi e Silva (2009) consideram normais valores abaixo de 5%. Embora 0s
valores de pH muscular ndo terem sido influenciados pela suplementacdo de vitamina Bg, a
maior PAG observada nos animais que receberam o nivel mais elevado da vitamina pode
estar relacionado ao seu envolvimento no metabolismo energético das células musculares. A
vitamina Bg, na forma de PLP, é cofator enzimatico da enzima glicogénio fosforilase,
responsavel pela clivagem do glicogénio para liberar glicose, sendo que mais da metade da
sua concentracdo total disponivel € destinada para esta funcdo (Combs Jr., 2008). Esta
hipotese é reforgada pelos niveis plasmaticos de glicose, mensurados 18 horas antes do abate,
que aumentaram com o incremento da suplementacéo de vitamina Be.

A oxidagdo lipidica que ocorre no musculo, no periodo post-mortem, representa outra

causa de perda de qualidade das carnes (Soares et al., 2009). Os principais substratos
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envolvidos na oxidacdo sdo os acidos graxos poliinsaturados que compdem os fosfolipidios
das membranas celulares (Mitchaothai et al., 2007; Devatkal e Naveena, 2010). Assim, 0
controle dos processos oxidativos torna-se importante na carne de suinos por sua composicao
ser rica em acidos graxos poliinsaturados.

No metabolismo a metionina pode ser convertida no aminoacido cisteina que, por sua
vez, é utilizada para a sintese de GSH, importante agente antioxidante das células. A cisteina
formada é requerida ainda para sintese de selenocisteina, que faz parte do centro ativo da
glutationa peroxidase (GPx), enzima do sistema antioxidante da GSH (Boler et al., 2009; Lu,
2013). Este sistema € responsavel pela reducdo de hidroperoxidos organicos (ex.:
lipoperoxido) e perdxidos de hidrogénio em alcool e agua, respectivamente, evitando a
peroxidacdo dos lipidios de membrana, mantendo sua integridade (Barber; Harris, 1994;
Wang et al., 2009). A acdo antioxidante da GSH previne ainda a oxidacdo de proteinas como
a mioglobina e proteinas miofibrilares, preservando a cor e a capacidade de retencdo de agua
da carne (Mancini e Hunt, 2005; Elisabeth e Steven, 2005; Wang et al., 2009). A metionina
também é requerida para a biossintese de fosfatidilcolina, fosfolipidio mais abundante nas
membranas celulares de mamiferos (Zeisel et al., 2006), sendo fundamental na manutencéo
da integridade membranar e na taxa de fluidos das células.

Os componentes L*, a* e b* da cor, assim como a PAG da carne ndo foram influenciados
pelos niveis de Met+Cis digestiveis nas ra¢des, indicando que o fornecimento acima de
0,350% nao melhorou a estabilidade oxidativa e a integridade das membranas celulares. Estes
resultados corroboram com os de pH (inicial e final), que também nédo variaram, ja que estas
variaveis sdo relacionadas (Scheffler e Gerrard, 2007).

De acordo com a classificagcdo descrita por Warner et al. (1997), adaptada por Bridi e
Silva (2009), nenhum tratamento apresentou carcacas PSE. Apesar do componente L* da cor
ter sido maior que 50 em todos os tratamentos, a maioria das outras variaveis estdo dentro da
normalidade.

Embora os niveis de Met+Cis digestiveis ndo terem influenciado a PAG, observou-se um
aumento linear na PLD e uma resposta quadratica para a PLC em funcdo do aumento dos
niveis de Met+Cis digestiveis nas racOes. Estes resultados podem estar relacionados aos
niveis mais elevados de homocisteina, pois quando encontra-se elevada ela sofre auto-
oxidagdo, formando homocisteina-tiolactona e espécies reativas de oxigénio, tais como
peréxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos, os quais podem danificar qualquer classe de
estrutura celular e promover um stress oxidativo (Heydrick et al., 2004; Stefanello et al.,

2005). Além disso, altos niveis de homocisteina reduzem a atividade da GPx, agravando
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ainda mais o estresse oxidativo das celulas (Sharma et al., 2006; Venancio et al., 2010). O
resultado é um aumento na peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares, prejudicando a
sua capacidade em reter liquidos, o que justifica os resultados do presente estudo.

A FC também foi influenciada pelo aumento dos niveis de Met+Cis digestiveis nas
racdes, que proporcionou uma resposta quadratica que, em partes pode ser devido ao aumento
na PLC, ja que estas varidveis sao relacionadas (Ramos e Gomide, 2012). Os valores obtidos
para FC estdo numa faixa de maciez extrema, uma vez que Lyon e Lyon (1991) classificaram
valores inferiores a 3,62 Kgf como sendo de maciez extrema para o Longissimus dorsi no
suino.

De acordo com os dados de desempenho e qualidade de carne, a exigéncia de Met+Cis
digestivel foi de no méximo 0,350%, que corresponde ao consumo de 10,46 g/dia. Este
consumo € inferior a 14,56 g/dia sugerido por Rostagno et al. (2011) para suinos machos
castrados, dos 70 aos 100 kg, mas é superior as 10,43 g de metionina + cisteina/dia
apresentado pelo NRC (2012) para suinos machos castrados, dos 75 aos 100 kg.
Considerando a relagdo metionina:cisteina de 0,50% apresentada pelo NRC (2012) e o
principio de que duas moléculas de cisteina sdo necessarias para formar uma cistina (Lewis,
2003), recomenda-se expressar as exigéncias de AAS como metionina + cisteina, uma vez
que uma molécula de metionina pode ser transulfurada em uma molécula de cisteina, ou seja,
apresenta uma relagdo 1:1, pois se as exigéncias forem expressas em Met+Cis deve-se
conhecer o déficit de cistina para se proceder com a suplementacdo de metionina para atender
uma relacdo 2:1, uma vez que sdo necessarias duas moléculas de metionina para que haja a
sintese de uma molécula de cistina. Além disso, a literatura estrangeira (NRC, 2012) ja

apresenta as exigéncias dos AAS como metionina + cisteina.

5. Conclus6es

A exigéncia de metionina + cistina digestivel para suinos machos castrados, dos 75 aos
100 kg, é de no maximo 10,46 g/dia, que corresponde ao nivel de 0,350% na racdo e a uma
relacdo de 0,51% com a lisina digestivel, com base nas variaveis de desempenho e qualidade
de carne, e altos niveis destes aminoacidos reduzem a espessura de toucinho e elevam a
concentragdo sanguinea de homocisteina.

A suplementacdo de 3,58 mg de vitamina Be/kg de racdo melhorou a profundidade de
musculo e a conversdo alimentar, mas néo foi suficiente para metabolizar a homocisteina pela

via da transulfuragéo.
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IV. NIVEIS DE METIONINA + CISTINA DIGESTIVEIS E
SUPLEMENTACAO DE VITAMINA Bs PARA FEMEAS SUINAS DOS 75
AOS 100 KG!

Resumo

O objetivo foi avaliar os efeitos de niveis de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis e
da suplementacdo de vitamina Bs sobre o desempenho, as varidveis sanguineas, as
caracteristicas de carcaca, a qualidade de carne e a expressao génica de enzimas envolvidas
no metabolismo da metionina de fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg. Foram utilizados 56
fémeas suinas, com peso médio inicial de 75,06 + 1,68 kg; distribuidas em um delineamento
experimental de blocos casualizados, num esquema fatorial 2x4, constituido de dois niveis
suplementares de vitamina Bg (1,58 e 3,58 mg/kg) e quatro niveis de Met+Cis digestiveis
(0,370; 0, 470; 0, 570 e 0, 670%), com sete repeticbes e um animal por unidade experimental.
N&o foram observadas interacGes (P > 0,05) entre suplementacdo de vitamina Bg e 0s niveis
de Met+Cis digestiveis estudados. Os niveis de Met+Cis digestiveis e a suplementacdo de
vitamina Bg ndo influenciaram o desempenho e as caracteristicas de carcaca. Os triglicerideos
apresentaram uma resposta quadratica (P < 0,01) em funcdo dos niveis de Met+Cis
digestiveis, em que a menor concentracdo plasmatica foi estimada para o nivel de 0,575%. Os
tratamentos ndo influenciaram a expressdo génica das enzimas metionina sintase e
cistationina-y-lyase, bem como o0s niveis séricos de homocisteina. Para as variaveis
qualitativas do musculo Longissimus dorsi, observou-se aumento (P = 0,05) na perda de
liquido por descongelamento e uma resposta quadratica para a perda de liquido por coccao (P
=0,01) e forca de cisalhamento (P = 0,05), em que os maiores valores foram observados para
os niveis de 0,528 e 0,539%, respectivamente, de Met+Cis digestivel. Conclui-se que a
exigéncia de Met+Cis digestivel para fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, é de no maximo
10,60 g/dia, que corresponde ao nivel de 0,370% na racdo e a uma relacdo de 0,48% com a
lisina digestivel, com base nas variaveis de desempenho, caracteristicas de carcaca e
qualidade de carne.
Palavras-chave: cistationina-y-lyase, caracteristicas de carcaca, desempenho, homocisteina,

metionina sintase, qualidade de carne
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1. Introducéo

A metionina € um aminoacido essencial para suinos, pois esta envolvida em varias vias
metabdlicas. Além da funcdo de deposicdo proteica, ela € precursora de outros aminoacidos,
notadamente da cisteina, que também é utilizada para a sintese de proteina corporal (Brosnan
e Brosnan, 2006). Na forma de S-adenosilmetionina (SAM), a metionina € doadora de grupos
metil (CH3) para uma infinidade de substancias corporais (como creatina), e ainda esta
envolvida na sintese de poliaminas (Nelson e Cox, 2014). A cisteina, por sua vez, esta
envolvida na sintese de proteinas do pélo e de outros componentes corporais importantes,
como a glutationa (Stipanuk e Ueki, 2011).

Nas ultimas décadas, a relagdo da hiper-homocisteinemia com o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares tem despertado o interesse de pesquisadores em estudar a
homocisteina, que & um metabdlito do ciclo da metionina. De maneira geral, 0 metabolismo
mantém as concentracdes sanguineas de homocisteina em niveis baixos, mas a sua elevacao
possui causas multifatoriais, sendo que as mais relatadas sdo as de ordem nutricional, como a
deficiéncia de vitaminas envolvidas no metabolismo da metionina (Bs B, e folato), ou
excessos de metionina na dieta (Shoveller et al., 2004; Franga et al., 2006; Zhang et al.,
2009).

A vitamina Bg (piridoxina) desempenha importante funcdo no metabolismo da metionina
e no controle dos niveis de homocisteina. Ela serve de cofator enzimético para trés enzimas
do metabolismo da metionina: serina-hidroximetil-transferase (SHMT), cistationina -sintase
(CBS) e cistationina-y-lyase (CGL), sendo as duas Ultimas relacionadas a via da
transulfuracdo, considerada a principal via de eliminacdo do excesso de homocisteina
(Brosnan e Brosnan, 2006).

Contudo, o conhecimento dos mecanismos subjacentes ao metabolismo da metionina
requer informacgdes mais detalhadas, como os mecanismos pelos quais nutrientes especificos
regulam a expressdo de determinados genes relacionados ao metabolismo deste aminoacido.
Essas interacbes sdo estudadas pela gendmica da nutricdo, ciéncia conhecida como
nutrigendmica (Gongalves et al., 2009). Desta maneira, analises da expressdao de genes
relacionados ao metabolismo da metionina, juntamente com os de concentracdo de
metabolitos, como a homocisteina, podem melhorar a compreensdo da fisiologia animal
frente a diferentes estratégias nutricionais.

Além de melhorar o desempenho dos animais, a utilizacdo de aminoacidos industriais
pode resultar em melhorias nas caracteristicas de carcaca e na qualidade da carne suina. A

metionina é precursora de substancias como carnitina, creatina, fosfatidilcolina e glutationa
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(GSH), importantes para melhorar caracteristicas de carcaca, como menor espessura de
toucinho (ET) e maior rendimento de carne magra (RCM) e atributos de qualidade da carne,
como cor, capacidade de retencdo de 4gua e maciez.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos de niveis
de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis e da suplementacdo de vitamina Bg sobre o
desempenho, varidveis sanguineas, caracteristicas de carcaca, qualidade de carne e a
expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo da metionina de fémeas suinas, dos
75 aos 100 kg.

2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Maringd (CCA/UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04’W, a altitude de 564
m), no periodo de junho a agosto de 2014.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica
no Uso de Animais em Experimentagdo (CEUA/UEM), tendo sido aprovados para execucao
(Parecer n° 162/2014).

2.1. Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 56 fémeas suinas (Topigs 20 x Talent), com peso médio inicial de 75,06
+ 1,68 kg. Os animais foram alojados em galpdo de alvenaria, coberto com telhas de
fibrocimento, dividido em duas alas, sendo cada uma composta por 20 baias, separadas por
um corredor central. As baias eram dotadas de bebedouros tipo nipple e comedouros
semiautomaticos, proporcionando livre acesso a ragéo e a agua, fornecidas a vontade durante
todo o periodo experimental.

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental de blocos casualizados
em um esquema fatorial 2x4, composto por dois niveis de suplementacdo de vitamina Bg
(1,58 e 3,58 mg/kg) e quatro niveis de Met+Cis digestiveis (0,370; 0,470; 0,570 e 0,670%),
com sete repeticdes e um animal por unidade experimental. Na formacdo dos blocos, que
foram repeti¢Oes no tempo, utilizou-se como critério o peso inicial dos animais.

As racOes experimentais foram formuladas & base de milho, farelo de soja, vitaminas,
minerais e aditivos (Tabela 1) para atenderem as exigéncias propostas pelo NRC (2012), para
fémeas suinas na fase de terminacao (75-100 kg), exceto para o nivel de Met+Cis digestivel,
que variou de 0,370 a 0,670%.
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As composi¢bes aminoacidicas do milho e do farelo de soja foram determinadas na
Evonik Industries (Sdo Paulo, SP, Brasil), pela técnica de espectrofotometria de refletancia
no infravermelho proximal e aplicados os coeficientes de digestibilidade ileal propostos por
Rostagno et al. (2011).

Tabela 1. Composicdo centesimal, quimica e energética das racfes experimentais contendo
diferentes niveis de metionina + cistina (Met+Cis) digestiveis

Ingredientes, % Niveis de Met+Cis digestiveis, %

0,370 0,470 0,570 0,670
Milho 84,34 84,34 84,34 84,34
Farelo de soja 11,35 11,35 11,35 11,35
Oleo de soja 1,07 1,04 1,03 1,00
Calcario 0,99 0,99 0,99 0,99
Fosfato bicalcico 0,70 0,70 0,70 0,70
Sal comum 0,20 0,20 0,20 0,20
L-lisina HCI 0,39 0,39 0,39 0,39
DL-metionina - 0,10 0,20 0,30
L-treonina 0,11 0,11 0,11 0,11
L-triptofano 0,03 0,03 0,03 0,03
L-valina 0,03 0,03 0,03 0,03
Acido glutdmico 0,31 0,21 0,10 -
Inerte - 0,03 0,05 0,08
Antioxidante 2 0,01 0,01 0,01 0,01
Promotor de crescimento * 0,02 0,02 0,02 0,02
Minerais * 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitaminas ° 0,40 0,40 0,40 0,40
Composicao calculada, %
Energia metabolizavel, kcal/kg 3.300 3.300 3.300 3.300
Nitrogénio total 2,01 2,01 2,01 2,01
Calcio 0,56 0,56 0,56 0,56
Faésforo disponivel 0,26 0,26 0,26 0,26
Sodio 0,10 0,10 0,10 0,10
Potassio 0,45 0,45 0,45 0,45
Cloro 0,25 0,25 0,25 0,25
Lisina digestivel 0,770 0,770 0,770 0,770
Metionina digestivel 0,174 0,274 0,374 0,474
Met+Cis digestivel 0,370 0,470 0,570 0,670
Treonina digestivel 0,480 0,480 0,480 0,480
Triptofano digestivel 0,130 0,130 0,130 0,130
Valina digestivel 0,510 0,510 0,510 0,510
Isoleucina digestivel 0,411 0,411 0,411 0,411
Leucina digestivel 1,046 1,046 1,046 1,046
Histidina digestivel 0,298 0,298 0,298 0,298
Fenilalanina digestivel 0,522 0,522 0,522 0,522
Arginina digestivel 0,668 0,668 0,668 0,668
Met+Cis:Lis digestivel 0,48 0,61 0,74 0,87

TAreia fina lavada. “BHT. Fosfato de tilosina (25%). “Contetido/kg de racéo: ferro — 50,00 mg; cobre — 5,00
mg; cobalto — 0,50 mg; manganés — 20,00 mg; zinco — 50,00 mg; iodo — 0,75 mg; e selénio — 0,30 mg.
*Contetdo/kg de racéo: vit. A — 4400 U.1.; vit D3 960 U.I.; vit. E — 25,60 U.1.; vit B, — 0,640 mg; vit B, — 2,13
mg; vit. B¢ — 1,58 mg; vit By, — 0,016 mg; acido nicotinico — 19,34 mg; &cido pantoténico — 12,16 mg; vit. Kz —
1,92 mg; acido folico — 0,192 mg; biotina — 0,064 mg; e colina — 127,31 mg.
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Para atender os niveis de 0,470; 0,570 e 0,670% de Met+Cis digestiveis, a DL-metionina
foi adicionada na racdo basal as custas do &cido glutamico, para que estas apresentassem o
mesmo nivel de nitrogénio. O nivel de suplementacdo de 1,58 mg/kg de vitamina Bg foi
atendido com o uso do premix vitaminico, conforme a recomendacédo do fabricante, e para o
nivel de 3,58 mg/kg foi adicionado cloridrato de piridoxina (99% de vitamina Bg).

A temperatura e a umidade do ar foram monitoradas com auxilio de um Data Logger
(Hobbo U10®), instalado no centro do galpdo experimental, em que os dados climaticos
foram registrados a cada 30 minutos, durante todo o periodo experimental.

2.2. Desempenho e analises sanguinea

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento para determinar o ganho de
peso didrio (GPD). As racGes foram pesadas sempre que fornecidas aos animais e as sobras
descontadas para determinar o consumo diario de racdo (CDR) e o consumo diario de
Met+Cis digestivel. Os dados de GPD e CDR foram utilizados para calcular a conversao
alimentar (CA).

Ao término do periodo experimental os animais (100,11 + 3,52 kg) foram submetidos a
um jejum de 6 horas para realizacdo da coleta de sangue. As amostras foram colhidas através
da veia jugular (Cai et al., 1994) e transferidas para tubos contendo EDTA (anélises de uréia,
proteinas totais, creatinina e triglicerideos) e fluoreto (analise de glicose), sendo
posteriormente centrifugadas (3.000 rpm) por 15 minutos, para separacao do plasma (Moreno
etal., 1997). Em seguida, 3 mL de plasma foram transferidos para tubos do tipo “eppendorfs”
e armazenados para realizacdo das analises.

As andlises de glicose, uréia, proteinas totais, creatinina e triglicerideos foram realizadas
pelo método colorimétrico, por meio de Kkits comerciais, seguindo o0s procedimentos
operacionais padrdes (POP) descritos nos mesmos. Adicionalmente, foram coletadas
amostras de sangue em tubos contendo gel sem propriedades fisicas/quimicas, para realizacdo
das analises de homocisteina. A concentracdo de homocisteina no soro foi determinada no
Laboratério Sdo Camilo (Maringa, Parana, Brasil), por meio do método de
quimioluminescéncia (Demuth et al., 2004).

2.3. Caracteristicas de carcaca e qualidade de carne

Ap0s 24 horas de jejum alimentar, os animais foram pesados para obtengdo do peso vivo
ao abate e encaminhados ao Abatedouro da Fazenda Experimental de Iguatemi-FEI/UEM. Os
animais foram previamente submetidos a insensibilizacdo elétrica (200 watts) e abatidos pelo

corte da veia jugular, sendo posteriormente escaldados, depilados e eviscerados.
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As carcacas evisceradas foram divididas ao meio, no sentido longitudinal, e
posteriormente pesadas e resfriadas (2 + 1°C por 24h). As carcacas foram avaliadas
individualmente de acordo com as orientacbes de Bridi e Silva (2009), onde foram
determinados o peso da carcacga quente (PCQ), peso da carcaca resfriada (PCR), rendimento
de carcaca quente (RCQ) perda de peso de carcacga no resfriamento (PPCNR), rendimento de
pernil (RP), ET e profundidade do musculo Longissimus dorsi (PL). O figado e rins (direito e
esquerdo) foram pesados para obtencdo do peso relativo, calculado com base no PCQ.

A ET e a PL foram mensuradas na meia carcaca esquerda, 24 horas post-mortem, com
auxilio de paquimetro, na regido de insercdo da uUltima vértebra toracica com a primeira
lombar, a seis centimetros da linha média de corte da carcaca (ponto P2). A partir dos valores
de ET, PL e PCR foi estimado o RCM, utilizado a equacdo proposta por Guidoni (2000),
conforme segue: RCM (%) = 65,92 — ((0,685 x ET) + (0,094 x PL) — (0,026 x PCR)).

O pH da carne foi medido no madsculo Longissimus dorsi, com auxilio de um medidor de
pH portatil digital HI 99163 (Hanna Instruments), na altura da Gltima costela, 45 minutos
apos o abate (pH inicial) e 24 horas apds o inicio do resfriamento (pH final), seguindo as
recomendag0es de Bridi e Silva (2009).

Para avaliagdes qualitativas foram utilizadas trés amostras (2,5 cm de espessura) do
musculo Longissimus dorsi, na regido de insercdo da Gltima vértebra toracica com a primeira
lombar, no sentido caudal-cranial, conforme descrito por Bridi e Silva (2009). A primeira
amostra foi utilizada para avaliacdo da cor, a segunda para a perda de agua por gotejamento
(PAG) e a terceira para determinacdo da perda de liquido por descongelamento (PLD) e
coccdo (PLC) e da forca de cisalhamento (FC).

A PAG foi avaliada conforme a técnica descrita por Boccard et al. (1981). A PLD foi
obtida pela diferenca de peso da amostra congelada e ap6s armazenamento por 24 horas a
4°C. A PLC foi obtida pela diferenca de peso da amostra descongelada e ap6s o0 cozimento
em forno pré-aquecido a 170°C, até alcancarem a temperatura interna de 71°C (Bridi e Silva,
2009).

As amostras cozidas do musculo foram utilizadas para determinar a FC. Foram retiradas
seis subamostras de formato cilindrico (1,27 cm de didmetro), longitudinalmente no sentido
das fibras musculares (Ramos e Gomide, 2012). A FC foi tomada perpendicularmente a
orientacdo das fibras musculares com a lamina Warner-Bratzler adaptada no texturémetro
Stable Mycro Systems TA-XT2i.

A mensuragdo da cor do musculo foi realizada na superficie, em trés pontos diferentes de

leitura por amostra, com o auxilio de um colorimetro portatil Minolta® CR-400 (iluminante
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D65 e angulo de visao de 0°). Os componentes L* (luminosidade), a* (componente vermelho-
verde) e b* (componente amarelo-azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB.

Em seguida, com valores obtidos de pH inicial, pH final, componente L* da cor e PAG,
foi determinado a frequéncia de carnes PSE (do inglés pale, soft and exudative, ou seja, carne
de cor clara, de textura mole e com baixa capacidade de retencdo de agua), segundo
metodologia descrita por Warner et al. (1997), adaptada por Bridi e Silva (2009). As carnes
foram classificadas como PSE quando apresentavam pH inicial menor que 5,8, pH final
menor ou igual a 5,6, valor de L* maior que 50 e PAG maior que 5%.

A incidéncia de carne PSE foi quantificada em percentagem e os dados foram
transformados para y= arc sem VX/N, assumindo distribuicdo binomial, seqgundo metodologia
descrita por Haddad e Vendramim (2000).

2.4. Expressao génica

Imediatamente ap6s o abate foram coletadas amostras de tecido do figado (lobo medial
esquerdo) e do musculo Longissimus dorsi (meia carcaca esquerda, na altura da ultima
vertebra toracica) para analises de expressdo génica. Todos os materiais utilizados na coleta
foram previamente tratados com inibidor de RNase (RNase Zap®, Life Technologies, Brasil).
As amostras foram acondicionadas em microtubos contendo RNAlater® (Life Technologies,
Brasil), refrigeradas por 24 horas em temperatura de 2-4°C e, em seguida, armazenadas em
freezer a -18°C até o momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
de acordo com as normas do fabricante, e quantificado utilizando espectrofotdmetro a 260
nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio
10% e visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA foram tratadas com DNase |
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para remocao de possiveis residuos de DNA genémico, de
acordo com as recomendacOes do fabricante. A sintese de DNA complementar (cDNA) foi
realizada com o kit SuperScript™ Il First-Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen
Corporation, Brasil), conforme as especificagdes do fabricante, e armazenados a -20°C até o
uso.

A expressdo génica das enzimas metionina sintase (MS) e CGL foram mensuradas por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) em tempo real, utilizado o corante
fluorescente SYBR GREEN (Roche, Basel, Switzerland) e o equipamento LightCycler® 96

(Roche, Basel, Switzerland). Todas as analises foram realizadas em um volume de 20 uL e
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em duplicatas. A ciclagem foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante para
o Kit utilizado.

Os pares de primers (direto e reverso) utilizados nas reagdes de amplificagédo dos
controles endogenos testados (3-actina, GAPDH e HPRT1) e dos genes alvos (MS e CGL)
foram construidos com base nas sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank do
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) para suinos (Sus scrofa), com o uso do programa

www.idtdna.com (Tabela 2). A R-actina foi utilizada como controle endbgeno por ter

apresentado melhor eficiéncia e maior especificidade na reacéo.

Tabela 2. Sequéncia dos primers da metionina sintase (MS), cistationina-y-lyase (CGL) e [3-
actina, utilizados na rea¢do em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

Gene Gene ID ! Sequéncias dos primers (5'-3") Amplicom (bp) T, (°C)

MS XM_001927058.2 D: CACGGATGGCTTGGTCAATATC 106 60
R: AGGTGGAACTCTGGGCTTATAG

CGL NM_001044585 D: CTCTGCAATCGAGGTCTGAAG 128 60
R: GAGGGCAACCCAGGATAAATAA

B-actina XM_003124280.3 D: CTTCTAGGCGGACTGTTAGTTG 86 60

R: AGCCATGCCAATCTCATCTC

T,: Temperatura de anelamento
'Numero de acesso no GenBank do NCBI.

Os resultados de expresséo génica foram gerados e registrados como valores de threshold

cycle (Ct), e ajustados pela equacédo proposta por Coble et al. (2011), como segue:

Ct ajustado = 40 — [(Ct médio do gene alvo) + (Ct mediano do controle enddgeno — Ct médio
do controle enddgeno) x (coeficiente de regressao do gene alvo/ coeficiente de regressdo do

controle enddgeno)].

2.5. Anélises estatisticas

O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a presenca de outliers. Em
seguida, os dados referentes ao desempenho, variaveis sanguineas, expressdo geénica,
caracteristicas de carcaca e qualidade de carne foram submetidos 8 ANOVA, sendo os efeitos
de bloco, dos niveis de Met+Cis digestiveis, da suplementacdo de vitamina Bg e da interacdo
Met+Cis e vitamina Bg incluidos no modelo matematico, como segue:

Yik =H+M, +V, + MV, +B, +E;;

Onde: Yij = variavel de resposta; 4 = média geral comum a todas as observacoes; M; =

efeito do i-ésimo nivel de Met+Cis digestivel (i = 1 a 4); V; = efeito do j-ésimo nivel de

suplementacdo de vitamina Bs (j = 1 e 2); MV;; = efeito da interacdo do i-ésimo nivel de
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Met+Cis digestivel com o j-ésimo nivel de suplementacdo de vitamina Bg; By = efeito do k-
ésimo bloco (i = 1 a 7); Eij« = erro aleatorio inerente a todas as observagdes.

Para as varidveis de desempenho, o peso inicial dos suinos foi utilizado como covariavel,
enquanto para avaliagdo das caracteristicas de carcaca, foi utilizado o peso de abate como
covariavel. Quando ndo houve efeito significativo da covaridvel, a mesma foi retirada do
modelo. Foi aplicado o Teste F sobre as médias obtidas para os niveis suplementares de
vitamina Bg. Os graus de liberdade referentes aos niveis de Met+Cis digestiveis foram
desdobrados em polinbmios ortogonais, para obtencdo das equacOes de regressdo. Todos 0s
testes de hipoteses foram realizados por intermédio do procedimento GLM (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, EUA), adotando o nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

Para testar o efeito dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre a incidéncia de carne PSE foi
utilizado o teste de Tukey (P < 0,05).

3. Resultados

Né&o houve interagdo (P > 0,05) entre os niveis suplementares de vitamina Bg e 0s niveis
de Met+Cis digestiveis, para todas as variaveis avaliadas (Tabelas 3 a 7). N&o foi observado
efeito da suplementacdo de vitamina Bg e dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre 0 CDR,
GPD e a CA (Tabela 3). O consumo de Met+Cis digestivel aumentou linearmente (P < 0,01)
a medida que os niveis destes aminoacidos aumentaram nas ragoes.

Em relacdo as varidveis sanguineas (Tabela 4), observou-se que os niveis de Met+Cis
digestiveis proporcionaram efeito quadratico (P < 0,01) sobre a concentracdo plasmatica de
triglicerideos, em que o menor valor (33,91 mg/dL) foi obtido para o nivel de 0,575%. Os
animais suplementados com 3,58 mg/kg de vitamina Bg apresentaram maior (P = 0,05) nivel
plasmético de proteinas totais (6,36 vs 6,08 g/dL), em relacdo aos animais suplementados

com 1,58 mg/kg.
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Tabela 3. Desempenho de fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, alimentadas com ragdes contendo diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e suplementacao
de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,370 0,470 0,570 0,670 0,370 0,470 0,570 0,670 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
CDR, kg 2,75 2,82 2,64 2,86 2,77 2,97 2,67 2,83 2,82 2,83 0,041 0,37 0,49 0,89 0,42
CD Met+Cis dig, g * 10,19 13,27 1506 19,15 1442 1100 1257 16,13 1893 14,66 0,215 0,45 0,57 <0,01 0,20
GPD, kg 0,94 0,98 0,97 1,05 0,99 1,07 0,96 1,01 1,01 1,01 0,019 0,42 0,45 0,56 0,33
CA 2,92 2,87 2,74 2,75 2,82 2,79 2,81 2,85 2,80 2,82 0,031 0,45 0,82 0,36 0,66

CDR = Consumo diério de racio; CD Met+Cis dig = Consumo diario de metionina + cistina digestivel; GPD = Ganho de peso diario e CA = Conversdo alimentar. ‘Efeito linear (Y= -0,1043 +
28,1370X (R%=0,99)).

Tabela 4. Niveis plasmaticos de glicose, uréia, creatinina, triglicerideos e proteinas totais de fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, alimentadas com ragdes contendo
diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,370 0470 0,570 0,670 0,370 0470 0570 0,670 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racéo Média 3,58 mg B¢ / kg de ragdo Média  padrdo X Bs Bs L Q
Glicose, mg/dL 52,43 5893 5850 5857 57,11 60,00 61,07 5757 6457 6080 1,073 0,50 0,09 0,16 0,38
Uréia, mg/dL 21,71 2381 19,57 22,05 21,79 23,76 21,67 2281 2386 23,02 0,623 0,46 0,33 0,88 0,80
Creatinina, mg/dL 1,44 1,71 1,65 1,43 1,56 1,84 1,61 1,49 1,69 1,66 0,045 0,10 0,30 0,45 0,76

Triglicerideos, mg/dL ! 43,93 41,58 36,29 36,92 39,68 53,43 34,36 31,33 37,21 39,08 1,517 0,24 0,89 0,01 <0,01
Proteinas totais, g/dL 2 6,39 6,24 6,03 5,68 6,08" 6,39 6,35 6,40 6,28 6,36° 0,067 0,41 0,05 0,08 0,16
IEfeito quadratico (Y= 150,0684 - 404,1946X + 351,6267X2 (R°= 0,96)). “Médias seguidas por letras diferentes, na linha, diferem entre si pelo teste F (P < 0,05).
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As caracteristicas de carcaca (PCQ, PCR, RCQ, PPCNR, RP, PL e RCM) e 0 peso
relativo dos 6rgdos ndo foram influenciados (P > 0,05) pelos niveis de Met+Cis digestiveis e
pela suplementagéo de vitamina Bg (Tabela 5).

N&o houve efeito da suplementagdo de vitamina Bg € dos niveis de Met+Cis digestiveis
sobre a expressao génica, hepatica e muscular, das enzimas MS e CGL e dos niveis séricos de
homocisteina (Tabela 6).

Os niveis de Met+Cis digestiveis e a suplementacdo de vitamina Bg ndo influenciaram os
valores de pH (inicial e final), PAG e os componentes L*, a* e b* da cor do musculo
Longissimus dorsi (Tabela 7). Também ndo foi observado efeito dos tratamentos sobre a
frequéncia de carne PSE. Foi observado um aumento linear (P = 0,05) na PLD e uma resposta
quadréatica na PLC (P = 0,01) e FC (P = 0,05) em funcéo dos niveis de Met+Cis digestiveis,
em que os maiores valores de PLC (27,29%) e FC (2,20 Kgf) foram observados para os

niveis de 0,528 e 0,539%, respectivamente.
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Tabela 5. Caracteristicas de carcaca e peso dos 6rgdos de fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, alimentadas com ra¢des contendo diferentes niveis de metionina +
cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,370 0,470 0,570 0,670 0,370 0,470 0,570 0,670 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
PCQ, kg 80,79 80,20 7990 79,69 80,15 799 80,83 8082 8025 80,46 0,165 0,68 0,13 0,73 0,76
PCR, kg 7863 7798 7763 7728 7788 7764 7857 7857 77,95 7818 0,175 0,60 0,17 0,65 0,72
RCQ, % 8367 8325 8269 8281 8311 8391 8337 8376 8366 8368 0,171 0,71 0,12 0,29 0,46
PPCNR, % 2,68 2,78 2,83 3,04 2,83 2,88 2,79 2,79 2,88 2,84 0,072 0,85 0,99 0,41 0,63
RP, % 29,07 2941 2940 2954 2936 29,22 2951 2955 29,16 29,36 0,134 0,87 0,96 0,59 0,39
PL, mm 5741 5850 59,94 6055 59,10 59,96 59,37 59,67 6031 59,83 0,582 0,77 0,51 0,23 0,48
ET, mm 1496 1389 1143 1163 1298 1299 1226 1531 11,91 13,12 0,493 0,15 0,87 0,15 0,38
RCM, % 52,32 5294 5448 5442 5354 5341 5399 5186 54,12 5334 0,328 0,17 0,75 0,19 0,42
Peso dos 6rgaos, %
Figado 1,84 1,82 1,66 1,84 1,79 1,73 1,70 1,76 1,76 1,74 0,025 0,44 0,40 0,97 0,31
Rins 0,47 0,49 0,50 0,46 0,48 0,51 0,48 0,47 0,46 0,48 0,007 0,28 0,87 0,15 0,29

PCQ= Peso de carcaga quente; PCR= Peso de carcaca resfriada; RCQ= Rendimento de carcaga quente; PPCNR= Perda de peso de carcaca no resfriamento; RP= Rendimento de pernil; PL=
Profundidade do masculo Longissimus dorsi; ET= Espessura de toucinho; RCM= Rendimento de carne magra.

Tabela 6. Expressao génica® da metionina sintase (MS) e cistationina-y-lyase (CGL), no figado (f) e no musculo (m), e niveis séricos de homocisteina de fémeas
suinas, dos 75 aos 100 kg, alimentadas com rac¢des contendo diferentes niveis de metionina + cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,370 0470 0,570 0,670 0,370 0470 0570 0,670 Erro  Met+Cis Regressdo
1,58 mg B / kg de racédo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
MSm 8,16 7,83 8,24 7,39 7,90 8,28 8,54 7,15 7,60 7,89 0,204 0,47 0,97 0,13 0,32
CGLm 7,88 7,99 9,01 7,21 8,02 8,08 8,59 7,84 8,64 8,29 0,234 0,30 0,58 0,55 0,10
MSf 9,20 9,38 9,24 9,88 9,42 10,34 9,80 9,82 9,74 9,93 0,178 0,65 0,18 0,97 0,51
CGLf 11,24 10,77 11,25 15,24 12,12 14,95 13,60 13,14 11,56 13,31 0,711 0,29 0,42 0,89 0,46

Homocisteina, pumol/L 29,00 28,70 27,93 26,40 28,01 19,47 27,63 23,81 27,31 24,55 0,819 0,20 0,08 0,43 0,72
'Expressado como unidade arbitraria (UA).
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Tabela 7. Caracteristicas qualitativas do Longissimus dorsi de fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, alimentadas com rac¢Bes contendo diferentes niveis de metionina +
cistina digestiveis e suplementacdo de vitamina Bg

Itens Niveis de metionina + cistina digestiveis (%) Valor de P
0,370 0,470 0,570 0,670 0,370 0,470 0,570 0,670 Erro  Met+Cis Regresséo
1,58 mg B / kg de racdo Média 3,58 mg Bg / kg de ragdo Média padrdo  x Bg Bs L Q
pH inicial 6,27 6,18 6,14 6,27 6,22 6,22 6,53 6,12 6,20 6,27 0,032 0,09 0,42 0,49 0,79
pH final 5,61 571 5,55 5,61 5,62 5,65 5,70 5,60 5,60 5,64 0,023 0,95 0,69 0,34 0,56
PAG, % 4,00 3,54 3,19 3,82 3,63 4,47 3,13 3,02 3,37 3,50 0,214 0,86 0,75 0,28 0,11
PLD, %' 6,29 6,14 7,59 6,71 6,68 6,36 6,56 7,41 7,81 7,03 0,213 0,74 0,45 0,05 0,24
PLC, % ? 2468 27,11 27,88 2630 26,49 2411 27,36 2567 2398 2528 0,383 0,59 0,13 0,78 0,01
Cor L* 56,75 5457 5518 5337 5497 5400 52,74 5299 5445 5354 0,350 0,25 0,08 0,31 0,37
Cor a* 7,24 6,53 6,32 7,11 6,80 6,58 6,65 6,69 7,08 6,75 0,153 0,68 0,86 0,73 0,15
Cor b* 5,54 4,57 4,68 4,38 4,80 4,29 4,08 4,33 4,90 4,40 0,104 0,08 0,09 0,50 0,08
FC, Kgf 3 1,96 2,02 2,06 2,08 2,03 1,90 2,34 2,25 2,03 2,13 0,044 0,39 0,37 0,45 0,05
PSE, % * 0,00 14,29 0,00 0,00 3,57 0,00 0,00 0,00 14,29 3,57 2,290 - - -

PAG= Perda de agua por gotejamento; PLD= perda de liquido por descongelamento; PLC= perda de liquido por coc¢do; FC= Forca de cisalhamento. 1Efelto linear (Y= 4,8350 + 3,9095X (R°=
0,70)); *Efeito quadratico (Y= -3,8410 + 117,9103X - 111,6594X? (R?= 0,94)); *Efeito quadratico (Y= -0,4526 + 9,8328X - 9,1141X?* (R?*= 0,87)). “Ndo significativo pelo teste Tukey (P > 0,05),
para dados transformados em y= arc sen \/X/N .
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4. Discussoes

Considerando a temperatura ambiente (20,95 * 3,37°C) e a umidade relativa do ar (69,2 +
13,13%), registrada durante o periodo experimental, pode-se inferir que os animais ndo foram
submetidos a condi¢Ges ambientais extremas, pois Ferreira (2005) considera as temperaturas
de 5 e 27°C como sendo a critica minima e maxima, respectivamente, e umidade relativa do
ar ideal entre 50 e 70% para suinos na fase de terminacéo.

Segundo Le Bellego e Noblet (2002) e Moura et al. (2006), o possivel imbalanco de
aminoacidos da racdo, causado pela deficiéncia ou pelo excesso de Met+Cis digestivel,
influencia negativamente o consumo voluntario dos animais. Apesar da grande variacdo dos
niveis de Met+Cis digestiveis (0,370-0,670%) avaliados neste trabalho, o0 CDR dos animais
ndo foi influenciado. Desta forma, pode-se inferir que o maior nivel estudado (0,670%) nédo
representou um excesso, pois dentre 0s aminoacidos, 0 excesso de metionina é o que causa
maior queda no consumo (Edmonds et al., 1987).

O consumo de Met+Cis digestivel aumentou linearmente a medida que se elevou o nivel
desses aminoacidos na racdo, pois esta diretamente relacionado aos niveis crescentes de
Met+Cis digestiveis, uma vez que o CDR ndo alterou.

A metionina é considerada um aminodacido limitante para suinos na fase de terminacéo,
pois esta envolvida em varias vias metabolicas, e dentre as principais fungdes encontra-se a
sintese de proteinas (primer no processo de traducdo) e seu papel como precursora de outros
aminodcidos, notadamente da cisteina que, assim como a metionina, também ¢ utilizada para
a sintese de proteina corporal. A SAM é o mais importante doador de grupos CH3z no
organismo e esta envolvida na biossintese de componentes importantes para o crescimento e
desenvolvimento dos suinos, como a creatina, carnitina e as poliaminas (Brosnan e Brosnan,
2006; Nelson e Cox, 2014). Desta forma, a deficiéncia de metionina pode limitar o méximo
desempenho dos animais.

No entanto, os niveis de Met+Cis digestiveis avaliados ndo influenciaram o GPD e a CA
dos animais, evidenciando que o nivel de 0,370%, correspondente ao consumo de 10,60 g/dia
e uma relacdo de 0,48% com a lisina digestivel, foi suficiente para atender as exigéncias para
méaximo desempenho dos animais.

Foram encontradas poucas pesquisas em que os niveis de Met+Cis foram avaliados para
fémeas suinas na fase de terminacdo. Loughmiller et al. (1998), em estudos com fémeas
suinas dos 72 aos 104 kg, observaram que a exigéncia de Met+Cis foi de 0,350%, para
méximo GPD e melhor CA, correspondente a uma relacdo de 0,50% com a lisina digestivel.

Em outro estudo, Knowles et al. (1998) obtiveram relagcbes Met+Cis:Lis variando de 0,40-
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0,47%, com base no desempenho e nas caracteristicas de carcaca de fémeas suinas dos 74 aos
110 kg. Segundo estes autores, a 6tima relagdo Met+Cis:Lis ndo é superior a 0,47% para
méaximo desempenho, que corresponde a 0,306% de Met+Cis na ragdo. Os resultados
encontrados nestas pesquisas sustentam os achados deste estudo, de que a exigéncia de
Met+Cis digestivel é de no maximo 0,48% das exigéncias de lisina digestivel.

Uma vez que o aumento do consumo de Met+Cis digestivel ndo influenciou
negativamente o desempenho dos animais, pode-se inferir que, a metionina consumida acima
do nivel de 370% de Met+Cis digestivel, pode ter sido utilizada para outras funcGes
fisioldgicas em detrimento da deposicdo de proteina, conforme sugerido por Chung e Baker
(1992) e Vaz et al. (2005).

Esta hipdtese € reforcada pelos niveis plasmaticos de glicose e uréia, uma vez que nao
foram influenciados pelo aumento dos niveis de Met+Cis digestivel. Segundo Stipanuk
(2004) e Nelson e Cox (2014), os aminoacidos fornecidos em excesso precisam ser
catabolizados no organismo. Apds a deaminagdo da metionina ¢ produzido o a-cetoacido
succinil-CoA, que sera convertido a piruvato. Em seguida, o piruvato pode ser empregado no
ciclo do écido citrico, gerando energia, ou podera ser empregado na via da gliconeogénese,
gerando moléculas de glicose. Ja o nitrogénio resultante pode ser utilizado para a sintese de
outros compostos nitrogenados ou simplesmente excretado na forma de uréia, representando
um gasto de energia para 0 organismo.

Um dos possiveis destinos metabdlicos da metionina pode estar relacionado a doagdo de
grupamentos metilicos para a sintese de biomoléculas como a carnitina, que é essencial para
0 metabolismo de lipidios, pois esta envolvida no transporte de acidos graxos de cadeia longa
na membrana mitocondrial. O Acil-graxo liga-se a carnitina para compor a Acil graxo-
carnitina, possibilitando o seu transporte do citosol para a matriz mitocondrial, para ser
oxidado e gerar energia (Ramsay et al., 2001; Stephens et al., 2007; Strijbis et al., 2008;
Apple et al., 2011). Desta forma, a carnitina pode reduzir os acidos graxos livres disponiveis
para a biossintese de lipidios, o que, em parte, pode estar relacionado a reducdo dos
triglicerideos plasmatico até o nivel de 0,575% de Met+Cis digestivel. No entanto, os niveis
de Met+Cis digestiveis ndo influenciaram a ET, assim como o RCM e as demais
caracteristicas de carcaca.

A auséncia de respostas significativas para as variaveis de carcaca corrobora os resultados
observados em pesquisas anteriores, pois Lenis et al. (1990) e Loughmiller et al. (1998)
também ndo observaram alteragfes nas caracteristicas de carcaca em funcdo do aumento da

relacdo Met+Cis:Lis. Por outro lado, Knowles et al. (1998) observaram uma redugdo na
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deposicdo de gordura de fémeas suinas (74 a 110 kg) em funcdo do aumento da relagdo
Met+Cis:Lis (0,35 a 0,65%).

As concentragdes séricas de homocisteina ndo foram alteradas em func¢éo do aumento dos
niveis de Met+Cis digestiveis nas ragdes, sugerindo que o possivel excesso tenha sido
metabolizado, pois tanto a remetilacdo quanto a transulfuracdo podem prevenir 0 excesso de
homocisteina. Na remetilacdo a homocisteina é reconvertida em metionina pela acdo da MS
e/ou betaina-homocisteina metil-transferase (BHMT), ja na via da transulfuracdo a
homocisteina é convertida irreversivelmente em cisteina, pela acdo das enzimas CBS e CGL.

A regulacdo destas vias deve-se ao controle alostérico da SAM na atividade de algumas
enzimas. Quando a concentracdo de metionina aumenta ocorre uma elevada concentracdo de
SAM que reduz a quantidade de grupos metil no ciclo por inibir as atividades das enzimas
envolvidas na remetilagdo de homocisteina, tais como a BHMT e a metileno-tetrahidrofolato-
redutase (MTHFR), assim como estimula a atividade da CBS, responsavel pela perda
irreversivel de homocisteina.

Por outro lado, quando a concentracdo de metionina é baixa, as concentracfes de SAM
diminuem e a atividade da CBS retorna ao normal, conservando homocisteina para
remetilacdo (Prudova et al., 2006; Nijhout et al., 2006). Contudo, a deficiéncia de algumas
vitaminas (Bg, B12 e folato), utilizadas como cofatores enzimaticos, também podem alterar a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo da metionina, prejudicando o controle das
concentracOes de homocisteina (Lima et al., 2006; Zhang et al., 2009).

A vitamina Bg na sua forma ativa (PLP) é cofator enzimatico para trés enzimas do
metabolismo da metionina: SHMT, CBS e CGL, sendo as duas ultimas relacionadas a via da
transulfuracdo, considerada a principal via de eliminacdo do excesso de homocisteina
(Brosnan e Brosnan, 2006; Stipanuk e Ueki, 2011). Desta forma, pode-se inferir que a menor
suplementacdo de vitamina Bg (1,58 mg/kg de racdo) foi eficiente na metabolizacdo da
homocisteina pela via da transulfuracdo. Esta observacdo é consistente com o estudo de
Miller et al. (1994), onde os autores observaram que ratos deficientes em vitamina Bg
apresentavam niveis sanguineos de homocisteina semelhante aos ndo deficientes, contudo,
qguando fornecido um excesso de metionina, foi observado um aumento de 30 vezes na
concentracdo de homocisteina em relagdo aos animais que receberam o tratamento controle.

Apesar dos tratamentos ndo terem influenciado os niveis sericos de homocisteina, o valor
médio (26,28 pmol/L) encontrado em nosso estudo estd acima do considerado normal para
seres humanos, pois Venancio et al. (2009) e Beard e Bearden (2011) classificaram o0s niveis

compreendidos entre 5-15 e 16-30 pmol/L como quadro clinico normal e de hiper-
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homocisteinemia moderado, respectivamente. Estes resultados sustentam os relatos de
Giguere et al. (2005); Franca et al. (2006) e Zhang et al. (2009) que apontam para uma
possivel diferenca entre as espécies.

N&o houve interacdo entre a suplementacdo de vitamina Bg e 0s niveis de Met+Cis
digestiveis sobre a expressdo génica, hepatica e muscular das enzimas MS e CGL, assim
como 0s niveis suplementares de vitamina Bg e 0s niveis de Met+Cis individualmente nédo
influenciaram estas variaveis. Estes resultados diferem dos encontrados por Sato et al. (1996),
que observaram aumento na taxa de renovacdo da enzima CGL em roedores submetidos a
dietas deficientes em vitamina Bg. Contudo, Zhang et al. (2009) nao observaram alteracfes na
expressao génica hepatica das enzimas CBS e CGL, mesmo avaliando niveis extremos (0 e 3
mg/kg de ragdo) de vitamina Bg para leitdes recém-desmamados. Desta forma, os resultados
obtidos proporcionam indicios de que a expressdo génica das enzimas MS e CGL em suinos é
pouco influenciada pelos niveis de vitamina Bs e de Met+Cis digestiveis avaliados no
presente estudo.

No estudo de Zhang et al. (2009), apesar da vitamina Bg ndo ter influenciado a expresséo
génica hepética das enzimas CBS e CGL, a deficiéncia desta vitamina reduziu a atividade das
enzimas CBS, CGL e SHMT (PLP-dependentes), juntamente com um quadro de
homocisteinemia grave, que foi atribuido, principalmente, a menor atividade das enzimas
CBS e CGL, responsaveis pela eliminacdo do excesso de homocisteina pela via da
transulfuracdo. Segundo os autores, os niveis sanguineos de homocisteina podem ser
utilizados como indice para indicar o estado de fornecimento da vitamina Bg para suinos.

Além de garantir o0 maximo desempenho dos animais, o fornecimento adequado de
Met+Cis também pode melhorar atributos de qualidade de carne, como cor, capacidade de
retencdo de 4gua e maciez.

Uma das principais causas da perda de qualidade da carne suina é o rapido e extenso
declinio do pH post-mortem, devido ao acumulo de &cido latico proveniente da glicélise
anaerdbica, antes que a carcaga tenha se resfriado com eficiéncia (Adzitey e Nurul, 2011).
Esta combinacéo de baixo pH e alta temperatura leva a desnaturacédo de proteinas musculares,
especialmente a miosina e a mioglobina (principal pigmento da carne) resultando em carnes
de cor clara e baixa capacidade de retencdo de agua (Soares et al., 2003; Scheffler e Gerrard,
2007; Barbut et al., 2008), que séo caracteristicas da carne PSE.

A metionina, na forma de SAM, atua como doador de grupos metil para a biossintese de
varias substancias, entre elas a creatina. Na sua forma fosforilada (fosfocreatina) a creatina

constitui uma importante reserva energética para 0 musculo, sendo prontamente utilizada na
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resintese de ATP (ADP + fosfocreatina = ATP + creatina), a medida € utilizado no
metabolismo muscular. A producdo de ATP, a partir da fosfocreatina, € particularmente
importante uma vez que ndo envolve a via glicolitica e a producdo de &cido latico (Berg e
Allee, 2001; Janicki e Buzala, 2013). Desta forma, o fornecimento adequado de metionina
para a sintese de creatina pode reduzir a velocidade e intensidade de queda do pH post-
mortem.

N&o houve efeito dos niveis de Met+Cis digestiveis sobre os valores de pH muscular
(inicial e final), evidenciado que o fornecimento de Met+Cis digestivel acima de 0,370% néo
alterou a taxa glicolitica das células no periodo post-mortem. Os niveis plasmaticos de
creatinina, mensurados 18 horas antes do abate, também ndo variaram em funcdo dos niveis
de Met+Cis digestiveis. A creatinina é o produto final da degradacdo da creatina e
fosfocreatina no musculo esquelético, sendo difundida do musculo para a corrente sanguinea
e, posteriormente, excretada na urina (Brosnan et al., 2007; Nelson e Cox, 2014).

No geral, os valores de pH inicial obtidos apresentaram-se dentro do limite normal (>
5,8), contudo, os valores de pH final encontraram-se abaixo ou proximos aos niveis do limite
minimo (< 5,6) sugeridos por Bridi ¢ Silva (2009). De acordo com Latorre et al. (2008) isso,
provavelmente, ocorre devido a elevada reserva de glicogénio no musculo no momento do
abate, permitindo alta queda do pH.

A oxidacdo lipidica que ocorre no musculo, no periodo post-mortem, representa outra
causa de perda de qualidade das carnes (Soares et al., 2009). Os principais substratos
envolvidos na oxidacdo sdo os acidos graxos poliinsaturados que compdem os fosfolipidios
das membranas celulares (Mitchaothai et al., 2007; Devatkal e Naveena, 2010). Assim, 0
controle dos processos oxidativos torna-se importante na carne de suinos, uma vez que € rica
em &cidos graxos poliinsaturados.

No metabolismo a metionina pode ser convertida em cisteina que, por sua vez, é utilizada
para a sintese de GSH, importante agente antioxidante das células. A cisteina formada € ainda
requerida para sintese de selenocisteina, que faz parte do centro ativo da glutationa
peroxidase (GPx), enzima do sistema antioxidante da GSH (Boler et al., 2009; Lu, 2013).
Este sistema é responsavel pela reducdo de hidroperoxidos organicos (ex.: lipoperdéxido) e
peroxidos de hidrogénio em alcool e &gua, respectivamente, evitando a peroxidacdo dos
lipidios de membrana, mantendo sua integridade (Barber; Harris, 1994; Wang et al., 2009). A
acdo antioxidante da GSH previne ainda a oxidacdo de proteinas como a mioglobina e
proteinas miofibrilares, preservando a cor e a capacidade de retengdo de agua da carne
(Mancini e Hunt, 2005; Elisabeth e Steven, 2005; Wang et al., 2009). A metionina também é
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requerida para a biossintese de fosfatidilcolina, fosfolipidio mais abundante nas membranas
celulares de mamiferos (Zeisel et al., 2006), sendo fundamental na manutencdo da
integridade da membrana e na taxa de fluidos das células.

Os componentes L*, a* e b* da cor, assim como a PAG da carne ndo foram influenciados
pelos niveis de Met+Cis digestiveis nas racdes, indicando que o fornecimento acima de
0,370% nao melhorou a estabilidade oxidativa e a integridade das membranas celulares. Estes
resultados corroboram com os de pH (inicial e final), que também ndo variaram, j& que estas
variaveis sdo relacionadas (Scheffler e Gerrard, 2007). No entanto, é importante ressaltar que
0s animais deste estudo ndo foram submetidos a grandes condicdes de estresse pré-abate, tais
como jejum prolongado, restricdo hidrica ou transporte, fatores que modulam o metabolismo
muscular.

Os niveis de Met+Cis digestiveis e a suplementagdo de vitamina Bg ndo influenciaram a
incidéncia de carne PSE, e apesar disso, todos os tratamentos apresentaram carnes muito
clara, ou seja, valor de L* muito alto, ja que Bridi e Silva (2009) consideram padrdo normal
de L* da carne suina valor inferior a 49. Segundo Latorre et. al (2008), a cor da carne de
suinos cruzados tende a ser mais clara (maior valor de L*), podendo ser uma explicacdo para
os resultados encontrados, uma vez que no presente estudo foram utilizado animais mesticos
(Topigs 20 x Talent).

Embora os niveis de Met+Cis digestiveis ndo tenham influenciado a PAG, observou-se
um aumento linear na PLD e uma resposta quadratica para a PLC, em funcdo do aumento dos
niveis de Met+Cis digestiveis. A FC também foi influenciada pelos niveis crescentes de
Met+Cis digestiveis, observando um efeito quadratico que pode ser explicado em partes pelo
aumento na PLC, j& que estas variaveis estdo relacionadas (Ramos e Gomide, 2012). Os
valores obtidos para FC estdo numa faixa de maciez extrema, uma vez que Lyon e Lyon
(1991) classificaram valores inferiores a 3,62 Kgf como sendo de maciez extrema para o
Longissimus dorsi no suino.

De acordo com os dados de desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne,
a exigéncia de Met+Cis digestivel para fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, foi de no méximo
0,370%, que corresponde ao consumo de 10,60 g/dia. Este consumo ¢é inferior a 14,50 g/dia
sugerido por Rostagno et al. (2011) para fémeas suinas, dos 70 aos 100 kg mas é superior as
10,55 g de metionina + cisteina/dia apresentado pelo NRC (2012) para fémeas suinas, dos 75
aos 100 kg. Considerando a relacdo metionina:cisteina de 0,50% apresentada pelo NRC
(2012) e o principio de que duas moléculas de cisteina sdo necessarias para formar uma

cistina (Lewis, 2003), recomenda-se expressar as exigéncias de AAS como metionina +
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cisteina, uma vez que uma molécula de metionina pode ser transulfurada em uma molécula
de cisteina, ou seja, apresenta uma relacdo 1:1, pois se as exigéncias forem expressas em
Met+Cis devera-se conhecer o déficit de cistina para se proceder com a suplementacdo de
metionina para atender uma relacdo 2:1, uma vez que sdo necessérias duas moléculas de
metionina para que haja a sintese de uma molécula de cistina. Além disso, a literatura

estrangeira (NRC, 2012) ja apresenta as exigéncias dos AAS como metionina + cisteina.

5. Conclusoes

A exigéncia de metionina + cistina digestivel para fémeas suinas, dos 75 aos 100 kg, é de
no maximo 10,60 g/dia, que corresponde ao nivel de 0,370% na racdo e a uma relacdo de
0,48% com a lisina digestivel, com base nas variaveis de desempenho, caracteristicas de
carcaca e qualidade de carne.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de haver uma relagdo entre o metabolismo da metionina e da vitamina Bg, a
suplementacdo com vitamina Bg ndo demonstrou interacdo com 0s niveis de metionina +
cistina digestiveis avaliados. No entanto, a suplementacdo com 3,58 mg de vitamina Be/kg de
racdo proporcionou maior profundidade de masculo e melhor conversdo alimentar para suinos
machos castrados, dos 75 aos 100 kg.

Conclui-se que as exigéncias de metionina + cistina digestiveis para suinos machos
castrados e fémeas, dos 75 aos 100 kg, sdo inferiores a 10,46 g/dia (0,350%) e 10,60 g/dia
(0,370%), respectivamente, com base em variaveis de desempenho e qualidade de carne, e
altos niveis destes aminoacidos reduzem a espessura de toucinho e elevam a concentracdo

sanguinea de homocisteina nos suinos machos castrados.



