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RESUMO

SANTANA, Thais Pacheco. Suplementacdo de metionina na dieta materna e a modulacgéo
do metabolismo da progénie de codornas de postura. Séo Cristovao: UFS, 2023. 70p. (Tese
— Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

Em aves, além de participar da sintese proteica, a metionina da dieta também pode influenciar
0 metabolismo lipidico, sendo essencial na producédo de ovos, e também no desenvolvimento e
funcionamento do ambiente intestinal, melhorando a absorg¢éo dos nutrientes. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar como diferentes niveis de suplementacdo de metionina
podem influenciar o metabolismo lipidico e intestinal tanto da matriz, quanto da sua progénie.
Para isso, 0 experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 3, sendo trés dietas para as matrizes: dieta sem suplementagéo de metionina
(LMET); dieta suplementada com o nivel recomendado de metionina (MET); e dieta com
suplementacédo acima do nivel recomendado de metionina (HMET), e para cada tratamento das
matrizes, as mesmas trés dietas para sua progénie: LMET, MET e HMET. Foi avaliada a
expressdo dos genes: acetil-CoAcarboxilase (ACC), &cido graxo sintase (FAS), apolipoproteina
A-1 (APOAL), apolipoproteina B (APOB), transportador de glicose (SLC2A2), cotransportador
de glicose dependente de sddio (SLC5A1), transportador de aminoacidos neutros dependentes
de sddio (SLC6A19), transportador de aminoacido Y+L 1 (SLC7A7), ocludina (OCLN) e a
morfometria intestinal tanto da matriz, quanto da progénie. Observamos que a suplementacéo
de metionina na dieta contribui para o melhor desempenho reprodutivo durante a fase de postura
das matrizes, onde matrizes alimentadas com suplementacdo de metionina obtiveram ovos mais
pesados, melhor taxa de postura e melhor taxa de eclosdo, processo bastante influenciado pela
sintese de lipideos. A suplementacéo de metionina também diminuiu o valor de expresséo dos
genes ACC e FAS. Também observamos que a dieta materna teve efeito sobre a expressdo de
APOAL no figado da progénie. As aves alimentadas com MET, filhas de matrizes também
alimentadas com MET, apresentaram maior valor de expressdao de APOAL. Em relacdo a
morfometria intestinal, observamos que a suplementacéo de metionina aumentou a largura dos
vilos no duodeno e a profundidade de cripta no duodeno e no jejuno das matrizes. Constatamos
que o efeito da dieta materna, principalmente matrizes alimentadas com HMET, é capaz de
melhorar os parametros morfolégicos da progénie, e quando estas também recebem dieta
HMET, garantem resultados ainda mais eficientes em relacdo a morfologia do duodeno, jejuno
e ileo de codornas japonesas. O maior valor de expressao de SLC6A19 e SLC7A?7 foi observado
no duodeno de matrizes alimentadas com HMET. Foi possivel observar também que
osprogénies de matrizes que receberam dieta com suplementacdo de metionina, quando foram
alimentadas com MET obtiveram maior expressdao dos genes SLC2A2, SLC5A1 e OCLN.
Podemos concluir que a suplementacdo de metionina na dieta de matrizes, tanto dieta MET
qguanto com dieta HMET, foi essencial para melhorar os parametros reprodutivos das matrizes
e melhorar o processo do desenvolvimento intestinal do pintainho. Além disso, a dieta materna
permitiu a melhor expresséo do fenotipo na progénie.

Palavras-chave: absorcdo de nutrientes, ambiente intestinal, lipideos, expressdo de genes,
transporte de aminoacidos.

* Comité Orientador: Dr. Leandro Texeira Barbosa — UFS (Orientador), Dra. Ana Paula Del Vesco — UFS
(Coorientadora).



Vi

ABSTRACT

SANTANA, Thais Pacheco. Methionine in maternal diet and metabolic modulation in
quail chicks. Séo Cristdvao: UFS, 2023. 70p. (Thesis - Doctor of Science in Agriculture and
Biodiversity).*

Methionine in poultry diet does not only contribute to protein synthesis but can also influence
the lipid metabolism, essential for egg production. In addition, it can improve the development
and functioning of the intestinal environment, and thus nutrient uptake. This study evaluated
how different levels of methionine supplementation can affect the lipid and intestinal
metabolism of both the quail hen and her chicks. To this end, an experiment with a completely
randomized 3 x 3 factorial design tested three diets for quail hens: diet without methionine
supplementation (LMET); diet supplemented with the recommended level of methionine
(MET); and diet with supplementation above the recommended level of methionine (HMET),
and for each treatment of the mother hens, their chick were fed the same three diets: LMET,;
MET; and HMET. The expression of the following genes was evaluated: acetyl-
CoAcarboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS), apolipoprotein A 1 (APOAL),
apolipoprotein B (APOB), glucose transporter (SLC2A2), sodium-dependent glucose
cotransporter (SLC5A1), sodium-dependent neutral amino acid transporter (SLC6A19), Y+L 1
amino acid transporter (SLC7A7), occludin (OCLN) and intestinal morphometry of both hen
and chick. The methionine-supplemented diet contributed to a better reproductive performance
during the laying period of the hens, since hens fed with such a diet laid heavier eggs, at higher
rates of egg laying and hatching. The processes of laying and consequently, yolk and egg
formation, are greatly influenced by lipid synthesis. Methionine supplementation also
decreased the expression of the ACC and FAS genes. In addition, the maternal diet influenced
the expression of APOAL in the chick liver. In quails fed with MET, which were offspring of
hens also fed with MET, the APOA1 gene was expressed at higher levels. Regarding intestinal
morphometry, methionine supplementation increased the duodenum villi width and duodenum
and jejunum crypt depth of the hens. The effect of the maternal diet, mainly of HMET,
improved the morphological parameters of the chicks. When the chicks were also fed HMET,
the results in relation to the morphology of the duodenum, jejunum and ileus of the Japanese
quails were even better. The expression of SLC6A19 and SLC7A7 was highest in the duodenum
of hens fed with HMET. When chicks from hens that received a methionine-supplemented diet
were fed with MET, the expression of SLC2A2, SLC5A1 and OCLN genes increased. It was
concluded that a methionine-supplemented diet (MET or HME), was essential to improve the
reproductive parameters of the mother hen and the intestinal development process of the chick.
In addition, a methionine-supplemented maternal diet optimized the phenotype expression of
the offspring.

Keywords: amino acid transport, gene expression, intestinal environment, lipids, nutrient
uptake.

* Advisory Committee: Dr. Leandro Texeira Barbosa (Advisor), Dré. Ana Paula Del Vesco (Co-advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

A coturnicultura vem ganhando espaco tanto na producdo de carne quanto na producdo de
ovos. Isso ocorre devido as vantagens de facilidade de manejo, rapido crescimento, precocidade na
producdo de ovos, alta produtividade (300 ovos/ano), longevidade em alta producdo, criagdo de baixo
investimento e rapida lucratividade. As codornas japonesas (Coturnix japdnica) sdo as aves mais
utilizadas para a producdo de ovos por apresentarem maior taxa de postura quando comparadas com
as demais espécies (Pastore et al., 2012). Para garantir eficiéncia na producéo desses animais, cada
vez mais vem sendo empregadas tecnologias que permitem a expressdo de seu potencial genético
(Zuidhof et al., 2014).

A nutrigdo é um dos principais fatores estudados e tem o objetivo de fornecer dietas adequadas
para beneficiar a taxa de crescimento, a producdo e reproducdo, além de minimizar os efeitos do
ambiente sobre a ave. Nos Ultimos anos trabalhos também tém sido realizados para melhor entender
como a dieta materna pode atuar sobre o desempenho da progénie (Santana et al., 2021; Santana et
al., 2023). A dieta, principal fator na producéo de matrizes, é fundamental para obtencdo do maior
numero de ovos de qualidade, assim como maior e melhor producdo de pintainhos ao nascimento.
Além disso, o desenvolvimento do embrido e do pintainho apds o nascimento depende dos nutrientes
provenientes da dieta da matriz que sdo depositados ainda no ovo (Emamverdi et al., 2019). A
incompatibilidade do ambiente materno-descendente pode causar efeitos positivos ou negativos sobre
o desenvolvimento e desempenho do individuo da geracdo seguinte, modificando o funcionamento
fisiologico das aves, causando alteracdes nos sistemas digestivo, reprodutivo, oxidativo e imune (Li
et al., 2019; Liu et al., 2021). De acordo com Waaij et al. (2011), matrizes criadas com restri¢ao
alimentar tém descendentes programados para se desenvolverem de acordo com a baixa
disponibilidade de alimento, e quando estes sdo alimentados ad libitum alcancam o peso adulto de
maneira precoce, devido ao ganho compensatorio, onde, ao invés de haver deposi¢cdo de massa
muscular, os nutrientes sdo desviados para a deposic¢ao de gordura nas aves.

Um dos pontos-chave na nutri¢do de aves € a utilizacdo de aminoacidos baseado no conceito
de proteina ideal (Emmert & Baker, 1997). A metionina é o primeiro aminoacido limitante para as
aves, sendo fundamental para a sintese proteica, é doador de enxofre e esta envolvido na sintese de
poliamina. Dentre os principais intermediarios das vias metabolicas, a metionina é precursora de
carnitina e cistina, ela também é grupo doador de metila para a formacdo da coenzima S-
adenosilmetionina e garante o funcionamento normal do metabolismo celular (Bunchasak, 2005). A
metionina também possui papel importante nas funcgdes fisioldgicas, com acdo antioxidante, a qual
previne a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e esta ligada a funcdo imunoldgica, por
participar do crescimento de érgdos imunoldgicos e também na producéo das células de defesa (Pan
et al., 2016; Kalvandi et al., 2019; Machado et al., 2020; Santana et al., 2021).

Nos trabalhos ja realizados, podemos observar que a suplementagdo de metionina pode estar
relacionada também com a modulacdo do ambiente da progénie. Os resultados sugerem que a
suplementacdo de metionina na dieta das matrizes pode contribuir para a reducdo dos danos causados
pelo estresse térmico durante a fase de crescimento da progénie atuando sobre a capacidade
antioxidante e o sistema imune das aves (Santana et al., 2021; Santana et al., 2023). Apesar da
importancia desses resultados, ainda € preciso maior compreensao sobre o efeito da metionina sobre
as diversas rotas metabdlicas que atuam para expressar o fendtipo da progénie. Como o
desenvolvimento intestinal estd diretamente relacionado ao desempenho das aves, e falhas
fisiolégicas no intestino podem comprometer o desenvolvimento geral dos animais (Yousaf et al.,
2016), o entendimento sobre como a suplementagdo de metionina na dieta da matriz pode contribuir
para o0 ambiente intestinal de sua progénie podera trazer mais respostas sobre esse tema.

Desta forma, as principais questdes levantadas nesse estudo sdo: (1) qual o efeito da
suplementacdo de metionina sobre o ambiente intestinal das matrizes? (2) qual o efeito da



suplementacdo de metionina sobre o metabolismo lipidico e produgéo de ovos das matrizes? (3) como
a dieta materna pode influenciar no ambiente da progénie?

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criacdo de matrizes

As codornas sdo aves menores que pertencem a ordem dos Galinaceos, do género Coturnix.
As espécies mais conhecidas e difundidas sdo as linhagens Coturnix japonica e Coturnix coturnix
(Nascimento et al., 2021). A Coturnix japdnica é a mais recomendada para a producdo de ovos,
apresentando maior taxa de postura, melhor conversdo alimentar por quilo de ovos produzidos e
qualidade dos ovos superior. A postura € um processo bioldgico complexo, sendo influenciada pela
idade, dieta, peso, ambiente e programa de iluminacao.

As matrizes jovens estdo frequentemente associadas a producdo de ovos com baixo potencial
de eclosdo e pintos de baixa qualidade, e isto pode ser atribuido a menor capacidade das aves jovens
de mobilizar gordura para a formacdo da gema, comprometendo a viabilidade embrionéria e,
consequentemente, reduzindo a eclosdo. As diferencas relacionadas a idade da matriz podem explicar
por que pintainhas provenientes de matrizes jovens tém mortalidade aumentada e desempenho
reduzido (Vieira, 2001). Codornas fémeas comecam a manifestar seu desenvolvimento sexual em
torno de seis a sete semanas de idade, sendo caracterizado pela postura dos primeiros ovos (SHI et
al., 2020). A producéo eleva-se linearmente e atinge o pico de postura por volta da 122 a 142 semana
de vida (Albino & Barreto, 2003). O peso médio dos ovos aumenta a medida que as matrizes atingem
0 pico de postura e isso acontece devido ao maior peso da gema (NASRI et al., 2019). O aumento no
peso da gema tem sido relacionado a taxa de sintese e transporte de lipoproteinas. Em codornas mais
jovens, a quantidade de lipidios disponiveis para a deposicdo de gema € limitada, resultando em ovos
com peso de gema menor em comparagdo com ovos de aves mais velhas (Nasri et al., 2019). A
medida que as aves envelhecem, a taxa de postura diminui, assim como a porcentagem de ovos férteis,
a qualidade dos ovos e a eclodibilidade (Amevor et al., 2021).

No sistema de criacdo de codornas, o consumo de alimento é regulado pela densidade
energética da racdo e pela exigéncia nutricional, portanto, é imprescindivel o conhecimento acurado
de suas relagbes. Quando ocorre aumento no nivel energético da ragdo, o consumo de rac¢do diminui,
reduzindo a producdo de ovos (Moura et al., 2008). Portanto, as exigéncias nutricionais das aves
devem ser expressas em relacdo a demanda energética, principalmente as exigéncias proteicas,
considerando todo o perfil aminoacidico (Moura et al., 2008). A suplementacdo de nutrientes em
niveis ideais na dieta das matrizes influencia no desempenho reprodutivo destas. A adi¢do de
metionina na dieta aumenta e melhora a producdo de ovos, iSso porque a metionina aumenta a
deposicdo de proteina, que junto com outros fatores aumenta a producdo de ovos (Del Vesco et al.,
2013; Xiao et al., 2017; Santana et al., 2021).

Em relagdo ao peso, o desempenho e o valor econdmico das aves estdo diretamente
relacionados ao seu peso corporal. Conforme apontado por Ojo et al. (2023), a variagdo no peso
corporal de um lote de aves pode ser influenciada tanto por fatores genéticos quanto ambientais. Aves
mais pesadas atingem o pico de producdo mais rapido, tendem a produzir ovos com maior massa e
produzem ovos mais pesados tanto no inicio quanto no final da producédo (Ricklefs, 1983; Summers,
1994). De acordo com Reis et al. (2007), aves mais pesadas consomem mais ragdo e produzem mais
ovos. Lima et al. (2011) observaram que pequenas variagdes no peso corporal podem resultar em
inadequada conformacéo corporal para a maturacdo do aparelho reprodutor e inicio da postura. As
codornas que entram precocemente e de forma rapida em producdo, utilizam alta quantidade de
nutrientes ingeridos para alcancar o peso corporal da ave adulta, e também, maior quantidade de suas
reservas organicas para atender as necessidades de producéo de massa de ovos (Leandro et al., 2019).

O estresse ambiental pode reduzir a eficiéncia produtiva das codornas, devido a necessidade
dos animais em regular os mecanismos de controle de temperatura para manter a homeostase. Alem



disso, fatores estressantes podem interferir na qualidade do ovo, cor da gema, espessura da casca,
valor nutritivo e vida util dos ovos (Lara & Rostagno, 2013). Em condicGes de estresse por altas
temperaturas, por exemplo, a ave aciona seus mecanismos termorregulatérios para auxiliar a
dissipacdo do calor corporal para o ambiente, fazendo com que o consumo de ragdo diminua
(Vandana et al., 2020) e a conversao alimentar piore (Oliveira et al., 2020), afetando a ingestdo de
nutrientes, que ira ocasionar menor producéo de ovos e a ma formacgdo dos mesmos (Vandana et al.,
2020; Oliveira et al., 2020). Alguns estudos (Hu et al., 2020; Santana et al., 2021) sugerem que a
eficiéncia produtiva descrita acima também esta relacionada ao comprometimento dos sistemas de
defesa das aves, onde aves submetidas as altas temperaturas sdo mais suscetiveis a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), inibindo a ativacdo do sistema antioxidante.

A manipulacdo da iluminagdo é comum na criacdo de aves de postura, ela pode acelerar a
maturacdo sexual em aves, ativando o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (Shi et al., 2020). A
fotoestimulacdo precoce resulta em maturacdo sexual precoce, mas 0vos menores em maior
quantidade (Robinson et al., 2007; Zuidhof et al., 2007). A formacdo dos ovos segue um ritmo
biol6gico chamado ritmo circadiano, que ocorre endogenamente, mas se ajusta ao ambiente externo
(Kennaway, 2004). Esse sistema permite ao organismo antecipar e se preparar para mudancas fisicas
no ambiente que estdo associadas com a noite e o dia. A luz é recebida pelos fotorreceptores
hipotaldmicos, que convertem o sinal eletromagnético em hormonal, estimulam a producdo do
hormonio liberador de gonadotrofinas, como hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), horménios responsaveis pelo crescimento e maturacdo dos ovécitos que serdo
liberados na fase de postura para entdo o ovo ser formado (Oliveira et al., 2020). Os programas
intermitentes de iluminacdo sdo mais eficientes, beneficiando a producdo de ovos e a reducdo do
consumo de ragdo (Melo et al., 2006; Yuri, 2013). De acordo com Aradjo et al. (2011), programas
de iluminacdo adequados a linhagem utilizada, podem proporcionar melhor qualidade da casca do
ovo, menor numero de ovos de duas gemas e deformados, e menor mortalidade de matrizes por
prolapso.

2.2 Nutricdo de aves

Na producéo animal, os custos com racdo sdo bastantes significativos para o pecuarista. Diante
deste cenario, a colina e a betaina séo utilizadas como alternativas para diminuir o uso de metionina
na dieta das aves. A colina € essencial para 0s impulsos nervosos e em seu metabolismo pode gerar
betaina através da enzima colina oxidase, e em reacfes de metilacdo através da betaina aldeido
desidrogenase. A betaina é um doador metil e tem caracteristica osmoética que favorece a sadde dos
animais (Figueroa-Soto & Valenzuela-Soto, 2018; Wu et al., 2020).

A metionina responsavel pelo fornecimento de enxofre para a sintese de cisteina, participa da
sintese de glutationa peroxidase, servindo como um antioxidante para os animais, e atua na formacéao
de proteina corporal, pele, penas e pelos (Lai et al., 2018; Sahebi-Ala et al., 2019). Esse aminoacido
também tem funcdo de doar grupo metil participando da sintese da S-adenosilmetionina (SAM) que
é responsavel para a metilagdo essencial na biossintese de carnitina, creatina, fosfolipideos e
proteinas. Participa do metabolismo da homocisteina que é divido em trés partes: metilacéo,
transsulfuracdo e remetilacdo (Silva, 2019).

A metilagdo ocorre quando a metionina é ativada, o radical metil é transferido para a reagéo
de metilacdo para a SAM através da S-adenosil-metil-transferase (SAMT). A transsulfuracdo
acontece por duas vias diferentes: uma ocorre a partir da conversdo de metionina em SAM, 0 grupo
metil da SAM ¢ transferido e produz a S-adenosil-homocisteina (SAH) que sera desmetilada,
hidrolisada e de maneira irreversivel € transformado em cisteina livre ap0s a liberacdo da
homocisteina. Na outra via, através da oxidagdo da colina a betaina, a homocisteina recebe o grupo
metil. No processo de remetilacdo a homocisteina volta para a metionina através das enzimas betaine-
homocisteina-metiltransferase (BHMT) e tetra-hidrofolato-metiltransferase (THFMT) que



incorporam o carbono do grupo metil & homocisteina que volta para a metionina (SILVA, 2019)

(Figura 1).
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FIGURA 1. (A) representacdo esquematica da metilagdo; (B) representacdo esquematica da transsulfuragdo 1; (C)
representacdo esquematica da transsulfuragéo 2; (D) representacdo esquematica da remetilacéo.

Por ndo ser sintetizada pelo organismo, a metionina é considera um aminoacido limitante para
as aves, no entanto deve ser fornecida de maneira sintética na dieta, e a mais utilizada é a DL-
metionina. Ela é transportada pelo sistema Y+L, mais especificamente a proteina transportadora de
aminoéacidos neutros e catiénicos (Y+LAT1), e pela proteina transportadora de aminoacidos neutros
(B°AT) (To et al., 2019). Ao chegar no intestino a metionina é absorvida nas membranas da borda
em escova ou na membrana basolateral e, ao ser absorvida, os isdmeros L-metionina e D-metionina
sdo transportados para o figado, onde a L-metionina € utilizada para a sintese proteica (Fagundes et
al., 2020). A sintese de proteinas envolve processos como a expressdo de genes relacionados ao
crescimento, horménio do fator de crescimento relacionado & insulina tipo 1 (IGF-1), por exemplo,
onde a metionina se liga a0 MRNA na cadeia de polipeptideos, formando o N-formilmetionil
mensageiro (Del Vesco et al., 2013; Jl et al., 2022).

A suplementacdo de metionina na dieta de aves promove o crescimento regulando o
desenvolvimento do masculo, apresentando maior didmetro de fibras musculares (Sahebi-Ala et al.,
2021). A suplementacdo de metionina na dieta de aves aumenta o peso corporal, a metionina que
compde a dieta faz com que 0s niveis séricos do hormoénio do crescimento (GH) e do IGF-I sejam
aumentados (Lim et al., 2022). Além disso, os niveis de expressdo de genes relacionados ao
crescimento, como GH e IGF-I, por exemplo, sdo bastante expressos quando a dieta das aves é
suplementada com metionina (Wang et al., 2021).

O crescimento das aves esta relacionado a eficiéncia alimentar, ou seja, a conversao da racdo
em musculo. Essa conversdo demanda gasto de energia, a qual é produzida na mitocéndria e quanto
menor a producdo de ATP, menor a eficiéncia alimentar desses animais (Del Vesco et al., 2013). No
entanto, a partir da glicose, a producdo de ATP depende da B oxidacdo de acidos graxos, que sao
transportados para dentro da mitocéndria através da carnitina (Fritz, 1959; Ringseis et al., 2018).



A sintese de carnitina ocorre no figado, rim e cérebro, regulada pela dieta. A deficiéncia de
lisina, metionina, niacina, vitamina C e vitamina B6 prejudica a sintese de carnitina (Wu, 2013). A
partir da lisina e metionina, a SAM degrada as proteinas para formar a e-N-L-trimetilisina, as
proteases vao liberar a e-N-L-trimetilisina para formar a B-hidroxitrimetillisina, y-butirobetaina
aldeido e por fim a y-butirobetaina que ir4 formar a carnitina, e nesse processo estdo envolvidas as
vitaminas C, B6 e niacina (Wu, 2013).

A eficiéncia alimentar, além de estar relacionada a fungdo mitocondrial alterando a atividade
das enzimas mitocondriais que ira refletir na capacidade oxidativa para a producdo de ATP, também
esta relacionada a expressao de genes da cadeia transportadora de elétrons e fosforilagcdo oxidativa
(Brito et al., 2017; Sahebi-Ala et al., 2021). A ineficiéncia da cadeia transportadora de elétrons pode
afetar a taxa de conversdo e o desempenho de crescimento, e a suplementagdo de metionina, por
exemplo, na dieta das aves, pode melhorar a eficiéncia e aumentar a sintese de ATP (Marayat et al.,
2019).

A ineficiéncia na funcdo mitocondrial duodenal pode reduzir a eficiéncia de conversao de
alimentos em massa muscular (Sahebi-Ala et al., 2021). Avaliando o efeito da suplementagéo de
metionina sobre a expressdo de genes relacionados a producéo de energia nas mitocdndrias, Marayat
et al. (2019) observaram que a suplementacdo de metionina pode aumentar a expressdao do
translocador de nucleotideos de adenina (ANT), aumentando a quantidade de ADP para a
transformacdo em ATP, indicando maior producdo de ATP que sera direcionado ao crescimento da
ave.

Avaliando a suplementacdo de lisina sobre a expresséo de genes da cadeia transportadora de
elétrons no musculo peitoral de frangos de corte, Brito et al. (2017) observaram que niveis de lisina
abaixo do recomendado na dieta reduzem a expressdo de genes como subunidade | da NADH
desidrogenase (ND1), citocromo b (CTYB), subunidade | do citrocromo C oxidase (COXI),
subunidade 11 do citrocromo C oxidase (COXII) e subunidade 111 do citrocromo C oxidase (COXIII)
refletindo na disponibilidade de ATP, diminuindo a energia mitocondrial, reduzindo o ganho de peso,
a eficiéncia alimentar e deposicdo de proteina corporal das aves.

Baixos niveis de metionina na dieta das aves podem aumentar a expressao da proteina
desacopladora (UCP), reduzindo a sintese de ATP, diminuindo a eficiéncia alimentar, como o
aumento da conversao alimentar. Além disso, a suplementacdo de metionina pode aumentar os niveis
de expressdo de COXIII, o que esta relacionado a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, bombeando
prétons e elétrons e melhorando a eficiéncia alimentar das aves (Del Vesco et al., 2013; Gasparino et
al., 2014).

2.3 Suplementacdo de metionina
2.3.1 Ambiente intestinal

O intestino delgado é dividido em trés regides: duodeno, jejuno e ileo (Figura 1). O duodeno
esta localizado logo apos o proventriculo, € de maior didmetro e é onde ocorre a liberacdo dos sais
biliares produzidos pelo figado para dentro do intestino. O jejuno é mais longo com Vvérias algas em
espiral e, durante o desenvolvimento do embrido, esté ligado ao saco vitelinico, que possui nutrientes
para o desenvolvimento da mucosa intestinal. O ileo vai da porcdo anterior do ceco até a juncao
ileocecal (Figura 2) (Boleli et al., 2008).
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FIGURA 2. Representag¢do da localizagdo dos trés segmentos que comp8em o intestino delgado das aves. Fonte: Adaptado
de Alltech®.

O desenvolvimento do intestino delgado comeca ainda durante a fase de embrido e apos a
eclosdo o peso do intestino aumenta rapidamente até os sete dias de idade, atingindo desenvolvimento
méaximo até 14 dias de idade (Ravindran & Abdollahi, 2021). A selecdo genética tem papel relevante
no desenvolvimento do intestino. Linhagens de aves de corte de rapido crescimento apresentam maior
comprimento, peso e area de superficie que as aves de postura de crescimento lento.

E no intestino delgado onde ocorre a digestdo e absorcao dos nutrientes. Na mucosa intestinal,
com a ajuda das vilosidades intestinais, os nutrientes sdo absorvidos do limen para a corrente
sanguinea (Chen et al., 2015). No epitélio intestinal encontramos trés principais células, os
enterdcitos, as células caliciformes e as células enteroenddcrinas. Os enterdcitos sdo células colunares
altas com borda em escova, sdo responsaveis pelo transporte dos nutrientes e digestdo do alimento
através de enzimas encontradas nas microvilosidades da borda em escova, responsaveis pelo processo
de digestdo. Ja as células caliciformes sdo encontradas na superficie dos vilos e criptas que estao entre
0s enterdcitos, sdo responsaveis pela liberacdo de mucina na luz intestinal que protege o epitélio. As
células enteroenddcrinas sdo encontradas no epitélio dos vilos, criptas e glandulas intestinais, séo
produtos de hormonios peptidicos e sdo responsaveis pela proliferacdo de células epiteliais,
integridade da barreira intestinal e também participam da regulacéo da digestédo, absorcao e utilizacéo
dos nutrientes (Gurtler et al., 1987; Smirnov et al., 2005).

Os nutrientes que compde a dieta das aves sdo absorvidos no intestino, e para proporcionar
desenvolvimento e desempenho eficientes, séo utilizados para manter a integridade da flora intestinal
e a saude das aves. Ainda no ovo, a digestdo e absorcdo intestinal sdo limitadas devido a baixas
concentracdes de MRNA de genes relacionados as enzimas e transportadores de nutrientes intestinais
na mucosa do intestino delgado (Nazem et al., 2017). A medida que a eclosdo se aproxima, a
capacidade de absorcdo aumenta e para manter a integridade intestinal, os aminoacidos contidos na
dieta séo essenciais (Vaezi et al., 2011). De acordo com Nazem et al. (2017), a metionina pode
aumentar a superficie dos vilos no intestino dos embrides, produzindo pintainhos com maior area de
absorcdo intestinal, maior peso corporal, e também € capaz de aumentar o nimero de células
caliciformes, melhorando o sistema imunolégico das aves. Portanto, a nutricdo in ovo com metionina
pode melhorar a estrutura das vilosidades intestinais, garantindo melhor absorcéo de nutrientes no
dia da eclosdo. A metionina também pode elevar os niveis de expressdo de genes transportadores de
nutrientes na borda em escova (Zeitz et al., 2019). Segundo Wen et al. (2017), a suplementacdo de



metionina aumenta o nivel de expressdo do transportador de glicose (SLC2A2), o que indica maior
aumento de absorcdo de glicose e sintese de ATP. De acordo com Wang et al. (2019), a DL-metionina
na dieta de aves pode aumentar a expressdo de genes relacionados ao transporte de aminoacidos,
como o transportador de aminoacidos neutros (SLC6A19) no duodeno.

Assim como a dieta, desafios relacionados a temperatura do ambiente, por exemplo, podem
causar prejuizos a integridade intestinal. Aves submetidas as altas temperaturas aumentam a producéo
de calor corporal reduzindo a produtividade. Quando submetidas a altas temperaturas, a morfometria
do intestino delgado é modificada, comprometendo a integridade intestinal (Lin et al., 2006). A altura
das vilosidades é reduzida, tornando-se curtas e achatadas, logo as criptas ficam mais profundas (Wu
et al., 2018). Sabe-se que quando submetidas a altas temperaturas, as aves diminuem o consumo de
racdo, e a baixa ingestdo de alimento prejudica a estimula¢do da mucosa, diminuindo a produgéo de
enzimas digestivas e a quantidade de células caliciformes (Mehaisen et al., 2017). No entanto, a
suplementacdo de metionina na dieta das aves pode reduzir os efeitos deletérios causados pelas altas
temperaturas (Moraes et al., 2021).

2.3.2 Producéo de ovos

A producdo de ovos nas aves € iniciada a partir da maturacdo dos foliculos, que aumenta o
conteudo da gema para que haja a liberacdo do ovdcito. Em codornas, a hierarquia folicular é
classificada em foliculos grandes amarelos F1, F2, F3, foliculos brancos grandes e foliculos brancos
pequenos (Figura 2) (Sreesujatha et al., 2016). Essa hierarquia é estimulada pelos horménios FSH e
LH, que induzem a ovula¢do do ovdcito que sdo capturados pelo infundibulo, vai para 0 magno, onde
é adicionado o albumen, passa para o0 istmo, onde comeca a ser produzida a membrana da casca, e
por fim vai para a glandula da casca onde é adicionada a parte fluida do albimen e procede a formacéo
completa da casca (Figura 3) (Evéncio-Neto et al., 1994). Suplementos dietéticos na racdo das aves
podem contribuir com o aumento dos niveis séricos das gonadotrofinas FSH e LH, regulando a
expressao génica dos receptores desses hormonios, promovendo o desenvolvimento e a maturacao
dos foliculos em aves (Yang et al., 2022). Com isso, a utilizacdo de aminoacidos na dieta de codornas
japonesas, como a metionina, tem influéncia no desempenho reprodutivo. A quantidade adequada de
metionina proporciona melhor eficiéncia alimentar, melhorando o desempenho reprodutivo,
qualidade e producdo de ovos das aves devido ao aumento da deposicdo de proteina (Reda et al.,
2020). Em relacdo a qualidade do ovo, a resisténcia, peso e espessura da casca sao melhorados com
a suplementacdo deste aminoacido, devido ao fato de que a metionina aumenta o desempenho
antioxidante dentro do corpo, comprovando a funcdo antioxidante deste aminoacido (Reda et al.,
2020). As propriedades antioxidantes da metionina estdo correlacionadas com o metabolismo
lipidico. Durante a fase de postura, os lipideos produzidos e coletados séo utilizados para sintetizar
0s precursores da gema como a vitelogenina e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Sendo
assim, a suplementagdo de metionina na dieta das aves aumenta os niveis plasméticos de lipoproteina
de alta densidade (HDL), diminui os niveis de lipoproteina de baixa densidade, colesterol total e
triglicerideos (Reda et al., 2020).



FIGURA 3. Hierarquia folicular em codornas japonesas (arquivo pessoal).
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FIGURA 4. Caminho percorrido pelos ovdcitos para a formacao do ovo. Fonte: OVO: o alimento perfeito, 2010.

2.4 Efeito materno

O efeito materno é como o ambiente ou fen6tipo da mae age sobre o fendtipo da progénie
(Danchin et al., 2011; Day & Bonduriansky, 2011). Esse efeito faz com que a progénie tenha
informacdes sobre 0 ambiente em que sera submetida futuramente, desta forma, a progénie sera entéo
capaz de enfrentar e desenvolver uma resposta fenotipica adequada para tal situacdo (Burgess &
Marshall, 2014; Mcghee & Bell, 2014; Storm & Lima, 2010). O estresse materno pode causar efeitos
positivos ou ndo sobre a fisiologia, 0 comportamento e o processo de aprendizagem da progénie
(Dixon et al., 2016; Peixoto et al., 2021).

A dieta materna tem influéncia na vida inicial e final da progénie, tendo efeito sobre 0s ovos,
que consequentemente tera efeito sobre peso ao nascimento, que por sua vez tem efeito sobre o peso
final, modulando o metabolismo da progénie (Li et al., 2021; Tompkins et al., 2022; Zukiwsky et al.,
2021). Fatores como a obesidade, por exemplo, podem ter efeito negativo sobre a progénie, podendo



causar doencas cardiacas, diabetes, asmas, distirbios do neurodesenvolvimento, entre outros durante
a infancia e vida adulta (Godfrey et al., 2017).

Van der Waaij et al. (2011) mostram que matrizes criadas com restricdo de alimento tém filhos
programados para se desenvolverem de acordo com a baixa disponibilidade de alimento, e quando
estes sdo alimentados ad libitum alcangam o peso adulto de maneira precoce, devido ao ganho
compensatorio, onde, ao inves de haver deposicdo de massa muscular, os nutrientes séo desviados
para a deposicdo de gordura nas aves.

Ao avaliar o efeito da suplementacéo de betaina na dieta de matrizes sobre o desenvolvimento
da progénie de codornas japonesas, Boulton et al. (2021) observaram que as matrizes que tiveram
dieta suplementada com betaina obtiveram ovos mais pesados, porém filhos nascidos mais leves. No
entanto, em relacdo a reproducdo, a progénie obteve maior peso de ovario e maior nimero de
foliculos, o que pode determinar melhor desempenho reprodutivo dessas aves futuramente. Também
foi possivel observar que as matrizes com dieta suplementada com betaina influenciou no
comportamento da progénie, onde niveis mais altos de ansiedade foram detectados através da
concentracdo de horménios do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) circulantes no plasma
sanguineo.

Avaliando o efeito da suplementacdo de arginina na dieta de codornas japonesas submetidas
a temperaturas elevadas, Kalvandi et al. (2022) observaram que a suplementacédo de arginina na dieta
das matrizes € capaz de reverter os efeitos causados pelo fator estressante, melhorando o desempenho,
reproducdo, status antioxidante e imunidade das aves. Os autores observaram também que 0s niveis
de anticorpos na gema do ovo e no soro da progénie foram maiores quando as matrizes submetidas a
alta temperatura com dieta suplementada com arginina, indicando que a dieta materna influenciou na
transmissdo dos anticorpos, transmitindo capacidade imunitaria para a progénie quando desafiada
futuramente. Videla et al. (2020), ao avaliarem se a suplementacdo com timol na dieta de matrizes de
codornas japonesas tem efeito sobre a progénie, observaram que a suplementacdo com timol pode
modular a resposta imune da progénie.

Em um estudo sobre como a dieta materna suplementada com vitamina A tem efeito sobre o
desempenho de frangos de corte, Wang et al. (2020) puderam observar que as matrizes que tiveram
dieta suplementada com vitamina A tiveram filhos com maior peso inicial, mas ndo teve efeito sobre
0 crescimento das aves, esse ganho inicial pode ter ocorrido devido ao armazenamento da vitamina
A no tecido hepatico, atendendo a necessidade das aves nessa fase. Os autores também observaram
que a suplementacéo de vitamina A na dieta materna influenciou na expresséo de citocinas durante a
fase inicial, onde a suplementacdo de vitamina A na dieta materna é transmitida para o embrido
promovendo func¢bes imunoldgicas para os frangos.

Tompkins et al. (2022) testaram como a suplementacdo dietética de matrizes de frangos de
corte com Oleo de peixe tem efeito sobre o desempenho da progénie e observaram que a
suplementacdo com Oleo de peixe na dieta das matrizes tem efeito positivo para a progénie durante a
fase de crescimento, aumentando o consumo de ragdo e o0 ganho de peso da progénie aos 42 dias de
idade, melhorando o desempenho do crescimento, através do aumento de massa muscular e reducao
da quantidade de lipideos, tendo beneficios sobre a expressdo de mRNAs lipogénicos e adipogénicos.

2.4.1 Desenvolvimento de pintainhos

O inicio do desenvolvimento embrionério das aves ocorre algumas horas apés a fecundacéo,
quando a energia produzida pela gema faz com que o embrido se desenvolva a partir de vérias reagdes
bioquimicas (Barbosa, 2011). Nos cinco primeiros dias de incubacao inicia-se o processo de formacéo
do trato gastrointestinal, sistema nervoso, cabeca, olhos, narinas, pescogo, amnio, corion, alantoide,
boca, proventriculo e moela. A partir do sexto dia comeca a formagéo do bico, 0ssos, asas, pernas e
penas. Aos 14 dias de incubacdo o embrido ja esta completamente desenvolvido, e nos ultimos dias
de incubag&o o albimen é absorvido por completo e o embrido passa a ocupar todo o espago do ovo
para entdo eclodir (Cobb, 2008).
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Fatores como nutricdo in ovo e temperatura podem afetar o desenvolvimento do embri&o.
Elwan et al. (2019) e Elwan et al. (2021) observaram que a suplementacdo de metionina in ovo
promove protecdo do embrido, melhorando o desenvolvimento do pintainho ainda na fase que
antecede a eclosao, reduzindo a taxa de mortalidade embrionéria. E ao nascerem, o efeito da injecéo
de metionina in ovo, promove a reducgdo do nivel sérico da proteina do choque térmico 70 (HSP70),
eleva a atividade de enzimas antioxidantes, aumentando a capacidade antioxidante, aumenta a
atividade da glutationa, aumenta a expressao do gene IGF-1 e do receptor do tipo Toll 4 (TLR4),
promovendo aumento do peso do pintainho e a manutencdo da homeostase quando submetida a
condicdes de estresse.

Ovos suplementados com metionina promovem resultados positivos em relacdo aos dados de
desempenho dos embrides, no entanto, essa suplementacdo deve acontecer em niveis que ndo sejam
prejudiciais para o pintainho. Farias et al. (2023) observaram que niveis crescentes de metionina
injetados nos ovos podem diminuir a eclodibilidade, aumentar a mortalidade embrionaria e interferir
no peso relativo de 6rgdos vitais no processo de metabolizacdo dos nutrientes, devido a baixa
capacidade do embrido metabolizar altos niveis de metionina. Além disso, o desenvolvimento do
embrido e 0 peso ao nascer do pintainho esta associado a morfologia do trato gastrointestinal (Farias
etal., 2023). A injecdo in ovo também promove melhorias nos parametros morfométricos do intestino
delgado. Nazem et al. (2017) observaram que ao serem injetados altos niveis de metionina (40
mg/ovo) in ovo, a altura, largura e area de profundidade dos vilos em todos 0s segmentos que
compdem o intestino delgado das aves sdo aumentados, corroborando com o desenvolvimento das
aves pos-eclosdo. A suplementacdo de metionina in ovo promove maior peso do intestino delgado,
aumenta a altura dos vilos e profundidade das criptas devido ao aumento da massa e numero de
enterdcitos que proporcionam a proliferacdo e diferenciacao das células intestinais, as quais garantem
a integridade estrutural das vilosidades.

Além do efeito da suplementacdo in ovo, o efeito materno também pode agir sobre o
desenvolvimento do embrido e do pintainho. A partir da dieta materna, efeitos intergeracionais e
transgeracionais podem ser acionados para entdo serem transmitidos via ovo para a prole (Yehuda et
al., 2018). Alguns nutrientes que comp8em a dieta da matriz podem, além de aumentar a producéo
de ovos e melhorar o desempenho de crescimento (Xiao et al., 2017), modular o metabolismo da
progénie (Li et al., 2021). A metionina, por exemplo, tem como uma das suas func¢des doar 0 grupo
metil para a metilacdo do DNA, modificacdo quimica que ndo altera a sequéncia do DNA, mas regula
a expressdo de genes, podendo ser herdada pela progénie (Triantaphyllopouslos et al., 2016). No
entanto, o efeito da suplementacdo de metionina na dieta da matriz sobre a sua progénie é pouco
conhecido.

De acordo com Zhu et al. (2017), a suplementacdo com zinco (Zn) na dieta materna serve
como protecdo para o embrido, onde as matrizes alimentadas com Zn podem, através de mecanismos
epigenéticos, favorecer a hipometilagdo de promotores que protegem as células dos efeitos deletérios
causados pela exposicdo de metais ndo essenciais, aumentando o valor de expressdo deste gene no
figado da progénie, sugerindo assim, que a adigdo de Zn na dieta da matriz € capaz de proteger o
desenvolvimento embrionario. Também avaliando a suplementacdo de Zn na dieta materna sobre a
imunidade intestinal da progénie, Li et al. (2015) observaram que 0 Zn na dieta materna é capaz de
aumentar a funcdo da barreira da mucosa intestinal, contribuindo com alteracGes epigenéticas ao
promover a transcricdo de genes relacionados & protecdo da barreira intestinal e imunidade da
progénie, impedindo a ativacdo da expressdo genes ligados a processos bioldgicos que mantém a
homeostase, através da hipermetilacdo de promotores destes mesmos genes.

De acordo com Araujo et al. (2015), o peso do ovo incubavel é fundamental para o peso
inicial da codorna, pois ovos mais pesados geram aves com maior peso ao nascimento, podendo
refletir no desempenho inicial destas. Segundo Liu et al. (2021), a suplementacdo de metionina na
deita de matrizes contribui para 0 aumento da taxa de postura, do peso dos ovos e do albimen,
principalmente quando suplementadas com altos niveis de metionina. Santana et al. (2023) também
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observaram efeito da suplementacdo de metionina na dieta de matrizes sobre a progénie, na qual a
matriz alimentada com dieta suplementada com metionina apresentou maior producdo de ovos e
melhor eclosdo de ovos férteis. Esses mesmos autores puderam observar que, durante a fase inicial
(1 a 15 dias), a progénie de matrizes alimentadas com suplementacdo de metionina foi mais pesada
durante a fase final de producéo, a progénie apresentou maior peso (Liu et al., 2021) e ganho de peso
(Santana et al., 2023).

Na grande maioria dos casos, 0 peso ao nascimento estd correlacionado com o crescimento
do pintainho, onde entre tantos fatores, a dieta fornecida, a qual deve atender as exigéncias
nutricionais adequadas, contribui para tal efeito. De acordo com Chen et al. (2013), a suplementacgéo
de metionina na dieta de aves em fase inicial pode aumentar o desempenho de crescimento, mas néo
0 peso corporal, porém animais mais leves requerem maiores concentragdes de metionina, utilizando-
a de maneira mais eficiente do que animais mais pesados. Avaliando a utilizagédo de DL-metionina e
L-metionina na dieta de frangos de corte, Rehman et al. (2019) observaram que o ganho de peso
corporal na fase inicial das aves aumentou ao combinar as duas fontes de metionina, e observaram
também que o melhor ganho de peso foi para aves que consumiram dieta contendo L-metionina,
devido a L-metionina ser absorvida pelo corpo de maneira mais eficiente quando comparada com a
DL-metionina.
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4. ARTIGO 1
NIVEIS DE METIONINA NA DIETA DA MATRIZ SOBRE A EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPIDICO DA PROGENIE DE CODORNAS
JAPONESAS

Artigo formatado de acordo com as normas do periodico Animals
RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da dieta materna sobre a expressao dos genes relacionados
ao metabolismo lipidico no figado de matrizes e da progénie de codornas japonesas. O experimento
foi conduzido em esquema fatorial 3 x 3, sendo trés dietas referentes a suplementacdao de metionina
para as matrizes e para cada tratamento das matrizes, trés dietas referentes a suplementacdo de
metionina para sua progénie. Matrizes que receberam dietas com suplementacdo do nivel
recomendado de metionina (0,86% de metionina - MET) e dieta com suplementagdo acima do nivel
recomendado de metionina (1,17% de metionina - HMET) apresentaram melhores parametros
reprodutivos e maior expressdo das apolipoproteinas (p < 0,05). Matrizes alimentadas com dieta sem
suplementacdo de metionina (LMET) tiveram descendentes mais leves aos 15 dias de idade e com
menor ganho de peso. Aos 35 dias de idade, as dietas MET e HMET proporcionaram maior peso e
maior ganho de peso da progénie. Dentro dos tratamentos das matrizes, o valor de expressao de
apolipoproteinas foi maior para as progénies alimentadas com MET. Também houve efeito da dieta
da progénie sobre a expressdo de acetil carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e
apolipoproteina A 1 (APOA1) (p < 0,05). Conclui-se que a suplementacao de metionina na dieta de
matrizes foi essencial para melhorar os parametros reprodutivos das aves. Além disso, a
suplementacdo de metionina na dieta das matrizes influenciou na expressdo de genes que estdo
relacionados ao processo de formacgéo da gema e do desenvolvimento do embriéo, garantindo melhor
desenvolvimento e desempenho da progénie pos-ecloséo.

Palavras-chave: &cidos graxos; apolipoproteinas e sintese lipidica
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4.1 Introducéo

Manter a dieta das matrizes com ingredientes e quantidade de ingredientes ideal € fundamental
para que estas potencializem a producdo de ovos férteis. Em aves, a secrecdo de hormonios
relacionados a reproducdo esta relacionada ao metabolismo lipidico e pode ser afetada por nutrientes
que compdem a dieta. Dessa forma, diversos trabalhos tém mostrado como diferentes compostos
podem interferir em diferentes pontos do metabolismo lipidico [1, 2]. Um resultado comumente
apresentado nestes trabalhos é que a falta de equilibrio no metabolismo dos lipideos que sdo
absorvidos, sintetizados e oxidados resulta no acimulo de gordura corporal, principalmente na
cavidade abdominal, o que afeta negativamente a producdo de ovos.

Tanto a deficiéncia quanto a suplementacdo de metionina afetam o catabolismo e 0 acimulo
de lipideos [3]. Uma das funcdes desse aminoécido € doar grupo metil para participar da sintese da
S-adenosilmetionina (SAM) que é responsavel pela metilacéo, processo esse essencial na biossintese
de carnitina [4]. A carnitina tem como func&o facilitar o transporte de acidos graxos de cadeia longa
e pode aumentar a oxidacdo destes diminuindo os niveis de gordura corporal [5, 6]. Estudos mostram
que a metionina da dieta pode potencializar o desempenho de postura por promover 0
desenvolvimento e maturacdo folicular e a ovulagdo, elevando os niveis séricos das gonadotrofinas e
também promovendo o aumento dos niveis de expressdo de genes como receptor do hormonio
foliculo estimulante (FSHR) e receptor do hormonio luteinizante (LHR) [7, 8]. Entretanto, a
deficiéncia de metionina na dieta pode interferir no desenvolvimento dos érgdos reprodutivos,
afetando o peso relativo dos ovarios, nUmero e tamanho de foliculos [8, 9].

Além de afetar os pard@metros de desempenho da matriz, a dieta oferecida para a fémea pode
também influenciar as rotas metabdlicas e o fenotipo de sua progénie [10]. A suplementacdo de
metionina, por exemplo, tem sido mostrada como capaz de alterar o metabolismo e desempenho da
progénie [11], alterar o transcriptoma no figado das aves [10], bem como alterar o metabolismo
energético hepético [12]. Durante a fase reprodutiva ocorre um processo intenso do metabolismo
lipidico que permite a sintese dos precursores que irdo formar a gema, e que sao imprescindiveis para
o desenvolvimento adequado do embrido [13]. Cerca de 6% de lipideos estdo presentes na gema.
Durante a fase de crescimento do embrido esses lipideos sdo utilizados como dieta inicial, servindo
como precursores estruturais essenciais da membrana do saco vitelinico e como fonte de energia
durante o desenvolvimento [14].

A sintese dos lipidios é realizada pelas enzimas acetil carbolixase-CoA (ACC) e acido graxo
sintase (FAS) [15, 16]. J& o transporte dos lipideos se da através da corrente sanguinea com auxilio
das apolipoproteinas. Através da ligacdo entre os lipideos e as apolipoproteinas sdo formadas as
lipoproteinas. Dentre as apolipoproteinas, a apolipoproteina A 1 (APOA-I) €é o principal componente
da lipoproteina de alta densidade (HDL) que participa do transporte do colesterol do tecido extra-
hepatico para o figado [17, 18]. Ja a apolipoproteina B (APOB) € o principal componente proteico da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), que faz o transporte reverso, ou seja, transporta os lipideos
do figado para as células do corpo [19]. Trabalhos mostram que a expressao desses genes pode ser
regulada por diversos fatores para controlar o acimulo de gordura abdominal nas aves [18, 20].

Apesar dos estudos na area, ainda ndo estd completamente elucidado o mecanismo de acdo da
metionina sobre os diferentes pontos do metabolismo lipidico nas matrizes de codornas de postura, e
como o efeito da dieta materna pode interferir no metabolismo de sua progénie. Para aprofundar os
conhecimentos disponiveis, este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes niveis de suplementacdo de metionina na dieta das matrizes sobre a expressdo dos genes
ACC, FAS, APOAL e APOB no figado das matrizes e da progénie de codornas japonesas.
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4.2 Materiais e Métodos

Este trabalho foi realizado na fazenda experimental da Universidade Estadual de Maringa —
PR, Brasil, de acordo com as especificagdes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — n°
2402310719).

4.2.1 Matrizes

Duzentas codornas japonesas (Coturnix japonica) fémeas de um dia de idade foram criadas
em gaiolas coletivas até 98 dias de idade. Durante esse periodo, foram observados diariamente o
desenvolvimento e a taxa de postura das aves. Aos 98 dias de idade, 30 codornas com peso médio de
154,6 g e taxa de postura de 85% foram realojadas em gaiolas individuais e distribuidas em trés
tratamentos referentes a suplementacdo de metionina: dieta sem suplementacdo de metionina
(LMET); dieta com suplementacéo do nivel recomendado de metionina, de acordo com Rostagno et
al. (2017) [21] (0,86% de metionina - MET); e dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado
de metionina (1,17% de metionina - HMET) (Tabela 1). As matrizes permaneceram em
experimentacdo dos 98 aos 136 dias de idade, totalizando 38 dias: sendo 28 dias antes de comecar a
coleta de ovos para incubagdo, para garantir que todos os ovos fossem fertilizados durante o periodo
experimental, e 10 dias para a coleta de ovos. Durante o periodo experimental as aves tiveram livre
acesso a racdo e agua.

Na terceira semana de experimentacao, 30 machos padronizados pelo peso médio (161,2 g)
tiveram contato didrio de uma hora com as matrizes. O efeito parental dos machos foi minimizado
atraves de realizacdo de rodizio. Os machos foram utilizados apenas para o acasalamento e tiveram
livre acesso a agua e racdo formulada para atender as exigéncias desses animais.

Diariamente os ovos foram coletados, identificados, pesados e armazenados individualmente
em sacos confeccionados de rede plastica a temperatura ambiente, e no final desse periodo foram
transferidos para incubadora (Chocomaster Luna 240) previamente programada para atingir
temperatura de 37 °C e umidade relativa de 60%. Ao final dos 19 dias de incubacdo, os ovos ndo
eclodidos foram abertos e classificados como ovos ndo fecundados ou embrides mortos.
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Tabela 1. Composicdo percentual e valores nutricionais das dietas experimentais fornecidas para
matrizes de codornas japonesas em fase de postura (98 a 136 dias de idade)

Dietas Experimentais

Ingredientes (kg)

LMET? MET HMET
Milho moido 56,63 56,30 56,08
Farelo de soja 32,20 32,30 32,30
Sal 0,37 0,37 0,37
Oleo vegetal 1,70 1,60 1,50
Calcério calcitico 7,52 7,52 7,52
Fosfato bicalcico 0,99 0,99 0,99
L-Lisina HCL 0,13 0,13 0,13
DL-Metionina - 0,335 0,650
L-Treonina 0,04 0,04 0,04
Mistura vitaminica e mineral® 0,40 0,40 0,40
Total 100 100 100

Composicdo Energética e Nutricional

E metabolizavel (kcal/kg) 2796 2795 2795
Proteina bruta (%) 19 19 19
Célcio (%) 3,1 3,1 3,1
Fosforo digestivel (%) 0,33 0,33 0,33
Sédio (%) 0,17 0,17 0,17

Aminoécidos (%)

Metionina+Cistina digestivel 0,53 0,86 1,17
Lisina digestivel 1,04 1,05 1,05
Treonina digestivel 0,71 0,71 0,71
Triptofano digestivel 0,21 0,21 0,21

IMistura vitaminica e mineral de postura (por kg de ragdo): Vit. A = 2.250.000 Ul/kg; Vit. D3 = 500.00 Ul/kg; Vit. E =
7.000 Ul/kg; Vit. B1 = 450 mg/kg; Vit. B2 = 1.000 mg/kg; Vit. B6 = 450 mg/kg; Vit. B12 = 3.500 mg/kg; Vit. K3 = 420
mg/kg; Pantetonato calcio = 2.500 mg/kg; Niacina = 7.000 mg/kg; Acido Félico = 180 mg/kg; Biotina = 15 mg/kg; Colina
= 55 g/kg; Zinco = 12 g/kg; Ferro = 12 g/kg; Manganés = 15 g/kg; Cobre = 3.000 mg/kg; lodo = 250 mg/kg; Cobalto =
50 mg/kg; Selénio = 72 mg/kg; Etoxiquim = 40 mg/kg; B.H.A = 40 mg/kg; Veiculo Q.S.P = 1.000 g/kg. LMET, dieta
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sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de metionina; HMET, dieta com
suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina.

4.2.2 Progénie

Para avaliar o efeito do ambiente materno sobre o metabolismo lipidico da progénie, o
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 3,
sendo trés dietas para as matrizes, e para cada tratamento das matrizes, trés dietas para sua progénie.

Ap0s 0 nascimento, um total de 234 pintainhos foram anilhados, pesados e alojados em circulo
de protecdo previamente aquecido, com lampada de aquecimento, contendo racdo para a fase inicial
(Tabela 2) e 4gua a vontade. Os pintainhos foram alojados de acordo com a dieta experimental das
matrizes e criados de maneira convencional sob as mesmas condicGes experimentais até os 15 dias
de idade (Figura 1).

Aos 15 dias de idade, as progénies macho e fémea de cada matriz foram pesadas e distribuidas
em trés tratamentos referentes a suplementagdo de metionina: dieta sem suplementacdo de metionina
(LMET); dieta com suplementacao do nivel recomendado de metionina, de acordo com Rostagno et
al. (2017) [21] (0,70% de metionina - MET); e dieta com suplementac&o acima do nivel recomendado
de metionina (0,90% de metionina - HMET) (Tabela 2). As aves que pertenciam ao mesmo tratamento
foram alocadas em gaiolas coletivas (n = 13), sendo duas aves por gaiola e tiveram livre acesso a
racdo e agua.

MET

D — Yl < =

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental. Ovos de cada matriz foram coletados por 10 dias e
incubados sob as mesmas condi¢fes. Ao nascerem, os pintainhos foram alojados de acordo com a dieta experimental da
matriz e criados de maneira convencional sob as mesmas condi¢fes experimentais até os 15 dias de idade. Aos 15 dias
de idade, as aves filhas de cada matriz foram distribuidas em trés tratamentos referentes & suplementacéo de metionina:
aves que receberam dieta sem suplementagdo de metionina (LMET); dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina (MET); e dieta com suplementa¢&o acima do nivel recomendado de metionina (HMET).
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Tabela 2. Composicdo percentual e valores nutricionais das dietas experimentais fornecidas
para progénie de codornas japonesas em fase inicial e de crescimento
Composiciao Percentual

Ingredientes (kg) 1 a 14 dias 15 a 35 dias
LMET? MET HMET
Milho moido 61,87 65,53 65,27 65,06
Farelo de soja 34,00 30,50 30,60 30,60
Sal 0,44 0,60 0,60 0,60
Oleo vegetal 0,30 1,70 1,60 1,50
Calcario calcitico 1,12 1,40 1,40 1,40
Fosfato bicalcico 1,53 1,40 1,40 1,40
L-Lisina HCL 0,12 0,13 0,13 0,13
DL-Metionina 0,18 - 0,16 0,37
L-Treonina 0,01 0,01 0,01 0,01
Mistura vitaminica e mineral’ 0,40 0,40 0,40 0,40
Total 100 100 100 100
Composicio Energética e Nutricional
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2898 2908 2910 2013
Proteina bruta (%) 20 19 19 19
Calcio (%) 0,88 0,92 0,92 0,92
Fosforo digestivel (%) 0,45 0,42 0,42 0,42
Sédio (%) 0,19 0,21 0,21 0,21
Aminoacidos (%)

Metionina+Cistina digestivel 0,75 0,53 0,70 0,90
Lisina digestivel 1,10 1,02 1,03 1,02
Treonina digestivel 0,72 0,68 0,68 0,68
Triptofano digestivel 0,22 0,21 0,21 0,21

IMistura vitaminica e mineral de postura (por kg de ragéo): Vit. A = 2.250.000 Ul/kg; Vit. D3 = 500.00 Ul/kg;
Vit. E =7.000 Ul/kg; Vit. B1 = 450 mg/kg; Vit. B2 = 1.000 mg/kg; Vit. B6 = 450 mg/kg; Vit. B12 = 3.500 mg/kg;
Vit. K3 = 420 mg/kg; Pantetonato calcio = 2.500 mg/kg; Niacina = 7.000 mg/kg; Acido Félico = 180 mg/kg;
Biotina = 15 mg/kg; Colina = 55 g/kg; Zinco = 12 g/kg; Ferro = 12 g/kg; Manganés = 15 g/kg; Cobre = 3.000
mg/kg; lodo = 250 mg/kg; Cobalto = 50 mg/kg; Selénio = 72 mg/kg; Etoxiquim = 40 mg/kg; B.H.A = 40 mg/kg;
Veiculo Q.S.P = 1.000 g/kg. FLMET, dieta sem suplementacéo de metionina; MET, dieta com suplementacéo do
nivel recomendado de metionina; HMET, dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina.

4.2.3 Avaliagdes

Durante os 38 dias de periodo experimental das matrizes foram avaliados a taxa de
postura (%) e peso de ovo (g) conforme Bastos et al. [22] e a taxa de eclosao (%) foi calculada
de acordo com Koppenol et al. [23].

O desempenho da progénie foi avaliado no periodo de 15-35 dias de idade. Ao final do
periodo de coleta dos ovos das matrizes e do periodo experimental da progénie, as aves foram
abatidas por deslocamento cervical e ensanguinhadas. Das matrizes, 0s dvulos em fase F1 (fase
na qual o 6vulo esta pronto para ser liberado) foram extraidos do ovario para obtencdo do peso
(g) destes.
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4.2 .4 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

Para a analise de expressdo génica, amostras do figado foram coletadas em RNAlater™
(Life Technologies do Brasil, Brasil) e armazenadas a -20 °C até o momento da extra¢do de
RNA.

O RNA total foi extraido com o uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na proporcdo de 1 mL para cada 80 mg de tecido.
A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (10
mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Todas as amostras foram tratadas com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
seguindo as instrugdes do fabricante, para que fosse eliminada uma possivel contaminacdo com
DNA. Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA), utilizando 10 pL de
RNA tratado com DNA, seguindo as instrucGes do fabricante.

Para as reacdes de PCR em tempo real foi utilizado o fluoréforo SYBR GREEN
(SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, EUA). A reacdo de amplificacdo
continha 5 ulL de cDNA diluido a 40 ng, 0,5 pL de cada primer a 10 uM (a concentragéo final
da reacdo foi de 200 nM), 12,5 uL. de SYBR® GREEN PCR Master Mix e 6,5 pL de agua ultra
pura, com volume final de 25 pL. Para medir a eficiéncia de cada primer, uma série de reacdes
de 25 pL foi realizada semelhante a anterior utilizando 5 puL de pool de cDNA a partir de uma
diluicdo em serie (80 ng/uL, 40 ng/uL, 20 ng/uL e 10 ng/uL). A programagao do termociclador
para todos os genes foi: 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. As curvas de melting
foram realizadas para garantir a especificidade das analises.

Os primers utilizados nas reacfes para a amplificacdo dos genes apolipoproteina A 1
(APOAL), apolipoproteina B (APOB), acetil-CoAcarboxilase (ACC) e acido graxo sintase (FAS),
foram obtidos a partir das informacGes contidas em Lei e Lixian [24] e Jiang et al. [25], com base
nas sequéncias de genes depositados em www.ncbi.nlm.nih.gov (ndmero de acesso NM_205525,
NM_001044633.2, NM_205505 e J03860, respectivamente). O gene da f-actina (numero de
acesso L08165) foi utilizado como controle endégeno (Tabela 3). Todas as analises foram
realizadas em um volume de 25 pL e em duplicatas.

As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para os genes de interesse, entre 90 e
110% de eficiéncia.
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Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados na reacdo de RT-qPCR

Gene Sequéncia dos primers (5’-3’) pb! N° de acesso
APOAI" F: GTGACCCTCGCTGTGCTCTT 217 NM 205525
R: CACTCAGCGTGTCCAGGTTGT
APOB F: GACTTGGTTACACGCCTCA 196 NM 00104463
R: TAACTTGCCTGTTATGCTC 3.2
ACC F: AATGGCAGCTTTGGAGGTGT 136 NM 205505
R: TCTGTTTGGGTGGGAGGTG
FAS F: CTATCGACACAGCCTGCTCCT 107 J03860
R: CAGAATGTTGACCCCTCCTACC
B-actina F: ACCCCAAAGCCAACAGA 136 LO8165

R: CCAGAGTCCATCACAATACC

Ypb, pares de base. "APOA1, apolipoproteina A 1; APOB, apolipoprotéina B; ACC, acetil-CoA-carboxilase; FAS,
acido graxo sintase.

4.2.5. Andlise estatistica

O método 24T foi utilizado para as analises de quantificacio relativa. Para todos os
dados, o efeito dos tratamentos foi avaliado através da ANOVA One-way. Para avaliar como o
efeito do ambiente materno influéncia nas respostas da progénie ao seu préprio ambiente, o
efeito da dieta da progénie foi avaliado dentro da dieta das matrizes. Quando observado efeito
significativo dos tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05; SAS
Inst. Inc., NC, USA). Todos os resultados sdo apresentados como médias e erro padrao
agrupado.

4.3 Resultados
4.3.1 Matrizes

O peso do ovo, a taxa de ecloséo e a taxa de postura sofreram efeito da dieta
experimental. As matrizes que receberam dietas suplementadas com metionina (MET e HMET)
apresentaram maior peso de ovo (10,99 g e 11,12 g, respectivamente) e maior taxa de postura
(96,66% e 96,66%, respectivamente) quando comparados com aquelas que receberam dieta
LMET (87,22%), e as matrizes que receberam dieta MET obtiveram maior taxa de ecloséo
(96,29%) que as aves dos demais tratamentos (p < 0,05). Matrizes que receberam dieta MET e
HMET também tiveram maior peso de foliculos (1,28 g e 1,12 g, respectivamente) que aquelas
suplementadas com LMET (1,03 g) (p < 0,05).

A dieta também influenciou os niveis de expressdo dos genes relacionados ao
metabolismo lipidico (p < 0,05). Matrizes que receberam MET apresentaram menor nivel de
MRNA ACC quando comparadas com as aves dos demais tratamentos. Ja a expressao de FAS
foi menor quando as matrizes foram alimentadas com dieta LMET. Quando as aves foram
alimentadas com suplementacdo de metionina (MET e HMET) o nivel de expressédo de APOAL
foi maior que o das matrizes alimentadas com LMET (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo génica de ACC, FAS, APOA1 e APOB no figado de matrizes de codornas japonesas. LMET,
dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de metionina;
HMET, dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina. 2PLetras diferentes indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05). Os resultados sdo apresentados como média e erro padréo
médio.

4.3.2 Progénie na fase inicial (1 a 14 dias) e de crescimento (15 a 35 dias)

Foi observado efeito da dieta materna sobre o desempenho da progénie durante a fase
inicial (p < 0,05). Como esperado, matrizes que foram alimentadas com dieta LMET tiveram
descendentes mais leves (33,28 g) aos 15 dias de idade e com menor ganho de peso (1-15 dias
de idade) (25,48 g) do que os descendentes de matrizes que foram alimentadas com MET e
HMET.

A partir dos 15 dias de idade, as progénies de cada matriz também foram alimentadas
com diferentes dietas referentes a suplementacdo de metionina. Podemos observar que a dieta
da progénie teve efeito significativo sobre os parametros de desempenho: aves alimentadas com
dieta com suplementacdo de metionina apresentaram maior peso aos 35 dias, ganho de peso e
melhor conversdo alimentar no periodo de 15-35 dias (Tabela 4).
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Tabela 4. Desempenho da progénie aos 35 dias de idade

Dieta materna Dieta progénie P35 (g)" GP (9) CA
LMET LMET 89,00 58,75 5,89
MET 122,25 82,50 6,05
HMET 119,40 69,20 6,12
MET LMET 103,41 69,91 4,56
MET 117,00 64,00 4,56
HMET 114,97 70,72 4,18
HMET LMET 98,65 63,75 4,4
MET 124,37 81,00 4,98
HMET 116,60 71,26 4,93

Efeitos principais

Dieta materna LMET 110,21 70,07 4,94
MET 111,79 71,94 5,16
HMET 113,20 71,36 5,15

Dieta progénie LMET 97,02° 64,00° 6.05%
MET 121,202 79,002 4,44°
HMET 116,99 70,40% 4,87°

Valor de p

Dieta materna 0,8825 0,9229 0,8796

Dieta progénie <,0001 0,0051 0,0006

Interacéo 0,4155 0,3630 0,9654

EPM 15,3684 12,9160 1,4744

P35, peso da progénie aos 35 dias de idade; GP, ganho de peso; CA, conversio alimentar. TLMET, dieta sem
suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de metionina; HMET, dieta
com suplementac&o acima do nivel recomendado de metionina. Os resultados s&o apresentados como média e erro
padrdo médio (EPM). *°As médias na mesma coluna seguidas por uma mesma letra difere entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Ainda na fase de crescimento, houve efeito de interacdo entre a dieta da matriz e a dieta
da progénie sobre a expressdo de APOB (p < 0,05). Dentro dos tratamentos das matrizes, o
valor de expressdo de APOB foi maior para as progénies alimentadas com MET. Também
houve efeito da dieta da progénie sobre a expressdo de ACC, FAS e APOA1 (p < 0,05). A
progénie alimentada com dieta HMET apresentou menor nivel de expressao de ACC e FAS do
que aves alimentadas com LMET, e as aves que receberam dieta MET e HMET apresentaram
menor nivel de expressdo de APOAL. O valor de expressdo de APOA1L da progénie também foi
afetado pela dieta da matriz (p < 0,05), onde a progénie alimentada com MET apresentou maior
nivel de expressao mMRNA APOA1, quando comparadas com os demais tratamentos (Tabela 5).
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Tabela 5. Expressédo de genes relacionados ao metabolismo lipidico no figado da progénie de

codornas japonesas

Dieta materna DietaA _ ACC” FAS APOAl APOB
progénie

LMET LMET 1,81 7,59 0,71 0,12°
MET 1,67 3,98 0,13 0,31°
HMET 1,51 2,09 0,42 0,21

MET LMET 2,85 6,25 0,98 0,13¢
MET 2,80 3,98 0,38 0,27
HMET 1,14 1,91 0,46 0,12°

HMET LMET 1,85 5,50 0,53 0,16
MET 1,81 4,16 0,27 0,672
HMET 1,53 1,93 0,47 0,12°

Efeitos principais

Dieta materna LMET 1,66 4,67 0,48° 0,19
MET 2,15 6,71 0,652 0,15
HMET 1,71 3,81 0,46" 0,25

Dieta progénie LMET 2,172 8,66° 0,742 0,13
MET 2,00% 4,04% 0,26" 0,41
HMET 1,39 1,98 0,45 0,15

Valor de p

Dieta materna 0,1598 0,4611 0,0188 0,0861

Dieta progénie 0,0111 0,0024 <,0001 <,0001

Interacéo 0,1079 0,4037 0,0686 0,0046

EPM 0,6050 4,1125 0,1530 0,0925

“ACC, acetil-CoA carboxilase; FAS, acido graxo sintase; APOAL, apolipoproteina A 1; APOB, apolipoproteina B.
fLMET, dieta sem suplementagdo de metionina; MET, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina. Os resultados séo
apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).> PAs médias na mesma coluna seguidas por uma mesma
letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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4.4 Discussao

A suplementacdo de metionina na dieta contribui para o melhor desempenho
reprodutivo durante a fase de postura. Esta aumenta a deposi¢do de proteina proporcionando o
aumento da taxa de postura, o peso do ovo, melhora a qualidade dos ovos e também melhora a
taxa de eclosdo de ovos férteis [26, 27]. Isso explica 0s nossos resultados, 0s quais pudemos
observar que matrizes alimentadas com suplementacdo de metionina obtiveram ovos mais
pesados, melhor taxa de postura e melhor taxa de ecloséo.

Em aves, no inicio da postura a producao de lipideos aumenta no tecido hepatico devido
a secrecdo de estrogénio. O processo da sintese de &cido graxo € realizado a partir de uma
sequéncia de reacdes, que se inicia com a formacdo de malonil-CoA a partir da acetil-CoA, para
formar &cido graxo [19, 28]. Esse processo depende das enzimas ACC e FAS, as quais tem
como funcdo regular a homeostase energética e deposicdo de lipideos no corpo, e catalisar a
sintese de palmitato que produz longas cadeias de &cidos graxos saturados, respectivamente.
Diante disso, nossos resultados mostram que a suplementacdo de metionina influenciou a
regulacdo de marcadores da sintese lipidica, onde matrizes que consumiram dieta com
suplementacdo de metionina apresentaram menor valor de expressao dos genes ACC e FAS no
figado. Também foi possivel observar nesse estudo que quando as matrizes foram alimentadas
com MET e HMET as aves obtiveram maior valor de APOAL, principal componente proteico
da lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de densidade muito baixa densidade
(VLDL). A APOAL ¢ sintetizada no figado e intestino e associada a HDL promove a saida do
colesterol das células periféricas extra-hepaticas para o figado, onde sera metabolizado [29]. A
regulacao negativa da expressdo do gene APOAL pode afetar a formacdo de HDL, prejudicando
0 transporte reverso do colesterol do tecido extra-hepéatico para o figado, havendo maior
deposicdo de gordura abdominal nas aves [18].

Em relacédo ao efeito do ambiente materno sobre a progénie na fase inicial (1-15 dias de
idade), foi possivel observar que matrizes alimentadas com LMET tiveram descendentes mais
leves e com menor ganho de peso. O efeito negativo da dieta materna sobre o desenvolvimento
da progénie pode ser devido a deficiéncia de metionina durante a fase embrionaria. Sabemos
que os nutrientes que sao depositados no ovo estdo associados a quantidade que 0os mesmos sao
ingeridos pela matriz. Logo, a dieta materna é essencial para promover adequado
desenvolvimento do embrido, refletindo no desempenho da progénie durante a fase inicial de
producdo [30, 31], influenciando o fen6tipo da progénie através de modificacdes transcricionais
[32]. Dos nutrientes que compfe a dieta das aves, 0 uso de aminoacidos é essencial na
formulacdo da racdo. A metionina é o primeiro aminoacido limitante para as aves e além de ser
essencial para a sintese proteica, ela também desempenha um papel importante na producéo de
energia e aumenta a viabilidade, o desempenho e a utilizacdo da eficiéncia alimentar em aves
[33]. E para manter a satde e desempenho das aves, a fim de atender as exigéncias nutricionais
e fisioldgicas destas, é necessario que a quantidade de metionina deva ser fornecida de maneira
adequada [26]. Estas informacOes podem explicar os nossos resultados, os quais observamos
que tanto o nivel ideal, quanto o nivel acima do recomendado de metionina na dieta da progénie
proporcionou aves mais pesadas durante a fase de crescimento (15-35 dias de idade) e com
melhor ganho de peso.

Acredita-se que 0 excesso de metionina na dieta pode promover a maior sintese de
lipideos. A homocisteina, componente produzido a partir do metabolismo da metionina, quando
em grandes quantidades no organismo, aumenta o risco de doengas vasculares causada pelo
excesso de gordura na corrente sanguinea [34]. Alguns autores [35] relatam que ndo € apenas a
homocisteina que estd por tras dessas doencas, outros componentes da metabolizacdo da
metionina também podem estar associados. Hirche et al. [36] e Valez-Carrasco et al. [37]
sugerem que a suplementagé@o de metionina pode aumentar as concentragcdes de colesterol no
plasma e no figado, aumento de homocisteina e a diminui¢do de HDL. As lipoproteinas
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sdo transportadas por apolipoproteinas e a expressdo génica dessas pode servir como um
indicador de sintese lipidica no organismo das aves. No entanto, em nosso estudo, a
suplementacdo de metionina na dieta da progénie apresentou menor valor de expressao de ACC,
FAS e APOAL, os genes estdo relacionados a sintese de lipideos e o transporte dos mesmos,
sugerindo gque a suplementacéo de metionina pode ter reduzido a deposicao de gordura nas aves
favorecendo o crescimento. Também observamos que a dieta materna teve efeito sobre a
expressdo de APOA1 no figado da progénie. As aves alimentadas com MET, de matrizes
também alimentadas com MET, apresentaram maior valor de expressdo de APOA1. A APOB é
uma apolipoproteina responsavel pelo transporte do colesterol para os tecidos e também tem
um papel fundamental na absorcéo e secrecdo de lipideos [38]. O acumulo de gordura corporal
esta relacionado com a eficiéncia alimentar das aves, ou seja, aves menos eficientes tendem a
acumular mais gordura e vice versa. Nos observamos que o maior valor de expressdo de APOB
foi apresentado em aves filhas de matrizes que receberam metionina em excesso e que foram
alimentadas com MET. Apesar da maior expressdo de APOB, tais aves ndo tiveram sua
eficiéncia alimentar piorada, o que sugere que a suplementacdo de metionina ndo resultou em
aumento na deposicao de gordura abdominal.

4.5 Conclusodes

Podemos concluir que a suplementacdo de metionina na dieta de matrizes, tanto dieta
MET quanto com dieta HMET, foi essencial para melhorar os parametros reprodutivos das
aves: melhor peso de foliculos, melhor taxa de postura e melhor peso do ovo. Além disso, a
suplementacdo de metionina na dieta das matrizes influenciou na expresséo de genes que estdo
relacionados ao processo de formacdo da gema e do desenvolvimento do embrido, garantindo
melhor desenvolvimento e desempenho da progénie pds-ecloséo.

Além da dieta materna, a suplementacdo de metionina na dieta da progénie foi capaz
de fazer com que a progénie expressasse 0 seu fendtipo mantendo boa eficiéncia alimentar com
menor sintese de gordura.
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5. ARTIGO 2

EFEITO DA DIETA MATERNA SOBRE O AMBIENTE INTESTINAL DA
PROGENIE DE CODORNAS JAPONESAS ALIMENTADAS COM DIFERENTES
NIVEIS DE METIONINA

Artigo formatado de acordo com as normas do periédico Animals
RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a morfometria do intestino delgado e a expresséo de genes
relacionados ao transporte de glicose e aminoacidos no duodeno de matrizes e da progénie de
codornas japonesas alimentadas com diferentes niveis de metionina na dieta. Para isso, 0
experimento foi conduzido em esquema fatorial 3 x 3, sendo trés dietas referentes a
suplementacdo de metionina para as matrizes e para cada tratamento das matrizes, trés dietas
referentes a suplementacdo de metionina para sua progénie. Observamos que houve efeito da
dieta sobre os parametros morfoldgicos do duodeno e jejuno das matrizes (p < 0,05). Em relacdo
a expressdo dos genes transportadores de aminoacidos Y+L 1 (SLC7A7), transportador de
glicose (SLC2A2), cotransportador de glicose dependente de sddio (SLC5A1) e ocludina
(OCLN), os maiores niveis de expressdo destes foi observado no duodeno de matrizes
alimentadas com dieta suplementada com o nivel acima do recomendado de metionina
(HMET). Houve efeito da dieta materna sobre os parametros morfoldgicos do intestino delgado
da progénie (p < 0,05). Para matrizes alimentadas com dieta suplementada com nivel
recomendado de metionina (MET), a progénie também alimentada com MET apresentou maior
valor de expressdo de OCLN. Ja para as matrizes que receberam dieta HMET, a progénie
alimentada com MET apresentou maior nivel de expressdo dos genes OCLN, SLC2A2 e
SLC5A1. Concluimos que a dieta HMET pode melhorar o desenvolvimento e desempenho
intestinal tanto das matrizes quanto da progénie, no entanto, para a progénie a dieta materna
também pode influenciar nestes mesmos parametros.

Palavras-chave: absorcdo de nutrientes; morfometria e transportador de aminoacidos
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5.1 Introducao

Codornas sdo aves menores que pertencem a ordem dos Galinaceos, do género Coturnix
e que ocupam boa parte do mercado da avicultura. Sabe-se que o maior investimento na
producdo de codornas é em relacdo a nutricdo e para atingir melhor desempenho durante a fase
de postura, o consumo médio de racdo nesta fase € de 25 g/dia [1]. As espécies mais conhecidas
e difundidas sdo as Coturnix japdnica e Coturnix coturnix.

A postura € um processo bioldgico complexo, sendo influenciada por diversos fatores,
por exemplo, a idade [2], peso [3], temperatura ambiental [4], programa de iluminacdo [5] e,
em especial, pela dieta [6]. A nutricdo, além de beneficiar a taxa de crescimento, a reproducéo
e producdo, também é capaz de minimizar os efeitos do ambiente sobre a ave. Dessa forma,
trabalhos mostram que a maxima eficiéncia na producdo de ovos férteis ocorre quando 0s
nutrientes que compdem a dieta séo fornecidos em quantidades adequadas. Dentre os nutrientes
importantes na nutricdo de aves estdo os aminoacidos que desempenham papel essencial no
crescimento e desempenho dos animais [7, 8, 9]. A metionina é o primeiro aminoacido limitante
para as aves, sendo fundamental para a sintese proteica, € doador de enxofre e estd envolvido
na sintese de poliamina. A metionina € precursora de carnitina e cistina; também atua como
grupo doador de metila para a formacdo da coenzima S-adenosilmetionina e garante
funcionamento normal do metabolismo celular [10]. A metionina ainda possui papel importante
nas funcdes fisioldgicas, tendo acdo antioxidante, prevenindo a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), e esta ligada a funcdo imunoldgica, tendo participacdo no crescimento de
6rgdos imunoldgicos e também na producéo das células de defesa [4, 11].

Com relacdo a acdo da metionina durante a fase inicial de desenvolvimento das aves, a
suplementacdo de metionina in ovo promove maior peso do intestino delgado, aumento da altura
dos vilos e profundidade das criptas, e aumento da massa e numero de enterdcitos que
proporciona a proliferacdo e diferenciagdo das células intestinais, promovendo a integridade
estrutural das vilosidades [12]. Nazem et al. [13] observaram que ao serem injetados altos niveis
de metionina (40 mg/ovo) in ovo, o desenvolvimento morfolégico do intestino dos embrides é
melhorado, apresentando maior altura, largura e area de profundidade das criptas em todos 0s
segmentos do intestino delgado das aves, o que favorecera a digestdo e permitira o aumento do
peso corporal e melhor desenvolvimento das aves apds a ecloséo.

Uma vez que a manipulacdo do ambiente inicial pode modular as respostas fisiolégicas
da progénie, esta crescendo o numero de trabalhos que mostram como o fenétipo da mée age
sobre o fendtipo da progénie [14, 15]. Segundo Santana et al. [6], a suplementacdo de metionina
na dieta matriz contribui para o desenvolvimento e o desempenho da progénie durante a fase
inicial. O desenvolvimento do embrido depende dos nutrientes depositados no ovo pela matriz
e a metionina utilizada na dieta materna contribui com a secrecdo de hormonios relacionados
ao crescimento que proporcionam a producdo de pintainhos mais pesados e de melhor
qualidade. E ainda, quando recém-nascidas, o desenvolvimento da funcdo imune das aves €
lento, deixando-as mais suscetiveis a ataques de patdgenos, o que pode reduzir o desempenho
durante o crescimento [16, 17]. A saude intestinal estd diretamente relacionada a alimentagéo
das aves, e a colonizagdo da microbiota do trato gastrointestinal é vital na absorcdo dos
nutrientes [18]. De acordo com Jiang et al. [19], a dieta materna pode melhorar a fungéo imune
intestinal da progénie modulando a microbiota intestinal, acelerando a sua fungéo e maturacéo,
e também ativam a inflamacdo intestinal quando a progénie é desafiada por algum fator
estressante em seu proprio ambiente [20].
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Como descrito acima, a suplementacdo de metionina na dieta das aves tem sido
investigada de maneira minuciosa nos ultimos anos. Também tem sido tema de novos estudos
como a suplementacdo de metionina durante o desenvolvimento embrionario pode contribuir
com o desempenho futuro da ave. Entretanto, ainda sdo escassos os trabalhos mostrando o efeito
da dieta materna sobre o desenvolvimento intestinal da progénie. Dessa forma, nesse estudo
levantamos a hipotese de que o ambiente intestinal da progénie pode ser modulado através da
suplementacdo de metionina na dieta materna, e ird responder de acordo com a interacdo dieta
materna x dieta da progénie. Para avaliar essa hipotese, avaliamos a morfometria do intestino
delgado e a expressdo dos genes relacionados ao transporte de glicose e aminoacidos no
duodeno de matrizes e da progénie de codornas japonesas alimentadas com diferentes niveis de
metionina na dieta.

5.2 Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado de acordo com as especificagdes do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA — n° 2402310719) da Universidade Estadual de Maringd, Brasil.

5.2.1 Matrizes

Duzentas codornas japonesas (Coturnix japbnica) fémeas de um dia de idade foram
criadas em gaiolas coletivas até 98 dias de idade. Durante esse periodo, foram observados
diariamente o desenvolvimento e a taxa de postura das aves. Aos 98 dias de idade, 30 codornas
com peso médio de 154,6 g e taxa de postura de 85% foram realojadas em gaiolas individuais
e distribuidas em trés tratamentos referentes a suplementacdo de metionina: dieta sem
suplementacdo de metionina (LMET); dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina, de Rostagno et al. [1] (0,86% - MET); e dieta com suplementacdo acima do
recomendado de metionina (1,17% HMET) (Tabela 1). As matrizes permaneceram em
experimentacdo dos 98 aos 136 dias de idade, totalizando 38 dias: sendo 28 dias antes de
comecar a coleta de ovos para incubacdo, para garantir que todos os ovos fossem fertilizados
durante o periodo experimental, e 10 dias para a coleta de ovos. Durante o periodo experimental
as aves tiveram livre acesso a racao e agua.

Na terceira semana de experimentacéo, 30 machos padronizados pelo peso médio (161,2
g) tiveram contato diario de uma hora com as matrizes. O efeito parental dos machos foi
minimizado através de realizacdo de rodizio. Os machos foram utilizados apenas para o
acasalamento, e tiveram livre acesso a racdo formulada para atender as exigéncias desses
animais e agua.

Diariamente os ovos foram coletados, identificados, pesados e armazenados
individualmente em sacos de plastico a temperatura ambiente, e no final desse periodo, foram
transferidos para incubadora (Chocomaster Luna 240) previamente programada para atingir
temperatura de 37 °C e umidade relativa de 60%. Ao final dos 19 dias de incubagdo, 0s ovos
néo eclodidos foram abertos e classificados como ovos ndo fecundados ou embrides mortos.



39

Tabela 1. Composicdo percentual e valores nutricionais das dietas experimentais fornecidas
para matrizes de codornas japonesas em fase de postura (98 a 136 dias de idade)

Dietas Experimentais

Ingredientes (kg) LMET MET HMET
Milho moido 56,63 56,30 56,08
Farelo de soja 32,20 32,30 32,30
Sal 0,37 0,37 0,37
Oleo vegetal 1,70 1,60 1,50
Calcario calcitico 7,52 7,52 7,52
Fosfato bicalcico 0,99 0,99 0,99
L-Lisina HCL 0,13 0,13 0,13
DL-Metionina - 0,33 0,65
L-Treonina 0,04 0,04 0,04
Mistura vitaminica e mineral' 0,40 0,40 0,40
Total 100 100 100
Composicio Energética e Nutricional
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2796 2795 2795
Proteina bruta (%) 19 19 19
Calcio (%) 3,15 3,15 3,15
Fosforo digestivel (%) 0,33 0,33 0,33
Sédio (%) 0,17 0,17 0,17
Aminoacidos (%)
Metionina+Cistina digestivel 0,53 0,86 1,17
Lisina digestivel 1,04 1,05 1,05
Treonina digestivel 0,71 0,71 0,71
Triptofano digestivel 0,21 0,21 0,21

IMistura vitaminica e mineral de postura (por kg de ragdo): Vit. A = 2.250.000 Ul/kg; Vit. D3 = 500.00 Ul/kg;
Vit. E =7.000 Ul/kg; Vit. B1 = 450 mg/kg; Vit. B2 = 1.000 mg/kg; Vit. B6 = 450 mg/kg; Vit. B12 = 3.500 mg/kg;
Vit. K3 = 420 mg/kg; Pantetonato célcio = 2.500 mg/kg; Niacina = 7.000 mg/kg; Acido Félico = 180 mg/Kg;
Biotina = 15 mg/kg; Colina = 55 g/kg; Zinco = 12 g/kg; Ferro = 12 g/kg; Manganés = 15 g/kg; Cobre = 3.000
mg/kg; lodo = 250 mg/kg; Cobalto = 50 mg/kg; Selénio = 72 mg/kg; Etoxiquim = 40 mg/kg; B.H.A =40 mg/Kkg;
Veiculo Q.S.P = 1.000 g/kg.'LMET, dieta sem suplementagdo de metionina; MET, dieta com suplementagdo do
nivel recomendado de metionina; HMET, dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina.

5.2.2 Progénie

Para avaliar o efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento intestinal da
progénie, o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 3, sendo trés dietas para as matrizes, e para cada tratamento das matrizes, trés dietas
para sua progeénie.

Ap0s 0 nascimento, um total de 234 pintainhos foram anilhados, pesados e alojados em
circulo de protecdo previamente aquecido com lampada de aquecimento contendo racéo para a
fase inicial (Tabela 2) e agua a vontade. Os pintainhos foram alojados de acordo com a dieta
experimental das matrizes e criados de maneira convencional sob as mesmas condic¢des
experimentais até os 15 dias de idade (Figura 1).

Aos 15 dias de idade, as progénies de cada matriz foram pesadas e distribuidas em trés
tratamentos referentes a suplementagdo de metionina: dieta sem suplementacéo de metionina
(LMET); dieta com suplementagdo do nivel recomendado de metionina, de Rostagno et al. [1]
(0,70% de metionina - MET); e dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de
metionina (0,90% de metionina - HMET) (Tabela 2). As aves que pertenciam ao mesmo
tratamento foram alocadas em gaiolas coletivas (n =13), sendo duas aves por gaiola e tiveram
livre acesso a ragdo e agua.
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Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento experimental. Ovos de cada matriz foram coletados por 10
dias e incubados sob as mesmas condi¢fes. Ao nascerem, os pintainhos foram alojados de acordo com a dieta
experimental da matriz e criados de maneira convencional sob as mesmas condicOes experimentais até os 15 dias
de idade. Aos 15 dias de idade, as aves filhas de cada matriz foram distribuidas em trés tratamentos referentes a
suplementacdo de metionina: aves que receberam dieta sem suplementacdo de metionina (LMET); dieta
suplementada com o nivel recomendado de metionina (MET); e dieta com suplementacdo acima do nivel
recomendado de metionina (HMET).
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Tabela 2. Composicdo percentual e valores nutricionais das dietas experimentais fornecidas para progénie de codornas japonesas em fase inicial e de
crescimento

Composicao Percentual

Ingredientes (kg) 1 a 14 dias 15 a 35 dias
LMET? MET HMET
Milho moido 61,87 65,53 65,27 65,06
Farelo de soja 34,00 30,50 30,60 30,60
Sal 0,44 0,60 0,60 0,60
Oleo vegetal 0,30 1,70 1,60 1,50
Calcario calcitico 1,12 1,40 1,40 1,40
Fosfato bicélcico 1,53 1,40 1,40 1,40
L-Lisina HCL 0,12 0,13 0,13 0,13
DL-Metionina 0,18 - 0,16 0,37
L-Treonina 0,01 0,01 0,01 0,01
Mistura vitaminica e mineral’ 0,40 0,40 0,40 0,40
Total 100 100 100 100
Composicio Energética e Nutricional
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2898 2908 2910 2013
Proteina bruta (%) 20 19 19 19
Calcio (%) 0,88 0,92 0,92 0,92
Fosforo digestivel (%) 0,45 0,42 0,42 0,42
Sédio (%) 0,19 0,21 0,21 0,21
Aminoacidos (%)

Metionina+Cistina digestivel 0,75 0,53 0,70 0,90
Lisina digestivel 1,10 1,02 1,03 1,02
Treonina digestivel 0,72 0,68 0,68 0,68
Triptofano digestivel 0,22 0,21 0,21 0,21

IMistura vitaminica e mineral de postura (por kg de racdo): Vit. A = 2.250.000 Ul/kg; Vit. D3 -500.00 Ul/kg; Vit. E = 7.000 Ul/kg; Vit. B1 = 450 mg/kg; Vit. B2 = 1.000 mg/kg; Vit.
B6 = 450 mg/kg; Vit. B12 = 3.500 mg/kg; Vit. K3 = 420 mg/kg; Pantetonato célcio = 2.500 mg/kg; Niacina = 7.000 mg/kg; Acido Félico = 180 mg/kg; Biotina = 15 mg/kg; Colina =
55 g/kg; Zinco = 12 g/kg; Ferro = 12 g/kg; Manganés = 15 g/kg; Cobre = 3.000 mg/kg; lodo = 250 mg/kg; Cobalto = 50 mg/kg; Selénio = 72 mg/kg; Etoxiquim = 40 mg/kg; B.H.A =
40 mg/kg; Veiculo Q.S.P = 1.000 g/kg. TLMET, dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de metionina; HMET, dieta com
suplementacéo acima do nivel recomendado de metionina.



42
5.2.3 Morfometria intestinal

Apbs o periodo de coleta de ovos das matrizes e do periodo experimental da progénie,
as aves foram abatidas por deslocamento cervical e ensanguinhadas. Para avaliar a altura das
vilosidades e a profundidade de cripta, amostras do duodeno, jejuno e ileo foram coletadas. Os
segmentos de 1,0 cm de didmetro foram abertos longitudinalmente, lavados em solucéo tampé&o
fosfato (0,1 M, pH 7,4) e fixados em solucdo de Bouin por 36 horas. As amostras foram
preparadas segundo a técnica descrita por Junqueira e Junqueira [21].

Desidratacdo: a primeira etapa da inclusdo (a desidratacéo) consiste na retirada da agua
dos tecidos e a sua substituicdo por alcool, na seguinte sequéncia de solu¢bes com
concentracdes crescentes de alcool: 70, 80, 90% e duas baterias de alcool etilico absoluto
(100%) pelo periodo de 6 horas cada.

Diafanizacdo: na segunda etapa, o alcool presente nos tecidos € substituido por xilol,
sendo as amostras mantidas em alcool e xilol (1:1) por uma hora e posteriormente colocadas
em duas baterias de xilol com 30 minutos cada.

Inclusdo em parafina: na impregnacdo o xilol é substituido por parafina, por meio de
banho por 12 horas em parafina fundida em estufa entre 56 a 58 °C. Uma vez impregnados, 0s
tecidos séo colocados em formas de papel, a temperatura ambiente, contendo parafina fundida
e deixando-a endurecer.

Microtomia: os cortes nos blocos foram feitos em micr6tomo, com a espessura de 6 mm
sendo as fitas obtidas durante a microtomia transferidas para o banho-maria mantido a 40 °C.
Os cortes foram distendidos na superficie da dgua e depois colocados na superficie de uma
lamina mergulhada no banho-maria.

Coloracéo: para a coloragdo, os cortes foram desparafinizados e colocados na estufa a
60 °C por 30 minutos, a seguir, colocados em duas baterias de xilol (cinco minutos cada), depois
mergulhados em solugdes decrescentes de alcool a 100, 90, 80, 70% denominada de hidratacgéo,
pelo periodo de trés minutos cada e, posteriormente, em agua comum por trés minutos.

Os cortes foram entdo corados pela solugdo aquosa de hematoxilina de um em um por
meio minuto e deixados em agua comum por cinco minutos. Posteriormente, corados pela
solucdo eosina por trés minutos, permanecendo em dgua comum por cinco minutos. Apos esta
etapa, iniciou a desidratacdo na seguinte sequéncia de solugdes com concentracdes crescentes
de alcool: 70, 80, 90% por dois minutos cada e duas baterias de alcool etilico absoluto (100%)
pelo periodo de dois e trés minutos cada, iniciando-se a diafanizacdo, com duas baterias de xilol
por cinco minutos cada.

As laminas foram montadas com uma gota de balsamo do Canada sobre o corte €, a
seguir, colocou-se a laminula. Foi confeccionada uma lamina por segmento contendo 2 cortes
e foram realizadas medicdes (comprimento em linha reta, de acordo com unidade adotada - um)
de 10 vilosidades e em mais 10 criptas bem orientadas do duodeno e jejuno, utilizando-se
microscopio optico.

5.2.4 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

Para a analise de expressdo génica, amostras do duodeno foram coletadas em
RNAlater™ (Life Technologies do Brasil, Brasil) e armazenadas a -20 °C até o momento da
extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido com o uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na proporcao de 1 mL para cada 80 mg de tecido.
A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (10
mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Todas as amostras foram tratadas com DNAse | (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
seguindo as instrucGes do fabricante, para que fosse eliminada uma possivel contaminagdo com
DNA. Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado o kit High-Capacity cDNA
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Reverse Transcription (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA), utilizando 10 uL de
RNA tratado com DNase |, seguindo as instrucdes do fabricante.

Para as reacdes de PCR em tempo real, foi utilizado o fluoréforo SYBR GREEN
(SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, EUA). A reagdo de amplificacdo
continha 5 pulL de cDNA diluido a 40 ng, 0,5 uL de cada primer a 10 uM (a concentracdo final
da reacdo foi de 200 nM), 12,5 uL. de SYBR® GREEN PCR Master Mix e 6,5 pL de &gua ultra
pura, com volume final de 25 pL. Para medir a eficiéncia de cada primer, uma série de reac6es
de 25 pL foi realizada semelhante a anterior utilizando 5 puL. de pool de cDNA a partir de uma
diluicdo em seérie (80 ng/uL, 40 ng/uL, 20 ng/uL e 10 ng/uL). A programacao do termociclador
para todos 0s genes foi: 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. As curvas de melting
foram realizadas para garantir a especificidade das analises.

Os primers utilizados nas reagOes para a amplificacdo dos genes transportadores de
glicose (SLC2A2), cotransportador de glicose dependente de sodio (SLC5AL), transportador de
aminoacidos neutros (SLC6A19), transportador de aminoacido Y+L 1 (SLC7AL) e ocludina
(OCLN) foram confeccionados com base nas sequéncias de genes depositados em
www.ncbi.nlm.nih.gov. O gene da f-actina foi utilizado como controle endégeno (Tabela 3).
Todas as analises foram realizadas em um volume de 25 uL e em duplicatas.

As eficiéncias de amplificagdo foram semelhantes para os genes de interesse, entre 90 e
110% de eficiéncia.

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados para RT-qPCR

Gene! Sequéncia do primer 5°—3’ pb? N° de acesso

SLC2A42 F: CGCAGAAGGTGATAGAAGC 180 XM 015878220.2
R: ACACAGTGGGGTCCTCAAAG

SLC5A41 F: GCCATGGCCAGGGCTTA 160 XM 015878220.2

R: CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA
SLC6A19 F: TCTATTGAAGATTCGGGCAC 153 XM 419056.6
R: AATGGTAAGCACAAGGTATGG
SLC7AL F: TGTTGGAGCCAGAGAAGGA 118 XM 418326.6
R: CACAAGGAGATAAAGCAAAGTC

OCLN F: ACGGCAGCACCTACCTCAA 123 D21837.1
R: GGGCGAAGAAGCAGATGAG

p-actina F: ACCCCAAAGCCAACAGA 136 L08165.1

R: CCAGAGTCCATCACAATACC
1SL.C2A2, transportador de glicose 2; SLC5A1, cotransportador de glicose dependente de sodio; SLC6A19,
transportador de aminodcidos neutros dependentes de sodio; SLC7AL, transportador de aminoéacido Y+L 1; OCLN,
ocludina.?pb, pares de bases.

5.2.5 Andlise estatistica

O método 22T foi utilizado para as analises de quantificacéo relativa. Para todos os
dados, o efeito dos tratamentos foi avaliado através da ANOVA One-way. Para avaliar como o
efeito do ambiente materno influéncia nas respostas da progénie ao seu proprio ambiente, o
efeito da dieta da progénie foi avaliado dentro da dieta das matrizes. Quando observado efeito
significativo dos tratamentos, as medias foram comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05; SAS
Inst. Inc., NC, USA). Todos os resultados sdo apresentados como médias e erro padrdo médio.

5.3 Resultados
5.3.1 Matrizes

Observamos efeito significativo da dieta sobre a altura dos vilos e profundidade de cripta
no duodeno das matrizes (p < 0,05). As aves que receberam suplementacdo com
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metionina (MET e HMET) apresentaram maior largura de vilo (87,79 e 81,51 pm,
respectivamente) que as aves LMET. Foi observado que a profundidade de cripta foi maior para
aves suplementadas com MET (71,80 um) quando comparadas com os demais tratamentos
(Tabela 4).

No jejuno observamos que as matrizes que receberam dieta MET e HMET apresentaram
maior profundidade de cripta (67,76 pum e 66,63 pum, respectivamente) que aquelas que
receberam dieta LMET (61,50 um) (p < 0,05) (Tabela 4).

N&o houve efeito dos tratamentos sobre os pard@metros de morfometria avaliados no ileo.

Tabela 4. Efeito da dieta sobre a morfometria do duodeno de matrizes de codornas japonesas

Dieta
Duodeno LMET' MET HMET EPM Valor de p
AV (um)! 568,04 625,05 589,86 185,01 0,2373
LV (um) 74,03° 87,79° 81,51 28,48 0,0320
PC (um) 63,20° 71,807 63,54° 13,77 0,0007
VSA (mm?) 0,14 0,17 0,16 0,0767 0,0593
V:C 8,99 8,70 9,28 3,01 0,8266
Jejuno LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 494,48 465,29 470,89 93,97 0,1985
LV (um) 72,07 78,52 77,31 16,19 0,0706
PC (um) 61,50° 67,76 66,63* 11,24 0,0059
VSA (mm?) 0,11 0,11 0,11 0,0338 0,9408
V:C 8,04 6,87 7,07 4,73 0,4830
ileo LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (pm) 369,45 364,07 364,08 64,74 0,8715
LV (um) 67,31 67,11 62,85 16,07 0,2322
PC (um) 60,11 60,34 57,20 12,09 0,2884
VSA (mm?) 0,08 0,07 0,07 0,0237 0,3822
V:C 6,15 6,03 6,36 1,39 0,5799

fLMET, dieta sem suplementagdo de metionina; MET, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementacdo acima do nivel recomendado de metionina. Os resultados sdo
apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).XAV, altura de vilo; LV, largura de vilo; PC, profundidade
de cripta; VSA, area de superficie das vilosidades; V:C, relagéo vilo:cripta. *>As médias na mesma linha seguidas
por uma mesma letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na Figura 2 podemos observar que houve efeito da dieta sobre os niveis de expressdo dos
genes transportadores de glicose (SLC2A2), transportador de aminoacido Y+L 1 (SLC7AL),
ocludina (OCLN), cotransportador de glicose dependente de sddio (SLC5A1) e transportador de
aminoacidos neutros dependentes de sédio (SLC6A19) (p < 0,05) no duodeno das matrizes. A
maior expressao de SLC7AL e OCLN foi observada em aves que receberam dieta HMET. Nao
houve diferenca significativa entre as aves alimentadas com LMET e MET. Aves recebendo
dieta LMET apresentaram maior expressao de SLC5A1 que aves que receberam qualquer nivel
de suplementacdo de metionina na dieta. Aves recebendo dieta MET apresentaram menor
expressdo de SLC2A2 e SLC6A19 que aves que foram alimentadas com maior nivel de
suplementacdo de metionina na dieta.
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Figura 2. Expressdo génica de SLC7AL, OCLN, SLC5A1, SLC2A2 e SLC6A19 no duodeno de matrizes de
codornas japonesas. SLC2A2, transportador de glicose 2; SLC5A1, cotransportador de glicose dependente de sédio;
SLC6A19, transportador de aminoéacidos neutros dependentes de sodio; SLC7A7, transportador de aminoécido
Y+L 1; OCLN, ocludina. LMET, dieta sem suplementac&o de metionina; MET, dieta com suplementagdo do nivel
recomendado de metionina; HMET, dieta com suplementagéo acima do nivel recomendado de metionina. *°Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados sdo apresentados como
média e erro padrdo médio.



46
5.3.2 Progénie na fase inicial (1 a 14 dias) e de crescimento (15 a 35 dias)

Como o objetivo era avaliar como a dieta materna poderia influenciar na resposta da
progénie ao seu proprio ambiente, o efeito da dieta da progénie foi avaliado dentro de cada dieta
da matriz.

No duodeno, para a progénie das matrizes alimentadas com dieta LMET, a progénie
alimentada com dieta com suplementacdo de metionina apresentou maior AV, maior VSA e
maior relagcdo V:C que a progénie que recebeu dieta sem suplementacdo de metionina (Tabela
5).

Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta MET, maior AV, LV, VSA e maior
relacdo V:C foi observada na progénie que também recebeu dieta MET (Tabela 5).

Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta HMET, a suplementagdo de
qualquer nivel de metionina na dieta foi capaz de aumentar a largura do vilo. Ja a area de
superficie das vilosidades é maior quando a progénie também recebe dieta HMET. Progénie
recebendo dieta LMET apresentou maior altura de vilo e relacdo V:C (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros morfométricos e area de superficie absortiva do duodeno de progénie de
codornas japonesas alimentadas com diferentes niveis de metionina
Dieta materna — LMET
Dieta progénie

Duodeno LMET' MET HMET EPM Valor de p
AV (um)’ 683,16 815,512 820,66 99,72 <,0001
LV (um) 110,40 114,92 107,08 28,67 0,5207
PC (um) 75,96 77,73 77,11 12,66 0,8433
VSA (mm?) 0,23° 0,29 0,27° 0,07 0,0034
V:C 9,18° 10,76° 10,98 2,23 0,0035

Dieta materna — MET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 563,27° 530,39 497,02° 91,15 0,0222
LV (um) 75,41° 82,17% 86,393 21,56 0,0070
PC (um) 61,15 65,15 67,63 11,49 0,1469
VSA (mm?) 0,13 0,15 0,13 0,04 0,0846
V:C 9,34" 8,41% 7,512 2,07 0,0041

Dieta materna —- HMET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 915,472 713,230 835,012 178,82 <,0001
LV (um) 85,74° 103,342 114,70% 28,05 <,0001
PC (um) 76,66 76,63 76,51 14,80 0,9989
VSA (mm?) 0,24° 0,23° 0,312 0,11 0,0023
V:C 12,46° 9,69° 11,012 3,03 0,0006

fLMET, dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementagdo acima do nivel recomendado de metionina. "AV, altura de vilo; LV,
largura de vilo; PC, profundidade de cripta; VSA, area de superficie das vilosidades; V:C, relagdo vilo:cripta.
bAs médias na mesma linha seguidas por uma mesma letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os
resultados sdo apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).

No jejuno, para a progénie das matrizes alimentadas com dieta LMET, a suplementacéo
de metionina causou aumento da largura dos vilos e a area de superficie das vilosidades.
Entretanto, a progénie alimentada com dieta HMET apresentou menor relagdo V:C que a
progénie que recebeu dieta MET e dieta LMET (Tabela 6).
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Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta MET, a progénie alimentada com
dieta HMET apresentou menor largura de vilo, profundidade de cripta e relacdo V:C (Tabela
6).

Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta HMET, a progénie alimentada com
dieta HMET apresentou maior altura de vilo, largura de vilo, profundidade de cripta e area de
superficie das vilosidades (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros morfométricos e area de superficie absortiva do jejuno de progénie de
codornas japonesas alimentadas com diferentes niveis de metionina
Dieta materna — LMET
Dieta progénie

Jejuno LMET' MET HMET EPM Valor de p
AV (um)* 563,27° 530,392 497,02° 91,15 0,0222
LV (um) 75,41° 92,17° 86,39 21,56 0,0070
PC (um) 61,78 65,15 67,63 11,49 0,1469
VSA (mm?) 0,13 0,15 0,13 0,04 0,0846
V:C 9,34° 8,41% 7,51° 2,07 0,0041

Dieta materna — MET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 528,49? 517,56 439,48 70,08 <,0001
LV (um) 83,79 79,78 79,38 19,43 0,4564
PC (um) 70,312 64,09° 60,18° 11,02 <,0001
VSA (mm?) 0,132 0,13% 0,11° 0,03 0,0008
V:C 7,652 8,232 7,48° 1,40 0,0212

Dieta materna —- HMET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 511,59° 507,49° 577,512 90,79 0,0003
LV (um) 91,772 83,47° 93,00° 19,59 0,0390
PC (um) 65,67° 67,59° 76,528 13,44 0,0005
VSA (mm?) 0,142 0,13° 0,172 0,04 0,0004
V:C 7,95 7,78 7,71 1,73 0,8293

fLMET, dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementagdo acima do nivel recomendado de metionina. *AV, altura de vilo; LV,
largura de vilo; PC, profundidade de cripta; VSA, area de superficie das vilosidades; V:C, relagdo vilo:cripta.> PAs
médias na mesma linha seguidas por uma mesma letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados
sdo apresentados como média e erro padrdo médio (EPM).

No ileo, para a progénie das matrizes alimentadas com dieta LMET, a progénie
alimentada com dieta HMET apresentou maior largura de vilo, maior profundidade de cripta e
maior area de superficie das vilosidades, e menor relacdo V:C que a progénie que recebeu dieta
sem suplementacdo (Tabela 7).

Para a progénie das matrizes alimentadas com MET, a progénie alimentada com dieta
LMET apresentou maior altura de vilo que as aves recebendo dieta HMET. Maior largura de
vilo foi observada em aves recebendo dieta MET (Tabela 7).

Ja para a progénie das matrizes alimentadas com dieta HMET, a suplementagéo de
qualquer nivel de metionina na dieta foi capaz de aumentar a altura de vilo, a largura do vilo, a
profundidade de cripta, a area de superficie das vilosidades e a relacdo V:C em relacdo a
progénie que recebeu dieta LMET (Tabela 7).
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Tabela 7. Parametros morfometricos e area de superficie absortiva do ileo de progénie de
codornas japonesas alimentadas com diferentes niveis de metionina
Dieta materna — LMET
Dieta progénie

ileo LMET' MET HMET EPM Valor de p
AV (um)° 345,82 351,13 355,45 68,69 0,8625
LV (um) 67,14° 72,30 81,95% 19,35 0,0129
PC (um) 55,75° 56,02° 65,61° 13,18 0,0046
VSA (mm?) 0,07 0,08 0,09 0,03 0,0694
V:C 6,33 6,42° 5,58 1,16 0,0089

Dieta materna — MET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 397,79° 372,72 364,35 55,23 0,0082
LV (um) 65,19° 81,52 70,00° 19,79 0,0002
PC (um) 64,81 63,45 61,68 12,81 0,4739
VSA (mm?) 0,08 0,09 0,07 0,02 0,0078
V:C 6,32 6,08 6,02 1,24 0,5348

Dieta materna —- HMET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
AV (um) 297,89 367,60° 442,01° 104,57 <,0001
LV (um) 67,95 82,17 80,23° 18,98 0,0041
PC (um) 58,26° 63,524 67,88 11,90 0,0027
VSA (mm?) 0,06° 0,09 0,11 0,04 <,0001
V:C 5,23 5,87% 6,47 1,36 0,0006

fLMET, dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementacéo acima do nivel recomendado de metionina. *AV, altura de vilo; LV,
largura de vilo; PC, profundidade de cripta; VSA, area de superficie das vilosidades; V:C, relacéo vilo:cripta.
®As médias na mesma linha seguidas por uma mesma letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os
resultados séo apresentados como média e erro padrdo médio.

Os resultados de expressdao dos genes relacionados ao transporte de glicose e
aminoéacidos, e da proteina de juncdo no duodeno da progénie estdo apresentados na Figura 6.

Para a progénie das matrizes alimentadas com MET, a progénie alimentada também
com dieta MET apresentou a maior expressao de OCLN (p = 0,0109). Ndo houve efeito dos
tratamentos sobre os demais genes avaliados (Tabela 8).

Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta HMET, a progénie alimentada com
dieta MET apresentou a maior expressao dos genes SLC2A2 (p <,0001), SLC5A1(p = 0,0131)
e OCLN (p =0,0002.) (Tabela 8).

Para a progénie das matrizes alimentadas com dieta LMET, né@o houve efeito da dieta
da progénie sobre nenhum dos genes avaliados (Tabela 8).
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Tabela 8. Expressdao de SLC2A2, SLC5A1, SLC7AL, SLC6A19 e OCLN no duodeno da
progénie de codornas japonesas

Dieta materna — LMET
Dieta progénie

Gene LMET' MET HMET EPM Valor de p
SLC2A42" 0,12 0,29 0,21 0,12 0,2139
SLC541 0,07 0,07 0,07 0,03 0,9645
SLC7AL 0,03 0,03 0,05 0,03 0,7015
SLC6A19 0,23 0,31 0,21 0,10 0,3535
OCLN 0,84 0,99 1,11 0,24 0,3438

Dieta materna — MET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
SLC242 0,09 0,13 0,15 0,04 0,2706
SLC5A41 0,06 0,08 0,07 0,02 0,4662
SLC7AL 0,02 0,03 0,02 0,01 0,0824
SLC6A19 0,21 0,29 0,27 0,15 0,7897
OCLN 0,49° 0,69° 0,58% 0,07 0,0109

Dieta materna —- HMET
Dieta progénie

LMET MET HMET EPM Valor de p
SLC2A42 0,06° 0,17 0,07° 0,01 <,0001
SLC541 0,04 0,07 0,02° 0,01 0,0131
SLC7AL 0,01 0,01 0,03 0,01 0,2110
SLC6A419 0,19 0,23 0,21 0,03 0,3934
OCLN 0,41° 0,59° 0,23¢ 0,06 0,0002

fLMET, dieta sem suplementacdo de metionina; MET, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de
metionina; HMET, dieta com suplementagéo acima do nivel recomendado de metionina. "SLC2A2, transportador
de glicose 2; SLC5A1, transportador de glicose dependente de s6dio; SLC7AL, transportador de aminoacido Y+L
1; SLC6A19, transportador de aminoacidos neutros 1; OCLN, ocludina. * °As médias na mesma linha seguidas por
uma mesma letra difere entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados sdo apresentados como média e erro
padrdo médio (EPM).
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5.4 Discussao

No presente estudo, um dos nossos objetivos foi avaliar o efeito da suplementacédo de
metionina sobre a integridade das estruturas que compdem o epitélio de revestimento intestinal
de codornas japonesas. Em nossos resultados observamos que a suplementacdo de metionina
aumentou a largura dos vilos no duodeno e a profundidade de cripta no duodeno e no jejuno
das matrizes. Esses resultados indicam que a suplementacdo de metionina pode promover, de
maneira mais eficiente, o turnover celular mantendo adequada absorcéo intestinal [22].

Para proporcionar melhor desenvolvimento e desempenho das aves, é fundamental que
os nutrientes fornecidos via dieta sejam absorvidos adequadamente no intestino delgado. O
intestino delgado € dividido em trés segmentos: duodeno, jejuno e ileo. Morfologicamente, 0s
segmentos sdo semelhantes, no entanto, possuem diferengas no tamanho e forma das
vilosidades que os compdem. No duodeno estas vilosidades sdo largas e curtas, no jejuno
longas, e no ileo sdo mais curtas. O epitélio de revestimento intestinal das aves é formado pelas
vilosidades, que ampliam a area de absorcdo dos nutrientes. Essas vilosidades sdo estruturas
cbnicas e em sua base encontram-se as criptas [23]; o numero, tamanho e forma variam de
acordo com a regido, tornando-se mais delgadas no sentido do duodeno para o ileo [24]. A
profundidade das criptas esta ligada a regeneracdo de células, como os enterdcitos, que
constituem os vilos [25]. Os enterdcitos estdo envolvidos na digestdo e no transporte dos
nutrientes, e quanto maior o nimero de celulas produzidas, maior o tamanho dos vilos,
resultando em maior a area de absorcdo dos nutrientes [26].

Outro objetivo do nosso estudo foi avaliar como a dieta materna poderia influenciar na
resposta da progénie ao seu préprio ambiente. Constatamos que o efeito da dieta materna,
principalmente matrizes alimentadas com suplementacdo acima do nivel recomendado de
metionina (HMET), é capaz de melhorar os parametros morfoldgicos da progénie, e quando
estas recebem dieta suplementada com nivel acima do recomendado de metionina, garantem
resultados ainda mais eficientes em relacdo a morfologia do duodeno, jejuno e ileo de codornas
japonesas. Em aves, durante a gametogénese, mudancas epigenéticas causadas pelo ambiente
materno podem afetar o fen6tipo da progénie pos-eclosdo [27]. Autores [28, 29] revelam que a
partir da modulacdo da nutricdo materna, a funcionalidade, a barreira e a sadde intestinal da
progénie sdo melhoradas. O efeito da suplementacdo de metionina na dieta da matriz sobre 0s
parametros morfoldgicos da prole de aves ainda é pouco estudado, no entanto, de acordo com
Azad et al. [30], a suplementacdo de metionina na dieta pode melhorar a morfologia intestinal
da progénie, aumentando a altura das vilosidades nos trés segmentos do intestino delgado, a
profundidade de cripta e a relacdo vilo cripta no jejuno.

No intestino delgado os aminoacidos séo transportados através de proteinas associadas
a membrana celular que facilitam a entrada ou saida de substratos nas células [31]. A DL-
Metionina é transportada para o corpo por meio do transporte ativo. Esse transporte acontece
pelo transportador de aminoacidos neutros 1 (B°AT1), encontrado na borda em escova das
células epiteliais do intestino e pelo transportador de aminoacidos neutros e cationicos 1
(y*LAT1), encontrado na membrana basolateral [32]. O B°AT1 apresenta maior afinidade por
aminoacidos de cadeia lateral mais longa, como a metionina. A metionina também pode ser
transportada da corrente sanguinea para o interior do enterécito por meio do transportador de
aminoéacidos neutros e catiénicos 1 (y'LAT1) [33].

De acordo com Villalobos et al. [34], a suplementacdo de metionina estimula a
expressao de transportadores de aminoacidos. Com a suplementacéo de DL-metionina na dieta
das aves, a expressdo do gene SLC6A19 no intestino delgado das aves pode ser aumentada,
desempenhando um papel importante na absorcdo gastrointestinal deste aminoacido [35, 36],
assim como mostram o0s nossos resultados. O maior valor de expressdo de SLC6A19 e SLC7AL
foi observado no duodeno de matrizes alimentadas com HMET.
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Jaem relacéo aos transportadores de glicose, SGLT1 e GLUTZ2, sabe-se que estes atuam
em conjunto na absorgdo de glicose no intestino. Em nosso estudo observamos que a
suplementacdo de metionina na dieta materna diminuiu os niveis de mRNA SLC5A1 e
aumentou os niveis de mMRNA SLC2A2. Foi possivel observar também que a progénie de
matrizes que recebeu dieta com suplementacdo de metionina, quando foi alimentada com MET,
obtiveram maior expressdo dos genes SLC2A2, SLC5A1 e OCLN. Assim como na morfologia
intestinal, sdo escassos os trabalhos que falam sobre o efeito da suplementacao de metionina na
dieta de matrizes sobre a expressdo de genes relacionados ao transporte de aminoacidos e
glicose.

Os transportadores de glicose GLUT2 e SGLT1, além de transportar, podem regular os
niveis de glicose no ambiente intestinal. Entretanto, em animais, 0s aminoacidos sdo 0s
principais precursores de glicose, e a deficiéncia destes na dieta pode causar diminui¢do dos
niveis de glicose [37]. O SGLT1 presente na borda em escova dos enterdcitos transporta a
molécula de glicose para o interior da célula e, na membrana basolateral, 0 GLUT2 transporta
a glicose para o exterior da célula, regulando os niveis de glicose no enterdcito e possivelmente
no plasma sanguineo [22, 38, 39]. A glicose é uma importante fonte de energia para o
organismo, sua maior absor¢cdo acontece no duodeno através da glicélise, a degradacdo da
glicose produz piruvato, posteriormente acido lactico, produzindo energia em forma de ATP
para manter a homeostase [40]. S8o escassos o0s trabalhos que falam sobre o efeito da
suplementacdo de metionina na dieta de matrizes sobre a expressdo de genes relacionados ao
transporte de aminodacidos e glicose. Segundo Zhang et al. (2016) [41], a suplementacdo de
isoleucina na dieta aumenta a expressao de SLC5A1 e SLC2A2, proporciona aumento da
transcricdo destes genes nas células da cripta, regulando o transporte da glicose.

Ao ser metabolizada dentro das células intestinais, a metionina proporciona o
desenvolvimento dos enterdcitos, que sdo unidos por complexos juncionais, que com o auxilio
de proteinas de oclusdo (claudina e ocludina) regulam a permeabilidade e a difusdo das
membranas [42]. Aves desafiadas por estresse de calor apresentam baixos niveis destas
proteinas [43], no entanto, quando estas tém a dieta suplementada com metionina, os niveis de
expressdo de OCLN e claudina (CLDN-1) aumentam, impedindo a entrada de patégenos que
possam afetar o ambiente intestinal [44, 45]. Logo, com base em nossos resultados, onde
matrizes alimentadas com HMET obtiveram maior expressdo de OCLN, pode-se dizer que a
suplementacdo com nivel acima do recomendado de metionina pode minimizar os efeitos
deletérios causados por fatores que possam modificar as estruturas do duodeno das aves.

5.5 Conclusdes

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a suplementacéo de metionina,
principalmente a suplementacdo com HMET, é essencial para melhorar os parametros
morfologicos do intestino e expressdo de genes relacionados ao transporte de aminoéacidos,
glicose e juncdo de oclusdo no intestino delgado de matrizes de codornas japonesas.

Foi possivel observar também, que além da dieta materna ser capaz de modular o
desenvolvimento e funcionamento intestinal da progénie, a dieta desta também pode influenciar
nesses parametros, principalmente aquela que recebeu dieta HMET.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O efeito da suplementacdo de metionina na dieta de matrizes, principalmente a dieta
HMET, pode modular o metabolismo lipidico, proporcionando a expressdao de genes
relacionados a sintese e transporte de lipideos, melhorando o desempenho reprodutivo das aves.
A suplementacdo de metionina também pode proporcionar a proliferacdo de células
responsaveis pelo desenvolvimento das vilosidades intestinais, aumentando a absor¢do de
nutrientes essenciais para que a ave possa expressar maximo potencial de desempenho
produtivo.

Além disso, a dieta materna pode ter efeito sobre a progénie, modulando o metabolismo
lipidico e 0 ambiente intestinal destas aves para que possam expressar seu fendtipo em seu
préprio ambiente.
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