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1. INTRODUCAQ

O teor de proteina das dietas tem sido apontado como um dos fatores que in-
fluenciam os niveis das proteinas séricas (6). A adaptacao do metabolismo protéi-
co ao suprimento de aminodcidos tem motivado varias pesquisas, e uma das
protefnas cujo «turnover» tem sido objeto de estudos é a albumina sérica (5, 11).

A influéncia da alimentacao foi demonstrada, em pintos, por LEVEILLE e
SAUBERLICH (7), que se referiram aos niveis das proteinas séricas e da albumina
como indicadores da reserva protéica no organismo animal.

No presente estudo foram feitas comparacoes, qualitativas e quantitativas,
entre as proteinas séricas de aves de corte alimentadas, até 21 ou 56 dias de idade,
com racoes que continham diferentes niveis de proteina e aminoécidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. As Aves e Sua Alimentacao

Racgoes a base de milho comum ou milho opaco-2 foram formuladas de modo
que contivessem 15%, nivel subotimo, ou 22% de proteina bruta, nivel que atende
as exigéncias de aves em fase inicial de crescimento, de acordo com o NAS-NRC
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(12). As racoes com baixo teor protéico, 15%, eram deficientes em lisina e metioni-
na, mas as ra¢des com 22% de proteina tiveram a deficiéncia em metionina corri-
gida por suplementacéo. A todas as racoes foram incorporados minerais e vitami-
nas (Quadro 1).

Uniformizados os pesos iniciais, foram formados doze lotes de dez machos
Hubbard: quatro lotes criados em galpao de alvenaria, dividido em boxes, sobre
cama de maravalha, até os 56 dias de idade, e oito lotes criados em bateria meta-
lica Peter Sime, até os 21 dias. Os lotes foram distribuidos por sorteio, e as aves
passaram a receber as racoes a partir do primeiro dia de vida, conforme o Quadro
2.

As aves criadas no chio receberam, até a idade de 56 dias, as dietas experi-
mentais descritas no Quadro 1, acrescidas apenas de um coccidiostatico.

Todas as aves receberam agua e alimento a vontade.

2.2. Obtengdo das Amostras e Andlises Qualilativas e Quantitativas do Soro
Sangiifneo

No fim da terceira semana, amostras de sangue, obtidas por puncéo cardiaca
de trés machos, por lote, foram coletadas e mantidas em repouso durante tempo
suficiente para a coagulacdo. Em seguida, o soro decantado foi centrifugado (5.000
rpm/10 minutos), conservando-se o sobrenadante. O mesmo procedimento foi ado-
tado no final da oitava semana, tomando-se, ao acaso, para coleta de sangue, ape-
nas trés machos dentre os que receberam cada uma das dietas.

No soro das aves com 21 dias de idade, procedeu-se & dosagem colorimétrica
das proteinas séricas totais (PST), em Espectrofotdmetro Zeiss-PMQII, usando-se
Commassie Blue G-250, conforme a técnica proposta por BRADFORD (2). Como
padrao, para essa dosagem, foi usada a fracao globulina do soro de aves oriundas
de um plantel comercial, obtida por precipitacao com sulfato de sédio a 27% e
dessalinizac¢do em coluna de Sephadex G-25, equilibrada e eluida com 4cido for-
mico 9%. Para o estabelecimento da curva-padrio, foi usada essa proteina, apos
liofilizacéao, na concentracao de 14 a 140 pg/ul.

Os teores de protefnas séricas foram também determinados em Refratémetro
Clinico K. Fuji, com base nas médias de leituras feitas por trés pessoas, para cada
amostra. A sensibilidade do aparelho é de 0 a 12 g/100 ml(+ 0,2), de acordo com os
fabricantes.

Paralelamente, as amostras de soro foram submetidas a eletroforese em gel de
poliarcrilamida 12,5%, que continha dodecil-sulfato de sédio (PAGE-SDS), utili-
zando-se a metodologia empregada por MOREIRA et alii (9).

Os eletroferogramas, depois da revelacao com Commassie Blue R-250, foram
lidos em Densitometro Zeiss-PMQII, determinando-se as édreas delimitadas nos
perfis eletroforéticos, com o emprego de um Planimetro Polar Koizumi.

O soro obtido de machos Hubbard, com 21 dias de idade, oriundos de um plan-
tel comercial, foi fracionado em coluna de DEAE-Sephacel, convenientemente
equilibrada com tampéo acetato de sédio a 0,025M, pH 5,2. Duas fracoes, Fl e F2,
foram eluidas com o mesmo tampao, pH 5,2 e 4,5, respectivamente,

Essas duas fragdes foram submetidas a eletroforese, juntamente com protei-
nas padrao: Ribonuclease A (13,7 kDa), Quimotripsinogénio A (25,0 kDa), Ovalbu-
mina (43,0 kDa) e Albumina Sérica Bovina (67,0 kDa), para determinacao do peso
molecular de algumas proteinas presentes no soro de aves.

No soro das aves com 56 dias de idade foram dosadas as proteinas séricas to-
tais (PST), por refratometria e colorimetria. Uma aliquota de cada soro foi fracio-
nada em coluna de DEAE-Sephacel, tendo a fracdo albumina (A) sido quantifica-
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QUADRO 2 - Ragbes utilizadas e distribuigao dos lotes experimentais

Numero de lotes
(1)

(2)

Ragoes Criacdo Criagao
em emn
bateria cama
A - Milho comum, 15% de proteina bruta 2 2
B - Milho opaco-2, 15% de proteina bruta 2 -
C - Milho comum, 22% de proteina bruta + me-
tionina 2 2

=
1

Milho opaco-2, 22% de proteina bruta +
metionina 2 -

(1) Periodo: de 1 a 21 dias de idade das aves.

(2) Periodo: de 1 a 56 dias de idade das aves.

da em andlise colorimétrica. Foram adotados os procedimentos ja descritos, utili-
zando como padréo a Albumina Sérica Bovina.

O teor da fracéo globulina (G) foi tomado como a diferenga PST-A e a relacdo
AJG, calculada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Eletroforese em PAGE-SDS do Soro Sangiineo de Machos Hubbard com
21 Dias de Idade

Por eletroforese, em condi¢oes desnaturantes, puderam ser distinguidas pelo
menos 13 bandas maiores no soro total e trés bandas na fracao F2, onde se inclui
toda a albumina (Figuras 1 a 4).

TORRES MEDINA et alii (19), estudando o soro de machos Hyline, obtive-
ram, por eletroforese em suporte de acetato de celulose, oito bandas, resolvidas
em gel de poliacrilamida como mistura de proteinas. Desse modo, foi obtido, no
gel, um total de 16 bandas. Segundo esses autores, tém sido evidenciadas, por ele-
troforese, de 10 a 19 proteinas no soro sangiineo de aves.

SINGH (14) conseguiu identificar 20 proteinas no soro de aves, por métodos
imunoeletroforéticos.

Podem-se observar, nos eletroferogramas (Figura 3), diferencas entre as aves
alimentadas com racdes bem supridas de proteina (22%) e as que receberam ra-
coes com nivel protéico subétimo (15%). Essas diferencas indicam, ainda que qua-
litativamente, efeito negativo das deficiéncias nutricionais impostas s aves sobre
suas proteinas séricas.

Os valores médios das areas totais planimetradas, utilizando os perfis eletrofo-
réticos de uma ave por lote, foram de 94,8, 93 4, 126,2 e 140,4 cm?, para as aves ali-
mentadas com as ragoes A, B, C e D, respectivamente,
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FIGURA 1 - Fracionamento das proteinas do soro sangliineo de a-
ves em coluna de DEAE-Sephacel (10 x 2 c¢m), utili-
zando, como eluente, tampao acetato 0,025M.

Decréscimos de concentracao podem ser percebidos nas fracoes com peso mo-
lecular de 56 e 22 kDa, ambas eluidas da coluna de DEAE-Sephacel com tampao,

pH 4,5 (F2).

Foram observadas diferencas entre amostras de soro de aves, de mesmo sexo
e marca, do mesmo lote experimental. HARRIS e SWEENEY (3) também observa-
ram acentuadas diferencas entre machos Hampshire, com relacéo a concentracao
de proteinas séricas, porém a banda identificada como albumina, nos eletrofero-
gramas, nao apresentava teores significativamente diferentes nas amostras anali-

sadas.
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FIGURA 2 - Eletroferogramas das fragoes protelcas (F1 e F2), das
proteinas padrido (P) e do soro sangllineo de ave pro
veniente de um plantel comercial (SC).

3.2. Dosagens Colorimétrica e Refratométrica de PST em Aves no final da Ter-
ceira e da Oitava Semana de Vida

Os resultados das analises constam do Quadro 3, podendo-se verificar que fo-
ram influenciados pelas técnicas de dosagem. Os teores de PST determinados por
refratometria foram inferiores aos obtidos colorimetricamente, tendendo as dife-
rencas a acentuar-se nas aves mais velhas.

Considerando cada amostra de soro, verificou-se que as diferencas individuais,
percebidas na eletroforese, foram mais bem captadas pela colorimetria. Essa ob-
servacao realca a necessidade da escolha cuidadosa da técnica para estudo de
protefnas séricas, principalmente se as diferengas entre tratamentos nao forem
muito acentuadas.

MORGAN e GLICK (10), trabalhando com aves New Hampshire, verificaram
que o nivel de proteinas séricas aumenta lentamente com a idade, variando de
2,68 g/100 ml, na primeira semana de vida, a 4,63 g/100 ml, na 12.2 semana. Teores
de proteinas séricas mais altos em aves mais velhas foram também obtidos neste
estudo, pelos dois métodos de analise (Quadro 3).

Pelas médias calculadas (Quadro 3), observa-se que os mais altos niveis de
proteina nas racoes possibilitaram a manutencao de PST em concentracoes mais
elevadas.

Esse resultado esta de acordo com a proposicao de WANNERMACHER et
alii (20). Segundo esses pesquisadores, deficiéncias de aminoacidos regulam a sin-
tese hepatica das proteinas, influenciando o nimero de ribossomas que a reali-
zam e prejudicando a formagao de novos ribossomas ativos. Da mesma forma,
ALEXIS et alii (1), trabalhando com ratos que receberam dietas com baixo teor
protéico, observaram pronunciado decréscimo na sintese de polipeptidios por pre-



155

VOL.XXXITII N.°180,1985

- SR197 or3ouwolojoridadsy o o 1

LETN ODTUTTD QLIdoNLI]INR] O

RSB RBT)

0o S8°Z (4 28 4 (50 66°% i e 05" ¢ 06°¢ - B L ‘ SEIPIN
L6'Z 61'2 Loy 91's 8Lt LSS 60" ¢ (3 ( 9c'c 2l BI°C oo « T
99" 0 ¥ A GLTT 91y g g ¢ cote ne'e L i 687 B0 € rdi 4l
. V-154) v . 15d 1Sd |Wr.....|_ .|.1..x_ ._.i. ISd i 1Sd L5d ("]
. D 190 SETPa 100 *¥ad HRTRAN "1 "o AUIPEN “190 R LR
WIoD O T T 7-0ordo ol 1y Mo oL iy rHognd,|
= z e e : S o saodim)
APEPT 3P SEIP OC WOD Saay IPUPT AP SUIP [7 WOd soay -
__:..:Lcu 3p saae wa (9/y) seurngorsd/eunmqgre oedelar 3 (o)) rreiom
=L10]02 ne (3193y) erijowoledjar aod soprunaiaiap t (y) euiumgre mv@vmﬁ.ﬂ a3 (1

ISd) [v303 edreas wurajoad ap ([w a1/8) saa0a] - ¢ (VD




156 REVISTA CERES

Peso molecular
56 kDa

Peso molecular
22 kDha

MC MC MO MO

PB (%). 15 22 15 22

FIGURA 3 - Comparagio dos eletroferogramas do soro sangliineo de
aves alinentadas com ragdes com milho comum (MC) ou
milho opaco-2 (MO) e 15 ou 22% de proteina bruta (PB).

paracées de ribossomas que mostraram reduzida capacidade de ligar 14 C-ami-
noacil-t-RNA.

Nao se pretendeu, neste estudo, avaliar o desempenho das aves; foi notada,
porém, acentuada diferencga de crescimento entre os lotes que receberam 15 e 22%
de proteina bruta nas racgdes. Diante disso, pode-se admitir que as aves alimenta-
das com ragdes mais ricas em proteina puderam manter-se em melhor condicao
nutricional, tal como indicam os niveis de proteinas séricas, o que lhes possibili-
tou melhor resultado de ganho de peso.

Essa possibilidade esta de acordo com o conceito de reserva protéica, propos-
to por LEVEILLE e SAUBERLICH (7) para explicar a relacao linear entre os teo-
res de proteina nas racgoes e as concentragoes de PST, observada em seu trabalho.
Em aves com quatro semanas foram determinados teores de PST que cresciam de

2,33 a 3,06 g/100 ml quando o nivel de proteina dietética era aumentado de 10 pa-
ra 25%.
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FIGURA 4 - Perfil eletrofo;ético de soro sangliineo de ave ali-
mentada com ragao com milho comum e 22% de proteina
bruta, suplementada com metionina.

Pode-se considerar, ainda, que as ragées com baixo teor protéico utilizadas
neste estudo (A e B) eram deficientes em aminoacidos, o que limitou a sintese
protéica pelos animais.

YOKOGOSHI e YOSHIDA (21), estudando, em ratos, o efeito de aminoécidos
sobre o perfil de polissomas hepaticos, verificaram que a adi¢do de metionina a
dieta reduziu a popula¢ao de manossomas e dissomas e propuseram que a metio-
nina seria o primeiro aminoacido limitante da sintese de proteinas no figado. Con-
clufram os autores que o perfil de polissomas hepéaticos pode ser usado como me-
dida para a avaliacao da qualidade nutricional das proteinas dietéticas.

O pressuposto de que alimentos diferentes possam influir diferentemente no
nivel de proteinas séricas, dependendo da qualidade de sua proteina, encontra
apoio no experimento de YOKOGOSHI et alii (22). Trabalhando com ratos, esses
pesquisadores verificaram redugdo nas fragbes monomeétricas e dimeras de ribos-
somas hepaticos dos animais que receberam proteina de ovo ou casefna. Ao con-
trario, o uso de dietas com gelatina prejudicava a agregacao dos ribossomas.

No presente estudo, entre os ingredientes das racbes utilizadas na alimenta-
¢ao das aves com até 21 dias foram incluidos dois tipos de milho, comum e opaco-
2, que diferem na composi¢cao em aminoacidos (8).

TAFURI (17), trabalhando com aves adultas, que receberam racgdes, suple-
mentadas com metionina, apenas com milho (comum ou opaco-2 ou comum + lisi-
na), minerais e vitaminas, em comparaciao com uma dieta testemunha a base de
milho comum e farelo de soja, obteve indicagdo de ser o milho opaco-2 mais efeti-
vo na manutencao do nivel de PST que o milho comum.

HESBY et alii (14), submetendo porcas gestantes a quatro tratamentos, seme-
lhantes aos utilizados por TAFURI (17), verificaram que o milho opaco-2 favore-
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ceu a manutencao de proteinas séricas em mais altas concentracoes. Foi observa-
do que os teores de PST e de albumina decresceram significativamente nos ani-
mais que receberam o milho comum, em comparacao com os alimentados com o
milho opaco-2 ou com a racao testemunha.

Neste estudo, verificou-se apenas, por meio de dosagem colorimétrica, leve
tendéncia de as racoes com milho opaco-2 possibilitarem mais altos niveis de PST
(Quadro 3). Vale considerar que, avaliando o desempenho de aves de corte, em fa-
se inicial de crescimento, alimentadas com rac¢oes com 15 ou 22% de proteina bru-
ta, TAFURI et alii (18) nao puderam concluir pelo mais alto valor nutritivo do mi-
lho opaco-2, em relacido ao comum, em racoes com farelo de soja. Diante dessa in-
formacao, nao seria de esperar que o0s dois tipos de milho determinassem diferen-
cas acentuadas nos niveis de PST.

3.3. Fragao Albumina (A) e Relagao Albumina/Globulinas (A/G)

Foram observados menores teores da fracdo albumina no soro das aves ali-
mentadas com racoes com menor nivel protéico, em comparacao com as que re-
ceberam dietas mais ricas nesse nutriente (Quadro 3).

Esse resultado esta de acordo com as informacoées obtidas, neste estudo, dos
eletroferogramas do soro de aves com 21 dias e da literatura.

HOFFENBERG (5) referiu-se a um aumento na sintese de albumina apos a in-
gestao de altos niveis de proteina. De acordo com SCHALM et alii (13), a albumi-
na pode representar uma reserva de aminoacidos disponivel para o atendimento
das exigéncias do organismo animal, e STURKIE (16) também se referiu a albumi-
na como fonte ou reserva de aminoacidos em condicoes de consumo reduzido.
SPORRI e STUNZI (15) afirmaram que caréncias protéicas provocam hipoprotei-
nemia, com diminuicdo do teor de albumina.

Considerando os teores de «, 8 e y — globulinas, LEVEILLE e SAUBERLICH
(7) determinaram que a relacao A/G variava de 1,14 a 1,81 em aves que, até a quar-
ta semana de vida, haviam recebido ra¢des com nivel protéico de 10 a 25%. Tam-
bém neste esludo as relagoes A/G aumentaram de acordo com o teor protéico das
racoes, todavia os valores determinados foram menores (0,66 e 0,74).

Relacoes A/G inferiores a 1, obtidas em varios trabalhos conduzidos com aves,
foram registradas por STURKIE (16).

4. RESUMO E CONCLUSOES

Foram analisadas amostras de soro sangliineo de machos Hubbard, com 21 ou
56 dias de idade, alimentados, desde o primeiro dia de vida, com racoes & base de
milho (comum ou opaco-2) e farelo de soja, com 15% de proteina bruta ou com
22% de proteina bruta e suplementacgdao com metionina.

As técnicas empregadas foram a colorimetria, a refratometria, a eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de soédio (PAGE-SDS) e o fraciona-
mento em coluna de DEAE-Sephacel, eluida com tampao acetato a 0,025M, pH 5,2
e4.5.

As seguintes conclusdes tornaram-se possiveis, nas condicoes deste estudo:

foram observadas, em gel de poliacrilamida, pelo menos 13 fracoes protéicas
maiores no soro de aves com 21 dias de idade;

obteve-se indicacao, nos eletroferogramas, de que as fragdes com peso mole-
cular de 56 e 22 kDa, eluidas da coluna de DEAE-Sephacel com tampéao, pH 4,5
(fragcao albumina), mostravam-se diminuidas em aves alimentadas com racoes de-
ficientes em proteina;

a dosagem colorimétrica conduziu a valores de proteinas séricas um pouco
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superiores aos obtidos por refratometria;

nao foi notada diferenca entre os niveis de proteinas séricas totais em aves ali-
mentadas com ragoes com milho comum ou opaco-2 e farelo de soja;

foi observado que os niveis de proteinas séricas totais aumentaram de acordo

com a idade das aves;
mais altos niveis de proteinas séricas totais e da fracao albumina e maiores valo-

res para a relagao A/G (albumina/globulinas) foram observados em aves alimen-
tadas com as ra¢oes mais bem supridas de proteinas, que possibilitaram também
melhores ganhos de peso.

5. SUMMARY

(INFLUENCE OF THE PROTEIN CONTENT OF RATIONS ON THE SERUM
PROTEINS IN BROILER CHICKS)

These experiments were carried out at the Federal University of Vicosa, Vigo-
sa, Minas Gerais, Brazil.

Blood samples were obtained by cardiac puncture from Hubbard male broiler
chicks reared from 1 to 21 and 1 to 56 days of age on a suboptimal 15% protein
diet, or on 22% protein diet supplemented with methionine according to National
Academy of Sciences (USA) standards. The diets were based on normal corn or
opaque-2 corn and soybean meal.

The samples were analyzed by colorimetry and refractometry for total serum
proteins and albumin. An eletrophoretic pattern of serum proteins was obtained
on polyacrilamide gel with dodecil-sodium sulphate (PAGE-SDS). Four commer-
cial purified proteins were used to determine molecular weights of some serum
proteins in the gel. Some serum samples were applied to a DEAE-Sephacel
column eluted with acetate buffer 0.025M, pH 5.2 and .45, and two protein
fractions were collected.

The data obtained allowed the following conclusions:

At least 13 major protein bands were obtained by gel eletrophoresis

The use of suboptimal protein level diets resulted in a decrease of the protein
bands of 56 and 22 kDa, eluted from DEAE-Sephacel column with acetate buffer
pH 4.5 (albumin fraction).

Levels of total serum proteins determined by colorimetry were somewhat
higher than those obtained by refractometry.

No differences were observed in total serum proteins levels among chicks fed
normal corn or opaque-2 corn diets.

Total serum proteins levels were higher in older birds.

The best weight gains, the highest levels of total serum proteins and albumin,
and the highest value for the albumin/globulin ratio were achieved with 22%
proteins diets supplemented with methionine.
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