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RESUMO

Embora existam muitos alimentos comerciais para gatos, ainda pouco é conhecido sobre
as exigéncias de proteina e aminoacidos para esta espécie, considerada estritamente
carnivora com alta exigéncia de proteina. O método de Goéttingen é considerado de facil
execucdo, utilizando apenas variaveis do balanco de nitrogénio. Através dele, é possivel
estimar a necessidade de mantenca de nitrogénio e do aminoacido limitante na dieta
Tendo isto em vista, neste trabalho objetivou-se em um primeiro momento estimar as
necessidades de nitrogénio e de aminodcidos sulfurados (metionina+cistina) pelo
método de Gottingen, e depois associar aos parametros de saude como indicadores do
status oxidativo, qualidade de pelagem e indicadores de crescimento para gatos em
crescimento, dos 150-240 dias de idade. Trinta e seis gatos foram empregados no estudo
e o periodo experimental foi de 90 dias (150-240 dias de idade). Os animais foram
distribuidos em seis tratamentos, de acordo com peso e ninhada, sendo cada tratamento
composto por seis repeticdes. As estimativas de nitrogénio para mantenca foram de 591,
517 e 457 mg/PVi,"%/d, de acordo com cada idade 150, 195 e 240 dias
respectivamente. Para a metionina+cistina, estimou-se uma necessidade de 581; 510 e
318 mg/Png°'67/dia para 0s animais no mesmo periodo. No segundo momento, buscou-
se relacionar parametros de salde e a ingestdo dos nutrientes (proteina bruta e
metionina+cistina) e energia metabolizavel, na qual foram aplicados métodos
estatisticos multivariados. Os animais foram divididos em clusters de baixa, moderada e
alta ingestdo proteica, energética e de metionina+cistina. Os parametros de saude
utilizados relacionado aos aminoacidos sulfurados e a proteina foram: resisténcia dos
pelos, crescimento dos pelos, determinacéo das pontes de enxofre e da amida dos pelos
por espectroscopia Raman e FTIR (indicadores de qualidade de pelagem); determinagéo
da glutationa reduzida, oxidada e a relagdo entre ambas, composi¢cdo corporal e



Xiv

parametros bioguimicos sanguineos. Foi realizada analise fatorial exploratoria, para
definicdo de fatores que foram: indicadores de crescimento, indicadores de salde,
indicadores de ingestdo de nitrogénio e indicadores de resisténcia dos pelos. Os
indicadores de crescimento foram significativos (P<0,05) na comparacdo entre os
clusters de baixa e moderada ingestao, sendo os menores resultados obtidos no cluster
de baixa e os maiores no cluster de moderada ingestdo. Os indicadores de ingestdo de
nitrogénio tiveram efeito significativo (P<0,05) na comparagdo entre os clusters de
baixa, moderada e alta ingestdo, sendo reflexo direto da ingestdo de PB crescente dos
clusters. Dietas que contenham teores de PB acima de 85 g/1000 kcal de EM, relacdo
E:P abaixo de 12,4 kcal/g e teores de M+C acima de 2,8 g/1000 kcal parecem favorecer
as condi¢Oes de saude de gatos dos 150-240 dias de idade. A ingestdo energética abaixo
de 153,22 kcaI/Png°'67/d parece prejudicar o desempenho dos gatos nesta fase de

crescimento.

Palavras-chave: metionina+cistina, felinos, exigéncia, multivariada
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ABSTRACT

Although there are many commercial cat foods, little is known about the protein and
amino acid requirements for this species, which is considered strictly carnivorous with a
high protein requirement. The Goéttingen method is considered easy to perform, using
only nitrogen balance variables. Through it is possible to estimate the need for nitrogen
and limiting amino acid maintenance in the diet. With this in mind, this study aimed to
at a first estimate the needs of nitrogen and sulfur amino acids (methionine and cystine)
at Gottingen method , and then associate with health parameters as indicators of
oxidative status, coat quality, and growth indicators for growing cats from 150-240 days
of age. Thirty-six cats were employed in the study and the experimental period was 90
days (150-240 days of age). The animals were distributed in six treatments, according to
weight and brood, each treatment consisting of six replicates. Nitrogen estimates for
maintenance were 591, 517 and 457 mg / PV kg0.67 / d, according to each age 150, 195
and 240 days respectively. For methionine + cystine, a need was estimated for 581; 510
and 318 mg / PV kg0.67 / day for the animals in the same period. In the second
moment, we sought to relate health parameters and nutrient intake (crude protein and
methionine + cystine) and metabolizable energy, in which multivariate statistical
methods were applied. The animals were divided into clusters of low, moderate and
high protein, energetic and methionine + cystine intakes. The health parameters related
to sulfur amino acids and protein were: hair resistance, hair growth, determination of the
sulfur and hair amide bridges by Raman spectroscopy and FTIR (hair quality
indicators); determination of reduced, oxidized glutathione and the relationship between
both, Body composition and Biochemical parameters. An exploratory factorial analysis

was performed to define factors that were: growth indicators, health indicators,
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indicators of nitrogen intake and indicators of hair resistance. The growth indicators
were significant (P <0.05) in the comparison between low and moderate ingestion
clusters, with the lowest results being obtained in the low cluster and the highest in the
cluster of moderate ingestion. The nitrogen intake indicators had a significant effect (P
<0.05) on the comparison between the low, moderate and high ingestion clusters, being
a direct reflection of the increasing CP intake of the clusters. Diets containing CP levels
above 85 g/ 1000 kcal MS, E:P ratio below 12.4 kcal / g and M + C contents above 2.8
g / 1000 kcal appear to favor the health conditions of cats of 150-240 days of age.
Energy intake below 153.22 kcal / PV kg0.67 / d appears to impair the performance of
cats at this stage of growth.

Keywords: methionine plus cysteine, felines, requirements, multivariate



| - INTRODUCAO GERAL

Uma adequada e equilibrada dieta para cdes e gatos é fundamental para o
crescimento e salde do animal. Para isso, deve atender as necessidades nutricionais do
animal e fornecer nutrientes que possam otimizar as condi¢fes de saude. O correto
atendimento das exigéncias € alvo de muitos estudos, pois existe uma grande
dificuldade na escolha dos métodos experimentais.

Muitas metodologias empregadas em animais de produgdo (Sakomura e
Rostagno, 2007) sdo invasivas e necessitam de um grande nimero de animais, como
por exemplo, o abate comparativo. Existem metodologias aperfeicoadas com
modelagem matematica, como o método de Goéttingen, que utiliza variaveis do
balango de nitrogénio, para estimar necessidades de nitrogénio de mantenca e do
aminoacido limitante na dieta. Este método é bastante utilizado para animais de
producdo; uma vez que esta técnica se apresenta efetiva para monogastricos o estudo
em gatos pode ser considerado apropriado.

Grande parte dos trabalhos encontrados sobre determinacdo das exigéncias
nutricionais, especialmente com proteina para cées e gatos, foi realizada ha mais de 30
anos atras (Allison e Anderson, 1945; Arnold e Schad, 1954; Blaza et al., 1982; Miller
e Allison, 1958), havendo uma lacuna no aprofundamento destes estudos nos anos
posteriores. Duas possiveis explicagdes para isto residem no fato de que os cées foram
modelos experimentais para humanos neste periodo, sendo substituidos posteriormente
por roedores e suinos e, além disto, como dito acima, muitos metodos de determinacéo
das exigéncias nutricionais sdo invasivos, tornando-se incompativeis com as condi¢des
de bem-estar de animais de companhia. Para gatos, estas informacgdes sdo ainda mais

escassas.



Os gatos sdo considerados animais carnivoros estritos e com alta exigéncia de
proteinas (MacDonald et al., 1984). Na natureza, sua dieta era baseada em pequenos
roedores e passaros. Estas presas contém pouco carboidrato, assim, os gatos foram
metabolicamente adaptados para preferencialmente usarem proteina e gordura como
fonte de energia (Green et al., 2008; Morris, 2002).

Dentre os amino4cidos presentes na proteina, a metionina é considerada um
aminoacido essencial, por ndo ser produzida nas quantidades que o organismo
necessita (Smalley et al., 1983). As principais funcGes da metionina sdo: participacao
na formacdo das proteinas corporais; formacdo da pele e pelagem; participacdo em
funcdes metabolicas como doador do grupo metil, sendo precursor para formacao de
outros aminoacidos como a cisteina por transsulfuracdo (Smalley et al., 1983).

As dietas comerciais de animais de companhia sdo normalmente formuladas
contendo subprodutos e co-produtos de origem animal e vegetal. A maior parte destes
ingredientes é relativamente deficiente em metionina em relacdo as exigéncias dos
animais, havendo a necessidade de suplementacdo. Este fato juntamente com as
elevadas necessidades de aminoacidos essenciais dos gatos, ressalta a metionina como
um elemento importante na formulacdo de alimentos nutricionalmente equilibrados,
sendo considerado nesta espécie o primeiro aminodcido limitante (Case, 2011; NRC,
2006).

Formulacdes de racGes mais precisas sao importantes ndo somente para o
animal, mas também do ponto de vista econdémico, pois fornecerdo os nutrientes
necessarios de forma equilibrada, sem excessos ou deficiéncias nutricionais.
Atualmente, devido a natureza carnivora dos gatos, tem-se formulado alimentos
comerciais com proteina bruta (PB) geralmente acima de 80 g PB/1000 kcal de
Energia Metabolizavel do alimento. No entanto, o equilibrio dos aminoéacidos é téo
importante quanto o teor de PB da dieta, além da relacdo da proteina com a energia
metabolizavel. Ainda existem poucos subsidios cientificos para dar suporte aos
formuladores sobre balanceamento preciso de amino&cidos e relacdo E:P em alimentos
para cées e gatos.

Em algumas situacdes, o excesso de oferta de aminoacidos pode ser prejudicial a
salde dos animais, como no caso de animais insuficientes renais (Morris, 2010). O
conhecimento mais aprofundado sobre as necessidades nutricionais pode favorecer a

elaboracdo de alimentos de melhor qualidade.



Por este motivo, propOe-se estimar as necessidades de nitrogénio e de
aminoacidos sulfurados para gatos em crescimento, empregando-se 0 método de
Gottingen proposto por Samadi e Liebert (2006), e associar a avaliacdo de parametros
nutricionais e de saude dos animais com a ingestdo de proteina, M+C e energia

metabolizavel.

1. Reviséo bibliografica

1.1. Proteina e sua fungdo no organismo animal

As proteinas sdo compostos organicos constituidos principalmente por
nitrogénio, carbono, hidrogénio e oxigénio, mas também, podendo conter outros
atomos como, o fosforo, enxofre e ferro (Nelson e Cox, 2014). Sdo formadas por
unidades denominadas aminoacidos, 0s quais apresentam um carbono alfa assimétrico,
que se liga a um grupo amina (NHs), a um grupo carboxilico (COOH), a um
hidrogénio e uma cadeia lateral, com excec¢éo da prolina (Marzzoco e Torres, 2007).

As proteinas apresentam diversas fun¢Ges no organismo animal, como funcgéo
estrutural, representada pelas proteinas fibrosas, como colageno, elastina e queratina;
sdo constituintes de enzimas, moléculas que catalisam as reacfes metabolicas
essenciais ao organismo (Case, 2011); alguns horménios com a insulina e o glucagon,
que influenciam diretamente no controle glicémico; as proteinas presentes no sangue,
bem como na membrana plasmatica das células transportando moléculas (Nelson e
Cox, 2014). Além disso, as proteinas sdo constituintes dos anticorpos, apresentando
importante funcdo do sistema imunolégico (Nelson e Cox, 2014; NRC, 2006).

A ingestdo de proteina deve ser suficiente para atender a demanda de
aminoacidos essenciais em proporcfes adequadas, além da quantidade para fornecer
aminoacidos nao-essenciais e compostos nitrogenados (Smalley et al., 1985) como os

acidos nucléicos, purinas, pirimidinas e neurotransmissores.

1.1.1. Necessidades de proteina para gatos

Os gatos domésticos sdo considerados animais carnivoros estritos ou
hipercarnivoros, pertencentes a familia Felidae. Nesta mesma ordem, existem outras
familias que sdo em sua maioria onivoros, como é o caso do panda (Hendriks, 1996;

Zoran, 2002). Os felinos possuem maior necessidade de proteina quando comparados



aos mamiferos onivoros (MacDonald et al., 1984; Miller e Allison, 1958; NRC, 2006;
Piechota et al., 1995).

Os cdes, também pertencem a ordem Carnivora, porém possuem necessidade
de proteina menor, em relacdo ao gato. Os cées tiveram mutacdo e a selecdo de genes
para digestdo de amido a partir dos ancestrais lobos foi um passo importante para a
domesticagdo precoce dos mesmos (Axelsson et al., 2013). J& os gatos tiveram uma
domesticacdo mais tardia, 9000 a 10000 anos atras, além de terem uma digestdo de
carboidratos limitada. A capacidade de um gato para digerir rapidamente e absorver
acucares e carboidratos é reduzida devido a falta de adaptacdo das enzimas que
metabolizam glicose (Eisert, 2011; Kirk, 2013).

A maior necessidade de proteina dos gatos pode ser explicada por alguns
fatores do metabolismo particular dessa espécie como: a alta exigéncia de nitrogénio
para mantenca e também por ndo conseguirem ter grandes reservas de nitrogénio em
quantidades, como é o caso de gorduras e carboidratos (Baker e Czarnecki-Maulden,
1991a; Rogers et al., 1977); as enzimas catabolicas hepéticas dos gatos possuem alta
atividade e limitada habilidade para ajustar a oxidacdo, quando ingerem dietas com
baixa proteina (Morris, 2002; Eisert, 2011).

Apesar de terem limitada habilidade para ajustar a oxidacao quando é oferecida
uma dieta com baixo teor proteico, 0s gatos conseguem se adaptar a oxidacdo de
proteina, desde que o minimo de exigéncia proteica seja atendida (Green et al., 2008).
Essa flexibilidade metabdlica em gatos provavelmente representa uma adaptacéo
evolutiva, ja que a alimentacdo no passado fornecia abundante proteina, através das
presas (pequenos passaros e roedores). A atividade de moderada a alta das enzimas do
ciclo da ureia, oferece uma garantia contra toxicidade da amonia, apds uma ingestao
rica em proteinas (Green et al., 2008).

Um estudo comparativo da proporcao do cérebro em relagdo ao corpo e de sua
demanda de glicose metabdlica em diferentes espécies foi desenvolvido por (Eisert,
2011). Neste estudo, levantou-se a hipotese, de que a via da gliconeogénese seria a
grande causa para a maior exigéncia de proteina em gatos. Essa via metabolica
atenderia principalmente uma maior atividade metabdlica cerebral, como mostrado na
Tabela 1.

Os gatos tém cérebro relativamente grande comparado ao seu tamanho corporal
e este 6rgdo consome como nutriente, principalmente a glicose. Existe uma deficiéncia

enzimatica nos felinos, que dificulta a digestdo de carboidratos, para fornecer glicose



(via glicolise), porém quando cozido. Desta forma, esses animais utilizam os
aminoacidos dietéticos (via gliconeogénese) para atender essa demanda de glicose
cerebral, além da utilizacdo imediata de esqueleto de carbono proveniente dos

aminoéacidos para produzir energia atraves da oxidacéao direta (Green et al., 2008).

Tabela 1. Comparacdo do tamanho relativo do cérebro, taxa metabolica cerebral
(TMC) e estimativa da demanda de glicose cerebral absoluta (DGC) em gatos e outros
mamiferos

Espéci Massa Massa Cérebro DGC (TMC)
spécie corporal cerebral
(kg) (9) (%MC)™  (g/d)y*  (g/PC*™/d)
Valores publicados
Rato" 0,20 1,75° 0,85 0,29 0,96
Gato’ 3,41° 30,20c 0,89 3,10 1,20
Céo’ 19,90° 85,20" 0,43 7,50 0,80
Humano* 70,00° 1,40° 2,00 94 (110) 3,9 (4,5)
Valores previstos A: Animais de tamanho semelhante ao gato de diferentes
ordens
Coelho® 3,68 10,6' 0,29 1,30 0,49
Tatu® 3,401 750" 0,22 0,97 0,39
Macaco prego’  3,10° 72,2 2,30 7,10 3,00
Valores previstos B: Animais carnivoros
Vison® 1,56° 9,35¢ 0,62 1,20 0,84
Tigre® 159" 279" 0,18 22 0,50

Valores publicados foram limitados ao cérebro inteiro DGC de adultos. Valores preditos de DGC
foram calculados usando relagdo alométrica. Espécies domésticas sdo indicadas por “dom”.

* DGC calculado a partir do cérebro e massa cerebral, valores para liquido e total de DGC

**Massa corpdrea, %

*Hawkins et al. (1974), ® Even et al. (2001), ¢ Rohrs e Ebinger (1999), ¢ Bronson (1979), ¢ Sokoloff et
al. (1977)," Crile e Quiring (1940), ¢ Kruska (1993), " Gittleman (1986)

'Rattus norvegicus dom.; “Felis silvestris dom.;*Canis lupus dom.;*Homo sapiens; *Oryctolagus
cuniculus dom.;®Dasypus novemcinctus;’Cebus capuchin; ®Mustela vison dom; °Panthera tigris

(Adaptado de Eisert, 2011)

Outro combustivel usado pelo cérebro e outros 6rgdos, como 0S nervos
periféricos, sdo 0s corpos cetdnicos. A cetogénese ocorre em algumas condigdes
como: baixa relacdo insulina: glucagon; altas taxas de lipolise e oxidacdo de &cidos
graxos; reduzida disponibilidade de glicose celular. Normalmente, ocorre em casos em
jejum e dietas deficientes em carboidrato. Porém, o gato ndo produz corpos cetdnicos
qguando alimentado com uma dieta com pouco carboidrato, como ocorre com animais
onivoros. A condicdo de cetogénese para 0 gato acontece em estado de jejum
(Blanchard et al., 2002; Laffel, 1999) e em caso de diabetes (Kirk, 2013; Kirk, 2006)



A falta de acumulacgéo de corpos cetdnicos, em gatos alimentados com dietas
de pouco carboidrato, seria a priorizagdo da via da gliconeogénese, ao invés da
cetogénese. Provavelmente, devido ao tipo de alimentacdo no passado ser a base de
presas, esta rota metabolica foi suficiente para suprimir a cetogénese no estado
alimentado. A reducdo da gliconeogénese e a substituicdo parcial de glicose por
corpos cetbnicos, seria para poupar a proteina durante o jejum prolongado, que pode
ser comprovado pela reducdo da perda de nitrogénio diario (Eisert, 2011).

No estudo desenvolvido por Eisert (2011) afirma que gatos provavelmente
evoluiram em condic¢Ges de mudancas sazonais na quantidade e composicao de presas,
para manter a capacidade de utilizar hipercetonemia como uma resposta adaptativa

durante a inanicao total.

1.1.2. Necessidades de aminoéacidos sulfurados para gatos

1.1.2.1 Metionina

A metionina é um aminodcido considerado essencial para muitas espécies, por
ndo ser produzido endogenamente na velocidade e quantidade necessaria, por esse
motivo 0s gatos, assim como outros animais devem receber a metionina via
alimentacdo (Smalley et al., 1983). A metionina é importante por algumas funcbes
como: sintese proteica (¢ o primeiro aminoacido a ser adicionado na cadeia
polipeptidica); € o principal doador do grupo metil; participa da estrutura das proteinas
(queratina, colageno); na formacdo da creatina (reserva de energia nas células
musculares); na sintese da epinefrina (hormdnio produzido em situacdes de estresse);
participa da sintese da carnitina (importante na 3-oxidacao de acidos graxos), participa
da sintese das poliaminas, participa da sintese de cistationina e cisteina/cistina em um
processo irreversivel (intermediarios do ciclo da metionina), a metionina e cistina na
dieta influenciam o equilibrio &cido-basico (Baker e Czarnecki-Maulden, 1991),
fornece homocisteina no metabolismo do folato (atua na producdo e manutencéo das
células) (Finkelstein, 1990; Nelson et al., 2008).

A metionina é importante no crescimento de pelos, como mostra trabalho de
(Rasmussen e Bagrsting, 2000), que avalia o crescimento dos pelos em furdo
(carnivoro) e a ingestdo de uma dieta com proteina de alta qualidade. Verificou-se que
a metionina é necessaria para uma producao de fibras saudaveis, sendo considerado o

primeiro aminoacido limitante para o crescimento dos pelos.



Em gatos em crescimento, a deficiéncia de metionina pode ocasionar retardo
no crescimento além de dermatite crostosa. 1sso ocorre quando ha baixa quantidade de
metionina na dieta, podendo ser agravado quando ha excesso de cistina. Portanto é
necessario que haja equilibrio entre os dois aminoacidos (Kirk et al., 2000).

A metionina pode ter efeito sobre o pH urinério, de acordo com as pesquisas de
(Jeremias et al., 2013; Markwell et al., 1998), relatando que 0s niveis de metionina e
cisteina tem acdo acidificante, prevenindo o0 aparecimento de estruvita e
consequentemente a urolitiase em gatos.

As formas D- e L- metionina foram testadas por Smalley et al., (1993), que
avaliaram o ganho de peso e retencdo de nitrogénio. A forma L-metionina foi mais
eficaz para sintese de proteina em gatos recém-desmamados.

A metionina quando suplementada em excesso € considerada o aminoacido
mais toxico para 0s animais, podendo ocasionar hipermetioninemia e
hiperhomocisteinemia. A hipermetioninemia pode causar edema cerebral em
humanos; e a hiperhomocisteina tem demonstrado estar associada a um risco de
acidente vascular cerebral neonatal em humanos (Huang et al., 2012).

Estudo realizado em ratos com restricdo de metionina na dieta avaliou a
longevidade e os niveis de GSH (glutationa reduzida). Foram administradas duas
dietas, uma com restricdo de metionina (0,17%) e a controle (0,86%), que resultou em
aumento de 44% na longevidade e aumento de GSH sanguinea. A dieta com menor
contetdo de metionina obteve 191 semanas de vida, enquanto o grupo com 0,86% de
metionina (controle) alcangou 133 semanas de vida. Foi observada diminui¢do nos
niveis de cisteina plasmaticos no grupo com restricdo de metionina, além de uma
inibicdo no crescimento. Os autores concluiram que pode ter ocorrido uma adaptacédo
no metabolismo de aminoacidos sulfurados, como resultado da restricdo crénica de
metionina, levando ao aumento dos niveis de GSH e conservagdo deste nos tecidos
(Richie et al., 1994).

Os aminoacidos sulfurados sdo bastante exigidos para os gatos quando
comparados a outras espécies animais, provavelmente por produzirem alguns
metabolitos especificos, como a felinina, um composto sulfurado encontrado
principalmente na urina de gatos machos, com fungdo de demarcacdo territorial
(Hendriks et al., 1995; NRC, 2006; Zoran, 2002).

Alguns ingredientes proteicos de origem vegetal podem causar deficiéncia

nutricional de aminoacidos sulfurados, por ndo apresentarem grandes quantidades dos



mesmos. Uma dieta com proteina de origem vegetal em maiores proporcdes deve ser
suplementada com DL-metionina (Zoran, 2002). Considerando apenas a exigéncia de
metionina na auséncia de cistina para gatos em crescimento, foi verificada uma
necessidade de 0,75% (Schaeffer et al., 1982).

1.1.2.2. Metabolismo da metionina

O metabolismo da metionina € iniciado com uma reacdo catalisada pela enzima
metionina adenosiltransferase, na qual ocorre a transferéncia de uma unidade adenosil
de ATP para o atomo de enxofre da metionina, que ira formar um composto de alta
energia a S-adenosil-L-metionina (SAM), precursor para formacdo das poliaminas
(Finkelstein, 1990; Stipanuk, 1986).

A S-adenosil-L-metionina € o principal doador de grupamento metil para as
reacOes de metilacdo. A ligacdo entre o enxofre e o carbono 5 da adenosina é
rapidamente hidrolisada, deixando a adenosina e homocisteina livre. Durante a doagéo
do grupo metil da SAM forma-se S-adenosil-homocisteina (SAH). A homocisteina
pode ser metabolizada através de duas vias: remetilada (em caso de deficiéncia de
metionina) com a presenca da vitamina B12 ou quando ha excesso de metionina, a
homocisteina combina com a serina (por transulfuracdo) formando a cistationina. A
cistationina é posteriormente hidrolisada, formando a cisteina (Baker e Czarnecki-
Maulden, 1991; Huang et al., 2012; Nelson et al., 2008). O produto intermediario no
metabolismo da metionina, a homocisteina, € um produto central nesta via metabodlica
e tem sido identificada como um fator de risco para doencas cardiovasculares, doenca
de Alzheimer em humanos adultos; acidente vascular cerebral isquémico e
hemorragico em recém-nascidos, criancas e adultos (Ball et al., 2006). Apesar disso,

ndo existe relacdo entre a hiperhomocisteinemia e doengas em gatos.

1.1.2.3. Cisteina/ Cistina

A cisteina/cistina é considerada um aminoacido semi essencial, sendo obtido
pelo metabolismo da metionina (Brosnan e Brosnan, 2006; Smalley et al., 1983). A
denominagdo cisteina e cistina é muitas vezes confundida, sendo geralmente

encontrada cistina, pois a cisteina é rapidamente oxidada em cistina. Em alimentos,



tecidos proteicos e sangue, a forma principal existente € a cistina, ja no interior das

células a cisteina prevalece (Yin et al., 2015).

1.1.2.4. Cistina e suas funcdes

A cistina possui diversas funcgdes, principalmente em processos bioldgicos e
metabdlicos dos seres vivos, como exemplo a manutencdo da homeostasia celular
(Ball et al., 2006; Brosnan e Brosnan, 2006), além de ser um componente estrutural e
funcional para estabilizar proteinas extracelulares (Grunwell et al., 2015; Ohtsu et al.,
2010).

A formacdo da cistina se da pela via da transsulfuracdo, o &tomo de enxofre
proveniente da metionina € transferido para a cistina; e o esqueleto de carbono da
cistina é doado para serina. A cistina ndo é um precursor de metionina, devido a
irreversibilidade da reacdo da enzima cistationase sintase (Ball et al., 2006).

A cistina pode ser incorporada na proteina e também estd envolvida na
producdo da glutationa, taurina, coenzima A (relacionada com a sintese de &cidos
graxos), e enxofre inorganico (Brosnan e Brosnan, 2006). A cistina, glutationa e
taurina desempenham papel no mecanismo de defesa, antioxidante (Huang et al.,
2012).

1.1.2.5. Glutationa

A glutationa é um tripeptideo sollvel em &gua e de baixo peso molecular (Wu
et al., 2004) composto por glutamina, glicina e cisteina (Bridgeman et al., 1991;
Meister and Anderson, 1983; Rover Janior et al., 2001; Sies, 1999; Townsend et al.,
2003). E considerado o tiol ndo proteico de maior importancia no meio intracelular
(Dringen, 2000; Pastore et al., 2003) e tem como principal funcdo a acdo antioxidante
(Pastore et al., 2003; Rover Janior et al., 2001; Sies, 1999). A cisteina é um
aminoéacido limitante na sintese de glutationa, mas é eficientemente utilizado, sendo
pouco perdido para formar sulfato e taurina (Stipanuk et al., 1992; Tateishi et al.,
1977).

A porcdo ativa da glutationa é representada pelo tiol (-SH) do residuo de

cisteina, um potente agente redutor (Pastore et al., 2003; Townsend et al., 2003).
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Existem as formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) nas células (Meister e
Anderson, 1983; Rover Junior et al., 2001; Townsend et al., 2003), além das enzimas
glutationa peroxidase e glutationa redutase (Huber et al., 2008).

Glutationa reduzida (GSH): GSH é a forma reduzida da glutationa, possui um grupo
sulfidrila livre, que interage com o radical livre e forma a glutationa oxidada (forma
dimerizada). Nos eritrocitos, encontra-se principalmente a forma reduzida, pois a
forma GSSG atravessa facilmente a membrana celular (Schott et al., 2007).
Glutationa oxidada (GSSG): A forma GSSG ¢é rapidamente revertida para GSH pela
enzima glutationa redutase (GR), transferindo elétrons a partir da nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) para a GSSG. (Dringen, 2000; Janiak et al.,
2010) Glutationa peroxidase (GPx): é uma enzima composta por 4 subunidades
idénticas, que tem como principal funcdo detoxificar peréxidos com atuacdo da GSH
doando elétrons por reagdo de reducdo, produzindo GSSG (Townsend et al., 2003). A
enzima glutationa peroxidase possui um residuo de cisteina contendo selénio
covalentemente ligado ao restante da enzima (Rover Junior et al., 2001).

Glutationa redutase (GR): € uma enzima responsavel pela regeneracdo da glutationa,
convertendo GSSG para GSH. Sob condicdes de stress oxidativo, GR € regulada ao
nivel da transcri¢cdo, bem como por modificagdes pos-traducdo. Esta enzima transfere
elétrons a partir da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
(NAPDH) para GSSG, regenerando a GSH. (Dringen, 2000).

1.1.2.6. Mecanismo de a¢éo da glutationa

Durante a detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a glutationa
esta envolvida em dois tipos de reacdes: primeiro, reage de forma ndo enzimatica com
radicais tais como: anion superdxido, 6xido nitrico ou radical hidroxil. A outra reacdo
seria 0 GSH como doador de elétron para reducdo de perdxidos na reacdo de GPx. O
produto final da oxidacdo de GSH ¢é a glutationa oxidada (GSSG). Dentro das células,
a GSH é regenerada a partir de GSSG pela reacédo catalisada pela glutationa redutase
(GR). O produto da reacdo da GPx é a GSSG, que é substrato da flavoenzima GR.
Esta enzima transfere elétrons a partir da adenina dinucleotideo nicotinamida fosfato
(forma reduzida) (NADPH) para GSSG, assim regenerando o GSH. Assim, a
glutationa usada para esses processos tem que ser reposta pela resintese a partir de

constituintes aminoacidicos. A GSH néo reage diretamente com hidroperéxidos, sendo
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usada como substrato para glutationa peroxidase (GPx) como mecanismo para redugédo
de H,0, e hidroperdxidos de lipidios (Comporti, 1987).

1.2. Qualidade da pelagem

A qualidade da pelagem é um aspecto relevante para animais de companhia e a
nutricdo pode interferir neste indicador. Desbalancos de &cidos graxos, vitaminas,
minerais e aminodcidos refletem diretamente na qualidade dos pelos, o que é um
aspecto relevante para se avaliar o estado de salde geral do animal na clinica
veterinaria e também, esteticamente pelo proprietario.

Determinar a qualidade dos pelos é uma tarefa dificil, pois ndo existem
métodos precisos e especificos. Existem avaliacbes feitas por pessoas treinadas,
quanto ao aspecto e brilho dos pelos (Kirby et al., 2009; Rees et al., 2001) ou analises
mais invasivas, como as utilizadas com animais de pelagem como furdes e raposas
(Dahlman et al., 2003), em que deve ser feita a eutanasia dos animais.

AvaliagOes utilizadas em cabelos humanos como: indicadores de brilho,
resisténcia (Velasco et al., 2009), concentracdo de queratina e ligagOes relacionadas
(Kuzuhara et al., 2007), taxa de crescimento e a avaliacdo microscopica (Harland et
al., 2011) podem ser utilizadas na determinacdo da qualidade da pelagem em animais

de companhia.

1.2.1. Defini¢do e anatomia de pelo

Pelos e cabelos sdo filamentos proteicos queratinosos e estao divididos em raiz
e haste (Bernard, 2002). A haste é a parte que se projeta da superficie da pele e a raiz
esta inserida na pele, sendo que se desenvolvem a partir de células da matriz de
foliculos pilosos (Combs, 1987). O foliculo estende-se através da epiderme e estd
incorporado no tecido conjuntivo da derme. Cada foliculo piloso € um 6rgdo em
miniatura com mdasculo liso, glandulas sudoriparas apdcrina sebaceas, nervos e um
rico plexo de vasos sanguineos (Mescher e Junqueira, 2013).

O eixo do fio produz queratina de fibras longas que se ligam entre si
fortemente, através da substituicdo de grupos SH com ligacdes S-S e através ligacao
guimica com outras proteinas. O resultado é uma estrutura muito forte e altamente
estavel com grande quantidade de enxofre (Harkey, 1993; Kuzuhara, 2005; Velasco et
al., 2009).
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As caracteristicas fisicas das fibras dos pelos dependem da espécie animal,
estado nutricional e fisiolégico, e o comprimento da fibra depende do tempo da fase de
crescimento (anagena) (Marshall et al., 1991).

O pelo possui trés camadas principais: a cuticula (cerca de 10% da fibra), o
cortex (cerca de 88% da fibra) e o complexo da membrana celular (cerca de 2% da
fibra) que une as células corticais e cuticulares adjacentes (Fraser e Gillespie 1976).
Alguns fios também podem apresentar a medula na regido central (Feughelman, 1997;
Wolfram, 2003).

Todas as camadas sdo compostas de células mortas, que sdo preenchidas pela
queratina. A queratina é caracterizada por elevado contetdo de cistina, um aminoacido
gue tem a capacidade de se ligar a proteina pelas suas ligagdes dissulfeto
intermoleculares, além de possuir outras ligacGes peptidicas e grupos CO- e NH-,

formando pontes de hidrogénio com outras moléculas (Wei et al., 2005).

Dimer
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Figura 1. Esquema representando a fibra capilar e as subunidade componentes da
cuticula e cortex (Fonte: Zahn, 2002).

A cuticula é constituida por material proteico e amorfo, possui células
anucleadas e achatadas, sendo a parte mais externa do fio e a responsavel pela
protecdo das células corticais (Wolfram, 2003). Possui de 6 a 8 camadas de células
sobrepostas, sendo responsaveis pelas propriedades de brilho e resisténcia (Smith e
Swift 2002).
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O cortex é o componente em maior proporcdo do fio, representando cerca de
75% (Velasco et al., 2009). As células sdo fundidas fortemente e orientadas
paralelamente ao eixo da fibra. Cada célula da camada cortical é formada por
macrofibrilas, e estas sdo compostas por microfibrilas unidas pela matriz intercelular e
formadas por queratina amorfa preenchidas por ligagdes cruzadas de enxofre. Cada
microfibrila (ou filamentos intermediarios) é formada por cerca de 7 protofibrilas
(estrutura formada pelas cadeias de a- queratina em duplas hélices). Dependendo da
disposicao e do arranjo espacial, essas células sdo classificadas em paracorticais ou
ortocorticais (Gama, 2010; Robbins e Crawford, 1991; Velasco et al., 2009).

A medula esta localizada no centro do fio e pode estar ausente, como na |a ou
ser fragmentada ou continua quando presente (Harkey, 1993; Leon, 1972). A
composicdo quimica da medula apresenta alto teor de lipidios, pobre em cistina,
quando comparada ao restante da fibra (de Cassia Comis Wagner et al., 2007; Leon,
1972).

1.2.2. Composicao do pelo

O pelo conttm pouca quantidade de &gua, sendo composto por
aproximadamente 65-95% de proteina, 15-35% de umidade, 1-9% de lipidios e 0,25-
0,95% de minerais (Harkey,1993). A porcdo lipidica é composta por sebo e as
secrecBes da glandula apdcrina, como &cidos graxos livres, mono, di, e triglicerideos,
ceramidas e glicolipidios (Harkey, 1993; Marshall et al., 1991) A porcéo proteica, das
queratinas rigidas de mamiferos, contém mistura complexa de proteinas. Elas sdo
dispostas numa estrutura de filamentos de matriz, que €é estabilizada por ligacbes
dissulfeto (Frenkel et al., 1973; Marshall, 1983).

1.2.3. Foliculo do pelo

O foliculo piloso esta incorporado no epitélio da epiderme, aproximadamente,
3-4 mm abaixo da superficie da pele. Esta associado com a glandula sebacea e
glandula apdcrina. Na maior parte do corpo, o foliculo piloso e a glandula sebécea sdo
fundidos tanto anatomicamente e funcionalmente, sendo chamado de uma unidade

pilossebacea, (Harkey, 1993)
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O foliculo piloso é onde o fio é produzido e pode ser dividido em 3 regides
anatdbmicas: o infundibulo, istmo e segmento inferior (Feughelman, 1997; Randall,
2008).

O infundibulo e istmo sdo permanentes e ndo ocorre mudancas significativas
do ciclo de crescimento do pelo neste local. Ja 0 segmento inferior se regenera a cada
ciclo do foliculo piloso. O istmo, é a porcdo média, se estende a partir do ducto da
glandula sebacea até o musculo eretor do pelo. A regido transitoria se estende da
inser¢do da musculatura eretora até a base do foliculo ou bulbo piloso. Este segmento
é dividido em duas por¢des: bulbo piloso e por¢cdo germinativa, onde ocorrem
modificacbes morfoldgicas ao longo do ciclo do crescimento do pelo (Alonso e
Rosenfield, 2003; Randall et al., 2008; Waters et al., 2007).

O bulbo piloso possui queratindcitos proliferativos e melandcitos (produtores
de pigmento) que circundam a papila dérmica, eles se deslocam para cima e
diferenciam-se na haste do fio (Randall et al., 2008). O tamanho do bulbo do pelo, a
duracdo da fase de seu crescimento e, consequentemente, 0 comprimento e diametro
do fio estdo diretamente relacionados com o volume de células germinativas existentes
na papila dérmica (Bernard, 2002; Ohyama, 2007). A producdo e o crescimento do
pelo séo determinados pela matriz do foliculo (Schneider et al., 2009).

As células da matriz localizadas no apice da papila ddo origem aos trés
componentes do pelo: cuticula, cértex e medula. Os foliculos pilosos ndo apresentam
crescimento continuo e cada haste se encontra em uma fase do ciclo de crescimento.
Existem trés fases do ciclo de crescimento do foliculo piloso: andgena, catdgena e

telogena (Alonso e Rosenfield, 2003).

1.2.4. Ciclo de Crescimento do pelo

Os pelos possuem um desenvolvimento ciclico em todos os animais € 0 modo
como essa ciclicidade se comporta é dependente da espécie animal (Stenn e Paus
2001).

Em muitos animais, o ciclo de crescimento é dependente da estacdo do ano,
sendo a taxa de crescimento mais intensa normalmente anterior a estagdo do inverno e
a perda de pelo ocorre mais nos meses de calor; mas os ciclos sdo bastante variaveis
para cada espécie animal (Bost, 1993).

Existem muitos fatores que interferem no crescimento do foliculo piloso como:

horménios, idade e estidgio de desenvolvimento ou alteragdes ambientais como a
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duracdo do dia (Randall, 2008). Os hormonios ditam as alteracdes no foliculo para o
proximo ciclo (Randall, 2008; Randall et al., 2008). Existem trés fases do ciclo de
crescimento do foliculo piloso:

Anagena: € a fase ativa de crescimento do fio. A duracdo da fase de crescimento é
variavel: entre espécies, em uma mesma espécie e entre as diversas localiza¢es do
tegumento. No final desta fase, é formado o bulbo capilar em torno da papila dérmica
e 0 novo eixo do fio emerge a partir da superficie da pele e por razdes desconhecidas
essa fase € interrompida abruptamente (Feughelman, 1997; Ohyama, 2007; Schneider
et al., 2009).

Catagena: é a fase de involugdo e ocorre intensa remodelacdo por processos
apoptoticos. No inicio da fase catdgena, a proliferacdo e diferenciacdo de
queratindcitos da matriz do pelo reduzem-se drasticamente. A base do eixo do pelo
torna-se totalmente queratinizado (Harkey, 1993). A fase catadgena necessita de
energia, apesar de ser considerado um evento regressivo, pois dessa forma, assegura a
renovacdo de uma nova geragdo do foliculo piloso (Marshall et al., 1991).

Telogena: Na fase telégena ou de repouso, uma nova matriz se forma gradualmente, a
partir das células germinativas da camada basal da raiz do pelo (Bernard, 2002). O
pelo se separa da papila dérmica, sendo facilmente destacado. A porg¢do inferior
apresenta-se queratinizada e o comprimento do foliculo é reduzido. A gueda de um

pelo telégeno normal delimita o fim de um ciclo e o inicio de outro (Ohyama, 2007).

1.3. Métodos para estimar exigéncias de proteina e aminoacidos

Existem alguns métodos para estimar exigéncias nutricionais para animais e
humanos, como: balanco de nitrogénio (Rand e Young, 1999), is6topos marcados
(Millward and Jackson, 2012) e abate comparativo (Heger et al., 2008).

O balanco de nitrogénio é basicamente a diferenca entre o que foi ingerido
(nitrogénio da dieta) e excretado (nitrogénio das fezes e urina). Porém, existem outras
rotas de eliminacdo de nitrogénio, que geralmente ndo séo contabilizadas, como: suor,
descamacéo gastrointestinal, unhas, cabelo, chamadas de perdas endogenas. O método
é bastante utilizado na determinagdo de exigéncias de proteina e aminoacidos, devido
a facil execucdo experimental. Existem algumas criticas ao balango de nitrogénio,
como susceptibilidade de erro na quantificacdo de perdas do alimento ndo consumido,
superestimando a ingestdo. Outra questdo que ocasiona na superestimacao da ingestao

de nitrogénio é a dificuldade de quantificar e analisar as diversas perdas de nitrogénio,
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como por exemplo: via suor, descamacdo, perda de unhas e cabelos (FAO/WHO,
2007).

Os estudos com isétopos marcados podem ser por oxidacdo de aminoacido
indicador ou oxidacdo direta do aminoacido. Ambas sdo técnicas baseada no conceito,
de que quando um aminoédcido essencial esta deficiente para sintese proteica, todos o0s
outros aminoécidos, inclusive o aminoacido indicador (geralmente usa-se a L-[1-*C]
fenilalanina), serdo oxidados. Ao aumento da ingestdo do aminoacido limitante, a
oxidacdo do aminoacido indicador ird diminuir a incorporacdo na proteina. Uma vez
que a exigéncia é atendida para o aminodcido limitante, ndo haverd mudanca na
oxidacdo do aminodacido indicador e a exigéncia sera definida quando se alcanca o
platd (Elango et al., 2008). O aminoacido marcado € injetado por via intravenosa,
alcancando um enriquecimento isotépico do aminoécido no plasma para um valor de
platd. Além disso, sdo feitas medidas da taxa de expira¢do do carbono marcado na
respiracdo, que permite calcular a taxa de oxidacdo. Tém como vantagem serem
estudos de curta duracdo, j& que a coleta dos dados de oxidacdo do aminoacido é
geralmente entre 4 e 24 horas e serem consideradas uma técnica pouco invasiva.
Como desvantagem, a oxidacdo de aminoacido indicador para alguns aminoécidos ndo
podem ser diretamente mensurados pelo enriquecimento do precursor, devendo optar
pelo método de oxidacao de aminoacido indicador (FAO/WHO, 2007).

O abate comparativo € um método direto para estimar a composi¢do corporal e
verificar os acréscimos de deposicdo de tecidos e nutrientes, sendo analisada a carcaca
inteira para cada nutriente ou energia. Este método é mais utilizado para animais de
producdo, como gado de corte (Fontes et al., 2005).

Para avaliar exigéncias aminoacidicas corretamente, deve se atentar para o
delineamento utilizado, a analise estatistica e a interpretacdo dos resultados. (Shoveller
e Atkinson, 2008). A grande maioria dos experimentos com exigéncias utilizam como
variaveis: 0 crescimento, conversdo alimentar, ureia plasmatica, aminoacidos
plasméticos ou balanco de nitrogénio, sendo que a alimentacdo deve fornecer niveis
crescentes do aminoacido (Baker, 1986). Um minimo de trés, mas preferencialmente
seis ou mais, niveis dietéticos de aminoacidos sdo exigidos, e tais dados podem ser
ajustados para a resposta, para avaliar a exigéncia. As diferencas estatisticas ou a falta
entre qualquer nivel proximo é sem sentido (Baker, 1986).

Em relacdo ao periodo de adaptacéo, existem controvérsias, sendo um periodo

curto de adaptacdo as novas dietas com o aminoacido a ser testado. Ele pode ser



17

inadequado, sendo que os dados sdo sempre coletados de animais alimentados. A
adaptacdo as dietas pode ter um problema devido ao balanco de nitrogénio e exigir
longos periodos de adaptacdo de 7 a 10 dias para estabilizar a excrecdo de nitrogénio
urinario, assim como a rota metabdlica do aminoécido pode exigir um longo periodo
para que uma resposta seja obtida de acordo com a troca da dieta. Entretanto,
alteracOes de ingestdo de aminoacido mudam a expressdo de RNA-T-aminoacil em
menos de 4 horas (Shoveller e Atkinson, 2008).

1.3.1. Método de Géttingen

O meétodo foi inicialmente desenvolvido por Gebhardt entre 1970 e 1990 na
Universidade de Leipzig, porém foram os pesquisadores da Universidade de
Gottingen, na Alemanha que endossaram a metodologia com a modelagem de
exigéncias aminoacidicas, unindo assim fisiologia com a matematica (Sakomura e
Gous, 2014).

O método de Gottingen ja foi utilizado para estimar exigéncias de aminoécidos
para diversas espécies de animais de producdo como aves de postura e corte; suinos,
peixes (Liebert e Benkendorff, 2007b; Pastor et al., 2013; Wecke e Liebert, 2009),
porém, ainda ndo havia sido aplicado para animais de companhia, assim como a
técnica de formulacdo de racdo, a técnica da diluicéo.

A escolha de um melhor método que consiga conciliar a parte matematica com
os fendmenos bioldgicos,tem sido alvo de muitos estudos na area de exigéncias
nutricionais.

Existem diversos métodos que sdo capazes de estimar exigéncias nutricionais,
como abate comparativo, balanco de nitrogénio, oxidacdo de aminoacidos. No entanto,
a maior dificuldade na comparacao dos resultados entre estudos nutricionais de cées e
gatos é o pequeno volume de publicagdes, a grande variacdo nas metodologias
empregadas e falta de padronizacao do genotipo.

O método de Gottingen utiliza fungdo exponencial, que descreve a retencdo de
nitrogénio no organismo (nitrogénio depositado somado ao nitrogénio de mantenca),
dependente da quantidade e qualidade do nitrogénio ingerido. As variaveis de
nitrogénio ingerido, excretado e depositado sdo obtidas pelo ensaio de balanco de
nitrogénio. Enquanto os valores de NMR (exigéncia de nitrogénio de mantenca), b e
NRmaxT (retencdo méxima tedrica de nitrogénio diario) provem da andlise de
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regressdo. A exigéncia do aminoécido deve ser modelada segundo a deposicdo de
proteina desejada, utilizando-se porcentagens do NRmaxT. Em animais de produgdo, é
comum utilizar uma deposicdo de proteina almejada e fornecer uma racdo de acordo
com esse objetivo. E, no caso de aminoacido, seria uma quantidade x para atingir a
deposicdo. Além disso, para aves de corte, existem diferentes linhagens com
determinada deposi¢cdo de proteina para cada uma, o que ajuda na escolha de uma
porcentagem do NRnyT. No caso de animais de companhia, o objetivo ndo seria a
deposicdo de proteina para um rendimento de melhor carcaca, mas sim, em relacao a
composigdo corporal e maior porcentagem de massa magra, em detrimento da gordura
corporal. A maior porcentagem de gordura no corpo para cées e gatos acarreta em
problemas como obesidade, diabetes, problemas de articulacdo entre outros
(Laflamme e Hannah, 2005).
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I1- OBJETIVOS GERAIS

Estimar as necessidades proteicas e de aminoacidos sulfurados totais para gatos
em crescimento, dos 150-240 dias de idade.

Obijetivos especificos

Estimar as necessidades de nitrogénio de mantenca e de aminoacidos
sulfurados totais para gatos em crescimento, pelo método de Gottingen.

Relacionar as ingestdes de proteina bruta, aminoacidos sulfurados totais e
energia metabolizadvel com parametros de salde (indicadores de crescimento,
qualidade de pelagem, pardmetros sanguineos) relacionados ao metabolismo de

proteina e metionina+cistina, para gatos dos 150-240 dias de idade.
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I11- Estimativa das necessidades de nitrogénio e aminodacidos sulfurados para
gatos em crescimento pelo método de Gottingen

(Journal of Animal Science)

J. Sato*, M. E. Z. Merenda*, A. T. Uemoto*, M. P. Santos*, E. P. Silvat, A. C.
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* Universidade Estadual de Maringa-UEM, Maringa, Parana, Brasil; T Universidade
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RESUMO: O objetivo do estudo foi estimar a necessidade de nitrogénio para
mantenca e metionina+cistina (M+C) para gatos em crescimento, dos 150 aos 240 dias
de idade. Os animais foram avaliados em trés ensaios de balanco de nitrogénio, aos
150, 195 e 240 dias de idade, utilizando o método de regressdo exponencial de
Gottingen. Foram utilizados trinta e seis gatos com idade inicial de 150 dias,
distribuidos em blocos casualizados em seis tratamentos e seis repeticbes cada. Os
tratamentos consistiam de niveis M+C variando de 0,65 a 1,60%. A relacdo dos
aminoacidos com a lisina foi mantida constante em todos os tratamentos, de acordo
com o preconizado pelo NRC (2006), exceto os aminoacidos teste, 0s quais estavam
relativamente deficientes. Para manter a relacdo dos aminoacidos idéntica entre os
tratamentos, empregou-se a técnica da diluicdo para formulacdo das dietas. Os gatos
foram alojados em gaiolas de metabolismo durante cinco dias de adaptacéo e seis dias
de coleta total de fezes e urina separadamente. Foi aplicado modelo exponencial para
determinar o maximo tedrico de retencdo de nitrogénio diario (NRmaxT) € 0 nitrogénio
para mantenca (NMR). Considerou-se 55% do NRny.« T para o calculo da deposicdo de
proteina, eficiéncia de utilizacdo da M+C e, consequentemente, para a exigéncia de
M+C. Foram estimados 591; 517 e 457 mg/kg®®’/dia para nitrogénio de mantenca e a
exigéncia de M+C foi de 581, 510, 318 mg/kg®®/dia da dieta respectivamente aos
150, 195 e 240 dias de idade. Os valores encontrados para exigéncia de M+C, para as
duas primeiras idades sdo mais altos do que os recomendados pelo NRC para gatos em

crescimento.

Palavras-chave: deposigdo proteica, felinos, Goéttingen, metionina, proteina, técnica

da diluig&o.
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ABSTRACT: The aim of the study was to estimate the requirements of nitrogen and
methionine plus cystine (M+C) for kittens aged 150- 240 days old. The animals were
evaluated in three nitrogen balance trials at 150, 195 and 240 days old, using the
exponential regression of Gottingen method. Thirty six cats were used with initial age
of 150 days and distributed in a randomized block design in six treatments and six
replications. The treatments consisted of M+C levels ranging from 0.65 to 1.60%. The
ratio of amino acids to lysine was maintained constant in all treatments, as
recommended by NRC (2006), except the test amino acids, which were relatively
deficient. To maintain the identical amino acid ratio between the treatments, the
dilution technique was applied to formulate the diets. Cats were housed in metabolism
cages for five days of adaptation and six days of total collection of feces and urine
separately. An exponential model was applied to determine the theoretical maximum
of daily nitrogen retention (NRnyaxT) and nitrogen for maintenance (NMR). It was
considered 55% of NRnyaxT for protein deposition calculated, efficiency of utilization
M+C and consequently of the M+C requirement. It was estimated 591; 517 and 457
mg /BWkg°'67/day for maintenance nitrogen and the M+C requirement was 581, 510,
318 mg /BW,,"%"/day of the diet respectively at 150, 195 and 240 days old. The values
found for M+C requirement for the first two ages are higher than those recommended
by the NRC for Kittens.

Key words: protein deposition, felines, Goéttingen, methionine, protein, dilution

technique.
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INTRODUCAO

Estudos na area de exigéncias para animais de companhia sdo necessarios,
visto que existem muitas lacunas sobre tal assunto. No entanto, a dificuldade neste
campo de pesquisa estd relacionada as técnicas adotadas, as quais geralmente sao
invasivas e dificultam a sua aplicagdo em espeécies, nas quais se objetiva apenas a
salde e qualidade de vida, como cées e gatos, semelhante ao que ocorre com seres
humanos.

A determinacdo das necessidades fisiologicas de nitrogénio para mantenca em
cada fase da vida € importante, pois define a concentracdo minima necessaria para
repor as perdas do organismo. Porém, ha certa dificuldade na escolha da técnica,
devido as limitacdes metodoldgicas. Os métodos com modelagem matematica sdo uma
alternativa para estimar exigéncias. Através da regressdo, extrapola-se a ingestdo de
nitrogénio para zero, e estima-se as necessidades de mantenca (Liebert et al., 2000),
ndo restringindo nutrientes aos animais a niveis criticos.

O método de Gottingen utiliza a regressdo exponencial com a modelagem de
exigéncias aminoacidicas. Por este método, a partir do uso de dados de ensaio de
balanco de nitrogénio, calcula-se a necessidade de nitrogénio para mantenca, a
deposicdo de proteina e a necessidade do aminoacido teste. Este método ja foi
utilizado para estimar exigéncias de aminoacidos para varios animais de producao
(Bonato et al., 2015; Samadi e Liebert, 2006; Thong e Liebert, 2004), porém ainda ndo
foi aplicado para animais de companhia.

Para cées e gatos, ainda existe uma lacuna na literatura cientifica sobre as
necessidades de aminoacidos e suas relacfes na dieta. A metionina é o primeiro
aminoacido limitante para gatos (NRC, 2006), e geralmente é restrita nos ingredientes
convencionais, sendo necessaria sua suplementacdo na dieta.

Tendo isto em vista, neste estudo utilizou-se 0 método de Gottingen para
estimar as necessidades de nitrogénio e aminoacidos sulfurados totais, para gatos em

crescimento, dos 150-240 dias de idade.

MATERIAIS E METODOS

Animais e instalagoes
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O experimento foi conduzido no Laboratério de estudos nutricionais em felinos
domésticos, localizado na Fazenda Experimental de Iguatemi, pertencente a
Universidade Estadual de Maringd (FEI/UEM). Todos o0s procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Instituicdo, sob o nimero de protocolo 2339130214/2014.

Trinta e seis gatos em crescimento, com idade de 150 dias foram empregados no
estudo. Todos os animais foram vacinados, vermifugados e livres de ectoparasitos.
Anteriormente ao inicio do estudo, os animais receberam dieta comercial, para gatos
em crescimento com 82 g/1000kcal de PB. Os animais que ndo estavam nas gaiolas
metabolicas, para a coleta de fezes e urina, eram alojados coletivamente em uma area
de 49m? (24m? de area coberta e 25m? de 4rea de solario), com 4gua disponivel ad
libitum. No periodo de 8:00 as 10:00 e 14:00 as 16:00, ficavam em gaiolas para
alimentacdo individualizada. Os animais em fase de coleta de fezes e urina eram
mantidos em gaiolas metabdlicas individuais de ago inoxidavel, com fundo de vidro
(1,0m x 0,5m x 0,5m), durante 5 dias de adaptacéo e 6 dias de coleta, com alimentacédo
e agua disponiveis durante todo este periodo. A quantidade de alimento foi calculada
individualmente, visando atender as exigéncias energéticas para gatos em crescimento,
segundo o National Research Council — Nutrient Requirements of Dogs and Cats
(NRC, 2006). O estudo foi realizado por um periodo de 90 dias, dos 150-240 dias de
idade.

Delineamento experimental

Os gatos foram distribuidos entre seis tratamentos, quando atingiam os 150
dias de idade e foram separados conforme ninhada e peso entre os tratamentos. Desta
forma, o estudo seguiu um delineamento em blocos casualizados. Os tratamentos eram
compostos por seis dietas isoenergéticas, formuladas segundo o método da diluicéo,
descrito a seguir. Cinco das dietas (N1, N2, N3, N4 e N5) eram relativamente
deficientes em metionina+cistina (M+C), com o objetivo de se determinar as
exigéncias destes aminoadcidos. Uma sexta dieta, chamada de contra-prova foi
formulada, para confirmar as respostas experimentais, em funcdo da deficiéncia
relativa de M+C. Cada dieta foi fornecida para seis gatos durante o experimento,

totalizando 36 animais (N=36).
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Dietas e distribui¢éo dos tratamentos

Para a formulacdo das dietas, foi adotada a técnica da diluicdo (Fisher e Morris,
1970). Esta técnica consiste na diluicdo sequencial de uma dieta com alto teor de
proteina (N5), mas com deficiéncia relativa do aminoacido teste, por uma dieta isenta
de nitrogénio. As dietas foram isoenergéticas e as concentracBes de minerais e
vitaminas mantidas semelhantes. A relacdo dos aminoacidos com a lisina foi
considerada de acordo com o0s niveis estabelecidos pelo NRC (2006), tomando-se
como referéncia o nivel de lisina, exceto para M+C, as quais estavam relativamente
deficientes em relacdo a lisina. Para o preparo das demais dietas do experimento, a
dieta (N5) foi sequencialmente diluida com a dieta isenta de nitrogénio,
respectivamente nas seguintes propor¢oes: 0,60:0,40; 0,55:0,45; 0,30:0,70; 0,15:0,85 e
0,0:1,00. A relacdo dos aminoacidos com a lisina (aa:lis) foi mantido em: Arginina
(1,08), Fenilalanina+tirosina (1,46), Fenilalanina (0,83), Histidina (0,38), Isoleucina
(0,68), Leucina (1,72), Metionina+cistina (0,61), Metionina (0,46), Taurina (0,74),
Triptofano (0,18) e Valina (0,81). Na Tabela 1 estd apresentada a formulacdo das
dietas experimentais, na sequéncia a Tabela 2 com amino&cidos totais analisados dos
principais ingredientes das dietas que foram utilizados na formulacéo e na Tabela 3 o
aminograma da dieta N5 com o previsto e analisado, assim como a relacdo

aminoéacido: lisina (aa:lis).
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Diluicéo
Isenta de proteina 1,00 0,60 0,45 0,30 0,15 0,00 0,60
Alta proteina (N5) 0,00 0,40 0,55 0,70 0,85 1,00 0,40
Ingredientes Isenta® N1 N2 N3 N4 N5 contra
prova
Amido de milho 66,39 39,83 29,88 19,92 9,96 - 39,83
Quirera de arroz - 6,57 9,03 11,49 1396 16,42 6,54
Farinha de visceras de aves - 1400 19,25 2450 29,75 3500 13,93
Gordura de aves 17,03 12,18 10,36 854 6,72 490 12,17
Farelo glaten de milho 60% - 8,33 11,46 1458 17,71 20,83 8,29
Concentrado proteico soja - 6,22 855 10,89 13,22 1555 6,19
Palatabilizante 200 200 200 200 200 200 200
Fosfato bicélcico 6,65 407 310 213 1,16 0,19 4,07
Fibra de cana 444 340 301 262 223 1,84 3,40
Cloreto de potassio 0,88 0,53 0,39 0,26 0,13 - 0,53
Sal 151 121 110 099 088 0,77 1,21
Cloreto de colina 043 043 043 043 043 043 042
L-Lisina HCL - 024 033 042 051 060 0,24
DL-Metionina - 008 011 0214 017 020 0,28
Premix para gatos2 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
L-Arginina - 010 014 018 021 025 0,10
L-Treonina - 0,0 1014 018 021 025 0,10
Antifingico® 00 010 010 010 010 010 0,0
L-Triptofano - 0,04 006 007 009 0,10 0,04
Taurina 004 004 004 004 004 004 0,04
Antioxidante sintético* 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
Composicdo nutricional (Matéria seca)
Matéria seca, % 90,47 90,81 90,94 91,07 91,19 91,32 90,63
Proteina bruta, % 0,63 21,02 2897 3506 4293 49,71 21,91
Extrato etéreo, % 18,79 1574 146 13,46 12,31 11,17 1572
Fibra bruta, % 221 220 220 220 219 219 220
Matéria mineral, % 10,32 9,77 956 935 914 894 9775
EM, ki/g MS 16,82 16,81 16,80 16,79 16,78 16,78 16,77

IN1=6,5g9/kg M+C; N2= 8,8g/kg M+C; N3= 11,3g/kg M+C; N4= 13,6g/kg M+C; N5= 16,0g/kg M+C

2Adicdo por quilograma de produto: Ferro 100 mg, Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco 150 mg, lodo 2 mg,
Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 Ul, Vit. D 1200 UI, Vit. E 200 Ul, Tiamina 6 mg, Riboflavina 10 mg, Acido

pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piroxidina 6 mg, Acido félico 0,30 mg, Vit. B12 0,1 mg.

*Mold Zap Aquativa, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de amdnio, propanodiol, acido propionico,

acido acético, acido latico, acido ascorbico, acido formico, sorbato de potéssio, veiculo g.s.p.
“Banox, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de célcio

SEsta dieta foi apenas usada na técnica de formulagio, mas ndo foi fornecida aos animais como tratamento, por ser

deficiente em proteina.

®Esta dieta apresenta a mesma composicdo da dieta N1, porém, com as correcdes nos niveis de M+C, conseguidos

pela adicdo de aminoacidos industriais. Adicao de 0,20%DL-Metionina



Tabela 2. Aminoéacidos totais analisados (%) dos principais ingredientes das dietas
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L . Farinha Visceras i Concentrado
Aminoéacidos totais fran Quirera arroz teico de Soi
go proteico de soja

Lisina 3,631 0,289 3,384
Treonina 2,267 0,279 2,308
Metionina 1,124 0,206 0,747
Cistina 0,499 0,139 0,621
M+C 1,624 0,345 1,368
Alanina 3,962 0,418 2,437
Arginina 3,950 0,575 3,820
Acido aspartico 4,686 0,670 6,209
Acido glutamico 7,246 1,251 9,733
Glicina 6,517 0,312 2,371
Histidina 1,212 0,170 1,341
Isoleucina 2,109 0,304 2,513
Leucina 3,934 0,610 4,278
Fenilalanina 2,318 0,392 2,925
Serina 2,340 0,387 2,912
Tirosina 1,688 0,318 2,161
Valina 2,640 0,453 2,701
Prolina - - -

Triptofano 0,533 0,108 0,725

Tabela 3. Composicdo dos aminoacidos totais (aa) previstos e analisados na matéria

seca (MS) e a relacdo aminodcido:lisina (aa:lis) para a dieta N5

aa totais (%)

aa:lis

aa previsto analisado MS analisado previsto analisado MS desvio
Arginina 2,89 2,98 2,81 1,08 1,12 3,41
Fenilalanina+ tirosina 3,91 4,10 3,87 1,46 1,54 5,26
Fenilalanina 2,22 2,31 2,18 0,83 0,87 4,43
Histidina 1,02 0,96 0,91 0,38 0,36 -5,12
Isoleucina 1,83 1,83 1,73 0,68 0,69 0,54
Leucina 4,61 4,70 4,44 1,72 1,76 2,43
Lisina 2,68 2,67 2,52 1,00 1,00 0,00
M+C 1,60 1,62 1,53 0,60 0,61 1,70
Metionina 1,23 1,07 1,01 0,46 0,40 -12,33
Treonina 1,98 2,03 1,92 0,74 0,76 3,13
Triptofano 0,49 0,48 0,45 0,18 0,18 -2,33
Valina 2,17 2,15 2,03 0,81 0,81 -0,51
MS 100,00 100,00 94,40
PB 49,00 48,05 45,36
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Para aproximar os resultados do experimento da realidade, as dietas foram
formuladas com ingredientes comumente usados em dietas comerciais para gatos,
como o gluten de milho, a farinha de visceras de frango, o concentrado proteico de
soja, 0 6leo de frango e a quirera de arroz. Por esta razdo a dieta N1 apresentou uma
quantidade minima de PB e ndo foi isenta de nitrogénio.

As dietas foram processadas na unidade de extrusdo da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP), Brasil. Apés
a mistura dos ingredientes das dietas isenta e N5, as mesmas foram moidas em moinho
de martelos (Sistema Tigre de Mistura e Moagem, Tigre, S&o Paulo) equipado com
peneiras com furos de 0,8 mm. Apds a moagem das duas dietas, procedeu-se a
diluicdo das mesmas na proporcao descrita anteriormente para compor as 6 dietas
experimentais (N1-N5) e o tratamento contra prova, e entdo procedeu-se a mistura. Em
seguida, cada dieta foi extrusada em extrusora de rosca simples (MEX 250, Manzoni,
Campinas, Brasil), com capacidade de processamento de 250 kg/hora. Apos extruséo,
as dietas foram secas em secador horizontal de dupla esteira pelo periodo de 20
minutos a 105°C e, posteriormente, recobertos com 6leo de frango e palatabilizante,
apos resfriamento. A adicdo de agua e vapor, a velocidade da rosca e a alimentacao da
extrusora foram ajustadas de acordo com a formulacdo da dieta, visando manter a

densidade dos extrusados semelhantes entre os tratamentos.

Ensaios de balanco de nitrogénio e energia metabolizavel

Os ensaios de balanco de nitrogénio foram determinados em trés momentos no
estudo: aos 150, 195 e 240 dias de idade. A energia metabolizavel das dietas foi
determinada a partir do material coletado no Gltimo ensaio, aos 240 dias de idade.

Para acompanhar o crescimento dos animais e corrigir a quantidade de
alimento ofertada, os gatos eram pesados a cada 15 dias em balanca digital,
individualmente, sempre no mesmo horario (8:00-9:00h), para correcdo das
quantidades de racdo fornecida. A quantidade de alimento fornecida foi corrigida
quinzenalmente, a partir da determinacdo das necessidades energéticas, para gatos em
crescimento e estimativa da energia metabolizavel das dietas, ambas equacOes
preconizadas pelo NRC (2006).

O ensaio de digestibilidade seguiu o protocolo de coleta total de fezes e urina,

de acordo com (AAFCO, 2011), sendo o periodo de adaptacdo a dieta de 5 dias,
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seguido de 6 dias de coleta total de fezes e urina. O alimento foi oferecido as 8:00 h e
ficou disponivel até o dia seguinte, quando as sobras foram recolhidas
guantitativamente e pesadas, registrando-se o consumo. A agua foi oferecida a
vontade. As fezes foram coletadas integralmente duas vezes ao dia, as 08:00h e
16:00h, pesadas e acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente
identificados, fechados e armazenados em freezer (-15°C) para posterior anélise. A
urina foi coletada duas vezes ao dia, em recipientes plasticos colocados sob o funil
coletor da gaiola, contendo 1 ml de acido cloridrico 1N, para evitar perdas de
nitrogénio e proliferacdo de bactérias. Logo apos a coleta, foi mensurado o volume
urinério produzido, sendo estas, entdo, armazenadas em garrafas plasticas identificadas
e mantidas em freezer (-15°C) até realizacéo das andlises laboratoriais.

Ao final do periodo de cada coleta, as fezes e a urina de cada animal foram
descongeladas e homogeneizadas, confeccionando uma amostra por animal. As fezes
foram secas em estufa de ventilagdo forgada, a 55°C por 72h (320-SE, FANEM, Sé&o
Paulo, Brasil). A urina foi colocada (cerca de 10 ml) em cadinhos de celulose e
mantidas em estufa de ventilacdo forcada (320-SE, FANEM, S&o Paulo, Brasil) a
55°C, durante 72 horas, para reducdo do volume e posterior determinacdo da energia
bruta (EB). Fezes pré-secas e ragdes foram entdo moidas em moinho de bola (MOD
340, ART LAB, Séo Paulo) para as analises laboratoriais. Foram analisadas a matéria
seca e nitrogénio, de acordo com (AOAC, 1995). A Energia Bruta foi determinada em
bomba calorimétrica (6200, PARR Instruments, EUA) nas fezes, urina e ragdes. Todas
as analises laboratoriais foram conduzidas em duplicata, sendo repetida quando

variaram mais de 5%.

Calculos para a estimativa das necessidades de nitrogénio de mantenca e

necessidades de M+C

Para a estimativa das necessidades de nitrogénio para mantenca, considera-se
gue o animal em estado de jejum continua excretando (perda enddgena) nitrogénio.
Assim, procedeu-se uma regressdo exponencial entre a ingestdo de nitrogénio (NI,

mg/PV,,"/dia) e o total excretado de nitrogénio (NEX, mg/PV,"®’

). No eixo Y tem-
se 0 NEX e no eixo X o NI, o intercepto no eixo Y para NI=0 é a quantidade de
nitrogénio que deve ser ingerida, para compensar as perdas enddgenas. O NI e NEX

foram obtidos pelo ensaio de balango de nitrogénio descrito anteriormente, a partir da
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ingestdo crescente de nitrogénio proporcionada pelas dietas N1 a N5. Este método
utiliza variaveis comuns do método dose-resposta e permite o fracionamento das
exigéncias em mantenca e crescimento/deposicdo, por meio de um fatorial. Desta
forma, a partir da estimativa do nitrogénio depositado, foi possivel estimar as
necessidades proteicas para crescimento.

Para determinar a exigéncia de M+C, é realizado uma segunda regresséo entre
as variaveis NI e nitrogénio depositado (ND), sendo ND o proprio balanco de
nitrogénio (BN)

BN = NI - NEX (1)

Onde:

NEX = Nitrogénio das fezes e urina.

As funcbes matematicas que descrevem o perfil da retencdo e deposicdo de
nitrogénio foram representadas por equacées, segundo Liebert et al., (2000).

NR = NRmnaT (1 —e2*V (2)
ND = NRpaT (1 — e®*NY -~ NMR (3)

Onde:

NR = Nitrogénio retido;

NRmaxT = retencdo maxima tedrica dependente do gendtipo do animal;

e = namero base do logaritmo natural (In);

b = inclinacdo da curva de retencdo do nitrogénio que indica a qualidade
proteica do alimento e independe da ingestéo de nitrogénio;

NMR= exigéncia de nitrogénio para mantenca

O maximo potencial tedrico de retencdo de proteina (NRmaxT) € calculado a
partir de ND = NRpyaT (1-€® * M) - NMR. Este valor teérico indica que o valor
estimado (NDmaxT € NRmaxT) ndo é real, mas € uma estimativa do potencial genético,
0 qual ndo € atingido com fatores dietéticos. Samadi e Liebert (2006) preconizam que
este valor tedrico, ndo pode ser totalmente considerado para otimizar as respostas, mas
qgue é possivel considerar percentagens geralmente entre 50-80% desses valores
teoricos.

A partir dos pardmetros NRmiT, NMR e b obtidos pelas regressdes
exponenciais e c¢ determinado pela concentracdo de M+C, é possivel calcular a

ingestdo do aminoacido limitante pela férmula (LAAI), conforme descrito pela Eq.

(4):
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LAAI= [INNRaxT- In (NRmaxT- NR)]/ 16bc™ (4)

b: In NRmaxT' In (NRmaxT‘ NR)/ NI (4)

Onde LAAI = ingestéo diaria do amino&cido limitante

bc™'= inclinacdo entre a concentracdo de M+C (c) e qualidade da proteina
alimentar (b).

A exigéncia do aminoacido foi modelada para deposicdo de proteina e
eficiéncia de utilizacdo do aminoacido. Neste estudo, foi adotado o valor de 55 % do
potencial maximo tedrico de deposicéo diaria de nitrogénio (NDpyaxT).

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do procedimento PROC NLIN para ajuste
de modelos ndo lineares. O método para ajustar o conjunto de dados, foi o algoritmo
de Levenberg-Marquardt, que tinha o objetivo de obter a soma dos quadrados das
distancias entre 0 modelo e cada um dos pontos, de tal modo que essa distancia fosse a
menor possivel, através do programa estatistico SAS, versao 9.1.

RESULTADOS

As médias do balanco de nitrogénio, para cada idade avaliada encontram-se na
Tabela 4. O peso médio dos animais aumentou significativamente durante o

experimento, sendo verificado efeito de tratamento (p<0,001).
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Tabela 4. Dados sumarizados utilizados para determinagdo dos parametros do modelo
dos gatos aos 150, 195 e 240 dias de idade

M+C, g/kg
N1* N2 N3 N4 N5 Contra

Variaveis 6,5 8,8 11,3 13,6 16 prova

150 dias
Peso médio, kg 222 222 232 212 218 2,34
Ingestao de MS, g/d 70 83 79 71 80 73
NI, mg/PVi,®"/d* 1455 2263 2564 2991 3789 1470
NEX, mg/PVyg "% Id? 742 1250 1528 1899 2369 835
ND, mg/PV,,>%'/d? 713 1013 1036 1091 1420 635
NR, mg/PVi,"*"/d 1324 1653 1703 1755 2118 1230
ngff;f‘fkg,%ﬁ d'V" 165 179 176 165 195 160

195 dias
Peso médio, kg 250 2,87 285 266 263 2,72
Ingestao de MS, g/d 73 101 89 89 95 82
NI, mg/PVi,®"/d* 1337 2383 2577 3283 4079 1506
NEX, mg/PV, %" /d? 769 1254 1384 1900 2371 785
ND, mg/PV,"*"/d? 568 1130 1193 1382 1708 721
NR, mg/PV,""Id 1127 1689 1752 1941 2267 1280
Lr(‘:gf/sgi‘/okf,%ﬁ d'V" 149 183 172 177 203 160

240 dias
Peso médio, kg 2,67 323 3,2 299 294 2,96
Ingestao de MS, g/d 69 97 86 92 91 83
NI, mg/PV,,>"Id* 1218 2052 2288 3099 3556 1404
NEX, mg/PV, ®"/d? 692 1173 1428 2150 2401 838
ND, mg/PV,"*"/d? 526 879 860 948 1154 565
NR, mg/PV,""Id 981 1334 1351 1403 1609 1021
Ingestdo de EM, 138 162 155 170 181 152

kcal/PV,,>®'Id

1NI: Nitrogénio ingerido; , NEX: Nitrogénio excretado; ; ND: Nitrogénio depositado

4N1= 6,5g/kg M+C; N2= 8,8g/kg M+C; N3= 11,3g/kg M+C; N4= 13,6g/kg M+C; N5= 16,0g/kg M+C.

O balango de nitrogénio (ND) apresentou em geral respostas crescentes,

influenciadas pelo fornecimento de proteina bruta nas dietas, as quais variaram de 210
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o/kg a 490g/kg na MS (Tabela 4).0 aumento do nitrogénio excretado (NEX,

0,67

mg/PVy,"®") acompanhou o aumento da ingest&o de nitrogénio (NI, mg/PVys"®") pelos

animais dentro de cada idade avaliada.

Tabela 5. Estimativa de nitrogénio para mantenca (NMR), méaximo tedrico de
deposicdo de nitrogénio diario (NDmaxT) méaximo tedrico de retencdo de nitrogénio

diario (NRmaxT) de acordo com a idade, conforme calculado pelos modelos

. NMR NDmax T NRmax T
Idade, dias mg/PquO,’fﬂ/dl mg/P\;:(z)((),G%/dZ mg/PVn;(Z)B'6%/d3
150 591 2366 2957
195 517 2215 2733
240 457 1272 1729

Nitrogénio de mantenca (NMR), “Méaximo teérico de deposicdo de nitrogénio diario, *Maximo teérico de
retencéo de nitrogénio diario

3500
150 dias: NEX=595¢0.00037INl  R2=0 96
3000 | 195 dias: NEX=559¢0000350N R2=0 08
240 dias: NEX=455¢0000474NI R2=( 99 .
2500
°
Sg 2000
>
o
> 1500
£
X 1000
% ® 150 dias
m 195 dias
500 ° A 240 dias
0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

NI, mg/PV,¢7/d
Figura 1. Estimativa das exigéncias de nitrogénio para mantenca (NMR) ajustado a

partir uma funcéo exponencial entre ingestdo nitrogénio (NI) e excre¢do de nitrogénio
(NEX) para gatos em crescimento em diferentes idades 150, 195 e 240 dias.

Os parametros NI, NEX e ND sdo necessarios para estimar as necessidades

067) "a qual corresponde as perdas enddgenas de

diarias para mantenca (NMR, mg/PVq
nitrogénio quando se extrapola a ingestdo para zero (Fig. 1). A medida que os gatos

cresceram, a NMR, mg/PV,*®'/d foi reduzida (Tabela 5).



38

O maximo teérico de retencéo de nitrogénio diario (NRmaT, mg/PVi, °/d) e
de deposigdo de nitrogénio diario (NDpaxT, mg/PVi, /d) foram estimados para as
trés idades, respectivamente (Tabela 5 e Fig. 2).

O NDpaxT, Mg/PVig"®/d € NRpexT, mg/PVi,>®'/d elevaram-se no segundo

balango de nitrogénio e voltaram a reduzir na idade de 240 dias (Fig. 2).

3500 150 dias: ND=2856(1-¢0.0003%4INl).595  R270,93

195 dias: ND=3266(1-¢"0:000282N1).559 R2=0,97
3000 240 dias: ND=1763(1-¢"0:000693NI)_455 R%70,97
2500
o
5 2000
2 1500
>
€ 1000
@) ® 150 dias
z 500 m 195 dias
A 240 dias
0
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

NI, mg/PV,2¢'/d
Figura 2. Estimativa do méximo potencial tedrico de deposi¢cdo de nitrogénio ajustado

a partir uma funcdo exponencial entre ingestdo de nitrogénio e nitrogénio depositado,

para gatos em crescimento em diferentes de idades, 150, 195 e 240 dias

A funcdo exponencial entre NI e ND fornece os valores de NDpaxT €
consequentemente de NRyax T, considerando que ND=NR-NMR.

Para o calculo da necessidade M+C, é necessario determinar o valor de b (valor
bioldgico da proteina) e a eficiéncia de utilizacdo do aminoacido limitante (bc™). Os
calculos para necessidade do aminoacido limitante basearam-se em 55% do NRpyT,
sendo o valor que mais se aproximou do valor real calculado para deposicdo de
proteina nos gatos deste estudo. Para constatar que ndo houve diferenca entre o0 NR
dos tratamentos N2, N3 e N4, foi realizado teste de Tukey entre os todos 0s

tratamentos.
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Tabela 6. Calculo das necessidades de metionina+cistina (M+C), dependendo da
deposicdo de proteina (DP) e eficiéncia de utilizacdo de M+C, b (10°) valor para

qualidade da proteina para gatos em crescimento aos 150, 195 e 240 dias de idade

Idade (dias)
150 195 240
DP (g/dia) 8,13 7,61 4,37
(bc™)* 130 93 228
b (10°) 394 282 693
M+C (mg/PVy,®"Id) 580,91 510,21 318,37
M+C (g/d) 810,05 779,96 527,66

*eficiéncia de utilizacdo de M+C

Para se chegar a este percentual, calculou-se a média do NR entre 0s
tratamentos N2 (PB=289,7g/kg; M+C=8,8g/kg), N3 (PB=350,3g/kg; M+C=11,3g/kg)
e N4 (PB=429,3g/kg; M+C=13,69/kg), os quais ndo diferiram em funcdo da elevagdo
do nivel de PB e M+C em todos os periodos experimentais, refletindo uma limitagéo
dos animais em responder a partir deste ponto a inclusdo destes nutrientes. Desta
forma, chegou-se a LAAI de M+C em cada fase, respectivamente, de 581, 510 e 318
mg/PV,>*"/d.

DISCUSSAO

O método de Gottingen se mostrou uma alternativa vidvel para estudo de
exigéncia para animais de companhia, assim como os trabalhos com monogéstricos
como: aves de postura e corte, suinos e peixes (Liebert e Benkendorff, 2007; Pastor et
al., 2013; Wecke e Liebert, 2009). Este método é de facil execucdo, por utilizar um
ensaio de BN e ndo ser invasivo, e ser baseado na mensuragdo de nitrogénio da dieta,
fezes e urina. Apesar de ser um ensaio dose resposta, ¢ também considerado um
fatorial, pois estima-se a necessidade de mantenca por extrapolacdo matematica. Os
resultados encontrados no presente estudo apresentaram bom ajuste ao modelo
exponencial, proposto pelo préprio método. Apesar dos animais ndo terem uma

padronizacdo da raga, COmo ocorre cCom aves e suinos.
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A escolha de um melhor método, que consiga conciliar a parte matematica com
os fendmenos bioldgicos, tem sido alvo de muitos estudos, na area de exigéncias
nutricionais em animais, assim o proprio balango de nitrogénio é muito criticado.

Existem diversos métodos que sdo capazes de estimar exigéncias nutricionais,
como abate comparativo, balanco de nitrogénio e oxidacdo de aminodcidos. No
entanto, a maior dificuldade na comparacdo dos resultados entre estudos nutricionais
de cdes e gatos € o pequeno volume de publicacbes e a0 mesmo tempo a grande
variacdo nas metodologias empregadas.

O metodo de Gottingen utiliza modelo exponencial, que e capaz de verificar
pequenos acréscimos de aminoécidos na dieta nas respostas. Este método empregado
aplica o BN como base para os calculos. A técnica do balanco de nitrogénio apresenta
varias limitacdes (Rand e Young, 1999). As estimativas do balanco de nitrogénio sdo
altamente dependentes das perdas ndo mensuraveis, como a quantidade assumida para
a perda em secrecOes, pelos, suor (quando presente), podendo subestimar esses
valores. Existe uma dificuldade em avaliar a perda de gas nitrogénio, apds
desnitrificacdo pela microbiota do colon e perdas de nitrogénio através da pele (uréia)
e ar expirado (amoniaco), comprometendo a acuracia do balango de nitrogénio. Além
disso, o0 método geralmente usado para quantificar nitrogénio, o0 método de Kjeldahl,
ndo consegue detectar o teor de nitrato nos alimentos e na urina (Tomé e Bos, 2000).
Apesar das criticas a esta metodologia, frente a escassez de dados disponiveis na
literatura, mesmo que por outros métodos mais avangados.

Os dados de necessidades de amino&cidos e proteina existentes para animais de
companhia sdo de pesquisas, que geralmente foram conduzidas, utilizando-se dietas
purificadas ou semipurificadas. Esse tipo de dieta tende a subestimar as necessidades
nutricionais reais de gatos, pois utiliza ingredientes de mais alta digestdo e absorcao,
quando comparadas as dietas convencionais extrusadas, as quais sdo formuladas com
co-produtos e subprodutos de origem animal e vegetal menos digeriveis.

Os alimentos atualmente fornecidos para gatos sdo em sua maior parte,
processados por extrusdo. Na formulagéo de dietas para animais de companhia,
utilizam-se principalmente milho ou arroz como fontes de amido, farinha de visceras
de frango ou farinha de carne como fontes proteicas (origem animal), gluten de milho
e farelo de soja (origem vegetal) e gordura de aves e de peixe como fontes de lipideos.
Desta forma, no presente estudo utilizou-se ingredientes comuns em racgdes

comerciais, aproximando os dados da realidade dos produtos convencionais.
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As dietas neste estudo foram formuladas de acordo com a relacdo dos
aminoacidos totais preconizada pelo NRC (2006) para gatos em crescimento, uma vez
que nesta espécie ndo se trabalha com aminoéacidos digestiveis.

Apesar do NRC (2006) apresentar uma tabela completa de recomendac6es
nutricionais (“recommended allowances”) e exigéncias nutricionais minimas
(“minimal requirement”) para todos os aminoacidos essenciais, muitas pesquisas ainda
s80 necessarias para se atingir com maior exatidao as recomendacdes nutricionais, as
quais ainda sao relativamente empiricas, baseadas em estimativas a partir da exigéncia
minima (25% acima do minimo determinado experimentalmente), visando atender as
exigéncias minimas, mesmo com a utilizagdo de dietas com menor digestibilidade.

Neste experimento, o teor de PB das dietas variou de valores proximos a
200g/kg até 500g/kg na MS. O objetivo ao elaborar-se tais dietas, foi verificar se o
incremento nos niveis de PB e aminoacidos essenciais, além dos preconizados pelo
NRC possuem beneficios perceptiveis ao crescimento dos gatos e condi¢es de saude.
Por este motivo, ndo foi utilizada nenhuma dieta com niveis nutricionais abaixo da
exigéncia minima descrita pelo NRC (2006), para gatos em crescimento. Apos 45 dias
de alimentacdo, foi possivel verificar o efeito das dietas, no ganho de peso dos
animais. O ganho de peso dos animais de N1 foi reduzido em relagdo aos demais
tratamentos. No entanto, a andlise destes dados deve ser cautelosa, pois neste
tratamento, houve reducdo na ingestdo de alimentos pelos animais. Este fato pode estar
ligado a palatabilidade da dieta em relacdo as demais. A partir do segundo nivel de PB
(270 g/kg) e M+C (8,8 g/kg), o ganho de peso dos animais foi semelhante entre os
tratamentos (p>0,05). Este achado sugere que as recomendacdes nutricionais minimas,
para aminoacidos pelo NRC (2006) sdo suficientes para o crescimento de gatos,
mediante o uso de dietas extrusadas com ingredientes convencionais. Porém, ainda séo
incertos os niveis para otimizar as condi¢des de salde.

As necessidades de nitrogénio de mantenca (NMR), para as trés idades
avaliadas, por esta metodologia, representam as perdas enddgenas, ou seja, a
guantidade que deve ser ingerida de nitrogénio, para compensar as perdas enddgenas
(Bonato et al., 2015).

Existem algumas tecnicas utilizadas para estimar perdas endogenas, como por
exemplo: o fornecimento de uma dieta livre de proteina; animais em jejum; técnica da
caseina hidrolisada e também pela adi¢do de aminoacidos cristalinos a uma dieta livre

de caseina (Sakomura e Rostagno, 2007). Trabalho realizado por Hendriks et al.
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(1996), utilizando gatos e comparando a ingestdo de uma dieta livre de nitrogénio e
uma dieta contendo caseina hidrolisada, verificou-se que as estimativas das perdas
enddgenas de nitrogénio diferem por estes dois métodos, sendo maiores com 0 uso da
caseina hidrolisada.

Os primeiros estudos para determinar necessidade de nitrogénio para gatos em
crescimento (Dickinson e Scott, 1956; Miller e Allison, 1958), utilizaram a caseina
como o principal ingrediente e uma mistura de peixe e figado como fonte de proteina.
Foram encontrados valores entre 4,0 e 5,6 % de N (NRC, 2006). Estudos posteriores
envolveram o método dose-resposta, com niveis crescentes de proteina, utilizando o
crescimento como principal varidvel. Estudo realizado por Greaves e Scott (1960)
utilizando o balango de nitrogénio com quatro gatos adultos, determinaram que 21%
de PB ou 3,36% de N, seria suficiente para manter o balanco de nitrogénio igual a
zero. Estes autores utilizaram alimento imido a base de peixe e figado e os resultados
foram muito superiores ao encontrado no presente estudo. No presente estudo, os gatos
em crescimento apresentaram necessidade de PB para repor as perdas enddgenas de
8,26%, 7,81% e 6,84% respectivamente aos 150, 195 e 240 dias de idade,
considerando uma dieta de 16 kJ/g. Esta reducdo gradual pode estar relacionada ao
menor turnover proteico, que ocorre nos animais, a medida que se aproximam da
maturidade.

Considerando que o ND neste estudo foi estimado em 55% do NDmaT,
estimou-se necessidade de PB dos gatos aos 150, 195 e 240 dias, respectivamente, de
274g/kg; 287g/kg e 183g/kg. Os dados das fases 150 e 195 dias sdo proximos do
recomendado pelo NRC (2006) para gatos em crescimento, de 240g/kg. Por outro
lado, estes dados encontrados no periodo 240 dias de idade, foram muito abaixo dos
demais. Possiveis razbes para isto sdo a limitacdo da técnica do BN, a qual pode
proporcionar adaptacdo metabolica da utilizacdo do N, quando os animais sdo
submetidos aos extremos de ingestdo deste nutriente, mascarando os resultados reais
(Tessari, 2006; Tomé e Bos, 2000). Outra possivel razdo para isto, reside no fato de
gue gatos nesta fase ja apresentam necessidades nutricionais préximas de gatos
adultos, os quais apresentam exigéncia minima de PB de 160g/kg e recomendada de
200g/kg (NRC, 2006). O restante do N depositado nestes animais além do NMR,
provavelmente foi utilizado para o crescimento.

A excre¢do de nitrogénio fecal e urindria em gatos adultos foi determinada em
estudos de Hendriks et al., (1996); Hendriks et al., (1997) por trés metodologias: dieta
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livre de proteina, dieta com caseina hidrolisada enzimaticamente e regressdo. As
excrecdes de nitrogénio fecais foram de 4,1mg/g de ingestdo de MS e urinaria de
389mg/kg”®'/d, totalizando 398mg/PVy,*®'/d. Os resultados do presente estudo foram
567; 559 e 457 mg/PVy,"®'/d, de acordo com as respectivas idades 150, 195 e 240
dias. Possivelmente as diferencas entre os estudos se deve ao fato da utilizagcdo de
diferentes fases de vida.

Através da metodologia empregada, é possivel calcular a necessidade do
aminoéacido limitante M+C. O método relaciona porcentagens com o valor do NDpmaxT
(méximo tedrico de deposicao diéria de proteina). O valor de NDnmaxT néo € alcancado
por fatores dietéticos e expressam o potencial de determinada raca ou linhagem
(Samadi e Liebert, 2006). Para este estudo, foram utilizados animais sem raca
definida, por acreditar que a maioria dos gatos no Brasil pertencam a este tipo. Porém
o fator genético, devido a falta de padronizacdo da raca pode ter interferido em alguns
resultados, causando maior variagao.

Calcula-se porcentagens que variam de 50 a 80% do NDnaT, para animais de
producdo seguindo parametros de deposicdo de proteina reais ou baseados em dados
tabelados. Apesar de ndo existirem dados de deposicdo de proteina para animais de
companhia, optou-se por considerar 55% do NDmaT, por ser 0 mais proximo dos
valores reais determinados de deposi¢cdo proteica. Em animais jovens, ocorre maior
deposicdo proteica, sendo a deposicdo o resultado entre uma maior sintese em
contrapartida catabolismo de proteina, em animais adultos a sintese e catabolismo
ocorrem em iguais propor¢des de modo que o corpo ndo ganha e nem perde proteina
(Colina et al., 2002).

As respostas obtidas neste estudo sdo em funcdo do aminodacido limitante M+C
na dieta e ndo da proteina que também estava em niveis crescentes ou mesmo por
efeitos da técnica da dilui¢do (Fisher e Morris, 1970) na formulac&o das racoes (Silva
et al., 2013), isso pode ser verificado através da Tabela 2, em que as respostas do
tratamento contraprova situam-se entre os valores de N1 e N2. A diferenca entre 0 N1
e 0 contraprova € o acréscimo de M+C, logo espera-se que haja melhores respostas no
tratamento contraprova sabendo que pequenos acréscimos de aminoacido na dieta séo
suficientes.

O método de Gottingen também considera a eficiéncia de utilizagdo do
aminoécido limitante na dieta, através do fator bc™. Trabalho com aves avaliando

eficiéncia de utilizagdo de M+C encontrou valor de 211 (Silva et al., 2013). Existem
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muitas diferencas entre a eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos nas espécies, no
entanto a eficiéncia de uso da M+C nas diferentes espécies é relativamente elevada,
pois ela é muito oxidada nos tecidos (Heger e Frydrych, 1985), devido a elevada taxa
de oxidacdo do esqueleto de carbono deste aminoacido (Aguilar et al., 1972).

A eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos é dependente de muitos fatores,
iniciando pela absorgdo e metabolismo ser complexo e altamente integrado. O
metabolismo dos aminoacidos depende do pool de aminoacidos disponivel, para o
organismo, assim como a efetivacdo do papel de cada um, geralmente em nivel celular
(Moughan, 2008). Além disso, a eficiéncia de utilizacdo dos aminoécidos para
deposicdo proteica, estd relacionada a genética e se a ingestdo do aminoacido esta
limitando ou excedendo a exigéncia do animal (Colina et al., 2002). A utilizacdo desta
mesma metodologia, com frangas em crescimento, realizada por Bonato et al. (2015) e
utilizando M+C, como aminodcido limitante obteve eficiéncias de 170 a 350. Através
da técnica da diluicdo, para a formulacéo de racgdo, é possivel obter um balanceamento
dos aminoacidos, que minimiza 0 excesso de aminoacidos na racdo e aumenta a
eficiéncia do mesmo (Pastor et al., 2013).

O valor biolégico da proteina foi calculado para cdes, sendo definido por
Mitchell (1924) como a fragdo de nitrogénio retido do alimento no corpo do animal
(Allison e Anderson, 1945). Alimentos para animais de companhia possuem
consideravel quantidade de proteina em sua composicdo, porém a quantidade ndo € a
melhor forma para avaliar se determinado alimento € de qualidade, o que é
determinado pela digestibilidade e perfil adequado de aminoéacidos disponiveis.
Assim, uma proteina de qualidade reflete diretamente na deposicdo proteica dos
animais. O valor bioldgico b encontrado para cada idade avaliada foi de 394, 282 e
693. A comparacdo com a literatura para essa variavel se mostra dificil, uma vez que,
o valor bioldgico é apresentado para ingredientes como sendo o percentual em relagédo
a uma fonte proteica padrdo, como a albumina do ovo, conforme mostrado por
(Allison e Anderson, 1945). Apesar desta metodologia disponibilizar esta informacéo
referente ao valor biolégico de uma fonte proteica, 0 uso desta informagéo na pratica
ainda deve ser melhor avaliado, o0 que seria interessante para animais de companhia.

Formulagdes com base em aminoacidos totais utilizam margens de seguranca,
para contabilizar essas diferengas na utilizacdo de aminodacidos a partir de diferentes
ingredientes (Liebert et al., 2000). Para animais de companhia, isso ocorre, pela falta

de dados de aminoacidos digestiveis para os diferentes ingredientes empregados nas
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formulagcGes. Por este motivo, as dietas formuladas para este estudo apresentaram
ingredientes convencionais e ainda foram extrusadas, visando aproximar o melhor
possivel das condi¢bes hoje apresentadas pela industria. A necessidade de nitrogénio
para mantenca (NMR) e de M+C (LAAI) calculados neste estudo, foram baseados
respectivamente na equagéo exponencial entre NI e NEX (para NMR) e percentual de
NDmaxT, considerando a deposicdo proteica dos animais. Desta forma, sdo dados
estimados exclusivamente pelos resultados do BN. Estas estimativas ndo indicam
necessariamente 0s niveis 6timos de proteina e aminoacidos sulfurados, que o0s
animais devem receber para otimizar parametros de salde, os quais podem variar de
acordo com o indicador de salde pesquisado.

As estimativas de LAAI para M+C aos 150 (581 mg/PV,>%/d), 195 (510
mg/PV,,"?'/d) e aos 240 dias de idade (318 mg/PV,,"®'/d), a qual reduziu na Gltima
avaliacdo. Embora as razfes para isto ndo estejam muito claras, os dois primeiros
momentos (21 e 27 semanas de vida) de avaliagdo correspondem a fase de maior
crescimento dos gatos, enquanto aos 240 dias (34 semanas) 0 crescimento ja estd em
fase de estabilizacdo, segundo dados mostrados por (Lépez et al., 2000).

A comparacdo dos resultados de LAAI obtidos neste estudo nas idades de 150
(581 mg/PVi,®'/d) e 195 dias (510 mg/PVi, *'/d) mostra que os mesmos foram
superiores aos recomendados pelo NRC (2006) para gatos em crescimento, de 460
mg/Png°'67/d. No estudo de Strieker et al., (2007) por analise de break point a curva
de retencdo de nitrogénio estimou a necessidade de metionina em 3,1g/kg de uma dieta
com 300g PB/kg e 2,4g/kg de uma dieta com 500g PB/kg. Estas diferencgas
provavelmente estdo relacionadas ao aproveitamento das dietas, usadas para definir as
exigéncias dos animais, as quais neste experimento foram extrusadas com ingredientes
convencionais, que apresentam menor coeficiente de digestibilidade. Outro fator que
deve ser considerado é a fase de crescimento dos animais, sendo no NRC (2006) as
recomendacdes médias para animais em crescimento das 4 semanas de vida até a idade
adulta, sendo este um intervalo de 11 meses considerando a mesma recomendacao.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a ingestdo de nitrogénio
para mantenca e de M+C para gatos em crescimento s&o respectivamente, aos 150 dias
de 591 e 581 mg/PV, °"/d, aos 195 dias de 517 e 510 mg/PVy,"®'/d e aos 240 dias de
idade de 457 e 318 mg/Png°'67/d. O metodo de Géttingen associado com a formulagédo
das dietas pela técnica da diluicdo, apresentou-se adequado aos estudos sobre

necessidades de aminoacidos para gatos em crescimento. Contudo, a definicdo dos
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niveis 6timos de aminoacidos na dieta, para animais de companhia, depende da
resposta positiva concomitante de indicadores de salde. A associagdo destes
resultados com a melhora de indicadores, relacionados ao metabolismo da M+C no
organismo ird subsidiar melhor a definicdo de niveis de suplementacdo de

aminoacidos sulfurados em alimentos para gatos.
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IV- Distribuicdo calérica da dieta e niveis de ingestdo alimentar afetam o
crescimento e indicadores da qualidade de pelagem em gatos em crescimento

(Journal of Animal Science)

J. Sato**, M. E. Z. Merenda*, A. T. Uemoto*, M. P. Santos*, F. I. Bankuti*,
F.Sato*, A. N. Medina*, M. A. Brunettof, A. C. Carciofit, R. S. Vasconcellos*

* Universidade Estadual de Maringa-UEM, Maringd, Parand, Brasil; 1+ Universidade
Estadual Paulista-UNESP-FCAYV, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil; i Universidade de
S&o0 Paulo- FMVZ-USP, Pirassununga, Sdo Paulo, Brasil; *Autor correspondente:

joycesato1986@yahoo.com.br

RESUMO: O objetivo do estudo foi verificar as relacBes entre as ingestfes de
proteina, metionina+cistina (M+C) e energia metabolizdvel com parametros
relacionados a salde e crescimento. Foram formuladas seis dietas pela técnica da
diluigdo, as quais tiveram niveis crescentes de proteina bruta (210 a 500g/kg) e M+C
como aminodcido limitante nos seguintes niveis (6,5; 8,8; 11,3; 13,6 e 16,0 g/kg). As
dietas foram oferecidas dos 150 aos 240 dias de idade para os gatos (n=6 por dieta).
Os dados foram analisados por técnicas de estatistica multivariada, na qual dividiu os
animais em clusters de baixa, moderada e alta ingestdo. Apos, foi realizada analise
fatorial exploratoria, para definicdo de fatores que foram: indicadores de crescimento
(peso médio, ganho de peso, crescimento de pelos e creatinina), indicadores de salde
(massa magra, gordura corporal, glutationa reduzida (GSH), relacdo glutationa
reduzida e oxidada (GSSG) GSH:GSSG, indicadores de ingestdo de nitrogénio
(balango de nitrogénio, creatinina e ureia) e indicadores de resisténcia (contetdo de
amida dos pelos e resisténcia dos pelos). Os indicadores de crescimento foram
significativos (P<0,05) na comparacao entre os clusters de baixa e moderada ingestao,
sendo os menores resultados obtidos no cluster de baixa e os maiores no cluster de
moderada ingestdo. Os indicadores de ingestdo de nitrogénio tiveram efeito
significativo (P<0,05) na comparagdo entre os clusters de baixa, moderada e alta
ingestdo, sendo reflexo direto da ingestdo de PB crescente dos clusters. Dietas que
contenham teores de PB acima de 85 g/1000 kcal de EM, relacéo E:P abaixo de 12,4
kcal/g e teores de M+C acima de 2,8 g/1000 kcal parecem favorecer as condi¢cfes de

salde de gatos dos 150-240 dias de idade. A ingestdo energética abaixo de 153,22
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kcaI/Png°'67/d parece prejudicar o desempenho dos gatos nesta fase de crescimento.
Ingestdo de PB acima de 19,94 g/PV,"*"/d e relagio E:P abaixo de 8,8 kcal/g néo
contribuem com a resposta de crescimento, saude e qualidade da pelagem dos gatos

durante o crescimento, dos 150-240 dias.

Palavras chaves: aminodcidos sulfurados, felinos, relagdo energia e proteina

ABSTRACT: The objective of this study was to verify the relationships between
protein, methionine + cystine (M + C) intakes and metabolizable energy with
parameters related to health and growth. Six dilution diets were formulated, which had
increasing levels of crude protein (210 to 500g / kg) and M + C as a limiting amino
acid at the following levels (6.5, 8.8, 11.3, 13.6 And 16.0 g / kg). Diets were offered
from 150 to 240 days of age for cats (n = 6 per diet). Data were analyzed using
multivariate statistical techniques, in which the animals were divided into low,
moderate and high ingestion clusters. Afterwards, factorial exploratory analysis was
performed to define factors that were: growth indicators (mean weight, weight gain,
hair growth and creatinine), health indicators (lean mass, body fat, reduced glutathione
(GSH), relation reduced and oxidized glutathione (GSSG) GSH: GSSG, indicators of
nitrogen intake (nitrogen balance, creatinine and urea) and resistance indicators (hair
amide content and hair resistance). The growth indicators were significant (P <0.05) in
the comparison between low and moderate ingestion clusters, with the lowest results
being obtained in the low cluster and the highest in the cluster of moderate ingestion.
The nitrogen intake indicators had a significant effect (P <0.05) on the comparison
between the low, moderate and high ingestion clusters, being a direct reflection of the
increasing CP intake of the clusters. Diets containing CP levels above 85 g / 1000 kcal
MS, E: P ratio below 12.4 kcal / g and M + C contents above 2.8 g / 1000 kcal appear
to favor the health conditions of cats Of 150-240 days of age. Energy intake below
153.22 kcal / PV kg0.67 / d appears to impair the performance of cats at this stage of
growth. Intake of CP above 19.94 g / PV kg0.67 / E: P ratio below 8.8 kcal / g did not
contribute to the growth, health and quality of the coat of cats during growth, from
150-240 days.

Key words: sulphur amino acids, felines, relationship energy and protein
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INTRODUCAO

A alimentacdo de animais carnivoros em vida livre, como o0 gato, era baseada
em presas. Essas presas apresentam em sua composic¢ao, grande proporcao de proteina
e gordura e pouco carboidrato (Schermerhorn, 2013). Logo, 0 metabolismo do gato é
adaptado a este tipo de distribuicdo caldrica (cerca de 50% da energia proveniente de
proteina) na dieta.

A elevada ingestdo de proteina pelos carnivoros é importante para suprir, além
da sua exigéncia de aminoacidos essenciais e pool nitrogenado, a sua demanda
fisiologica por glicose, obtida pela gliconeogénese (Eisert, 2011). Alimentos
comerciais apresentam de 52 a 103 g de proteina bruta (PB) por 1000kcal, esta ampla
faixa € devido a falta de conhecimento sobre as relacGes ideias da proteina com a
energia.

O crescimento é um estagio fisiolégico de grande demanda por proteina e
amino&cidos, pois deve atender a demanda para a sintese de novos tecidos, além da
mantenca. No entanto, é importante que 0s aminoacidos e proteina estejam em
equilibrio com a energia, para aumentar a sua eficiéncia de utilizacdo (FAO/WHO,
2007).

A metionina é o primeiro aminoacido limitante para gatos (NRC, 2006) e na
fase de crescimento apresenta recomendacao 2,29 vezes superior a fase adulta, em sua
relacdo com a PB da dieta (NRC, 2006). Esta maior exigéncia proporcional na fase de
crescimento pode ser devido a sua importancia no metabolismo como: sintese e
replicacdo celular; doador do grupo metil; funcdo na sintese proteica e precursor da
cistina, a qual participa resposta antioxidante e sintese e crescimento de pele e pelos
(Ball et al., 2006).

Neste trabalho, objetivou-se verificar os efeitos da ingestdio de PB e
metionina+cistina (M+C) e suas relacbes com a energia metabolizavel (EM) da dieta
sobre os indicadores qualitativos da pelagem, crescimento e parametros sanguineos
relacionados ao metabolismo de proteina e metionina, de gatos dos 150-240 dias de
idade.

MATERIAL E METODOS

Animais e instalac6es
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O estudo teve duracdo de 90 dias (150- 240 dias de idade) e foram utilizados
36 gatos em crescimento, sem raca definida. Todos os animais foram vacinados,
vermifugados e livres de ectoparasitos. Os animais foram mantidos coletivamente em
uma area de 49m? (24m’ de é4rea coberta e 25m? de area de solario), com é&gua
disponivel ad libitum nos momentos em que ndo estavam sendo alimentados. Entre
8:00 e 10:00 e entre 14:00 e 16:00, todos os gatos eram alojados em gaiolas
metabolicas para a alimentacdo individualizada. A quantidade de alimento foi
calculada individualmente, visando atender as exigéncias energéticas para gatos em
crescimento, segundo o National Research Council — Nutrient Requirements of Dogs
and Cats (NRC, 2006).

O experimento foi conduzido no Laboratério de estudos nutricionais em felinos
domeésticos localizado na Fazenda Experimental de Iguatemi, pertencente a
Universidade Estadual de Maringa (FEI/UEM).

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso dos Animais
da Universidade Estadual de Maringa (CEUA-UEM), sob o numero de protocolo
2339130214/2014.

Delineamento experimental

Os gatos foram distribuidos entre seis tratamentos, em blocos casualizados, de
acordo com a ninhada a qual pertenciam, o peso e a idade. Os tratamentos foram as
seis dietas experimentais, as quais eram isoenergéticas. Cada dieta foi fornecida para

seis gatos durante o experimento, totalizando 36 animais (N=36).
Dietas e distribuicéo dos tratamentos

Para a formulacdo das dietas foi adotada a técnica da diluicdo (Fisher e Morris,
1970). Esta técnica consiste na diluicdo sequencial de uma dieta com alto teor de
proteina, mas com deficiéncia relativa do aminoacido teste. Neste estudo, 0s
aminoacidos teste foram M+C. A dieta concentrada (N5 - alta proteina) continha os
mesmos niveis de energia metabolizavel, minerais e vitaminas da dieta isenta de
proteina. A relacdo dos aminoacidos em N5 estava de acordo com os estabelecidos
pelo NRC (2006), tomando-se como referéncia os niveis de lisina. Esta dieta foi

diluida em diferentes propor¢fes com uma dieta isenta de proteina, sendo estas
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proporcOes (isenta:N5), respectivamente: 60:40; 55:45; 30:70; 15:85 e 0:100. Na
Tabela 1 estdo apresentadas as diluicbes e composi¢do nutricional das dietas

experimentais.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentais’

Diluicao

Isenta de proteina 1,00 0,60 0,45 0,30 0,15 0,00 0,60

Alta proteina (N5) 0,00 0,40 0,55 0,70 0,85 1,00 0,40

DL-Metionina, % 0,20
Composicdo nutricional (Matéria seca, %)

lsent’ NI N2 N3 N4 N5 conta

-prova

Matéria seca, % 90,47 90,81 90,94 91,07 91,19 91,32 90,63
Proteina bruta, % 0,63 21,02 2897 3506 4293 49,71 2191
Extrato etéreo, % 18,79 15,74 1460 13,46 12,31 11,17 15,72
Fibra bruta, % 2,21 2,20 2,20 2,20 2,19 2,19 2,20
Matéria mineral, % 10,32 9,77 9,56 9,35 9,14 894 9,75
EM, kl/g Ms* 16,82 16,81 16,80 16,79 16,78 16,78 16,77

IN1= 6,5g/kg M+C; N2= 8,8g/kg M+C; N3= 11,3g/kg M+C; N4= 13,6g/kg M+C; N5= 16,0g/kg M+C

%Esta dieta foi apenas usada na técnica de formulacéo, mas néo foi fornecida aos animais como tratamento, por ser
deficiente em proteina

3Esta dieta apresenta a mesma composicao da dieta N1, porém, com as correcdes nos niveis M+C, conseguidos pela
adicdo de aminoacidos industriais

* EM: Energia metabolizéavel, kl/g MS

As dietas foram processadas na unidade de extrusdo da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP), Brasil. Ap6s
a mistura dos ingredientes das dietas isenta e N5, as mesmas foram moidas em moinho
de martelos (Sistema Tigre de Mistura e Moagem, Tigre, S&o Paulo) equipado com
peneiras com furos de 0,8 mm. Apds a moagem das duas dietas, procedeu-se a
diluicdo das mesmas na proporcdo descrita anteriormente para compor as 6 dietas
experimentais (N1-N5) e o tratamento contra prova e entdo procedeu-se a mistura. Em
seguida, cada dieta foi extrusada em extrusora de rosca simples (MEX 250, Manzoni,
Campinas, Brasil), com capacidade de processamento de 250 kg/hora. Apo6s extruséo,
as dietas foram secas em secador horizontal de dupla esteira pelo periodo de 20
minutos a 105°C e, posteriormente, recobertos com 6leo de frango e palatabilizante,
apos resfriamento. A adicdo de agua e vapor, a velocidade da rosca e a alimentacéo da
extrusora foram ajustadas de acordo com a formulacdo da dieta, visando manter a

densidade dos extrusados semelhantes entre os tratamentos.
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Para acompanhar o crescimento dos animais e corrigir a quantidade de
alimento ofertada, os gatos eram pesados a cada 15 dias em balanga digital,
individualmente, sempre no mesmo horario (8:00-9:00h), para correcdo das
quantidades de racdo fornecida. A quantidade de alimento fornecida foi corrigida
quinzenalmente, a partir da determinagdo das necessidades energéticas, para gatos em
crescimento e estimativa da energia metabolizdvel das dietas, ambas equacdes
preconizadas pelo NRC (2006).

Analises laboratoriais

A ingestdo de M+C e PB crescente neste estudo foi relacionada com indicadores

de qualidade dos pelos, parametros bioquimicos sanguineos e composicao corporal.

Analises dos pelos

Crescimento dos pelos

O crescimento dos pelos foi determinado a cada 45 dias em todos os animais.
Para isto, no inicio do estudo foi realizada a tricotomia, de uma area aproximada de 5
cm?, no flanco direito dos animais, com o auxilio de um aparelho tosador elétrico
especifico para animais (modelo Golden A5, Oster, USA). Foi padronizada uma
medida inicial de 2 mm dos pelos ap6s a tosa, considerando o tamanho remanescente
do pelo apds a tricotomia. Aos 195 e 240 dias, foram retirados, 10 pelos integros com
0 auxilio de uma pinca, tomando-se o cuidado de se remover junto o bulbo do pelo. Os
pelos danificados eram descartados. O comprimento dos pelos foi aferido, fixando-os
em papel milimetrado e medidos com auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo
modelo 500-144b, Tokio, Japan). A média de 10 medidas do comprimento dos pelos
de cada animal foi empregada para a analise estatistica.

Resisténcia mecanica

A resisténcia mecénica foi determinada com o auxilio de um texturémetro (TA-
HD Plus, marca Stable Micro Systems, Inglaterra), de acordo com metodologia
modificada (Gama, 2010). Para isto, os pelos individuais (aos 195 dias com média de

21,5 cm e aos 240 dias com média de 24,5 cm de comprimento) foram posicionados
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em molduras de papel (1,35 x 2,5 cm) e as pontas fixadas nas extremidades da
moldura. Apos a fixacdo, a moldura com o pelo era posicionada e alinhada nas garras
do texturémetro, sendo inicialmente fixado na garra inferior e posteriormente na garra
superior. Antes de iniciar o ensaio de tracdo, procedia-se o corte das areas centrais
demarcadas na moldura de papel, para ndo ser feito a tracdo do papel e sim do fio. O
equipamento foi calibrado para iniciar a tracdo a partir de uma distancia e velocidade
definida para o pacote chamado (hair monofilament).

Para aferir o didmetro dos pelos, foi utilizada a microscopia eletronica Raman.
Os pelos foram imersos em nitrogénio liquido, para sofrer vitrificacdo e entdo foram
cortados na sequéncia com lamina de micrétomo, para preservar o formato dos fios e
ter maior confiabilidade na mensuracdo do diametro. A partir dos dados de diametro
médio dos fios foi calculada a area de cada pelo, de acordo com Eq.1 utilizada por
Gama (2010).

Area total do pelo = 7. r* (1)

r = raio do pelo;

O equipamento foi ajustado para uma velocidade de tracdo das garras de 0,5
mm/s. Mediante a ruptura dos pelos, quando tensionados conforme os parametros
descritos acima, mediu-se a for¢ca maxima exercida em N.

Os resultados foram utilizados na Eg. 2 para calculo da tracdo a ruptura.
Tragdo a ruptura = F (N)/ A (mm?) (2)

F= forca em Newton para ruptura do fio;

A= area em mm? do pelo calculada na Eq. 1
Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica minimamente invasiva, e permite, sem
a utilizacdo de reagentes, caracterizar um material de acordo com o0s modos de
vibracdo moleculares presente em moléculas, desde que este seja Raman ativo (Galvan
et al., 2013). Desta maneira, a espectroscopia Raman fornece a impressao digital da
molécula, podendo ser utilizada para estudo de materiais de composi¢ao orgénica e/ou

inorganica.
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Cada modo de vibragdo Raman ativo exibe uma banda, chamada banda Raman,
na qual seu centro é indicado pela maior intensidade de sinal Raman medido. A cistina
apresenta um modo de vibragdo Raman ativo, o estiramento da ponte de dissulfeto
(v(S-S)) (Gama, 2010; Kuzuhara, 2013). Desta maneira, € possivel avaliar esta banda
como um marcador de cistina em pelos de animais.

Foi utilizado um espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier
acoplado ao modulo de espectroscopia Raman (FT-Raman) (modelo Vertex 70 — Ram
I, marca Bruker, Alemanha). O método utilizado por Gama (2010) e (Kuzuhara,
2005) foi adaptado aos pelos. As porcdes de pelos foram posicionadas
perpendicularmente a fonte de excitacdo neste caso, um laser de Nd-Yag, de
comprimento de onda de 1064 nm e poténcia nominal de 500 mW. Cada espectro de
uma porcao de pelos é uma média de um nimero de 300 varreduras, com resolucao
espectral de 4 cm™. O intervalo espectral de medida foi de 4000 a 400 cm™, a qual
corresponde a regido do infravermelho médio, do espectro de radiacdo
eletromagnético.

As porgdes de pelos foram condicionadas e presas, sobre um espelho, que nao
contribui para o espalhamento Raman da amostra, e a posi¢do de cada por¢do de pelo
medido foi maximizada com relacdo a lente coletora de espalhamento Raman,
assegurando a melhor relacdo sinal - ruido para cada medida realizada. Foi realizado o
calculo da area, por método de integracao, da banda do v(S-S), pois a largura da banda
também contribui de forma expressiva na quantificacdo, sendo demonstrado pela Fig.
1 (B). As principais bandas Raman e suas atribuigdes estdo enumeradas na Tabela 2 e

0s picos podem ser visualizados na Fig. 1.



56

@) A)
10 f 012 . (B)
0,00| ®
0,06|
08 |
§ 0,03}
N - o~
= 0,0
50 500 550 600
E 06}
o
—
[«5)
p=}
[3+]
= 04|
w
5 ®3)
= (3]
02 | %)
O]
0,0 |
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 1. (A) Espectro Raman, normalizados em 2927 cm™ (pico n° 1), de pelos de
gatos em crescimento. (B) Banda da Raman referente ao estiramento v (S-S) e a area

calculada

Tabela 2. Atribuicdes das principais bandas Raman presentes em pelos

N° dabanda  Centro da banda (cm™) Atribuictes
1 2925 CH (Chan etar., 2005)
2 1653 Amida | (Kuzuharaetal., 2007)
3 1450 CHZ(Caspers et al., 2003)
4 1003 FenilalaninaP'etesz e Weselucha-Birczyfiska, 2000)
5 510 Estiramento S-S; v(S-S) (Kuzuhara, 2005)

FTIR (Espectroscopia no infravermelho via transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR))

Foram realizadas medidas de espectroscopia no infravermelho via
transformada de Fourier com reflex&o total atenuada (FTIR-ATR), e a metodologia
aplicada para cabelos de humanos foi adaptada para pelos de gatos, com menor
comprimento (Gama, 2010; Wojciechowska et al., 2002). Nestes ensaios
experimentais, foram obtidos espectros de absorcdo no infravermelho, que também
mostram o0s modos vibracionais de grupos funcionais presentes nas moléculas
estudadas. A Fig.2 mostra um espectro de absorcdo no infravermelho, de uma porgao

de pelos, entretanto, as bandas de absorcéo no infravermelho ndo séo necessariamente
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as mesmas as bandas Raman, uma vez que os efeitos fisicos detectados pelas técnicas
ndo sdo os mesmos. Desta forma, as espectroscopias de FTIR-ATR e Raman podem
ser consideradas técnicas complementares.

A espectroscopia FTIR-ATR, na regido espectral analisada neste trabalho entre
4000 a 400 cm™, ndo apresenta o modo vibracional da ponte de dissulfeto, desta
maneira, ndo € possivel avaliar a cistina por esta técnica. De acordo com 0s espectros
fornecidos pelas porcdes de pelos, pode-se analisar o contetdo proteico por meio das
bandas de amida I, Il e 111, com centros de bandas em 1630, 1510 e 1230 cm™ (Chan et
al., 2005; Kakkar et al., 2014).

Na Fig. 2, estdo destacadas duas regides, as quais foram obtidas por método de
integracdo, a area das bandas FTIR-ATR do estiramento v(C-H) e da amida I, como
bandas referenciais ao contetdo lipidico e proteico, respectivamente. Todos 0s
espectros de FTIR-ATR foram corrigidos por linha de base e normalizados com

relagdo 4 banda do estiramento v(C-O), centrado em 1742 cm™.

30 (1) Amida |

f

Intensidade normalizada

.0)

4000 3000 2000 1000

Ndmero de onda (cm™)

Figura 2. Espectro de FTIR-ATR, normalizado em 1740 cm™ (v(C-O)), de pelos de
gatos. As posicOes das areas calculadas, sob a banda, estdo indicadas, na regido

rachurada

Foi utilizado um espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier
(modelo Vertex 70, Bruker, Alemanha) acoplado ao acessorio de reflectancia total
atenuada (modelo Platinum, Bruker, Alemanha). As por¢des de pelos foram

posicionadas sobre o cristal de diamante, mantendo contato com este durante todo o
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tempo de medida. Antes das medidas de cada porcdo de pelo, o sistema é evacuado,
para minimizar os efeitos de umidade e contribui¢des do ar atmosférico, como o CO,.
Cada espectro é uma média de 50 varreduras, com resolucdo espectral de 4 cm™. O
intervalo espectral de medida foi de 4000 a 400 cm™. As principais bandas FTIR estdo

numeradas e suas atribui¢des estdo na Tabela 3.

Tabela 3. Atribuicdes das principais bandas FTIR presentes em pelos

N° da Centro da banda Atribuicses
banda (cm™) ¢
- . : halirA (KaKKar et al.,
2 1238 C-O Amida 111 (Kakkar et al., 2014)

Parametros sanguineos

Estas anélises foram realizadas no inicio e término do estudo. Para a coleta de
sangue, os animas foram mantidos em jejum de 12h e submetidos a anestesia
intramuscular com anestésico dissociativo, para a contencdo quimica. Uma amostra de
5 ml de sangue foi coletada da veia jugular dos animais. Apos a coleta, 0 material foi

preparado e congelado a -20°C, até o momento das analises laboratoriais.

Status de glutationa reduzida (GSH) e relacdo entre glutationa reduzida e
oxidada (GSH/GSSG)

Para estas andlises, o sangue foi acondicionado em tubo com heparina e
imediatamente congelado. A analise por espectrofotometria baseia-se na reacdo de
GSH com DTNB (acido ditionitrobenzéico ou reagente de Ellman), que produz o
cromoforo TNB (&cido tionitrobenzoico), que tem uma absorbancia maxima a 412 nm,
e forma glutationa oxidada TNB (GS-TNB). A taxa de formacao de TNB, € medida a
412 nm, e é proporcional a concentracdo de GSH na amostra. O produto dissulfeto
(GS-TNB) € entdo reduzido por GR (glutationa redutase), na presenga de NADPH,
reciclando a GSH (Rahman et al., 2007). O método de reciclagem da redutase da
GSSG e utilizado para a determinacdo da GSSG, por monitorizacgdo da NADPH

espectrofotometricamente pelo método de (Griffith, 1980). A amostra é tratada com 2-
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vinilpiridina, o qual reage de forma covalente com GSH (mas ndo GSSG). O excesso
de 2-vinilpiridina é neutralizado com trietanolamina (Rahman et al., 2007).

Parametros bioguimicos sanguineos

Estas analises foram realizadas a partir do soro sanguineo dos animais. Foram
determinadas as concentracfes de albumina, creatinina, uréia, proteinas totais e
proteina ligadora de retinol As analises foram feitas utilizando kits de reagentes
proprios para cada parametro (Analisa, Belo Horizonte) sendo executadas conforme
recomendacdo dos mesmos. A albumina e as proteinas totais foram determinadas por
metodologia colorimétrica (Albumina PP cat. 419) e (Proteinas Totais PP cat. 418)
respectivamente, creatinina por metodologia cinética colorimétrica (Creatinina PP cat.
435) e ureia, pela metodologia enzimatica colorimétrica (Ureia PP cat. 427). A analise
de proteina ligadora de retinol foi realizada pela empresa Labtrade do Brasil Ltda.5.5,
por ELISA.

Composigao corporal

A composicdo corporal foi determinada apenas aos 240 dias de idade dos gatos
e para isto foi utilizada a técnica de diluicdo de isétopos, empregando-se o 6xido de
deutério. Procedeu-se inicialmente a coleta de 1,5 mL de sangue dos animais, para a
realizacdo das medidas do branco. A partir deste momento foi injetado, pela via
subcutanea, uma solucdo constituida de is6topo de deutério diluido em solucdo
fisiolégica na proporcdo de 1:9, respectivamente (Sigma Aldrich, Sdo Paulo), na dose
de 1mL/kg de peso. Apo6s duas horas, com o0s animais anestesiados para a coleta de
sangue para as demais analises, coletou-se mais 1,5 mL para a determinacdo da agua
corporal total, massa magra e gordura corporal dos gatos, pela técnica de diluicdo de
isétopos. Para estas analises, utilizou-se o soro sanguineo, o qual foi imediatamente
congelado apds a sua obtencdo em microtubos de polipropileno. As analises foram
realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massa da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, seguindo a metodologia descrita por Ferrier et al (2001) e adaptada por
Brunetto, 2010. Os célculos para massa magra e gordura corporal foram feitos de

acordo com a quantificacdo de dgua corporea total.
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Analises estatisticas

Para verificar a associacdo da ingestdo de PB e M+C com o0s parametros
qualitativos de pelagem, composicdo corporal e parametros bioguimicos, optou-se
pelo emprego da anélise multivariada com utilizacdo da técnica de analise de fatorial e
analise de clusters.

A metodologia de andlise fatorial (AFC) consiste em descrever a variabilidade
original do vetor aleatorio X, em termos de um numero menor (m) de variaveis
aleatorias que expliquem as informacdes das variaveis originais (Hair et al., 2009).
Sendo assim, A AFC é uma técnica utilizada quando se pretende condensar um
conjunto grande de informagBes em um conjunto menor de variaveis (Fatores), com o
minimo de perda informacGes possivel (Hair et al., 1998).

Para AFC, utilizou-se como método de extracdo 0s componentes principais,
rotacdo do tipo Varimax, que tem a finalidade de maximizar a projecdo da variacéo
(ou variancia) sobre um conjunto de eixos ortogonais (componentes principais);
normalizacdo de Kaiser Meyer Olkin (KMO), que de acordo com Favero et al.,
(2009), o teste de KMO verifica a adequacdo da amostra em relacdo ao grau de
correcdo parcial entre as variaveis. Valor de KMO préximo a 0 indica que a andlise
fatorial ndo é adequada para analise das variaveis, por haver correlagdo baixa entre
essas. Quanto mais proximo de 1, mais adequada é a utilizagdo da técnica, ndo sendo
indicados valores inferiores a 0,5 e o Teste de esfericidade de Bartlett, verifica a
existéncia de uma matriz identidade, ou seja, quando ndo ha correlacéo entre os dados
analisados (p<0,05) (Hair et al., 1998; Lebart et al., 2000; Smith et al., 2002; Barroso e
Artes, 2003). Para escolha do nimero de fatores, foi utilizado o critério de Kaiser
Meyer Olkin, como proposto por Favero et al. (2009) e Hair et al., (1998). De acordo
com os autores, a escolha do nimero de fatores pode ser auxiliada por 4 critérios e
que, cabe ao pesquisador adotar o tipo de critério. Os critérios que podem ser
utilizados séo: Teste de Kaiser (KMO), Critério a priori, Critério de porcentagem de
variancia e, critério do grafico Scree. Os parametros para KMO diante de analise
fatorial sugere: 1-0,9: muito boa; 0,8-0,9: boa; 0,7-0,8: média; 0,6-0,7: razoavel; 0,5-
0,6: ma e >0,5: inaceitavel. Os fatores gerados foram classificados de acordo com as

variaveis que os definiram.
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A partir dos resultados da AFC, foi empregada técnica de formac&o de clusters.
Esta técnica, tem como resultado a formacao de grupos de individuos diferentes entre
si, porém semelhantes em seu perfil interno (Favero et al., 2009).

Desta forma, foram divididos em 3 clusters: baixa, moderada e alta ingestéo,
segundo a semelhanca na ingestdo de nutrientes dada pelas variaveis que o formaram:
peso médio, ganho de peso, crescimento de pelo, creatinina total plasméatica, massa
magra, gordura corporal, glutationa reduzida (GSH), relacdo glutationa reduzida e
oxidada (GSSG) GSH:GSSG, balanco de nitrogénio, creatinina e ureia, conteudo de
amida do pelo e resisténcia do pelo. Para o cluster, classificado como baixa ingestdo
de nutrientes foi formado por 8 animais, o cluster de moderada foi formado por 11
animais e o cluster de alta, alocou 11 animais.

A partir do uso conjunto destas duas técnicas, os animais foram analisados
segundo o valor médio dos grupos formados (Yong; Pearce 2013). Como método para
verificagdo de igualdade entre médias, utilizou-se o Teste de Tukey com intervalo de

confianca de 95%.

RESULTADOS

A andlise fatorial comum com as 14 variaveis resultou no valor de KMO de
0,546 e valor do teste de teste de esfericidade de Bartlett p=0,0001, indicando
adequacdo das variaveis ao método (Favero et al., 2009).

A analise fatorial dos quatro componentes iniciais explicam 77,62% da
variancia, satisfazendo o critério minimo de 50%, estabelecido para esta analise
(Barroso & Artes, 2003). Além disso, os quatro componentes iniciais, dada as
varidveis que os definiram, adequadas aos objetivos propostos nesta pesquisa,
permitiram a exclusdo dos demais permanecendo 0s componentes que apresentam
maiores eigenvalues.

O Componente (C1) foi definido pelas variaveis: Peso médio; Ganho de peso;
Creatinina total plasmatica e Crescimento dos pelos. (Tabela 4). Por ter sido formado
tipicamente por varidveis que indicam a forma integrada o crescimento do animal, C1

foi denominado como “indicadores de crescimento”.
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Tabela 1. Carga fatorial para definicdo dos componentes

Componentes
1 2 3 4
Balanco de nitrogénio* 0,18 0,16 0,82 -0,09
Gordura corporal® 0,14 -0,72 0112 0,42
Massa magra® 0,14 0,72 -0,12 -0,42
Glutationa reduzida (GSH)* 0,13 0,83 0,08 0,16
Relacdo GSH:GSSG (glutationa oxidada)® 0,08 084 0,05 0,12
Peso médio® 092 -0,02 -0,03 0,23
Ganho de peso’ 089 -0,12 015 0,21
Creatinina 0,14 0,08 -0,86 -0,12
Ureia 0,31 -0,13 0,74 -0,13
Creatinina total plasmatica® 0,70 0,19 -0,60 -0,09
Proteina ligadora de retinol (RBP)° 0,13 050 -0,38 0,45
Amida dos pelos 0,10 0,03 -0,01 0,93
Resisténcia dos pelos 0,06 -0,07 -0,05 0,93
Crescimento dos pelos™ 069 020 0,38 -0,15

O Componente 2 (C2) foi definido pelas variaveis: Gordura corporal; Massa
magra; Glutationa reduzida (GSH) e Relacdo GSH:GSSG (glutationa oxidada). Dada
as caracteristicas destas variaveis de gruparem as medidas de composicdo corporal e
ainda do estado oxidativo, C2 foi denominado de “indicadores de satde” (Tabela 4).

O Componente 3 (C3), por sua vez, foi definido pelas varidveis: Balango de
nitrogénio; Creatinina e Ureia. Desta forma, C3, por agruparem variaveis que refletem
diretamente a ingestdo de compostos nitrogenados foi denominado de “indicadores de
ingestdo de compostos nitrogenados” (Tabela 4).

E o Componente 4 (C4) foi definido pelas variaveis: Amida dos pelos e
Resisténcia dos pelos, foi denominado de “indicadores de resisténcia do pelo” e
agrupam variaveis qualitativas importantes para pelagem (Tabela 4).

De acordo com a Tabela 4, pode-se verificar que o agrupamento das variaveis
segundo a sua significancia bioldgica pode favorecer a interpretacdo integrada dos
resultados obtidos e ainda uma relacdo inversa entre a gordura corporal e GSH e
GSH:GSSG, confirmando a relacdo entre gordura corporal e menor resposta

antioxidante do organismo.
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Para verificar a associacdo da ingestdo de PB e M+C com 0s parametros
pardmetros bioquimicos, qualitativos de pelagem e composi¢do corporal adotou a
técnica de cluster. A analise de clusters por sua vez agrupou 0s animais, independente
do tratamento ao qual pertenciam, pela ingestdo de nutrientes por unidade de peso
metabolico.

Desta forma, foram divididos em 3 clusters, segundo a semelhanca na ingestéo
de nutrientes. Os nutrientes considerados como variaveis independentes sdo: ingestao
de proteina, ingestdo de EM e ingestdo de M+C (Tabela 5). Esta analise foi possivel,
uma vez que 0s animais apresentavam-se em fase de crescimento e a ingestdo de
alimento e energia é muito variada, de acordo com fatores individuais. Desta forma os
clusters foram caracterizados como sendo de baixa, moderada e alta ingestdo
nutricional, a analise agrupou e identificou os animais com maior similaridade (Tabela
5) (Hair et al., 2009).

Tabela 5. Média e intervalo de confianca (IC) para cada cluster de baixa, moderada e
alta ingestdo de energia metabolizavel (IEM) (g/Png°'67), proteina bruta (IPB)
(9/PVig"®") e aminoécidos sulfurados (IMC) (g/PViy>®") dos gatos aos 240 dias de
idade

Ict

Parametros Clusters N? Va]o_res _Limi_te Limi_te
médios inferior superior
Energia metabolizavel Baixa 8 132,98 127,97 137,99
(IEM, g/PV,>*'/d) Moderada 11 160,86 153,22 168,50
Alta 11 182,12 176,66 187,59

Baixa 8 8,92 6,99 10,85

Proteina bruta 11

(IPB, g/PVi,**'/d) Moderada 13,79 12,29 15,30

Alta 11 21,03 19,94 22,11

MAC Baixa 8 0,28 0,21 0,34

(IMC, g/PVi,>*'/d) Moderada 11 0,43 0,38 0,48

Alta 11 0,67 0,64 0,71

!IC: intervalo de confianca de 95% para média
2 N= nGimero de animais

Para os clusters baixa, moderada e alta ingestdo de nutrientes, as relagdes entre
energia e proteina bruta (E:P) ingeridas foram de 14,9; 11,7 e 8,7 kcal/g de PB,
respectivamente. Para M+C, 0 mais correto neste caso foi expressar suas

concentragfes por 1000 kcal de energia metabolizavel do alimento, baseando-se na
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ingestdo alimentar, as quais foram de 2,10; 2,67 e 3,68 g/1000 kcal, respectivamente.
Vale ressaltar que a IEM do cluster de baixa ingestdo ficou abaixo da recomendada
pelo NRC (2006), assim como a IPB para este mesmo grupo de animais.

Na Figura 3, esté ilustrada a contribuicdo dos nutrientes nas calorias ingeridas
pelos animais, de acordo com o cluster. Pode-se verificar que a medida que aumentou-
se a ingestdo de PB, a ingestdo de ENN foi proporcionalmente reduzida. Por outro

lado, a ingestdo de EE foi mantida semelhante entre os clusters.

Baixa ingestao o5 Moderada ingestéo Alta ingestao
14% | ENN ENN PB

ENN PB | 21% 32%
31% i 27% ‘_21%
VEE %E e

55% 52% 47%
Figura 3. Distribuicdo das calorias provenientes de proteina (PB), lipideos (EE) e

carboidratos (ENN) nas dietas dos animais pertencentes aos clusters de baixa,

moderada e alta ingestdo

Para verificar a associa¢do da ingestdo de PB, M+C e EM com os parametros
bioquimicos, a Tabela 6 é referente a comparacdo de médias entre as diferentes
variaveis de saude e crescimento avaliadas. O balan¢o de nitrogénio (BN), peso médio
(PM), ganho de peso (GP), ureia, creatinina total plasmatica e creatinina apresentaram
diferencas significativas entre os clusters (P<0,05). A alta ingestdo de proteina
apresentou para BN e nitrogénio retido (NR) a maior média, seguida de moderada e
baixa ingestdo. O PM, creatinina total e GP apresentaram 0s maiores valores no

cluster de moderada ingestdo (P<0,05).
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Tabela 6. Balanco de nitrogénio (BN), indicadores de crescimento e bioquimica sérica
de gatos em crescimento de acordo com os clusters de baixa, média e alta ingestdo de

nutrientes e energia metabolizavel

Baixa  Moderada Alta EPM P valor
BN, PV, >"/d* 0,58° 0,86" 1,10° 0,46 0,001
GC, %° 17,21 16,99 16,11 1,13 0,92
MM, %° 82,79 83,01 83,90 1,13 0,92
Peso médio, kg 2,75 3,34° 2,86% 0,08 0,01
GP, g* 580,75° 1054,45° 790,64® 65,11 0,01
NR, mg/PVy,*"/d° 1027,30° 1388,80° 1581,82° 46,90 0,001
Ureia, mg/dL® 53,87  5927°  68,69° 1,82 0,001
Creatinina total, mg’ 20,53° 24,47° 18,06 0,92 0,001
RBP, pg/ml® 104,64 107,28 100,41 3,82 0,76
GSH, uM® 2,69 1,48 2,79 0,42 0,81
GSH:GSSGY 0,23 0,22 0,25 0,01 0,77
Creatinina, mg/dL 1,219° 1,18° 0,999" 0,38 0,03
Proteinas totais, g/dL 6,39 6,56 6,51 0,11 0,82

'BN: balango de nitrogénio; “GC: gordura corporal; MM: massa magra; *GP: ganho de peso; NR: nitrogénio
retido; ®Uréia plasmatica; 'Creatinina total; "RBP: proteina ligadora de retinol; °GSH: glutationa reduzida;
OGSH:GSSG: relagdo glutationa reduzida e oxidada

a-c médias dentro da linha com diferenca significativa (P<0,05)

Para verificar a associa¢do da ingestdo de PB, M+C e EM com os parametros
gualitativos de pelagem a Tabela 7, estdo apresentadas as comparacbes dos
indicadores de qualidade de pelagem de acordo com o cluster. Apenas a ponte
dissulfeto diferiu entre eles, sendo os valores inferiores encontrados para o cluster de

alta ingestdo de PB, M+C e EM, e 0s maiores para o cluster de moderada ingestao.

Tabela 7. Comparacdo de médias das variaveis de indicadores de pelagem de acordo

com as ingestdes de baixa, moderada e alta PB, M+C e EM

Baixa  Moderada Alta EPM P valor
s-st 401,29  446,86°  321,41° 0,46 0,01
Amida 187,01 204,12 181,27 6,09 0,26
Resisténcia (MPa) 184,05 206,76 178,38 0,01 0,16
Crescimento (mm) 23,54 24,52 25,44 0,56 0,44

'S-S: ponte dissulfeto realizado pela analise de espectroscopia Raman
2Amida: referente ao contetdo de proteina realizado pela anélise FTIR
a-c médias dentro da linha com diferenca significativa (P <0,05)
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E para verificar a associacdo da ingestdo de PB e M+C com os parametros de
composi¢do corporal (Tabela 8), utilizou a interrelagdo entre as variaveis com 0s

quatro componentes formados (Tabela 4).

Tabela 8. Médias padronizadas e erro padrdo da média (EPM) dos clusters baixa,
moderada e alta ingestéo de PB, M+C e EM com 0s componentes

IC de 95% para média

Fatores Clusters N Média Eaedsyéig EPM  Limite Limite
inferior superior

1 8 -0579 0,675 0,239 -1,143 -0,014

Indicadores de 2 11 0,578 1,169 0,353 -0,208 1,363

crescimento 3 11 -0,157ab 0,743 0,224  -0,656 0,342

Total 30 0,000 1,000 0,183 -0,373 0,373

1 8 -0,141 0,988 0,349 -0,968 0,685
Indicadores de 2 11 -0,110 0,754 0,227 -0,617 0,396

salide 3 11 0213 1252 0378 -0,628 1,054
Total 30 0,000 1,000 0183 -0,373 0,373

1 8 -0745° 0698 0247 -1328  -0,161

Indicadores de 2 11 -0,367° 0,822 0,248 -0,919 0,186
ingestio de N* 3 11 0,908 0,620 0,187 0,491 1,325
Total 30 0,000 1,000 0,183 -0,373 0,373

1 8 -0,050 1,040 0,368 -0,920 0,820

Indicadores de 2 11 0306 1,088 0328 -0,425 1,037
gfl'jtenc'a do 3 11 -0270 0880 0265 -0,861 0,321
Total 30 0,000 1,000 0183 -0,373 0,373

a-c médias dentro da linha com diferenca significativa (P <0,05)

Os indicadores de crescimento diferiram significativamente entre os clusters de
baixa e moderada ingestdo, sendo os menores resultados obtidos no cluster de baixa e
os maiores no cluster de moderada ingestdo. Os indicadores de ingestdo de nitrogénio
tiveram efeito significativo na comparacao entre os clusters de baixa, moderada e alta
ingestdo, sendo reflexo direto da ingestdo de PB crescente dos clusters. Por outro lado,
os indicadores de satde (composi¢do corporal e estado oxidativo) e de resisténcia dos
pelos ndo foram significativamente influenciados pela ingestio de energia ou
compostos nitrogenados, apesar de apresentarem indicadores maiores nos clusters de
moderada e alta ingestao, porém, de forma nao significativa.

Nos graficos da Fig. 4 a seguir, os individuos, em seus respectivos clusters sao
posicionados de acordo com sua carga fatorial nos componentes extraidos. E possivel,

desta forma, verificar a associagdo positiva ou negativa entre os componentes.
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Na Fig.4 A. o cluster de baixa ingestdo concentrou-se no quadrante III, ou
seja, apresentou resposta ruim para os fatores F1 e F2. O cluster de moderada ingestao
concentrou-se nos quadrantes I e IV, ou seja, apresentou boa resposta em F1 e baixa
resposta para F2. Na Fig. 4 B. o cluster de baixa ingestdo concentrou-se nos
quadrantes II e III, apresentando reposta ruim para F3 e F4. O cluster de moderada
ingestdo concentrou-se nos quadrantes de I e II, sendo as respostas ruim para F3 e bom
para F4. O cluster de alta ingestdo concentrou-se nos quadrantes I e IV e apresentou
boa resposta para F3 e razoavel para F4. Existe uma dispersao relativa dos individuos
frente aos fatores, devido a variabilidade intrinseca, ou seja, dos individuos, nio

apresentando uma clara marcacdo dos grupos nos fatores.
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Figura 4. Representacdo grafica dos componentes principais (F1 — indicadores de
crescimento; F2 — indicadores de saude; F3 — indicadores de ingestdo de compostos
nitrogenados; F4 — indicadores de qualidade de pelos), nos quadrantes I, I1, 11l e IV em
associacdo e distribuigéo dos clusters

DISCUSSAO

Incialmente, os gatos foram divididos em 6 tratamentos, visando identificar as
concentragdes de M+C e PB que favorecem melhor composicao corporal, qualidade da
pelagem, parametros bioquimicos e de crescimento nos animais. No entanto, o
consumo de racdo foi influenciado pelo teor proteico, uma vez que as dietas contendo
menores teores de PB foram as menos consumidas, ao passo que as dietas com
elevados teores de proteina apresentaram alta ingestdo, fato este relacionado a
preferéncia alimentar dos gatos. Sabe-se que os gatos tém maior preferéncia por dietas
com alto conteido proteico, principalmente quando estes sdo compostos por

ingredientes de origem animal (Zaghini e Biagi, 2005). Estes animais ainda tendem a



68

reduzir a ingestdo alimentar quando submetidos a dietas que contenham mais de 30%
das calorias provenientes dos carboidratos (Hewson-Hughes et al., 2011). Neste
estudo, estes dois fatores estiveram presentes nas dietas: a principal fonte proteica das
dietas foi a farinha de visceras de frango, a qual ¢ um ingrediente palatavel e, as dietas
com menor teor proteico (N1 e N2), possuiam quantidades de amido que superavam
30% do aporte calorico total, comprometendo sua palatabilidade.

Diante deste efeito na ingestdo energética, uma analise comparativa entre os
tratamentos desconsiderando a IEM ndo seria correta e optou-se por agrupar os
animais estatisticamente pela analise de cluster. Foi considerado nessa analise, a
semelhanca na ingestdo dietética dos animais independente do tratamento. A utilizagao
deste procedimento nesta andlise de reagrupamento foi possivel, uma vez que as dietas
foram formuladas pela técnica da dilui¢do, sendo isoenergéticas € com o mesmo teor
de nutrientes ndo caloéricos (vitaminas e minerais), diferindo basicamente quanto a
distribui¢do calérica de proteinas e carboidratos. Desta forma, optou-se por definir
clusters de acordo com a ingestdo dietética. Os clusters foram denominados como:
baixa, moderada e alta ingestdo para os nutrientes e energia metabolizavel.

A ingestdo calorica dos gatos pertencentes ao cluster de baixa ingestdo foi
inferior ao estimado para a idade e peso. De acordo com as recomendagdes do NRC
(2006), estes animais deveriam consumir entre 135 e 160 kcal/PngO’67 nesta fase da
vida (150-240 dias de idade). No entanto, a ingestdo caldrica dos gatos pertencentes a
este cluster foi de 132,98 kcal/PngO’67. A ingestao proteica também foi abaixo das

recomendacdes, a qual foi de 8,9 g/PngO’67

, sendo a recomendada minima de 11,8
g/PngO’67 (Tabela 5). A baixa ingestdo de energia e compostos nitrogenados
prejudicou os indicadores de crescimento (peso médio e ganho de peso) (Tabela 6).
Por outro lado, a ingestdo energética e de nutrientes dos gatos pertencentes aos
clusters de moderada e alta ingestdo encontraram-se acima das recomendagdes
minimas, de acordo com NRC (2006).

Para animais em crescimento, a relacdo entre a energia da dieta e todos os
nutrientes ¢ fundamental para que o crescimento seja adequado e a deposicao proteica
eficiente. Neste estudo, a relagdo energia: proteina (E:P) das dietas dos animais
pertencentes aos clusters baixa, moderada e alta ingestdo foram respectivamente de

14,9, 11,7 e 8,7 kcal/g de PB. Né&o é reconhecida uma faixa ideal, mas de acordo com

as recomendacfes do NRC (2006), baseando-se na ingestdo caldrica recomendada e
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proteica, esta relacdo fica proxima a 12,7 kcal/g de PB. Desta forma, apenas 0s
clusters de moderada e alta ingestdo ficaram abaixo deste valor.

Apesar dos clusters de moderada e alta ingestdo terem apresentado respostas
fisioldgicas semelhantes, alguns indicadores analisados apontam que a relagdo E:P
intermediéria favorece o melhor desenvolvimento dos animais, uma vez que estes
animais apresentaram os melhores resultados para PM (3,34 vs. 2,86 kg), GP (1054 vs.
750 g), CrTP (24,47 vs. 18,06 mg), S-S (446,86 vs. 321,41) e resisténcia dos pelos
(206,76 vs. 178,38 MPa), ainda que a maior parte destes nao foi significativa do ponto
de vista estatistico. A ureia sérica para gatos apresenta uma faixa de normalidade entre
10-60 mg/dL (Kaneko et al., 1997). Neste estudo, os animais pertencentes ao cluster
de alta ingestdo apresentaram a concentracdo de ureia sérica de 68 mg/dL, indicando
elevada taxa de desaminacdo proteica, o que do ponto de vista fisioldgico apresenta
um custo metabdlico alto para o organismo. A maior ingestdo de proteina produz
alguns ajustes no organismo, como o aumento da oxidacdo dos aminodcidos e
consequentemente a maior excrecao, principalmente da ureia (Tomé e Bos, 2000).

Baseando-se nesta melhor resposta integrada dos gatos pertencentes ao cluster
intermediério e no intervalo de confianga da ingestdo de energética e proteica, é
possivel que teores de proteina na dieta (considerando uma dieta de 4000 kcal/kg)
entre 339 a 382 g/kg na MS sejam mais adequados para gatos em crescimento no
periodo estudado (150-240 dias de idade). Por outro lado, concentracdo de PB entre
230 e 331 g/kg na MS parecem ser limitrofes para o desempenho dos animais, embora
ndo tenham induzido a nenhum sinal clinico ou alteracdo bioquimica compativel com
subnutricdo proteica. Portanto, esta Gltima afirmacdo deve ser cautelosa, uma vez que
0s animais submetidos a estas dietas tiveram reduzida a ingestdo energética, limitando
0 crescimento.

Apesar da natureza carnivora dos gatos, o desempenho e custo de producéo de
alimentos podem ser limitados pelo excesso de ingestéo calérica ou desbalancgo entre a
energia e PB da dieta, ainda que os animais sejam altamente adaptados em metabolizar
0 nitrogénio em excesso. Para espécies aquaticas com elevada exigéncia de proteina,
estas relagbes sdo mais estudadas. Reis et al., (1989) verificaram que Catfish
alimentados com dietas contendo E:P de 8,3 kcal/g de PB proporcionaram melhor
desempenho dos animais. Da mesma forma, Ai et al., (2004) avaliaram relagdes E:P
entre 8 e 12 kcal/g em Lateobrax japonicus (Listrado japonés) e verificaram o melhor

desempenho zootécnicos em 9,2 kcal/g de PB. A relacdo E:P mais adequada neste
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estudo em gatos ficou entre 11,01 e 12,4 kcal/g de PB, nos animais do cluster de
moderada ingestao.

Elevada relacdo entre energia e proteina (E:P), pode favorecer o acimulo de
gordura corporal e obesidade, o que para animais de companhia ndo € desejavel. Por
outro lado, para animais de producdo uma relacdo E:P baixa, pode aumentar 0s custos
de producdo e a poluicdo ambiental, uma vez que o0 excesso de nitrogénio € eliminado
no ambiente (Liu et al., 2015). Neste estudo, ndo foi verificado qualquer efeito da
relacdo E:P dietética, sobre a composicdo corporal dos animais. No entanto nédo foi
possivel tomar decisdes baseando-se neste pardmetro importante de saude. Este fato
pode estar relacionado ao concomitante aumento da ingestdo de aminoacidos e
energia, que podem ter mascarado os resultados.

Uma vez que o cluster de elevada ingestdo ndo tenha apresentado melhora no
desempenho de satde dos animais e os resultados tenderam a ser inferiores, quando
comparados ao cluster de moderada ingestdo, a utilizacdo de PB na dieta acima de
45% na MS (considerando uma dieta de 4000 kcal/kg) e sua relacdo com a energia
abaixo 8,8 kcal/g, além de ndo trazer beneficios a saude, aumenta 0s custos de
producdo de alimentos e a0 mesmo tempo, a eliminag&o de compostos nitrogenados no
meio ambiente.

As variaveis de composi¢ao corporal, bioquimicas sanguineas, de qualidade da
pelagem e de desempenho zootécnico, foram escolhidas por estarem relacionadas com
a ingestdo proteica e também de M+C. Uma vez que estes foram limitantes nas dietas
na sua relacdo com a lisina e PB em relacao ao preconizado pelo NRC (2006).

Os principais pardmetros associados ao metabolismo dos M+C no organismo
sdo a massa magra, a glutationa e os parametros qualitativos de pelagem (em especial
S-S). Desta forma, a partir do cluster de ingestdo moderada, os niveis de M+C
pareceram ser adequados para o desenvolvimento dos animais, ou seja, uma ingestao
acima de 430 mg/PngO’67/d. As recomendagdes do NRC (2006) para M+C sdo
respectivamente 460 mg/Png0’67/d, resultados proximos aos encontrados neste estudo.

A andlise de componentes neste estudo foi importante para associar as
variaveis biologicas entre si € conseguir integrar as respostas bioldgicas com a
ingestdo de nutrientes. Para 0 Componente 1 foram agrupados o CP, PM, GP e CrTP,
os quais foram positivamente e altamente associados. A CrTP é um preditor da massa
magra corporal em animais saudaveis, uma vez que a creatinina é resultante da

degradacdo ndo enzimatica da creatina muscular e apresenta relacdo direta com a
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massa muscular esquelética dos animais. Desta forma, espera-se que quanto maior o
GP, maior a CrTP (Schutte et al., 1981).

Para o Componente 2, foram associados a composicao corporal e as diferentes
formas de glutationa, reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Foi possivel verificar uma
associacao negativa entre a GC e GSH e GSH:GSSG. Esta relacdo é esperada, uma
vez que 0 aumento na gordura corporal predispde a reagdes de oxidagdo no organismo
(Coppo e Ghezzi, 2011).

No componente 3, foram agrupadas as variaveis indicadoras de ingestdo de
nitrogénio, como ureia, creatinina e BN. Dietas com alto contetdo proteico, como
dietas de carnivoros, em que farinhas de origem animal podem vir a compor a maior
porcdo, podem aumentar a creatina e a ingestao de creatinina, resultando em aumento
da creatinina sérica (Backlund et al., 2011). Neste estudo, o principal ingrediente
proteico das dietas foi a farinha de visceras de frango, a qual pode ter contribuido para
a elevada associacdo entre ingestao de nitrogénio e creatinina serica.

As ingestdes dos nutrientes e energia metabolizével influenciaram na resposta
de balango de nitrogénio e nitrogénio retido, sendo os animais que mais ingeriram
nitrogénio, 0s que mais excretaram e depositaram no corpo. Uma varidvel que poderia
corroborar com esta resposta seria a massa magra, que apesar de apresentar resultado
maior para a alta ingestdo de PB, M+C e EM, ndo diferiu estatisticamente dos demais
clusters, conforme ja explicado. Pode ocorrer uma perda de massa corporal magra, em
valores absolutos (g ou kg), quando a ingestdo de proteinas é abaixo do minimo, o que
ocorreu para o cluster 1, o qual apresentou a mesma porcentagem de massa magra,
porém, como o PM foi menor, a quantidade absoluta de musculo depositado pelos
animais foi menor. A massa corporal magra serve como um reservatorio proteico para
suportar sintese proteica endogena, principalmente quando a ingestdo de energia é
insuficiente, como ocorreu no cluster 1 (Laflamme e Hannah, 2005)

Finalmente, no Componente 4, as varidveis relacionadas a resisténcia da
pelagem (amida e resisténcia a tragd0), as quais apresentaram muito elevada
associacdo. Embora a associacdo tenha sido baixa (R= -0,185) entre o Componente
indicador de resisténcia dos pelos com crescimento do mesmo, é possivel assumir que
indicadores de crescimento muito elevados podem favorecer a menor resisténcia do
mesmo. Neste estudo, verificou-se reducdo da resisténcia dos pelos nos animais

pertencentes ao cluster de alta ingestdo em relacdo ao cluster de moderada ingestéo,
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apesar de ndo significativa (178,16 vs. 206,76 MPa), indicando um possivel
desequilibrio na relacéo de E:P ou ainda de M+C.

Os indicadores de crescimento (Componente 1) e de ingestdo de compostos
nitrogenados (Componente 3) foram significativamente e negativamente afetados pelo
cluster de baixa ingestdo, enquanto a moderada e alta ingestdes ndo diferiram entre si.
Isto significa que a ingestdo proteica abaixo de 10,85 g/Png°'67/d e sua relacdo com a
energia (E:P) acima de 12,7 kcal/g, associada a ingestdo de M+C inferior a 340
mg/PV,,""/d, ndo é adequada para gatos em crescimento.

De acordo com o intervalo de confianga (IC) das ingestdes de nutrientes neste
estudo e a sua associacdo com indicadores de saude, conclui-se que dietas que
contenham teores de PB acima de 85 g/1000 kcal de EM, relacdo E:P abaixo de 12,4
kcal/g e teores de M+C acima de 2,8 g/1000 kcal parecem favorecer as condi¢cfes de
salde de gatos dos 150-240 dias de idade. A ingestdo energética abaixo de 153,22
kcaI/Png°'67/d parece prejudicar o desempenho dos gatos nesta fase de crescimento.
Ingestdo de PB acima de 19,94 g/Png°’67/d e relacdo E:P abaixo de 8,8 kcal/g nédo
contribuem com a resposta de crescimento, salde e qualidade da pelagem dos gatos
durante o crescimento, dos 150-240 dias. Com estes resultados, este estudo contribui
com o estabelecimento de limites de inclusdo de PB e M+C em dietas para gatos em
crescimento (minimos e maximos), ainda que mais estudos sejam necessarios visando

preencher a lacuna de conhecimento existente para a espécie.
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