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RESUMO

A taxa de crescimento das aves esta atreladaiénei@ alimentar e a deposicéo
de massa muscular bem como, as condices ambianjais 0s animais sdo expostos.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliaanhgp de peso e converséo alimentar
das aves, a expressdo de genes mitocondriaisipanties da sintese de energia, mMRNA
UCP (proteina desacopladora), mMRNA ANT (transpantald® nucleotideos de adenina)
e mMRNA COXIIl (citocromo c oxidase subunidade Il§, a expressdo de genes
envolvidos no crescimento animal, mMRNA GHR (recedtmhormdnio do crescimento)
e do IGF-I (fator de crescimento semelhante aingu) no figado e musculo do peito
de frangos de corte, alimentados com dietas coateluds fontes e dois niveis de
suplementacdo de metionina, e avaliar a influédoiastresse térmico agudo sobre a
producdo de ROS mitocondrial e atividade da enzjlatationa peroxidase no figado
de codornas de corte. Foram utilizados frangosatee de 22 a 42 dias de idade
distribuidos em cinco tratamentos (dieta basameiro nivel de suplementacao de DL-
metionina, segundo nivel de DL-metionina, primeiireel de MHA-FA e segundo nivel
de MHA-FA). Ao final do periodo experimental, aseavforam abatidas por
deslocamento cervical, 0 musculo do peito e figadam coletados para extracdo do
RNA total. O cDNA foi amplificado usand@rimers especificos para 0s genes
analisados pela qRT-PCR. Foram mais eficientesongetsdo alimentar as aves que
receberam suplementacdo do segundo nivel de supkerde de metionina,
independente da fonte comercial utilizada. Ja, lnangganho de peso foi observado no
segundo nivel de suplementagdo de DL-metionina.obeervado significativamente
menor quantidade de mRNA UCP no musculo dos anigquesconsumiram dieta com

adicdo de metionina, sendo a maior expressao gesi observada para dieta basal,
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tratamento que também foi responsavel pela piciéeitia alimentar. A expresséo de
MRNA UCP no figado, e de mRNA COX Ill e mRNA ANT figado e no muasculo
nao sofreram acao da suplementacao de metioniegpressao dos genes GHR e IGF-I
no musculo nao sofreu influéncia da suplementagaoetionina. Entretanto, no figado,
foi observada diferenca significativa entre osatmantos basal e segundo nivel de DL-
metionina sobre a expressdao de mMRNA GHR. Os asima receberam esse nivel de
suplementacao apresentaram maior expressédo doAyexeressao de IGF-1 no figado
foi maior para animais que receberam suplementdgaoetionina, comparadosiéeta
basal. A suplementacdo do segundo nivel de DL-metotambém levou @naior
expressdo em relacdo aqueles animais alimentados @oprimeiro nivel de
suplementacao de DL-metionina (1,56 UA vs 0,97 UA)suplementacédo de metionina
melhorou o ganho de peso e a eficiéncia alimentano era esperado, em parte, por
influenciar a expressdo de genes envolvidos nestateristicas. Para avaliacdo da
producdo de ROS e da atividade da enzima glutaperaxidase, aos 30 dias de idade,
codornas de corte foram divididos em dois grupcs: animais pertencentes ao
tratamento termoneutro foram abatidos imediatamemtesegundo grupo foi submetido
ao estresse térmico de°@4por 24 horas. Para andlise de producdo de R@&nfo
coletados os figados para isolamento de mitocéhdrigaubsequente analise de ROS
mitocondrial. Atividade da enzima glutationa pedase foi determinada utilizando
perdxido de hidrogénio (®,), e baseada na quantidade de NADPH oxidado. Foi
observada maior producédo de ROS mitocondrial parraaas submetidos ao estresse
térmico, 0,34vs 0,22, para reagfes contendo apenas rotenona,lev9323, nas
reacdes com a presenca de rotenona mais antim@ottrnas que permaneceram em
ambiente de estresse térmico apresentaram tamléificsitivamente maior atividade
da enzima glutationa peroxidase nos hepatoécita8 (489,6). Assim, verificou-se que
estresse térmico agudo, d€G4or 24 horas, foi capaz de atuar na producdo@® R
mitocondrial e na atividade da enzima glutatiom@xidase no figado de codornas.

Palavras-chave: metionina, genes mitocondriais, Ri¢f&esse oxidativo



ABSTRACT

The growth rate of birds occurs due to the feedcieficy and deposition of
muscle mass, as well as environmental conditiohsisTthis study aimed to evaluate
the weight gain and feed conversion and the exjres$ mitochondrial genes involved
in the energy synthesis, mMRNA UCP (uncoupling pmtemRNA ANT (adenine
nucleotide translocator) and mRNA COXIII (cytochmm oxidase subunit 1ll), and the
expression of genes involved in animal growth, GHHRRNA (growth hormone
receptor) and IGF-I (insulin-like growth factorif) the liver and in the breast muscle of
broilers fed with diets containing two sources atwio levels of methionine
supplementation, and to evaluate the influencecofeathermal stress on the production
of mitochondrial ROS and glutathione peroxidaséveygtin the liver of quails. In this
work broilers from 22 to 42 days of age were dtted into five treatments (basal diet,
supplementations of first level of DL-methioniné,second level of DL-methionine, of
first level of MHA-FA and second level of MHA-FAAt the end of the experimental
period the birds were killed by cervical dislocatithe breast muscle and the liver were
collected for total RNA extraction. The cDNA was g@ified using specific primers
designed for the genes analyzed by gRT-PCR. This ded with second level of
methionine supplementation were more efficienth@ teed conversion, regardless the
commercial source used. The best weight gain wasragéd in the second level of DL-
methionine supplementation. Significant lower amtafMmRNA UCP was observed in
the breast muscle of animals fed with diets comtgiradded methionine, being the
highest expression of this gene observed in beoiled with the basal diet, treatment
which was also responsible for the worst feed igfficy. The mMRNA UCP expression
in the liver, and the mRNA COX Il and mRNA ANT exgssion in the liver and in the
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muscle was not influenced by methionine supplentemaThe GHR and IGF-I gene
expression in the breast muscle was not affectednbthionine supplementation.
However, a significant difference between the batset and the second level of DL-
methionine on GHR MRNA expression in the liver wdsserved, whereas animals
which received this level of supplementation showigther expression of the gene. The
expression of IGF-I in the liver was higher in gr@mals fed with diets supplemented
with methionine compared to those fed with basait.dihe second level of DL-
methionine supplementation also had the highestessn in relation to those animals
which received the first level of DL-methionine gplgmentation (1.56 AU vs 0.97 AU).
The methionine supplementation improved weight gaimd feed efficiency, as
expected, in part, by influencing the expression ggnes involved in these
characteristics. The birds’ performance is alseadfd by environmental conditions.
Thus, an experiment was conducted with the purpdsvaluating the production of
mitochondrial ROS and glutathione peroxidase agtiuails with 30 days of age
were divided into two groups, the animals pertagnio thermoneutral treatment were
slaughtered immediately and the second group waiected to thermal stress of 84
for 24 hours. To analyze the production of ROS, liliers were collected for the
isolation of mitochondria and subsequent analyimitochondrial ROS. Glutathione
peroxidase activity was determined using hydrogemoyide (HO,), and based on the
amount of NADPH oxidized. A higher production oftathondrial ROS was observed
in animals subjected to thermal stress, 0.34 v,0f@ reactions containing only
rotenone, and 0.31 vs 0.23, in reactions contairstgnone and antimycin. Quails that
remained in the environment of heat stress also digwificantly higher glutathione
peroxidase activity in the hepatocytes (47.8 vs6B9herefore, it was observed that
acute thermal stress of % for a period of 24 hours was able to act in the
mitochondrial ROS production and in the glutathipeeoxidase activity in the liver of
qualils.

Key words: methionine, mitochondrial genes, RNAdaxive stress
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|. INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisas cientificas comgagnas areas de nutricdo e
genética na avicultura melhorou os indices alinrestae reduziram o0s custos de
producao, possibilitando assim aumento na prodlade. Os gastos com a alimentacéo
representam cerca de 50 a 70% do total dos custpsoducdo na pecuaria,dentro
disto, a eficiéncia alimentar se torna cada vezman aspecto importante e de grande
interesse nas pesquisas recentes (Lassiter @086). Entre estas, estdo as pesquisas
em nutrigénomica.

A taxa de crescimento esta atrelada a eficiénai@eatar, bem como a deposicao
de massa muscular. A eficiéncia de um animal enverter alimentos em peso
corporal, esta relacionada com a eficiéncia nayg@&al de energia. Estudos mostram
que aves com menor producdo de ATP em func&o derneéiniéncia mitocondrial de
produzir ATP a partir de substratos, apresentamggioiéncia alimentar ou conversao
alimentar (Bottje & Carstens, 2009).

A eficiéncia na producéo de energia depende naersienda perfeita coordenacao
entre os complexos da cadeia respiratoria, mas é@ambe um potente sistema
antioxidante que proteja as mitocondrias dos dgeosdos durante a producao de ATP.
Ja a deposicdo de massa é produto da sintesecaropgomovida em parte por
horménios ligados ao crescimento.

O desempenho das aves também é afetado pelas@emdimbientais a que estes
animais sédo expostos. A producdo pode ser prepaicam funcdo de altas
temperaturas, que levam os animais ao estressecéé(@liveira et al.,, 2006). O
estresse térmico tem sido associado a alteracOeddlieas que envolvem o estresse

oxidativo. De acordo com Yang et al. (2010), avalsnsetidas ao estresse por altas
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temperaturas podem apresentar reducao na ativiliadadeia respiratériaitocondrial,
seguida por maior producdo de espécies reativasxigénio (ROS). Segundo estes
autores, a atividade de algumas enzimas envolvidasstema de defesa antioxidante
também é aumentada em funcéo ao estresse térmico.

A busca por animais cada vez mais eficientes del#ea a necessidade de
conhecer melhor como todos esses fatores estadvelosono desempenho das aves,
em funcdo das modificacdes ocorridas devido a mgagafisiologicas em nivel celular /

molecular.

1. Avicultura

A organizacdo do setor avicola, aliada a qualididproduto brasileiro, fez com
que a carne de frango ganhasse espaco como egtefeeencial, e ndo apenas em
substituicdo a outras carnes. Estes resultadosvosssao refletidos nas estatisticas de
producao e exportacdo no ano de 2011. As expodal®earne de frango aumentaram
6,8% no primeiro semestre de 2011, em relagdo aammeperiodo do ano 2010,
gerando uma receita de 3,999 bilhdes de dolare8,3 7l toneladas de carne
embarcaram para o oriente médio, principal consoirdd carne brasileira. Em relacéo
aos estados brasileiros, nos primeiros seis maesasi@a de 2011, Santa Catarina foi o
estado que mais exportou o produto, seguido petanBacom 499,2 mil toneladas
(UBABEF, 2012). Esses avancos na criacéo de fradga®rte sdo devidos a pesquisas

e tecnologias utilizadas na nutricdo e genéticaaues.

1.1 Nutricdo
1.1.1 Proteina Ideal e metionina

Melhor desempenho dos frangos de corte, com mensto ade producéo, é
possivel com a formulacdo de ragBes com base neceibonde proteina ideal
(Hackenhaar & Lemme, 2005). Por definicdo, o cdoceé proteina ideal refere-se ao
balanco ideal de todos os aminoacidos essenciaiscda com a lisina, aminoacido de
referéncia (Braga & Baido, 2001). Esse conceitmiaf a utilizacdo da proteina da
dieta, aumentando a retencdo protéica e diminuan@xcrecdo de nitrogénio. Desta

forma, as dietas sdo formuladas para que ocoroanedimento exato, sem excesso ou



17

falta de aminoacidos que permita o perfeito metalmal de mantenca e producéo
(Araujo & Sobreira, 2008). Estes autores tambérmtashm que alto nivel protéico na
racdo estimula o catabolismo de proteinas, pornddio de enzimas pancreaticas e
intestinais e também de enzimas envolvidas na dagé de aminoacidos essenciais.
Outro aspecto determinante para o0 sucesso do tmndei proteina ideal é o

conhecimento do valor verdadeiro de digestibilidaoe aminoacidos de cada alimento.

As proteinas sao formadas por aminoacidos, sera® cnformacdes e funcdes
bioldgicas ditadas pelas sequéncias destes (N&lsoox, 2008). As proteinas da dieta
séo hidrolisadas no Iimen intestinal e nas céldéamucosa do trato gastrointestinal,
resultando em aminodcidos livres que sdo em grpade transportados para o figado,
através do sangue portal. O organismo animal pgssuca capacidade de estocar
proteinas, quando ha consumo acima da necessidadee ocorre € uma maior
formacao de uréia ou 4cido Urico, acompanhadacpeleersdo do esqueleto de carbono
a carboidratos, lipideos e em gQfara a geracdo de ATP. Por outro lado, se a ingesta
for menor que a necessidade do animal, haveraalst@o das proteinas corporeas
(Reece, 2006).

A metionina € o primeiro aminoacido limitante p&tangos de corte, devido a
composicao dos alimentos utilizados em suas deet@as funcdo da grande exigéncia
deste aminoacido para deposicdo de penas. Alénerdetiszada para deposicao de
musculos e penas, a metionina desempenha impatamigdes como doador de grupos
metil (Simon, 1999), como participante da sintesgldtationa (Piovacari et al., 2008),
como doador de enxofre (Wu & Davis, 2005) e comtigpante na sintese da cisteina
e da S-adenosilmetionina (SAM), sendo este comp@sponsavel pelas metilacbes
essenciais para a biossintese de uma variedadeng®stos celulares, como creatina,
carnitina, fosfolipideos e proteinas (Stipanuk,400

A metionina esta envolvida no metabolismo da hosteima através de duas rotas
biolégicas: a remetilagdo e a transsufulracdo. Andwsteina é convertida em
metionina pela remetilacdo por intermédio de duasngas: a metionina sintase e a
betaina:homocisteina metiltransferase. Pela acdomédonina sintase, enzima
dependente de vitamina B12, o metiltetrahidrofoldtma um grupo metil para a
homocisteina, que € convertida entdo em metionlda.na reag¢do catalisada pela
betaina:homocisteina metiltransferase, o processtagle maneira similar, entretanto,

neste caso o grupo metil é doado pela betainaaftitiy 2004).
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A transsulfuragcdo ocorre em duas etapas. Na pame@icorre a reacao da
homocisteina com a serina, pela acdo da cistatiofiisintase, resultando em
cistationina. Na segunda, a cistationina € metaadéi, com acéo da cistation{i#iase,
ocorrendo a sintese da cisteina (Stipanuk, 204asEotas sédo consideradas de grande
importancia, j& que o excesso de homocisteina gan@mo estéa relacionado a doengas
cardiovasculares (Laurenti, 2005) (Figura 1).

A remetilacao é favorecida quando ha baixas corexgigs de metionina ou de S-
adenosil metiltransferase (SAM). Ja, quando ha meaiquantidade de metionina ou de

SAM, a rota de transsulfuracdo é a mais ativadaa enaior producdo de cisteina
(Finkelstein, 1998).
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Outros metabolismos (sintese de proteinas,
oxidacio, glutationa. etc __._); elinunacio

Figura 1- Biotransformacédo da Metionina. (Fonteaptado de Haddad, 2001).

1.1.2 Fontes industriais de metionina

Em funcédo da exigéncia em metionina, a suplementdedfontes industriais na
dieta de aves € importante para se alcancar desempelequado. As duas principais

fontes comerciais disponiveis no mercado utilizads& a DL-metionina,
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(acido DL - 2 - amino-4 (metiltio) butandico e atmrina hidroxi analogo, conhecida
como MHA-FA, (4cido DL - 2 - hidroxi-4 (metilo) bamdico. A diferenca entre estas
duas moléculas é que o MHA-FA apresenta um grupantedroxila (OH) no lugar do
grupamento amina (N localizado no carbono alfa (Marchizeli, 2009).

As duas fontes apresentam propriedades quimidagasf bastantes diferentes. O
MHA-FA, em termos bioquimicos, ndo é um aminoacjuwtanto, depois de ingerido
deve ser convertido em L-metionina por transamimapara poder ser utilizado pelo
organismo. O MHA-FA € uma fonte liquida, contend#fdlde agua e impurezas,
composta por uma mistura de moénomeros (65%), denermligdbmeros (23%) de
metionina, enquanto que a DL-metionina € uma sobist&m po, composta apenas por
mondmeros de metionina (99%). O pH das duas faatekém é diferente: o MHA-FA
apresenta pH acido, enquanto a DL-metionina, pHvoda de 6,0 (Lemme et al.,
2007).

Estas duas substancias sdo compostas por umaanetémica entre isdmeros D
(dextrégino) e L (levogiro) (Jansman et al., 20@)tretanto, as proteinas de origem
animal ndo possuem aminoacidos na forma de D isin{dlelson & Cox, 2008), desta
maneira, estes, para serem utilizados pelo organgsnmal, devem ser convertidos na
forma L.

A conversdo de D-metionina para L-metionina envaegundo Baker (1994),
uma reacdo com duas etapas, ocorrendo primeiranaentedacdo do carbono alfa
resultando em um ceto-andlogo, e, posterioriormeatetransaminacdo do ceto-
metionina em L-metionina. A conversao da D-metiarpara Ceto-metionina, primeira
etapa da reacao, necessita de uma enzima cateBpeaifica, a D- aminoacido oxidase
(D-A OX) (Moura et al., 2010).

A conversdo do MHA-FA a L-metionina também segueagsduas etapas,
producdo de ceto-metionina e transaminacdo (M#imegas et al., 2006). Essas
reacBes ocorrem rapidamente em varios tecidos@gyincluindo figado e rim. Apos
essa conversdao em metionina, o0 MHA-FA tera a medisponibilidade para atuar
como doador de grupos metil ou de enxofre comoggealoutra fonte de L-metionina
(Dibner, 2003). A conversdao do MHA-FA, na forma Dee L isbmeros, a ceto-
metionina ocorre com intermédios de enzimas difesggrentretanto as reagbes se dao
simultaneamente, a enzima especifica para L-MHA ¢&-2hidroxiacidooxidase
(L-HAOX), e para a D-MHA, D-2- hidroxi acido desatyenase (D-HAD) (Moura et
al., 2010).
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Como a composi¢ao quimica destas fontes é diferemmcesso de absorcdo das
mesmas ocorre de forma distinta no trato digestéimonal, sendo a DL-metionina
absorvida por transporte ativo, dependente de energambém por intermédio de
carreadores, enquanto o MHA-FA é absorvido porsdifil dependente de concentracéo
(Dibner, 2003). A maior parte de MHA-FA € absorvida parte superior do trato
digestivo, onde h& pH mais baixo (Moura et al.,®01

Muitos trabalhos vém sendo realizados para detamaitvioeficacia do MHA-FA
em relacdo a DL-metionina (Jansman et al., 2008)addrdo com Lemme et al. (2007),
a bioeficacia € um valor relativo que compara @&t nutricional ou a eficiéncia de
um dado nutriente com um padrdao definido. As mekkanmaneiras de conhecer a
eficiéncia de determinado nutriente na alimentagé@imnal sdo os ensaios de dose-
resposta utilizando modelos exponenciais. Assimg @aterminar o valor de bioeficacia
de um produto em relacdo a outro, séo feitas campas entre as duas curvas de dose-
resposta (Lemme et al., 2007). Com o objetivo deprovar a eficiéncia deste modelo
matematico para determinacédo de bioeficacia, eédamfmara comparar a eficiéncia do
MHA-FA em relacdo a DL-metionina, um estudo foi @leglvido por Hoehler et al.
(2005). Nesta pesquisa, foram realizados cincorexpatos sob condi¢gOes locais de
quatro paises. Os resultados aceitam o método raabencomo adequado para as
analises e sugerem uma eficacia relativa do MHAdrf\relacdo a DL-metionina de
64%, sendo este o0 valor médio dos resultados aacimst em todos os experimentos,
com relacdo a ganho de peso, eficiéncia alimentangimento de peito.

Quando comparadas 100 partes de MHA-FA com 65 galte DL-metionina
sobre o desempenho de frangos de corte, observausendo houve diferenca
significativa nos dados de desempenho, confirmanoo 65 partes de DL-metionina
podem substituir sem prejuizo, 100 partes de MHaye et al., 2006). Outros estudos
que foram realizados com objetivo de comparar edsas fontes de suplementagcéao de
metionina obtiveram resultados semelhantes, biafcde 65% do MHA-FA em
relacdo a DL-metinina (Viana et al., 2009; Bunckaxtaal., 2006; Lemme et al., 2002).

De acordo com Lemme et al. (2007), essas sao afyuias razdes para essas
diferencas entre as eficiéncias das duas fontes:

- 0s produtos sdo quimicamente diferentes, a Dliemieia € composta por 99%
de metionina, ja 0 MHA-FA apresenta 12% de aguapirezas.

- 23% das moléculas de MHA-FA estdo sob forma de misne oligdmeros, que

segundo Van Weerden et al. (1992), apresentam natacional reduzido.
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- A DL-metionina é absorvida de forma mais rapidéi@ente que os mondmeros
de MHA-FA, isso pode ser observado em estudos amivisétopos {(C), onde a
recuperacdo de*C) foi maior naqueles animais alimentados com MHW-Esse
estudo mostrou ainda que a incorporacdo’d@) (hos musculos do peito e coxa dos
frangos foi maior para aves alimentadas com DL-on@ta (Lingens & Molnar, 1996).

- O MHA-FA é parcialmente degradado por microorganisnimtestinais. Isto foi
comprovado por Drew et al. (2003) que, utilizandetas marcadas, verificaram que
além de pior absor¢cao houve também a degradacBiHdeFA pelos microorganismo

do trato digestivo.

1.2 Genética

1.2.1 Genes mitocondriais

O melhoramento genético proporcionou grande melhordesempenho das aves
nas ultimas décadas (Harvenstein et al., 2003udBst recentes tém mostrado que
animais mais eficientes em converter alimentos eso orporal podem apresentar
alteracbes na expressdao de genes da cadeia tradsparde elétrons, o que pode
influenciar a utilizacdo de nutrientes e alterargasto energético corporal. Estas
pesquisas sugerem que animais com maior consumacée residual, possuem falha
no transporte de elétrons/prétons, reduzindo aéefia de producdo de ATP pelas
mitocondrias, o que influencia negativamente a es@o alimentar (Bottje & Carstens,
2009; Krueger et al., 2008).

Todas as células necessitam de energia para reaims atividades. As
mitocdndrias sdo as organelas responsaveis posfdramar a energia quimica dos
metabolitos em energia facilmente acessivel aa¢®thauss et al., 2010). Essa energia
€ acumulada em compostos labeis, dos quais o paineio ATP. De acordo com Bottje
et al. (2006), as mitocdndrias sdo responsavespeducdo de 90% de toda a energia
requerida pelas células.

O sistema transportador de elétrons € uma cademafta por enzimas e
compostos ndo enzimaticos, cuja funcdo € trangpeld&rons ricos em energia. Essa
energia € fornecida para os complexos da cadet® onorrerda a producdo de ATP
(Junqueira & Carneiro, 2000). As enzimas mitocandrienvolvidas na fosforilagéo

oxidativa estdo posicionadas na membrana internarginela, e dispostas em cinco
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complexos multiproteicos: NADH:ubiquinona oxidoméase (complexo 1);
succinato:ubiquinona oxidorredutase (complex Iljiquinol:.citocromo c¢ redutase
(complex 111); citocromo ¢ oxidase (complex IV);Ad P sintase (complex V) (Nelson
& Cox, 2008).

A energia livre gerada pelo transporte de elétrams, passar pela cadeia
respiratoria até chegar a seu aceptor fina),0usada para produzir ATP a partir de
ADP+Pi. O movimento dos elétrons através dos cergsl da membrana mitocondrial
interna estd acoplado a um transporte ativo deopsotda matriz para o espaco
intermembranoso, onde se acumulam. A diferencadeentracdo de prétons gera um
gradiente de pH e um potencial elétrico, que cnea dor¢a proton-motriz. O ATP é
sintetizado com a energia produzida pelo movimegtidgrado dos prétons atraves da
ATPsintase (Jeremy et al., 2008). O ponto de eatpta os elétrons cedidos pelo
NADH é a NADH desidrogenase, ja os elétrons cedjplle FADH2 ingressam na
cadeia através da ubiquinona (De Robertis & Hil®120

Durante a sintese de ATP, cerca de 2 a 4% dodet@} utilizado como aceptor
de elétrons pelas mitocondrias, ndo € totalmewuiigzido a agua (Bottje et al., 2006), no
entanto, os mesmos formam compostos quimicos quia &do oxidantes potentes,
conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS)

As proteinas mitocondriais, UCP (proteina desaclopég, ANT (transportador de
nucleotideos de adenina) e COXIIl (citocromo c¢ asi& subunidade IIl), tém- se
tornado tema de pesquisas recentes, devidwuas importancias na producédo de ATP
(Bottje et al., 2009; Ojano-Dirain et al., 2007).

As proteinas desacopladoras (UCPs) séo transpoetagoesentes na membrana
interna da mitocondria capazes de desviar a endeg&intese de ATP, para a producéo
de calor catalisado por um vazamento de protoraégrdo interior da membrana
(Ledesma et al., 2002). De acordo com Vidal-Pu@p(@, o que a UCP faz é fornecer
uma rota nova para os prétons, diferente da ATRasen A UCP aviaria tem sido
descrita como um agente que possibilita a redugdwaducdo de ROS, por causar um
leve desacoplamento na producdo de ATP ( Abe ,e2@D6). Embora a UCP tenha o
efeito benéfico de evitar danos ao DNA e as prageéelulares, uma vez que reduzem a
producao de radicais livres, observa-se que mamessdo do mRNA UCP pode piorar
a conversao alimentar, ja que pode reduzir a pémuage ATP (Ojano-Diran, et al.,
2007). Com a diminuicéo da sintese de ATP, pode@caumento do catabolismo dos

nutrientes como forma de manter a producéo de enéxgxpressao de UCP também é
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influenciada pelo estresse térmico, e aves exp@stltas temperaturas apresentaram
menor expressdo de mRNA UCP (Mujahid et al., 2086)elo estado nutricional, a
expressdo de UCP é aumentada no musculo esquelieti@aves em jejum (Evock-
Clover et al., 2002).

Outra proteina envolvida no processo de sinteseagé&iea € o0 ANT
(transportador de nucleotideos de adenina), reapehpelo deslocamento do ADP do
citosol para a mitocondria e pelo deslocamento @@ Através da membrana interna
mitocondrial (Ojano-Dirain et al., 2007). PortandoANT possui a funcdo de aumentar
a quantidade de ADP para ser transformado em ATRgém da ATP sintase. A fungao
mitocondrial pode ser prejudicada pela incapacidisdegoca do ADP/ATP entre citosol
e membrana, assim, pode ser que haja alguma ligaté®a expressdo do ANT com a
expressao do fendtipo da eficiéncia alimentar {Bat al., 2006). Ojano-Dirain et al.
(2007) relataram que aves com menor expressao dE thMéram pior conversao
alimentar em fungcdo da menor eficiéncia em prodédiP. Nicoletti et al. (2005)
verificaram reducdo na expressdo do ANT com o atonda idade. Segundo esses
autores, alteracbes na expressdo de subunidadesadida respiratoria podem
representar uma resposta adaptativa celular aouha(ohe danos as proteinas e / ou
DNA mitocondrial que ocorre devido ao aumento nangidade de ROS. Assim como a
UCP, o ANT também pode estar relacionado ao dekamnepto na cadeia respiratoria,
ja que de acordo com Walter & Seebacher (2009), NoT & a maior proteina
desacopladora em aves. A expressdo do gene ANE& sdfuéncia da temperatura,
havendo maior expressdo em aves expostas a clima dugerindo papel no
desacoplamento para producéo de calor (Toyomial,&002), e do estado nutricional,
no qual observa-se uma maior expressao em avestdbhma jejum (Toyomizu et al.,
2006).

O COX lll também esta presente na cadeia trangimdade elétrons e esta
relacionado com a eficiéncia da fosforilacdo oxidat A citocromo c oxidase,
subunidade IIl (COX 1ll), € uma subunidade do campl protéico IV da mitocondria,
responsavel pelo bombeamento de protons e pelepwae de elétrons. O COX Il
possui grande relevancia na eficiéncia energétidacondrial (Scheffler, 1999) e
menor expressdo deste gene pode ocorrer devidanar raéiciéncia celular ou maior
dano oxidativo devido a producédo de substanciasvasaao oxigénio (Kemp et al.,
2003). Ojano-Dirain et al. (2007) sugerem que mamducdo de ROS e maior

oxidacdo protéica sdo observadas consistentement@ves com baixa eficiéncia



24

alimentar, sugerindo que este fator pode alteraxmessao de genes mitocondriais.
Estes autores também sugerem que 0s niveis dessdprelos genes mitocondriais,
como o COXIIl, podem variar de acordo com 0s nideigslanos causados pelo estresse
oxidativo. Esta hipotese é corroborada pelos rado#t de Barazzoni et al. (2000), que
verificaram reducdo na expressdo de mRNA COX lkaenada com alteracdo na
capacidade oxidativa da mitocondria em animais nellsos, e por Li et al. (2002), que
verificaram que ndo s6 a expressao desse geneéambém sua atividade é afetada pela
quantidade de ROS presente no tecido.

A coordenacado entre os complexos da cadeia re@jéra necessaria para que a
producao de energia seja eficiente, e assim, pe@$ animais tenham maior eficiéncia
alimentar. Qualquer desequilibrio pode provocaramaEnto de elétrons e geracdo de
ROS.

1.2.2 Genes do crescimento

O crescimento das aves € dado pela agdo do eixatsiéiico, com acao
principal do horménio do crescimento (GH). A ac&@H sobre o crescimento pode
ocorrer de forma direta, entretanto, seus efe#iosdados principalmente pela acdo do
IGF-I (fator de crescimento semelhantesulina 1). A presenca de GH no organismo
induz a sintese e a liberacao deste horménio (Betksd., 2001).

O GH é produzido pelas células somatotrépicas gebfiee, sua sintese é
estimulada pela ligacdo entre o horménio liberatkorGH (GHRH), sintetizado pelo
hipotalamo, e seu receptor (GHRHR) (Martinelli &iinét al., 2002). A acdo do GH
sobre o IGF-I é mediada pelo receptor de GH (GHRyue deve haver a ligacdo GH-
GHR para estimular a sintese e liberacdo do IGB-IL.GHR € uma proteina
transmembrana de 620 aminoacidos, seu dominio cekitar € responsavel pela
ligacdo do GH, e o dominio intracelular esta endolwna sinalizacdo do GH. Esta
proteina € codificada por um gene localizado no;doreurto do cromossomo 5,
composto por dez éxons e nove introns, sendo ddigdocal de maior expressao de
MRNA GHR (Leung et al., 1987).

Para estimular a sintese de IGF-1, o GH provocianarizacdo do seu receptor, se
ligando a ele (Brown et al., 2005). Essa mudangdocmacional € responsavel pela
ligacdo da proteina JAK2 (Janus Kinase 2) ao coxopliormado anteriormente pelo
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GH e GHR, e assim, pelo inicio da sinalizac&o aahalar, que modula as a¢6es do GH.
Com a ligacdo da JAK2, diversas rotas biolégicateposer induzidas (Burfoot et al.,
1997). Uma das vias ativadas com a formacéo do lexam@E&H-GHR-JAK2 € a rota
que envolve os fatores de transcricdo chamadosTéd sS(Transdutores do sinal e
ativadores da transcricidNeste processo, as STATs sao fosforiladas, dapsn com
gue estas formem complexos com outras proteinasr®mgam para o nucleo, agindo na
inducdo da sintese de mRNA IGFHofoed et al., 2003). O complexo pode ativar
também as proteinas quinases MAPRrofeina quinase ativadora de mitosedr
intermédio do recrutamento da molécula adaptaddB2 @roteina 2 ligada ao receptor
de fator de crescimento)As MAPKs fosforilam moléculas responsaveis pela
transcricdo no ndcleo, agindo na sintese proté@aydti, 2009). A dltima rota
bioquimica que pode ser ativada envolve as praeiR&-I (receptor de insulina
substrato I), as quais quando fosforiladas servemoclocais de ligagdo para uma
variedade de moléculas sinalizantes, como PI3K f@ddsinositol-3 cinase),

envolvidas no metabolismo e crescimento (Carteet&l., 1996) (Figura 2).
GLICOSE

Figura 2- Possiveis rotas de sinalizacdo para o.GHihte: Adaptado de Carter-
Su et al., 1996).
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Kuhn et al. (2002), afirmam que niveis sanguinem$Hl estdo correlacionados
inversamente com a expressao de GHR. Kim (201®rsugue o GH inibe a expressao
de GHR diretamente ou por intermédio da liberagtGdF-I, e estimula a formacgéo do
complexo GH-GRH pelas células.

O IGF-1 é uma proteina de estrutura semelhante salia. E sintetizado
principalmente no figado, entretanto, sua prodwg@mre também em outros tecidos,
sendo fundamental para o crescimento adequadoigh@lailComo ndo ha um local de
armazenamento deste hormonio, a maioria do IGRA ea circulacdo ligado a um
complexo formado por uma proteina ligadora de IGESFBP-3 ou IGFBP-5) e por
uma subunidade protéica acido-labil (ALS). A ligagdesta proteina ao complexo
estende a meia vida do IGF-I por cerca de 15 H#tias, 2010).

Segundo Scanes (2009), o IGF-I possui um importgapel na taxa de
crescimento corporal de aves, e quanto menor ¢ dévéGF-I encontrado, pior sera o
crescimento corporal. Tem-se observado maior €irggeenor degradacao protéica em
aves com maior nivel de IGF-lI plasmatico, o qualltasem maior deposicdo de
musculo esquelético (Colon & Kita, 2002). Algungaes tém mostrado relacdo entre
administracdo de amino&cidos, como a metioninasecee¢cdo de GH (Groschl et al.,
2003; Collier et al., 2005), e ainda, o desempankdiado pela acdo do IGF-1 também
pode ser influenciado pela suplementacdo da me#oritstudos mostram que aves
recebendo dieta deficiente em metionina apresentanor crescimento (Carew et al.,
2003). Apesar de ainda néo estar bem esclarecido cnudangas na suplementagéao de
aminoacidos, pode iniciar mudancas na expressagedes, como GH e IGF-I, por
exemplo, sugere-se que a atividade da mTOR (alveagamicina de mamiferos),
enzima envolvida na regulacéo da sintese protgossa mediar tal efeito (Stubbs et al.,
2002). Ha evidencias de que o metabolismo de sirdedegradacdo protéica possa
ocorrer pela acdo da mesma rota bioquimica. Algengs envolvidos com a atividade
de degradacdo protéica no complexo ubiquitina-pesiema sdo o Murf-1muscle
RING finger ) e a atrogina-1. Denominados de atrogenes, sua sMpressao tem sido
ligada a atrofia muscular (Sacheck et al., 200ésséraud et al. (2007) demonstraram
gue a expressdo da atrogina-1 no musculo esqueliticodornas pode ser reduzida
nao apenas por fatores de crescimento, mas tamé@ndipponibilidade de metionina,

via mecanismos que envolvem a proteina TOR (alvajpiamicina).
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A disponibilidade de aminoacidos pode também iatarfespecificamente no
crescimento, ja que estudos mostram que a depadvdestes nutrientes favorece a
super expressdo das IGFBPs, o que acarreta emdaetaw desenvolvimento
(Fafournoux et al., 2000).

1.3 Nutrigenémica

As pesquisas em nutrigénomica estudam como osntds da dieta interagem
com o génoma (Rodriguéz et al., 2007), e como adangas produzidas por essa
interacdo afetam as caracteristicas de interessgratucdo animal. Nesta area de
conhecimento, as ferramentas da genémica, comprasséo génica, sdo aplicadas nas
pesquisas em nutricdo, e isso permite maior compéee de como 0s nutrientes
disponibilizados pela dieta influenciam em viasabéticas e no controle homeostatico
do organismoNluller & Kersten, 2003).

Muitos séo os estudos sobre o efeito da nutricadequwtrientes especificos sobre
0 génoma das aves. Em um destes estudos, conetivolje investigar o efeito de
fatores externos sobre a expressédo do gene PEAdRoxisome proliferatior-activated
receptory), um fator de transcricéo relacionado ao metatalida glicose e de lipideos
em mamiferos, no tecido adiposo de aves, Sata €Q04),realizaram uma pesquisa
que teve como resultado a expresséo diferenciagta dene para aves que receberam
dietas distintasA expressdao d®PARy foi maior nos animais que receberam dieta
contendo 6leo de cartamo ou Olde linhaca,em relagdo aos animais que foram
alimentados com 0leo de oliva.

Takahashi et al(2008) realizaram um experimento para verificarfeite da
suplementacao de glicina na dieta sobre a expres@enes relacionados a respostas
inflamatorias no baco e figado de frangos de cértexpresséo de tais genes no bago
das aves alimentadas com suplementacédo de glioinenénor em relacdo a aves
alimentadas com dieta basal. De acordo com osemtisiso sugere que a glicina pode
modular em partes as respostas inflamatodrias, éstralas mudangas na expressao
génica.

Também ja foi pesquisada a suplementacdo de magessiietas para frangos
de corte com intuito de avaliar a expressao génicaet al. (2007) verificaram que

ocorre correlacdo positiva entre a atividade dangnzatalase e a expressédo de mRNA
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catalase no figado das aves. Assim, a suplementggéporciona maiores
concentracbes de magnésio hepético, aumento nassfor de mRNA catalase e
consequentemente, maior atividade da enzima.

O &cido linoleico conjugado (CLA) é conhecido peus efeitos benéficos na
saude humana. Deste modo, um estudo (Kim et @9)2@i realizado para verificar
qual o efeito da suplementacéo de CLA na dietaalegbs de corte sobre a expresséo
de genes envolvido no metabolismo de lipideos, bemo sua deposicdo no musculo
das aves. Os autores verificaram que a suplemeniagéziu a lipogénese no figado,
aumentou significativamente a expressao de mRNA §&8/ acid syntagee mRNA
ACC (acetyl coenzyme A carboxylase também foi um eficiente promotor de acamulo
de CLA no musculo dos frangos de corte.

A enzima malica esta envolvida com a sintese dbagraxos, com a quantidade
de gordura abdominal e corporal em aves. J4, iddsst € a enzima catabdlica primaria
no metabolismo da histidina. Essas duas enzima&semiam comportamento contrario
em funcdo da ingestdo deoteina: ocorre o aumento da expressdo de mRNA da
histidase e reducdo na expressao da enzima m&iwendrimada et al., 2007). Os
resultados das pesquisas realizadas por estegsstarerem que a expressao de malica
é regulada pela ingestao de N total da dieta, engua expressao hepética da histidase
pode ser regulada por um aminoacido especifico.

Como pode ser visto, ocorre a influéncia de muitagientes, carboidratos,
proteina, acidos graxos, minerais e vitaminas,esabexpressao de genes de grande
importancias para o desempenho animal, levando feredgas no metabolismo,
crescimento e diferenciacdo celular. Para que gstgsiuisas possam avancar, €
essencial a aplicacao de tecnologias eficientespqgasam medir efeitos fisioldgicos de

determinados nutrientes ou de um regime alimentar.

1.3.1 Expressao génica - grRT-PCR

Na producédo animal, caracteristicas de interessmpo ceficiéncia alimentar e
reprodutiva, sdo expressas em funcdo da genétiemidwl, do ambiente a que este é
exposto, e também em fungéo da interagdo entre ésiefatores.

Os animais devem adaptar seus metabolismos a éesdifisiologicas e

ambientais que estdo em constante mudancas, ergeguespostas metabdlicas
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coordenadas pela expressao de genes especifippesesca ou auséncia de nutrientes
apropriados (Averous et al., 2003). O estudo daéntia de determinados nutrientes
na dieta de aves sobre a expressédo de genes paligr auexplicar diferencas obtidas
no desempenho, em funcdo das modificacbes ocodelado a mudancas fisioldgicas

A técnica de transcricdo reversa seguida pela R@Rempo real (QRT-PCR) é
um dos métodos que pode ser utilizado para anddisexpressao génica. Esta técnica,
considerada altamente sensivel, permite que aténongzequenas diferencas na
expressdo de determinado gene seja observadal,(Rf0fl). Outras caracteristicas
positivas da qRT-PCR séo resultados de quantificaggidos e alta acuracia (Ferraz,
2009).

A quantificacdo do material genético pela PCR empte real utiliza reagentes
fluorescentes que possibilitam a deteccdo da fdimalp produto da PCR. Esses
reagentes podem ser de dois tipos: uma sonda fispepie reconhece sequéncias do
genoma; ou um corante fluorescente que apresdatafalidade ao DNA dupla-fita,
ligando-se a qualquer sequéncia amplificada. Egagdo reagentampliconfaz com
que aumente a fluorescéncia e permite detectaodupr da PCR conforme este se
acumula durante os ciclos da reacéo (Hunt, 2012).

Os resultados da quantificagdo da qRT-PCR podemaskrs na forma relativa ou
absoluta. A quantificacdo relativa € baseada neesgfio de um gene alvo em relagéo a
um gene referéncia. Este € utilizado para minimizarro da PCR em tempo real. A
normalizacdo destes genes, denominados de ¢@usgkeepingcontrolam a entrada
das quantidades de RNA na transcricdo reversagadsgo genes constitutivos e ndo
variam sob condi¢cGes experimentais. Os mais comiegmaitizados incluem fi-actina,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e @iBSRNA ribossomal (Huggett,
2005). Ja o método de quantificacdo absoluta éadasem uma curva padrao, atraves
da qual é determinado o numero de copias do titmsde interesse (Livak &
Schmittgen, 2001).

Um dos motivos pelo qual a gqRT-PCR é considerada téonica eficiente na
quantificacdo dos acidos nucléicos, € que os estgt obtidos sdo gerados durante a
fase exponencial da reacdo de PCR. E chamado beTRieshold(Ct) o ponto em que
a reacao atinge o limiar da fase exponencial (No&aPires-Alves, 2004). O sinal dos
compostos fluorescentes aumenta juntamente comardidqade dosmplicons assim, a
amostra que apresentar maior quantidade de copgstrahscritos alcancara

primeiramente o limiar de deteccao (Bustin et241Q5).
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A fluorescéncia emitida pelo corante SYBR Greemdida a amplificacdo de
cDNA total, para determinar se esta ocorrendo dificagao da regido de interesse é
utilizado a curva denelting No ponto demelting, as duplas fitas sdo separadas e a
fluorescéncia diminui rapidamente, o software pbotaxa de mudanca da fluorescéncia
relativa com o tempo no eixo Y e a temperaturaino X, esta curva atingira o pico na
temperatura denelting (Tm). Todos os produtos da PCR para um determipadcer
devem apresentar a mesma Tm, e, se iSso ndo estogendo, pode ser sinal de
formacdo de dimeros deimers de amplificacdo de regido ndo especifica, ounalgu
outro problema. A temperatura gdltingde uma determinada dupla hélice depende da

sua composicdo de bases e também de seu tamantitp ZBiL2).

1.3.2 Influéncia da metionina na expressao génica

De acordo com Kimball & Jefferson (2004), os amawdds desempenham papel
chave na regulacdo de alguns processos celulaves) @ regulacdo da expresséo
génica através da modulacdo do mRNA. Ainda de acoodh estes autores, as células
séo capazes de reconhecer a disponibilidade deoaanitos e gerar alteragdes nas rotas
de sinal de traducao, que sao também reguladd®poibnios e fatores de crescimento.

Os aminoacidos séo conhecidos por estimular asginte proteina e também por
inibir sua protedlise em muitos tecidos. Apesarsdesfeito geral, certos fatores de
traducdo e proteinas séo afetados diretamente digdanibilidade de aminoéacidos
(Fafournoux et al., 2000). A primeira etapa daugdd, sintese protéica, € a formacao
do complexo de iniciacdo. Para que isso ocorrafaton de traducdo chamado de elF2
(fator de iniciagdo eucariotico 2) deve estar lgadumGTP. Os proximos passos sdo a
ligacdo de um tRNA associado a uma metionina eodwptexo elF2-GTP a subunidade
40S do ribossomo. No fim deste processo, 0 GTRilisado e o elF2 liberado na
forma inativa (Brown, 1999).

O elF2 pode estar novamente em sua forma ativ&{8IH°), desde que seja
reciclado pelo elF2B (fator de troca de guanindeuitdeo para o elF2). A atividade do
elF2B pode ser regulada pela fosforilacdo da suladien. alfa do elF-2 e também pela
fosforilacdo da subunidade do elF2B (Fafournoux et al.,, 2000) (Figura 3). A
fosforilacdo da elR2 converte o elF2 de um substrato a um competidoelB@B e

reprime a traducdo da maioria dos mRNAs. Esta fitéfdo ocorre em resposta a
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disponibilidade alterada de aminoacidos e é mediatdaima proteina quinase GCN2
(general control nonderepressiblg. 2 fosforilacdo da elF2Btambém é afetada pela
disponibilidade de aminoacidos (Kimball & Jeffers@f04).

A segunda etapa do inicio da traducdo € a ligagian&NA ao complexo
formado. Este passo € mediado por fatores de ¢dicieeucaridticos comumente
chamados de elF4, sdo eles: elF4A, elF4E e a elP4@roteina elF4E se liga a
estrutura Cap do mRNA e através disso ocorre admala elF4G e elF4A e do
complexo de iniciacdo formado. A fosforilacdo d&4&l faz com que aumente a
afinidade pela Cap do mRNA. Ja a ligacdo desta wma proteina de ligacdo do fator
de iniciacdo eucariotico, a 4E-BP, faz com que odwra a ligacdo elF4E-elF4G-Cap
(Figura 3). Quando ocorre deprivacdo de aminoaciosre a desfosforilacdo da 4E-
BP, o que leva ao sequestro da elF4E, impedindanaa traducéo (Fafournoux et al.,
2000).
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Figura 3 - Principais etapas do inicio da tradu¢a®.Formacdo do complexo de pré-
iniciacao 43S, liberagao e reciclagem do elF2-GDegelacéo da reciclagem do elF2-
GDP pela fosforilacdo do elF2. (B) Ligacdo do mRIdé complexo de iniciacao,

estrutura esquematica e regulacéo do elF4E e 4EARisforilagcdo da 4E-BP1, libera

a elF4E para formar o complexo elF4F. (Fonte: Aatdpde Machado, 2010).

A disponibilidade de aminoacidos também influersiauma proteina ribossomal
S6. A falta de aminoacidos leva a uma perda dédatie da proteina p70 S6 quinase
(P70°°), responsavel pela fosforilacdo da S6. Desta foarsintese de proteinas fica
comprometida (Kimball et al., 1999). De acordo cos autores, o0 aumento na
fosforilacdo da S6 foi associada também com um atonea sintese de um fator de

elongacdo chamadzEF1A.

1.4. Coturnicultura

As codornas sao animais pertencentes a ordem disacgas, familia das
Faisamidas, género Coturnix, possuem altos indides produtividade, rapido
crescimento, pequeno porte, facilimente manipulavdido reprodutivo curto, com
postura regular. Todas essas vantagens fazem daneodm animal muito utilizado,
nao apenas para a producao de carne e ovos, mbéntacomo modelo experimental

para as aves domésticas em pesquisas laborat@iaisira, 2002).

1.4.1 Estresse térmico

As aves sdo animais endotérmicos, capazes de ppramhlar internamente, e
dependem de conforto térmico para expressar 0 noaxi@sempenho permitido por
seus potenciais genéticos (Miragliotta, 2005). blaazde conforto térmico, denominada
de zona termoneutra, toda a energia produzidagrglnismo é direcionada para fins
produtivos, ou seja, ndo ha gasto de energia paretregulacdo (Macari et al., 2004).

Para se termorregular, as aves primeiramente dispi@emecanismos ambientais
e posturais, entretanto, quando estes ndo samrgéis; entram em acao respostas
fisiologicas, coordenados pelo hipotalamo. O sistéenmorregulatério baseia-se em 4
unidades funcionais: 0s receptores, neurdnios \s&asao frio e calor, o centro

controlador, hipotalamo; os efetores, neudniosaesipos ao frio e calor; e 0 sistema
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passivo, responsavel por executar a resposta detetanpelo hipotdlamo (Furlan &
Macari, 2002).

Esses mecanismos de termorregulacao, entretaotefis@entes somente quando
a temperatura ambiente esta dentro de certos $imukmado de zona de tolerancia. O
ponto no qual a temperatura ambiental estd abastadzona é chamado temperatura
critica inferior, e o ponto no qual a temperatunabental esta acima, chamado de
temperatura critica supeiror (Abreu & Abreu, 2012).

Quando as aves estéo sofrendo por estresse téoon@oe a tentativa de diminuir
a producdo de calor metabdlico, e aumentar a dis&@p de calor. De acordo com
Macari et al. (2004), os principais métodos deipiégso de calor, sdo a vasodilatacdo e
0 aumento da evaporacdo através do aumento naéfreéiqurespiratoria. Frequéncia
respiratoria aumentada pode ocasionar alcaloseatépa, e assim, desequilibrio
eletrolitico relacionado com reducdo na ingestao aimentos, e portanto, pior
desempenho (Silva, 2004).

Oliveira et al. (2006) observaram que altas termpeaa durante a producédo de
frangos de corte, influenciaram negativamente cwmo de racdo e o ganho de peso, e
também o rendimento de cortes nobres (coxa, sotaeeo peito). Esses autores
observaram ainda, que esses efeitos negativoseétuados pelo aumento da umidade
relativa do ar.

Como o relatado pelos referidos autores, o estaed6eco depende ndo somente
da temperatura, mas também da umidade relativa, dia adade, do tamanho e da fase
produtiva das aves, e portanto, as respostasoiipoals ao estresse também dependeréo
destes fatores (Abreu & Abreu, 2012).

Estresse agudo (Lin et al., 2006) ou cronico (Yeingl., 2010) por calor, também
tem sido relacionado a alteracbes metabodlicas eewdb o estresse oxidativo, de
acordo com os autores, maior producdo de espé&atsgas de oxigénio (ROS) e menor
atividade da cadeia respiratéria mitocondrial podemrespostas ao estresse induzido
por altas temperaturas. Anteriormente, Mager & jriL995) ja haviam observado
que células expostas a altas temperaturas apresentaenor atividade de enzimas
envolvidas na desintoxicagdo por oxigénio e men@nutencdo dos niveis de
glutationa.

Salo et al. (1991), observaram que 0s niveis de mBadproteina HSP70 foram
semelhantemente induzidos pelo estresse por aalpelo estresse oxidativo provocado

pelo exercicio. Essa similaridade no padrdo deessf@io génica pode indicar relagédo
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entre os dois fatores. Os autores sugerem ain@aa duipertermia pode causar estresse

oxidativo, j& que com altas temperaturas houve npraducdo de ROS.

1.4.2 Espécies reativas de oxigénio

Radical livre, é o temo utilizado para definir quedr espécie quimica que tenha
um, ou mais, elétron desemparelhados. O elétronpaé®ado de um radical livre €
representado como um ponto em negr)toe(estes radicais livres, quando relacionados
ao oxigénio, sdao chamados de espécies reativaxigénm (ROS) (Gutteridge &
Mitchell, 1999). Durante a o processo de obtengiertergia, cerca de 2 a 4% do total
de G utilizado como aceptor de elétrons pelas mitodésdnéo € totalmente reduzido
a agua (Bottje et al., 2006), no entanto os mesfoopsam compostos quimicos
intermediarios neste processo, que ainda sdo drel@otentes, as espécies reativas de
oxigénio (ROS). Essas substancias sdo capazesidi oxacromoléculas biolégicas
como proteinas e lipideos. Trabalhos que estudaswidacdo de proteinas por, O
mostram que este pode oxidar seletivamente residecsminoacidos ou agregados
protéicos podendo levar a destruicdo dos mesmopefdgidos protéicos podem reagir
com outras biomoléculas, como DNA, gerando um dadigional (Ronsein et al.,
2006). O nome ROS é dado ao conjunto de produtesmediarios formado pelas
espécies reativas: radical superoxido (P2 peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxila (OH) (Vieira, 2008).

O superoxido é produzido em diversos processoédias, entre eles, como dito
anteriormente, na cadeia transportadora de eléttamsnitocéndrias. A sintese de O
ocorre quando um elétron é adicionado a uma maédeloxigénio, e a partir desta
espécie reativa, as demais séo sintetizadas. xigerde hidrogénio € sintetizado
através de uma reacdo de dismutacdo catalisadaepeima superdxido dismutase
(SOD) (Gutteridge & Mitchell, 1999). Este, por suaez, em reagbes com metais
reativos, como ions de ferro, pode participar ntesé deOH (Fenton, 1894 citado por
Gutteridge & Mitchell, 1999). O peréxido de hidroge também pode ser convertido
em agua, pela acao das enzimas catalase e glatgpeooxidase (Droge, 2002).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidamalorente nos processos

bioldgicos celulares. Entretanto, quando em maiquestidades, sdo frequentemente
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associadas a disturbios, como apoptose (Moustada, €2004), oxidagdo de proteinas
(Ronsein et al., 2006), peroxidacao de lipideosigMaBicudo, 2009), danos ao DNA
mitocondrial (Lee & Wei, 2005), e a diversas dosn(3ilva et al., 2011; Reis et al.,
2008; Barbosa et al., 2006).

A producao aumentada de ROS tem sido relacionadsawo da idade, um ciclo
vicioso parece estar envolvido nesse processo agimpes de elétrons, devido a
distarbios na cadeia respiratoria, aumentam a jgéamde radicais livres, que provocam
mais lesdo no mtDNA, ocasionando producdo de R@®adl (Tengan et al., 1998); e
a eficiéncia alimentar de aves, trabalhos recemtestram que animais com menor
producao de energia em funcédo de menor eficiéragardtocondrias em produzir ATP,
apresentam pior conversdo alimentar (Bottje et 2009; Parker et al., 2008). A
disfuncé&o mitocondrial pode ocorrer devido ao adomo contetdo de ROS, danos no
MtDNA, bem como pela a¢ao conjunta desses.

Outro tema de pesquisas recentes é a influéncistiesse por calor na producéo
de ROS. Autores verificaram que aves expostasaa sditnperaturas podem apresentar
reducdo na atividade da cadeia respiratoria mithtain e reducdo da proteina
desacopladora (UCP), ligada & maior producdo dacies reativas de oxigénio, o que
pode gerar estado de estresse oxidativo (Tan, &0dl0; Yang et al., 2010; Mujahid et
al., 2009; Mujahid et al., 2005).

O desequilibrio entre a producédo e eliminacdo dpgéaes reativas de oxigénio
pelo organismo, leva a um estado biolégico conlwec@mno estresse oxidativo. Nesta
condicdo, grandes quantidades de ROS estdo presenisto se deve nao apenas a
super producdo destes, mas também a deficiéncisistemas de defesas antioxidantes
(Halliwell & Gutteridge, 2001).

1.4.3 Sistema antioxidante da glutationa

A defesa dos organismos contra as espécies redtivasigénio pode ser mediada
por antioxidantes ndo enzimaticos, sendo os pmigipas vitaminas lipossoluveis,
vitaminas hidrossoluveis, oligoelementos (Zinco,brep selénio, magnésio) e
bioflavondides (derivados de plantas); e por amd@Entes enzimaticos, representados
principalmente pelas enzimas superéxido dismutasgagase, e pelo sistema de defesa
da glutationa (Kuss, 2005).
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A glutationa (GSH) estd envolvida em uma varieddelecdes bioldgicas, entre
elas, protecdo contra compostos toxicos, reducdmagdes dissulfetos em proteinas,
sintese de precursores de DNA, reservatoério deiceste a principal, defesa contra os
radicais livres (Morand et al., 1997). Sua biogsi@atocorre na maioria dos tecidos, e &
dependente da agdo consecutiva de duas enzimasiniNara etapa, ocorre uma ligacéo
entre os aminoacidos glutamico e cisteina, porrmédio da enzimg- glutamilcisteina
sintetase, resultando eyalL-glutamil-L-cisteina. A segundéase consiste na ligacao
desse dipeptideo com a glicina, pela acdo da engluitiona sintetase. Para
prevencdo de sintese excessiva de glutatiopagyl@amilcisteina sintetase, pode sofrer
um feedbacknegativo a partir da GSH, este mecanismo tambérfelm que ndo haja
acumulo do intemediarig;glutamilcisteina (Huber et al., 2008).

Além de sintese de novo, através de aminoacidauns@es, a homeostase da
glutationa, € mantida também pela regeneracéo watigha oxidada (GSSG) e pela
absorcdo de glutationa extracelular intacta (Shevet al., 2005). H4& uma estimativa
de que cerca de 50% da producédo da glutationacgigiem da homocisteina, cisteina
proveniente da homocisteina, através da rota deswfuracdo, e que sob condicdes de
estresse oxidativo, na qual é requisitado maiodyg@o de glutationa e assim maior
atividade da cistationina [3-sintase, ocorre maxpressao desta enzima (Mosharov et
al., 2000). Os resultados de Persa et al. (200dfirotam que a presenca de radicais
livres podem induzir a super expressdo de CBSatmsina p-sintase) e inibir a
metionina sintase, estimulando assim a transsgHioramaior producdo de cisteina e
glutationa.

O sistema da glutationa € composto, além da GSHs pnzimas glutationa
oxidase (GO), glutationa peroxidase (GSH-Px) e galtationa redutase (GR), sendo
assim, a acdo de defesa antioxidante, dependevitiadé de todo o conjunto. Para
reduzir as espécies oxidantes, e assim cumprirps@el, a glutationa se oxida a
glutationa dissulfeto (GSSG), forma na qual estapacitada para nova reacdo, pela
acdo das enzimas GO e GSH-Px. A enzima glutatiedatase € a responsavel por
regenerar a GSH, a partir de GSSG, permitindo asgira a mesma molécula seja
usada mais de uma vez no combate as espécieaseddivoxigénio (Huber et al., 2008)
(Figura 4).
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Figura 4 - Sintese da glutationa a partir dos aauiims glutamico e cisteina (A);
Sistema de defesa antioxidante da glutationa canfparéxido de hidrogénio ¢8,)
(B). GSH-PX: glutationa peroxidase; GSH-RD: gluiat redutase.

A familia das enzimas glutationa peroxidases, mmtalividida em duas classes:
enzimas dependente de selénio e enzimas selérepeandente, estas chamadas de
glutationa S-tranferases e com atividade relacianad hidroperéxidos organicos
(Arthur, 2000).

De acordo com Mézes et al. (2003), cinco isofordm$GSH-Px dependente de
selénio ja foram descritas, estas enzimas est&emBs em quase todas as células
animais, entretanto, a distribuicdo das isoformaiseeos tecidos ocorre de forma
variada.

Entre os diversos fatores que afetam a atividadé$ld-Px, autores (Tan et al.,
2010; Yang et al.,, 2010; Pamok et al., 2009) ténstrado a influéncia do estresse
térmico. Estes autores verificaram que animais &®goa altas temperaturas, em
estresse térmico agudo, apresentam maior atividagi& enzima, e sugerem que isto
pode ser uma tentativa do organismo de combatelO8, Rjue também tem sua

produgdo aumentada nessa condigéo.
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[I. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a expressao génica do receptor do horm@aicrescimento (GHR) e do
fator de crescimento semelhante a insulina | (IiRel figado e musculo do peito de
frangos de corte alimentados com dietas, contendws dontes e dois niveis de
suplementacao de metionina.

Avaliar a expressdo de mRNA da UCP (proteina dedadora), mRNA ANT
(transportador de nucleotideos de adenina) e mRIXXXIT (citocromo ¢ oxidase
subunidade 1ll) e 0 desempenho de frangos de abmentados com duas fontes e dois
niveis de metionina comerciais.

Avaliar a influéncia do estresse térmico agudo eolér producdo de ROS

mitocondrial e atividade da enzima glutationa p&tase no figado de codornas de
corte.
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[ll. Metionina na dieta de frangos de corte sobre &xpressao de mRNA
IGF-l e mMRNA GHR

RESUMO- Este trabalho teve como objetivo avaliar a exgiieggénica do fator
de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e rdoeptor do horménio do
crescimento (GHR) no figado e musculo do peitfraegos de corte alimentados com
dietas, contendo duas fontes e dois niveis de meplacdo de metionina. Foram
utilizados frangos de corte de 22 a 42 dias deeidhstribuidos em cinco tratamentos
(dieta basal, suplementacédo de primeiro nivel darigtionina, segundo nivel de DL-
metionina, primeiro nivel de suplementacdo de MH¥4 segundo nivel de MHA-
FA). Ao final do periodo experimental, as aves riorabatidas por deslocamento
cervical, o figado e musculo do peito foram coletadara extracdo de RNA total. O
cDNA foi amplificado usando primers especificosapas genes analisados pela gRT-
PCR. A suplementacdo de metionina proporcionou enettesempenho, sendo o
segundo nivel de DL-metionina o que apresentou anethresultados para ganho de
peso. A expressdo dos genes GHR e IGF-I no musd@to sofreu influéncia da
suplementacdo de metionina. A expressdo de IGFflganlo foi maior para animais
que receberam suplementacdo de metionina, comparadodieta basal. A
suplementacdo do segundo nivel de DL-metioninaulevonaior expressao de mRNA
IGF-I, em relacdo aqueles animais alimentados comepo nivel de DL-metionina
(1,56 UA vs 0,97 UA), e maior expressao também daacomparado com aves
alimentadas com ambos os niveis de MHA-FA. Foi olaska diferenca significativa
entre os tratamentos basal e segundo nivel de Diom&a, sobre a expressdo de
MRNA GHR no figado, sendo que o0s animais que reagbeesse nivel de
suplementacao apresentaram maior expressao doAyeicdo de metionina melhora
o rendimento animal ndo apenas por estimular &ssdn¢ a liberacdo de fatores de
crescimento, mas também por atuar em rotas dessimedegradacdo de proteina
corporal.

Palavras-chave: DL-metionina, fator de crescimesgmelhante a insulina I,

metionina hidroxi anéloga, receptor do hérmonicscimento
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Introducao

Caracteristicas produtivas importantes para o soces producdo de aves, como
taxa de ganho de peso diario e composi¢cao do gdmlpeso (proteina e gordura) sao
influenciadas por diversos mecanismos biologicastreEestes, estdo os horménios
relacionados ao crescimento e a dieta disponildéizara os animais.

O GH (hormonio do crescimento) é um importante lagpr do crescimento e da
composicdo corporal. Seus efeitos sdo promoviddscipalmente através da
estimulacao da sintese e liberacdo do IGF-I (F#a@rescimento semelhante a insulina
[) (Van Vught et al., 2008), por intermédio do neiwe do hormdnio do crescimento
(GHR) (Kita et al., 2005).

A composigao nutricional da dieta pode influen@drsiologia e a expresséo de
varios genes, e assim tornar 0os animais mais ouosneficientes em converter
alimentos em crescimento corporal. A metioninapgimeiro aminoacido limitante para
frangos de corte, devido a composicédo dos alimeutiizados em suas dietas e em
funcéo a grande exigéncia das aves por este andoodara deposicdo de muasculos e
penas.

Em funcdo da exigéncia em metionina, a suplementagifontes industriais
dessa substancia na dieta de aves € importante sgaralcancar o desempenho
adequado. As duas fontes comerciais disponiveisgemde escala no mercado, e
geralmente utilizadas, sdo a DL-metionina (acideZ2dmino-4(metiltio) butandico), e
a metionina hidroxi analogo, conhecida como MHA-@&ido DL-2-hidroxi-4 (metilo)
butanoico) (Marchizeli, 2009).

As diferengas que existem entre as duas fontesnfazem que a forma de
absorgcéo destas, no trato gastrointestinal das acesra por diferentes mecanismos
(Dibner, 2003), e que as fontes apresentem difesdnibeficacias entre si (Jansman et
al., 2003).

Apesar dos relatos na literatura referentes a énflia da suplementacdo de
metionina sobre o desempenho de frangos de caditgyolicos estudos realizados
mostrando essa influéncia ou de outros nutrierieesa expressdo génica. O estudo da
influéncia de niveis de metionina na dieta de awsedire a expressdo de genes

envolvidos no crescimento, pode auxiliar a expldiégrencas obtidas no desempenho,
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em funcdo das modificacdes ocorridas devido a nyadafisiolégicas a nivel celular /
molecular. Desta forma, este trabalho teve cometiobj avaliar o ganho de peso e
conversao alimentar das aves, e a expressao gémit@F-l e do GHR no figado e
musculo do peito de frangos de corte, alimentados dietas contendo duas fontes e

dois niveis de suplementacdo de metionina.

Material e Métodos

Frangos de corte machos (Cobb 500 slow) com urdalidade foram obtidos de
um incubatério comercial, vacinados para Marek enfBaro e sexados pela asa.
Durante o periodo inicial (1 a 21 dias de idads)aaes foram alojadas em galp&o
convencional e criadas sob as mesmas condicOeEragpéais.

Aos 22 dias de idade, as aves foram distribuidagl@ineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 (duas fantdsis niveis de metionina), com a
utilizacdo de uma dieta basal (controle) sem adighmetionina industrial, totalizando
cinco tratamentos, dieta basal, primeiro nivel delesnentacdo de DL-metionina
(DL1), segundo nivel de DL-metionina (DL2), prineinivel de suplementacdo de
MHA-FA (MHA-FAl1l) e segundo nivel de MHA-FA (MHA-FA2 com cinco
repeticbes e 30 aves por Box, totalizando 750 aves.

As racdes experimentais (Tabela 1) foram formulagagindo recomendacéo de
Rostagno et al. (2005). As relacdes de todos oswauidos com a lisina foram
aumentadas em 5% para evitar qualquer limitacdaddogis aminoacidos essenciais.

Em todo periodo experimental os animais tiverame lacesso a agua e racao.
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Tabela 1 - Composicao centesimal das racdes expeatiamn

Tratamentos experiment

Ingrediente Basa DL1 DL2 MHA-FA1 MHA-FA2"
Milho 7,8% PE 45,5] 45,51 45,51 45,5] 45,5]
Sorgo 8,0% PB 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
F. soja 46,7% PB 24,00 24,00 24,00 24,00 24,00
F. carne 46% PB 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
F. visceras 59% PB 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleo de soja 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
DLM 99% 0,00 0,08 0,24 0,00 0,00
MHA-FA 88% 0,00 0,00 0,00 0,11 0,33
L- Lisina HCI 78% 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
L-Treonina 78% 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Sal 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Calcario 38% 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Inerte (Caolin) 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Premix 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Total 100,60 100,70 100,90 100,70 100,90
Composicao analisa’ (%)

PB 19,€0 1960 1960 19,60 1960
Lisina digestivel 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Met+Cis digestivel 0,52 0,59 0,75 0,59 0,75
Treonina digestivel 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68
Triptofano digestivel 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Valina digestivel 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Isoleucina digestivel 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Arginina digestivel 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
Composicao calculada ('

Ce 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74
Pd 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Saodio 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
EMA (kcal/kg) 3.150 3.150 3.150 3.150 3.150

DL1: primeiro nivel de suplementacdo de DL-metianilDL2: segundo nivel de
suplementacdo DL-metionina, MHA-FA1: primeiro nivld suplementacdo de MHA-
FA, MHA-FA2: segundo nivel de suplementacédo de MFR-*Composicdo por Kg de
racao: acetato de retinil, 3,44 mg; colecalcifes0l ug; DLea-tocoferol, 15 mg; tiamina,
1,63 mg; riboflavina, 4,9 mg; piridoxine, 3,26 n@anocobalamina, 12 ug; acido D-
pantoténico — 9,8 mg; D-biotina — 0,1 mg; menadidhd mg; acido folico, 0,82 mg;
niacinamida, 35 mg; selénio — 0,2 mg; ferro, 35 oaphre, 8 mg; Manganés, 60 mg;
Zn, 50 mg; I, 1 mg; colina: 650 mg; salinomicin& @g; avilamicina: 5 mg; Butil
hidroxi tolueno, 80 mg.

3 Formulacdes foram feitas com base no total de amidos da farinha de milho e soja

analisados pela Evonik Degussa (Hanau, Germangheficiente de digestibilidade de
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Rostagno et al. (2005) foi usado para obter a timédade dos aminoacidos. EMA:

energia metabolizavel aparente.

Para determinacdo do ganho de peso, todas asaaes pesadas no inicio (22
dias) e final (42 dias) do periodo experimentalcadsumo de racdo foi calculado a
partir da quantidade de racdo oferecida, subtmédsobra no final do experimento. A
conversao alimentar foi obtida pela divisdo do ooms de racédo pelo ganho de peso
das aves. A mortalidade foi considerada para alatta conversdo alimentar.

Ao final do periodo experimental proposto, seisrai$ de cada tratamento foram
eutanaseados por deslocamento cervical e os tedmdégado e peitoRectoralis
superficialig foram coletados e armazenados em RNA HoldefoAgency
BiotecnologiaBrasil) a -20°C até o momento da extracdo de RN&StEs seis animais,
apenas trés de cada tratamento, foram utilizadasgsaanélises de expresséo génica.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Tz@invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na prapate 1 mL para cada 100 mg
de tecido. Todos os materiais utilizados foram jareente tratados com inibidor de
RNase - RNase AWAY®Ivitrogen, Carlsbad, CA, EUAO tecido foi triturado com
homogenizador elétrico Polytron (tecido + Trizot¥ & completa dissociacdo. Logo
apos, foi adicionado 200 uL de cloroférmio e honmmgeado manualmente por 1
minuto. As amostras foram, entéo, centrifugadaslpaninutos a 12.000 rpms a 4°C; e
a fase liquida foi coletada e transferida para tliionpo, com adicdo de 500 uL de
isopropanol em cada tubo. As amostras foram honsizghas, centrifugadas por 15
minutos a 12.000 rpms, a 4°C. O sobrenadante $wiattado, e o precipitado foi lavado
eml mL de etanol 75%. O material foi centrifugamyamente a 12.000 rpms por 5
minutos, e 0 sobrenadante foi descartado. O peleteico por 15 minutos e entéo,
ressuspendido em agua ultrapura livre de RNase.

A concentracdo total de RNA foi mensurada usandeeatsofotbmetro no
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RdiAavaliada em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio 10% e visualizaioluz ultravoleta. As amostras
de RNA foram tratadas com DNaseln\jtrogen, Carlsbad, CA, EUApara remocéo
de possiveis residuos de DNA gendmico, de acordn as recomendacfes do
fabricante.

Para confeccdo do cDNA, foi utilizado o kit Supen®u™ Ill First-Strand

Syntesis Super MixIfvitrogen Corporation Brasil) de acordo com as normas do
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fabricante. Em tubo estéril e livre B&A, foram adicionados 6 uL de RNA total, 1 uL
de oligo (dT) (50uM oligo(dhp e 1uL de tampao de anelamento. A reacédo foi
incubada por 5 minutos a 65°C e entdo colocada elo gor 1 minuto Foram
adicionados em seguida 10 uL de solucdo 2x Firan8tReaction Mix e 2 uL de
solugéo contendo a enzima transcriptase reversarSeqpt Il e inibidor de RNAse.
A solucédo foi incubada por 50 minutos a 50°C, ppra ocorresse a sintese do DNA
complementar. A reacado foi entdo incubada por Butos a 85°C e imediatamente
colocada sob o gelo. As amostras foram armazenada8°C até o momento do uso.

Para as reacdes de PCR em tempo real, foi utiliasambyante fluorescente SYBR
GREEN SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems,)/&Aanalises de
PCR em tempo real foram realizadas no aparelho Caplus v.2.2 Applied
Biosystems Carlsbad, CA, EUR Todas as reacbes foram submetidas as mesmas
condi¢cdes de analise e normalizadas pelo sinalodente de referéncia passiva ROX
Reference Dyelifvitrogen, Carlsbad, CA, EUApara correcéo de flutuacdes na leitura
decorrentes das variacdes de volume e evaporagangmda reacao.

Os primers utilizados nas reacdes foram desenldlasordo com as sequéncias
dos genes GHR e IGF-I, depositados no site www.nichinih.gov (n° de acesso-
NM001001293.1 e FJ977570.1, respectivamente), wsandsite www.idtdna.com

(Tabela 2). Foram testados dois controles enddgem®sgenes da [3-actina e do

GAPDH, sendo utilizado o gene da R-actina (n° dessx - L08165), por ter
apresentado melhor eficiéncia na reacdo. Todamnaléses foram realizadas em um
volume de 25 uL e em duplicatas.

Tabela 2 - Primers para qRT-PCR

Gene Amplicom Temperatura de Sequéncias dos primers (5’-3)
(pb) Anelamento (°C)
GHR 145 60C AACACAGATACCCAACAGCC
AGAAGTCAGTGTTTGTCAGGG
IGF-I 140 60C CACCTAAATCTGCACGCT
CTTGTGGATGGCATGATCT
3 - 136 60C ACCCCAAAGCCAACAGA
actina CCAGAGTCCATCACAATACC

O método 2 foi utilizado para as anélises de quantificacaatite. A anélise
estatistica foi realizada por metodologia de Infei@ Bayesiana. Foi considerado que a

resisténcia () segue distribuicdo de Normal, isto é,~YNormal(y,c), i =1, 2, ...,
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para os j-ésimos Tratamentos. Para cagdae o foram consideradas priori
distribuicdes nao-informativas, respectivamente~ Normal(0,16) e 6> ~ Gamma
(10%10°. Foram realizadas comparacées mltiplas entrdistsbuicdesa posteriori
das médias. Consideraram-se como diferentes, ad dés 5% de significancia, os
tratamentos cujos intervalos de credibilidade pardiferencas médias ndo contemplam
o valor zero. A obtencédo das distribuicbes margiraiposteriori para todos o0s
parametros, foi por meio do pacote BRugs do progrBnR Development Core Team
2011). Foram gerados 110.000 de valores em um ggocMCMC (Monte Carlo
Markov Chain), considerando um periodo de descamestral de 10.000 valores
iniciais, e,assim a amostra final contém 100.000 valores geradl@onvergéncia das
cadeias foi verificada por meio do pacote CODA dogmma R, pelo critério de
Heidelberger e Welch (1983). Os resultados forarasgmtados como médiagposteriori

com seus desvios padrdes representados pela eaical

Resultados

Os primers para os genes do fator de crescimentelgante a insulina | (IGF-1),
e para o receptor do horménio do crescimento (G$¢Rnostraram adequados para as
analises de PCR em tempo real realizadas nestalhtoabAs analises das curvas de
melting ndo revelaram qualquer presenca de prodoéspecificos (mais de um pico)
ou formacdo de dimeros de primers (picos de TmpewBcos), mostrando a
confiabilidade dos dados na estimativa da expredsAamRNA dos genes avaliados
(Figura 1). Ap-actina, utilizada como controle enddégeno nestadestndo mostrou
diferenca estatistica entre os tratamentos estsdadmprovando a eficiéncia de seu

UsSO na reagao.
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Figura 1- Curva de melting para o genedzctina.
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A tabela 3 apresenta os resumaogosteriori(médias, desvio-padrdo, medianas e
intervalos de credibilidade em nivel de 95%, dad percentis 430 € 759 das
estimativas dos parametros analisados, ganho de g@sversdo alimentar e expressao
de mRNA GHR e IGF-1 no musculo e figado. Observaggta tabela, pode-se constatar
que as distribuices posterioridos parametros avaliados sdo simétricas, ja qdearnaé
mediana apresentaram valores proximos. Assim, eg#oupela média para
representacdo dos dados.

Tabela 3 - Sumaria posterioripara os tratamentos avaliados sobre o ganho a@e pes

(g), conversao alimentar (g/g) e expressao dossgéitR e IGF-I (UA) no figado e

musculo
Tratamentos Média Desvio-PadradMediana  pzsu Po7.5%
BASAL 1610,00 29,12 1610,00 1551,00 1667,00
GP DL1 1793,00 23,27 1793,00 1746,00 1838,00
DL2 1827,00 45,25 1828,00 1735,00 1911,00
MHA-FA1 1723,00 46,22 1725,00 1635,00 1803,00
MHA-FA?2 1778,00 40,26 1778,00 1696,00 1855,00
BASAL 1,88 0,02 1,88 1,89 1,92
CA DL1 1,68 0,01 1,68 1,65 1,71
DL2 1,58 0,01 1,58 1,54 1,61
MHA-FA1 1,72 0,02 1,72 1,68 1,77
MHA-FA?2 1,62 0,02 1,62 1,57 1,67
GHR- BASAL 1,89 0,19 1,89 1,50 2,28
Figado DL1 3,51 1,15 3,51 1,41 5,63
DL2 3,31 0,47 3,32 2,47 4,16
MHA-FA1 2,52 0,66 2,52 1,20 3,84
MHA-FA2 2,47 0,44 2,47 1,64 3,28
GHR- BASAL 0,18 0,04 0,18 0,11 0,26
Mduasculo DL1 0,25 0,01 0,25 0,22 0,28
DL2 0,24 0,06 0,24 0,12 0,37
MHA-FA1 0,23 0,04 0,23 0,15 0,32
MHA-FA2 0,17 0,04 0,17 0,08 0,25
IGF-I- BASAL 0,26 0,06 0,26 0,14 0,37
Figado DL1 0,97 0,03 0,97 0,90 1,04
DL2 1,56 0,06 1,56 1,43 1,68
MHA-FA1 0,77 0,04 0,77 0,69 0,86
MHA-FA2 0,88 0,11 0,88 0,64 1,11
IGF-I- BASAL 0,56 0,37 0,57 0,12 1,25
Muisculo DL1 0,79 0,30 0,79 0,23 1,36
DL2 1,06 0,42 1,06 0,29 1,84
MHA-FA1 0,81 0,18 0,81 0,45 1,17
MHA-FA2 0,81 0,08 0,81 0,66 0,97

D2 506 € 7 506 intervalo de 95% de credibilidade.
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Na tabela 4, sdo apresentados os valores dos stesteaposteriori entre 0s
parametros avaliados, sobre a expressdo do GHRF¢ 6 figado. Com base nos
resultados do intervalo de 95% de credibilidadep@ssivel verificar a ocorréncia de
diferenca significativa entre os tratamentos. Aliae&os resultados de expressdo dos
genes GHR e IGF-I no musculo, também foi realizadpartir dos resultados dos
contrastesa posteriorj entretanto, como nao houve diferenca estatigh@e a
expressao destes genes no musculo, a tabela on@ncos resultados dos contrastes

(dados em anexo).

Tabela 4 - Estimativaa posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien

avaliados sobre a expressao dos genes GHR e IG&)}Ino figado

Contrastes Média Desvio- Mediana P2.5% p97,5%1
padrao

AL 071 0,07 0,71 20,84 057

A2 1,30+ 0,09 -1.30 -1.47 112

A3 .051* 0,07 -0,51 -0,65 -0,37

A4 0,62 0,13 -0,62 -0,88 -0,36

A5 0,59 0,07 -0,59 0,73 -0,44
IGF-I AB 019* 005 0.19 0,08 0,30
A7 0,09 012 0,09 -0,15 0,33

A8 0,78 0,08 0,78 0,63 0,94

A9 0,68+ 0,13 0,68 0,41 0,94
A10 0,10 0,12 -0,10 -0,35 0,14
AL 161 1,16 161 3,77 0,50

A2 142¢ 051 -1,42 235 -0,49

A3 063 0,69 -0,63 -1,99 0,73

A4 057 0,48 -0,57 -1,48 0,33
GHR A5 019 1,24 0,19 -2.10 2,49
A6 098 1,32 0,98 -1,50 3,47

A7 104 123 1,03 1,22 3,33

A8 079 081 0,79 0,77 2,36

A9 084 0,65 0,84 -0,35 2,04
A10 0,05 0,79 0,05 1,51 1,61

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAB=
contraste entre dieta basal e MHA-FAM4= contraste entre dieta basal e MHA-FAZ2;
A5= contraste entre DL1 e DLAG= contraste entre DL1 e MHA-FAXK7/7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FA9= contraste entre
DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FA1 e MHA-FA2; * Diferenca

estatistica significativa a 5%.
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A suplementacao de qualquer uma das fontes demretie em qualquer um dos
niveis avaliados proporcionou melhor ganho de gesa as aves, sendo o segundo
nivel de DL-metionina o que levou a melhores resias. Nao houve diferenca entre os
niveis de suplementacdo de MHA-FA sobre o ganhpede (Figura 2A). A conversao
alimentar também foi melhorada com a suplementdedmetionina, ndo tendo havido,

dentro de cada nivel, diferenca entre as fontesigdiementacéo (Figura 2B).
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Figura 2- Resultados de ganho de peso (A) e caiwabmentar (B) de frangos de
corte recebendo dieta basal ou com suplementacatuake fontes e dois niveis de
metionina. Os resultados sdo apresentados comaasrgdiosteriorie seus desvios

padrbes representados pelas barras verticais.sLétierentes representam diferencas

estatisticas pelo intervalo de 95% de credibilidade

A expressédo dos genes IGF-1 e GHR no figado e rsxuhdl dos frangos de corte
€ mostrada na figura 3. A expressdo de mRNA IGB-lmisculo das aves né&o foi
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influenciada pela suplementacdo de metionina. A, figado, houve diferenca
significativa na expressao génica dos animais aliat®s com dieta basal comparado
aos que receberam alguma fonte de suplementacsigpl@mentacédo do segundo nivel
de DL-metionina levou a maior expressado em relaggeles animais alimentados com
o primeiro nivel de DL-metionina (1,56 UA vs 0,9A)) e maior expressao também
guando comparado com aves alimentadas com ambo&/ais de MHA-FA (Figura
3A).

Quando comparado a expressdo de mRNA GHR no figaasomusculo, pode-
se observar que ocorre maior expressao no figatkpé@mdente da dieta oferecida. A
expressao deste gene no musculo, assim como assdprde IGF-1, também nao foi
influenciada pela suplementacdo de metionina. tamte, no figado, foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos basakgundo nivel de DL-metionina,
sendo observada maior expressao nos animais qaemnoam dieta com a adicdo deste

aminoacido (Figura 3B).
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Figura 3- Expressdo de mRNA IGF-I (A) e mRNA GHR (® figado e musculo de

frangos de corte recebendo dieta basal ou commeptacdo de duas fontes e dois
niveis de metionina. Os resultados sdo médigesterioricom seus desvios padroes
representados pela barra vertical. Letras difesertdre os tratamentos representam

diferencas estatisticas pelo intervalo de 95% e@iloitidade.

Discussao

Por ser a metionina um aminoéacido essencial paswves muitos trabalhos tém
relacionado sua suplementacdo com melhor desempgestes animais (Oliveira et al.,
2006; Silva Junior et al., 2006; Whitaker et al02). Muitos destes estudos comparam
a efichcia das duas principais fontes comerciaissgf@ementacdo disponiveis no
mercado, a DL-metionina e a metionina hidroxi agajo MHA-FA, sobre
caracteristicas como ganho de peso e eficiénamentar. Estes estudos obtiveram
resultados semelhantes, bioeficacia de 65% do MHWAeh relagdo a DL-metinina
(Moura et al., 2010; Viana et al., 2009; Bunchastlal., 2006; Payne et al., 2006;
Lemme et al., 2002). Esta diferenca € devida ere parcomposi¢cao quimica dos dois
produtos: o MHA-FA apresenta na sua formulacdonalé metionina, 12% de agua e
impurezas, enquanto a DL-metionina € uma subst&migpd, composta apenas por
mondmeros deste aminoacido (99%) (Lemme et al7)200

Neste estudo, foi observado que a suplementacgoalguer uma das duas fontes
levou a melhor desempenho, quando comparado a isnjma receberam dieta basal,

isso se deve em parte, ao fato de que a metiorarticipa ndo apenas na sintese
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protéica, mas também em outras reacfes metabdligagrtantes, para manter o
desempenho adequado. O segundo nivel de suple@erdacDL-metionina foi o que
proporcionou melhor resultado para ganho de peS@7(1g) e melhor eficiéncia
alimentar. E possivel verificar que o maior nivelsliplementacdo avaliado, permitiu
melhor conversao de alimentos em deposicdo corfféigira 2). E que dentro de cada
nivel de suplementacdo, ndo houve diferenca sigiifia entre as fontes comerciais
(Viana et al., 2009). O fato de ndo terem sido nMagas diferencas entre as duas fontes
pode ser devido ao nivel de proteina bruta com@alieta. Pequenas diferencas de
desempenho entre fontes de aminoacidos sdo del gicepcdo, quando ha alta
concentracdo de proteina (Visentini et al., 2005).

O crescimento € devido em grande parte a depopicééica, esta por sua vez, €
dada por um balanco entre a sintese e a degrad&c@ooteina pelo metabolismo
animal. Autores afirmam que estes dois caminhdstbs sao produtos da mesma rota
biolégica (Sacheck et al., 2004), e que a concgg@adriormonal e a dieta séo fatores que
podem determinar qual destes ira prevalecer.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar fei® da suplementacdo de
diferentes fontes e diferentes niveis de metionmaieta dos frangos de corte, sobre a
expressdo dos genes envolvidos no crescimento kni@acrescimento é dado pela
acao do eixo somatotropico, com acao principal @onbbnio do crescimento (GH). A
atividade do GH sobre o crescimento € mediadagigla do IGF-I, a presenca de GH
no organismo induz a sintese e a liberacdo destedind, por intermédio do receptor
de GH (GHR). A ligacdo do GH a um local especifto seu receptor € seguida por
alteracbes conformacionais que estimula diverdas e sinalizacdo, entre estas a via
que envolve a Janus quinase 2 (JAK2), e leva aedifes respostas celulares, como
sintese e liberacdo de IGF-I (Kita et al., 2008guhdo Scanes (2009), o IGF-I possui
um importante papel na taxa de crescimento de avgganto menor o nivel de IGF-I
encontrado, pior sera o crescimento corporal.

Maior quantidade de mRNA IGF-I no figado foi obsata para aqueles animais
que receberam dietas com suplementacdo de metiolinersos autores tém
relacionado a influéncia de determinado nutrient@esa expresséao de genes ligados ao
crescimento. Dietas deficientes em aminoacidosnesge, mesmo contendo teor de
proteina adequado, levam a reducéo na expressadRbid\ IGF-I e levam a menores
niveis plasmaticos deste hormonio (Kita et al.,2208 expressédo do IGF-I no figado

de ovinos também é reduzida em dietas com menoress e metionina (Stubbs et al.,
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2002). De acordo com os autores, a metionina &adgafluenciar a liberagéo de IGF-
| plasmético induzida pelo GH. Os autores nao aefasam reducdo na liberacdo de
IGF-I quando os animais receberam dietas com redug@ conteudo total de
aminoacidos, e entdo sugerem, que a limitacdo demr& é capaz de bloquear
seletivamente as respostas transcricionais ao @thnalo a expresséo do IGF-I no
figado.

Também pode ser observada diferenca significatvdre as fontes de
suplementacdo, sendo o maior nivel de DL-metiorongue proporcionou maior
expressdo deste gene. Este fato pode estar reldoioa eficacia da fonte de
suplementacdo, j4 que de acordo com Miura et 8821 a expressdo de mRNA IGF-I
depende, entre outros fatores, da qualidade daipeotlisponibilizada para os animais.
Estes autores observaram maiores niveis de mRNAI IG& figado de ratos
alimentados com proteina de melhor qualidade (casein substituicdo ao glaten), e
maiores quantidades de mRNA de alguns genes, quandoimais recebiam dieta com
suplementacao de metionina em substituicdo a peoti soja.

Quando observamos a suplementacdo de DL-metiopiode-se notar que o
maior nivel de suplementacgéo, levou a maior exficeds IGF-1. De acordo com Carew
et al. (2003), a concentracdo de IGF-I é afetadaap@&nas pela restricdo de metionina,
mas também é dependente do grau de deficiéncia deshoacido. Assim, pode ser
que a expressdo de mRNA IGF-I também seja inflaglacipela quantidade de
metionina disponibilizada. Katsumata et al. (208@)erem gue 0S mecanismos que
regulam os niveis plasmaticos de IGF-I sejam maisigeis a aminoacidos da dieta,
que aqueles que regulam a expressdao de mRNA [@Bdim, € necessario uma
restricdo de maior magnitude para que ocorra difer@a expressao desse gene.

Maior expressdo de mRNA IGF-I no muasculo, comparada figado, foi
observada em aves alimentadas com dieta sem suyibeyde de metionina (basal) e
com menor nivel de MHA-FA. De acordo com Katsunwital. (2002), tecidos extra-
hepaticos expressando altos niveis de mRIEA-I sugerem que a reducdo na
concentracdo plasmatica deste horménio, que ocorredietas com restricdo de um
aminodacido, como a lisina, pode estar relacionaskpeessao reduzida de mRNA IGF-I
em outros tecidos além do figado. Para testar msssibilidade, os autores analisaram
os niveis de mRNA IGF-I no musculongissimus dorside suinos, no entanto, a
expressdo de IGF-I neste tecido ndo diferiram eagrdietas. Assim como o observado

pelos autores, a suplementacdo de metionina asalia@ste experimento, nao



61

influenciou a expressao de mRNA IGF-I no musculs aees. Visto que o figado é o
principal local de sintese deste horménio, (Schwaertal., 1983), este pode ter sofrido
maior influéncia da dieta, possivelmente por sitaisscricionais e traducionais.

Neste trabalho, foi observado efeito da supleménotade metionina sobre a
expressao do gene GHR no figado, e, pode-se rifigce 0 consumo da dieta basal
levou a reducéo significativa na quantidade de mRBHR neste tecido (Brameld et
al., 1999; Katsumata et al., 2002). Quando analiséehtro de cada fonte, pode-se
observar que o menor nivel de metionina tendeu a nmaior quantidade de mRNA
GHR. Estes resultados sao o inverso dos encontpatasexpressao de mRNA IGF-I
no figado dos frangos de corte, tendo o menor mieeduplementacado levado a menor
expressdo do gene codificador deste horménio. Kial. €2010) sugere que expressao
de GHR pode ser reduzida diretamente pela quastidadsH presente no organismo,
ou que essa influéncia possa ocorrer por intermddidGF-l. Assim, pode ser que
maior quantidade de IGF-I, o que aconteceu no nrdi@ de suplementacdo de cada
fonte de metionina, possa ter levado a menor esfoesle GHR. Lu et al. (2008)
observaram padrdo de expresséo inverso para mRNA GHRNA GHR, e sugerem
gue esses dois genes possam exercer papel semsagréido, transmitindo padrao de
expressao inversa no perfil de sinalizacéo dos ni®oa@s que regulam o crescimento.

De acordo com os resultados encontrados na literatuexpressao de mRNA
GHR influenciada pela dieta, ocorre de forma depetedde tecido. Os resultados deste
trabalho corroboram esta hipétese, ja que difenegmtée do observado no figado, no
musculo ndo houve efeito da suplementacdo de neicobre a expressdao de mRNA
GHR. Katsumata et al. (2002), observaram que acéedna quantidade de lisina da
dieta leva a menor expressdo de mRNA GHR no figiglsuinos. Entretanto, no
musculo, dietas com restricdo deste aminoacidoulévomaior expressao de tal gene.
Dauncey et al. (1994) sugerem que como o0 GH exXergdes diferentes no musculo e
no figado, a expresséo de GHR, regulada pelo est#tdoional, também possa ocorrer
de forma distinta nestes tecidos.

Ambos os fatores, inclusdo de metionina na dietaier concentracdo d&F-I,
levam a deposicdo protéica, ndo apenas por estirawdéntese protéica, mas também
por causar reducdo na degradacdo das proteinadeitd da suplementacdo de
metionina sobre a expressao dos fatores de crasitim@mo o GHR e IGF-I, pode
estar relacionado com a atividade da mTOR (mammakaget of Rapamycin), enzima

envolvida na regulacdo da sintese protéica (Stwbbal., 2002), por mecanismos
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dependentes ou independentes de insulina. Os atidneaatuam nao apenas no inicio
da traducdo e sobre os fatores de elongacdo, maéita agem sobre rotas de
sinalizacao para sintese de proteinas que antespeEnasadas ser influenciadas apenas
por horménios (Kimball e Jefferson, 2006). A expées de genes envolvidos na
degradacdo protéica pode ser reduzida ndo apemafatpees de crescimento, mas
também pela disponibilidade de metionina da dieésgerau et al., 2007).

Conclusbes
A suplementagéo de metionina proporciona melhohgale peso e conversao
alimentar, independente da fonte ou nivel de sugiéagéo utilizado. A expressdo dos
genes IGF-I e GHR no figado € influenciada pelg&@uide metionina, sendo, a maior
quantidade de mRNA IGF-I e mRNA GHR e melhores Iltados de desempenho,

observados no segundo nivel (0,08) de DL-metionina.
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IV. Expresséo de genes mitocondriais em respostasaplementacdao de metionina
na dieta de frangos de corte

RESUMO- Este trabalho teve como objetivo avaliar a exgresde mRNA da
UCP (proteina desacopladora), mMRNA ANT (transpantald® nucleotideos de adenina)
e MRNA COXIIl (citocromo ¢ oxidase subunidade Bl desempenho de frangos de
corte alimentados com duas fontes e dois niveisndgonina comerciais. Foram
utilizados frangos de corte de 22 a 42 dias deeiddidtribuidos em cinco tratamentos
(dieta basal, suplementacédo de primeiro nivel darigtionina, segundo nivel de DL-
metionina, primeiro nivel de suplementacdo de MH¥4 segundo nivel de MHA-
FA). Ao final do periodo experimental, as aves Hiorabatidas por deslocamento
cervical, e o figado e o musculo do peito foranetamlos para extracdo do RNA total. O
cDNA foi amplificado usando primers especificosapas genes analisados na qRT-
PCR. Foi observado melhor ganho de peso para anatimentados com segundo nivel
de suplementacdo de DL-metionina. Foram mais efiesena conversado alimentar as
aves que receberam dietas com segundo nivel deenseiplacdo de metionina,
independente da fonte comercial. Foi observadafgigiivamente menor quantidade
de mRNA UCP no musculo dos animais que consumirdta ccom adicdo de
metionina, independente da fonte e do nivel utlizaA maior expressao deste gene foi
observada para dieta basal, tratamento que tamtiémsponséavel pela pior eficiéncia
alimentar. A expressdo de mRNA UCP no figado, eB&A COX Ill e mRNA ANT
no figado e no musculo ndo apresentou variacadfisajiva da suplementacdo de
metionina. Nossos resultados reforcam a idéia ae ajunetionina, além de ser um
aminoacido amplamente conhecido e estudado dev&ia &mportancia nos processos
de desenvolvimento e producdo das aves, pode aiamaneira mais pontual,
diretamente sobre a expressao de um ou grupo s gpre tornam o animal mais
eficiente na converséo dos alimentos.

Palavras-chave: DL-metionina, metionina hidroxilaga, mMRNA ANT, mRNA
COXIIl, mRNA UCP



66

Introducao

A evolucdo genética, sem duavida, € responsavel gmande parte do
desenvolvimento alcancado na producdo de frangogodie até os dias atuais,
principalmente no quesito conversao alimentar. & @s gastos com a alimentacao
podem representar boa parte dos custos de prodac@ecuaria, a eficiéncia alimentar
se torna cada vez mais um aspecto importante eadeayfoco nas pesquisas recentes
(Lassiter et al., 2006).

A taxa de crescimento esta atrelada a eficiénai@eatar, bem como a deposicao
de massa muscular. A eficiéncia de um animal enverter alimentos em massa
muscular esta relacionada com a eficiéncia na gémmde energia. Estudos mostram
que aves com menor producdo de ATP em funcao derreéniéncia mitocondrial em
produzir ATP a partir de substratos, apresentamggioiéncia alimentar ou conversao
alimentar (Bottje & Carstens, 2009). A eficiénce producdo de energia depende nao
somente da perfeita coordenacdo entre os compldaosadeia respiratéria, mas
também de um potente sistema antioxidante que jprate mitocondrias dos danos
gerados durante a producao de ATP.

Visto que a metionina esta associada a melhor gesgro das aves, (Oliveira et
al., 2006), e que também € necessaria para sigéeghitationa, potente antioxidante
mitocondrial e celular (Griffith & Meister, 1985§ necessario que sejam realizadas
pesquisas para melhor se compreender como a supégr@ie deste aminoécido pode
influenciar a expressao de genes atuantes na [@odile energia nas mitocondrias.
Algumas proteinas importantes envolvidas no praceks producdo de ATP pelas
mitocondrias sdo: UCP (proteina desacopladora), AkEihsportador de nucleotideos
de adenina) e COXIIl (citocromo c oxidase subungddt). Diversos trabalhos
mostram a relacdo entre a expressédo dos genescaddies de tais proteinas com a
eficiéncia alimentar em aves (Bottje et al., 200@no-Dirain et al., 2007).

Outro aspecto que deve ser levado em consideragaforite de metionina que
sera disponibilizada para as aves, ja que difesefdates apresentam diferentes
disponibilidades e bioeficacias, e podem levarfareincas no desempenho observado
(Lemme et al., 2002; Payne et al., 2006; Viand.e@09). As duas principais fontes
de metionina utilizadas sdo DL-metionina (99%) diomena hidroxi analogo, MHA-
FA (88%).
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A busca por animais cada vez mais eficientes del#ea a necessidade de
conhecer como nutrientes disponiveis nas dietasrato padrdo de expressao de genes
envolvidos nos processos de producdo de energidaGetesponsaveis por parte da
eficiéncia alimentar observada nas aves. Assintesepte trabalho foi desenvolvido
com objetivo de avaliar a expressdao de mRNA da UWAFNA COX Il e mRNA ANT
no musculo e figado de frangos de corte alimentadosdietas, contendo duas fontes e

dois niveis de suplementacédo de metionina.

Material e Métodos

Frangos de corte machos (Cobb 500 slow), com urdalidade, foram obtidos de
um incubatério comercial, vacinados para Marek enfBwro e sexados pela asa.
Durante o periodo inicial (1 a 21 dias de idads)aees foram alojadas em galpéo
convencional e criadas sob as mesmas condicOeEragpéais.

Aos 22 dias de idade, as aves foram distribuidagieineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 (duas fatbss niveis de metionina), com a
utilizacdo de uma dieta basal (controle) sem adigimetionina industrial, totalizando
cinco tratamentos, dieta basal, primeiro nivel dplesnentacdo de DL-metionina
(DL1), segundo nivel de DL-metionina (DL2), prineinivel de suplementacdo de
MHA-FA (MHA-FAl1l) e segundo nivel de MHA-FA (MHA-FA2 com cinco
repeticdes e 30 aves por Box, totalizando 750 aves.

As racoes experimentais (Tabela 1) foram formulagggindo recomendacéo de
Rostagno et al. (2005). As relacdes de todos osauidos com a lisina foram
aumentadas em 5% para evitar qualquer limitacdaddo®gis aminoacidos essenciais.

Em todo periodo experimental, os animais tiverame lacesso a agua e ragao.



68

Tabela 1 - Composicao centesimal das racdes expeatiamn

Tratamentos experiment

Ingrediente Basa DL1 DL2 MHA-FA1 MHA-FA2"
Milho 7,8% PE 45,5] 45,51 45,51 45,5] 45,5]
Sorgo 8,0% PB 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
F. soja 46,7% PB 24,00 24,00 24,00 24,00 24,00
F. carne 46% PB 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50
F. visceras 59% PB 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Oleo de soja 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80
DLM 99% 0,00 0,08 0,24 0,00 0,00
MHA-FA 88% 0,00 0,00 0,00 0,11 0,33
L- Lisina HCI 78% 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
L-Treonina 78% 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Sal 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Calcario 38% 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Inerte (Caolin) 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Premix 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Total 100,60 100,70 100,90 100,70 100,90
Composicao analisa’ (%)

PB 19,6( 19,6C 19,6( 19,6( 19,6(
Lisina digestivel 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Met+Cis digestivel 0,52 0,59 0,75 0,59 0,75
Treonina digestivel 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68
Triptofano digestivel 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Valina digestivel 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Isoleucina digestivel 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Arginina digestivel 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
Composicao calculada ('

Ce 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74
Pd 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Saodio 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
EMA (kcal/kg) 3.150 3.150 3.150 3.150 3.150

DL1: primeiro nivel de suplementacdo de DL-metianilDL2: segundo nivel de
suplementacdo de DL-metionina, MHA-FAL: primeiroveli de suplementacdo de
MHA-FA, MHA-FA2: segundo nivel de suplementacdoMidA-FA. “Composicao por
Kg de ragéo: acetato de retinil, 3,44 mg; coleéadol, 50 ug; DLea-tocoferol, 15 mg;
tiamina, 1,63 mg; riboflavina, 4,9 mg; piridoxin@,26 mg; cianocobalamina, 12 ug;
acido D-pantoténico — 9,8 mg; D-biotina — 0,1 mgnadiona, 2,4 mg; acido félico,
0,82 mg; niacinamida, 35 mg; selénio — 0,2 mg;ofeB5 mg; cobre, 8 mg; Manganés,
60 mg; Zn, 50 mg; I, 1 mg; colina: 650 mg; salinoima: 60 mg; avilamicina: 5 mg;
Butil hidroxi tolueno, 80 mg.

3 Formulacdes foram feitas com base no total de amidos da farinha de milho e soja

analisados pela Evonik Degussa (Hanau, Germangheficiente de digestibilidade de
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Rostagno et al. (2005) foi usado para obter a timédade dos aminoacidos. EMA:

energia metabolizavel aparente.

Para determinacdo do ganho de peso, todas asamaes fpesadas, no inicio (22
dias) e final (42 dias) do periodo experimentalcadsumo de racdo foi calculado a
partir da quantidade de racao oferecida, subtmédsobra no final do experimento. A
conversao alimentar foi obtida pela divisdo do ooms de racédo pelo ganho de peso
das aves. A mortalidade foi considerada para alatta conversdo alimentar.

Ao final do periodo experimental proposto, seisrai$ de cada tratamento foram
eutanaseados por deslocamento cervical e os tedmdégado e peitoRectoralis
superficialig foram coletados e armazenados em RNA HoldefoAgency
BiotecnologiaBrasil) a -20°C até o momento da extracdo de RN&StE» seis animais,
apenas trés de cada tratamento, foram utilizadasgsaanélises de expresséo génica.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Tz@invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na prapate 1mL para cada 100 mg
de tecido. Todos os materiais utilizados foram jareente tratados com inibidor de
RNase -RNase AWAY®I(vitrogen, Carlsbad, CA, EUAO tecido foi triturado com
homogenizador elétrico Polytron (tecido + Trizd® a completa dissociagéo, logo apos
foi adicionado 200 uL de cloroférmio e homogenewathnualmente por 1 minuto. As
amostras foram, entdo, centrifugadas por 15 mirauttia 000 rpms a 4°C, a fase liquida
foi coletada e transferida para tubo limpo, cont@alide 500 uL de isopropanol em
cada tubo. As amostras foram homogeneizadas, foggaitias por 15 minutos a 12.000
rpms, a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e @pjeelo foi lavado em1l mL de
etanol 75%. O material foi centrifugado novamemtE2.000 rpms por 5 minutos, e 0
sobrenadante foi descartado. O pelet foi seco ponihutos e entdo, ressuspendido em
agua ultrapura livre de RNase.

A concentracdo total de RNA foi mensurada usandeeatsofotbmetro no
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RdiAavaliada em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio 10% e visualizaioluz ultravoleta. As amostras
de RNA foram tratadas com DNaseln\jtrogen, Carlsbad, CA, EUApara remocéo
de possiveis residuos de DNA gendmico, de acordn as recomendacfes do
fabricante.

Para confeccdo do cDNA, foi utilizado o kit Supen®m™ Ill First-Strand
Syntesis Super MixlIjvitrogen Corporation Brasil), de acordo com as normas do
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fabricante. Em tubo estéril e livre de RNA, foradicionados 6 uL de RNA total, 1 uL
de oligo (dT) (50uM oligo(dhp e 1uL de tampao de anelamento. A reacédo foi
incubada por 5 minutos a 65°C e entdo colocadaesobgelo por 1 minuto. Foi
adicionado em seguida 10 uL de solucdo 2x Firstr8trReaction Mix e 2 uL de
solugéo contendo a enzima transcriptase reversarSeqpt Il e inibidor de RNAse.

A solucéo foi incubada por 50 minutos a 50°C para gcorresse a sintese do DNA
complementar. A reacao foi entdo incubada por mutos a 85°C e, imediatamente,
colocada no gelo. As amostras foram armazena@°@ até o momento do uso.

Para as reacdes de PCR em tempo real, foi utiliaambyante fluorescente SYBR
GREEN SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems,)\/&Aanélises de
PCR em tempo real foram realizadas no aparelho Caplus v.2.2 Applied
Biosystems Carlsbad, CA, EUR Todas as reacbes foram submetidas as mesmas
condi¢cdes de analise e normalizadas pelo sinalodente de referéncia passiva ROX
Reference Dyelifvitrogen, Carlsbad, CA, EUApara correcéo de flutuacdes na leitura
decorrentes das variacdes de volume e evaporagangmda reacao.

Os primers utilizados nas reacfes foram desenhdglasordo com Ojano-Dirain
et al. (2007) (Tabela 2). Foram testados dois otegrenddgenos, os genes da 3-actina
e do GAPDH, sendo utilizado o gene da 3-actinatgroapresentado melhor eficiéncia

na reacdo. Todas as analises foram realizadasnewolume de 25 uL e em duplicatas.

Tabela 2 - Primers para qRT-PCR

Gene  Amplicom  Numero de Sequéncias dos primers (5’-3)
(pb) acesso
UCP 41 AB088685 GCAGCGGCAGATGAGCTT
AGAGCTGCTTCACAGAGTCGTAGA
COoX 71 NP_006921  AGGATTCTATTTCACAGCCCTACAAG
AGACGCTGTCAGCGATTGAGA
ANT 67 AB088686 TGTGGCTGGTGTGGTTTCCTA
GCGTCCTGACTGCATCATCA
3 —actina 136 L08165 ACCCCAAAGCCAACAGA
CCAGAGTCCATCACAATACC

O método 2 foi utilizado para as anélises de quantificacaative. A anélise
estatistica foi realizada por metodologia de Infei@ Bayesiana. Foi considerado que a
resisténcia () segue distribuicdo de Normal, isto ¢ ~YNormal (i,6:9), i =1, 2, ..., n
para os j-ésimos Tratamentos. Para cagdae o foram consideradas priori

distribuicdes nao-informativas, respectivamepie- Normal (0,16) e 6> ~ Gamma
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(10%10°). Foram realizadas comparacées mdltiplas entrdisisbuicdesa posteriori
das médias. Consideraram-se como diferentes, a dé 5% de significancia, os
tratamentos cujos intervalos de credibilidade pardiferencas médias ndo contemplam
o valor zero. A obtencédo das distribuicbes margiraiposteriori para todos o0s
parametros foi por meio do pacote BRugs do progmanf@ Development Core Team
2011). Foram gerados 110.000 de valores em um $8ocBICMC Monte Carlo
Markov Chair, e, considerando um periodo de descarte amostral d®A®alores
iniciais, assim a amostra final contém 100.000 reslogerados. A convergéncia das
cadeias foi verificada por meio do pacote CODA dogmma R, pelo critério de
Heidelberger & Welch (1983). Os resultados foramesgntados como médiagposteriori

com seus desvios padrdes representados pela leatical

Resultados

A suplementacao de metionina melhorou significatieate o ganho de peso e
a conversao alimentar, sendo os melhores resuléelganho de peso observado em
animais recebendo dieta com segundo nivel de sepltagéio de DL-metionina (Figura
1A) . Melhores resultados de conversédo alimentanfocobservados nas aves que foram
alimentadas com dieta contendo segundo nivel denBtisnia (1,58 g/g), e de MHA-
FA, entretanto, ndo se verificou diferencas esiedis entre as fontes comerciais dentro

de um mesmo nivel de suplementacao (Figura 1B).
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Figura 1- Resultados de ganho de peso (A) e caiweabmentar (B) de frangos de
corte recebendo dieta basal ou com suplementac&tuake fontes e dois niveis de
metionina. Os resultados sdo apresentados comaasrediosteriorie seusdesvios
padrbes representados pelas barras verticatsas diferentes representam diferencas

estatisticas pelo intervalo de 95% de credibilidade

A técnica de PCR em tempo real permitiu avaliaciefitemente a resposta da
expressdo dos genes no figado e musculo dos fralegosrte. Para isto, o Ct dos gene
alvos de cada amostra foi normalizado em relaca@tain controle enddgeno de cada
amostra. O gene referéncia utilizado para nornrabzamplificacdo dos genes alvo
neste trabalho foi o gene da 3-actina, ja queassentou comportamento similar em
todos os tratamentos, sem diferenca estatistica elas, o que é desejavel e necessério
para utilizacdo do controle enddgeno.

Os valores das estimativas meédesposteriori para as caracteristicas de
expressao de mRNA UCP, mRNA COX Illl e mRNA ANT s&wontrados na Tabela

3. O intervalo de credibilidade em nivel de 95%adadpelos percentis pys € P7.5m € a
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representacdo dos dados foi feita pelos valoreméldia, j& que as distribuicoes

posteriorise mostraram simétricas.

Tabela 3 - Sumari@a posterioripara os tratamentos avaliados sobre a expressio do
genes UCP, COX Il e ANT (UA) no figado e muscuaves de 22-42 dias

Tratamentos Média Desvio-PadraiMediana  pzs% Po7 50
BASAL 0,32 0,08 0,32 -0,06 0,71
UcP DL1 0,23 0,05 0,23 -0,04 0,52
Figado DL2 0,20 0,06 0,20 0,04 0,36
MHA-FA1 0,28 0,05 0,28 0,19 0,37
MHA-FA2 0,23 0,07 0,23 0,04 0,41
BASAL 0,37 0,05 0,37 0,17 0,57
UcP DL1 0,16 0,04 0,16 0,01 0,30
Misculo DL2 0,07 0,02 0,07 0,02 0,11
MHA-FA1 0,12 0,05 0,12 0,02 0,22
MHA-FA2 0,10 0,02 0,10 0,05 0,14
BASAL 176,60 62,00 176,70 51,00 299,90
COX Il DL1 174,70 39,40 174,70 95,40 253,10
Figado pL2 268,60 60,20 270,20 -11,70 540,30
MHA-FA1 198,30 20,00 198,30 158,50 238,60
MHA-FA2 188,00 8,24 188,00 171,40 204,40
BASAL 181,30 14,99 181,30 151,50 211,20
COX 1l pL1 165,80 11,75 165,80 142,50 189,00
Musculo pL2 199,90 35,66 200,10 64,46 333,80
MHA-FA1 186,80 19,91 186,90 147,60 226,00
MHA-FA2 205,40 28,90 205,80 98,77 310,40
BASAL 29,94 9,00 29,92 -0,70 61,00
ANT DL1 25,85 4,77 25,83 16,30 35,20
Figado pL2 27,47 4,30 27,48 19,00 35,90
MHA-FA1 33,16 5,60 33,17 22,30 43,90
MHA-FA2 29,61 4,40 29,61 21,10 38,10
BASAL 20,15 3,80 20,15 12,30 27,90
ANT DL1 16,91 2,40 16,91 12,10 21,70
Musculo pL2 13,58 3,40 13,59 6,70 20,30
MHA-FA1 14,24 4,20 14,25 5,70 22,80
MHA-FA2 16,69 3,30 16,70 10,00 23,30

"D2.5% € P7 50 intervalo de 95% de credibilidade.

As diferencas significativas para os tratamentadiados foram observadas
pela avaliagdo dos contrastasposteriori entre os parametros (Tabela 4). Além de
ganho de peso e conversdo alimentar, também foréasenmdas diferencas

significativas para a expressdo do mRNA UCP no olasdo peito das aves. A
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expressdo de mRNA UCP no figado, e do mRNA COX HiRNA ANT no musculo e
no figado também foram avaliadas por contrastigssteriori(Dados em anexo).
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Tabela 4 - Estimativag posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien

avaliados sobre a expressao de mRNA UCP (UA) nacuahidisdo ganho de peso (g) e

da converséo alimentar (g/g)

Contrastes Média  Desvio- Mediana  posu Po7 50
padréo
AL 0,21 0,14 0,21 20,04 0,46
A2 0,30* 0,10 0,30 0,09 0,50
UCP A3 0,25¢* 0,11 0,25 0,02 0,47
Musculo A4 0,27* 0,10 0,27 0,06 0,47
A5 0,09 0,10 -0,09 0,24 0,06
AG 0,05 0,05 -0,05 0,16 0,06
A7 0,03 0,03 -0,03 -0,09 0,03
A8 0,03 0,11 0,03 0,14 0,22
A9 0,06 0,10 0,06 -0,09 0,21
A10 0,02 0,05 0,02 -0,08 0,13
Al "183,60* 37,27 ~183,50 257,90 -109,90
A2 217,10* 53,81 217,90 .320,40 -110,00
A3 -113,60* 54,65 -114,70 213,20 -9,42
A4 _168,10* 49,63 -168,50 263,90 -68,40
A5 -33,56* 51,02 -34,50 130,10  -67,90
GP A6 69,98 51,84 68,81 2312 168,90
A7 15,48 46,57 14,80 75,48 109,10
A8 103,5* 64,62 103,2 19,33 -227,30
A9 49,04* 60,53 49,22 70,09  -167,30
A10 5451 61,12 54,09 172,30 60,40
Al 0,19~ 0,02 0,19 0,14 0,24
A2 0,30* 0,02 0,30 0,24 0,35
A3 0,15* 0,03 0,15 0,09 0,21
A4 0,25¢* 0,03 0,25 0,19 0,32
CA A5 0,10+ 0,02 0,10 0,05 0,15
AG 0,03 0,02 -0,03 -0,09 0,01
A7 0,06+ 0,03 0,06 0,001 0,12
A8 0,14* 0,03 0,14 -0,20 -0,08
A9 0,04 0,03 -0,04 -0,10 0,02
A10 0,10+ 0,03 0,10 0,03 0,17

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAZ=

contraste entre dieta basal e MHA-FAMY=

contraste entre dieta basal e MHA-FA2;

A5= contraste entre DL1 e DLAG= contraste entre DL1 e MHA-FAN7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FAI9= contraste entre
DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FA1 e MHA-FA2; * Diferenca

estatistica significativa a 5%.
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N&o houve efeito significativo da suplementac&o rdetionina sobre a
expressdo do mRNA UCP no figado. Entretanto, nocaidsosanimais alimentados
com dieta basal apresentaram maior expressao deAnbtRI¥P. Animais que receberam
menor nivel de suplementacdo de metionina, quaondgarados ao segundo nivel,
também tenderam a apresentar maior expressao, WAl&s 0,07 UA para DL-
metionina, e 0,12 UA vs 0,10 UA para MHA-FA (Fig@a

Expressdo de mRNA UCP

BASAL DL1 DL2 MHA-FA1 MHA-FA2

Fontes de metionina

B UCP-FI B UCP-MUS

Figura 2 - Expressdo de mRNA UCP no figado (UCPeFusculo (UCP-MUS) de
frangos de corte recebendo dieta basal ou commeptacdo de duas fontes e dois
niveis de metionina. Os resultados sdo apresentamnse médias posteriorie seus
desvios padrdes representados pelas barras wverticairas diferentes entre os
tratamentos dentro do musculo representam difesepstatisticas pelo intervalo de
95% de credibilidade.

A expressdo de mRNA COX lll foi maior que a expéessos outros genes
avaliados. Isto pode ser notado observando osesém unidades arbitrarias em ambos
os tecidos. N&ao houve efeito da adicdo de metiosotae a expressao deste gene,
embora, numericamente observa-se maior expressa@namais alimentados com

segundo nivel de suplementacao de qualquer unfamtas de metionina (Figura 3A).
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Da mesma forma que a expressdo do mRNA COX llkpressdo do mRNA
ANT também néo foi influenciada pelos tratamentealiados neste experimento
(Figura 3B).
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Figura 3 - Expressdo de mRNA COX Il (A) e mRNA ANB) no figado e musculo de
frangos de corte recebendo dieta basal ou commeptacdo de duas fontes e dois
niveis de metionina. Os resultados sdo apresentamnse médias posteriorie seus
desvios padrdes representados pelas barras verticai

Discussao
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A producédo de energia pelo organismo animal é otaata por uma variedade de
mecanismos, eentre estes, estdo fatores genéticos e nutriciofais relacdo aos
macronutrientes da dieta, a proteina € o nutrigqie apresenta a maior taxa de
oxidacdo, seguida por carboidratos e gordura. Assancomposicdo da dieta,
relacionada a quantidade de proteitean um impacto importante no metabolismo
energético e na composic¢ao corporal de frangosde ¢Collin et al., 2003).

A suplementacdo de metionina € um dos fatoredcimtais melhorador do
desempenho animal, como ganho de peso, eficiélimardar, rendimento de cortes
nobres e producéo / qualidade de ovos (Viana £P@09; Daskiranetal et al., 2009;
Oliveira et al., 2006). Sendo assim, diferenteste®nde suplementacdo deste
aminoacido essencial, tém sido avaliadas sobre sentigenho produtivo de aves
(Jasman et al., 2003). Neste trabalho, foi obserncaeg a suplementacdo de qualquer
uma das fontes utilizadas, DL-metionina ou MHA-F#elhoraram significativamente o
ganho de peso das aves, e isso se deve, em paftgpale que a metionina estimula
positivamente o crescimento, por intermédio dosrést de crescimento (Stubbs et al.,
2002), ou pela influéncia que este aminoacido exaec sintese (Kimball e Jefferson,
2006) e degradacéo proteica (Tesseraud et al.)200melhor resultado para ganho de
peso foi observado em animais que receberam adigdsegundo nivel de DL-
metionina em suas dietas, e essa diferenca enfientes de suplementacdo pode ter
ocorrido devido a distingdo que ambos os produppsesantam em suas propriedades
fisicas e quimicas (Lemme et al., 2007).

A conversdo alimentar também foi melhorada compdestentacdo de ambas as
fontes de metionina, sendo, o segundo nivel deeswgitacdo, o que proporcionou
melhor eficiéncia. A menor eficiéncia em converdimento em peso corporal esta
associada, além de outros fatores, a dietas deskaldas ou com deficiéncia em algum
nutriente especifico (Collin et al., 2003).

Estudos recentes tém mostrado que animais maisergés em converter
alimentos em peso corporal podem apresentar aesaga expressao de genes da
cadeia transportadora de elétrons, o que podeemdiar na utilizacdo de nutrientes e
alterar o gasto energético corporal. Estas pesgjisagerem que animais com pior
desempenho, possuem falha no transporte de elfrotmns, reduzindo a eficiéncia de
producdo de ATP pelas mitocondrias, ou apresentaornproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), o que influenciariaatim@mente a conversao alimentar
(Bottje & Carstens, 2009; Krueger et al., 2008algdt al., 2004).
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As proteinas desacopladoras (UCPs), sao transpoggmgresentes na membrana
interna das mitocéndrias, estas desviam a eneegintese de ATP, para a producéo de
calor catalisado por um vazamento de protons arale interior da membrana
(Ledesma et al., 2002). A UCP encontrada em avessigo descrita como um agente
que possibilita a reducdo da producdo de ROS, amac um leve desacoplamento na
producdo de ATP ( Abe et al., 2006). Embora a U£IRd este efeito benéfico de evitar
danos ao DNA e as proteinas celulares, uma vezegluizem a producao de radicais
livres, observa-se que maior expressdo do mRNA Wo&e piorar a conversao
alimentar, ja que pode reduzir a producdo de ATJBn@Diran, et al., 2007; Raimbault
et al., 2001). Neste trabalho foi observado quapdesentacdo de metionina levou a
reducao significativa na expressdao de mRNA UCP decmlo das aves. Ja no figado,
essa reducao nao foi estatisticamente significgffigura 2). Assim como ocorre em
animais expostos a baixas temperaturas (Dridi .et2808), a expressao deste gene
parece ser influenciada também pela magnitude ddersentacdo nutricional,
entretanto, nesse estudo nao foi possivel avadliar seguranca esse efeito, devido aos
tratamentos propostos. Talvez considerando niveis mhistantes um do outro, esse
efeito pudesse ser evidenciado. Os resultadosptess@do acompanharam os resultados
de eficiéncia alimentar (Figura 1), menor niveladkcdo de metionina, proporcionou
menor eficiéncia alimentar, sugerindo que a UCPepoderferir no desempenho
produtivo das aves, aumentando a dissipacdo dejianga oxidacdo mitocondrial
(Dridi et al., 2004).

Quando a metionina esta em pequenas quantidadeslietas, pode ocorrer
acumulo de gordura pelo figado, relacionado a eebisn Pequenas quantidades de
metionina podem causar aumento no fluxo hepaticacttos graxos através da via de
B-oxidacdo, que por sua vez aumenta o gasto enmygeétrporal total e promove o
desacoplamento mitocondrial. O aumento na expredsamRNA UCP, influenciada
pela restricdo deste amino&cido, € acompanhadairpar diminuicdo acentuada nos
niveis de ATP hepatico em ratos (Rizki et al., J0@e acordo com Hasek et al.
(2010), o aumento da expressdao de mRNA UCP, emakd metabolismo lipidico e
no ciclo da glicose, sugere um mecanismo de dededeé&nutrientes, que compensa a
dieta com restricdo de metionina, através de afeitdegrados da homeostase

energética.
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Considerando o papel da UCP na taxa metabdlicateboiesmo de lipidios, a
menor expressao desta no musculo esquelético ptaleassociada ao maior ganho de
peso (Kerner, 2001), resultado observado nesteiexg&o.

Também tem sido observado menor producéo de espeéaivas de oxigénio em
mitocdndrias de animais alimentados com menor migghetionina (Romestaing et al.,
2008). Parte deste resultado pode ser devido arrmeamressdo do gene da proteina
desacopladora que também € observado sob essgamndi

O COX 1l também esta presente na cadeia trangpmdade elétrons e é
relacionado com a eficiéncia da fosforilagdo oxidat A citocromo oxidase,
subunidade Il (COX lll) é uma subunidade do comglerotéico IV da mitocdndria,
responsavel pelo bombeamento de protons e pelepwee de elétrons. O COX Il
possui grande relevancia na eficiéncia energétidacondrial (Scheffler, 1999) e
menor expressdo deste gene pode ocorrer devidaar raéiciéncia celular ou maior
dano oxidativo devido a producdo de substanciasvasaao oxigénio (Kemp et al.,
2003). Ojano-Dirain et al. (2007) sugerem que mamducdo de ROS e maior
oxidacdo protéica sado observadas consistentementeves com baixa eficiéncia
alimentar, sugerindo que este fator pode alterax@essao de genes mitocondriais.
Mitocbndrias que apresentam maior quantidade dwipas carboniladas apresentam
também menor expressdo de mRNA COX Il (Igbal et 2004), e ainda, ocorre
reducdo na expressado deste gene relacionada tayacab na capacidade oxidativa da
mitocondria em animais mais velhos (Barazzoni.e28i00).

Apesar de nédo ter havido influéncia da supleméotade metionina sobre a
expressdo de mRNA COX lll, pode-se observar que aue receberam o segundo
nivel de DL-metionina, portanto mais eficientes eamverter alimentos (Figura 1),
tenderam a maior expressao deste gene (Figura 8jic&ncia alimentar pode estar
relacionada ndo apenas com a expressdo de genesodifigguem proteinas dos
complexos das cadeias, mas também com a atividedegesd complexos. Menor
atividade dos complexos da cadeia respiratéridysine do complexo IV, vem sido
relacionada a animais de baixa eficiéncia alimgihdgnal et al., 2004).

Mitocondrias de ratos alimentados com dieta restein metionina exibiram
elevada fosforilacdo oxidativa, com aumento dadsdte da citocromo oxidase (COX).
Entretanto, esta maior atividade foi associada a baixa eficiéncia da fosforilacdo
oxidativa (ATP/O, quantidade de ATP produzido pejaantidade de oxigénio
consumido). Os resultados indicam que a eficiédeiaintese de ATP mitocondrial, em
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animais recebendo dieta com restricdo de metiopiode ter diminuido em funcéo da
ineficiéncia da bomba de prétons no nivel do COXarebém em funcédo do aumento
no vazamento de protons, embora a contribuicadv@lde cada fendbmeno ndo possa
ser discriminado (Romestaing et al., 2008).

Outra proteina envolvida no processo de sintesagé&iea € o0 ANT
(transportador de nucleotideos de adenina), reapehpelo deslocamento do ADP do
citosol para a mitocondria e pelo deslocamento @@ Através da membrana interna
mitocondrial (Ojano-Dirain et al., 2007). PortandoANT possui a funcdo de aumentar
a quantidade de ADP para ser transformado em ATRgém da ATP sintase. A fungao
mitocondrial pode ser prejudicada pela incapacidisdegoca do ADP/ATP entre citosol
e membrana, assim pode ser que haja alguma ligegé®a expressdo do ANT com a
expressdo do fendtipo da eficiéncia alimentar {Batt al., 2006). De acordo com
Ojano-Dirain et al. (2007), aves com menor exp@sdéd ANT apresentam pior
conversao alimentar em funcao da menor eficiéntigpeduzir ATP. Neste trabalho,
nao foi observada influéncia da suplementacédo denmea sobre a expressdo deste
gene, e nem mesmo um padréo de expressao entedawsentos (Figura 3).

AlteracBes na expressdo de subunidades da cadpieatéria podem representar
uma resposta adaptativa celular ao acumulo de damoproteinas e / ou DNA
mitocondrial que ocorre devido ao aumento na gdaddé de ROS (Nicoletti et al.,
2005). Coordenacéo entre os complexos da cad@imatésia, necessaria para eficiente
producdo de energia e assim para animais com nefidéncia alimentar, exige
guantidade e atividade equilibrada entre os conogleualquer desequilibrio pode
provocar vazamento de elétrons e geracao de ROS.

Além de influenciar o desacoplamento mitocondaahetionina também atua nos
mecanismo de defesa contra os radicais livres,ug mprticipa da biossintese da
glutationa. A quantidade disponivel deste amina@acid organismo é responsavel por
favorecer a rota da remetilacdo ou da transsulioraQuando ha baixa quantidade de
metionina no organismo animal, é favorecida a d#aremetilacdo, responséavel por
aumentar a quantidade disponivel deste aminoaé&@@uando ha maiores quantidades
de metionina, a rota de transsulfuracdo, € a ntaiada, e ha maior producdo de
cisteina (Finkelstein, 1998), e assim, maior préddude glutationa para combater o
ROS. Maior quantidade de metionina também estécasko a maior quantidade de
glutationa peroxidase e de catalase, enzimas easlvhos combate ao estresse

oxidativo (Romestaing et al., 2008).
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Conclusobes

A suplementacédo de metionina proporciona melhagrdpenho das aves, sendo o
segundo nivel de suplementacdo de ambas as fentesponsavel por animais mais
eficientes. O efeito da suplementacdo de metiosiolare a expressdo de genes
mitocondriais em frangos de corte até o0 momentater@osido encontrado na literatura,

sendo os resultados encontrados nesse estudo uondeopartida para novos trabalhos.
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V. Producéo de espécies reativas de oxigénio (RGSatividade enzimética
da glutationa peroxidase em codornas submetidas astresse térmico agudo

RESUMO- Este trabalho foi desenvolvido com o objetivoadlaliar a influéncia
do estresse térmico agudo sobre a producédo deiespéativas de oxigénio (ROS)
mitocondrial e atividade da enzima glutationa p&tase no figado de codornas de
corte. Inicialmente foram alojadas 40 codornasrda linhagem de corte de 23 dias de
idade em ambiente termoneutro. Aos 30 dias de jaémdes animais foram divididos em
dois grupos. Os animais pertencentes ao tratamemtooneutro foram abatidos
imediatamente apds a divisdo dos animais nos teatt@n®, € o segundo grupo foi
submetido ao estresse térmico déC3gor 24 horas. Para andlise de producidR@s,
foram abatidas quatro codornas de cada tratamentiestes animais foram coletados
os figados para isolamento de mitocondrias e sukség analise de ROS mitocondrial.
Seis animais de cada tratamento foram abatidos g#bse da atividade glutationa
peroxidase, que foi determinada utilizando peréxiddidrogénio (KD-), e baseada na
guantidade de NADPH oxidado. Foi observada maiodygdo de ROS mitocondrial
para animais submetidos ao estresse térmico, ¥33,22, para reagfes contendo
apenas rotenona, e 0,3k 0,23, nas reagbes com a presenca de rotenona mais
antimicina. Codornas que permaneceram em ambienéstdesse calorico por 24 horas
apresentaram, também significativamente, maioridaile da enzima glutationa
peroxidase nos hepatdcitos (4%8 39,6). Assim, verifica-se que estresse térmico
agudo, de 3% por 24 horas, é capaz de atuar na producédo denfto€ondrial e na
atividade da enzima glutationa peroxidase no figioodornas.

Palavras-chave: estresse oxidativeOk] sistema antioxidante
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Introducao

Em paises onde ha ocorréncia de altas temperatupgeducao de aves pode ser
grandemente afetada, havendo aumento na idade ale abaumento no custo de
producao (Al-Fataftah & Abu-Dieyeh, 2007). Alta teenatura ambiental acompanhada
por elevada umidade relativa do ar, pode levar aaumento na severidade do estresse
por calor, sendo possivel observar mortalidadé tiasis aves em temperaturas acima de
36°C (Abreu & Abreu, 2012).

Durante a producao de frangos de corte, altas t@tpas que levam os animais
ao estresse térmico, influencia negativamente swuon de ra¢do e o ganho de peso,
além do rendimento de cortes nobres (coxa, sobasegeito) (Oliveira et al., 2006).

Essas alteracbes observadas no desempenho dapaales ser devidas, em
parte, ao estado de estresse oxidativo que ocamr@remais expostos ao estresse
térmico, ja que aves submetidas ao estresse @w t@inperaturas podem apresentar
reducdo na atividade da cadeia respiratoria mitbraln seguida por maior producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Yang et @10 O ROS é produzido
normalmente nos processos bioldgicos celularesretanto, quando em maiores
guantidades, sdo frequentemente associados abitisticomo apoptose (Moustafa et
al., 2004), oxidacéao de proteinas (Ronsein e2806), peroxidacao de lipideos (Maia
& Bicudo, 2009), danos ao DNA mitocondrial (Lee &W2005), e a diversas doencas
(Silva et al., 2011; Reis et al., 2008; Barbosal.e2006).

Grandes quantidades de ROS estdo presentes quandstddo de estresse
oxidativo, e isto ocorre ndo apenas devido a sppmtucdo das espécies reativas de
oxigénio, mas também em funcéo da deficiéncia rstersas de defesas antioxidantes
em combaté-las (Halliwell & Gutteridge, 2001).

A glutationa peroxidase (GSH-Px) faz parte do msteéle defesa antioxidante da
glutationa, e assim tem papel fundamental na etigéin do ROS pelo organismo. Entre
os diversos fatores que afetam a atividade degienantem sido mostrado a influéncia
de altas temperaturas. Desta forma, este trabalhdetenvolvido com o objetivo de
avaliar a influéncia do estresse térmico sobre alym@o de ROS mitocondrial e
atividade da enzima glutationa peroxidase no fighdoodornas de corte.
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Material e Métodos

Inicialmente foram alojadas individualmente, emots metalicas, 40 codornas
de uma linhagem de corte de 23 dias de idade. & dm periodo de sete dias de
adaptacdo para estes animais em ambiente termon@RC e 60% de umidade
relativa (Singh & Narayam, 2002). Aos 30 dias dalel estes animais, foram divididos
em dois grupos, um abatido imediatamente apos #sadivdos grupos, sendo
pertencente ao tratamento termoneutro. O segungmogioi submetido ao estresse
térmico de 32C por 24 horas, umidade relativa de 60%. A tempemafoi medida a
cada minuto através de sensores distribuidos pf@ara climatica acoplados ao
computador.

Em todo periodo experimental, os animais tiverame lacesso a agua e racao. A
racdo foi formulada para atender as exigénciasciariais dos animais (Rostagno et al.,
2005) sendo composta a base de milho e farelojde@mtendo 23,9% de PB e 2900
Kcal de EMA. Os animais foram pesados no inicioegperimento e antes do abate.
Durante todo o experimento, utilizou-se program&desontinuo.

Ao final do periodo experimental, as aves foramtidhs por deslocamento
cervical, e o figado foi coletado para as subsdggeanalises de producdo de ROS
mitocondrial e atividade da enzima glutationa petase.

Para analise de producdo de ROS, foram abatidasoqoadornas de cada
tratamento. Destes animais, foram coletados odd&gpara isolamento de mitocéndrias
e subsequente analise de ROS mitocondrial. Paslanmiento das mitocéndrias, o
figado foi acondicionado em Becker resfriado cotitemeio de isolamento (manitol
0,2 M, sacarose 0,075 M, Tris-HCI 2,0 mM, pH 7EBGTA 0,2 mM,
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 10Q@M e albumina bovina livre de acidos graxos 50
mg%) e picotado com tesoura. O material foi tramdbe para o homogeneizador
Dounce juntamente com o meio de isolamento. O hematg foi filtrado e submetido a
2 centrifugacdes sequenciais de 10 min: a 536 .9807%. O sedimento foi lavado por
meio de duas centrifugacbes a 6.392 g. As mitocdsmdoram homogeneizadas no
mesmo meio, a uma concentracao protéica de 80-y0Im

O conteudo protéico das fragBes subcelulares teirmnado conforme descrito
por Lowry et al. (1951), utilizando albumina bovineomo padrdo, em

espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 700 nm.
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O nivel de producdo de ROS mitocondrial, peréxidditirogénio, foi estimado
por mensuracdo do aumento linear de fluorescér@iad,O, induz oxidagdo do
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) formando composto fluorescente (2'-
7’ diclorofluoresceina) na presenca da enzima hoesexidase (HRP) (Zaccagnino et
al., 2009).

Mitocéndrias intactas (10 uL contend®.8 mg de proteina) foram adicionadas
em 2 mL de tampao Manitol 250 mM, Hepes 10 mM, pB €ontendo 1,36 uM de
DCFH-DA e succinato (10mM) + rotenona (10uM) oucsuato (10mM) + rotenona +
antimicina ( 15uM). A reacéo foi iniciada pela d@&ticde 0,4 uM de HRP, e a
fluorescéncia registrada em intervalos de 1 mimlut@nte 10 minutos. Todo 0 ensaio
ocorreu sob agitacdo em espectrofluorimetro. Qdtees foram expressos em nmoles
de ROS produzido/minuto/miligrama de proteina.

Cinco codornas de cada tratamento foram utilizpdaa analise da atividade da
enzima glutationa peroxidase. Logo ap6s o abatiggado de cada animal foi retirado,
prensado e armazenado em nitrogénio liquido, atéraento das analises. Para analise
da atividade enzimatica, as amostras foram pesadastdo trituradas no nitrogénio
liguido com auxilio de cadinho e pistilo. O matkeria transferido para proveta
resfriada e neste recipiente foi adicionado 10%eakn da amostra de tampao fosfato de
potassio gelado ()KIPO, e KH,PO, 0,1M pH 7,4). As amostras foram homogeneizadas
em Van Potter. O homogenato obtido foi centrifugadd®.000 rpm por 10 minutos e as
atividades enzimaticas foram determinadas no salestie. Foi realizada dosagem de
proteina conforme descrito por Lowry et al. (198fifzando albumina bovina como
padrao.

A atividade da enzima glutationa peroxidase foiedainada de acordo com
Paglia & Valentine (1967), utilizando peroxido derbgénio (HO,). A atividade da
enzima foi mensurada por meio da quantidade de NADRidado, observado no
espectrofétometro em comprimento de onda de 340Rara a ocorréncia da reagéo,
foram adicionados 350 pL de tampéo fosfato de pmtéls/l mM, 250 pL de GSH 6
mM, 300 uL de NADPH 0,9 mM, 10 pL enzima Glutatioedutase 2U/mL, 40 pL do
Sobrenadante e 520 pL de®miliQ. Foi realizada homogeneizagao da solucéot&o
adicionado 30 pL BD, 6mM. A fluorescéncia foi registrada em intervalbs 10
segundos durante 90 segundos. A atividade foi egpre&eomo nmol de NADPH
oxidado/mg de proteina/minuto.

Os resultados foram apresentados como médias éoslgzadrdes. A analise
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estatistica foi realizada usando o teste t de 8tadp<0,05) para comparacdo entre o
grupo de conforto térmico e o grupo submetido a@sse térmico agudo (SAS, 2000).

Resultados

Durante todo o periodo experimental, foi observadaomportamento das
codornas. Pode-se verificar que os animais que gmoeram no conforto térmico
apresentaram comportamento normal, enquanto agqerfesstos a alta temperatura
apresentaram menor consumo de racdo, maior condenggua, fezes aquosa, € na
maior parte do tempo, pode-se observar aves cosrahsatas.

No momento do alojamento, as codornas selecionpalas producdo de carne
apresentavam em média 160 g. Ao final do experipers animais que permaneceram
em conforto térmico apresentavam peso médio de&1f7ja 0s animais expostos ao
estresse calorico por 24 horas, apresentavam pé&sio e 140 g.

A producdo de peroxido de hidrogénio,Q4) foi maior nas mitocdndrias das
aves submetidas ao estresse por calor. Este as@itiaobservado quando foi avaliado
a producao de ROS apenas com Rotenona (0,34 vs 6,2#nbém quando a producao

foi avaliada na presenca de Rotenona mais Antimi@B81 vs 0,23) (Figura 1).

0,4 -
0,35+
0,3 1
0,25+
0,2 1
0,154
0,1
0,05+

Producéo de RC
(nmol/mgPt/min)

ROTENONA ROTENONA+ANTIMICINA

B CONFORTOm ESTRESSE

Figura 1- Producdo de ROS mitocondrial no figadeatrnas submetidas & ambiente
termoneutro e a estresse térmico agudo, em reag@enclo apenas rotenona e em
reacao contendo rotenona mais antimicina. Os ezRgtsao meédias com seus desvios
padroes representados pela barra vertical. Letifzsedtes entre os tratamentos

representam diferencas estatisticas p< 0,05.
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A atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Poi verificada em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 34@tranés da fluorescéncia emitida

pela quantidade de NADPH consumida, sendo, entéterrdinada com base no

decaimento da absorbéncia observada entre os segawdliados. Os valores de

absorbancia observados nos segundos iniciais ddglase nos diferentes grupos de

animais avaliados estdo na Figura 2. Pode-se @rsgecaimento da absorbancha\f

de maneira distinta entre os tratamentos o queulevaliferenca significativa na

atividade da enzima no figado das codornas subasetiols dois ambientes (Figura 3).
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Figura 2 - Absorbancia observada entre 0 e 50 slegunom base no consumo de

NADPH na reacé&o. (A): animais do ambiente termaoea{(B): animais submetidos ao

estresse térmico.
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Concomitantemente com maior producdo de ROS, asimgiostos ao estresse
calérico agudo também apresentaram maior ativideed&SH-Px no figado (47,8 vs
39,6) (Figura 3).

60 |
50 b
40
30

20

Atividade GSH-Px
(nmol NADPH oxidado/mgPt/mir

10

CONFORTO STRESS

Figura 3 - Atividade da glutationa peroxidase ngadio de codornas submetidas a
ambiente termoneutro e a estresse térmico aguda, &a nmol de NADPH oxidado

por mg de proteina por minuto. Os resultados sadiamécom seus desvios padrdes
representados pela barra vertical. Letras difeseptdre os tratamentos representam

diferencas estatisticas p< 0,05.

Discussao

As aves sao animais endotérmicos e dependem dertmtérmico para expressar
0 maximo desempenho permitido por seus potencaistgos (Miragliotta, 2005). Na
zona de conforto térmico, denominada de zona tezotom toda a energia produzida
pelo organismo € direcionada para fins produtieac@ri et al., 2004).

As codornas submetidas ao estresse térmico agudseaparam comportamento
diferenciado daquelas que permaneceram em cont@moico, e este fato foi bem
evidenciado pela redugdo no consumo de alimentangem@to na ingestdo de agua.
Quando as aves estdo sofrendo por estresse témeimoe a tentativa de diminuir a
producao de calor metabdlico e aumentar a dissypde&alor, dispondo primeiramente
de mecanismos ambientais e posturais (Furlan & Na2@02). Também foi possivel
observar neste trabalho, que as aves expostadrassesperderam peso. Exposi¢ao a
altas temperaturas podem causar reducdo no ganpesde no consumo e eficiéncia
alimentar (Mujahid et al., 2005).
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O estresse térmico provocado por altas tempegatanabém estd relacionado a
producdo de ROS mitocondrial (Tan et al., 2010; grah al., 2010). As espécies
reativas de oxigénio, sdo formadas pelo conjuneoapumpreende o radical superoxido
(O2), o peroxido de hidrogénio (B,) e o radical hidroxila (OH) (Vieira, 2008).
Durante a o processo de obtengédo de energia, der2zaa 4% do total de,@itilizado
como aceptor de elétrons pelas mitocondrias naotantente reduzido a agua,
participando na geracédo de ROS (Bottje et al., 2006

O superoxido € produzido em diversos processoédiaas, entre eles, como dito
anteriormente, na cadeia transportadora de eléttamsnitocéndrias. A sintese de O
ocorre quando um elétron é adicionado a uma maédel oxigénio, e apartir desta
espécie reativa, as demais podem ser sintetizadaperoxido de hidrogénio é
sintetizado através de uma reacdo de dismutacatisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD) (Gutteridge & Mitchell, 1999), ep® sua vez, em reacdes com
metais reativos, como ions de ferro, pode particizasintese de radicais hidroxilas
(Fenton, 1894 citado por Gutteridge & Mitchell, 999

Para verificar a producdo de ROS pelas mitoconds@ladas de hepatdcitos, e
para garantir que todo o radical livre produzidia seedido, foram realizados ensaios
apenas com rotenona, agente bloqueador do complede cadeia respiratoria, e
também ensaios com a presenca de rotenona marscumé, sendo esta um bloqueador
do complexo Il da cadeia. A partir destes ensgiasle ser observado que as aves
expostas a temperatura de’G4por 24 horas apresentaram maior producdo de ROS
mitocondrial, independente da reagao avaliada.gésude corte submetidos a estresse
térmico agudo também apresentaram maiores niveilR@8 mitocondrial. Este
resultado pode ser observado quando foi utlizadgagiato ou succinato como
substrato na cadeia tranportadora de elétronsrisdgegque a producdo de ROS ocorre
de forma elevada durante o periodo de estressactéimdependente do substrato
(Mujahid et al., 2006).

Possiveis mecanismos envolvidos no aumento da giodie ROS em situacbes
de estresse térmico, podem estar associados coamgato de elétrons na cadeia
mitocondrial, oxidag&o das proteinas dos comple&osadeia, reducéo na atividade dos
complexos da cadeia, ou outras formas de danosidm®rnas mitdcondrias. Estes
danos podem estar envolvidos com a temperatureo@ypesde que € observado
aumento na producdo de ROS, seguido pela reduc@amim de peso, em aves que

apresentam maior temperatura corporal (Mujahidl.et2805). J& que as taxas das
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reacfes quimicas e bioquimicas aumentam com a tetape € provavel que a
elevacdo da temperatura corporal induza a geragddR@S através de reacgles
metabolicas acelaradas nas celulas e tecidos (lain, 006).

A producdo aumentada de ROS parece estar envamidam ciclo vicioso, onde
escapes de elétrons, devido a disturbios na caslgp&ratéria, aumentam a producgéo de
radicais livres, que provocam mais lesdo no mtDNégsionando produgcéo de ROS
adicional (Tengan et al., 1998). Assim, a perfatigsidade dos complexos da cadeia
respiratoria é exigida para manter o sistema enlilego. Entretanto, ocorre inibicao
de alguns complexos da cadeia ap0s a exposicastrasse térmico agudo (Tan et al.,
2010).

A producdo de ROS em animais expostos a altas tatpes também tem sido
relacionado ao potencial de membrana da mitocOmdaiaxpressao génica da proteina
desacopladora (UCP). Tem-se que maior potenciahembrana esta relacionado a
maior producdo de ROS; e maior expressdo de mRNR B§4 ligada a menores
quantidades de radicais livres e também menorassdaiulares induzidos por estes. E
observado maior potencial de membrana e menor &sdwale MRNA UCP em animais
submetidos a estresse térmico (Mujahid et al., 2009

O ROS mitocondrial € combatido, entmutros, pelo sistema de defesa
antioxidante da glutationa (GSH). O sistema daatjlonia € composto, além da GSH,
pelas enzimas glutationa oxidase (GO), glutatiomsioypdase (GSH-Px) e pela
glutationa redutase (GR). Sendo assim, a acéo fsadeleste sistema, depende da
atividade de todo o conjunto. Para reduzir as éspéxidantes, e assim cumprir seu
papel, a glutationa se oxida a glutationa dissulf&SSG) pela acdo das enzimas GO e
GSH-Px. A enzima glutationa redutase é a respohpaveegenerar a GSH, a partir de
GSSG, permitindo assim, que a mesma molécula sgdaumais de uma vez no
combate as espécies reativas de oxigénio (Hulzr, 008).

A atividade da enzima glutationa peroxidase, paestar relacionada diretamente
com o balanco entre a producdo de ROS e sua efifmndo organismo. Entre os
diversos fatores que afetam a atividade da GSHafbtorestém mostrado a influéncia
do estresse térmico. Neste estudo, foi observadocqdornas mantidas em estresse
térmico agudo apresentaram maior atividade destamanem hepatécitos. Este
resultado foi encontrado também por autores quersug que esta maior atividade

pode ser uma tentativa do organismo de combatelO8, Rjue também tem sua
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producdo aumentada nessa condicéo (Tan et al.; X@b@ et al., 2010; Pamok et al.,
2009).

Conclusbes
Estresse térmico agudo, de 34°C por 24 horas,az cpatuar sob a producédo de
ROS mitocondrial e atividade da enzima glutatipeeoxidase no figado de codornas
de corte.
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CONCLUSOES GERAIS

A suplementacdo de metionina na dieta das avesemdlou na expressao de
genes relacionados ao crescimento no figado. Asainadicdo deste aminoéacido
melhorou o rendimento animal ndo apenas por esimausintese e liberacédo de fatores
de crescimento, mas também por atuar em rotasntiessie degradagdo de proteina
corporal.

A suplementacdo de metionina na dieta influencioexpressdo da proteina
desacopladora (UCP), presente nas mitocondriasvelveadas na sintese de ATP.
Assim, este aminoacido se mostrou importante néoagpor atuar no desacoplamento
mitocondrial, mas também por participar nos mecaossde defesa contra o ROS.

Estresse térmico agudo, de’G4por 24 horas, foi capaz de atuar na producéo de
ROS mitocondrial e na atividade da enzima glutatigperoxidase no figado de

codornas.



98

APENDICE

Tabela 1 - Estimativas posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien
avaliados sobre a expressdao de mRNA IGF-1 e GHRUszulo

Contrastes Média desvio- mediana P2.5% Po7.5%
padréo

Al -0,23 0,48 -0,22 -1,13 0,67
A2 -0,48 0,56 -0,49 -1,55 0,55
A3 -0,24 0,41 -0,24 -1,02 0,52
A4 -0,24 0,38 -0,24 -0,95 0,45

A5 -0,26 0,52 -0,26 -1,24 0,70
IGF-1 AG -0,01 0,35 -0,01 -0,69 0,66
A7 -0,01 0,31 -0,01 -0,59 0,56
A8 0,25 0,46 0,25 -0,60 1,10
A9 0,24 0,43 0,24 -0,53 1,02
Al10 -0,00 0,20 -0,002 -0,39 0,38
Al -0,06 0,04 -0,06 -0,14 0,01
A2 -0,06 0,07 -0,06 -0,20 0,08
A3 -0,05 0,06 -0,05 -0,16 0,06

A4 0,01 0,06 0,01 - 0,09 0,13
GHR A5 001 0,06 0,01 011 013
A6 0,01 0,04 0,01 -0,07 0,10
A7 0,08 0,04 0,08 -0,01 0,17
A8 0,01 0,07 0,01 -0,13 0,16
A9 0,07 0,07 0,07 -0,07 0,22
A10 0,06 0,06 0,06 -0,05 0,19

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAB=
contraste entre dieta basal e MHA-FAY= contraste entre dieta basal e MHA-FA2;
A5= contraste entre DL1 e DLAB= contraste entre DL1 e MHA-FANX7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FAN9= contraste entre
DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FA1 e MHA-FA2
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Tabela 2 - Estimativas posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien
avaliados sobre a expressdo de mRNA UCP no figado

Contrastes Média desvio- mediana P2.5% Po7.5%
padréo

Al 0,12 0,2 0,12 -0,29 0,54
A2 0,08 0,2 0,08 -0,39 0,57
A3 0,04 0,2 0,04 -0,35 0,44
A4 0,09 0,2 0,09 -0,33 0,52
A5 -0,03 0,1 -0,03 -0,30 0,29
uce A6 -0,08 0,1 -0,08 -0,26 0,10
A7 -0,03 0,1 -0,03 -0,27 0,21
A8 -0,04 0,1 -0,04 -0,30 0,25
A9 0,01 0,1 0,01 -0,33 0,34
A10 0,05 0,1 0,05 -0,15 0,25

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAB=
contraste entre dieta basal e MHA-FAX4= contraste entre dieta basal e MHA-FA2;
A5= contraste entre DL1 e DLAG= contraste entre DL1 e MHA-FAN7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FAN9= contraste entre
DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FAl1 e MHA-FA2
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Tabela 3 - Estimativas posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien

avaliados sobre a expressdo de mRNA COX Il nalfigamusculo

Contrastes média desvio- mediana P2.5% Po7.5%
padrao
Al 1,89 73.30 1,860 144,40 147,00
A2 92,05 151,40  -93,50 388,40 214,50
A3 21,70 65,10 -21,50 -152,40 107,10
A4 11,40 62,50 -11,30 137,10 113,10
cox i A5 9395 143,90  -95,80 376,50 196,50
Figado AG 23,60 44,40 -23,40 111,90 64,50
A7 13,32 40,37 -13,29 93,88 66,79
A8 70,35 139,00 71,70 211,70 344,00
A9 80,63 138,40 82,10 199,00 353,50
A10 10,20 21,60 10,20 3300 53,40
AL 15,45 19,00 15,47 2240 53,00
A2 18,58 69,20 -18,83 154,80 120,50
A3 550 24,80 5,50 5510 43,80
A4 2410 55,10 24,40 -133,00 86,80
COX “I' A5 34,00 6870 -34.30 169,90 103,50
Musculo AG 20,90 23,10 21,00 66,60 25,00
A7 39,60 54,32 -39,93 -146,90 69,40
A8 13,00 70,40 13,40 127,30 152,20
A9 550 85,70 5,80 175,20 167,20
A10 18,60 56,60 -18,80 -130,70 94,60

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAB=
contraste entre dieta basal e MHA-FAX4= contraste entre dieta basal e MHA-FA2;
A5= contraste entre DL1 e DLAB= contraste entre DL1 e MHA-FAN7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FAN9= contraste entre

DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FA1 e MHA-FA2
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Tabela 4 - Estimativas posterioridas distribuicdes dos contrastes entre os tratasien
avaliados sobre a expressdo de mRNA ANT no figaddseulo

Contrastes média desvio- mediana P2.5% Po7.5%
padrao
Al 4,09 16,30 4,07 2780 36,40
A2 2,47 16,20 2,46 29,10 34,40
A3 3,21 16,60 3,27 36,03 29,69
A4 0,33 16,20 0,324 3150 325
A5 1,62 6,40 -1,60 14,32 11,00
?.%l i A6 731 7.30 7,32 2160 7,08
A7 3,76 6,50 3,77 16,65 8,97
A8 569 7,00 571 19,43 7,95
A9 214 6,20 2,11 14,36 9,68
A10 3,54 7,10 3,56 10,45 17,51
AL 324 4,50 3,23 5,80 12,30
A2 6,57 5,10 6,55 -3,70 16,90
A3 5,91 5,70 5,91 5,70 17,50
A4 3,46 5,10 3,45 6,70 13,70
ANT | A5 332 4,20 3.30 5,02 11,60
Musculo AG 2,67 4,90 2,69 7,10 12,40
A7 021 4,10 0,22 -8,00 8,40
A8 0,65 5,40 -0,63 11,60 10,10
A9 310 4,70 3,11 12,60 6,44
A10 245 540 245 13,30 8,37

Al= contraste entre dieta basal e DIAR= contraste entre dieta basal e DIAB=
contraste entre dieta basal e MHA-FAX4= contraste entre dieta basal e MHA-FA2;
A5= contraste entre DL1 e DLAB= contraste entre DL1 e MHA-FAN7= contraste
entre DL1 e MHA-FA2;A8= contraste entre DL2 e MHA-FAN9= contraste entre
DL2 e MHA-FA2; A10= contraste entre MHA-FAl1 e MHA-FA2



