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RESUMO 

 

 

 
O consumo voluntário de ração é um processo que integra o sistema nervoso central e 

os tecidos periféricos do organismo, sendo influenciado basicamente por fatores 

inerentes aos animais como o sexo, a idade, e alguns neuropeptídios relacionados ao 

consumo de ração; e fatores externos, como a temperatura ambiental. Condições 

ambientais com altas temperaturas às quais as aves são expostas, e a maior deposição de 

gordura em detrimento à deposição de carne magra, são fatores que afetam o 

desenvolvimento dos animais. Nesse sentido, com este trabalho os nossos objetivos 

foram avaliar o efeito do sexo, da idade, do estresse térmico agudo e da suplementação 

de metionina sobre o desempenho, expressão de genes relacionados ao consumo, 

envolvidos no metabolismo lipídico, e genes relacionados ao sistema antioxidante em 

frangos. Para isto, no primeiro experimento, frangos de corte machos e fêmeas com 42 

dias de idade, recebendo dieta formulada para atender as necessidades nutricionais, 

foram mantidos em conforto térmico ou expostos ao estresse térmico agudo (38˚C por 

24 horas, iniciando aos 41 dias de idade). No segundo experimento, frangos de corte 

machos e fêmeas, de 1-21 e 22-42 dias de idade, recebendo dietas formuladas para 

atender as necessidades nutricionais, foram mantidos em ambiente com temperatura de 

conforto térmico. No terceiro experimento, frangos de corte de 1-21 e de 22-42 dias de 

idade foram divididos em dois tratamentos referentes à suplementação de metionina: 

sem suplementação de metionina (MD) e nível recomendado de metionina (MS). Um 

grupo de animais foi mantido em conforto térmico e o outro grupo de animais foi 

exposto ao estresse térmico agudo (38˚C por 24 horas, iniciando aos 20 ou aos 41 dias 

de idade, dependendo da fase experimental avaliada). Nestes experimentos, foram 

avaliados o desempenho e a expressão dos genes: neuropeptídeo Y (NPY), proteína 

quinase ativada por AMP subunidade α-1 (AMPKα-1), pró-ópiomelanocortina (POMC), 

grelina (GHRL), proteína quinase hepática B1 (LKB1), acetil-CoA-carboxilase (ACC), 
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ácido graxo sintase (FAS), adiponectina (ADIPOQ), apolipoproteína A-I (APOA-I), 

apolipoproteína B (APOB), superóxido dismutase (SOD), tioredoxina (TRx), tioredoxina 

redutase (TRxR1), metionina sulfóxido redutase A (MsrA), catepsina L2 (CTSL2), além 

de alguns marcadores biológicos do estresse oxidativo. No primeiro trabalho, 

observamos que aves em estresse térmico reduziram o consumo de ração e 

apresentaram perda de peso significativa. Observamos ainda que machos apresentaram 

maior consumo de ração do que as fêmeas. O maior valor de expressão do gene NPY foi 

observado em machos em ambiente de conforto, e o menor valor em machos 

submetidos ao estresse térmico. Machos submetidos ao estresse térmico apresentaram 

maior valor de expressão do gene AMPKα-1. Com relação à expressão do gene POMC, 

comparando animais que permaneceram em conforto térmico, observamos que fêmeas 

apresentaram maior expressão deste gene. Machos apresentaram maior nível de 

expressão do gene LKB1. Não foi observado nenhum efeito significativo sobre o gene 

da grelina (GHRL). Com relação ao metabolismo lipídico, comparando aves de 42 dias 

de idade, observamos que machos apresentaram maior consumo. Maior ganho de peso 

foi observado em machos e nos animais com 42 dias de idade. Fêmeas com 21 dias de 

idade apresentaram maior valor de expressão dos genes ACC, LKB1 e ADIPOQ. Em 

relação ao gene FAS, maior nível de expressão foi observado em machos com 21 dias 

de idade. Maior expressão do gene AMPKα-1 foi observada nos machos e em animais 

com 21 dias de idade. A respeito da expressão do gene APOB, observamos maior 

expressão em fêmeas, e em aves com 42 dias de idade. A expressão do gene APOA-I foi 

maior em animais com 21 dias de idade. No experimento em que avaliamos os efeitos 

da suplementação da metionina e do estresse calórico agudo, observamos que o estresse 

térmico aumentou a temperatura corporal e reduziu o consumo de ração e o ganho de 

peso dos animais, entretanto animais na fase de crescimento sob condição de conforto 

térmico recebendo dieta MS apresentaram maior consumo de ração. Na fase de 1-21 e 

de 22-42 dias observamos que aves em estresse térmico recebendo dieta MD 

apresentaram maior valor de atividade da alanina aminotransferase (ALT). Na fase de 1-

21 dias observamos que o conteúdo de creatinina foi maior nas aves em conforto 

térmico recebendo dieta MD. Já o estresse térmico reduziu o conteúdo de ácido úrico, a 

atividade da enzima creatina quinase (CK), e aumentou a expressão do gene SOD. A 

suplementação de metionina, por sua vez, aumentou o conteúdo de ácido úrico e 

também a expressão do gene SOD. Em animais estressados pelo calor recebendo dieta 

MS, observamos maior valor de expressão dos genes TRxR1 e MsrA. Na fase de 22-42 
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dias, observamos que aves expostas ao estresse térmico apresentaram maior valor de 

expressão dos genes SOD, TRxR1 e MrsA. Observamos menor atividade enzimática da 

creatina quinase (CK), maior atividade da aspartato aminotransferase (AST), maior 

conteúdo de creatinina plasmática e menor conteúdo de ácido úrico em animais 

estressados pelo calor. Aves recebendo dieta MS apresentaram maior valor de expressão 

dos genes SOD, TRxR1 e MsrA, e também menor valor de atividade da AST, maior 

valor de atividade da CK, e menor conteúdo de creatinina. O contéudo de homocisteína 

foi menor em aves estressadas pelo calor em ambas as fases avaliadas. Nossos 

resultados de forma conjunta nos permitem sugerir que alguns genes hipotalâmicos 

podem estar envolvidos nas diferenças observadas no consumo voluntário de ração 

entre animais de diferentes sexos e expostos a diferentes condições ambientais, e que o 

controle do consumo ocorre em função do balanço entre a ação de substâncias 

orexígenas e anorexígenas. Ainda contribui para caracterizar alguns dos mecanismos 

que diferenciam machos de fêmeas, e animais de 21 de animais de 42 dias no que se 

refere ao metabolismo lipídico. A maior deposição de gordura geralmente observada em 

fêmeas e em animais mais velhos pode decorrer da maior expressão de genes 

relacionados à síntese de lipídeos como a ACC, FAS e APOB. E animais que necessitam 

de maior aporte energético devido à maior taxa metabólica podem lançar mão de vias 

relacionadas à maior oxidação lipídica através da maior expressão dos genes LKB1, 

AMPKα-1, e APOA-I. Suporta-se ainda a hipótese de que uma dieta suplementada com 

metionina pode atenuar os efeitos do estresse térmico sofridos pelos animais, por 

aumentar a capacidade antioxidante e por agir em via metabólica que promove o 

crescimento dos frangos. 

Palavras-chave: genes hipotalâmicos, metabolismo lipídico, estresse térmico, 

estresse oxidativo, metionina 
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ABSTRACT 

 

 

 
Voluntary feed intake is a process that integrates the central nervous system and 

peripheral tissues, being influenced primarily by factors inherent to animals such as sex, 

age, and some neuropeptides; and external factors, such as the ambient temperature. 

Environmental conditions with high temperatures that birds are exposed to, and the 

greater fat deposition compared to lean meat, are factors that affect the development of 

animals. In this sense, by this work our main objective was to evaluate the effect of sex, 

age, acute heat stress and methionine supplementation on the performance, gene 

expression related to feed intake, involved in lipid metabolism, and antioxidant system 

related genes in broilers. For that, in the first experiment male and female broiler with 

42 days of age, receiving diet formulated to meet the nutritional needs, were kept in 

thermal comfort or exposed to acute heat stress (38° C for 24 hours starting at 41 days 

of age). In the second experiment male and female broiler, 1-21 and 22-42 days of age, 

fed diets formulated to meet the nutritional needs were kept in an environment with a 

temperature of thermal comfort. In the third experiment broilers of 1-21 and 22-42 days 

of age were divided into two treatments regarding to methionine requeriment: without 

any methionine supplementation (MD) and recommended level of methionine (MS). 

One group of animals was kept under thermal comfort and another group of animals 

were exposed to heat stress (38ºC for 24 hours starting at 20 or at 41 days of age, 

depending on the assessed experimental phase). In these experiments, we evaluated 

performance, the gene expression of: neuropeptide Y (NPY), AMP-activated protein 

kinase subunit α-1 (AMPKα -1), pro-opiomelanocortin (POMC), ghrelin (GHRL), liver 

kinase B1 (LKB1), acetyl-CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS), 

adiponectin (ADIPOQ), apolipoprotein A-I (APOA-I), apolipoprotein B (APOB), 

superoxide dismutase (SOD), thioredoxin (TRx), thioredoxin reductase (TRxR1), 

methionine sulfoxide reductase A (MsrA), cathepsin L2 (CTSL2), besides a few 
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biological markers of oxidative stress. In the first work, we observed that birds under 

heat stress enviroment decreased its feed intake and showed significant weight loss. We 

still observed that males had higher feed intake than females. The greatest value of NPY 

gene expression was observed in males under thermal comfort, and the smallest value in 

males under thermal stress. Males under thermal stress had higher value of AMPKα-1 

gene expression. Regarding the expression of the POMC gene, comparing animals that 

remained in thermal comfort, we found that females had higher expression of this gene. 

Males had higher expression of LKB1 gene. There were no significant effect on ghrelin 

gene (GHRL). With respect to the lipid metabolism of 42-day-old broilers, males had 

higher feed intake. Greater weight gain was observed in males and in animals with 42-

day-old. 21-day-old females had higher value of ACC, LKB1 and ADIPOQ expression. 

Considering FAS gene, higher level of expression was observed in males with 21 days 

of age. Greater AMPKα-1 expression was observed in males and in birds with 21 days 

of age. Regarding to the APOB expression, we observed higher values for females, and 

in birds with 42 days of age. The APOA-I expression was higher at 21 days of age. In 

the experiment that we have evaluated the effects of supplementation and acute heat 

stress, we observed that high temperatures increased body temperature and reduced feed 

intake and weight gain of broilers, however animals on stage of growth under thermal 

comfort fed MS diet had higher feed intake. For the periods of 1 to 21 and 22 to 42 days 

we observed that birds in heat stress fed MD diet showed higher activity value for 

alanine aminotransferase (ALT). In the phase 1-21 days we observed that the creatinine 

content was higher in birds under thermal comfort and in birds fed MD diet. But 

thermal stress reduced the content of uric acid, the activity of creatine kinase (CK), and 

increased the SOD expression. Methionine supplementation increased the content of 

uric acid and the SOD expression. Broiler kept under heat stress fed MS diet, showed 

higher TRxR1 and MsrA genes expression. At phase 22-42 days of age we observed that 

birds under heat stress had higher expression values of SOD, TRxR1 and MrsA genes. 

We observed lower enzymatic activity of creatine kinase (CK), while aspartate 

aminotransferase (AST) activity was increased, as well as plasma creatinine, but uric 

acid values were smaller in birds under heat stress. Birds fed MS diet had higher value 

of SOD, TRxR1 and MsrA genes expression, lower values of AST activity, greater value 

of CK activity, and lower creatinine content. The homocysteine content was lower in 

heat stress birds in both phases. Our results jointly enable us to suggest that some 

hypothalamic genes may be involved in the observed differences in voluntary feed 
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intake between animals of different sexes and exposed to different environmental 

conditions, and the control of intake is a function of the balance between orexigenic and 

anorectic action. Also contributes to characterize some of the mechanisms that 

differentiate males from females, and animals at 21 days old from animals at 42 days 

old in relation to lipid metabolism. The higher fat deposition usually observed in 

females and in older animals may result from increased expression of genes related to 

the synthesis of lipids such as ACC, FAS and APOB. And animals that need more 

energy intake due to the increased metabolic rate may resort pathways related to 

increased lipid oxidation through increased expression of LKB1 gene, AMPKα-1 and 

APOA-I. It also supports the hypothesis that a diet supplemented with methionine can 

attenuate the effects of thermal stress suffered by the animals to increase the antioxidant 

capacity and act on metabolic pathways that promote the growth of chickens. 

Keywords: hypothalamic genes, lipid metabolism, thermal stress, oxidative stress, 

methionine 
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I. INTRODUÇÃO 
 

 

 

Os grandes avanços tecnológicos empregados no setor avícola durante as últimas 

décadas têm colocado esse segmento em condição de produção privilegiada, permitindo 

a obtenção de produtos finais de melhor qualidade e com menor tempo de produção. 

Segundo Garcia (2004), isso se deve não somente a mudanças tecnológicas, mas 

também à reestruturação das indústrias avícolas, melhorias empregadas na nutrição, no 

manejo, a implantação de empresas integradoras, e ao fato do Brasil apresentar alto 

nível de produção de milho e soja, que são os principais ingredientes que compõem as 

rações dos frangos. 

Além dos fatores citados acima, o melhoramento genético das aves é um dos 

maiores responsáveis por tais mudanças, pois os frangos são obtidos de linhagens 

selecionadas, de modo intensivo, para crescimento mais rápido, melhor eficiência 

alimentar e maior rendimento de carne entre outras características (Deeb e Lamont, 

2002; Havenstein et al., 2003). Destaca-se ainda que ganhos genéticos adicionais 

possam ser obtidos através do uso de técnicas moleculares, já que a genética molecular 

tem permitido melhor compreensão de como determinados genes atuam na 

determinação de características de interesse econômico (Naqvi, 2007; Zhu e Zhao, 

2007).  

Aliadas a tais fatores, as melhorias no ambiente de produção que amenizam 

oscilações drásticas de temperatura também têm contribuído de maneira positiva para a 

produção (Jones et al., 2005; Furlan, 2006). O desenvolvimento do animal depende de 

mecanismos fisiológicos complexos, que agem de forma integrada, proporcionando o 

crescimento animal, e que por sua vez é limitado pela taxa de nutrientes disponíveis no 

organismo. O consumo de alimento é um processo que integra o sistema nervoso central 

e os tecidos periféricos do organismo (Richards et al., 2010), e que sofre influências das 

características inerentes aos animais, como o sexo, a idade (Bertechini, 2012), os 
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neuropeptídios hipotalâmicos orexígenos e anorexígenos (Kawakami et al., 2000; Zhou 

et al., 2005) e alguns hormônios como a insulina e o glucacon (Denbow, 1994; Woods 

et al., 2006); e das condições externas, como a disponibilidade e qualidade da água, o 

teor de energia e proteína na ração, e a temperatura ambiental (Mbajiorgu et al., 2011). 

Dessa forma, pode-se perceber que o desempenho das aves é função de muitos 

fatores, que devem ocorrer de maneira totalmente integrada e coordenada para máxima 

eficiência produtiva. Mudanças externas podem levar os animais a desenvolverem 

diversos distúrbios metabólicos, sendo cada vez mais importante a compreensão dos 

mecanismos fisiológicos e metabólicos do animal. Embora diversas pesquisas tenham 

sido realizadas para melhor entender como variáveis relacionadas aos animais e ao 

ambiente podem influenciar a expressão de genes que governam as mais diversas rotas 

metabólicas, esses processos ainda não são totalmente conhecidos. 

Sendo assim, este trabalho visa explorar os possíveis efeitos do sexo, da idade, do 

estresse térmico agudo e da suplementação de metionina, sobre o desempenho, 

expressão de genes relacionados ao consumo, envolvidos no metabolismo lipídico e 

genes relacionados ao sistema antioxidante em frangos. 

 

 

1. Desempenho das aves: Consumo de ração e Metabolismo lipídico 

1.1. Consumo de ração: mecanismos bioquímicos e moleculares  

 

A produção avícola tem sido alvo de intensas pesquisas, nas mais diversas áreas 

que abrangem a produção, com o intuito de aperfeiçoar cada vez mais esse setor. Nesse 

sentido, o melhoramento genético tem grande contribuição nos índices produtivos 

alcançados (Scheuermann et al., 2003). Também deve-se ressaltar que as condições 

ambientais às quais as aves são expostas têm passado por constantes melhorias 

(Tirawattanawanich et al., 2011), proporcionando assim condição de bem-estar animal 

(Horne e Achterbosch, 2008). Além desses fatores, a nutrição rigorosamente balanceada 

e controlada, é outro ponto chave que permitiu a expansão desse mercado (Nunes et al., 

2000; Stringhini et al., 2006).  

Já que o objetivo constante da produção animal é o máximo desempenho, a 

nutrição das aves é baseada na oferta de rações formuladas criteriosamente para atender 

às necessidades nutricionais de mantença, crescimento, produção e reprodução, de 



3 

 

acordo com cada fase de criação dos frangos (Warren e Emmert, 2000; Pope e Emmert, 

2002; Buteri et al., 2009). Embora o intenso melhoramento genético animal tenha 

proporcionado a vantagem de produzir frangos de corte com uma melhor taxa de 

crescimento, maior capacidade de consumo de ração diário, e que alcancem o peso de 

abate em menor tempo de produção, muitos problemas a nível fisiológico e metabólico 

têm acompanhado os animais como, por exemplo, a maior taxa de deposição de gordura 

(Gaya et al., 2006), que pode se tornar um problema para os produtores caso o manejo 

de ração não seja corretamente realizado durante toda a fase de produção (Richards et 

al., 2010). 

O controle do consumo voluntário de ração pelos animais envolve uma série de 

mecanismos complexos, que relaciona o sistema nervoso central com os tecidos 

periféricos do organismo (Richards et al., 2010), que pode ser influenciado por diversos 

fatores, como os nutrientes que compõem a dieta, o status energético e nutricional do 

animal, as necessidades metabólicas, agentes estressores, entre outros (Ferket e Gernat, 

2006). Na literatura, encontramos pelo menos cinco teorias aceitas envolvidas na 

regulação do consumo das aves (Fox et al., 1987), como a teoria glicostática, lipostática, 

aminostática, termostática e a distensão do trato gastrointestinal (Vieira, 2010). A teoria 

glicostática é embasada nos níveis de glicose sanguínea, disponível no organismo para 

processos metabólicos, após os processos de digestão e absorção. Essa teoria relaciona o 

aumento do consumo de ração em função de baixos níveis de glicose plasmática 

(Chaput e Tremblay, 2009). Na condição de hipoglicemia, ocorre aumento na secreção 

do hormônio glucagon pelas células α do pâncreas (Quesada et al., 2008), que estimula 

a produção de glicose no fígado, através de processos metabólicos denominados 

glicogenólise (degradação do glicogênio hepático) e/ou gliconeogênese (síntese de 

glicose através de precursores que não são carboidratos como, por exemplo, 

aminoácidos glicogênicos, glicerol e lactato) (Mayes, 1994). Já, em condição de 

hiperglicemia, ocorre aumento na secreção de insulina pelas células β do pâncreas (Fu 

et al., 2013), ocasionando entre outros efeitos a redução no consumo de alimento 

(Vanderweele, 1994).  

O hormônio insulina atua no cérebro, particularmente no hipotálamo por meio de 

seus receptores, promovendo a inibição do consumo, sendo este mecanismo 

provavelmente mediado por um aumento na expressão do gene pró-ópiomelanocortina 

(POMC) (Benoit et al., 2002; Stockhorst et al., 2004). De acordo com Honda et al. 

(2007), a administração intracerebroventricular de insulina em frangos é capaz de 
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suprimir o consumo de ração; os autores sugerem que esta resposta pode ser devido ao 

estímulo da insulina, sobre a expressão de genes como a pró-ópiomelanocortina 

(POMC), fator liberador de corticotropina (CRH) e transcrito regulado pela cocaína e 

anfetamina (CART), substâncias consideradas anorexígenas. 

A teoria lipostática (Kennedy, 1953) se refere às reservas energéticas do animal 

oriunda dos adipócitos, e segundo essa teoria, quando as reservas energéticas se 

encontram elevadas, o hormônio leptina secretado pelo tecido adiposo estimula 

neurônios anorexígenos presentes no hipotálamo (Cowley et al., 2001), que induzem a 

redução do consumo pelo animal. Segundo a teoria aminostática, dietas com 

composição de aminoácidos desbalanceados (falta ou excesso) levarão a uma redução 

no consumo de ração (Park, 2006). Essa redução no consumo parece ser mediada pelo 

sistema nervoso central, que contém uma área sensível à mudança na concentração 

plasmática do aminoácido limitante na ração (Gonzales, 2002). De acordo com Gietzen 

(1993), a região do cérebro denominada de córtex pré-piriforme detecta a menor 

concentração do aminoácido, o que promove redução no consumo de ração. Esse 

mesmo autor cita ainda que este efeito pode estar associado com alteração na 

concentração de neurotransmissores e na síntese proteica, sendo possivelmente o 

mecanismo envolvido na regulação do consumo mediado pelo neurotransmissor 

norepinefrina e por 3'-5'-monofosfato de adenosina cíclico (AMPc).  

A distensão do trato gastrointestinal, que ocorre em virtude da presença do bolo 

alimentar em seu interior, refere-se à teoria que supõe que a distensão do papo, da 

moela, sendo que segmentos do intestino delgado das aves levariam as mesmas a 

reduzirem o consumo (Ferket e Gernat, 2006). Esses órgãos contêm terminações 

nervosas que, ao perceberem a distensão, emitem sinais ao centro da saciedade presente 

no sistema nervoso central, reduzindo então o consumo de ração (Cummings e 

Overduin, 2007).  

A teoria termostática está relacionada à termorregulação dos animais; diversos 

estudos têm demonstrado que um dos principais fatores ambientais que afetam o 

consumo de ração é a temperatura (Cheng et al., 1997; Sands e Smith, 1999; Quinteiro-

Filho et al., 2010). A faixa de temperatura denominada de conforto térmico refere-se à 

temperatura ambiente na qual as aves são capazes de manter a homeostase da 

temperatura corporal interna (Furlan e Macari, 2002). Nessa faixa de temperatura a 

energia líquida será utilizada pelo animal com maior eficiência para a produção (Furlan, 

2006). Nesse sentido, quando a temperatura ambiente se encontra acima da zona de 
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conforto térmico, as aves reduzem o consumo de ração na tentativa de minimizar 

produção de calor adicional, em função do calor gerado durante o metabolismo (Ferket 

e Gernat, 2006).  

Por outro lado, em ambiente com temperaturas abaixo da zona de conforto térmico, 

as aves podem aumentar o consumo de ração (Alves, 2012). A redução ou o aumento do 

consumo acontece como uma resposta do animal, na tentativa de equilibrar a 

disponibilidade de calor gerado pelo metabolismo animal, para assim manter a 

homeotermia. Independentemente do mecanismo (termogênese ou termólise) pelo qual 

o animal tenta ajustar os processos fisiológicos para manter a temperatura corporal 

adequada, ambos os processos se tornam indesejáveis, uma vez que mais energia será 

desviada para mantença do animal e menor energia estará disponível para produção 

(Lara e Rostagno, 2013).  

Além da temperatura ambiental, aves de diferentes sexos também podem 

apresentar diferenças no consumo de ração e consequentemente no desempenho. Tem 

sido observado que os machos apresentam maior consumo de ração do que as fêmeas 

(Silva, 2013). Essas diferenças podem ser atribuídas a algumas diferenças fisiológicas 

entre os sexos, como a maior taxa metabólica basal (Mitchell et al., 1927),  maior taxa 

de crescimento e maior deposição de proteína do macho em relação às fêmeas 

(Bertechini, 2012). E segundo Bertechini (2012) a taxa de crescimento mais rápida 

observada em machos pode estar associada ao maior consumo observado nesses 

animais, que por sua vez está intimamente relacionada com as diferentes necessidades 

nutricionais entre os sexos (Shalev e Pasternak, 1998). Entretanto, frangos de corte 

machos, selecionados para crescimento mais rápido, podem ser mais afetados quando 

expostos a ambiente com alta temperatura do que fêmeas, e a eficiência alimentar das 

fêmeas em função da sua menor necessidade de energia, quando comparada aos 

machos, se torna favorável nessa condição (Cahaner e Leenstra, 1992). 

Durante os períodos pré-prandial e pós-prandial, os sinais hormonais 

(colecistocinina, insulina, glucagon, grelina, entre outros) oriundos dos tecidos 

periféricos do organismo e sinais não hormonais derivados a partir dos nutrientes 

(glicose, aminoácidos e ácidos graxos livres) são conduzidos até o hipotálamo, que 

então reconhece e interpreta os sinais gerando respostas adequadas de estímulo ou 

inibição do consumo. O hipotálamo é composto pela área lateral (LHA), e por vários 

núcleos; núcleo arqueado (ARC), dorsomedial (DMH), paraventricular (PVN), e 
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ventromedial (VMH), que compõem o domínio funcional das diversas áreas 

hipotalâmicas (Minor et al., 2009).  

O estímulo da área hipotalâmica lateral (LHA), considerado o centro da fome, faz 

com que o animal consuma ração; lesões nessa área podem levar à inibição do consumo 

(Anand e Brobeck, 1951; Stanley et al., 2005). Por outro lado, a estimulação do núcleo 

hipotalâmico ventromedial (VMH) leva o animal a cessar o consumo, já que produz a 

sensação de saciedade, sendo então este núcleo denominado como centro da saciedade; 

lesão no VMH pode ocasionar hiperfagia e obesidade nos animais (Rozkowska e 

Fonberg, 1971; Coll et al., 2007). 

O núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo contém células neuronais responsáveis 

pela síntese e liberação de neuropeptídios orexígenos (neuropeptídeo Y - NPY e 

proteína relacionada ao agouti - AgRP) e neuropeptídeos anorexígenos (pró-

ópiomelanocortina - POMC e transcrito regulado pela cocaína e anfetamina - CART) 

(Minor et al., 2009). Os tecidos periféricos, como o estômago, intestino, fígado, 

pâncreas e tecido adiposo, estão estreitamente relacionados à fome, à saciedade e à 

condição energética do organismo, pois os mesmos emitem sinais hormonais (grelina, 

colecistocinina, leptina, insulina, peptídeo YY, entre outros) (Murphy e Bloom, 2004), 

capazes de estimular ou inibir o consumo. Sinais não hormonais oriundos de nutrientes 

como a glicose, ácidos graxos livres e aminoácidos (Lee et al., 2005) também estão 

envolvidos nesse processo. Esses sinais, através do nervo vago, chegam ao núcleo do 

trato solitário (NTS) e em seguida no hipotálamo, por meio de inervações emitidas do 

NTS para o hipotálamo (Ahima e Antwis, 2008).  

No hipotálamo ocorre a integração dos sinais para determinar respostas adequadas 

de consumo de alimento e homeostase energética (Neary et al., 2004; Simpson et al., 

2009). As substâncias provenientes dos tecidos periféricos atravessam a barreira 

hematoencefálica (Chaudhri et al., 2008) do núcleo hipotalâmico, se ligando a 

receptores presentes nos neurônios orexígenos e/ou anorexígenos no núcleo arqueado 

hipotalâmico (Cheung et al., 1997; Varela e Horvath, 2012) denominados de neurônios 

de primeira ordem (Rijke et al., 2005). A interação entre receptor e hormônio promove a 

liberação de neuropeptídios orexígenos e/ou anorexígenos que agem sobre neurônios 

orexígenos de segunda ordem presentes no núcleo hipotalâmico paraventricular e 

dorsomedial, na área hipotalâmica lateral, e em outras regiões que contém hormônio 

concentrador de melanina (MCH) ou orexina (Sartin et al., 2010). Ou ainda agem sobre 

neurônios anorexígenos de segunda ordem, que contém o fator liberador de 
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corticotropina (CRH) (McMinn et al., 2000) e hormônio liberador de tireotrofina (TRH) 

localizados em parte no núcleo paraventricular (Crespo et al., 2014) para alterar o 

consumo, de acordo com as necessidades fisiológicas dos animais. Essa integração entre 

os tecidos periféricos com as vias neuronais hipotalâmicas é influenciada por diversos 

fatores; além dos fatores supracitados, o jejum e algumas doenças também podem 

influenciar o comportamento alimentar e dessa maneira alterar o desenvolvimento 

animal (Zhou et al., 2005; Sartin et al., 2011). 

O neuropeptídeo Y (NPY) é um polipeptídio com 36 resíduos de aminoácidos, e 

apresenta alto grau de homologia com o peptídeo YY (PYY) (Tatemoto, 1982). O PYY 

é um hormônio secretado pelas células intestinais na presença de bolo alimentar em seu 

interior (Zhou et al., 2006), sendo considerado um anorexígeno, uma vez que o mesmo 

atua via receptor de NPY Y2 (Y2-R) inibindo a liberação do NPY e ativando neurônios 

contendo pró-ópiomelanocortina (POMC) no núcleo arqueado (ARC) hipotalâmico, 

causando uma redução no consumo de alimentos (Chelikani et al., 2005; Ito et al., 

2006). O NPY é amplamente expresso no sistema nervoso central (Eva et al., 2006), 

estando presente nos vários núcleos que compõem o hipotálamo, sendo que as maiores 

concentrações encontram-se no núcleo arqueado e núcleo paraventricular do hipotálamo 

(Chronwall et al., 1985). Algumas funções fisiológicas como o controle da temperatura 

corporal (Felies et al., 2004) e homeostasia cardiovascular (Zukowska-Grojec e Vaz, 

1988), têm sido atribuídas ao NPY. Outra importante função atribuída a esse 

neuropeptídeo diz respeito ao estímulo do consumo de alimento, que ocorre quando o 

neuropeptídeo Y se liga ao receptor Y1 (Kanatani et al., 2000). Segundo Kask et al. 

(1998), além do receptor Y1, o receptor Y5 também pode estar envolvido na regulação 

do consumo. Esses receptores são expressos em diversas regiões do sistema nervoso 

central, particularmente no hipotálamo (Hu et al., 1996; Nichol et al., 1999; Kopp et al., 

2002). 

Estudos mostram que aves, assim como mamíferos, também apresentam aumento 

no consumo de ração quando o NPY é injetado intracerebroventricularmente (Kuenzel 

et al., 1987). Dessa forma, o NPY tem sido considerado como o mais potente peptídeo 

orexígeno (Kinzeler e Edwards, 2009). A expressão do NPY pode ser influenciada pelo 

jejum, realimentação após jejum (Mizuno et al., 1999; Zhou et al., 2005), por 

substâncias endócrinas, como a leptina (Jang et al., 2000) e a insulina (Sato et al., 2005), 

assim como pela proteína quinase ativada por AMP (AMPK) (Richards et al., 2010). 

Ainda de acordo com Boswell et al. (1999), a restrição alimentar ou deprivação de 
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alimentos promove aumento nos níveis de mRNA do NPY no núcleo arqueado do 

hipotálamo. 

Além dos fatores supracitados, Ito et al. (2015) observaram em seu estudo que o 

estresse por calor também pode influenciar a expressão do mRNA do NPY. Esses 

autores observaram que frangos estressados por calor e com consequente redução no 

consumo apresentaram maiores níveis de expressão do mRNA do NPY. A proteína 

relacionada ao agouti (AgRP) (Ilnytska e Argyropoulos, 2008) é expressa pelas mesmas 

células neuronais que o NPY, exercendo também estímulo positivo sobre o consumo 

(Broberger et al., 1998), e ainda age como uma proteína antagonista dos receptores de 

melanocortina 3 e 4 (MC3R/MC4R), que exercem efeitos anorexígenos (Fu e Pol, 

2008). 

O gene pró-ópiomelanocortina (POMC) codifica um pré-pró-hormônio de 31-36 

kDa, que sofre clivagem após a sua tradução (MacNeil et al., 2002), pela ação de 

enzimas pró-hormônio convertase (1 e 2) (Slominski et al., 2000). O processamento do 

POMC ocorre de forma específica em determinado tecido corporal, podendo dar origem 

a hormônios peptídicos bioativos, entre os quais o hormônio adrenocorticotrópico 

(ACTH), hormônio estimulante de melanócitos (MSH α, β e γ), β-endorfina, entre 

outros hormônios (Schauer et al., 1994; MacNeil et al., 2002). Essas substâncias agem 

através de cinco receptores da melanocortina (MC1R - MC5R) (Stanley et al., 2005), 

encontrados em diferentes regiões do organismo (Vergoni e Bertolini, 2000), 

controlando importantes funções. Em aves, os receptores de melanocortina (CMC1-

CMC5) apresentam homologia aos receptores de mamíferos (Takeuchi et al., 1996; 

Takeuchi e Takahashi 1998; Takeuchi et al., 1998).  

Os receptores MC3R e MC4R são abundantemente expressos no sistema nervoso 

central, realizando importante função sobre o consumo e o balanço de energia (MacNeil 

et al., 2002). As substâncias derivadas do POMC, ao se ligarem em seus respectivos 

receptores, exercem diversas funções. Entre elas destaca-se que quando o α-hormônio 

estimulante de melanocortina (α-MSH) se liga no receptor de melanocortina 3 e/ou 4 

ocorre a inibição do consumo de alimentos e o aumento do gasto de energia corporal 

(Strader et al., 2003). Devido às substâncias derivadas do pró-ópiomelanocortina como 

o α-MSH (Olszewski et al., 2001) desempenharem funções na redução do consumo, o 

mesmo é considerado como um peptídeo anorexígeno (Varela e Horvath, 2012). Esse 

efeito exercido pelo α-MSH pode ser inibido pelo antagonista do MC4R, a AgRP (Yang 

et al., 2003). 
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 O efeito anorexígeno do POMC também pode ser observado em frangos, já que 

Tachibana et al. (2001) observaram em seu estudo realizado com frangos neonatais que 

a administração intracerebroventricular do α-MSH suprime o consumo de ração. 

Também foi observado que em frangos de corte fêmea a injeção intravenosa do 

peptídeo sintético melanotan-II (MTII), um análogo do α-MSH, causa redução no 

consumo de ração (Hen et al., 2006). O gene POMC é encontrado sendo expresso em 

diversos tecidos como a pele, sistema imunológico e o sistema nervoso central 

(principalmente no núcleo arqueado do hipotálamo) (Bicknell, 2008). Quando o 

organismo animal dispõe de quantidades excedentes de energia, ocorre aumento na 

expressão do POMC e redução na expressão da AgRP, no intuito de inibir o consumo 

(Hagan et al., 1999; Varela e Horvath, 2012). A expressão do POMC também pode ser 

regulada por hormônios, como a leptina e a insulina (Belgardt e Bruning, 2010), 

secretados pelo tecido adiposo e pelo pâncreas, respectivamente.  

Esses hormônios agem por meio de receptores (receptor para leptina - LepR e 

insulina - InsR) encontrados nos neurônios presentes no núcleo arqueado do hipotálamo 

(Varela e Horvath, 2012). Quando a leptina e a insulina se ligam a seus respectivos 

receptores, as mesmas promovem aumento na expressão do POMC, que além de 

promover a inibição do consumo, promoverá a homeostase da glicose sanguínea (Varela 

e Horvath, 2012), na tentativa de restaurar e manter o balanço energético adequado. 

Estudos sugerem ainda que a exposição do animal ao estresse aumenta a expressão dos 

genes POMC e receptor de melanocortina 4 (MC4R) (Yamano et al., 2004; Kheirabad 

et al., 2015). 

A grelina é outro hormônio que tem sido relacionado ao consumo de alimentos 

(Shintani et al., 2001). O gene grelina (GHRL) codifica uma pré-progrelina, que pode 

ser subsequentemente convertida em três formas conhecidas como a grelina acilada que 

contém uma modificação acil, grelina des-acil (forma não acilada), e obestatina (Yin et 

al., 2009; Delhanty et al., 2012). Para que essa substância possa se ligar em seu receptor 

e exercer sua função biológica, a mesma é acilada no resíduo serina, na posição 3, 

principalmente com o ácido n-octanóico (Kojima e Kangawa, 2005, Yin et al., 2009). 

Em frangos, a grelina também sofre modificação pela adição do ácido n-octanoico ou n-

decanoico (Kaiya et al., 2002).  

A grelina é encontrada em vários tecidos corporais (Kojima e Kangawa, 2005), e o 

maior nível de grelina tem sido detectado no estômago de mamíferos (Date et al., 2000; 

Ariyasu et al., 2001); e no proventrículo de aves (Richards et al., 2006;  Buyse et al., 
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2009). No sistema nervoso central, a grelina tem sido encontrada na hipófise (Korbonits 

et al., 2000) e no hipotálamo (Cowley et al., 2003; Ferrini et al., 2009). 

Essa distribuição da grelina em várias partes do organismo sugere que a grelina 

pode desempenhar efeito endócrino, agindo sobre células distantes do seu local de 

produção; efeito autócrino, função sobre a célula que a produziu; e/ou efeito parácrino, 

ação sobre as células vizinhas (Chen et al., 2007). Segundo Kojima e Kangawa (2005), 

a grelina secretada pelo tecido periférico pode atravessar a barreira hematoencefálica do 

hipotálamo, e por via indireta ativar regiões do hipotálamo relacionadas ao consumo. 

O hormônio grelina em mamíferos é considerado uma substância orexígena (Wren 

et al., 2000; Wren et al., 2001), e nessa espécie animal a liberação da grelina é 

influenciada pelo estado nutricional do animal, como o jejum (Cummings et al., 2001) e 

o nível de hipoglicemia (Yin et al., 2009), que promovem o aumento na liberação da 

grelina. O hormônio grelina acilado também foi identificado no proventrículo, duodeno 

e cérebro de frangos (Kaya et al., 2002). Uma de suas principais funções observada em 

aves está relacionada ao aumento na liberação do hormônio do crescimento (GH) pela 

hipófise (Takaya et al., 2000), quando ocorre a ligação da grelina ao seu receptor 

secretagogo de GH (GHS-R), encontrado em maior concentração na hipófise e no 

hipotálamo (Ahmed e Harvey, 2002; Geelissen et al., 2003).  

Kaiya et al. (2002) sugerem possível função da grelina na regulação da função da 

glândula adrenal em aves, sugerindo efeito mais pronunciado na liberação de 

corticosterona, do que na liberação do GH. Pois, de acordo com esses mesmos autores, 

a administração de grelina em frangos causa aumento no nível de GH e corticosterona 

plasmática. Estudos realizados com frangos neonatais, com administração 

intracerebroventricular de grelina, têm demonstrado função oposta desse hormônio em 

relação aos mamíferos, uma vez que em aves é observada ação inibitória da grelina 

sobre a ingestão de ração (Furuse et al., 2001; Saito et al., 2005). Ocloń e Pietras (2011) 

observaram também que a injeção intraperitoneal de grelina induz anorexia em frangos 

com sete dias de idade. Ao contrário dos mamíferos, nos quais a atividade da grelina é 

mediada pela ativação de substâncias orexígenas, o efeito anorexígeno da grelina em 

aves parece ser mediado pelo hormônio liberador de corticotropina (CRH) (Saito et al., 

2005). Já que estudos têm demonstrado que a grelina pode estimular a liberação do 

hormônio liberador de corticotropina, que ativa o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HPA), resultando em aumento no nível de corticosterona plasmática (Saito et al., 2005; 

Ocloń e Pietras, 2011). O fator liberador de corticotropina influencia respostas 
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comportamentais, frente a situações estressoras, causando entre outros efeitos 

fisiológicos a inibição do consumo (Furuse et al., 1997). Song et al. (2012), avaliando 

galinhas poedeiras encontraram maior nível de expressão do gene grelina no hipotálamo 

e no proventrículo de aves submetidas ao estresse por calor. Por outro lado, Lei et al. 

(2013) não observaram mudanças na expressão do gene grelina no hipotálamo de 

frangos de corte machos expostos ao estresse por calor, porém no proventrículo foi 

observado o mesmo efeito encontrado por Song et al. (2012).   

Assim como os mecanismos relacionados acima, a proteína quinase ativada por 

AMP (AMPK) também apresenta estreita relação com o controle do consumo de ração. 

Segundo Lei e Lixian (2012), a AMPK é amplamente expressa no cérebro, incluindo as 

regiões que exercem controle sobre o consumo. O mecanismo pelo qual esse processo 

ocorre pode ser explicado, em parte, por alteração na expressão de neuropeptídeos 

orexígenos (Minokoshi et al., 2008), e anorexígenos (Minokoshi et al., 2004) nos 

neurônios presentes no hipotálamo, e por sinalização derivada dos nutrientes bem como 

sinalização hormonal (Xue e Kahn, 2006). A proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK), é um complexo enzimático heterotrimérico, composto por uma subunidade 

catalítica com duas isoformas (α1 e α2) e duas subunidades regulatórias (isoformas β1, 

β2; e isoformas ɣ1,ɣ2 e ɣ3) (Hardie et al., 2003). Esse complexo enzimático tem sido 

bastante estudado e caracterizado em função da sua ação sobre a homeostase energética 

no organismo animal (Kahn et al., 2005; Richards e Proszkowiec-Weglarz, 2007), e em 

virtude da sua ação hipotalâmica sobre processos relacionados ao consumo de alimento 

(Xue e Kahn, 2006; Ropelle et al., 2007). A AMPK é ativada quando os níveis de 

energia fisiológicos (ATP) estão abaixo do normal, e ocorre um aumento na relação 

AMP:ATP (Towler e Hardie, 2007).  

Após a ativação desse complexo enzimático pela depleção dos níveis de ATP, o 

mesmo age inibindo as rotas anabólicas que consomem ATP, por exemplo, a via de 

síntese de proteínas e lipídeos; e ativando rotas catabólicas capazes de produzir ATP, 

como a degradação dos carboidratos e oxidação de lipídeos. Essas ações que tem por 

objetivo atingir o equilíbrio energético ocorrem através da fosforilação da AMPK por 

meio de enzimas metabólicas (Hawley et al., 2002; Ronnett et al., 2009). Embora o 

mecanismo exato pelo qual a AMPK é ativada não seja totalmente conhecido, estudos 

mostram que independente do mecanismo de ativação, o passo principal é a fosforilação 

do resíduo de treonina 172, presente na subunidade catalítica α (Stein et al., 2000; Kahn 

et al., 2005; Ronnett e Aja, 2008).  
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 Durante esse mecanismo de ativação, a AMP se liga a subunidade ɣ, provocando 

uma mudança conformacional no complexo AMPK, e alostericamente ativa a 

subunidade α (Crute et al., 1998, Ronnett e Aja, 2008). A AMP, além de auxiliar no 

mecanismo de fosforilação da AMPK, protege a mesma da desfosforilação e inativação 

realizada pela proteína fosfatase do tipo 2AC (Davies et al., 1995). A fosforilação e 

consequente ativação da AMPK pode ocorrer por meio de diversas enzimas, entre elas a 

proteína quinase-β dependente de Ca
+2

/calmodulina (CaMKKβ) (Carling et al., 2008), e 

a proteína quinase hepática B1 (LKB1), considerada a principal proteína de ativação da 

AMPK (Woods et al., 2003; Shaw et al., 2004). A proteína LKB1, também conhecida 

como serina/treonina quinase 11 (STK 11), é um complexo heterotrimérico com duas 

proteínas acessórias, a pseudoquinase STRAD (proteína adaptadora relacionada à Ste-

20) (isoformas α ou β) e a proteína scaffold MO25 (isoformas α ou β) (Boudeau et al., 

2003), a formação desse complexo pode regular a atividade quinase e a estabilidade da 

LKB1 (Gan e Li, 2014). A proteína MO25 tem sido caracterizada como um 

componente, que permite a estabilização da associação entre LKB1 e a STRAD no 

citosol celular, assim como melhoria na atividade catalítica da LKB1 (Boudeau et al., 

2003). Essas três unidades juntas formam uma unidade biológica que fosforila e ativa a 

AMPK (Woods et al., 2003). Esse complexo pode ainda ativar pelo menos outras 12 

quinases pertencentes à família de quinases relacionadas à AMPK (Lizcano et al., 

2004).  

Em aves, Proszkowiec-Weglarz et al. (2006) detectaram AMPK na sua forma ativa 

em núcleos hipotalâmicos envolvidos na regulação do consumo de alimentos e balanço 

energético. Esses autores sugerem que assim como em mamíferos, as aves também 

apresentam uma via funcional LKB1/AMPK. A ativação da AMPK pode ocorrer em 

função do estresse metabólico e ambiental, que pode inibir a síntese de ATP ou acelerar 

a utilização do ATP, causando assim um aumento na relação celular de AMP:ATP 

(Hardie, 2007; Richards et al., 2010). O estresse celular pode ser desencadeado, entre 

outros fatores, pelo baixo nível de glicose sanguínea, hipóxia, choque térmico (Kahn et 

al., 2005) e estresse oxidativo (Ronnett e Aja, 2008). O exercício físico ou a contração 

muscular vigorosa (Hayashi et al., 1998) também pode influenciar a ativação da AMPK, 

pois essas ações necessitam de ATP para serem realizadas. 

Como resposta fisiológica de defesa do organismo, a AMPK é ativada para 

restaurar os níveis de ATP, através da sua estimulação sobre o metabolismo de 

carboidratos e lipídeos. Hormônios como a leptina, adiponectina e insulina podem 
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influenciar a ativação da AMPK (Minokoshi et al., 2004). No hipotálamo complexo, a 

AMPK atua sobre processos relacionados ao consumo de alimento (Xue e Kahn, 2006; 

Ropelle et al., 2007), através da integração de sinais nutricionais e hormonais.  

Essa ação se dá em função da ativação da AMPK por fatores como o jejum, que 

aumenta a atividade da AMPK no hipotálamo, enquanto a realimentação do animal 

suprime a ação enzimática da AMPK (Minokoshi et al., 2004; Minokoshi et al., 2008). 

Essa resposta é reflexo das mudanças que ocorrem no nível de glicose e insulina, 

durante o jejum e a realimentação. Minokoshi et al. (2004) observaram em seu estudo 

que a atividade da AMPK no núcleo arqueado e paraventricular hipotalâmico foi inibida 

pelo hormônio leptina, enquanto o hormônio insulina, o alto nível de glicose e a 

realimentação inibiram a atividade da AMPK em outras regiões do hipotálamo. Esses 

autores sugerem que a ação da leptina pode ser mediada pelo menos em parte no núcleo 

paraventricular do hipotálamo, pelo receptor de melanocortina 4, uma potente 

substância anorexígena (Fu e Pol, 2008). Kim et al. (2004) observaram que a 

administração intracerebroventricular de ácido α-lipóico, um cofator de enzimas da 

cadeia respiratória mitocondrial, reduz a atividade da AMPK hipotalâmica, e o consumo 

de alimentos, enquanto a administração de 2-deoxiglicose, substância que reduz o nível 

de ATP nas células, aumenta a atividade hipotalâmica da AMPK e o consumo.   

O complexo enzimático AMPK também exerce controle sobre a atividade da 

enzima acetil-CoA-carboxilase (ACC) (Mihaylova e Shaw, 2012), que a partir da acetil-

CoA produz malonil-CoA durante a biossíntese de ácidos graxos (Abu-Elheiga et al., 

2000). O que a AMPK faz é fosforilar e inativar a ACC, enquanto o ácido α-lipoico 

ativa essa enzima por diminuir a fosforilação da mesma no hipotálamo, o que foi 

consistente com o efeito observado de redução da atividade da AMPK no hipotálamo 

por esse metabólito (Kim et al., 2004). O malonil-CoA nos neurônios hipotalâmicos 

pode ser um dos responsáveis, pelo menor consumo de alimentos, que ocorre com 

administração do ácido α-lipoico (Kim et al., 2004). A enzima carnitina-

palmitoiltransferase-I (CPT-I) é responsável pelo transporte de ácidos graxos de cadeia 

longa para a matriz mitocondrial para sofrerem o processo de β-oxidação (Stephens et 

al., 2007). E a ativação hipotalâmica da AMPK tem sido associada à ativação da enzima 

CPT-I, causando redução nos níveis de ácidos graxos de cadeia longa nas células e, 

portanto, aumentando o consumo (Andersson et al., 2004).  

Isso ocorre porque o núcleo arqueado hipotalâmico responderia aumentando a 

expressão de NPY e AgRP (Folmes e Lopaschuk, 2007). A atividade da CPT-I pode ser 
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inibida pelo malonil-CoA (Kahn et al., 2005), aumentando assim o nível de ácidos 

graxos no citosol. A inibição hipotalâmica da CPT-I tem sido relacionada à redução no 

consumo de alimentos, e há sugestão na literatura de que determinadas áreas do 

hipotálamo podem detectar maior nível de energia orgânica em função do maior nível 

de ácidos graxos, regulando dessa maneira o consumo de alimentos (Folmes e 

Lopaschuk, 2007). Segundo Kim et al. (2004), a atividade hipotalâmica da AMPK pode 

regular o consumo de alimentos e a homeostase energética, por agir como uma via 

sinalizadora para o hipotálamo, informando o estado energético do organismo, através 

das concentrações fisiológicas de malonil-CoA e ou/ ácidos graxos de cadeia longa. 

 

 

1.2. Metabolismo lipídico 

 

Atualmente, os frangos de corte são considerados como produtos do melhoramento 

genético, que teve como alguns dos seus objetivos a obtenção de um produto final com 

maior rendimento de carne magra em menor tempo de produção (Zerehdaran et al., 

2004). Isso provocou algumas alterações no organismo dos animais, tornando-os mais 

exigentes no que se refere à alimentação (Skomorucha et al., 2009). Embora o intenso 

melhoramento genético animal tenha proporcionado benefícios para a produção de 

frangos de corte, diversos problemas a nível fisiológico e metabólico têm acompanhado 

os animais. Como, por exemplo, a maior taxa de deposição de gordura na carcaça (Gaya 

et al., 2006). 

Após o consumo de ração pelos animais, no interior do trato gastrointestinal ocorre 

uma série de modificações sobre o alimento que foi ingerido. Através de ações físicas 

(motilidade do estômago e intestino delgado) e químicas, ocorre a liberação dos 

nutrientes contidos nos ingredientes da dieta para absorção (Guyton e Hall, 2006). Esses 

nutrientes, após serem absorvidos pelo organismo, irão proporcionar disponibilidade de 

energia para processos vitais como a mantença, produção e reprodução. Os lipídeos que 

compõem a ração, estando principalmente na forma de triacilglicerol (Baião e Lara, 

2005), são digeridos e absorvidos no intestino delgado, e após absorção podem seguir 

vários destinos metabólicos (Bertechini, 2012). Quando os produtos da digestão, 

contendo a fração gordurosa, alcançam o intestino delgado ocorre a secreção do 

hormônio colecistocinina (CCK) pela mucosa do intestino (Grider, 1994).  
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A CCK estimula a contração da vesícula biliar, para que ocorra a liberação de bile, 

e também estimula o pâncreas a secretar enzimas como a lipase e a proteína colipase, 

responsáveis pela hidrólise dos triacilgliceróis (Guyton e Hall, 2006). Ésteres de 

colesterol são hidrolisados pela enzima hidrolase dos ésteres de colesterol (Harvey e 

Ferrier, 2012), e os fosfolipídeos são degradados pela enzima fosfolipase A2 (Burke e 

Dennis, 2009). A secreção de bile pela vesícula biliar, para o interior do intestino 

delgado, se constitui em um processo importante da digestão de lipídeos (Danielsson, 

1963; Moghimipour et al., 2015), pois a mesma promoverá a emulsificação das 

moléculas lipídicas, aumentando assim a área de superfície dos lipídeos que serão 

hidrolisados, posteriormente pela ação da enzima lipase pancreática auxiliada pela 

proteína colipase.  

Em aves jovens, os processos de digestão, absorção e consequente utilização dos 

lipídeos pelo organismo são ineficientes, provavelmente em função da menor taxa de 

produção da enzima lipase pelo pâncreas (Al-Marzooqi e Lesson, 1999). A secreção e a 

atividade de enzimas pancreáticas, incluindo a lipase, aumentam de 20 a 100 vezes entre 

o período de eclosão das aves, até por volta de 21 dias de idade (Kermanshahi, 1998). A 

menor recirculação e menor taxa de síntese de ácido biliar, segundo Serafin e Nesheim 

(1970), pode também ser uma das causas que levam a uma menor utilização de gorduras 

por aves jovens. Pois estudos têm demonstrado que a adição de emulsificantes exógenos 

em dietas contendo níveis adequados de gordura para frangos jovens melhora a 

utilização das fontes lipídicas (Al-marzooqi e Lesson, 1999; Roy et al., 2010; Neto et 

al., 2011).  

Subsequente à digestão, os produtos derivados da ação da lipase como os ácidos 

graxos de cadeia curta e os monoglicerídeos serão absorvidos de maneira passiva pelos 

enterócitos e daí para a corrente sanguínea por serem mais hidrossolúveis (Furlan e 

Macari, 2002), enquanto os ácidos graxos de cadeia longa, diglicerídeos, éster de 

colesterol e vitaminas lipossolúveis necessitam ser solubilizados formando micelas 

mistas, que facilitará a passagem dos lipídeos do meio aquoso do intestino para o 

interior dos enterócitos (Nelson e Cox, 2011). Os sais biliares presentes nas micelas 

serão então liberados e reabsorvidos no jejuno e íleo (Krogdahl, 1985). 

Nos enterócitos, ocorre o processo de reesterificação dos ácidos graxos, formando 

novamente triacilglicerol, que se une a apolipoproteínas, colesterol livre e esterificado, e 

a fosfolipídeos para formar quilomícrons (lipoproteínas), que serão transportados pelo 

sistema linfático, seguindo para a corrente sanguínea (Gerber, 2002). Em aves, o 
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sistema linfático é pouco desenvolvido (Cherian et al., 1996), e após a reesterificação 

formam-se estruturas denominadas portomicrons, que segundo Griffin et al. (1982) é 

semelhante em tamanho e composição de triacilglicerol ao quilomicron formado em 

mamíferos. Os portomicrons são secretados diretamente no sistema porta hepático 

(Krogdahl 1985; Chesworth et al., 1998). A partir da corrente sanguínea, os 

quilomicrons, e portomicrons no caso das aves, serão então transportados para os 

tecidos corporais, como o músculo, tecido adiposo (Harvey e Ferrier, 2012) e 

particularmente o fígado (Bertechini, 2012). 

 Enquanto os quilomicrons/portomicrons circulam pela corrente sanguínea, os 

mesmos vão sendo metabolizados pela ação enzimática da lipase lipoproteica presente 

nos vasos sanguíneos (Goldberg et al., 2009), que age hidrolisando os triacilgliceróis 

presentes nas lipoproteínas em ácidos graxos e glicerol. A ativação da enzima lipase 

lipoproteica se dá pela presença de apolipoproteína C-II (Goldberg, 1990). 

Adicionalmente, o catabolismo da lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL) pela 

lipase lipoproteica também fornecerá ácidos graxos e glicerol (Hermier, 1997). Os 

ácidos graxos gerados durante a hidrólise enzimática das lipoproteínas serão absorvidos 

por diferentes tecidos corporais, podendo ser utilizados para obtenção de energia a partir 

da oxidação dos ácidos graxos e, ainda, serem armazenados sob a forma de 

triacilglicerol no tecido adiposo (Nelson e Cox, 2011). Por outro lado, o glicerol será 

metabolizado no fígado produzindo glicerol-3-fosfato, que pode ser utilizado tanto no 

processo de glicólise como no processo de gliconeogênese (Harvey e Ferrier, 2012). 

 

1.2.1. Lipoproteínas e apolipoproteínas 

 

As lipoproteínas são partículas cuja função é o transporte de lipídeos do meio 

aquoso, como a corrente sanguínea, para os órgãos, em virtude da insolubilidade dos 

lipídeos nesse meio (Gerber, 2002). Essas partículas são compostas por um centro 

contendo triacilgliceróis e ésteres de colesterol, envolvidas por uma membrana de 

fosfolipídeos; e associados à membrana encontram-se colesterol livre e proteínas 

denominadas de apolipoproteínas (Ginsberg, 1998). No plasma sanguíneo, várias 

formas de lipoproteínas podem ser encontradas, como quilomicrons, lipoproteína de 

muito baixa densidade (VLDL), lipoproteína de densidade intermediária (IDL), 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta densidade (HDL) (Guyton 
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e Hall, 2006). A diferença entre elas se encontra em sua composição lipídica, conteúdo 

de apolipoproteínas e a função que cada uma delas desempenha (Nelson e Cox, 2011). 

Diversas apolipoproteínas são encontradas no organismo, sendo as mais comuns 

denominadas como apolipoproteína A encontrada sob as formas apoA-I, apoA-II e 

apoA-IV, apolipoproteína B (apoB-48 e apoB-100), apolipoproteína C (apoC-I, apoC-II, 

apoC-III) e apolipoproteína E (Mahley et al., 1984). As apolipoproteínas podem estar 

associadas às lipoproteínas de forma integral (apolipoproteína B), as quais não podem 

ser removidas (Sato et al., 2005), ou de forma periférica que podem ser transferidas de 

uma lipoproteína para outra, como as apoA-I, apoC-I, C-II, C-III e apoE (Mayes, 1994). 

As apolipoproteínas, de acordo com Ginsberg (2002), desempenham importante função 

na regulação do metabolismo de lipoproteínas e, ainda, exercem funções como 

estabilizadoras da estrutura lipoproteica (Forti e Diament, 2007), ativação e/ou inibição 

de enzimas envolvidas no metabolismo lipídico (Donma e Donma, 1989), cofator 

enzimático (Castellani e Lusis, 2001) e promoção da interação das lipoproteínas com 

receptores celulares (Zaiou et al., 2000).  

A apolipoproteína A-I (apoA-I) é a principal constituinte da fração proteica da 

lipoproteína de alta densidade (HDL) (Fielding e Fielding, 1995), considerada uma 

importante substância antiaterogênica (Forti e Diament, 2006). Em aves, essa proteína 

além da HDL também compõe grande parte da lipoproteína de muito baixa densidade 

(VLDL) (Hermier, 1997). A pró-apolipoproteína A-I é sintetizada no intestino delgado e 

fígado, e subsequentemente é transportada para a corrente sanguínea, sendo em seguida 

clivada por protease plasmática, gerando uma proteína madura denominada 

apolipoproteína A-I (Zannis et al., 1983; Fielding e Fielding, 1995). No plasma 

sanguíneo, a apoA-I presente nos quilomicrons e na VLDL é transferida para as 

partículas lipoproteicas HDL. Em associação com a HDL, a apoA-I promove o processo 

de efluxo do colesterol, das células periféricas extra-hepáticas para o fígado, onde é 

metabolizado (Spady, 1999). Segundo Wang et al. (2000), a apoA-I pode agir como um 

ligante para o transportador que promove o fluxo de colesterol livre das células (cassete 

ABCA-I). O colesterol sintetizado nos tecidos extra-hepáticos, ou obtido das 

lipoproteínas, é um substrato para a ação da enzima lecitina colesterol aciltransferase 

(LCAT), presente na HDL (Steyrer et al., 1994; Leança et al., 2010). A LCAT é ativada 

pela apoA-I, sendo essa apolipoproteína caracterizada como cofator para LCAT (Parks 

et al., 1995). Essa enzima catalisa a reação de esterificação do colesterol livre na 

lipoproteína HDL (Kunnen e Eck, 2012). 
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Maiores níveis de HDL no plasma têm sido associados com a maior capacidade de 

proteger o organismo, contra a formação de placas aterogênicas, principalmente por 

realizar vital papel no transporte reverso do colesterol (Leança et al., 2010). Em frangos 

com baixa eficiência alimentar, Zhuo et al. (2015) sugerem que a regulação negativa da 

expressão do gene APOA-I pode afetar a formação da HDL, prejudicando desse modo o 

processo de transporte reverso de colesterol, a partir do tecido adiposo para o fígado. 

Esses autores sugerem ainda que a menor expressão do gene APOA-I pode resultar em 

maior acúmulo de gordura abdominal.  

A apolipoproteína B é encontrada sob duas formas, apoB-100 e apoB-48 (Cladaras 

et al., 1986). É uma proteína estrutural, necessária para a síntese e secreção de 

quilomicrons e VLDL (Ginsberg, 2002). A apoB desempenha, entre outras funções, um 

importante papel na absorção e secreção de lipídeos, incluindo o colesterol e 

triglicerídeos (Cruz et al., 2015). A apoB-100 é sintetizada no fígado e faz parte da 

composição dos quilomicrons, da VLDL, IDL e LDL (Forti e Diament, 2007). Essa 

apolipoproteína contém domínios ligantes, que interagem com receptores celulares para 

partículas de LDL, sendo essencial para que ocorra a entrada de LDL nas células 

(Innerarity et al., 1990). A LDL assume importância clínica por estar envolvida no 

desenvolvimento da aterosclerose (Carmena et al., 2004). A apoB-48 é uma importante 

proteína presente nos quilomicrons, e a mesma é sintetizada no intestino delgado em 

função da fração gordurosa presente na dieta. Essa apolipoproteína (apoB-48) é formada 

como resultado de um códon de parada prematuro no códon 2153 da apoB-100 

(Davidson e Shelness, 2000), representando aproximadamente 48% do peso molecular 

da apoB-100 (Chen et al., 1987).  

As funções desempenhadas pela apoB supracitadas podem ter efeito sobre a 

deposição de tecido adiposo e o crescimento corporal dos animais, sendo considerado 

como um possível gene candidato no estudo da deposição de gordura em frangos 

(Zhang et al., 2006), já que estudos confirmam que o gene APOB apresenta relação com 

a deposição de gordura (Zhang et al., 2006). Segundo Couillard et al. (2002), o acúmulo 

de gordura abdominal está associado com uma maior concentração de partículas 

lipoproteicas contendo apoB-48 e apoB-100. Outras apolipoproteínas encontradas no 

organismo, como a apolipoproteína C-II (apoC-II), atua ativando a enzima lipase 

lipoproteica (Olivecrona e Beisiegel, 1997), enquanto a apoC-III inibe a atividade dessa 

enzima (Wang et al., 1985). A apoE presente no quilomicron remanescente permite que 



19 

 

o mesmo seja captado pelo fígado, por meio de uma interação entre os remanescentes de 

quilomicrons e os receptores celulares (Kowal et al., 1989). 

 

1.2.2. Biossíntese de lipídeos 

 

O processo de biossíntese de ácidos graxos, e subsequentemente de triacilglicerol, 

ocorre no citoplasma das células do tecido adiposo e do fígado, em resposta a dietas 

ricas em energia (carboidratos) (Yin et al., 2000; Kersten, 2001). A deposição de 

gordura (triacilglicerol) na carcaça ocorre também em função da disponibilidade de 

substratos lipídicos, oriundos da lipogênese no fígado transportados pela VLDL 

(Hermier, 1997). Em aves, a sínetese de lipídeos ocorre em sua maior parte no fígado 

(Musa e Chen, 2007; Bertechini, 2012). 

O processo de biossíntese de lipídeos inicia-se com a formação de malonil-CoA, a 

partir da acetil-CoA e de bicarbonato (HCO3
-
), em uma reação irreversível catalisada 

pela enzima acetil-CoA-carboxilase (Nelson e Cox, 2011). Essa enzima contém biotina 

em sua estrutura, e é caracterizada como um complexo enzimático multifuncional, por 

conter três regiões distintas denominadas de proteína carreadora de biotina, biotina-

carboxilase e a transcarboxilase (Wakil et al., 1983). A reação que forma o malonil-

CoA ocorre em duas etapas; na primeira etapa a biotina-carboxilase transfere o grupo 

carboxil oriundo do bicarbonato (HCO3
-
) para a biotina formando biotinila, na 

dependência de ATP; na segunda etapa, a transcarboxilase transfere o grupo carboxil 

(CO2) da biotinila para a acetil-CoA, formando malonil-CoA (Berg et al., 2012). 

A síntese de lipídeos continua em uma sequência de reações repetitivas, ocorrendo 

em quatro etapas, que alonga a cadeia de ácido graxo em dois átomos de carbono, 

mediadas pela ação do sistema multienzimático ácido graxo sintase (FAS) (Harvey e 

Ferrier, 2012). Esse complexo multienzimático consiste de homodímeros polipeptídicos 

idênticos, que apresenta sete domínios catalíticos que atuam de maneira distinta, sendo 

eles: malonil/acetil-CoA-ACP-transferase (MAT), β-cetoacil-ACP-sintase (KS) que 

contém um resíduo de cisteína com um grupo tiol, β-cetoacil-redutase (KR), β-

hidroxiacil-ACP-desidratase (DH), enoil-ACP-redutase (ER), tioesterase (TE) e a 

proteína transportadora de grupos acila (ACP), a qual contém um grupamento tiol 

oriundo da 4’-fosfopanteteína que mantém o complexo unido (Brink et al., 2002).  

O processo de elongação da cadeia de ácido graxo inicia-se com os grupamentos 

acila e malonila, obtidos da acetil-CoA e malonil-CoA respectivamente, sendo 
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transferidos para sítios tióis específicos na FAS, por meio de uma reação catalisada pelo 

domínio malonil/acetil-CoA-ACP-transferase (Smith, 1994). O grupamento acetil é 

transferido para o grupamento tiol do resíduo de cisteína da β-cetoacil-ACP-sintase, e o 

grupo malonila é transferido para o grupamento tiol da ACP (Garret e Grisham, 2010). 

Na etapa seguinte, os substratos acetil e malonila ativados, são condensados em 

uma reação catalisada pelo domínio β-cetoacil-ACP-sintase, formando acetoacetil-ACP; 

nesta reação o grupo malonila é descarboxilado liberando átomos de carbono na forma 

de CO2 (Olsen et al., 2001). Posteriormente, a acetoacetil-ACP será reduzida pela β-

cetoacil-ACP-redutase dependente de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato na 

forma reduzida (NADPH), que doa elétrons formando D-β-hidroxibutiril-ACP, que é 

então desidratado pela β-hidroxiacil-ACP-desidratase, formando trans-Δ
2
-butenoil-ACP 

que contém dupla ligação (Lai e Cronan, 2004).  Na última etapa do ciclo de elongação 

da síntese de ácidos graxos, o trans-Δ
2
-butenoil-ACP será reduzido, ou seja, saturado 

pela enzima enoil-ACP-redutase em uma reação na qual o NADPH ou nicotinamida 

adenina dinucleotídeo na forma reduzida (NADH) doa elétrons, formando assim butiril-

ACP que é um ácido graxo com quatro átomos de carbono (Massengo-Tiassé e Cronan, 

2009).  

O grupo butirila presente no grupo tiol da fosfopanteteína da ACP é transferido 

para o grupo tiol da β-cetoacil-ACP-sintase, que atua como grupo acetil no próximo 

ciclo de alongamento da cadeia de ácidos graxos (Nelson e Cox, 2011). O próximo ciclo 

tem início com outro grupo malonila, ligando-se ao grupo tiol da fosfopanteteína da 

ACP e condensando-se com o grupo butirila, com perda de CO2 (Garret e Grisham, 

2010). O produto dessa reação, o β-cetoacil-ACP, que contém seis átomos de carbono, 

será reduzido, desidratado e reduzido novamente como no ciclo anterior, porém agora 

será produzido um grupo acila saturado, com seis átomos de carbono. Após sete ciclos 

envolvendo os processos de condensação e redução, será formado o palmitato que 

contém 16 carbonos saturados que ainda está ligado a ACP (Harvey e Ferrier, 2012). 

Nesse ponto, o alongamento da cadeia de ácido graxo é interrompido, e o palmitato é 

liberado da ACP por meio da atividade hidrolítica do domínio tioesterase da FAS 

(Ohlrogge e Jaworski, 1997). O palmitato é precursor de outros ácidos graxos saturados 

como o estearato (18 carbonos) (Oosterveer et al., 2009). Ainda por meio da enzima acil 

graxo-CoA-dessaturase presente no retículo endoplasmático, em uma reação de 

dessaturação, o palmitato e estearato são os precursores dos ácidos graxos 

monoinsaturados como o palmitoleato 16:1(Δ
9
) e oleato 18:1(Δ

9
) (Paton e Ntambi, 
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2009). A partir desse ponto, o organismo não é capaz de introduzir dupla ligação 

adicional, e desse modo não sintetizam outros ácidos graxos insaturados, sendo 

considerados essenciais ao organismo.  

A enzima acetil-CoA-carboxilase tem importante papel no controle da síntese de 

lipídeos, e a mesma pode ser inibida pelo hormônio glucagon e epinefrina, presentes em 

condição de jejum (Berg et al., 2012). A proteína quinase ativada por AMP (AMPK) 

também inativa essa enzima por meio de fosforilação, quando os níveis de energia 

orgânica estão baixos (Hawley et al., 2002). Por outro lado, o hormônio insulina 

secretado após alimentação ativa a ACC (Witters et al., 1988). Outra substância que 

ativa a ACC é o citrato, que apresenta maior nível quando acetil-CoA e ATP estão 

disponíveis no organismo (Kim et al., 1989; Nelson e Cox, 2011). 

A biossíntese de lipídeos em frangos machos e fêmeas apresentam algumas 

diferenças, sendo a maior taxa de deposição de gordura encontrada em fêmeas (Silva, 

2012; Fouad e El-Senousey, 2014). Essa diferença entre os sexos pode ocorrer em 

função de diversos fatores que ainda não são totalmente conhecidos, porém há sugestões 

de que a diferença metabólica e o impacto hormonal seriam alguns dos fatores 

responsáveis por tais diferenças (Tumová e Teimouri, 2010). Segundo Tor et al. (2002), 

frangos machos castrados e não castrados avaliados na mesma idade de abate e peso 

corporal apresentaram diferenças na deposição de gordura; sendo que os machos 

castrados tiveram maior conteúdo de gordura abdominal, intermuscular e subcutânea. 

Esses efeitos podem ser em virtude da redução na concentração plasmática do hormônio 

testosterona (Chen et al., 2005), bem como pela menor atividade da hipófise em secretar 

o hormônio do crescimento (GH) que tem efeito antilipogênico (Tor et al., 2002). 

Além do sexo, a idade é outro fator que está relacionado à deposição de gordura na 

carcaça, e tem sido observado que frangos mais velhos apresentam maior conteúdo de 

gordura na carcaça em relação às aves mais novas (Zerehdaran et al., 2005; Nikolova et 

al., 2007; Silva, 2012). Isto pode ser devido ao fato de que, durante o desenvolvimento 

corporal dos frangos, o tecido adiposo cresce em função de fases sucessivas de aumento 

no número (hiperplasia) e tamanho (hipertrofia) dos adipócitos (Tumová e Teimouri, 

2010), sendo observado que o processo de hipertrofia dos adipócitos se torna 

predominante em frangos a partir de sete semanas de idade (Pfaff e Austic, 1976; 

Mourot e Hermier, 2001). Na fase hipertrófica, o maior acúmulo de gordura pode estar 

relacionado com aumento dos níveis de mRNA da lipase lipoprotéica (LPL) que catalisa 

a reação de hidrólise do triacilglicerol (Sato et al., 2008). E de acordo com Sato et al. 
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(1999), a inibição da atividade da LPL poderia atuar de maneira benéfica reduzindo o 

acúmulo de gordura corporal em frangos. Além da LPL, o receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma-γ (PPARγ) também desempenha importante função na 

regulação de deposição de gordura, e estudo mostra que o nível de expressão do mRNA 

do PPARγ tende a aumentar com a idade dos frangos (Sato et al., 2004). 

 

1.2.3. β-oxidação de lipídeos 

 

Quando o organismo se encontra em déficit energético, diversas reações 

metabólicas ocorrem a fim de disponibilizar energia para o organismo animal. Uma das 

reações metabólicas ativas é a β-oxidação de lipídeos, que ocorre na matriz mitocondrial 

(Poirier et al., 2006). Antes que os ácidos graxos sejam oxidados e para que eles possam 

reagir com as enzimas responsáveis pela sua oxidação, os mesmos devem ser 

convertidos em um intermediário ativo, em uma reação dependente de ATP (Berg et al., 

2012). Nessa etapa da reação, o grupo carboxil do ácido graxo será combinado com o 

grupo tiol da coenzima A (CoA), na presença da enzima acil-CoA-sintetase, que está 

localizada na membrana externa da mitocôndria e ATP (Weimar et al., 2002). Gerando 

como produto o acil graxo-CoA, AMP e pirofosfato (PPi), esse PPi será hidrolisado por 

meio da enzima pirofosfatase, que libera energia adicional assegurando que a ativação 

dos ácidos graxos seja completa (Watkinsa e Ellis, 2012).  

Os acil graxos-CoA formados nessa reação de ativação poderão ser transportados 

para o interior da matriz mitocondrial para serem oxidados com consequente produção 

de ATP. Os ácidos graxos de cadeias mais curtas podem ser ativados e oxidados no 

interior da matriz mitocondrial independente da carnitina, enquanto os ácidos graxos de 

cadeias longas não podem penetrar na membrana mitocondrial (Garret e Grisham, 

2010), e por isso os acil graxos-CoA a serem oxidados devem estar ligados ao grupo 

hidroxil da carnitina, formando acil-graxo-carnitina. A transferência desse ácido graxo 

para dentro da matriz mitocondrial é catalisada pela enzima carnitina-

palmitoiltransferase I (CPT-I), presente na membrana externa da mitocôndria (Sharma e 

Black, 2009). 

 O acil-graxo-carnitina entra na matriz mitocondrial por meio do transportador acil-

carnitina/carnitina translocase, da membrana mitocondrial interna (Berg et al., 2012). O 

grupo acil graxo será transferido da carnitina para a coenzima A (CoA) 

intramitocondrial, através da ação da carnitina-palmitoiltransferase II (CPT-II), que está 
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localizada na membrana interna das mitocôndrias (Garret e Grisham, 2010). Essa 

enzima após a reação promove a liberação do acil-graxo-CoA e da carnitina dentro da 

matriz mitocondrial, sendo que a carnitina retornará para o espaço intermembrana 

através do transportador acil-carnitina/carnitina translocase (Harvey e Ferrier, 2012).  

O acil-graxo-CoA sofrerá desidrogenação por meio da acil-CoA-desidrogenase, 

que tem como grupo prostético a flavina adenina dinucleotídeo (FAD), produzindo 

trans-Δ
2
-enoil-CoA, um produto que contém dupla ligação (Ghisla e Thorpe, 2004). Os 

elétrons aqui formados são transferidos para a FAD, que se reduz e doa seus elétrons a 

flavoproteína de transferência de elétrons, presente na cadeia respiratória mitocondrial. 

Esses elétrons dentro da cadeia respiratória passarão para o oxigênio (O2) produzindo 

nessa reação ATP. A β-oxidação continua com uma molécula de água sendo adicionada 

a dupla ligação do trans-Δ
2
-enoil-CoA, formando L-β-hidroxiacil-CoA, na reação 

catalisada pela enzima enoil-CoA-hidratase (Poirier et al., 2006).  

O produto formado no passo anterior é desidrogenado pela enzima β-hidroxiacil-

CoA-desidrogenase formando β-cetoacil-CoA, nessa reação nicotinamida adenina 

dinucleotídeo na forma oxidada (NAD
+
) é o aceptor de elétrons (Garret e Grisham, 

2010). A NADH doa seus elétrons para a NADH-desidrogenase presente na cadeia 

respiratória, e à medida que os elétrons passam para o O2, mais ATP é produzido. A 

enzima acil-CoA-acetiltransferase (tiolase) catalisa a reação do β-cetoacil-CoA com a 

CoA livre que gera o acetil-CoA (Eaton et al., 1996). Nesta reação também é gerado 

acil-graxo-CoA encurtado em dois átomos de carbono (Berg et al., 2012). Essas reações 

que compõem a β-oxidação dos ácidos graxos serão repetidas sucessivamente, até que o 

ácido graxo seja totalmente convertido a acetil-CoA. Ácidos graxos com número ímpar 

de carbono, ao sofrerem o processo de β-oxidação, além de acetil-CoA formam também 

propionil-CoA (Harvey e Ferrier, 2012). A completa oxidação dos ácidos graxos ocorre 

quando as moléculas de acetil-CoA, formadas no processo de β-oxidação, serão 

oxidadas a CO2 e água no ciclo do ácido cítrico (Mayes, 1994). 

O transporte de elétrons gerados durante as reações, ao longo da cadeia respiratória 

a partir da FADH2 e da NAD, permitirá a síntese de energia na forma de ATP. Ácidos 

graxos insaturados são oxidados de modo semelhante ao processo supracitado, porém 

necessitam de duas enzimas adicionais no processo denominadas de cis-Δ
3
-enoil-CoA-

isomerase, e 2,4-dienoil-CoA-redutase dependente de NADPH (Miinalainen et al., 

2000). Embora a via da β-oxidação seja o principal meio de oxidação dos ácidos graxos, 

outras vias especializadas como a α e ω oxidação podem ser utilizadas (Sanders et al., 
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2006; Wanders e Komen, 2007). Essas vias catalisam a oxidação de ácidos graxos 

ramificados como o ácido fitânico e também ácidos graxos com dez ou doze átomos de 

carbono, respectivamente (Nelson e Cox, 2011; Harvey e Ferrier, 2012). Os 

peroxissomos também estão equipados com enzimas, capazes de oxidar os ácidos 

graxos de cadeia muito longa e ramificada a acetil-CoA (Singh et al., 1992). A oxidação 

nessa organela envolve a desidrogenação, adição de água a dupla ligação, oxidação da 

β-hidroxiacil-CoA a uma cetona, e clivagem tiolítica pela CoA (Garret e Grisham, 

2010). Essas reações levarão à formação de acetil-CoA e peróxido de hidrogênio 

(H2O2), que será clivado pela enzima catalase em água e oxigênio. Além disso, a energia 

liberada no primeiro passo oxidativo será dissipada na forma de calor (Wanders et al., 

2001; Nelson e Cox, 2011). 

 A oxidação de lipídeos é regulada com a finalidade de ser ativada somente quando 

realmente o organismo necessitar de energia. A oxidação dos ácidos graxos na 

mitocôndria pode ser inibida por meio do malonil-CoA, formada no início da síntese de 

lipídeos, pois o mesmo inibe a enzima carnitina-palmitoiltransferase I, o que inviabiliza 

a entrada de ácidos graxos para o interior da mitocôndria (Rasmussen et al., 2002). Esse 

mecanismo inibe a via de degradação enquanto a síntese de lipídeos estiver ocorrendo 

(Hillgartner et al., 1996). Por outro lado, o hormônio adiponectina secretado pelo tecido 

adiposo estimula a β-oxidação dos lipídeos por meio da ativação da proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK) (Yoon et al., 2006). 

A adiponectina é um hormônio proteico, expresso em sua maior parte pelo tecido 

adiposo, porém também tem sido encontrada sendo expressa no fígado, hipófise 

anterior, diencéfalo, músculo esquelético e ovário (Maddineni et al., 2005). Esse 

hormônio exerce várias funções no organismo, entre elas influencia de maneira positiva 

a via de oxidação dos lipídeos e a redução na concentração de ácidos graxos no plasma 

sanguíneo (Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 2002). Esse hormônio é encontrado sob 

duas formas principais, a forma íntegra (full-length) que está presente sob três formas: 

um trímero de baixo peso molecular (LMW), um hexâmero de médio peso molecular 

(MMW) e um multímero de alto peso molecular (HMW) (Tsao et al., 2002); e a forma 

fragmentada denominada de adiponectina globular, gerada durante clivagem proteolítica 

(Santos, 2008).  

De acordo com Hendricks et al. (2009), em aves, a forma predominante no plasma 

sanguíneo e nos tecidos é o multímero de alto peso molecular. Segundo Sintubin et al. 

(2011), em frangos a expressão do gene adiponectina é maior em fêmeas do que em 
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machos, e essa diferença observada parece ser em função de hormônios sexuais, como o 

estrógeno e a testosterona (Nishizawa et al., 2002; Xu et al., 2005). Os níveis 

plasmáticos de adiponectina em frangos também parecem ser influenciados pela idade 

(Cruz et al., 2015). Hendricks et al. (2009) demonstraram em seu estudo que frangos 

com oito semanas de idade apresentaram menor nível de adiponectina plasmática, do 

que frangos com quatro semanas de idade. Os mesmos citam que além da idade e do 

aumento no conteúdo de gordura abdominal, a rápida taxa de crescimento dos frangos 

podem ter ocasionado declínio nos níveis de adiponectina circulante. 

A ação da adiponectina se dá por meio de dois receptores específicos denominados 

de receptores adipoR1 e adipoR2 (Yamauchi et al. 2003). O receptor 1 (adipoR1) é 

encontrado no músculo, e segundo Santos (2008) esse receptor apresenta afinidade pela 

adiponectina na forma globular. Enquanto o receptor 2 (adipoR2) é encontrado no 

fígado (Yamauchi et al., 2003), apresentando afinidade por ambas as formas da 

adiponectina (Yamauchi et al., 2003; Santos, 2008). Para que a ação da adiponectina 

ocorra, a mesma se liga ao domínio carboxi-terminal do seu receptor (extracelular), 

enquanto o domínio amino-terminal do receptor (intracelular) interage com a APPL 1 

(adaptor protein containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-binding 

domain and leucine zipper motif), que é uma proteína adaptadora contendo um domínio 

homólogo a plecstrina (Pires, 2009).  

Os efeitos da ligação da adiponectina aos seus receptores não são totalmente 

compreendidos, entretanto estudos têm demonstrado que a interação entre adiponectina 

e receptor, auxilia na fosforilação da proteína quinase ativada por AMP (AMPK) 

(Yamauchi et al., 2003), que consequentemente fosforila e inativa a enzima acetil-CoA-

carboxilase. Ainda exerce influência sobre a ativação do receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma α (PPARα) (You et al., 2005; Kadowaki et al., 2006), que 

regula a expressão de genes relacionados à oxidação de lipídeos como a acil-CoA-graxo 

de cadeia longa sintetase (Wang et al., 2009). A interação entre adiponectina e receptor 

resulta também na ativação da proteína quinase p 38 ativada por mitógeno (p38 

MAPK), que é outro possível mediador da oxidação de ácidos graxos estimulada pela 

adiponectina (Yamauchi et al., 2003; Xin et al., 2011).  

Esses efeitos resultam na ativação do processo de oxidação dos ácidos graxos; na 

inibição da expressão do fator de transcrição proteína 1c ligadora do elemento 

regulatório de esterol (SREBP1c), que resulta na inibição da expressão genes 
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envolvidos no processo de lipogênese (Wang et al., 2009), como a acetil-CoA-

carboxilase (ACC) e a ácido graxo sintase (FAS) que regulam a síntese de lipídeos.  

No fígado, a ativação do complexo multienzimático proteína quinase ativada por 

AMP (AMPK), em função de situações que causam redução no nível de ATP celular, 

desempenha um importante papel sobre diversas cascatas celulares, resultando em 

redução no processo de lipogênese e aumento na oxidação de lipídeos (Winder e 

Hardie, 1999). Permiti-se, dessa forma, que a produção de energia (ATP) prevaleça 

sobre o gasto. Essa ativação pode ocorrer em função da fosforilação do resíduo de 

treonina 172, presente na subunidade catalítica α da AMPK (Hawley et al., 2003). A 

ativação da AMPK pode ocorrer por meio de duas vias, uma dependente de AMP e a 

outra de cálcio, sendo mediadas pelas enzimas quinase fígado B1 (LKB1) e proteína 

quinase quinase-β dependente de Ca
+2

/calmodulina (CAMKKβ) respectivamente 

(Carling et al., 2008). A proteína quinase hepática B1 (LKB1) é caracterizada como um 

complexo heterotrimérico, e para realizar sua ação a mesma deve estar ligada à proteína 

scaffold MO25 (isoformas α ou β), e a pseudoquinase STRAD (proteína adaptadora 

relacionada à Ste-20) (isoformas α ou β) (Baas et al., 2003; Boudeau et al., 2003; 

Carling et al., 2008). Esse complexo enzimático é considerado como a principal via de 

ativação da AMPK, uma vez que sua deleção no fígado resultou na redução da 

fosforilação da AMPK (Shaw et al., 2005). Um aumento na relação celular AMP:ATP, 

promove a fosforilação do resíduo de treonina 172 na subunidade catalítica α da AMPK 

pela LKB1 (Carling et al., 2008). A adenosina monofosfato (AMP) ao se ligar na 

AMPK, segundo Davies et al. (1995), promove um aumento na velocidade catalítica da 

enzima, e protege a AMPK da desfosforilação e inativação, realizada pela proteína 

fosfatase do tipo 2AC. 

A AMPK é reconhecida como uma importante enzima capaz de regular o 

metabolismo lipídico, em virtude da sua ação sobre enzimas lipogênicas (Zhou et al., 

2001).  Quando a AMPK é ativada, a mesma fosforila e inativa a enzima acetil-CoA-

carboxilase (ACC) (Hardie e Carling, 1997), responsável pelo processo inicial de 

síntese de lipídeos. A inativação da ACC no fígado pela AMPK resulta em menor 

síntese de malonil-CoA (Zhou et al., 2001), que é um potente inibidor da enzima 

carnitina-palmitoiltransferase I (CPT-I) (McGarry et al., 1977), que permite a entrada de 

ácidos graxos para dentro da matriz mitocondrial para sofrerem a β-oxidação (Berg et 

al., 2012). Consequentemente, esse mecanismo de inativação da ACC resulta em maior 

oxidação de ácidos graxos. Outro efeito observado com a ativação da AMPK no fígado, 
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é a redução da expressão do mRNA da proteína de ligação ao elemento regulador de 

esterol 1 (SREBP-1), que é um fator de transcrição de genes envolvidos no metabolismo 

lipídico como a ácido graxo sintase (FAS) (Zhou et al., 2001).  

 

 

2. Desempenho das aves: Estresse térmico e Estresse oxidativo 

2.1. Estresse térmico 

 

O bem estar animal se refere a fatores que proporcionem qualidade de vida para os 

animais no ambiente ao qual serão expostos (Meluzzi e Sirri, 2008). Um dos fatores que 

mais tem recebido atenção nesse sentido de proporcionar meios adequados de produção 

é a temperatura ambiental somada à umidade relativa do ar (Lin et al., 2005; Noiva et 

al., 2014). Embora muitos avanços tenham sido realizados e contribuído para melhorias 

nesse setor, ainda assim muitos problemas na produção são encontrados em função de 

temperaturas incompatíveis com a mantença e produção dos animais (Lara e Rostagno, 

2013).  

Em casos onde a temperatura ambiental se encontra acima ou abaixo da zona de 

conforto térmico dos animais, as aves dispõem de mecanismos capazes de controlar sua 

temperatura corporal através do sistema fisiológico que age integrando o sistema 

nervoso central e os tecidos periféricos. Assim, quando a temperatura interna do corpo 

aumenta, as aves usam de mecanismos posturais expondo maior área superficial 

corporal para troca de calor (Borges et al., 2003). A maior frequência respiratória 

observada nas aves é um dos mecanismos de dissipação de calor interno mais 

importantes, porém quanto maior for essa frequência respiratória mais calor será 

produzido no organismo em função da contração da musculatura e isso pode gerar um 

quadro de hipertermia (Furlan, 2006). Em relação à baixa temperatura corporal, os 

mecanismos acionados são para conservação de calor. Independente se para perda ou 

produção de calor, os mecanismos desencadeados para a regulação da temperatura 

corpórea são prejudiciais do ponto de vista nutricional e produtivo, pois a energia que 

seria utilizada para produção, será desviada para mantença causando pior desempenho 

animal (Cassuce, 2011).  

Ambientes com temperaturas elevadas são responsáveis por vários distúrbios 

fisiológicos e metabólicos, como a redução no nível hormonal de tri-iodotironina (T3) 

(Geraert et al., 1996; Mashaly et al., 2004; Melesse et al., 2011; Willemsen et al., 
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2011), alcalose respiratória em função do desequilíbrio ácido-básico (Borges et al., 

2003), a inibição do funcionamento normal do sistema imune (Mashaly et al., 2004), 

aumento na taxa de degradação muscular (Yunianto et al., 1997), redução nos níveis de 

IGF-I (Willemsen et al., 2011), que pode ocasionar menor síntese proteica e aumentar a 

taxa de degradação, e o aumento na concentração plasmática de costicosterona 

(Willemsen et al., 2011), caracterizando o estresse térmico nas aves. Esses efeitos têm 

reflexo direto sobre características produtivas do animal, onde se observa pior 

desempenho animal em função do menor consumo de ração, menor ganho de peso e 

pior conversão alimentar (Sohail et al., 2012).  

 

2.2.  Estresse oxidativo  

 

Durante a produção de energia pelo organismo, nem todo o oxigênio utilizado 

como aceptor de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial serão reduzidos à água, 

levando à formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) que possuem uma potente 

função oxidante (Turrens, 2003; Ray et al., 2012). As espécies reativas de oxigênio 

podem atuar de maneira benéfica como moléculas sinalizadoras em várias reações 

orgânicas quando em baixa concentração (Dowling e Simmons, 2009), porém altas 

concentrações de ROS podem danificar biomoléculas como DNA, proteínas e lipídeos 

(Trachootham et al., 2008; Willemsen et al., 2011), sendo por isso consideradas 

deletérias ao organismo animal. 

 As formas mais comuns de ROS são o superóxido (O2
-..

), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (
.
OH) (Ray et al., 2012). Nos processos biológicos, em 

especial na cadeia transportadora de elétrons mitocondriais, a partir da adição de um 

elétron a um oxigênio molecular o superóxido é formado. E na reação denominada 

dismutação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD), o superóxido é 

convertido a peróxido de hidrogênio, que por sua vez pode interagir com o íon ferro ou 

cobre para formar o íon hidroxila, que é altamente reativo nos sistemas biológicos. O 

H2O2 alternativamente pode ser convertido em moléculas de água, pela ação das 

enzimas glutationa peroxidase e catalase (Droge, 2002).  

O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a 

eliminação destas, devido à deficiência de mecanismos de defesa antioxidante (Sies, 

1997), caracteriza o estresse oxidativo desencadeado por diversos fatores, entre eles o 
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estresse térmico (Mujahid et al., 2005; Mujahid et al., 2007). Segundo Lin et al. (2006), 

a influência do estresse térmico pode ser possivelmente porque altas temperaturas 

corporais induzem alterações nas respostas metabólicas, que estão envolvidas na 

indução do estresse oxidativo, em função de acelerar a produção de ROS. De acordo 

com Yang et al. (2010), aves submetidas a ambientes com alta temperatura podem 

apresentar redução na atividade da cadeia respiratória mitocondrial, que 

consequentemente induz à produção adicional de ROS.  

 O mecanismo exato pelo qual o estresse térmico induz o estresse oxidativo não é 

completamente conhecido; Mujahid et al. (2006) sugerem que a proteína desacopladora 

(UCP aviária) pode estar envolvida no controle de produção de ROS, e na proteção das 

células contra os efeitos deletérios do ROS. Os mesmos autores ainda sugerem que 

produção adicional de ROS pode ocorrer em função do menor nível de expressão da 

UCP aviária.  

Um dos efeitos do estresse térmico que apresenta efeito comum ao do estresse 

oxidativo, segundo Del Vesco et al. (2015) é a redução na atividade da enzima creatina 

quinase (CK), que é considerada como um marcador do estresse oxidativo. Melesse et 

al. (2011) também observaram em seu estudo realizado com galinhas poedeiras que 

houve redução na atividade da enzima CK, quando as mesmas foram expostas a um 

ambiente com temperatura elevada. 

 

2.3.  Sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 

 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) podem ser eliminadas do organismo por 

meio de substâncias antioxidantes. Como descrito por Stinefelt (2003), antioxidantes 

são substâncias presentes nos sistemas biológicos que podem ser oxidados por ROS, e 

que de maneira benéfica diminuem a taxa de reação do ROS com membranas lipídicas, 

proteínas e DNA. Para evitar maiores danos ocasionados por ROS, o organismo animal 

dispõe de diversos mecanismos enzimáticos de defesa antioxidante, como os baseados 

nas ações das enzimas superóxido dismutase (SOD) (Halliwell e Cross, 1994; Aluwong 

et al., 2013), do sistema da glutationa (Mahmoud e Edens, 2003) e da catalase (Weydert 

e Cullen, 2010).  

A enzima superóxido dismutase (SOD) está presente no organismo dos animais sob 

diferentes formas com distintas localizações: a enzima superóxido dismutase contendo 

manganês em seu sítio ativo (Mn-SOD) está presente nas mitocôndrias, e a SOD que 
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contém cobre e zinco em seu sítio ativo (CuZn-SOD) é encontrada no citosol (Halliwell, 

1994). Juntas, essas formas atuam auxiliando no controle da produção de radicais livres. 

A SOD é fundamental na eliminação do superóxido, gerando nessa reação denominada 

dismutação o peróxido de hidrogênio e oxigênio. O peróxido de hidrogênio formado 

pode ser eliminado através de reações catalisadas pela enzima catalase ou pelo sistema 

da glutationa (Fang et al., 2002). 

Adicionalmente, antioxidantes não enzimáticos que podem ser obtidos a partir da 

dieta, como a vitamina E, vitamina C, carotenoides, flavonoides, oligoelementos (zinco, 

cobre, selênio e magnésio) podem auxiliar no mecanismo de defesa do corpo contra as 

espécies reativas de oxigênio (Kuss, 2005). O ácido úrico produzido no organismo 

como um produto da degradação das purinas,também apresenta um importante papel no 

combate ao ROS (Ames et al., 1981). Essa característica do ácido úrico assume 

importância em aves, pois as mesmas apresentam maior taxa metabólica (Ogburn et al., 

1998) e podem consequentemente produzirem mais substâncias oxidantes em relação 

aos mamíferos de tamanho corporal semelhante (Simoyi et al., 2002). 

O aminoácido essencial metionina está entre os diversos nutrientes conhecidos que 

podem agir como antioxidantes (Levine et al., 1996) e, assim, pode atenuar os efeitos 

prejudiciais do ROS às células. Isso porque além de estar envolvida na síntese da 

glutationa (Wang et al., 1997; Németh et al., 2004), este aminoácido apresenta efeito 

antioxidante direto de proteção sobre o estresse oxidativo (Levine et al., 2000), por ser 

um dos resíduos mais prontamente oxidados nas proteínas (Swennen et al., 2011). A 

metionina, ao reagir com o ROS, é oxidada de maneira reversível, formando metionina 

sulfóxido. A enzima metionina sulfóxido redutase A (MsrA) então catalisa a reação de 

redução da metionina sulfóxido a metionina (Weissbach et al., 2005), sendo esse 

processo dependente da enzima tioredoxina (TRx). Após a redução dos resíduos de 

metionina nas proteínas, as mesmas podem voltar reagir com ROS. A enzima 

tioredoxina é oxidada na reação, e então é reduzida novamente a tioredoxina através da 

reação catalisada pela enzima tioredoxina redutase (TRxR), à custa de NADPH 

(Koháryová e Kollárová, 2008). A partir desse coordenado e complexo ciclo enzimático 

pode ocorrer então a eliminação catalítica de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio 

dependentes de resíduos de metionina (revisado por Luo e Levine, 2009). 
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II. OBJETIVOS 

 

 

 

Objetivos Gerais:  

 

Com este estudo, os objetivos gerais foram avaliar o desempenho de frangos, a 

expressão gênica, a atividade enzimática, e marcadores do estresse oxidativo. 

 

Objetivos Específicos: 

 

Capítulo III: Avaliar os efeitos da temperatura ambiental e do sexo sobre o 

desempenho, e sobre a expressão de genes hipotalâmicos relacionados ao consumo de 

ração: neuropeptídeo Y (NPY), pró-ópiomelanocortina (POMC), grelina (GHRL), 

proteína quinase ativada por AMP subunidade catalitica α-1 (AMPKα-1) e proteína 

quinase hepática B1 (LKB1) em frangos de corte machos e fêmeas de 42 dias de idade; 

Capítulo IV: Avaliar os efeitos do sexo e da idade sobre o desempenho, e sobre a 

expressão de genes relacionados ao metabolismo lipídico: acetil-CoA-carboxilase 

(ACC); ácido graxo sintase (FAS), apolipoproteína A-I (APOA-I); apolipoproteína B 

(APOB); adiponectina (ADIPOQ), proteína quinase ativada por AMP subunidade 

catalitica α-1 (AMPKα-1) e proteína quinase hepática B1 (LKB1) em frangos de corte 

machos e fêmeas de 21 e 42 dias de idade; 

Capítulo V: Avaliar o efeito do estresse térmico agudo e da suplementação de 

metionina sobre o desempenho; sobre a expressão de genes envolvidos no metabolismo 

de eliminação das espécies reativas de oxigênio: superóxido dismutase (SOD), 

tioredoxina (Trx), tioredoxina redutase 1 (TrxR1), e metioninina sulfóxido redutase A 

(MsrA); sobre a expressão de catepsina L2 (CTSL2); e sobre marcadores biológicos do 

estresse oxidativo: níveis sanguíneos de ácido úrico, creatinina, e  atividade das enzimas 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), e creatina quinase 

(CK) em frangos de corte macho de 1-21 e 22-42 dias de idade. 
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III. ASSOCIAÇÃO ENTRE A EXPRESSÃO DE GENES HIPOTALÂMICOS E O 

CONTROLE DO CONSUMO DE RAÇÃO EM FRANGOS DE CORTE: EFEITOS 

DO SEXO E DA TEMPERATURA AMBIENTAL 

 

(Journal of Animal Science) 

 

RESUMO- Com este estudo nosso objetivo foi avaliar os efeitos do sexo e da 

temperatura ambiental sobre o desempenho animal e sobre a expressão de genes 

hipotalâmicos relacionados ao consumo, como o neuropeptídeo Y (NPY), grelina 

(GHRL), pró-ópiomelanocortina (POMC), proteína quinase ativada por AMP 

subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1) e proteína quinase hepática B1 (LKB1). Frangos 

de corte machos e fêmeas com 42 dias de idade, recebendo dietas formuladas de forma 

a atender suas exigências nutricionais, foram submetidos a ambiente com temperatura 

de conforto térmico ou estresse por calor (38°C por 24 horas). Ao compararmos o 

consumo de ração entre machos e fêmeas, observamos que os machos consumiram 

maior quantidade de ração. Nas aves submetidas à condição de estresse por calor, 

podemos notar uma redução no consumo de ração e também perda de peso. Foi 

observado efeito de interação entre sexo e ambiente sobre a expressão dos genes NPY 

(P=0,0225), AMPKα-1 (P=0,0398) e POMC (P=0,0072). O maior valor de expressão do 

gene NPY foi observado em machos em ambiente de conforto, e o menor valor em 

machos submetidos ao estresse térmico. Maior expressão do gene AMPKα-1 foi 

observada em machos submetidos ao estresse térmico. Com relação à expressão do gene 

POMC, comparando animais que permaneceram em conforto térmico, observamos que 

fêmeas apresentaram maior expressão deste gene. A expressão do gene LKB1 

(P=0,0256) foi influenciada somente pelo sexo, e a maior expressão para este gene foi 

observada em machos. Não foi observado nenhum efeito significativo sobre o gene da 

GHRL. Nossos resultados indicam que alguns genes hipotalâmicos relacionados ao 

consumo podem estar envolvidos nas diferenças observadas no consumo voluntário de 

ração entre animais de diferentes sexos e expostos a diferentes condições ambientais, e 

que o controle do consumo ocorre em função do balanço entre a ação de substâncias 

orexígenas, NPY e AMPK, e anorexígenas, como o POMC.  

Palavras chaves: genes hipotalâmicos, genes orexígenos, genes anorexígenos, 

temperatura ambiental 
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INTRODUÇÃO 

 

O consumo de ração adequado é um importante fator que permite o melhor 

desempenho do animal, já que disponibiliza nutrientes ao organismo, e estes somados a 

outros fatores determinarão a taxa de crescimento, e composição corporal dos animais 

durante seu ciclo de vida. O controle do consumo voluntário de ração pelos animais 

envolve uma série de mecanismos que relaciona o sistema nervoso central com os 

tecidos periféricos do organismo (Richards et al., 2010). Este mecanismo pode ser 

influenciado por diversos fatores, entre eles o sexo e o ambiente (revisado por Ferket e 

Gernat, 2006).  

Estudos têm demonstrado que a temperatura ambiental pode agir como um 

importante fator regulando o consumo de ração, uma vez que o consumo de ração 

parece estar relacionado ao mecanismo de controle da temperatura corporal (Brobeck, 

1948; Cheng et al., 1997; Sands e Smith, 1999; Quinteiro-Filho et al., 2010). Dentro 

desse contexto, na tentativa de melhor compreender como o consumo pode ser afetado 

pelo estresse por calor, estudos têm demonstrado que o estresse calórico pode 

influenciar a expressão de genes hipotalâmicos relacionados ao consumo (Song et al., 

2012; Ito et al., 2015), uma vez que o hipotálamo além de conter células neuronais 

responsáveis pelo controle do consumo de alimentos (Simpson et al., 2009), também 

contém células neuronais sensíveis à temperatura corporal (Braz, 2005) 

Aves de diferentes sexos também podem apresentar diferenças no consumo de 

ração e consequentemente no desempenho (Rondelli et al., 2003; Stringhini et al., 

2006). De acordo com Bertechini (2012), diferenças no desempenho podem ser 

atribuídas a algumas diferenças fisiológicas entre os sexos, como a maior taxa de 

crescimento e maior deposição de proteína observada nos machos em relação às fêmeas, 

estando essas diferenças intimamente relacionadas com as diferentes necessidades 

nutricionais. Possivelmente, essas diferenças também possam ser explicadas por 

diferentes padrões de expressão de genes orexígenos/anorexígenos presentes no 

hipotálamo de frangos de diferentes sexos (Merckaert e Vandesande, 1996; Kuo, 2003). 

Durante os períodos pré-prandial e pós-prandial, sinais hormonais gerados a partir 

dos tecidos periféricos do organismo (leptina, insulina colecistocinina, entre outros) 

(Murphy e Bloom, 2004) e sinais não hormonais oriundos de nutrientes (glicose, ácidos 

graxos livres e aminoácidos) (Lee et al., 2005) são conduzidos até o hipotálamo que 

então reconhece e interpreta os sinais gerando respostas adequadas de estímulo ou 
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inibição do consumo (Minokoshi et al., 2004; Xue et al., 2006; Minokoshi et al., 2008). 

O núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo contém células neuronais responsáveis pela 

síntese e liberação de neuropeptídios orexígenos, como o neuropeptídeo Y (NPY), e a 

proteína relacionada ao agouti (AgRP); e anorexígenos, como o pró-ópiomelanocortina 

(POMC), e transcrito regulado pela cocaína e anfetamina (CART) (Minor et al., 2009). 

Assim como os neuropeptídios hipotalâmicos, a proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK) e o hormônio grelina também apresentam estreita relação com o controle do 

consumo de ração. O complexo enzimático AMPK composto por uma subunidade 

catalítica com duas isoformas (α1 e α2); e duas subunidades regulatórias (isoformas β1, 

β2; e isoformas ɣ1,ɣ2 e ɣ3) (Hardie, 2003), tem sido bastante estudado em função da 

sua ação hipotalâmica sobre processos relacionados ao consumo de alimento (Xue e 

Kahn, 2006; Ropelle et al., 2007). A AMPK é ativada quando os níveis de energia 

fisiológicos (ATP) estão abaixo do normal, e ocorre um aumento na relação AMP:ATP 

(Towler e Hardie, 2007).  

O mecanismo exato pelo qual a AMPK é ativada não é totalmente conhecido, 

porém o passo principal é a fosforilação do resíduo de treonina 172 presente na 

subunidade catalítica α (Stein et al., 2000). A fosforilação, e consequente ativação da 

AMPK, podem ocorrer por meio de diversas enzimas, entre elas a proteína quinase 

hepática B1 (LKB1), considerada a principal proteína de ativação da AMPK (Shaw et 

al., 2005). O hormônio grelina encontrado no proventrículo de aves (Richards et al., 

2006;  Buyse et al., 2009), na hipófise (Korbonits et al., 2000) e no hipotálamo (Cowley 

et al., 2003; Ferrini et al., 2009), também tem sido relacionado ao consumo de alimentos 

(Shintani et al., 2001). Embora em mamíferos a grelina atue como uma substância 

orexígena (Wren et al., 2000), estudos realizados com frangos neonatais têm 

demonstrado ação inibitória da grelina sobre o consumo de ração (Furuse et al., 2001; 

Saito et al., 2005; Ocloń e Pietras, 2011). E esse efeito anorexígeno da grelina em aves 

parece ser mediado pelo hormônio liberador de corticotropina (CRH) (Saito et al., 

2005). 

Esse estudo foi desenvolvido sob a hipótese de que fatores como o sexo e a 

temperatura ambiental podem influenciar o desempenho animal através da expressão de 

genes relacionados ao consumo de ração. Assim, com este trabalho nosso objetivo foi 

avaliar os efeitos da temperatura ambiental e do sexo sobre o desempenho animal, e 

sobre a expressão de genes hipotalâmicos relacionados ao consumo de ração como o 

neuropeptídeo Y (NPY), grelina (GHRL), pró-ópiomelanocortina (POMC), proteína 
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quinase ativada por AMP subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1) e proteína quinase 

hepática B1 (LKB1) em frangos de corte machos e fêmeas de 42 dias de idade que 

permaneceram em conforto ou foram expostos ao estresse térmico de 38
°
C por 24 horas.  

  

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi conduzido de acordo com as especificações do comitê de ética da 

Universidade Estadual de Maringá.  

 

Animais e Desenho experimental 

Para realização do experimento, 60 fêmeas e 60 machos de frangos de corte (Cobb 

500) (Gallus gallus) de 21 dias de idade foram utilizados. O experimento foi conduzido 

em esquema fatorial 2 x 2, tendo sido avaliado dois sexos, e dois ambientes. Os animais 

foram separados por sexo em gaiolas coletivas (10 animais por gaiola), sendo estas as 

unidades experimentais (N=6). As aves foram criadas em sala climatizada em 

temperatura de conforto térmico (de acordo com o manual da Cobb) até os 41 dias de 

idade, quando 30 animais de cada sexo foram submetidos ao estresse térmico agudo de 

38°C por 24 horas. Durante o período de estresse, as 60 aves (30 de cada sexo) restantes 

foram mantidas em temperatura de conforto térmico. Após as 24 horas de estresse, 10 

animais de todos os tratamentos (machos no conforto, machos no estresse, fêmeas no 

conforto, e fêmeas no estresse) foram abatidos por deslocamento cervical aos 42 dias de 

idade. A temperatura retal foi mensurada em aves sob conforto e estresse térmico. 

Durante o período experimental, os animais tiveram livre acesso à água e ração. A 

dieta foi balanceada para atender suas exigências nutricionais (Rostagno et al., 2011), e 

consistiu-se de uma ração baseada em soja e milho com 19,70% de proteína bruta e 

3170 Kcal/Kg de energia. O consumo de ração foi calculado como a diferença entre a 

quantidade de ração oferecida aos 41 dias de idade e as sobras ao final do experimento 

(dia 42) para as aves em ambos os ambientes.  

Para calcular o ganho de peso das aves em conforto térmico, os animais (machos e 

fêmeas) foram pesados aos 41 e 42 dias de idade. Para calcular o ganho de peso dos 

animais do estresse térmico, os animais foram pesados no início (41 dias) e no fim do 

período de estresse (42 dias). O consumo de ração e o ganho de peso foram corrigidos 

para a mortalidade. 
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Expressão Gênica 

Para as análises de expressão gênica, amostras do hipotálamo foram coletadas a 

partir de seis frangos machos e seis frangos fêmeas. Essas amostras foram conservadas 

em nitrogênio líquido, e subsequentemente armazenadas em freezer a -80ºC até o 

momento da extração de RNA.  

O RNA foi extraído com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, 

USA) de acordo com as normas do fabricante, na proporção de 1 mL para cada 100 mg 

de tecido. Previamente, todo o material utilizado foi tratado com inibidor de RNase - 

RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O tecido foi triturado com 

homogeneizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a sua completa dissociação. Em 

seguida, 200 µL de clorofórmio foram adicionados nas amostras, que foram 

homogeneizadas manualmente por 1 minuto.  As amostras foram então centrifugadas 

por 15 minutos a 13482 x g, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e transferida para um 

tubo limpo, adicionando em seguida 500 µL de isopropanol por tubo, e foram incubadas 

à temperatura ambiente (25°C) por 10 minutos. Logo após, as amostras foram 

suavemente homogeneizadas, e centrifugadas por 10 minutos a 13482 x g, a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Mais 

uma vez, o material foi centrifugado a 13482 x g, por 5 minutos, e o sobrenadante foi 

descartado. Por fim, deixamos o pelete secando por 15 minutos e em seguida foi 

ressuspendido em água ultrapura livre de RNase. 

A concentração do RNA total foi mensurada via espectrofotômetro NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific), no comprimento de onda de 260 nm. E a integridade do RNA 

foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain e 

visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA total foram tratadas com DNase I 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. Para esta 

reação, adicionamos em um tubo estéril e RNA free 1 µg de RNA total, 1 µL de 10 X 

DNase I reaction buffer e 1 µL DNase I amplification grade (1 U/µL). A reação foi 

então incubada à temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, inativamos a 

DNase I adicionando 1 µL de EDTA a 25 mM, e a reação foi aquecida a 65ºC por 10 

minutos. Essa etapa foi realizada para remoção de possível contaminação com DNA 

genômico.  

Para a síntese do DNA complementar (cDNA), utilizamos o kit SuperScript
TM

 III 

First Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) e as reações foram 

realizadas de acordo com as instruções do fabricante. Logo após à síntese de cDNA, as 
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amostras foram armazenadas a -20ºC até o momento do uso. As reações de PCR em 

tempo real (reação em cadeia da polimerase - RT-qPCR) foram realizadas utilizando o 

composto fluorescente SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied 

Biosystems, USA), de acordo com as instruções do fabricante. Esse composto, quando 

em solução, apresenta pouca fluorescência, mas durante os ciclos da PCR o acúmulo do 

corante nas regiões específicas de ligação na dupla hélice faz com que a fluorescência 

aumente a cada ciclo da reação, em razão direta à formação dos amplicons, podendo 

desta forma ser detectada e quantificada.  

Os primers utilizados nas reações de amplificação foram desenhados de acordo 

com Lei e Lixian (2012), com as sequências dos genes NPY, AMPKα-1, POMC, LKB1 e 

GHRL depositados no site www.ncbi.nlm.nih.gov (número de acesso M87294, 

DQ302133, NM_001031098, NM_001045833, AB075215, respectivamente) (Tabela 

1). Foram testados dois controles endógenos, os genes da β-actina e do GAPDH, sendo 

utilizado o gene da β-actina (número de acesso L08165), por ter apresentado melhor 

eficiência na reação. Todas as análises foram realizadas em um volume de 25 µL e em 

duplicatas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1 - Sequências de primers utilizados na reação em cadeia da polimerase (PCR  

em tempo real - RT-qPCR) 

1
Amplicon, pares de base 

2 
Temperatura de anelamento (ºC) 

3
NPY, Neuropeptídeo Y; AMPKα-1, Proteína quinase ativada por AMP subunidade 

catalítica α-1; LKB1, Proteína quinase hepática B1; POMC, pró-ópiomelanocortina; 

GHRL, grelina. 

Adaptado de Lei e Lixian (2012). 

 

 

Os primers analisados foram adequados para as reações de PCR em tempo real. 

As eficiências de amplificação foram semelhantes para todos os genes de interesse, com 

90% a 110% de eficiência. As análises da curva de dissociação não revelaram qualquer 

produto inespecífico ou formação de dímeros de primers, o que demonstra a 

confiabilidade dos dados estimados nas expressões de mRNA dos genes avaliados. A β-

actina utilizada como controle endógeno não mostrou nenhuma diferença significativa 

entre as variáveis analisadas, o que confere eficiência a β-actina como controle 

endógeno.  

 

 

 

 

Gene Amplicom
1
 

(pb) 

Temperatura (ºC)
2
 Orientação Sequências dos primers (5’-3’) 

NPY 
3
 101 60ºC Forward GAGGCACTACATCAACCTCATCA 

      Reverse CTGTTTTCTGTGCTTTCCCTCAA 

AMPKα-1 266 60ºC Forward CGGAGATAAACAGAAGCACGAG 

      Reverse CGATTCAGGATCTTCACTGCAAC 

LKB1 158 60ºC Forward TGAGAGGGATGCTTGAATACGA 

      Reverse ACTTGTCCTTTGTTTCTGGGC 

POMC 88 60ºC Forward CGCTACGGCGGCTTCA 

      Reverse TCTTGTAGGCGCTTTTGACGAT 

GHRL 203 60ºC Forward CCTTGGGACAGAAACTGCTC 

      Reverse CACCAATTTCAAAAGGAACG 

β-actina 136 60ºC Forward ACCCCAAAGCCAACAGA 

      Reverse CCAGAGTCCATCACAATACC 
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Análise estatística 

O método 2
-∆CT

 foi utilizado para as análises de expressão relativa e os resultados 

são apresentados como unidade arbritária (UA). Os resultados foram apresentados como 

médias e desvios padrões. O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a 

normalidade dos dados. O experimento foi conduzido em um esquema fatorial inteiramente 

casualizado, tendo sido avaliado dois sexos (macho e fêmea), e dois ambientes (conforto 

térmico e estresse por calor). As médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey 

(P<0,05) (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). 

 

RESULTADOS 

 

Desempenho 

Na tabela 2, são apresentados os resultados de consumo de ração e ganho de peso, 

de machos e fêmeas no ambiente de conforto e estresse térmico. Não foi observado 

efeito de interação entre sexo e ambiente sobre o consumo de ração e ganho de peso. 

Entretanto observamos efeito de sexo e ambiente sobre o consumo de ração, e efeito de 

ambiente sobre o ganho de peso. Com relação ao consumo de ração, ao compararmos 

machos e fêmeas, podemos observar que os machos consumiram maior quantidade de 

ração do que as fêmeas. Já os animais submetidos à condição de estresse por calor 

apresentaram redução no consumo de ração e também perda de peso significativa. 

 

Tabela 2- Consumo de ração (CR) e ganho de peso (GP) em frangos de corte machos e 

fêmeas de 42 dias 

              CR (Kg)             GP (Kg) 

  Média DP Média SD 

Macho Conforto 0,12 0,02 0,08 0,01 

 Estresse 0,08 0,03 -0,04 0,03 

Fêmea Conforto 0,08 0,01 0,06 0,01 

 Estresse 0,07 0,03 -0,01 0,08 

Efeitos principais     

Sexo Macho 0,10ª 0,03 0,02 0,07 

 Fêmea 0,07
b
 0,02 0,03 0,06 

Ambiente Conforto 0,10ª 0,03 0,07ª 0,02 

 Estresse 0,07
b
 0,03 -0,02

b
 0,06 

Probabilidades     

Sexo                                                    0,0668            0,9316 

Ambiente              0,0687            0,0065 

Interação              0,3685            0,3626 
a, b, c

 Médias em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes são 

significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,07). 
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Expressão gênica 

Os resultados de expressão dos genes neuropeptídeo Y (NPY), proteína quinase 

ativada por AMP subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1), pró-opiomelanocortina 

(POMC), grelina (GHRL) e proteína quinase hepática B1 (LKB1), nos dois sexos e dois 

ambientes avaliados, são apresentados na tabela 3. Nós observamos efeito de interação 

entre sexo e ambiente, sobre a expressão dos genes NPY (P=0,0225), AMPKα-1 

(P=0,0398) e POMC (P=0,0072). O maior e menor valor de expressão do gene NPY foi 

observado em machos em ambiente de conforto, e em machos submetidos ao estresse 

térmico, respectivamente. Observando a expressão do gene AMPKα-1, verificamos que 

machos submetidos ao estresse térmico tiveram maior expressão deste gene, seguida por 

machos no conforto, e pelas fêmeas em ambos os ambientes. Com relação à expressão 

do POMC, comparando animais que permaneceram em conforto térmico, observamos 

que fêmeas apresentaram maior expressão do gene POMC que machos. A expressão do 

gene LKB1 (P=0,0256) foi influenciada somente pelo sexo, sendo observado que os 

machos apresentaram maior expressão do que as fêmeas. Não foi observado nenhum 

efeito significativo sobre o gene da grelina (GHRL). 
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Tabela 3- Expressão dos genes NPY, AMPKα-1, POMC, GHRL e LKB1 no hipotálamo 

de frangos de corte machos e fêmeas com 42 dias de idade 

a, b, c
 Médias em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes são 

significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05). 
1
 NPY, Neuropeptídeo Y; AMPKα-1, Proteína quinase ativada por AMP subunidade 

catalítica α-1; POMC, Pró-ópiomelanocortina; GHRL, Grelina; LKB1, Proteína quinase 

hepática B1 
2
Expresso como unidade arbritária (UA). 

 

 

DISCUSSÃO 
 

O desenvolvimento dos frangos de corte apresenta forte relação com a genética e 

o ambiente ao qual o animal é exposto. Aves selecionadas apresentam melhor 

desempenho, mas também são mais sensíveis aos efeitos da temperatura ambiental 

(Smith, 1993; Al-Batshan e Hussein, 1999; Oliveira et al., 2013). Estudos demonstram 

que frangos submetidos à condição de estresse térmico podem apresentar menor 

consumo de ração com consequente redução no ganho de peso (Smith, 1993; Mujahid et 

al., 2007). Em nosso estudo, observamos que as aves submetidas a condições de estresse 

por calor por 24 horas reduziram o consumo de ração, assim como apresentaram perda 

de peso significativa. Possivelmente, no calor as aves reduzem o consumo de ração na 

tentativa de diminuir o calor adicional gerado durante o metabolismo dos nutrientes 

(Ferket e Gernat, 2006; Oliveira et al., 2006). Além disso, as aves expostas ao calor 

agudo desviam maior parte do tempo buscando mecanismos termorregulatórios do que 

se alimentando, o que resulta em redução no consumo de ração (Lei et al., 2013) com 

consequente perda de peso (Berrong e Washburn, 1998; Mujahid et al., 2005). Algumas 

das possíveis explicações para a redução no ganho de peso observado em aves sob 

         NPY
1
    AMPKα-1      POMC            GHRL                   LKB1

2
                 

  Média DP Média DP Média DP Média DP Média          DP       

Macho Conforto 11,57
a
 2,05 0,45

b
 0,04 0,04

b
 0,01 0,03 0,01 1,90 0,65 

 Estresse 7,09
b
 1,87 0,60

a
 0,15 0,05

ab
 0,01 0,02 0,02 2,08 0,56 

Fêmea Conforto 9,19
ab

 1,53 0,34
bc

 0,05 0,05
a
 0,01 0,03 0,01 1,23 0,44 

 Estresse 9,19
ab

 3,10 0,31
c
 0,13 0,04

b
 0,01 0,02 0,01 1,63 0,58 

Efeitos principais           

Sexo Macho 9,33 3,00 0,53 0,13 0,04 0,01 0,03 0,01 1,99
a
 0,59 

 Fêmea 9,19 2,33 0,32 0,09 0,04 0,01 0,03 0,01 1,43
b
 0,54 

Ambiente Conforto 10,38 2,13 0,40 0,07 0,04 0,01 0,03 0,01 1,56 0,64 

 Estresse 8,14 2,67 0,45 0,20 0,04 0,01 0,02 0,01 1,85 0,59 

Probabilidades           

Sexo                                      0,8803 0,0001 0,7128      0,8682     0,0256 

Ambiente    0,0223 0,1967 0,4522      0,1322     0,2200 

Interação    0,0225 0,0398        0,0072      0,4736     0,6378 
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condição de estresse por calor seria a redução na área de absorção do intestino (Mitchell 

e Carlisle, 1992; Quinteiro-Filho et al., 2010), bem como o aumento no nível de 

corticosterona plasmática (Quinteiro-Filho et al., 2012), uma vez que esse hormônio 

tem sido associado a maior degradação de proteínas corporais (Yunianto et al., 1997; 

Lin et al., 2004). 

Adicionalmente, o sexo também exerce efeitos sobre o consumo de ração e ganho 

de peso dos frangos (Smith, 1993). Nesse estudo, observamos que os machos 

apresentaram maior consumo do que as fêmeas, concordando com os resultados obtidos 

por (Benyi et al., 2015). Essa diferença observada no consumo de ração entre machos e 

fêmeas pode ser explicada em parte pela maior taxa de crescimento observada em 

machos, que esta relacionada à maior capacidade de consumo de ração, que por sua vez 

está intimamente relacionada à diferença nas exigências nutricionais entre os sexos 

(Bertechini, 2012). 

A avaliação da expressão de genes hipotalâmicos relacionados ao consumo 

(Boswell et al., 1999; Furuse et al., 2001; Tachibana et al., 2001; Lei e Lixian, 2012)  

tem sido realizada na tentativa de decifrar os eventos fisiológicos ligados a este 

processo, uma vez que o balanço entre o consumo de ração e a homeostase energética 

são mecanismos regulados pelo sistema nervoso central (Lei et al., 2013). O núcleo 

arqueado (ARC) do hipotálamo contém células neuronais responsáveis pela síntese e 

liberação de neuropeptídios orexígenos, que agem estimulando o consumo, entre eles o 

neuropeptídeo Y (NPY) e a proteína relacionada ao agouti (AgRP); e também contém 

neuropeptídios anorexígenos com ação inibitória sobre o consumo, como o pró-

ópiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado pela cocaína e anfetamina (CART) 

(Minor et al., 2009).  

Assim, o balanço entre as ações de substâncias orexígenas e anorexígenas 

determinarão o status energético orgânico modulando o consumo de alimento e o peso 

corporal (Richards e Proszkowiec-Weglarz, 2007). O NPY é considerado como o mais 

potente peptídeo orexígeno (Kinzeler e Edwards, 2009), e é amplamente expresso no 

sistema nervoso central (Eva et al., 2006). Ao avaliarmos o efeito do ambiente e do sexo 

sobre a expressão do gene NPY no hipotálamo de frangos, observamos que machos em 

condição de conforto térmico apresentaram o maior nível de expressão para este gene. 

Este resultado confirma a ação que o NPY apresenta sobre o estímulo do consumo de 

ração, já que os maiores níveis de expressão foram observados nos machos que 

apresentaram efetivamente maior consumo. Ito et al. (2015), ao avaliarem frangos de 14 
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dias de idade em condição de estresse por calor de 40ºC por 2 ou 5 horas, observaram 

maior valor de expressão do gene NPY. O resultado obtido por esses autores difere dos 

nossos resultados, já que observamos menor nível de expressão do gene NPY em 

machos submetidos ao estresse térmico agudo por 24 horas. Esse resultado sugere que 

possivelmente a expressão do gene NPY em aves submetidas ao estresse térmico pode 

ter sido suprimida pelo hormônio liberador de corticotropina (CRH) (Bchini-Hooft et 

al., 1993), que é liberado em resposta a situações estressoras (Quinteiro-Filho et al., 

2012). 

O complexo enzimático proteína quinase ativada por AMP (AMPK) também 

apresenta ação sobre processos relacionados ao consumo de ração (Xue e Kahn, 2006; 

Ropelle et al., 2007). A ativação da AMPK pode ocorrer em função do estresse 

ambiental e metabólico, que pode inibir a síntese de ATP ou acelerar a utilização do 

ATP, causando aumento na relação celular de AMP:ATP (Hardie, 2007; Richard et al., 

2010). A proteína quinase hepática B1 (LKB1), também conhecida como 

serina/treonina quinase 11 (STK11), é um complexo heterotrimérico com duas proteínas 

acessórias, a pseudoquinase STRAD (proteína adaptadora relacionada à Ste-20) 

(isoformas α ou β) e a proteína scaffold MO25 (isoformas α ou β) (Boudeau et al., 

2003). Essas três unidades juntas formam uma unidade biológica que fosforila e ativa a 

AMPK (Woods et al., 2003). Em nosso trabalho, podemos observar que machos 

submetidos ao estresse por calor apresentaram maiores níveis de expressão do gene 

AMPKα-1 que codifica a proteína ativada por AMP (AMPK). Embora não tenhamos 

observado efeito de interação para a expressão do gene proteína quinase hepática B1 

(LKB1), responsável pela fosforilação e ativação da AMPK, podemos observar efeito de 

sexo, sendo que os machos apresentaram maior valor de expressão para esse gene.  

Nossos resultados confirmam a relação funcional entre a LKB1 e AMPK descrita 

em aves por (Proszkowiec-Weglarz et al., 2006), e esses resultados sugerem que os 

machos quando comparado às fêmeas, em ambos os ambientes analisados, apresentam 

um mecanismo de proteção fisiológico mais eficiente contra a depleção de ATP a partir 

da ação da LKB1 e AMPK. De acordo com Richards et al. (2010), a AMPK quando 

ativada no hipotálamo sob condição de estresse estimula a atividade dos neurônios que 

expressam NPY/AgRP, para que ocorra aumento no consumo de alimentos. Apesar de 

termos observado maior expressão do gene AMPKα-1 em aves estressadas pelo calor, 

não observamos maior expressão do gene NPY, o que sugere que o controle do 

consumo de ração mediado pela ação da AMPKα-1, nessa condição, possivelmente 
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ocorra pelo estímulo da AMPKα-1 sobre a expressão de outro gene orexígeno o AgRP 

(Lei e Lixian, 2012), necessitando de mais estudos para melhor compreender como a 

AMPKα-1 influencia o consumo de ração. 

Ao contrário do NPY e da AMPK, o gene pró-ópiomelanocortina (POMC) é 

codificador de uma substância considerada anorexígena (Varela e Horvath, 2012), que 

após seu processamento da origem a hormônios peptídicos bioativos, como o hormônio 

estimulante de melanocortina (MSH α, β e γ) (Schauer et al., 1994; MacNeil et al., 

2002). O α-hormônio estimulante de melanocortina (α-MSH), ao se ligar no receptor de 

melanocortina 3 e/ou 4 localizados no sistema nervoso central (Bicknell, 2008), 

promove a inibição do consumo de alimentos e o aumento do gasto de energia corporal 

(Strader et al., 2003). Em nosso trabalho, comparando animais que permaneceram em 

conforto térmico, observamos que fêmeas apresentaram maior expressão do gene 

POMC que machos. A maior expressão desse gene em fêmeas pode estar relacionada à 

menor expressão do gene AMPKα-1, também observada nesse sexo. Menor ação da 

AMPK tem sido relacionada à ativação da mTOR (proteína alvo da rapamicina), e que 

por sua vez tem sido associada à ativação de gene POMC. Esta cascata de eventos causa 

redução no consumo e aumenta a utilização de energia orgânica para mantença, 

crescimento e reprodução (Richards et al., 2010), portanto a ação oposta dessas duas 

vias (AMPK e mTOR), que causa mudanças no consumo de alimentos e no balanço 

energético, ações essas mediadas pelos neurônios orexígenos e anorexígenos (Richards 

et al., 2010), podem ser determinantes para alcançar o equilíbrio metabólico e o 

desenvolvimento animal. Nesse sentido, nosso resultado sugere mais uma possível 

explicação para o menor consumo de ração observado em fêmeas quando comparadas 

aos machos.  

Assim como o POMC, a grelina também exerce influência anorexígena em aves, e 

estudos têm demonstrado que a injeção de grelina intracerebroventricular e periférica 

em frangos neonatais causa redução no consumo de ração (Furuse et al., 2001; Saito et 

al., 2005; Ocloń e Pietras, 2011). Apesar de estudos mostrarem maior expressão do gene 

grelina (GHRL) no hipotálamo de animais submetidos ao estresse térmico crônico (Song 

et al., 2012), em nosso estudo, onde o período de avaliação foi de 24 horas, não 

observamos efeito de ambiente ou de sexo sobre a expressão deste gene. Por outro lado, 

Lei et al. (2013), avaliando aves em condição de estresse térmico agudo, também não 

observaram diferença na expressão do gene GHRL no hipotálamo, porém os mesmos 

encontraram maior nível de expressão para esse mesmo gene no proventrículo das aves, 
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sugerindo que a grelina oriunda desse tecido pode mediar o efeito anorexígeno induzido 

pelo estresse por calor.  

Nossos resultados indicam que o consumo de ração é função de diversos fatores 

ainda desconhecidos, e nos permite sugerir que os genes hipotalâmicos avaliados nesse 

estudo podem estar envolvidos nas diferenças observadas no consumo voluntário de 

ração entre animais de diferentes sexos e expostos a diferentes condições ambientais, e 

que esse controle do consumo ocorre em função do balanço entre a ação de substâncias 

orexígenas, NPY e AMPK, e anorexígenas, como o POMC.  
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IV. EFEITOS DO SEXO E DA IDADE SOBRE A EXPRESSÃO DE GENES 

RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPÍDICO EM FRANGOS DE CORTE 

 

 (Journal of Animal Science) 

 

RESUMO- No presente estudo objetivamos avaliar se as diferenças observadas na 

deposição de gordura corporal entre os frangos de corte, machos e fêmeas, são 

influenciadas pelo efeito do sexo e da idade dos animais sobre a expressão dos genes 

envolvidos no metabolismo lipídico. Para isso, frangos de corte machos e fêmeas, de 21 

e 42 dias de idade, mantidos em ambiente de conforto térmico, foram alimentados com 

dietas formuladas para atender suas necessidades nutricionais. Observamos efeito da 

interação entre sexo e idade (P=0,0451) sobre o consumo de ração. Comparando aves de 

42 dias de idade, observamos que machos apresentaram maior consumo. Com relação 

ao ganho de peso, observamos que machos e animais com 42 dias de idade 

apresentaram maior ganho de peso. Nós observamos efeito de interação entre sexo e 

idade sobre expressão dos genes acetil-CoAcarboxilase (ACC) (P<0,0001), ácido graxo 

sintase (FAS) (P<0,0001), adiponectina (ADIPOQ) (P<0,0001) e proteína quinase 

hepática B1 (LKB1) (P=0,0232). Fêmeas com 21 dias de idade apresentaram maior 

valor de expressão dos genes ACC e LKB1. Em relação ao gene FAS, maior nível de 

expressão foi observado em machos com 21 dias de idade. Para o gene ADIPOQ, 

encontramos maior expressão em fêmeas de 21 dias de idade. Não foi observada 

diferença entre a expressão nos machos com 21 dias e nas fêmeas de 42 dias de idade. 

Ambas as variáveis analisadas neste estudo mostraram efeito sobre a expressão dos 

genes proteína quinase ativada pelo AMP subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1) e 

apolipoproteína B (APOB). Maior expressão do gene AMPKα-1 foi observada nos 

machos e em animais com 21 dias de idade. A respeito da expressão do gene APOB, 

observamos maior expressão em fêmeas e em frangos com 42 dias de idade. A 

expressão do gene apolipoproteína A-I (APOA-I) foi influenciada somente pela idade, 

sendo observado maior nível de expressão em animais com 21 dias de idade. Nossos 

resultados sugerem que o padrão de expressão de genes relacionados ao metabolismo 

lipídico pode sofrer efeitos do sexo e da idade dos animais, sugerindo que a maior 

deposição de gordura geralmente observada em fêmeas e em animais mais velhos pode 

decorrer em função da maior expressão de genes relacionados à síntese de lipídeos 

como a ACC, FAS e APOB. Adicionalmente, nossos resultados nos permitem sugerir 
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que animais que necessitam de maior aporte energético, devido à maior taxa metabólica, 

podem lançar mão de rotas relacionadas à oxidação lipídica por meio da maior 

expressão dos genes LKB1, AMPKα-1, e APOA-I.  

Palavras-chave: metabolismo lipídico, sexo, idade, ácido graxo sintase, 

apolipoproteínas 

 

INTRODUÇÃO 

O maior teor de gordura corporal em frangos tem sido assunto de grande interesse, 

por estar relacionado à redução no rendimento de carcaça, e na aceitação do consumidor 

pelo produto (Emmerson, 1997). O acúmulo de gordura corporal é resultado da 

absorção, síntese e oxidação de lipídeos (Smink et al., 2010) que são determinados pelo 

balanço entre a lipogênese, que ocorre em sua maior parte no fígado de aves, e a lipólise 

(β-oxidação), que ocorre nas mitocôndrias (Kersten, 2001). 

A síntese de lipídeos é realizada pelas enzimas acetil-CoA-carboxilase (ACC) e 

ácido graxo sintase (FAS) (Harvey e Ferrier, 2012). A atividade da ACC pode ser 

influenciada por diversos fatores, como a disponibilidade de energia, o hormônio 

insulina, e pela proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que age fosforilando essa 

enzima e tornando-a inativa (Berg et al., 2012). A inativação da enzima ACC está 

relacionada ao predomínio do mecanismo de β-oxidação, que dessa maneira 

disponibiliza energia para o organismo (Zhou et al., 2001).  

O processo de deposição de gordura corporal em frangos machos e fêmeas 

apresenta algumas diferenças, sendo que fêmeas apresentam maior taxa de deposição de 

gordura que machos (Silva, 2012; Fouad e El-Senousey, 2014) em função de diferenças 

metabólicas e hormonais (Tor et al., 2002; Tumová e Teimouri, 2010). Assim como o 

sexo, a idade dos frangos também pode influenciar na taxa de deposição de gordura, já 

que maior conteúdo de gordura na carcaça é observado em frangos mais velhos em 

relação às aves mais novas (Zerehdaran et al., 2005; Nikolova et al., 2007). 

O transporte de lipídeos pelo organismo é realizado por meio de lipoproteínas, 

que contém em sua estrutura, além de lipídeos, apolipoproteínas (Ginsberg, 1998). A 

apolipoproteína A-I (apoA-I) é o principal componente proteico, presente nas 

lipoproteínas de alta densidade (HDL) (Fielding e Fielding, 1995), desempenhando, 

entre outras funções, o processo de transporte reverso do colesterol das células 

periféricas extra-hepáticas para o fígado, onde será metabolizado (Spady, 1999).  

Maiores níveis de HDL no plasma têm sido associados com a maior capacidade de 
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proteger o organismo contra a formação de placas aterogênicas, principalmente por 

realizar vital papel no transporte reverso do colesterol (Leança et al., 2010). Em frangos 

com baixa eficiência alimentar, a regulação negativa da expressão do gene APOA-I 

pode afetar a formação da HDL, prejudicando desse modo o processo de transporte 

reverso de colesterol a partir do tecido adiposo para o fígado (Zhuo et al., 2015). Esses 

autores sugerem ainda que a menor expressão do gene APOA-I pode resultar em maior 

acúmulo de gordura abdominal. Por outro lado, a apolipoproteína B (apoB) é o principal 

componente da lipoproteína de baixa densidade (LDL) (Novak e Bydlowski, 1996). A 

LDL realiza o transporte de lipídeos do fígado para as células corporais (Nelson e Cox, 

2011) e, segundo Couillard et al. (2002), a maior concentração de partículas 

lipoproteicas contendo apoB-48 e apoB-100 tem sido associada ao acúmulo de gordura 

abdominal. A maior expressão do gene APOB também tem sido relacionada com a 

deposição de gordura em frangos (Zhang e Shi, 2006).  

Nesse sentido, o presente estudo foi desenvolvido sob a hipótese de que as 

diferenças observadas na deposição de gordura corporal entre os frangos de sexos e 

idades diferentes podem ocorrer em função de diferenças na expressão de genes 

relacionados ao metabolismo de síntese e de oxidação lipídica. Portanto, nosso objetivo 

foi avaliar o desempenho animal e a expressão dos genes acetil-CoA-carboxilase 

(ACC), ácido graxo sintase (FAS), proteína quinase ativada por AMP subunidade 

catalítica α-1 (AMPKα-1), proteína quinase hepática B1 (LKB1), adiponectina 

(ADIPOQ), apolipoproteína A-I (APOA-I) e apolipoproteína B (APOB), em frangos de 

corte machos e fêmeas, de 21 e 42 dias de idade. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi conduzido de acordo com as especificações do comitê de ética da 

Universidade Estadual de Maringá.  

 

Animais e Desenho experimental 

Para realização do experimento, 60 fêmeas e 60 machos de frangos de corte (Cobb 

500) (Gallus gallus) de 1 dia de idade foram utilizados. O experimento foi conduzido 

em esquema fatorial 2 x 2, tendo sido avaliados dois sexos, e duas idades de abate. Os 

animais foram separados por sexo em gaiolas coletivas (10 animais por gaiola), sendo 

estas as unidades experimentais para os dados de desempenho. As aves foram criadas 
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em sala climatizada em temperatura de conforto térmico (de acordo com o manual da 

linhagem Cobb) até os 21 dias de idade, quando 20 animais de cada sexo foram pesados 

e abatidos por deslocamento cervical. Os 80 animais restantes continuaram a ser criados 

de maneira convencional, em temperatura de conforto térmico até os 42 dias de idade, 

quando 20 animais de cada sexo foram pesados e abatidos por deslocamento cervical. 

Durante o período experimental, os animais tiveram livre acesso à água e ração. A 

dieta foi balanceada para atender suas exigências nutricionais (Rostagno et al., 2011), e 

consistiu de uma ração baseada em milho e soja com 21,60% de proteína bruta e 3052 

Kcal/Kg de energia, e 19,70% de proteína bruta e 3170 Kcal/Kg de energia, nas fases 

inicial e de crescimento, respectivamente.  

Para calcular o ganho de peso, as aves foram pesadas com 1 dia de idade, com 21 

dias e com 42 dias de idade. O ganho de peso da fase inicial foi calculado como (peso 

das aves aos 21 dias – peso das aves com 1 dia)/ número de aves; o ganho de peso da 

fase de crescimento foi calculado como (peso das aves aos 42 dias de idade – peso das 

aves aos 21 dias)/ número de aves.  

O consumo de ração da fase inicial foi calculado como a diferença entre a 

quantidade de ração oferecida ao 1° dia de idade e as sobras ao final da fase 

experimental (21 dias). O consumo de ração da fase de crescimento foi calculado como 

a diferença entre a quantidade de ração oferecida no início da fase experimental (21 

dias) e as sobras ao final do experimento (42 dias de idade). O consumo de ração e o 

ganho de peso foram corrigidos para a mortalidade. 

 

Expressão Gênica 

Para as análises de expressão gênica, amostras de fígado foram coletadas a partir 

de seis frangos machos e seis frangos fêmeas, com 21 e 42 dias de idade. Essas 

amostras foram conservadas em nitrogênio líquido, e subsequentemente armazenadas 

em freezer a -80ºC até o momento da extração de RNA.  

O RNA foi extraído com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, 

USA) de acordo com as normas do fabricante, na proporção de 1 mL para cada 100 mg 

de tecido. Previamente todo o material utilizado foi tratado com inibidor de RNase - 

RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O tecido foi triturado com 

homogenizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a sua completa dissociação. Em 

seguida, 200 µL de clorofórmio foram adicionados nas amostras, que foram 

homogeneizadas manualmente por 1 minuto.  As amostras foram então centrifugadas 
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por 15 minutos a 13482 x g, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e transferida para um 

tubo limpo, adicionando em seguida 500 µL de isopropanol por tubo, e foi incubada a 

temperatura ambiente (25°C), por 10 minutos. Logo após, as amostras foram 

suavemente homogeneizadas, e centrifugadas por 10 minutos a 13482 x g, a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Mais 

uma vez o material foi centrifugado a 13482 x g por 5 minutos, e logo após a 

centrifugação o sobrenadante foi descartado. Por fim, deixamos o pelete secando por 15 

minutos e em seguida foi ressuspendido em água ultrapura livre de RNase. 

A concentração do RNA total foi mensurada via espectrofotômetro NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific), no comprimento de onda de 260 nm. E a integridade do RNA 

foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain e 

visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA total foram tratadas com DNase I 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. Para esta 

reação, adicionamos em um tubo estéril e RNA free 1 µg de RNA total, 1 µL de 10 X 

DNase I reaction buffer e 1 µL DNase I amplification grade (1 U/µL). A reação foi 

então incubada à temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida, inativamos a 

DNase I adicionando 1 µL de EDTA a 25 mM, e a reação foi aquecida a 65ºC por 10 

minutos. Essa etapa foi realizada para remoção de possível contaminação com DNA 

genômico.  

Para a síntese do DNA complementar (cDNA), utilizamos o kit SuperScript
TM

 III 

First Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) e as reações foram 

realizadas de acordo com as instruções do fabricante. Logo após a síntese de cDNA, as 

amostras foram armazenadas a -20ºC até o momento do uso. As reações de PCR (reação 

em cadeia da polimerase) em tempo real foram realizadas utilizando o composto 

fluorescente SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, 

USA). Esse composto quando em solução apresenta pouca fluorescência, mas durante 

os ciclos da PCR o acúmulo do corante nas regiões específicas de ligação na dupla 

hélice faz com que a fluorescência aumente a cada ciclo da reação, em razão direta a 

formação dos amplicons, podendo desta forma ser detectada e quantificada.  

Os primers utilizados nas reações de amplificação foram desenhados de acordo 

com Lei e Lixian (2012) e Jiang et al. (2014), com as sequências dos genes acetil-CoA-

carboxilase (ACC), ácido graxo sintase (FAS), proteína quinase hepática B1 (LKB1), 

proteína quinase ativada por AMP subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1), adiponectina 

(ADIPOQ), apolipoproteína A-I (APOA-I) e apolipoproteína B (APOB) depositados no 
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site www.ncbi.nlm.nih.gov (número de acesso NM_205505, J03860, NM_001045833, 

DQ302133, AY523637, NM_205525 e M18421, respectivamente) (Tabela 1). 

Foram testados dois controles endógenos, os genes da β-actina e do GAPDH, 

sendo utilizado o gene da β-actina (número de acesso L08165), por ter apresentado 

melhor eficiência na reação. Todas as análises foram realizadas em um volume de 25 

µL e em duplicatas. 

 

Tabela 1 - Sequências de primers utilizados na reação em cadeia da polimerase (PCR  

em tempo real - RT-qPCR) 

1
Amplicon, Pares de base 

2 
Temperatura de anelamento (ºC) 

3
ACC, Acetil-CoA-carboxilase; FAS, Ácido graxo sintase; ADIPOQ, Adiponectina; 

LKB1, Proteína quinase hepática B1; AMPKα-1, Proteína quinase ativada por AMP 

subunidade catalica α-1; APOA-I, Apolipoproteína A-I; APOB, Apolipoproteína B. 

Adaptado de Lei e Lixian (2012) e Jiang et al., (2014). 

 

 

Os primers analisados foram adequados para as reações de PCR em tempo real. 

As eficiências de amplificação foram semelhantes para todos os genes de interesse, com 

90% a 110% de eficiência. As análises da curva de dissociação não reveleram qualquer 

produto inespecífico ou formação de dímeros de primers, o que demonstra a 

confiabilidade dos dados estimados nas expressões de mRNA dos genes avaliados. A β-

actina utilizada como controle endógeno não mostrou nenhuma diferença significativa 

Gene Amplicom 

(pb)
1
 

Temperatura
 
(ºC)

2
 Sequências dos Primers (5’- 3’) Autor 

ACC 
3
 136 60

o
C AATGGCAGCTTTGGAGGTGT 

TCTGTTTGGGTGGGAGGTG 

Lei e Lixian, (2012) 

FAS 107 60
o
C CTATCGACACAGCCTGCTCCT 

CAGAATGTTGACCCCTCCTACC 

Lei e Lixian, (2012) 

LKB1 158 60
o
C TGAGAGGGATGCTTGAATACGA 

ACTTGTCCTTTGTTTCTGGGC 

Lei e Lixian, (2012) 

AMPKα-1 266 60
o
C CGGAGATAAACAGAAGCACGAG 

CGATTCAGGATCTTCACTGCAAC 

Lei e Lixian, (2012) 

ADIPOQ 86 60
o
C GCCAGGTCTACAAGGTGTCA 

CCATGTGTCCTGGAAATCCT 

Jiang et al., (2014) 

APOA-I 217 60°C GTGACCCTCGCTGTGCTCTT 

CACTCAGCGTGTCCAGGTTGT 

Jiang et al., (2014) 

APOB 196 60°C GACTTGGTTACACGCCTCA 

TAACTTGCCTGTTATGCTC 

Jiang et al., (2014) 

β- actina 136 60
o
C ACCCCAAAGCCAACAGA 

CCAGAGTCCATCACAATACC 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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entre as variáveis analisadas, o que confere eficiência a β-actina como controle 

endógeno.  

 

Análise estatística 

O método 2
-∆CT

 foi utilizado para as análises de expressão relativa e os resultados 

são expressos como unidade arbritária (UA). Os resultados foram apresentados como 

médias e desvios padrões. O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a 

normalidade dos dados. O experimento foi conduzido em um esquema fatorial inteiramente 

casualisado, tendo sido avaliado dois sexos (macho e fêmea), e duas idades (21 e 42 dias 

de idade). As médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey (P<0,05) (SAS Inst. 

Inc., Cary, NC, USA). 

 

RESULTADOS 

 

Desempenho 

Os efeitos da idade e do sexo sobre o consumo de ração e ganho de peso são 

mostrados na Tabela 2. Observamos efeito da interação entre sexo e idade (P=0,0451) 

sobre o consumo de ração. Comparando aves de 42 dias de idade, observamos que 

machos apresentaram maior consumo que fêmeas. Aos 21 dias, não houve diferença de 

consumo entre os sexos. 

Observamos efeito significativo do sexo e da idade sobre o ganho de peso. 

Machos apresentaram maior ganho de peso do que fêmeas (1,27 Kg vs 0,95 Kg, 

respectivamente); e animais com 42 dias de idade apresentaram maior ganho em relação 

aos animais com 21 dias (1,48 Kg vs 0,74 Kg, respectivamente).  
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Tabela 2 - Consumo de ração (CR) e ganho de peso (GP) em frangos de corte machos e 

fêmeas de 21 e 42 dias de idade  

a, b, c
 Médias em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes são 

significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05). 
 

 

Expressão gênica 

Na tabela 3 são apresentados os resultados da interação entre sexo e idade sobre a 

expressão dos genes acetil-CoA carboxilase (ACC), ácido graxo sintase (FAS), 

adiponectina (ADIPOQ) e proteína quinase hpática B1 (LKB1).  

Fêmeas com 21 dias de idade apresentaram maior valor de expressão dos genes 

ACC (23,15 UA) e LKB1 (1,87 UA). Em relação ao gene FAS, machos com 21 dias de 

idade apresentaram a maior expressão (12,04 UA), seguido pelas fêmeas com 42 dias 

(8,06 UA). 

Maior expressão do gene da ADIPOQ foi observada em fêmeas de 21 dias de 

idade. Não foi observada diferença entre a expressão desse gene em machos com 21 

dias e nas fêmeas de 42 dias de idade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           CR (Kg)           GP (Kg) 

  Média DP Média DP 

Macho 21 dias 0,92
c
 0,03 0,83 0,05 

 42 dias 2,54
a
 0,41 1,72 0,28 

Fêmea 21 dias 0,76
c
 0,01 0,64 0,01 

 42 dias 1,71
b
 0,26 1,25 0,30 

Efeitos principais     

Sexo Macho 1,73 0,92 1,27
a
 0,51 

 Fêmea 1,24 0,54 0,95
b
 0,38 

Idade 21 dias 0,84 0,09 0,74
b
 0,11 

 42 dias 2,12 0,55 1,48
a
 0,36 

Probabilidades     

Sexo                                                  0,0080          0,0239 

Idade           <0,0001          0,0002 

Interação            0,0451          0,2786 
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Tabela 3- Expressão dos genes ACC, FAS, ADIPOQ e LKB1 no fígado de frangos de 

corte machos e fêmeas de 21 e 42 dias de idade  

 a, b, c
 Médias em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes são significativamente 

 diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05). 
 1
ACC, Acetil-CoA-carboxilase; FAS, Ácido graxo sintase; ADIPOQ, Adiponectina; 

 LKB1, proteína quinase hepática B1. 
2
Expresso como unidade arbritária (UA). 

 

 

Ambas as varáveis analisadas neste trabalho mostraram efeito sobre a expressão 

dos genes proteína quinase ativada por AMP subunidade catalítica α-1 (AMPKα-1) e 

apolipoproteina B (APOB), como mostrado nas figuras 1 e 2, respectivamente. Podemos 

observar maior expressão do gene AMPKα-1 nos machos em relação às fêmeas (1,17 vs 

0,88 UA); e em animais com 21 dias de idade em relação aos de 42 dias (1,11 vs 0,95 

UA).  

 
 

Figura 1 - Expressão do gene proteína quinase ativada por AMP subunidade catalítica 

α-1 (AMPKα-1) no fígado de machos e fêmeas (A) e em aves de 21 e 42 dias de idade 

(B). Expresso como unidade arbritária (UA). Letras diferentes entre os tratamentos 

representam diferença estatisticamente significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).  

  ACC
1
 FAS ADIPOQ LKB1

2
 

  Média DP Média DP Média DP Média DP 

Macho 21 d 9,72
b
 2,64 12,04ª 2,60 0,05

c
 0,01 1,27

b
 0,19 

 42 d 5,79
b
 1,42 1,44

c
 0,93 0,09

b
 0,03 1,12

b
 0,46 

Fêmea 21 d 23,15ª 7,92 1,74
c
 0,15 0,17

a
 0,02 1,87

a
 0,24 

 42 d 0,68
c
 0,06 8,06

b
 1,14 0,04

c
 0,01 1,15

b
 0,14 

Efeitos principais         

Sexo Macho 7,75 2,88 6,74 5,84 0,07 0,03 1,19 0,34 

 Fêmea 11,91 12,89 4,90 3,39 0,11 0,07 1,51 0,42 

Idade 21 d 16,44 8,99 6,89 5,66 0,11 0,07 1,57 0,38 

 42 d 3,23 2,84 4,75 3,59 0,07 0,03 1,13 0,33 

Probabilidades         

Sexo 0,0258 0,0069 0,0003 0,0129 

Idade <0,0001 0,0022      <0,0001 0,0012 

Interação <0,0001       <0,0001      <0,0001 0,0232 
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A respeito da expressão do gene APOB, observamos maior expressão em fêmeas 

(274,19 UA), e em frangos com 42 dias de idade (515,43 UA). 

 

 
Figura 2 - Expressão do gene apolipoproteína B (APOB) no fígado de machos e fêmeas 

(A) e em aves de 21 e 42 dias de idade (B). Expresso como unidade arbritária (UA). 

Letras diferentes entre os tratamentos representam diferença estatisticamente 

significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). 

 

 

Na figura 3, podemos observar que somente a idade teve efeito sobre a expressão 

do gene apolipoproteina A-I (APOA-I), sendo que animais com 21 dias de idade tiveram 

maior nível de expressão que animais com 42 dias (3988,20 vs 2259,53 UA, 

respectivamente). 

 

 
Figura 3 - Expressão do gene apolipoproteína A-I (APOA-I) em aves de 21 e 42 dias de 

idade. Expresso como unidade arbritária (UA). Letras diferentes entre os tratamentos 

representam diferença estatisticamente significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). 
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DISCUSSÃO 

Na produção animal, características de desempenho como o consumo de ração e 

ganho de peso são determinantes para a avaliação do crescimento animal. No presente 

estudo, observamos que machos de 42 dias de idade apresentaram maior consumo de 

ração e ganho de peso em relação às fêmeas e aos animais de 21 dias. Estes resultados 

podem ser explicados pela diferença nas necessidades nutricionais entre os sexos e as 

idades. Essas diferenças possivelmente estão relacionadas com a maior taxa de 

crescimento observada nos machos, que está relacionada com a maior capacidade de 

consumo de ração, e que reflete em maior ganho de peso (Bertechini, 2012). 

O intenso processo de seleção genética em frangos permitiu que esses animais 

pudessem obter maior rendimento de carcaça em menor tempo de produção (Havenstein 

et al., 2003; Rekaya et al., 2013), entretanto, esse processo parece ter provocado 

também alterações fisiológicas relevantes durante o desenvolvimento dos animais, 

causando, entre outros fatores, aumento na deposição de gordura corporal das aves 

(Emmerson, 1997; Tumová e Teimouri, 2010). A gordura é um dos principais 

problemas enfrentados na indústria da carne de frango, podendo representar uma 

considerável fonte de perda no rendimento de carcaça e menor aceitação por parte dos 

consumidores (Gaya et al., 2006), além do fato de que grande parte dessa gordura não é 

fisiologicamente necessária (Choct et al., 2000). 

A deposição de gordura corporal nos animais é resultado da absorção, síntese e 

oxidação de lipídeos (Smink et al., 2010) que são determinados pelo balanço entre a 

lipogênese e lipólise (β-oxidação) (Kersten, 2001). O processo de lipogênese 

compreende a síntese de ácidos graxos, e subsequentemente de triacilglicerol, ocorrendo 

no citoplasma das células do tecido adiposo e do fígado, em resposta a dietas ricas em 

energia (carboidratos) (Kersten, 2001). A síntese de lipídeos, que em aves ocorre 

predominantemente no fígado (Musa e Chen, 2007; Bertechini, 2012), também ocorre 

em função da disponibilidade de substratos lipídicos sintetizados nesse órgão (Hermier, 

1997).  

Após absorção, os lipídeos são transportados no organismo através de 

lipoproteínas que contém em sua estrutura, além de lipídeos, apolipoproteínas como a 

apolipoproteína A-I (apoA-I), principal constituinte da fração proteica da lipoproteína 

de alta densidade (HDL) (Fielding e Fielding, 1995). A apoA-I desempenha importante 

função em associação com a HDL, como a realização do processo de transporte reverso 

do colesterol, das células periféricas extra-hepáticas para o fígado, onde é metabolizado 



83 

 

(Spady, 1999). Essa apolipoproteína pode ainda agir como um ligante para o 

transportador que promove o fluxo de colesterol livre das células (cassete ABCA-I) 

(Wang et al., 2000), e como cofator para a enzima lecitina colesterol aciltransferase 

(LCAT) (Parks et al., 1995), que catalisa a reação de esterificação do colesterol livre na 

lipoproteína HDL (Kunnen e Eck, 2012).  

Diversos estudos têm mostrado que a idade dos animais é um fator que está 

intimamente relacionado à deposição de gordura na carcaça, sendo o maior teor de 

gordura corporal observada em frangos mais velhos em relação às aves mais novas 

(Zerehdaran et al., 2005; Nikolova et al., 2007; Silva, 2012). Em nosso estudo, 

observamos que frangos com 42 dias apresentaram menor expressão do gene APOA-I 

do que frangos com 21dias de idade. Este resultado pode ajudar a explicar a maior 

deposição de gordura em aves mais velhas, já que, de acordo com Zhuo et al. (2015), a 

menor expressão do gene APOA-I pode afetar a formação da HDL, prejudicando desse 

modo o processo de transporte reverso de colesterol; dessa forma, esses autores sugerem 

que a menor expressão do gene APOA-I pode resultar em maior acúmulo de gordura 

abdominal.  

Por outro lado, a apolipoproteína B (apoB), necessária para a síntese e secreção de 

quilomicrons e lipoproteínas de muita baixa densidade (VLDL) (Ginsberg, 2002), 

desempenha, entre outras funções, importante papel na absorção e secreção de lipídeos 

(Cruz et al., 2015). Além disso, a apoB é o principal componente proteico da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) (Novak e Bydlowski, 1996), que realiza o 

transporte de lipídeos do fígado para as células corporais (Nelson e Cox, 2011). Em 

nosso trabalho, nós pudemos observar um maior nível de expressão do gene APOB em 

fêmeas e em animais com 42 dias de idade. Embora o mecanismo aprofundado que 

governa a deposição de gordura na carcaça não seja totalmente compreendido, nossos 

resultados sugerem que a maior expressão do gene APOB seria um dos possíveis 

contribuintes nesse processo para o maior teor de deposição de gordura corporal 

encontrado em fêmeas e aves de maior idade. Aparentemente, o acúmulo de gordura 

abdominal está associado com uma maior concentração de partículas lipoproteicas 

contendo apoB-48 e apoB-100 (Couillard et al., 2002).  

O complexo enzimático multifuncional acetil-CoA-carboxilase (ACC) é um dos 

principais responsáveis pela biossíntese de lipídeos, catalisando uma etapa limitante 

dessa reação (Kim et al., 1989; Berg et al., 2012; Harvey e Ferrier, 2012). A transcrição 

da ACC pode ser influenciada por diversos fatores, entre os quais fatores nutricionais 
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(carboidratos e gordura) e hormonais, como a insulina, o glucagon e tri-iodotironina 

(Yin et al., 2000; Talukdar e Hillgartner, 2006). Nós observamos nesse estudo que 

fêmeas com 21 dias de idade apresentaram maior valor de expressão do gene ACC, e de 

acordo com Fischer e Goodridge (1978) as fêmeas apresentam maior conteúdo de 

mRNA da ACC no fígado quando comparadas aos machos, e o aumento da atividade 

enzimática da ACC tem início por volta do 19º dia de incubação e continua após o 

período de eclosão, independentemente do estado nutricional das aves. Esse maior nível 

de conteúdo enzimático pode ser atribuído à maior taxa de síntese da ACC (Fischer e 

Goodridge, 1978), bem como ao maior nível de mRNA da ACC em frangos em 

crescimento (Takai et al., 1988).  

A síntese de lipídeos continua em uma sequência de reações repetitivas, que 

alonga a cadeia de ácido graxo em dois átomos de carbono, mediadas pela ação do 

sistema multienzimático ácido graxo sintase (FAS) (Harvey e Ferrier, 2012). De acordo 

com Back et al. (1986), o nível e a taxa de síntese da FAS está relacionado com a taxa 

de síntese de lipídeos no fígado dos animais em diferentes condições nutricionais e 

hormonais. No presente estudo, observamos efeito de interação entre sexo e idade sobre 

a expressão do gene ácido graxo sintase (FAS). Nas aves de 42 dias de idade, podemos 

verificar que fêmeas apresentaram maior expressão que machos e esse resultado está de 

acordo com Bertechini (2012), que sugere que as fêmeas a partir de 35 dias de idade 

depositam mais gordura na carcaça que machos. Durante o crescimento do animal, os 

hormônios que promovem o crescimento corporal serão substituídos por hormônios 

reprodutivos, causando mudança na composição do ganho de peso que, a partir desse 

ponto, se dará pelo acúmulo de gordura, portanto quanto maior for a idade de abate 

desses animais, maior será o teor de gordura na carcaça (Silva, 2012). 

O hormônio adiponectina, por meio de ligação ao seu receptor (adipoR1 e 

adipoR2), promove a fosforilação da proteína quinase ativada por AMP (AMPK) 

(Yamauchi et al., 2003), que por sua vez fosforila e inativa a enzima ACC. Esse 

hormônio ainda exerce influência sobre a ativação do receptor ativado por proliferador 

de peroxissoma α (PPARα) (You et al., 2005; Kadowaki et al., 2006), que regula a 

expressão de genes relacionados à oxidação de lipídeos como a acil-CoA-graxo de 

cadeia longa sintetase (Wang et al., 2009). Esses mecanismos em conjunto estimulam a 

via de oxidação dos lipídeos, e promovem redução na síntese de lipídeos, na inibição da 

expressão do fator de transcrição proteína 1c ligadora do elemento regulatório de esterol 

(SREBP1c) com consequente inibição da expressão genes envolvidos no processo de 
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lipogênese, como a acetil-CoA-carboxilase (ACC) e a ácido graxo sintase (FAS) (Wang 

et al., 2009), e esses efeitos causam redução na concentração de ácidos graxos no 

plasma sanguíneo (Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 2002).   

De acordo Sintubin et al. (2011), em frangos, a expressão do gene adiponectina 

(ADIPOQ) é maior em fêmeas do que em machos, e estudos sugerem que essa diferença 

observada parece ser em função de hormônios sexuais, como o estrógeno e a 

testosterona (Nishizawa et al., 2002; Xu et al., 2005). Além disso, Hendricks et al. 

(2009) demonstraram que frangos com oito semanas de idade apresentaram menor nível 

de adiponectina plasmática do que frangos com quatro semanas de idade. Os autores 

citam que além da idade, o aumento no conteúdo de gordura abdominal pode ter 

ocasionado declínio nos níveis de adiponectina circulante. E de acordo com esses 

autores, em nosso trabalho, também observamos maior expressão do gene adiponectina 

(ADIPOQ) em fêmeas mais jovens. Nesses mesmos animais, observamos também 

maior expressão do gene ACC, o que nos permite inferir que provavelmente exista um 

equilíbrio entre os processos de síntese e oxidação de lipídeos, prevenindo dessa 

maneira um acúmulo excessivo de gordura na carcaça.  

No fígado, a proteína quinase ativada por AMP (AMPK) tem sido reconhecida 

como uma importante via capaz de regular o metabolismo lipídico, em virtude da sua 

ação sobre enzimas lipogênicas (Zhou et al., 2001). Sua ação promove redução no 

processo de lipogênese e aumento na oxidação de lipídeos (Winder e Hardie, 1999). A 

ativação da AMPK ocorre quando o nível de energia orgânica (ATP) se encontra 

reduzida, e essa ativação pode ocorrer em função da fosforilação do resíduo de treonina 

172, presente na subunidade catalítica α da AMPK (Hawley et al., 2003). A proteína 

quinase hepática B1 (LKB1), caracterizada como um complexo heterotrimérico, é 

considerada como a principal via de ativação da AMPK, uma vez que sua deleção no 

fígado resultou na redução da fosforilação da AMPK (Shaw et al., 2005). Nossos 

resultados mostram que animais de 21 dias de idade apresentaram maior expressão dos 

genes LKB1 e AMPKα-1. O aumento na expressão desses genes pode indicar que o 

organismo encontra-se com maior exigência de energia, necessitando assim ativar vias 

metabólicas capazes de produzir ATP mediadas pela ação da AMPK, como é o caso de 

aves de 21 dias que apresentaram maiores taxas metabólicas em relação às aves de 42 

dias de idade.  

Estes resultados em conjunto contribuem para caracterizar alguns dos mecanismos 

que diferenciam machos de fêmeas, e animais de 21 de animais de 42 dias no que se 
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refere ao metabolismo lipídico. A maior deposição de gordura, geralmente observada 

em fêmeas (Silva, 2012) e em animais mais velhos (Zerehdaran et al., 2005), pode 

decorrer em função da maior expressão de genes relacionados à síntese de lipídeos 

como a ACC, FAS e APOB. Nossos resultados também permitem sugerir que animais 

que necessitam de maior quantidade de energia devido à maior taxa metabólica podem 

lançar mão de rotas relacionadas à maior oxidação lipídica, por meio da maior 

expressão dos genes LKB1, AMPK, e APOA-I.  
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V. METHIONINE IMPROVES CAPACITY OF BROILER RESPONSE TO 

OXIDATIVE STRESS 

(Animal Science Production) 

 

Abstract – The aim of the study was to evaluate the effects of heat stress (HS) and 

methionine supplementation on the markers of stress, and the expression of the genes 

for superoxide dismutase (SOD), thioredoxin (TRx), thioredoxin reductase 1 (TRxR1), 

methionine sulfoxide reductase A (MsrA), and cathepsin L2 (CSTL2) in broilers aged 1-

21 or 22-42 days. The broilers were divided into two treatments, one with the 

recommended level of methionine supplementation (MS) and one without methionine 

supplementation (MD). The animals were maintained at either a temperature of thermal 

comfort or under HS (38˚C for 24 hours). Starter period: We observed effects from the 

interaction between the diet and the temperature on the gene expression of TRxR1 (P = 

0.043) and MsrA (P = 0.0006). Expression of these genes was higher in the HS animals 

that received the MS diet than that with the MD diet. Grower period: The expression of 

the SOD, TRxR1 and MsrA genes, AST and CK activity, and creatinine content were 

influenced by both of the study variables (P < 0.05). In the HS animals, the expression 

of these genes, AST activity and creatinine content increased and CK activity 

decreased. In the animals on the MD diet, the gene expression and the AST and 

creatinine values were higher and the CK activity was lower than those for the birds on 

the MS diet. Highest ALT activity was observed in the HS animals on the MD diet (P 

<.0001). Our results indicated that under HS conditions, the supplementation with 

methionine mitigated the effects of the stress because the methionine contributed to the 

increased expression of the genes related to thioredoxin complex activity. 

Keywords: antioxidant, broiler, heat stress, oxidative stress, thioredoxin  
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Introduction 

The ambient temperature is one of the most diverse topics examined in the research on 

poultry production (Mujahid et al. 2005; Lin et al. 2006; Mujahid et al. 2006; Yang et 

al. 2010). When the temperature is above the thermal comfort zone, animals experience 

heat stress (HS), which causes many physiological and metabolic problems, including 

those that result in lower feed intake and reduced weight gain (Oliveira et al. 2006). 

Moreover, the effects of HS may also be related to oxidative stress (Mujahid et al. 

2006), which is defined as an imbalance between the production of reactive oxygen 

species (ROS) and the elimination of ROS caused by a deficiency in antioxidant 

mechanisms (Sies 1997). The reactive oxygen species are produced in typical aerobic 

metabolism (Halliwell 2007), with the most common forms being superoxide (O2
-.
), 

hydrogen peroxide (H2O2) and the hydroxyl radical (OH
.
) (Ray et al. 2012). 

Reactive oxygen species damage biomolecules such as DNA, proteins and lipids 

(Willemsen et al. 2011) and therefore are deleterious to the organism. One of the effects 

of HS that is common with oxidative stress is the alteration of the activity of some 

enzymes in the blood plasma, for example, a reduction in creatine kinase (CK) activity 

(Del Vesco et al. 2015; Melesse et al. 2011). Thus, to avoid further damage, the 

organism has several antioxidant defense mechanisms, which include enzymatic 

mechanisms such as those based on the actions of the enzyme superoxide dismutase 

(Aluwong et al. 2013), the glutathione systems (Mahmoud and Edens, 2003) and also 

nonenzymatic antioxidants (Birben et al. 2012). 

The essential amino acid methionine is one of the antioxidant nutrients that act to 

mitigate the deleterious effects of ROS to cells (Levine et al. 1996). In addition to 

involvement in glutathione synthesis (Swennen et al. 2011; Németh et al. 2004), the 

amino acid methionine has a direct protective effect against oxidative stress (Levine et 

al. 2000; Moskovitz et al. 2001). When reacting with ROS, methionine is oxidized 

reversibly to methionine sulfoxide. The enzyme methionine sulfoxide reductase A 

(MsrA) then catalyzes the reduction reaction of methionine sulfoxide back to 

methionine (Weissbach et al. 2005). After the reduction, the methionine residues in 

proteins are available again for reactions with ROS. The process of reducing the 

methionine sulfoxide is dependent on the action of the enzyme thioredoxin (TRx). In 

this reaction, the thioredoxin is oxidized and then is reduced through the reactions 

catalyzed by thioredoxin reductase (TRxR1), with the energy provided by NADPH 

(Koháryová and Kollárová 2008). The coordinated and complex enzymatic cycle results 
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in the catalytic removal of reactive species of nitrogen and oxygen (reviewed by Luo 

and Levine 2009). 

Therefore, this study was based on the assumption that HS would increase the 

production of ROS and that methionine supplementation would help to combat ROS to 

minimize the deleterious effects induced by HS. To test this hypothesis, we evaluated 

the effects of HS and methionine supplementation on the expression of the genes 

involved in the metabolism of ROS elimination (i.e., SOD, TRx, TRxR1 and MsrA), on 

the expression of the gene for cathepsin L2 (CSTL2), and on the levels of stress markers 

in the blood plasma of broilers aged 1-21 or 22-42 days. 

 

Materials and Methods 

The guidelines of the Committee on Animal Care of the Universidade Estadual de 

Maringá, Brazil, were followed in the performance of this experiment. 

 

Experimental Design and Animals 

Experiment 1: Starter period, age 1-21 d 

A total of 240 male broilers (Cobb 500) (Gallus gallus) were used in the starter period 

experiment. The experiment was a completely randomized factorial design, with 2 

thermal environments (thermal comfort zone or heat stress at 38°C for 24 h) x 2 levels 

of methionine supplementation (without supplementation of methionine - MD or with 

supplementation of methionine at the recommended level – MS, (Rostagno et al. 2011)) 

(Table 1). The animals were distributed in the four treatments with four replicates 

(pens) per treatment, and each replicate contained 15 birds. Throughout the 

experimental period, the animals had free access to food and water. 

All the animals were raised in a climate-controlled room in the thermal comfort zone 

(according to the Cobb guide) until 20 d of age, and then 120 animals (60 from each 

diet) were acutely stressed with heat at 38°C for 24 h. After 24 h, the animals from both 

groups (comfort zone and heat stress) were slaughtered by cervical dislocation at 21 d. 

Before slaughter, the rectal temperature was measured in both groups. 

To calculate the weight gain of the broilers from the thermal comfort zone, animals 

were weighed on days 20 and 21 of the starter period. To calculate the weight gain of 

the animals under heat stress, the specimens were weighed at the beginning (day 20) 

and at the end of the stress period (day 21). The feed intake was calculated as the 

difference between the amounts of feed offered at day 20 and the feed residues at the 
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end of the trial (day 21) in both environments. The feed intake and the weight gain were 

corrected for mortality. 

 

Experiment 2: Grower period, age 22-42 d 

A total of 240 male broilers (Cobb 500) (Gallus gallus) were used for the grower period 

experiment. Animals were raised conventionally until 21 d and were fed a balanced diet 

based on the nutritional demands (Rostagno et al. 2011) (Table 1). After 21 d, the 

animals were divided how they were in the first experiment. All animals were raised in 

a climate-controlled room in the thermal comfort zone (according to Cobb guide) until 

41 d of age, and then 120 animals (60 from each diet) were acutely stressed with heat at 

38°C for 24 h. After 24 h, animals from both groups (comfort zone and heat stress) were 

slaughtered by cervical dislocation at 42 d. Before slaughter, the rectal temperature was 

measured in both groups. 

To calculate the weight gain of the broilers in the thermal comfort zone, animals were 

weighed on days 41 and 42 of the grower period. To calculate the weight gain of the 

animals under heat stress, they were weighed at the beginning (day 41) and at the end of 

the stress period (day 42). The feed intake was calculated as the difference between the 

amounts of feed offered on day 41 and the feed residues at the end of the trial (day 42) 

for the broilers in both environments. The feed intake and the weight gain were 

corrected for mortality. 
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Table 1- Experimental diets centesimal composition (expressed as-fed basis) 

 Starter period Grower period 

Ingredients MD
1
 MS MD MS  

Corn 7.8% CP 550.75 542.20 600.00 591.85  

Soy bean meal 46.0% CP 373.00 374.00 324.00 325.00  

Soy oil 39.00 42.00 46.00 49.00  

Salt 4.50 4.50 4.30 4.30  

Calcareous 38%  11.60 11.60 9.30 9.25  

Dicalcium phosphate 20% 15.25 15.30 10.65 10.70  

Methionine hydroxy analogue - 4.50 - 4.20  

L- Lysine HCl 78% 1.55 1.55 1.55 1.55  

L-Treonine 78% 0.35 0.35 0.20 0.20  

Premix
2
 4.00 4.00 4.00 4.00  

Total 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00  

Composition analysis
 
(%)      

CP 21.61 21.60 19.73 19.71  

Lysine digestible 1.19 1.20 1.08 1.08  

Met+Cis digestible 0.58 0.88 0.54 0.81  

Treonine digestible 0.78 0.78 0.70 0.70  

Triptophane digestible 0.24 0.24 0.22 0.22  

Valine digestible 0.92 0.92 0.84 0.84  

Isoleucine digestible 0.86 0.86 0.77 0.77  

Arginine digestible 1.38 1.38 1.24 1.24  

Composition Calculated (%)     

Ca 0.88 0.88 0.68 0.68  

P 0.45 0.45 0.35 0.35  

Na 0.20 0.20 0.19 0.19  

AME (kcal/kg) 3052.51 3052.24 3169.60 3170.48  
1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation; 

2
Supplied 

by kilogram of diet: retinyl-acetate, 3.44 mg; cholecalciferol, 50 µg; DL-α-tocopherol, 15 mg; 

thiamine, 1.63 mg; riboflavin, 4.9 mg; pyridoxine, 3.26 mg; cyanocobalamin, 12 µg; D-

pantothenic acid, 9.8 mg; D-biotin, 0.1 mg; menadione, 2.4 mg; folic acid, 0.82 mg; 

niacinamide, 35 mg; selenium, 0.2 mg; iron, 35 mg; copper,  8 mg; manganese, 60 mg; zinc, 50 

mg; I, 1 mg; choline, 650 mg; salinomycin, 60 mg; avilamycin, 5 mg; butyl hydroxy toluene, 80 

mg. The digestibility coefficient suggested by Rostagno et al. (2011) was used to obtain 

digestible amino acids. AME: apparent metabolizable energy.  

 

Plasma analyses 

 

At the end of each trial period, simultaneous with the slaughter, the blood was collected 

from five animals per treatment for the analyses of the contents of homocysteine, uric 

acid and creatinine and the plasma activities of creatine kinase (CK), alanine 

aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST). Blood was collected 
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from the jugular vein into heparin tubes and was kept on ice. After centrifugation (3.024 

× g, 10 min, 4°C), plasma was collected and was stored at -20ºC until further analyses.  

The plasma homocysteine content was determined with the ADVIA Centaur (Siemens 

Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL) system using the chemiluminescence method 

with the kit 09087913 (Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL). The uric acid 

and the creatinine content and the ALT, AST, and creatine kinase activity analyses were 

performed based on colorimetric methods with the following kits: uric acid - MS 

80022230171; creatinine-PP – MS 80022230066; ALT - MS 80022230086; AST – MS 

80022230083; and CK-NAC-PP - MS 80022230088. The manufacturer’s 

recommendations for the kits were followed (Gold Analisa, Belo Horizonte, Minas 

Gerais, Brazil). The enzymatic activity of ALT and AST in the samples were calculated 

based on the decrease in absorbance at 340 nm when NADH was converted to NAD+. 

One unit (U) of creatine kinase activity was defined as the amount of enzyme required 

to convert 1 mmol of creatine into CrP/min at 37°C, pH 9.0. 

 

Gene expression 

For the analyses of gene expression levels, liver samples were collected from five 

animals from the four treatments for both the starter and the grower periods, which were 

stored in RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, São Paulo, Brazil) at -20ºC until the 

total RNA extraction. 

The total RNA was extracted using Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

according to the manufacturer’s instructions (1 mL per 100 mg of tissue). All the 

materials used were previously treated with the RNase inhibitor RNase AWAY® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The total RNA concentration was measured with a 

spectrophotometer at a wavelength of 260 nm. The RNA integrity was analyzed using a 

1% agarose gel that was stained with 10% ethidium bromide and that was visualized 

under ultraviolet light. The RNA samples were treated with DNase I (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions to remove possible 

genomic DNA contamination. 

A SuperScript
TM

 III First-Strand Synthesis Super Mix kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) was used for the cDNA synthesis, according to the manufacturer’s instructions. 

Samples were stored at -20ºC until further use.  
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The real-time PCR reactions were performed using the fluorescent dye SYBR GREEN 

(SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). All the 

reactions were analyzed under the same conditions and were normalized to the ROX 

Reference Dye (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to correct for fluctuations in the 

readings caused by evaporation during the reaction.  

The primers used in the SOD, CTSL2, TRx, TRxR1, and MsrA amplification reactions 

were designed based on the gene sequences deposited at www.ncbi.nlm.nih.gov 

(accession numbers: NM_205064.1, NM_001168009.1, NM_205453, 

NM_001030762.2, and XM_004935891, respectively) using the site www.idtdna.com 

(Table 2). Two endogenous controls ß-actin and GAPDH were used, and ß-actin 

(accession number L08165) was selected because the amplification of ß-actin was more 

efficient. All the analyses were performed in duplicate, each one in a volume of 25 µL. 

 

Table 2- Primer sequences used for quantitative real-time polymerase chain reaction 

Gene Amplicom 

(bp) 

Annealing 

Temperature (ºC) 

Primer sequence (5’- 3’) 

SOD 126 60
o
C TGGACCTCGTTTAGCTTGTG 

ACACGGAAGAGCAAGTACAG 

CTSL2 80 60
o
C GAAGTCAGAAAGGAAGTACAGAGG 

CTCTCCAGTCAACAGATCGTG 

TRx 78 60
o
C AAGGTGCAGGAATTCTCTGG 

CATGGCGGGAGATTAGACTAG 

TRxR1 149 60
o
C TGAACAAAGAGCCATCCTGAC 

ACGCAGATAACATCCCCAATG 

MsrA 76 60
o
C ATGACCCGACACAAGGAATG 

TGGGAAAAGGTGTAGATGGC 

β- actin 136 60
o
C ACCCCAAAGCCAACAGA 

CCAGAGTCCATCACAATACC 

 

The primers for the analyzed genes were adequate for the real-time PCR 

analyses. The amplification efficiencies were similar for the genes of interest, with 90% 

to 110% efficiency. The analyses of the dissociation curves did not reveal any 

unspecified products or the formation of primer dimers, which demonstrated the 

reliability of the data in the estimated mRNA expressions of the evaluated genes. The β-

actin used as the endogenous control did not show any statistically significant 

differences among the treatments, which verified the efficiency of ß-actin as the 

endogenous control.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.idtdna.com/
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Statistical analyses 

The statistical analyses were performed separately for each period. The 2
-∆CT

 method 

was used to analyze the relative expressions. The results are expressed as averages and 

standard deviations. The UNIVARIATE procedure was applied to evaluate the 

normality of the data. The experiment was a completely randomized factorial design, 

with 2 thermal environments (thermal comfort and heat stress) and 2 levels of 

methionine supplementation (MD and MS). The averages were compared using Tukey’s 

tests (P < 0.05) (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). 

 

Results 

Performance 

Regardless of the experimental period (1-21 or 22-42 days of age), we observed that the 

acute heat stress (38°C for 24 hours) increased the body temperatures of the birds: 

40.42ºC ± 0.62 (thermal comfort) vs. 41.78ºC ± 0.35 (HS) (P < 0.0001) for the animals 

in the starter period and 41.31ºC ± 0.63 vs. 42.44ºC ± 0.58 (P < 0.0001) for the animals 

in the grower period. 

The weight gain (WG), the feed intake (FI), and the proportional weights of the liver, 

heart, abdominal fat, breast and legs of the animals from the starter and the grower 

periods are shown in Tables 3 and 4, respectively. 

The animals exposed to HS from the starter period had lower weight gain (P < 0.0001) 

and lower feed intake (P < 0.0001). For the methionine supplementation, the animals on 

the MS diet had a higher abdominal fat content than that of the animals fed the MD diet 

(P = 0.0120).  

The animals from the grower period in the thermal comfort zone had higher weight gain 

(P = 0.0004) and abdominal fat content (P = 0.0048) than those of the HS-treated 

animals. For the methionine supplementation, the lowest abdominal fat content and the 

highest proportional weight of the breast were observed in the animals that were fed the 

MS diet. We also observed an environment x diet interaction effect on the feed intake (P 

= 0.0400); the animals that remained in the thermal comfort zone and that were fed the 

MS diet had the highest feed intake. In the HS environment, the differences between the 

MD and the MS diets were not significant. 
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Table 3- Weight gain (WG), feed intake (FI), and proportional weight of organs and cuts of broilers from the starter period  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a, b
 Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05). 

1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 
                                              WG                       FI   

Proportional weight (%) 
       Breast                         Legs                      Liver                  Heart           Abdominal fat 

  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort  MD
1 0.04 0.01 0.09 0.01 21.05 1.57 21.21 0.66 2.49 0.32 0.52 0.13 1.10 0.26 

  MS 0.04 0.01 0.08 0.01 23.18 1.48 20.48 1.14 2.35 0.22 0.48 0.08 1.34 0.24 

Stress  MD 0.01 0.01 0.07 0.01 22.96 0.44 20.50 0.77 2.15 0.17 0.40 0.03 1.08 0.30 
  MS 0.02 0.01 0.06 0.01 23.97 0.91 20.00 1.79 2.35 0.46 0.46 0.08 1.81 0.32 

Main effects 
Enviroment    Comfort  0.04

a
     0.01 0.09

a 0.01 22.12 1.81 20.85 0.94 2.42 0.27 0.50 0.10 1.22 0.27 
 Stress   0.01

b 0.01 0.07
b 0.01 23.47 0.85 20.25 1.26 2.25 0.33 0.43 0.06 1.44 0.49 

Diet MD   0.03 0.01 0.08 0.01 21.87
b 1.53 20.91 0.75 2.34 0.31 0.47 0.11 1.09

b 0.25 
 MS   0.03 0.02 0.07 0.01 23.52

a 1.25 20.28 1.34 2.35 0.31 0.47 0.07 1.54
a 0.36 

Probabilities 
Environment     <.0001      <.0001          0.0764         0.3560      0.3299       0.2153      0.1611  
Diet      0.0633      0.1584          0.0350         0.3224      0.9629       0.9848      0.0120  
Interaction      0.3301      0.5654          0.4339         0.8569      0.3163       0.3159      0.1275  
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   Table 4- Weight gain (WG), feed intake (FI), and proportional weight of organs and cuts of broilers from the grower period  

           a, b,c
 Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05). 

          1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation. 

 
                                  WG                     FI 

                                                          Proportional weight (%) 

        Breast                     Legs                         Liver                Heart         Abdominal fat 

  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort  MD
1   0.08 0.01 0.13

b 0.02 28.87 0.85 21.89 1.54 1.52 0.06 0.33 0.05 2.13 0.45 
  MS   0.08 0.01 0.15

a 0.01 30.46 2.38 20.25 1.14 1.48 0.25 0.36 0.09 1.74 0.12 

Stress  MD -0.34 0.26 0.07
c 0.01 27.30 1.60 23.31 0.05 1.40 0.23 0.31 0.05 1.76 0.09 

  MS -0.16 0.06 0.07
c 0.01 30.39 1.85 21.26 0.61 1.50 0.07 0.35 0.02 1.09 0.11 

Main effects 
Environment  Comfort  0.08

a 0.01 0.14 0.02 29.67 1.86 21.07 1.53 1.50 0.17 0.34 0.07 1.94
a 0.37 

 Stress -0.25
b 0.20 0.07 0.01 28.85 2.29 22.28 1.19 1.45 0.16 0.33 0.04 1.42

b 0.38 

Diet MD -0.13 0.28 0.10 0.03 28.20
b 1.39 22.50 1.33 1.47 0.15 0.32 0.05 1.97

a 0.38 
 MS -0.04 0.13 0.11 0.04 30.43

a 2.00 20.68 1.03 1.49 0.18 0.35 0.06 1.46
b 0.36 

Probabilities 
Environment   0.0004  <.0001  0.4105        0.0647  0.6492  0.6297   0.0048 

Diet  0.1988  0.1964  0.0397        0.1107  0.8248  0.2875   0.0043 

Interaction  0.2086  0.0400  0.4517        0.7346  0.4881  0.8525   0.3458 
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Gene expression 

The gene expression levels in the birds from the starter period for the two diets and the 

two environments are shown in Table 5. The gene expression levels of TRxR1 (P = 

0.0403) and MsrA (P = 0.0006) in the liver were influenced by the interaction between 

the temperature and the diet. The animals that experienced heat stress with the MS diet 

had the highest expression levels of the TRxR1 (7.51 AU) and the MsrA (0.12 AU) 

genes, and the values were lower in the animals that remained in the thermal comfort 

zone on the MD diet. 

The gene expression of SOD was influenced by both methionine supplementation (P < 

0.0001) and heat stress (P < 0.0001). The SOD gene expression levels were higher in 

the animals that received the MS diet than in the animals on the MD diet, and the levels 

were higher in the HS animals than in the animals maintained in the thermal comfort 

zone. 

 

Table 5- SOD, CTSL2, TRx, TRxR 1, and MsrA gene expression in the liver of broilers 

from the starter  

  SOD CTSL2 TRx           TRxR1                    MsrA
2
 

  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort MD
1
 4.92 1.26 0.33 0.07 4.13 2.58 0.62

c
 0.24 0.05

c
 0.01 

 MS 9.28 0.56 0.36 0.08 2.24 1.73 0.74
bc

 0.40 0.07
b
 0.01 

Stress MD 8.51 1.58 0.35 0.08 2.96 1.11 3.35
b
 0.85 0.06

bc
 0.01 

 MS 11.71 1.28 0.57 0.31 2.57 1.74 7.51
a
 4.41 0.12

a
 0.02 

Main effects           

Environment Comfort 7.10
b
 2.46 0.35 0.07 3.19 2.32 0.68 0.32 0.06 0.01 

 Stress 10.11
a
 2.16 0.46 0.24 2.77 1.41 5.43 3.72 0.09 0.04 

Diet MD 6.71
b
 2.32 0.34 0.07 3.54 1.99 1.98 1.54 0.05 0.01 

 MS 10.50
a
 1.58 0.47 0.24 2.41 1.67 4.13 4.63 0.10 0.03 

Probabilities           

Environment                             <.0001 0.1057 0.5891  <.0001       <.0001 

Diet    <.0001 0.0737 0.1509         0.0306       <.0001 

Interaction    0.2599 0.1934        0.3342         0.0403        0.0006 
a, b,c

 Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly 

different (P<0.05). 
1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation. 

2
Expressed as arbitrary unity (AU). 

 

In the grower phase, the effect of the interaction between diet and temperature was not 

significant for the expression of any of the genes (Table 6). However, the expression of 

the SOD, TRxR1 and MsrA genes was influenced by both study variables. The 
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expression of these genes increased in the HS animals compared with the animals in the 

thermal comfort zone. For the methionine supplementation, the animals on the MS diet 

had higher levels of expression than those of the birds on the MD diet.  

 

Table 6- SOD, CTSL2, TRx, TRxR 1, and MsrA gene expression in the liver of broilers 

from the grower period  

         SOD     CTSL2   TRx               TRxR1              MsrA 
2
           

   Mean      SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort  MD
1
   8.67      2.13 0.52 0.28 3.73 2.22 0.80 0.19 0.08 0.05 

  MS  11.21      3.87 0.56 0.21 2.49 1.42 1.10 0.44 0.10 0.01 

Stress  MD  12.73      1.63 0.52 0.15 2.41 0.20 1.42 0.33 0.10 0.01 

  MS  15.33      1.13 0.48 0.29 2.58 0.51 2.18 1.06 0.16 0.05 

Main effects           

Environment Comfort  9.94
b
       3.26 0.54 0.24 3.11 1.89 0.95

b
 0.36 0.09

b
 0.04 

 Stress 14.03
a
       1.91 0.50 0.22 2.50 0.38 1.80

a
 0.85 0.13

a
 0.05 

Diet MD 10.70
b
       2.79 0.52 0.21 3.07 1.65 1.11

b
 0.42 0.09

b
 0.04 

 MS 13.27
a
       3.47 0.52 0.24 2.54 1.02 1.64

a
 0.96 0.13

a
 0.04 

Probabilities           

Environment                          0.0005      0.6502     0.2761     0.0026      0.0307 

Diet 

Interaction 

0.0172 

0.9763 

     0.9966 

     0.6878 

    0.3411 

    0.2147 

    0.0437 

    0.3719 

     0.0140 

     0.1841                
a, b 

Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly 

different (P<0.05). 
1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation. 

2
Expressed as arbitrary unity (AU). 

 

 

Plasma analyses 

The thermal environment was the only influence on the homocysteine content in the 

animals in the starter (P = 0.0071) and the grower phases (P = 0.0046). The HS-treated 

animals from both phases had lower contents of homocysteine than those of the birds 

that remained at the thermal comfort temperature (117.37 vs. 184.88 and 126.15 vs. 

194.38, respectively; Fig. 1). 
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Fig. 1. Methionine supplementation and environment effects on plasma homocysteine 

content of birds from the starter (A) and grower (B) period. The results are expressed as 

µmol/L. The results are shown as the average, and the standard deviation is represented 

by the vertical bars. The different letters between the treatment groups represent a 

significant difference (P<0.05). HS, heat stress; MD, methionine deficient; MS, 

recommended level of methionine supplementation.  

 

The effects of methionine supplementation and high temperature on the plasma analyses 

from the starter period are shown in Table 7.  

An effect of the interaction between the two factors on the creatinine content (P = 

0.0042) and ALT activity (P <.0001) was observed. The highest value of creatinine was 

observed in the animals that were maintained in the thermal comfort zone and fed the 

MD diet (0.88 mg/dL). The highest value of ALT activity was found in the animals that 

experienced heat stress with the MD diet (24.67 U/L), and the lowest values were found 

in animals that remained at the thermal comfort temperature, independent of the diet.  

We observed an effect of the thermal environmental on CK activity (P < 0.0001), with 

lower activity found in the HS animals than in those without the heat stress. 

Additionally, methionine supplementation (P = 0.0449) and thermal environment (P < 

0.0001) affected the uric acid content, with the highest values occurring in the animals 

on the MS diet and in the animals in the thermal comfort zone. 

The treatments did not affect the AST activity in the birds that were 1-21 days of age.
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Table 7- Plasma analyses of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and 

                 creatine kinase (CK) activity, and uric acid and creatinine content of broilers from the starter period 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                a, b,c
 Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05). 

              1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation. 

 

    ALT, U/L     AST, U/L Uric acid 

  mg/dL 

               Creatinine,            CK, U/L 

                  mg/dL             

  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort MD
1
 4.83

c
 0.98 295.83 36.13 6.47 1.71 0.88

a
 0.05 545.03 96.56 

 MS 3.83
c
 1.33 250.00 39.31 7.68 1.19 0.74

b
 0.01 603.30 14.18 

Stress MD 24.67
a
 6.02 292.50 50.88 1.73 0.61 0.67

b
 0.11 323.80 113.54 

 MS 9.83
b
 2.23 274.67 38.18 2.68 1.18 0.70

b
 0.05 337.30 121.43 

Main effects           

Environment Comfort 4.33 1.23 272.92 43.23 7.07
a
 1.55 0.81 0.08 574.17

a
 72.49 

 Stress 17.25 8.87 283.58 43.89 2.21
b
 1.03 0.68 0.08 330.55

b
 112.30 

Diet MD 14.75 11.14 294.17 42.11 4.10
b
 2.76 0.77 0.14 434.42

 
153.12 

 MS 6.83 3.59 262.33 39.12 5.18
a
 2.85 0.72 0.04 470.30 161.53 

Probabilities           

Environment                         <.0001 0.5363        <.0001 0.0002          <.0001 

Diet  <.0001 0.0751        0.0449        0.0667          0.3727 

Interaction  <.0001 0.4186        0.7950        0.0042          0.5758 
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The effects of methionine supplementation and high temperature on the plasma analyses for 

the grower period are shown in Table 8. 

The interaction between temperature and diet influenced the plasma ALT (P <.0001) activity. 

The highest ALT activity was observed in the HS animals on the MD diet (10.00 U/L).   

Both of the study variables influenced the AST and CK activity levels and the creatinine 

content. The HS animals had increased levels of AST activity and creatinine content and 

decreased levels of CK activity. Regarding the diet, the AST and creatinine values were 

higher and the CK activity level was lower in the animals on the MD diet than those on the 

MS diet. 

We also observed an environmental effect on the uric acid content (P < 0.0001), with a lower 

value found in the HS animals than in those of the thermal comfort zone (4.27 vs. 2.16 

mg/dL). 
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Table 8- Plasma analyses of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and 

                         creatine kinase (CK) activity, and uric acid and creatinine content of broilers from the grower period 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                     a, b,c
 Mean values within a column with unlike superscript letters were significantly different (P<0.05). 

                                     1
MD, methionine deficient; MS, recommended level of methionine supplementation.

    ALT, U/L     AST,U/L      Uric acid,             Creatinine,            CK, U/L 

       mg/dL                  mg/dL             

  Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 

Comfort MD
1
 5.67

c
 0.52 365.67 75.41 3.92 0.89 0.38 0.03 1538.95 99.38 

 MS 6.50
b
 1.22 271.83 45.81 4.63 0.08 0.32 0.03 1806.52 979.62 

Stress MD 10.00
a
 0.01 409.83 34.01 2.05 1.02 0.42 0.01 534.28 115.17 

 MS 5.00
c
 0.01 345.83 69.94 2.27 0.60 0.38 0.03 1434.33 175.29 

Main effects           

Environment Comfort 6.08 0.10 318.75
b
 77.07 4.27

a
 0.71 0.35

b
 0.04 1672.73

a
 678.39 

 Stress 7.50 2.61 377.83
a
 62.18 2.16

b
 0.81 0.40

a
 0.03 984.31

b
 490.85 

Diet MD 7.83 2.29 387.75
a
 60.36 2.98 1.34 0.40

a
 0.03 1036.62

b
 534.60 

 MS 5.75 1.14 308.83
b
 68.34 3.45 1.30 0.35

b
 0.04 1620.42

a
 698.53 

Probabilities           

Environment                        <.0001 0.0231  <.0001 0.0002    0.0032 

Diet <.0001 0.0037  0.1414       0.0002             0.0101 

Interaction <.0001 0.5414  0.4218       0.3854             0.1395 
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Discussion 

The high production rates observed in broiler chickens are the result of not only intense 

animal breeding and rigorously balanced nutrition but also the structural changes that 

have occurred in the chickens through the years. The environmental temperature is a 

factor that directly affects the rates of production, and therefore, temperature remains 

the subject of many studies (Mashaly et al. 2004; Song et al. 2014) 

The elevated temperatures cause a state of thermal stress in the chickens, which 

negatively affects the feed intake with the consequent reductions in body weight and 

poor animal development (Smith 1993). Thus, as expected, in this study we observed 

that the birds subjected to HS (38°C for 24 hours) had lower feed intake and lower body 

weight gain. The lower feed intake was a response by the animal to alleviate the 

increase in body temperature that was observed in the birds that were exposed to HS 

because the processes of digestion, absorption and metabolism of nutrients generate 

high levels of metabolic heat (Ferket and Genart 2006). Additionally, studies have 

shown an effect of heat stress on the expression of ghrelin in the glandular stomach and 

intestines of broilers, which suggested that this gene might be involved in the reduced 

feed intake that was induced by thermal stress (Lei et al. 2013; Song et al. 2012). 

The reduced weight gain observed in the HS-treated animals occurred not only because 

of lower feed intake but also because of complex metabolic mechanisms (Lara and 

Rostagno 2013). When the animals are in organic homeostasis, a balance occurs 

between the anabolism and the catabolism of proteins; however, in the situations in 

which the birds suffer some type of stress with consequent metabolic and physiological 

changes, the balance is disrupted, with many indications of a state of metabolic stress 

(Ognik and Sembratowicz 2012). The pituitary gland synthesizes and releases growth 

hormone (GH), which acts on the entire body to promote growth. The action of GH is 

primarily through the insulin-like growth factor I (IGF-I). The action of GH coupled 

with IGF-I was previously observed in birds in studies that concluded that high levels of 

IGF-I were associated with an increase in body growth (Conlon and Kita 2002). When 

the birds are stressed by heat, the IGF-I levels are reduced (Willemsen et al. 2011), 

leading to decreased rates of protein synthesis and increased rates of protein 

degradation, which provide another explanation for the reduced weight gain. 

In addition to the ambient temperature, the diet also influences the expression of the 

genes related to growth (Katsumata et al. 2002; Stubbs et al. 2002). Methionine 
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supplementation is correlated with higher protein deposition because the 

supplementation stimulates a greater expression of the genes related to the synthesis of 

proteins but reduces the expression of the genes related to the degradation of proteins 

(Tesseraud et al. 2007). One of the markers of metabolic protein degradation is the 

concentration of plasma creatinine. The levels of creatinine are typically related to 

kidney function, but in some cases the highest blood concentrations of creatinine are 

explained by increased muscular activity and not strictly by a renal lesion (Fernandes 

and Larsson 2000). In our study, the highest concentration of plasma creatinine in the 

21-d-old birds was observed in animals fed the MD diet. In this growth period, the 

animals require more proteins for muscle deposition because of the higher growth rates 

(Toledo et al. 2007), and the lack of methionine supplementation possibly increased the 

catabolism of proteins in the body (McCarthy and Esser 2010) to provide substrates for 

the endogenous synthesis of these proteins, thereby increasing the level of creatinine in 

blood plasma. The animals in the grower phase that were exposed to the HS had a 

higher concentration of plasma creatinine than that in the animals that remained in the 

thermal comfort zone. 

In addition to the effects mentioned above, a lack of amino acids was also related to 

changes in the expression of the mTOR protein, with consequent effects on the actions 

of the lysosomes. The amino acid deficiency induced autophagy not only to not 

stimulate the action of mTOR but also because the deficiency was related to the 

formation of complexes that were essential for the formation of the autophagosome 

(Jewell and Guan 2013). Moreover, the amino acids that are generated during the 

lysosomal action inhibit autophagy specifically to inhibit the formation of the 

autophagosomes (Jewell et al. 2013; Jewell and Guan 2013). 

Inside the lysosome, degradation occurs through the action of various lysosomal 

enzymes, including the cathepsins in various forms, among them cysteine protease L2 

or cathepsin L2 (CTSL2). As reported in some studies, the lack of nutrients in the diet 

and stress are factors that activate this degradation pathway (He and Klionsky 2009; Lee 

et al. 2012). However, in our study, although lower weight gain and increased creatinine 

concentration were observed in the animals subjected to HS and fed the MD diet, we 

observed no significant effects on the gene expression of CTSL2, which suggested that 

the treatments that were evaluated might influence this variable through other metabolic 

pathways, such as the ubiquitin-proteasome route that is also related to protein 

degradation (Lecker et al. 2006).  
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Oxidative stress is one of the major types of damage caused by heat stress (Lin et al. 

2006; Yang et al. 2010), and in cells, it is a condition that occurs when there is an 

increase in the production of reactive oxygen species (ROS), which is associated with 

failures in the antioxidant defense mechanisms. Animals have several enzymatic 

antioxidant systems, which include the actions of the enzymes superoxide dismutase 

(SOD) (Halliwell and Cross 1994) and catalase (Mates et al. 1999; Georgieva et al. 

2006), and the glutathione system (Mahmoud and Edens 2003). Superoxide dismutase is 

found in different forms at different locations, e.g., Mn-SOD is in the mitochondria, and 

CuZn-SOD is in the cytosol (Halliwell 1994). Together, these forms act to control the 

production of free radicals. SOD is essential for the elimination of the superoxide free 

radicals that are generated in the dismutation reaction. The hydrogen peroxide that is 

formed is eliminated by the reactions catalyzed by catalase or by the glutathione system 

(Fang et al. 2002). In our work on the evaluation of the expression of SOD, we 

confirmed that when the animal was exposed to stressful situations, which ROS 

production is increased (Mujahid et al. 2005; Azad et al. 2010) as the organism 

searched for ways to assist in the protection from the ROS with the increased expression 

of enzymes with antioxidant effects. Notably, we recognized that the expression of SOD 

was also high in the animals with methionine supplementation in the diet. 

As important as the enzymatic antioxidant systems, some nutrients such as vitamins, 

minerals, and amino acids may also act as organic antioxidants. Among these, uric acid 

is a compound with important antioxidant activity against the deleterious effects of 

reactive oxygen species (Simoiy et al. 2002; Stinefelt et al. 2005). In our study, we 

observed that the birds exposed to HS had lower concentrations of uric acid than those 

in the birds in the thermal comfort zone, which suggested that the increased 

concentration of uric acid was used to eliminate the ROS.  

Methionine is an essential amino acid that is involved in various functions, which 

include the participation in the synthesis of cysteine, S-adenosylmethionine (SAM), and 

glutathione (Wang et al. 1997; Németh et al. 2004; Swennen et al. 2011). In addition to 

these functions, this amino acid is also involved in the antioxidant defense of the body, 

based on studies that demonstrated the direct protective effect from oxidative stress 

(Moskovitz et al. 2001). 

The direct effect of methionine is because of the ability to react with ROS (Levine et al. 

2000) in a reaction in which the methionine is oxidized reversibly to form methionine 

sulfoxide, which thereby protects the cell from the damaging action of the free radicals. 
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The enzyme methionine sulfoxide reductase A (MsrA) then catalyzes the reduction 

reaction of methionine sulfoxide back to methionine (Weissbach et al. 2005). After the 

reduction, the methionine residues in proteins are available to again react with ROS. 

The reduction process of the methionine sulfoxide is dependent on the action of the 

enzyme thioredoxin (TRx). In this reaction, thioredoxin is oxidized and then is reduced 

through the reactions catalyzed by thioredoxin reductase (TRxR1) (Koháryová and 

Kollárová 2008). Therefore, from this complex and coordinated enzymatic cycle, the 

catalytic elimination of reactive oxygen and nitrogen species dependent on methionine 

residues occurs (reviewed by Luo and Levine 2009). Accordingly, in our work, we 

found that the highest expression levels of TRxR1 and MsrA occurred in the HS animals 

on the MS diet; this result suggested that the animals subjected to high temperatures had 

a greater requirement for the action of antioxidants and that this requirement was met 

with the methionine supplementation. 

Additionally, during the metabolism of methionine, it is converted into homocysteine, 

and through remethylation, homocysteine is converted back into methionine or it can be 

converted into cysteine by the trans-sulfuration route (Stipanuk 2004). Studies have 

shown that the path of remethylation assumed importance when the concentrations of 

the methionine or SAM were reduced. For the trans-sulfuration, when the body 

experienced some type of stress that required greater cysteine production, there was a 

consequent increase in glutathione production (Mosharov et al. 2000). In previous 

work, we found that the birds exposed to heat stress and fed diets supplemented with 

methionine had greater expression of cystathionine β-synthase (CBS), an enzyme 

involved in the production of cysteine via the trans-sulfuration pathway, which 

suggested a greater antioxidant capacity in the birds fed the supplemented diet than that 

in those on a diet without the methionine supplementation (Del Vesco et al. 2015). 

Confirming that result, in our work, we observed that the HS birds had lower 

concentrations of homocysteine than those in the birds in the thermal comfort zone, 

which indicated that in situations of stress, large amounts of homocysteine were used 

for the production of cysteine to ensure increased glutathione production. 

Previous studies showed that the activity of some enzymes in the blood act as stress 

markers. For example, high blood activity of AST and ALT was found in animals that 

experienced some type of injury (Khan et al. 2002; Khan et al. 2013) and low CK 

activity was found in stressed animals (Melesse et al. 2011). As previously reported in 

other studies, in our study, we observed increased activity of AST and ALT in the 
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animals that experienced the heat stress. However, it is important to note the effect of 

the methionine supplementation; the animals subjected to stress that were fed the diet 

supplemented with methionine had levels of AST activity that were similar to those of 

the animals that remained in the thermal comfort zone (Table 8). 

Additionally, as noted in the literature and in our study, the HS animals had lower levels 

of CK activity. For the methionine supplementation, the animals that were fed the MD 

diet had lower CK activity than the animals on the MS diet. This result was most likely 

caused by the protection that glutathione provided in favor of CK because according to 

Gunst et al. (1998) the reduction in the concentration of extracellular glutathione was 

one of the factors that was related to lower CK activity. As discussed throughout this 

work, we believe that this result was because of the higher antioxidant capacity 

guaranteed by the methionine supplementation than without, which we observed in the 

expression of the MsrA and the TRxR1 enzymes and finally in the activity of the 

enzymes used as biological markers of stress. 

Our results support the hypothesis that heat stress, which increases the body 

temperatures of broilers, results in poor performance because of the induction of 

oxidative stress; methionine supplementation attenuated these effects of the heat stress 

by increasing the antioxidant capacity and by acting in the metabolic pathways that 

promote the growth of the broilers.  
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

 

 

Nossos resultados de forma conjunta nos permitem concluir que o consumo de 

ração é função de diversos fatores ainda desconhecidos, e que alguns genes 

hipotalâmicos podem estar envolvidos nas diferenças observadas no consumo 

voluntário de ração entre animais de diferentes sexos e expostos a diferentes condições 

ambientais. No que se refere ao metabolismo lipídico, concluímos que alguns dos 

mecanismos que diferenciam machos de fêmeas, e aves de 21 das aves de 42 dias, 

podem estar relacionados com a maior expressão de genes relacionados à síntese de 

lipídeos. Além disso, as aves com maior necessidade energética devido à maior taxa 

metabólica podem lançar mão de rotas relacionadas à maior oxidação lipídica através da 

maior expressão dos genes LKB1, AMPKα-1, e APOA-I. Em adição, a análise dos 

nossos resultados nos permite concluir que a suplementação de metionina pode atenuar 

os efeitos do estresse por calor, por otimizar a capacidade antioxidante orgânica, através 

do estímulo de maior expressão de genes relacionados à atividade antioxidante, e por 

atuar em vias metabólicas que promovem o crescimento dos frangos. 


