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- Meu coracdo tem medo de sofrer — disse 0 rapaz ao Alquimista, numa noite em que
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busca € um momento de encontro com Deus e com a Eternidade.

“Cada momento de busca ¢ um momento de encontro” disse o rapaz ao Seu coragao.
“Enquanto procurei meu tesouro, todos os dias foram dias luminosos, porque eu sabia que
cada hora fazia parte do sonho de encontrar. Enquanto procurei esse meu tesouro,
descobri no caminho coisas que jamais teria sonhado encontrar, se néo tivesse tido a
coragem de tentar coisas impossiveis...”

O Alquimista — Paulo Coelho
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| - INTRODUCAO

A alimentagdo animal consome cerca de 65% de todo o milho e 45% de todo
farelo de soja produzido no Pais, sendo que grande parte dessa producéo é destinado para
a alimentacdo de aves de corte ou postura (Butolo, 2010), apesar dessa grande
disponibilidade de matéria-prima, a composicdo aminoacidica desses produtos € baixa, e
assim necessita da inclusdo de aminoéacidos sintéticos para que as exigéncias animais
sejam atendidas.

A desnutricdo proteica afeta diretamente a concentracdo de aminoacidos no
corpo animal (Li et al., 2007), em espécies aviarias 0 aminoacido principal a metionina,
é classificada como primeiro aminoacido limitante porque é limitada em fontes de
proteinas vegetais que sdo a base da dieta, e porque existe forte requisito de suporte para
crescimento das penas e sintese proteica (Bunchasak, 2009), sendo comprovado seu efeito
em relagdo ao crescimento muscular (Wen et al., 2014).

A avicultura de corte deve muito de seu crescimento a constante evolucéo na
nutricdo, manejo, instalacbes e a genética (Butolo, 2010). Nos campos da pesquisa
envolvendo a genética, a nutrigenbmica busca esclarecer a maneira como a expressao
génica ¢ afetada pela dieta e nutrientes disponibilizados aos animais.

Compreender os efeitos regulatérios da dieta nos sistemas de transporte de
aminoacidos e peptideos oferece uma visao mais profunda que ajudara os nutricionistas
a melhorar a eficiéncia da utilizacdo de proteinas alimentares em frangos de corte
(Navidshad e Mirhoseini, 2011). O transportador de peptideos 1, ou PepT1, € expresso
principalmente no intestino delgado, e transporta mais de 400 dipeptideos e 8000
tripeptideos resultantes da digestdo de proteinas, sendo sua expressdo regulada pela dieta,
estagio de desenvolvimento ou idade do organismo e também pela acdo de horménios
(Navidshad e Mirhoseini, 2011; Thwaites e Anderson, 2010). O transportador de



aminoacidos y*LAT1, pertence a categoria de transportadores y* responsaveis pelo
transporte dos aminoacidos neutros e catidnicos, sendo os Gnicos membros da categoria
dos transportadores heteroméricos de aminoacidos independentes de sddio (Fotiadis et
al., 2013). Atuando diretamente nos processos inflamatdrios e na resposta imune do
organismo, o fator de necrose tumoral alpha, TNF-a, é secretado pelos macrofagos,
linfécitos e mondcitos, e o principal estimulo para que isso ocorra € a presenca de
lipopolissacarideos bacterianos (Vitale e Ribeiro, 2007).

Sabe-se que 0s agentes estressores fisicos, fisioldgicos, nutricionais ou
ambientais sdo diretamente envolvidos com o desenvolvimento do animal (Altan et al.,
2003). Assim, o estresse térmico induz varias alteracGes metabdlicas e fisioldgicas em
frangos de corte, podendo gerar grandes perdas no desempenho e na imunidade destas
aves (Borges et al., 2003). Para tentar se manter em condicéo fisiologicas ideais as aves
quando expostas ao calor, aumentam a taxa respiratdria, tentam aumentar a area
superficial, mantendo as asas afastadas do corpo, ericando as penas e intensificando a
circulacao periférica (Borges et al., 2003). O estresse por calor pode levar os animais a
reduzirem o consumo de alimento, refletindo diretamente no seu desempenho e deposi¢ao
de tecido.

Apesar da diversidade de trabalhos tentando elucidar o efeito que o ambiente
e a nutricdo exercem sobre a expressdo génica, um longo caminho ainda precisa ser
percorrido para se encontrar respostas conclusivas. Diante do exposto, no capitulo Il deste
trabalho, busca-se explorar os possiveis efeitos da suplementacdo de metionina e do
estresse térmico agudo, em relacdo ao desempenho e expressao dos genes PepT1, y'LAT

¢ TNFa em frangos de corte.

1. Avicultura

O investimento desprendido em pesquisas envolvendo a avicultura em
conjunto com a organizagao produtiva do setor, vem concedendo ao frango produzido no
Brasil, posi¢ao de destaque no cenario mundial e na mesa dos consumidores. Em 2016, o
pais produziu quase 13 milhGes de toneladas de carne de frango, nimeros esse que 0
consolidam como segundo maior produtor da carne no mundo, e mesmo com mais de
60% do produto ficando disponivel para consumo interno, o Brasil é 0 maior exportador
no mesmo ano, colocando no mercado mundial mais de 4 milhdes de toneladas da carne

de frango que responderam a receita de 6,848 milhdes de dolares em negociacdes, sendo



0s estados da regido Sul do pais responsaveis por mais de 70% da producéo de frangos
(ABPA, 2017). Todo esse sucesso nao seria possivel sem pesquisas envolvendo a nutricao
e a genética das aves, somente assim conquistou-se animais com melhor relagcdo ingestéo
de nutrientes/converséo em tecido muscular, com melhor acabamento em cortes nobres,
como coxa e peito, mas com necessidades fisioldgicas e nutricionais mais apuradas,

demandando assim pesquisas para o conhecimento desses fendmenos.

2. Nutricao de frangos de corte

A nutricdo dos animais monogastricos vem sendo realizada com base no
conceito de proteina ideal, proposto por H. H. Mitchell e H. M. Scott na Universidade de
Illinois no inicio da década de 1960, sendo importante para atender as exigéncias dos
animais e tornar mais eficiente os processos de mantenca e crescimento (Emmert e Baker,
1997) diminuindo assim a excrecdo indevida de nitrogénio. Esse conceito propde, a
reducdo do teor proteico das ra¢fes, mas com a inclusdo dos aminoécidos essenciais
dentro dos niveis recomendados as exigéncias das aves (Oliveira Neto e De Oliveira,
2009).

A nutricdo corresponde a cerca de 70% do gasto com a criacdo animal,
tornando a eficiéncia alimentar um dos aspectos mais valorizados nas pesquisas, desta
porcentagem a proteina € o componente mais caro da ragdo animal, e a sua qualidade
pode ser medida pela sua composicdo de aminoacidos, principalmente a proporcao de
aminoacidos essenciais (Costa et al., 2014; Lassiter et al., 2006). As proteinas sdo
macromoléculas de alto peso molecular e as mais abundantes por ocorrerem em todas as
células e em todas suas partes, e sdo formadas por uma sequéncia de 20 tipos de
aminoacidos, esses que tém os mais variados papeis no metabolismo animal, sendo por
exemplo, a forma de expressdo da informacdo genética contida no DNA (Nelson e Cox,
2013). Todas as proteinas sdo formadas por aminoécidos unidos covalentemente em
sequéncias caracterizadas por ligacdes peptidicas.

O inicio da digestdo das proteinas no organismo das aves se da no
proventriculo (Rutz, 2002) desses animais por intermédio da secre¢do do pepsinogénio
forma inativada da pepsina (Silva et al., 2014) sendo posteriormente direcionado ao
intestino delgado, em que se encontra o principal sitio de digestdo e absorcdo dos
aminoacidos e peptideos (Bertechini, 2004). As proteinas sofrem acdo das proteases

pancreaticas e intestinais, secretadas como proenzimas, estas sao ativadas inicialmente



por enteroquinases, enzimas presentes na membrana apical do enterécito. As
endopeptidases (tripsina, quimiotripsina, elastase) e exopeptidases (carboxipeptidases A
e B) sdo as responsaveis pela formacdo de aminoéacidos livres, oligopeptideos e di e
tripeptideos (Rutz, 2002). Os peptideos compostos por mais de trés residuos de
aminoacidos sdo hidrolisados extracelularmente por peptidases localizados
principalmente na borda em escova dos enterdcitos, e, em menor grau, no limen
intestinal, para formar dipéptidos, tripéptidos e aminoacidos livres (Silva et al., 2014).

Os produtos finais da digestdo de proteina sdo aminoéacidos livres, di e
tripeptideos, tendo seu maior sitio de absorcdo no jejuno (Silva, 2014). O epitélio
intestinal possui mecanismos de transporte eficiente para absorver ndo apenas
aminoacidos livres, mas também di e tripeptideos. Os aminodacidos livres sdo absorvidos
através da membrana apical dos enterdcitos por sistemas de transportes especificos para
determinados grupos de aminoacidos. Os di e tripeptideos sdo transportados intactos
atraves da membrana apical dos enterdcitos por sistemas de transportes especificos para
peptideos. Os transportadores de peptideos podem transportar todos os 400 a 8000
tripeptideos resultantes da combinacdo dos diferentes aminoacidos da dieta (Daniel,
2004).

Os aminodcidos séo ainda divididos em essenciais e ndo essenciais, sendo 0s
essenciais 0s que nao sdo passiveis de sintese ou 0 sdo em pouca quantidade pelo animal,
ja 0s ndo essenciais podem ser sintetizados através de outros (Bertechini, 2004). Como
ndo essenciais, pode-se citar a glutamina, cistina, serina, alanina, e como aminoacidos
essenciais pode-se citar lisina, treonina, valina e como mais importante na nutrigdo de

aves, a metionina (Costa et al., 2014).

2.1 Metionina

A metionina é um aminodcido sulfurado, que foi isolado em 1922 pelo
patologista John Howard Mueller a partir dos produtos hidroliticos da caseina, uma fragédo
de um novo aminoacido contendo enxofre que era requerido pelas bactérias Streptococcus
hemolitico para seu crescimento. Em 1928 o novo aminoacido teve sua formula quimica
identificada como acido metil-tiol a-aminobutirico por George Barger, Frederick Philip
Coyne que sugeriram a John Howard Mueller o nome mais curto de metionina em aluséo

ao agrupamento caracteristico (Willke, 2014).



A metionina possui diversas fun¢des no organismo animal, a principal é
participar da sintese proteica (Niculescu e Zeisel, 2002). Também € precursora da cistina,
entdo, desde que a suplementacdo de metionina esteja adequada a sua suplementacao se
faz desnecessaria. A metionina pode ser uma fonte alternativa de cistina num processo
ndo reversivel, com funcdo importante nas estruturas de varias proteinas
(imunoglobulinas, insulina), com o papel de ligar varias cadeias polipeptidicas via pontes
dissulfeto (Nelson e Cox, 2013). Também é utilizada para a sintese de proteina corporal
e na formacdo da pele e penas, e explica a alta exigéncia desses aminoacidos pelas aves
(Bunchasak, 2009).

A conversao da metionina dietética em S-adenosilmetionina € o ponto para a
doagdo de grupos metil. Essa conversdo ocorre atraves da acdo da enzima metionina-
adenosiltransferase (D’Mello, 2003). Apds a conversdao em S-adenosilmetionina, esse
intermediario € doador de grupos metil, que sdo necessarios para varias reacoes
metabolicas tais como a sintese de colina e betaina, poliaminas e melatonina. A
transferéncia do grupo metila da S-adenosilmetionina para um aceptor produz S-adenosil-
homocisteina, posteriormente degradada em homo-cisteina e adenosina. A metionina é
regenerada pela transferéncia de um grupo metila para a homocisteina, em reacdo
catalisada pela metionina-sintase, e a metionina € novamente convertida em S-
adenosilmetionina para completar um ciclo de ativagdo da metila (Nelson and Cox, 2013)
(Figura 1).
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Figura 1. Sintese de metionina e de S-adenosilmetionina em um ciclo de

ativacdo de grupo metila (Extraido de Nelson e Cox, 2013)

Como produto da desmetilacdo da S-adenosilmetionina se tem a S-adenosil-
homocisteina, essa que pode entdo seguir duas vias: transulfuracdo ou remetilacdo. Na

7

via de transulfuracdo, aproximadamente 50% da homocisteina é convertida
irreversivelmente a cistationina, € essa reacdo ¢ catalisada pela enzima cistationina -
sintetase, dependente da vitamina B6 como cofator, em que a homocisteina sofre uma
condensagdo com a serina para formar a cistationina. A enzima seguinte na reacao, y-
cistationase dependente também de vitamina B6, hidrolisa a cistationina gerando entéo
cisteina e a-cetobutirato. Quanto a via da remetilacdo, a homocisteina adquire um grupo
metil para formar novamente metionina, em uma reacao catalisada pela enzima metionina
sintetase que depende da vitamina B12 como cofator (Bydlowski et al., 1998).

A metionina também ¢é participante da biossintese da glutationa, esta
intimamente relacionada com o mecanismo de defesa contra os radicais livres. Se ha baixa
quantidade de metionina no organismo animal, favorece-se a rota de remetilacéo,
aumentado a quantidade disponivel deste aminoacido. Ja, se estdo presentes altas
quantidades de metionina, a rota de transsulfuracdo, é ativada, e h& maior producéo de
cisteina, e assim, maior producdo de glutationa para combater as espécies reativas de

oxigénio. Maior quantidade de metionina também estd associada a maior quantidade de



glutationa peroxidase e de catalase, enzimas evolvidas nos combate ao estresse oxidativo
(Finkelstein e Martin, 1984; Li et al., 2007; Romestaing et al., 2008).

Visto a grande importancia da metionina no metabolismo, diversos autores
buscam em suas pesquisas encontrar niveis adequados de suplementacdo (Morris e Fisher,
1970) e elucidar como a metionina interfere e quais as respostas do animal. Wen et al.
(2014) avaliaram dois niveis de metionina para cada fase das aves (1-21dias e 22-42 dias
de idade, sendo os niveis 0,50 - 0,60% e 0,43% - 0,53% respectivamente) em relacéo ao
crescimento muscular do peito, e a expressdo dos genes da familia dos fatores reguladores
miogénicos, e obtiveram maior peso relativo do musculo do peito e maior expressao
génica nos animais do grupo que receberam maior porcentagem de metionina, mostrando
que os niveis controle ndo foram adequados para o total crescimento muscular do animal.
Existem referéncias que indicam os niveis adequados para suplementacdo dos animais,
quanto aos aminoacidos, vitaminas, e outros nutrientes (NRC, 1994; Rostagno, et al.,
2011), mas conforme os avancos no genotipo animal ocorrem € necessario pesquisas que

comprovem que os valores ainda estdo adequados.

3. Nutrigendmica

Uma forma de conhecimento da maneira integrada de como 0s nutrientes
atuam no organismo animal é molecularmente, assim a nutrigenémica se encarrega da
explicagdo sobre a interacdo dos genes, da dieta, de fatores ambientais e dos
microrganismos intestinais, e como essa associacdo pode atuar sobre a digestao, absorcao
e excregédo de nutrientes, deposicdo de tecido e metabolismo animal (Oviedo-Rondon et
al., 2014), sendo esta apenas mais uma das areas das genémicas, envolvendo ainda
metaboldmica, protebmica e transcriptdmica. (Dang et al., 2014). Desde o término do
sequenciamento do genoma das aves, diversos estudos envolvendo a nutri¢cdo e seus
efeitos na expressao génica desses animais vém sendo conduzidos.

Pesquisas envolvendo a nutrigendmica podem ser associadas aos mais
diversos tipos de desafios, patologias e nutrientes variados. Na nutricdo in ovo e como ela
pode afetar as caracteristicas no animal adulto, assim (Stawinska et al., 2014) avaliaram
ainjecdo de trés simbioticos no 12° dia de incubacdo, e a consequente expressao dos genes
relacionados ao sistema imune das aves (6 citocinas (IL-4, 1L-6, IL-12p40, 1L18, IFN-3
e IFN-y) e uma quimiocina (IL-8) 42 dias pds-eclosdo, os autores encontraram uma

regulacéo positiva para as interleucinas 4 e 6 no bago dos animais com injecéo de dois



dos trés simbidticos, assim sugerindo que ao se avaliar a expressdo génica pode-se
selecionar os melhores simbioticos para a suplementacao animal.

Para entender como o metabolismo animal se comporta em momentos de
desafio pode-se utilizar de restricdo alimentar, estresse por calor ou frio, entre outros.
Apds um periodo de restricdo alimentar Madsen e Wong., (2011), encontraram um
aumento de quase duas vezes na expressdo do transportador de dipeptideos PepT1 e do
fator de transcrigdo PPARa em frangos de corte jovem em relagdo a sua expressdo antes
do jejum. As aves restantes apds esse periodo foram redistribuidas em trés grupos
referentes aos periodos de alimentacéo e restricao, e foram observadas por até 29 horas,
e houve um pico de expressdao do PPARa, mas ndo para PepT1 que mostrou aumento
lento, mas acompanhando a expressdo do PPARa. Esses resultados séo confirmagéo para
a ideia de que o PPARa desempenha papel importante na regulacdo da expressdo do
PepT1 durante a restricdo alimentar.

Os transportadores de nutrientes no intestino delgado sdo responsaveis pela
assimilacdo de nutrientes alimentares, assim, alteracfes na expresséo destes pelo estresse
podem afetar a disponibilidade de nutrientes e energia para o animal para crescimento e
desenvolvimento (Sun et al., 2014). Os autores estudaram os niveis de expressdo de
transportadores de agucar, aminodcidos e &cidos graxos no jejuno de frangos de corte
expostos a altas temperaturas ambientes. Mostrando que apesar de muito estudados, 0s
mecanismos reguladores da expressdo genica ainda necessitam de esclarecimentos. Del
Vesco et al. (2015) avaliaram o efeito da deficiéncia de metionina, suplementacéo de
metionina em nivel recomendado e suplementacdo de metionina em excesso, em animais
desafiados pelo calor agudo sob a resposta da expressdao dos genes relacionados ao
estresse oxidativo, os autores chegaram ao resultado que a suplementacéo de metionina
comediu o efeito do estresse, ja que os niveis dos genes relacionados ao sistema
antioxidante foram mais altos.

Assim pode-se entender que existe verdadeiramente uma influéncia e
associacdo entre nutrientes, condicdo alimentar, proteinas, minerais, vitaminas, entre
outros fatores sobre a expressao genica do animal que reflete de forma importante sobre
0 desempenho do mesmo. Mostrando a importancia de cada vez mais se conhecer o
animal e seu metabolismo para que se obtenha resultados cada vez mais eficientes em

relacdo ao seu desempenho.



3.1 Transportadores de aminoacidos e peptideos
3.1.1PepT1

Para Sanioto, (2016) em animais e em humanos as misturas de peptideos se
mostram nutricionalmente superiores as misturas contendo aminoécidos livres, por
algumas razdes como: a absor¢do de aminoacidos na forma de peptideos ocorrer mais
rapidamente do que na forma de aminodacidos livres; a absor¢do dessas moléculas evita
problemas de competicdo com os transportadores, e pode ocorrer com 0s aminoacidos
livres; a absor¢do de formas oligoméricas € energeticamente mais vantajosa para as
células do que a de formas monoméricas; e pelo fato de os peptideos serem mais
resistentes do que os aminoacidos ao jejum, as caréncias proteico-caloricas, as caréncias
vitaminicas e as doencas intestinais.

O transportador de peptideos 1, ou PepT1 é a primeira isoforma da familia 15
de carreadores de solutos, subfamilia A, sendo assim codificado pelo gene SLC15A1,
estando localizado no cromossomo 1 das aves (Frazier et al., 2008). Sabe-se que a sua
maior atividade esta concentrada no jejuno, e também ocorre a maior parte da absorcao
de peptideos e aminodcidos livres (Adibi and Mercer, 1973; Broer, 2008). O PepT1 é o
primeiro transportador responsavel pela atividade de cotransporte H+/peptideo estando
presente na membrana apical e basolateral dos enterdcitos, € um transportador
eletrogénico, favorecido pelo microclima da membrana apical e pela atividade da bomba
de H+/Na+ da membrana, e sua expressdo pode estar diretamente relacionada com o
estado nutricional do animal (Duarte, 2009; Ogihara et al., 1999).

A caracterizagdo do transportador tem sido amplamente estudada nas diversas
espécies animais (Chen et al., 2002; Habashy et al., 2017; Verri et al., 2010), e nas
adversas condigdes que possam acometé-los. Miska et al. (2015) ao submeter as aves ao
estresse térmico, encontraram elevacdo nos niveis expressos de PepT1l no musculo
peitoral de frangos de corte, associando essa questdo a diminuicdo no consumo dos
animais estressados, fator esse que pode ter demandado aumento da energia celular. Awad
etal., (2014) ao avaliar animais sadios contra os que foram infectados por Campylobacter
jejuni, encontraram diminuicdo da expressdo para 0s animais infectados, os autores
indicam que essa diminuicdo do transportador pode favorecer a proliferacdo de
Campylobacter devido a maior presenca de nutrientes ndo aproveitados que servirdo
como substrato para 0 microrganismo. Os mecanismos e a importancia do transporte de

peptideos no embrido ainda ndo sdo bem esclarecidos, por isso Chen et al., (2005) ao
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avaliar a expressdo do PepT1 em embrides de frangos de corte, encontrou aumento de 50
vezes mais PepT1 do dia 18 para o dia da eclosdo dos pintos, assim como Van et al.,
(2005) que ao avaliar a expressdo do transportador durante o periodo de incubagdo em
perus, encontraram aumento de 3 vezes do dia da eclosdo em relacéo ao dia 5 pré-ecloséo.
Ambos autores sugerem que a atividade deste transportador parece ser induzida de forma
evolutiva, podendo ser maximizada proximo ao periodo da eclosdo para que ocorra a
absorcdo dos substratos peptidicos tdo logo a ingestao de alimentos comece, sendo assim
fisiologicamente importante para a adaptacdo do animal ao novo ambiente.

3.1.2 y+LAT1 (SLC7A7)

Os transportadores de aminoacidos sdo divididos em familias de acordo com
suas propriedades funcionais, mecanismos de transporte, semelhanca molecular e
especificidade dos aminoacidos transportados (Wagner et al., 2001).

A familia SLC7 de transportadores se divide em duas de acordo com sua
especificidade de transporte. Os membros de SLC7Al a SLC7A4 sdo parte do subgrupo
de transportadores de aminoacidos catiénicos, enquanto a classe de SLC7A5 a SLC7A11,
sdo 0s chamados transportadores heteroméricos de aminoacidos, também denominados
HATs (Verrey et al., 2004). Dentro do subgrupo dos HATS estdo duas isoformas que
formam o sistema y*L, sendo essas 0 y'LAT1 (SLC7A7) e 0 y*'LAT2 (SLC7A6) (Wagner
et al, 2001). O sistema y'L foi primeiramente descoberto em eritrocitos, e
especificamente o y'LAT1 é encontrado principalmente no intestino delgado e rins
(Fotiadis et al., 2013) .

Esses transportadores sdo 0s Unicos membros de HATSs dependentes de sédio,
esse que auxilia no aumento da afinidade para os aminoacidos neutros sem alterar a
velocidade de transporte, trocando aminoacidos neutros por aminoacidos catidnicos
intracelulares (Kanai et al., 2000; Torrents et al., 1998). O transporte de aminoéacidos
neutros é independente de Na*. O transportador y*"LAT1 é uma subunidade leve, e esta
associado por pontes dissulfeto ao 4F2hc, uma das subunidades pesadas, sendo o efluxo

basolateral de aminoécidos mediado por essa associagao (Broer, 2008).
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3.2 Fator de necrose tumoral alpha (TNF-a)

O TNF-a, faz parte do grupo das citocinas, que séo proteinas de sinalizacéo
extracelular, formadas dentro da célula, mas ao serem liberadas interagem com seus
receptores celulares (Chung, 2001), sendo ativadas como mediadores inflamatorios frente
a diversos estimulos. O TNF-a é parte da familia das citocinas pré-inflamatorias, que séo
em sua maioria secretados por macréfagos, linfécitos e mondcitos, desempenhando um
papel importante durante a inflamacéao, diferenciacéo, proliferacdo celular e apoptose
(Chung, 2001; Zelova e Hosek, 2013).

O TNF-a pertence a superfamilia do TNF sendo sintetizado toda vez que a
celula é estimulada, ndo sendo portanto armazenado dentro da célula (Zelova e Hosek,
2013). Sua a¢do no organismo é capaz de induzir a producéo da interleucina-8, a proteina
C reativa, e também outras citocinas pro-inflamatorias como a IL-1B, que atua em
sinergismo. Essa acdo de inducgéo para expressao de outras citocinas € comum, sendo que
algumas sdo mais eficazes quando atuam em sinergia com outras, podendo também
acontecer de apresentarem efeito antagonista (Tizard, 2010).

Os efeitos bioldgicos do TNF-a sdo modulados por dois receptores, sendo
estes 0 TNFR1 e o TNFR2. Os receptores do fator de necrose tumoral apresentam como
seu mecanismo de sinalizacdo intracelular a inducdo da apoptose ou estimulo da
expressao génica (Ware, 2005). O TNFR2 possui menor afinidade de ligacao para o TNF-
a e sua expressdo e limitada a células do sistema imunoldgico, enquanto o TNFR1 pode
se ligar ao TNF-a soltvel ou associado a célula sendo encontrado na maioria das células,
e nele estd o dominio de interacdo, denominado dominio da morte (Wajant et al., 2003).
Essa interacdo que da ao TNF-o a nomeacéo de citocina sentinela, pelo fato de iniciar a
defesa em resposta a uma injaria local (Feldmann e Steinman, 2005). Grell et al., (1998)
evidenciaram a alta afinidade do TNFR1 para o TNF-a solGvel e ndo para o TNFR2.

O mecanismo primario da acdo do TNF (soltvel ou transmembrana), uma vez
internalizado ao citoplasma celular pelos receptores de membrana, é a sintese do fator
kappa B1 nuclear (NF-xB1), uma familia de fatores de transcri¢ao que controla grande
namero de genes inflamatdrios, promovendo apoptose programada, dependente da agédo
da caspase-8 e da caspase-3. Apds internalizado ao citoplasma celular via seus receptores,
0 TNF-a vai estimular a transcri¢do e a producgdo da enzima IkB quinase, que ir& produzir

o fator nuclear kB (NF-kB). O NF-kB, quando ativado, ird agir no nucleo da célula,
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induzindo a producdo de diversas proteinas envolvidas nas respostas inflamatdria,

promovendo a apoptose programada (Ware, 2005).

4. Importancia do controle da temperatura na producédo de

frangos de corte

Os genotipos atuais de frango de corte necessitam, para expressarem todo seu
potencial produtivo, de condicdes ideais de producdo. O ambiente que envolve 0s animais
abrange os elementos quimicos, bioldgicos e fisicos como a taxa de metabolismo, sociais
como taxa de lotacdo e densidade de criacdo, climaticos que infere sobre a temperatura,
umidade e velocidade do ar, e assim que regulam diretamente o seu desenvolvimento e
crescimento (Baéta e Souza, 2010; Ruas, 2001).

As aves, sdo animais homeotermos, e assim, possuem um sistema de controle
do seu ambiente interno, localizado no hipotdlamo, que atua auxiliado por
termoreceptores, sendo o responsavel pelo controle da temperatura corporal, da ingestdo
de alimentos e agua, que quando ativado em momentos de estresse vao através de
mecanismos fisioldgicos e respostas comportamentais, encontrar maneiras de manter
dentro da faixa de termoneutralidade a temperatura corporal normal (Baéta e Souza, 2010;
Macari, Furlan e Maiorka, 2004), para que o animal consiga se adequar aos possiveis
desafios é necessario que o0 ambiente a qual esta sendo submetido esteja adequado as suas
necessidades. Em modo geral, um ambiente é tido como confortavel para aves adultas
quando apresentam temperaturas de 15-18°C a 22-25°C e umidade relativa do ar de 50 a
70% (valores que podem variar de acordo com a linhagem que se trabalha). Esses valores,
especialmente no que se diz respeito a temperatura, dificilmente sdo obtidos nas
condicdes do clima brasileiro, sobretudo no verdo (Tin6co, 2001), pois no Brasil, muitos
produtores ainda possuem aviarios pouco tecnificados.

Quando submetidas a estresse por calor, a ave expressa respostas fisiologicas
compensatdrias, incluindo-se a vasodilatacdo periférica, que resulta em aumento na perda
de calor ndo evaporativo. Assim, na tentativa de aumentar a dissipagdo do calor, a ave
consegue aumentar a area superficial, mantendo as asas afastadas do corpo, ericando as
penas e intensificando a circulacdo periférica. A perda de calor ndo evaporativo pode
também ocorrer com o0 aumento da producdo de urina, se esta perda de agua for
compensada pelo maior consumo de agua fria (Borges et al., 2003) e também por outros

mecanismos como aumento na frequéncia respiratoria. Um dos efeitos do estresse térmico



13

sobre as aves que acarreta em perdas substanciais € a reducdo do consumo de ragao, pois
as aves tentam diminuir a producao de calor metabolico e aumentar a dissipacdo. Tanto a
digestdo quanto a absor¢do dos nutrientes geram energia, que € liberada na forma de calor
sendo chamado “incremento caldrico”, que reflete diretamente na sua eficiéncia produtiva
(Valerio et al., 2003). Apds exposicdo aguda dos frangos de corte a diferentes
temperaturas (Tan et al., 2010) relataram mudancgas comportamentais nos animais como
tendo ficado mais ofegantes, apresentando penas erigadas e incremento no consumo de
agua.

Ao submeter os animais a duas faixas de temperatura diariamente (31°C e
36°C), dos 35 aos 42 dias de idade, Quinteiro-Filho et al., (2010) encontraram menor
ganho de peso corporal, menor consumo de ra¢do, e maior conversdo alimentar para 0s
animais submetidos a temperatura de 36°C, para esse grupo ainda, houve alta taxa de
mortalidade nos dois primeiros dias. Nos dois grupos, os niveis de corticosterona também
foram aumentados em relacdo ao controle, com base em outras producdes cientificas, os
autores associam o aumento da corticosterona como atuante nos nucleos de controle de
alimentacéo hipotalamicos que regulam a ingestéo e satisfacdo de alimentos, permitindo
diminuicdo no consumo de alimentos resultando assim em diminuicdo no ganho de peso
corporal. Bonnet et al., (1997) concluiram que a redugdo no ganho de peso em aves
submetidas ao estresse por calor foi de 50% em relagdo as aves mantidas em condi¢des
de termoneutralidade. Apds duas semanas de exposi¢cdo cronica ao calor, a ingestdo de
alimento diminuiu mais de 3% por cada aumento de um grau entre 22 e 32°C.
Consequentemente, com a diminui¢gdo do consumo e perda de peso, 0s pesos absolutos
de coxa, sobrecoxa e peito também sdo prejudicados, diminuindo o rendimento desse
cortes que possuem maior valor agregado (Oliveira, et al., 2006).

Manter os animais em um ambiente favoravel a sua criagcdo para cada idade
se mostra necessario, para seu maximo desempenho, e reflete diretamente no rendimento
que sera obtido pelo produtor. Com a crescente pressao da sociedade em relagdo ao bem
estar animal esses estudos também sdo fundamentais para que se estabeleca 0 maximo

conforto durante a producdo do animal.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito da suplementacdo de dipeptideo de metionina sobre o

desempenho de frangos de corte no periodo de 1 a 44 dias de idade.

Avaliar o efeito da suplementacdo de dipeptideo de metionina e do estresse
térmico agudo sob a expressdo dos genes transportadores de aminoacidos e peptideos,
PepTl e y'LATL, e do gene TNF-a.
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I1. Incluséo de dipeptideo de metionina na dieta de frangos de corte submetidos ao
estresse termico agudo
(Livestock Science)

Resumo

Objetivou-se avaliar a suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo e o efeito do
estresse térmico agudo sobre o desempenho e a expressao dos genes PepT1, TNF-a e
y"LATL1 no jejuno de frangos de corte. Assim, foram utilizados 90 frangos de corte,
machos, de 1 dia de idade divididos em 3 grupos de acordo com a suplementacéo de
metionina: sem suplementacdo de metionina, com suplementacdo de DL-Metionina e
com a suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo (DL-MMet), sendo cada
tratamento composto por 6 repeticdes com 5 animais por repeticdo. Os animais foram
criados até os 44 dias em ambiente de conforto térmico recebendo as trés dietas e aos 44
dias de idade, metade dos animais foram expostos ao estresse térmico de 38°C por 24
horas. Observou-se que as aves que foram suplementadas com DL-Met e DL-MMet
apresentaram ganho de peso e peso final superior e menor valor para conversao alimentar
em relacdo as ndo suplementadas. A expressdo do gene PepT1 ndo foi influenciada pela
temperatura nem pela dieta. Para 0 gene TNF-a observou-se maior expressdo para
animais consumindo a dieta sem suplementacdo. O gene y'LAT1 teve sua expressao
aumentada no jejuno de animais submetidos ao estresse, em relacdo a dieta sua expressao
foi maior nos animais suplementados com ambas as fontes. Os resultados sugerem que a
suplementacdo de metionina influencia no desenvolvimento animal independente de sua
forma, e que o DL-MMet ndo alterou a expressao do transportador de dipeptideos PepT1.
Palavras-chave: aminoacido; ambiente térmico; citocina; nutrigendmica; transporte de

peptideo;
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Inclusion of methionine dipeptide in the diet of broilers submitted to acute heat
stress

Abstract

There were investigate the methionine supplementation in the dipeptide form and the
effect of acute heat stress on the performance and expression of genes PepT1, TNF-a and
y"LATL1 in jejunum of broilers chickens. Thus, 90 male broiler chickens, 45 days old,
were allocated into 3 groups according to methionine supplementation: without
methionine supplementation, DL-Methionine supplementation at the recommended level
and methionine supplementation in the form of dipeptide (DL-MMet), each treatment
consisting in 6 replicates. The animals were raised up to 44 days in a controlled
environment receiving the three diets and at 44 days of age, half of the animals were
exposed to heat stress of 38°C for 24 hours. The diet influenced the weight gain, final
weight and feed conversion. It was observed that birds supplemented with both forms of
methionine had better values for these variables. PepT1 gene expression was not
influenced by temperature or diet. For the TNF-a gene there was higher expression for
animals consuming the diet without supplementation. The y*LAT gene showed
differences in its expression regarding diet and also temperature. Animals supplemented
with DL-Methionine showed higher expression of y"LAT gene, as did animals
supplemented with DL-MMet. The birds under heat stress presented higher expression of
this gene. The results suggest that methionine supplementation influences animal
development independently of its form, and that DL-MMet did not alter the expression
of the peptide transporter PepT1.

Key words: amino acid; thermal environment; cytokine; nutrigenomic; peptide transport;
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1.  Introducéo

Nos paises de clima tropical, um grande entrave é o controle da temperatura dentro
dos galpdes de criacdo de frangos de corte, principalmente no verdo. Embora as aves
sejam animais homeotermos, a temperatura ambiente na zona de termoneutralidade
direciona o uso da energia metabolizada para os processos produtivos, reduzindo o
desperdicio de nutrientes (Takahashi et al., 2009). A eficiéncia da utilizacdo dos alimentos
é oriunda da integridade do sistema digestorio, em especial do intestino delgado, tendo
em vista que parte dos processos digestivos ocorrem nos enterécitos (Smith et al., 1990).
O estresse térmico influencia negativamente o desenvolvimento do intestino das aves de
producdo, e assim modula a sua capacidade de absor¢éo, digestao e até mesmo a atividade
de enzimas e transportadores presentes neste tecido (Marchini et al., 2011; Uni et al.,
2001).

A composicao da dieta pode auxiliar os animais a superar 0s desafios ambientais
impostos diariamente, e por serem constituidas em maior proporcéo de milho e farelo de
soja (Baker, 2009) faz-se necessaria a suplementacao dos aminoacidos na racdo. Sabe-se
que a metionina é o primeiro aminoacido limitante e um dos aminoacidos essenciais para
frangos de corte, sendo obtido por sintese quimica e possuindo diversas funcbes no
organismo, atuando diretamente no sistema imunoldgico (Agostini et al., 2016;
Jankowski et al., 2014; Wen et al., 2014), na deposi¢do de musculo e penas, e também
sendo precursor de outros aminoacidos e de enzimas envolvidas na satde celular como
glutationa e coenzima A (Nelson e Cox, 2013). As formas de metionina disponiveis como
fontes comerciais sintéticas mais usadas na alimentacdo animal sdo a DL-metionina (DL-
Met) em p6 ou liquida como sal de s6dio (DL-metionina-Na), a metionina hidroxi-
analoga (MHA) em p6, como sal de célcio (MHA-Ca) ou liquida como écido livre (MHA-

FA) (Leite et al., 2009). O uso de metionina na forma de dipeptideo é recente, e vem
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sendo administrado em organismos aquaticos, visto sua menor lixiviagdo em agua
(Facanha et al., 2016; Niu et al., 2018).

As proteinas fornecidas na dieta para os animais séo hidrolisadas no trato digestorio,
sendo quebradas em aminodcidos livres, dipeptideos, tripeptideos, e outros polipeptideos,
A utilizagéo de di, tri e tetrapeptideos tem sido recomendada para organismos aquaticos
visando menor perda em decorréncia do meio aquoso, uma vez que os dipeptideos podem
ter menor lixiviacdo em agua (Lopez-Alvarado and Kanazawa, 1994; Mamauag et al.,
2012; Niu et al.,, 2018), ja na nutricdo humana esta € indicada por varias razoes,
destacando-se (1) a absorcéo de aminoacidos na forma de di ou tripeptideos pode evitar
problemas de competicéo por transportadores na membrana dos enterocitos, (2) pelo fato
de sua absorcéo ocorrer mais rapidamente do que na forma de aminoacidos livres (Adibi,
1997; Crampton et al., 1971). Sabe-se que em patologias em que o transporte de
aminoéacidos é reduzido decorrente dos danos ao intestino delgado, como a doenca ciliaca,
o0 sistema de transporte de peptideos continua normal (Maebuchi et al., 2007; Tanaka et
al., 1998). Na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos de pesquisas utilizando
a metionina na forma de dipeptideos para frangos de corte.

O transporte de dipeptideos e tripeptideos é realizado pelo transportador de
peptideos, PepT1, ele estd incorporado em rede complexa que regula a homeostase
intestinal dos aminoacidos celulares, funcionando como sistemas de absorcdo acoplados
a prétons, tendo sua maior expressado, principalmente no intestino delgado (Benner et al.,
2011; Chen et al., 2002). O fator de necrose tumoral alfa, comumente conhecido como
TNF-0 ¢ um dos marcadores bioquimicos relacionado as respostas inflamatorias
juntamente com as interleucinas, e € responsavel pela sinalizacdo para inicio da apoptose
celular (Nelson and Cox, 2013). O transportador y*LAT, pertence a categoria do sistema

y*L de transporte de aminoacidos (Wagner et al., 2001) sendo encontrado principalmente
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nos rins e intestino, sendo um transportador heterodimerico de aminoacidos (Fotiadis et
al., 2013).

Considerando a importancia da metionina para o desempenho geral e a homeostase
dos processos metabolicos das aves, o experimento foi realizado para testar a hipotese de
que os efeitos negativos provocados por altas temperaturas durante a fase final de criacdo
de frangos de corte, podem ser amenizados pela suplementacéo de metionina na forma de
dipeptideo através da modulacdo da expressdo génica, dessa forma foi avaliado o
desempenho das aves e a expressdo dos genes transportadores de peptideos y*'LAT1 e
PepT1 e do gene TNF-a em frangos de corte de 45 dias submetidos a 24 horas de estresse

térmico em 38°C.

2.  Material e métodos
Esta pesquisa foi conduzida de acordo com as especificacbes do comité de ética da

Universidade Estadual de Maringa, e aprovada sob o proc n°® 4000170615.

2.1.  Animais e desenho experimental

90 frangos de corte de um dia de idade foram utilizados (Cobb 500) (Gallus gallus).
O experimento foi dividido em um esquema fatorial 3x2 sendo trés dietas e dois
ambientes. As aves foram alojadas em gaiolas coletivas com 5 animais por gaiola, com
seis repeticdes por tratamento, sendo as gaiolas as unidades experimentais.

Durante o periodo experimental, os animais tiveram livre acesso a dgua e racdo. A
dieta foi balanceada para atender suas exigéncias nutricionais (Rostagno et al., 2011),
consistindo em uma dieta sem a suplementacdo de metionina (SM), uma dieta controle
suplementada com DL-Metionina (DL-Met) e a terceira dieta com a suplementagéo de

metionina na forma de dipeptideo (DL-MMet) (Tabela 1).
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Os animais foram criados em sala climatizada em temperatura de conforto térmico
(de acordo com o manual da linhagem) até os 44 dias de idade, quando um grupo foi
submetido ao estresse térmico agudo de 38°C por 24 horas e 0 outro permaneceu em

conforto térmico. Todos os animais foram abatidos por deslocamento cervical aos 45 dias.
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Tabela 1 Composicdo centesimal das dietas experimentais

1-21 dias 22-45 dias
Ingredientes SM DL-Met DL-MMet SM DL-Met DL-MMet
Milho PR 7,8% PB 65,00 65,00 65,00 89,70 89,70 89,70
Oleo Soja 4,56 4,56 456 6,75 6,75 6,75
Farelo de soja 46% PB 44,76 44,76 44,76 48,6 48,6 48,6
Sal comum 0,54 0,54 0,54 0,64 0,64 0,64
Calcareo calcitico 38%Ca 1,39 1,39 1,39 1,39 1,39 1,39
Fosfato bicalcico 20% 1,83 1,83 1,83 1,60 1,60 1,60
DL-Metionil-Metionina 97% - - 0,354 - - 0,420
DL - Metionina 99% - 0,336 - - 0,405 -
L-Treonina 98,5% 0,042 0,042 0,042 0,003 0,003 0,003
L-Lisina-78% 0,18 0,18 0,18 0,23 0,23 0,23
PREMIX 0,48 0,48 0,48 0,6 0,6 0,6
Inerte 0,36 0,04 0,006 0,435 0,030 0,015
Peso Total 120 120 120 150 150 150
Nutrientes (%)
PB 22 22 22 20 20 20
Energia (kcal/kg) 3053 3053 3053 3169 3169 3169
M+C Dig 0,585 0,856 0,856 0,543 0,810 0,810
Lis Dig 1,199 1,199 1,199 1,080 1,080 1,080
TripDig 0,244 0,244 0,244 0,218 0,218 0,218
Treo Dig 0,779 0,779 0,779 0,700 0,700 0,700
IsolDig 0,855 0,855 0,855 0,772 0,772 0,772
ValinDig 0,923 0,923 0,923 0,842 0,842 0,842
ArgDig 1,384 1,384 1,384 1,243 1,243 1,243
Sodio 0,200 0,200 0,200 0,19 0,19 0,19
Célcio 0,876 0,876 0,876 0,68 0,68 0,68
Pdisp 0,450 0,450 0,450 0,35 0,35 0,35
Anaélise da composicao (%)
Proteina bruta 21,25 22,16 21,55 19,36 19,53 19,37
Lisina digestivel 1,283 1,091 1,268 1,146 1,139 1,13
Metionina+Cistina 0,651 0,891 0,934 0,594 0,891 0,879
Treonina 0,851 0,726 0,837 0,746 0,756 0,743
Valina 1,036 0,900 1,019 0,927 0,939 0,928
Isoleucina 0,953 0,813 0,934 0,845 0,853 0,839
Arginina 1,447 1,225 1,414 1,277 1,272 1,263

Contetdo/kg Inicial: Vit.A —2.270,000 Ul; Vit. E —8.330 Ul; Vit. B1 — 591 mg; Vit B2 — 1.490 ng; Vit.
B6 — 858 mg; Vit. B12 3.500 mg; Vit. K3 — 450 mg; Pantotenato célcio — 2.970 mg; Niacina — 8.820 mg;
Acido félico — 200 mg; Biotina — 20 mg; Colina — 88 mg; Zinco — 19 mg; Ferro - 14 mg; Manganés — 20
mg; Cobre — 3.040 mg; lodo — 290 mg; Cobalto — 50 mg; Selénio — 88 mg; Etoxiquim — 25 mg; B.H.A —
20 mg. Crescimento: Vit.A —2.250,000 UI; Vit. D3 - 500.000 UI; Vit. E — 7.000 Ul; Vit. B1 — 450 mg; Vit
B2 — 1.000 ng; Vit. B6 — 450 mg; Vit. B12 3.500 mg; Vit. K3 — 420 mg; Pantotenato calcio - 2.500 mg;
Niacina — 7.000 mg; Acido félico — 180 mg; Biotina — 15 mg; Colina — 55 g; Zinco — 12 g; Ferro - 12 g;
Manganés — 15 g; Cobre — 3.000 mg; lodo — 250 mg; Cobalto — 50 mg; Selénio — 72 mg; Etoxiquim — 40
mg; B.H.A-40mg
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2.2. Desempenho

O desempenho para o periodo de 1 a 44 dias de idade assim como nas 24 horas de
estresse, foi avaliado por meio da determinacdo do ganho de peso (g), peso final (g),
consumo de racdo (g) e conversdo alimentar (g/g). O ganho de peso médio foi
determinado pela diferenca entre os pesos final e inicial de cada unidade experimental. O
consumo de racdo pela diferenca entre a racdo fornecida e as sobras. A conversdo
alimentar foi calculada pela relacdo entre o consumo de racao e 0 ganho de peso das aves.

Os parametros de desempenho foram corrigidos para a mortalidade.

2.3. Andlises plasmaticas

Para realizar as andlises das concentracbes séricas de acido urico (MS
80022230065), de colesterol total (MS 80022230064), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), lipoproteinas de alta densidade ((HDL) MS 80022230071) e triglicérides (MS
80022230062), bem como a atividade das enzimas alanina aminotransferase (MS
80022230086) e aspartato aminotransferase (MS 80022230083), foram selecionadas pelo
peso médio da repeticdo (+10%) dez frangos, permanecendo seis horas em jejum sendo
entdo procedida a coleta. O sangue foi coletado a partir da veia jugular, em tubos
heparinizados e foram mantidos em gelo. As amostras de sangue foram entdo submetidas
a centrifugacdo (3,024 x g, 10 minutos, 4°C), e o plasma foi coletado e armazenado a -
20°C até o momento das analises, as analises foram realizadas por meio de kits comerciais
(Gold Analisa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com excecdo do LDL que foi

obtido através da formula de Friedewald (Friedewald et al., 1972).
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2.4. Expresséo génica

Para as analises de expressdo génica, amostras de jejuno foram coletadas (n=6) de
cada tratamento aos 45 dias de idade. Essas amostras foram conservadas em nitrogénio
liquido, e subsequentemente armazenadas em freezer a -80°C até o0 momento da extracao
de RNA.

O RNA foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
de acordo com as normas do fabricante, na proporcdo 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). Para triturar o tecido foi utilizado
homogenizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a sua completa dissociacdo. Apds,
serem incubadas a temperatura ambiente por cinco minutos, adicionamos 200 pL de
cloroférmio foram nas amostras, sendo estas homogeneizadas manualmente por 1 minuto.
As amostras foram entdo centrifugadas por 15 minutos a 12000 x g, a 4°C. O sobrenadante
foi coletado e transferido para um tubo limpo, adicionando em seguida 500 pL de
isopropanol por tubo, e foi incubada a temperatura ambiente (25°C), por 10 minutos.
Logo apos, as amostras foram suavemente homogeneizadas por inversdo, e centrifugadas
por 10 minutos a 12000 x g, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com 1 mL de etanol 75%. Procedeu-se mais uma centrifugacdo do material, desta
vez a 7500 x g por 5 minutos, e logo apos a centrifugacédo o sobrenadante foi descartado.
Por fim, deixou-se o pelete secando por 15 minutos e em seguida ressuspendeu-o0 em agua
ultrapura livre de RNase.

A concentracdao do RNA total foi mensurada via espectrofotdémetro 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 | (Invitrogen,
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Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em um tubo estéril RNA
free acomodado sobre o gelo, foram adicionados 1 pg de RNA total, 1 uL de 10 X DNase
| reaction buffer ¢ 1 uL. DNase I amplification grade (1 U/uL). A reagdo foi entdo
incubada a temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida, a inativacdo da DNase |
foi realizada adicionando 1 uL. de EDTA a 25 mM, e a reagao foi aquecida a 65°C por 10
minutos. Essa etapa tem o objetivo de remover possiveis contaminagdes com DNA
gendémico. Para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizou-se o kit
SuperScriptTM 11 First Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) e as
reacOes foram realizadas de acordo com as instruc@es do fabricante. Logo apos a sintese
de cDNA, as amostras foram armazenadas a -20°C até 0 momento do uso. As reacdes de
PCR (reacdo 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 solucdo apresenta pouca fluorescéncia,
mas durante os ciclos da PCR o acumulo do corante nas regides especificas de ligacdo na
dupla hélice faz com que a fluorescéncia aumente a cada ciclo da reagdo, em razdo direta
a formacéo dos amplicons, podendo desta forma ser detectada e quantificada.

O primer utilizado na reacdo de amplificacdo do gene TNF-a foi desenhado de
acordo com Du et al., (2016), com as sequéncias dos genes transportador de dipeptideos
(PepT1), SLC7A7 (y'LAT1) e fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) depositados no
site www.ncbi.nlm.nih.gov (nimero de acesso KF366603.1, XM 418326 e
NM_204267.1, respectivamente) (Tabela 1). Foram testados dois controles endégenos,
0s genes da f-actina e do GAPDH, sendo utilizado o gene da S-actina (nimero de acesso
L08165), por ter apresentado melhor eficiéncia na reacdo. Todas as analises foram

realizadas em um volume de 25 puL. e em duplicatas.
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Tabela 2 Sequéncia de primers utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR em
tempo real - qRT-PCR)

Gene Tamanhodo  Sequéncia do primer (5°-3°) Autor
amplicom (pb)

Peptl 66 F-CCCCTGAGGAGGATCACTGTT KF366603.1
R-CAAAAGAGCAGCAACGA

TNF-a 64 F-GAGCGTTGACTTGGCTGTC Du et al, 2016
R-AAGCAACAACCAGCTATGCAC

y*LAT 118 F-TGTTGGAGCCAGAGAAGGA XM_418326
R-CACAAGGAGATAAAGCAAAGTC

p-actina 130 F-GCCAACAGAGAGAAGATGAC AY765397.1

R-CACCAGAGTCCATCACAATAC

Os primers analisados foram adequados para as reagfes de PCR em tempo real. As
eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para todos os genes de interesse, com 90%
a 110% de eficiéncia. As analises da curva de dissocia¢do nao revelaram qualquer produto
inespecifico ou formacéo de dimeros de primers, e demonstra a confiabilidade dos dados
estimados nas expressdes de mRNA dos genes avaliados. A - actina utilizada como
controle endoégeno ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre as variaveis

analisadas, conferindo eficiéncia a B-actina como controle endogeno.

2.5. Analise estatistica

O método 2-2° foi utilizado para as analises de expressdo relativa, sendo seus
resultados expressos em unidade arbitraria (UA). Os resultados foram apresentados como
média e desvio padrdo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao
acaso em esquema fatorial 3x2, tendo sido avaliado trés dietas (sem suplementacéo de
metionina, DL-Met e DI-MMet) e dois ambientes aos 45 dias de idade, conforto e estresse
por calor. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).
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3. Resultados

3.1. Desempenho
Na Tabela 3, s@o apresentados os efeitos dos tratamentos sobre consumo de ragéo,
ganho de peso, peso final e conversdo alimentar no periodo de 1 a 44 dias de idade,
considerando apenas o periodo em que os animais foram mantidos em conforto térmico.
O consumo de ragdo (CR) néo diferiu entre os planos nutricionais, mas observou-
se que os animais que foram suplementados com DL-Met ou DL-MMet, apresentaram
maior ganho de peso (GP) e peso final (PF), assim como menor conversdao alimentar

(CA).

Tabela 3 Consumo de racéo (g), ganho de peso (g), peso final (g) e converséo alimentar
de frangos de corte no periodo de 1 a 44 dias de idade

CR GP PF CA

Tratamento Média ) Média SD Média SD Média SD

DI-MMet!  5259,01 362,53 299520° 87,06 3041,91%® 87,14 1,73® 0,12
DL-Met?2  5294,45 414,50 2982,65*° 229,10 3029,00* 229,20 1,78" 0,16
SM3 5197,78 712,82 2487,83" 70,70 2534,36" 70,74 2,088 0,27

Probabilidade

Dieta 0,948 <0,0001 < 0,0001 0,0165

ab\/alores médios em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05).

1 DL-MMet= dieta com suplementacdo de dipeptideo de metionina

2 DL-Met= dieta suplementada com nivel recomendado de metionina

3 SM= dieta sem suplementacdo de metionina

3.2. Expressao génica
Os resultados de expressao dos genes, y'LAT1, PepTl e TNF-a no jejuno de
frangos de corte estdo apresentados na Tabela 5. Ndo se encontraram efeitos de interagcéo

entre dieta e ambiente para nenhum dos genes estudados (P>0,05). A expressdo do
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transportador PepT1 ndo foi influenciada nem pela dieta e nem pelo ambiente,
diferentemente da resposta que se obteve para 0 TNF-a e y*'LAT1. Observou-se efeito
significativo da dieta (P<0,0001), e do ambiente na expressdo do transportador y*"LAT1.

A expressdo do TNF-a foi maior nos animais sem suplementagao (P<0,0001).

Tabela 4 Expressédo dos genes PepT1, TNFa e y'LAT1 no jejuno de frangos de corte aos
45 dias de idade

PepT1! y'LAT1 TNF-02
Média SD Média SD Média SD
DI-MMet* 0,067 0,015 0,868 0,307 0,058 0,010

Conforto DL-Met® 0,145 0,077 0,417 0,085 0,053 0,016
SM® 0,103 0,107 0,462 0,131 0,064 0,001
DI-MMet 0,061 0,024 1520 0,292 0,012 0,001
Estresse DL-Met 0,098 0,051 1,562 0,780 0,016 0,003
SM 0,105 0,069 0,905 0,147 0,015 0,004
Efeito principal
Ambiente Conforto 0,105 0,077 0,582 0,278 0,058 0,011
Estresse 0,084 0,053 1,330® 0,542 0,014 0,003
DI-MMet 0,121 0,020 1,194* 0,445 0,035° 0,025
Dieta DL-Met 0,059 0,065 0,989% 0,799 0,034° 0,022
SM 0,104 0,084 0,689° 0,269 0,040 0,026
Probabilidade
Ambiente 0,175 0,042 0,446
Dieta 0,455 0,0001 < 0,0001
Interacdo 0,747 0,183 0,354

&b Valores médios em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo
significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05)
pepT1= transportador de peptideo 2TNF-a= fator de necrose tumoral; y*LAT1 = transportador
de aminoécidos
4 DL-MMet= dieta com suplementacdo de dipeptideo de metionina
% DL-Met= dieta suplementada com nivel recomendado de metionina
® SM= dieta sem suplementacédo de metionina
3.3.Andlises plasmaticas

O efeito da suplementacdo e a alta temperatura nas analises de plasma de frango de
corte estdo apresentados na Tabela 6, no qual observou-se que houve interacdo na
atividade da enzima aspartato transaminase (AST) (P< 0,0001). A atividade da alanina
aminotransferase (ALT), foi influenciada pelo ambiente (P=0,003) e dieta (P=0,007)

separadamente, com maiores concentracdes nos animais que estavam na dieta com
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suplementacdo de ambas as fontes e em temperatura de conforto térmico. Encontrando
efeito de ambiente (P=0,024) na concentracdo de acido urico nas aves, apresentando

maior valor nos animais que foram submetidos ao estresse por calor.

Tabela 5 Analise da atividade enziméatica de AST, ALT e do &cido Urico do plasma de
frangos de corte

AST!? ALT? Acido Urico
(UI/L) (UI/L) (mg/dL)
Média  SD Média SD Média SD

DI-MMet® 437,750 33,895 26,750 4,924 2,650 0,057
Conforto DL-Met* 266,500 20,207 26,750 0,500 2,625 0,095
SMm® 251,500° 9,949 23,500 1,732 2,900 0,346
DI-MMet 290,250° 6,448 23,750 4,349 3,425 1,645
Estresse DL-Met 450,250* 59,567 23,500 3,511 3,000 0,522
SM 270,250 30,685 17,000 0,000 3,925 0,095

Efeito principal

Conforto 318,583 90,765 25,666% 3,171 2,725" 0,230
Estresse 336,916 91,184 21,416° 4,378 3,450° 0,985
DI-MMet 364,000 82,013 25,250% 4,590 3,037 1,155
Dieta DL-Met 358,375 106,501 25,125% 2,900 2,812 0,401

Ambiente

SM 260,875 23,375 20,250° 3,654 3,412 0,596
Probabilidade
Ambiente 0,179 0,003 0,024
Dieta <0,0001 0,007 0,270
Interacédo < 0,0001 0,474 0,667

ab Valores médios em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo
significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05)

LALT= aspartato transaminase

2AST= alanina aminotransferase

SDL-Met= dieta com suplementacéo de dipeptideo de metionina

‘DL-MMet= dieta suplementada com nivel recomendado de metionina

®SM= dieta sem suplementacdo de metionina

Pode ser observado efeito da interacdo ambiente x dieta, em todas as andlises
envolvendo o perfil lipidico: conteddo de colesterol total (P=0,004), triglicerideos

(P=0,022), LDL (P=0,016) e HDL (P=0,035) (Tabela 7).
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Tabela 7 Analise do conteudo de colesterol total, triglicérides LDL e HDL do plasma de frangos de corte de 45 dias de idade
Colesterol Total Triglicérides

(mg/dL) (mg/dL?) LDL! (mg/dL) HDL2 (mg/dL™)
Média SD Média SD Média SD Média SD
DI-MMet®  135,666° 4,457 133,000 1,414 60,600P 8,136 76,0002 1,632
Conforto DL-Met* 115,666° 34,098 135,500° 19,070 52,033 20,685 66,500°° 7,549
SM® 120,000P 9,591 130,750 9,069 41,033¢ 18,511 71,500% 1,291
DI-MMet  142,250° 11,926 142,250% 11,926 57,250°° 2,867 80,2502 10,144
Estresse DL-Met 176,3332 31,658 158,0002 18,055 92,2002 23,528 71,750% 4,991
SM 114,000° 9,591 114,000° 9,591 53,600 4,966 57,000° 13,291
Efeito principal
Ambiente Conforto 123,777 22,848 133,083 22,677 51,222 24,067 71,333 5,757
Estresse 148,785 34,282 138,083 11,236 71,185 17,720 69,666 13,553
DI-MMet 138,300 44,585 137,625 9,288 59,260 6,520 78,125 7,100
Dieta DI-Met 146,000 8,367 146,750 20,981 72,116 29,768 69,125 6,556
SM 117,600 14,893 122,375 12,443 46,060 15,514 64,250 11,683
Probabilidade
Ambiente 0,018 0,357 0,010 0,607
Dieta 0,020 0,005 0,006 0,007
Interacdo 0,004 0,022 0,016 0,035

ab'\/alores médios em uma mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05)
ILDL= low density lipoproteins

2HDL-= high density lipoproteins

SDL-Met= dieta com suplementacéo de dipeptideo de metionina

“DL-MMet= dieta suplementada com nivel recomendado de metionina

*SM= dieta sem suplementagdo de metionina
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4.  Discussao

Os parametros relacionados ao desempenho sdo uma forma de acompanhamento da
resposta do animal ao ambiente e dieta a que este esta sendo submetido. A associacao
correta entre esses dois fatores é a responsavel por um adequado crescimento animal.

Trabalhos envolvendo a suplementacdo de metionina na nutricdo de frangos de
corte sdo desenvolvidos hd muitos anos (Daenner e Bessei, 2003; Del Vesco et al., 2015;
Oliveira Neto et al., 2007; Schutte et al., 1995) devido a sua importancia para o
desenvolvimento eficiente das aves. Em dietas a base de milho e soja, a suplementagéo
de metionina desempenha um papel essencial, pela sua participacdo na deposicédo
muscular e de penas (Oliveira Neto, 2014). Associado ao fato de 0s novos genotipos de
frango de corte possuirem acelerada taxa de crescimento e deposicdo de tecido, as aves
necessitam de alta demanda desse aminoacido (Jankowski et al., 2014), que deve estar
rapidamente disponivel e em niveis adequados a fim de diminuir perdas financeiras
ligadas a excrec¢do indevida de nitrogénio. Além de ser fundamental para o metabolismo
de proteinas, a metionina é doador de grupos metil que sdo necessarios para varias reacoes
metabolicas, assim como no processo de amenizacdo do efeito de estresse e do status
inflamatdrio do organismo animal (Corzo et al., 2006; Tesseraud et al., 2009).

O uso de diferentes fontes de metionina relacionados aos parametros de
desempenho geralmente ndo fornecem diferencas significativas (Leite et al., 2009;
Visentini et al., 2005), fato esse que se deve provavelmente aos adequados niveis
suplementados. Em nosso trabalho, também néo se verificou diferencas significativas nas
caracteristicas estudadas com relacdo as fontes de metionina (DL-Met e DL-MMet).
Sabe-se que deficientes em metionina reduzem o ganho de peso, consumo de racéo,
contribuindo assim com energia adicional e acréscimo na deposicao de gordura corporal

(Rodrigueiro et al., 2000). Em nosso estudo, os animais que receberam a dieta sem
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suplementacdo (SM) ao final dos 44 dias, apresentaram menor ganho de peso, peso final
e maior conversao no periodo de 1 a 44 dias em condigéo termoneutra (Tabela 3).

A proteina dietética é necessaria para fornecer os aminoacidos essenciais, que o
organismo ndo é capaz de sintetizar, assim apos a ingestdo e degradacédo, o transporte
desses nutrientes para fora das células epiteliais € mediado por transportadores
localizados na membrana basolateral. Os aminoacidos s&o absorvidos como aminoacidos
ou peptideos livres por uma variedade de transportadores com especificidade para
aminoacidos acidos, basicos e neutros e pequenos peptideos (Paris e Wong, 2013).

O uso do dipeptideo de metionina vem mostrando resultados satisfatorios com
maior biodisponibilidade do que as fontes convencionais de metionina para organismos
aquaticos (Niu et al., 2018), e para que sejam corretamente utilizados pelo organismo
transportadores especificos sdo necessarios para carrea-los do Iimen intestinal para os
enterdcitos para que ocorra sua liberacdo na circulacdo (Chen et al., 2002). Dentre os
transportadores de peptideos, o transportador de peptideos, PepT1, realiza o transporte
dos dipeptideos impulsionando pela membrana interna-negativa através do potencial da
célula e dependente do pH celular (Fei et al., 1994). Neste trabalho, sua expressdo no
jejuno dos frangos de corte, ndo foi alterada em funcédo da dieta e nem pelo estresse por
calor, resultados esses que corroboram com (Sun et al., 2014) em que frangos de corte
foram expostos ao calor (32°C) por dez horas diarias por um periodo de sete dias, 0s
autores ndo encontraram modulacdo na expressao dos transportadores de aminoacidos,
concluindo que essa categoria de transportadores pode nao ser modulada por esse tipo de
perturbacdo. Os referidos autores ainda citam a escassez de referéncias sobre os
transportadores de aminoacidos no jejuno de frangos de corte, ndo tendo assim grande

esclarecimento sobre os mecanismos que séo envolvidos na expressao destes.
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Os macrofagos sdo importantes para assegurar normal funcionamento do
hospedeiro através de controle dos processos inflamatorios (Epelman et al., 2014), sendo
ativada por intermédio de citocinas. As citocinas sdo um grupo de proteinas de baixo peso
molecular, que atuam na intercomunicacédo celular, sendo liberadas em decorréncia de
diferentes estimulos e interagem com 0s seus receptores regulando a funcéo celular
(Vitale and Ribeiro, 2007). O fator de necrose tumoral, esta relacionado com a apoptose
celular pelo fato de interagir com as células por meio de receptores especificos para TNF,
esses receptores tém sitios de ligacdo especificos na superficie externa da membrana
plasmatica e um dominio que transmite o sinal de autodestruicdo (Nelson e Cox, 2013).

Por estar ligado a respostas inflamatdrias habitualmente encontra-se maior
expressdo de TNF-o nas mais variadas patologias (Sevimli et al., 2008), assim como em
situacOes de toxicidade por excesso de nutrientes na dieta (Wang et al., 2018). Sabe-se
também que animais doentes ingerem menor quantidade de alimento, e este
comportamento é relacionado a liberacao de citocinas pelo sistema imune, que véo atuar
nos centros responsaveis pelo controle do apetite no sistema nervoso central, produzindo
assim a reducdo da alimentacéo (Johnson, 1998). Desse modo em nosso estudo, a maior
atividade encontrada do fator de necrose tumoral alpha, na dieta isenta de suplementacéo
de metionina pode ser indicativo de algum tipo de dano decorrente da falta do aminoéacido,
sabido que a dieta tem influéncia no funcionamento adequado do sistema imune, e a
subnutricdo resultante da falta de um balanco ideal de aminoacidos pode ser
desencadeador de citocinas (Ragib and Cravioto, 2009).

O transporte da metionina do intestino delgado para o resto do corpo se faz
necessario para que este nutriente possa ser devidamente utilizado no metabolismo animal
(Rodrigueiro et al., 2000). Porém, em condicGes de estresse, no qual pode ser definido

como sendo uma condi¢do ou estado em que a homeostase do organismo é perturbada o
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que provoca alterac6es hormonais e metabolicas (Kioukia-Fougia et al., 2002) o sistema
neuroendocrino € ativado, e as catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, sdo sintetizadas
em maior quantidade (Sapolsky et al., 2000). Provendo alteragdes no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas. Em resposta do organismo a essas perturbacdes, o
principal resultado é a ativacdo enzimatica das proteinas quinases que sinalizam ao
organismo para implantar glicogenolise e gluconeogénese (Charmandari et al., 2015).
Dentro da familia de transportadores do tipo y'L, o transportador y*LAT1
(codificado pelo gene SLC7A7) é um transportador sodio independente, que se encontra
principalmente no intestino delgado, e atua facilitando a saida de aminoacidos catiénicos
da célula para a matriz extracelular, e nos rins, leucécitos e células epiteliais, sendo parte
do complexo heterodimérico de aminoacidos catiénicos (Fotiadis et al., 2013). Este
transportador medeia a absorcdo de aminoacidos neutros, trocando esses aminoacidos por
aminoacidos cationicos intracelulares (principalmente L-leucina, L-glutamina e L-
metionina). Assim, a metionina que foi absorvida nos enterdcitos € transportada pelo
y*LAT1 que medeia o transporte via corrente sanguinea podendo chegar ao figado e ira
ocorrer gliconeogénese. A maior expressdo deste transportador que visualizamos no
ambiente de estresse térmico (Tabela 5) pode ser pela necessidade de um incremento na
via da gliconeogénese pela baixa disponibilidade de substrato no organismo. Em
consequéncia, ha a necessidade de aumentar a quantidade de transportadores de
aminoacidos que atuam nas vias glicogénicas, como é o caso da metionina, para que esses
aminoacidos se tornem disponiveis, para assim promover a formacéo de glicose o mais
rapido possivel. A suplementacdo de metionina também inferiu em aumento na sua
expressdo, que pode ter relacdo com a necessidade de um incremento na entrada de

aminodcidos do limen do intestino delgado para o enterdcito (Yin et al., 2014).
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O estudo do perfil bioguimico tem a capacidade de informar sobre o estado
nutricional e metabdlico do organismo e suas respostas, auxiliando no desenvolvimento
de novas ferramentas para melhores indices zootécnicos, visto que em momentos de
perturbacdo da homeostase as primeiras alteracdes fisiologicas passiveis de analises sao
as bioquimicas (Schmidt et al., 2007; Silva et al., 2015). A utilizacdo da atividade de
enzimas plasmaticas e de metabolitos sdo amplamente utilizadas como indicativo do
estado de funcionamento de diversos 6rgdos. O fato de os animais em estresse terem
apresentado maior sintese de &cido Urico (Tabela 6) reforca o uso deste parametro como
possivel indicador da resposta animal ao calor (Azad et al., 2010), podendo estar
associado ao seu aumento, devendo-se possivelmente pela necessidade de um incremento
na via da gliconeogénese no figado desses animais, para compensar 0 aumento da
demanda de energia (Sun et al., 2014). Em geral, considera-se que valores de AST de a
partir de 800 UI/L, mostram-se como elevacdes marcadas, sendo indicativas de dano
hepatocelular grave (Capitelli and Crosta, 2013), para nossos animais 0s valores
enzimaticos encontrados estavam dentro da faixa de normalidade.

Ao encontrarem os menores valores nas analises do perfil lipidico para os animais
que ndo receberam suplementacdo (Tabela 7), infere-se que dietas deficientes em
metionina para frangos de corte podem estar relacionadas ao metabolismo dos acidos
graxos ndo esterificados, e triglicérides. Devendo-se ao fato de que os aminoacidos
sulfurados parecem agir inibindo a enzima hidroximetilglutaril-CoA redutase,
responsavel pela sintese de colesterol, diminuindo a concentracdo plasmatica de
colesterol no organismo (Carvalho, 2017). A maior oferta de energia na dieta dos animais
aos 42 dias de idade também pode ser um fator consideravel para maior aumento nas
concentracOes do perfil lipidico encontrado nos animais recebendo suplementacéo, pois

a metionina apresenta um papel importante no metabolismo lipidico de aves (Borsa, et
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al., 2011; Kalbande et al., 2009). Observando assim, que a condi¢do alimentar pode ser
resposta para os resultados que se encontrou envolvendo o perfil sérico dos animais, visto
que a suplementacéo ou a limitagdo de metionina é a responsavel pela disponibilidade do
aminoacido para o metabolismo do animal, demandando maior ou menor gasto
energético. Dessa forma, o maior nivel de triglicerideos e outros compostos lipidicos
sanguineos nas aves suplementadas pode ser explicado por um incremento nas vias do

metabolismo lipidico devido uma maior presenca de metionina.

5. Concluséo

A suplementacdo de metionina independente de sua forma, faz-se essencial para o
melhor desenvolvimento animal.

Sdo raras as pesquisas envolvendo a suplementacdo do dipeptideo de metionina na
nutricdo de frangos de corte. O desafio térmico e a dieta ndo foram suficientes para

modular a expressao do PepT1.
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