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RESUMO

O melhoramento genético do frango de corte (Gallus gallus) proporcionou grande
avango em seu processo de deposicdo de tecido muscular possibilitando excelentes
indices zootécnicos. No entanto, ndo houve melhorias semelhantes no sistema
cardiovascular, fazendo com que o acelerado aumento da massa muscular tornasse 0s
animais suscetiveis ao desenvolvimento de transtornos metabolicos, em decorréncia do
desajuste entre o pequeno tamanho do coragcdo em relagcdo ao seu peso Vvivo, que 0S
tornam suscetiveis a insuficiéncia cardiaca por diferentes fatores. O objetivo do Artigo
I, foi avaliar os efeitos do estresse térmico agudo (32°C; 12 horas) em frangos de corte
sobre a temperatura corporal por meio de dois métodos de mensuracdo, via retal e por
probe, aspectos morfométricos do coracdo e da artéria aorta, e a expressdo dos genes:
Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), enzima conversora de angiotensina (ECA),
proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase 3 (GPX3), assim como avaliar 0s parametros
inflamatorios (mieloperoxidase e N-acetil-glicosaminidase), parametros de estresse
oxidativo (grupos sulfidrilicos ndo proteicos, atividade das enzimas catalase e
superdxido dismutase, niveis de glutationa S-transferase, hidroperdxidos lipidicos e
espécies reativas de oxigénio) e niveis de nitrito no tecido cardiaco. Foram utilizados 36
frangos de corte em delineamento inteiramente casualizado, distribuidos em dois
grupos: ambiente de conforto térmico (18°C) e ambiente de estresse térmico (32°C). O
estresse térmico desencadeou alteracdo na temperatura corporal independentemente da
via de afericdo via probe e por via retal. Houve efeito significativo na espessura da
parede da artéria aorta e nos diametros latero lateral e antero posterior (P<0,05), da
mesma forma houve diferenca nas dosagens de hidroperdxidos lipidicos, na
quantificacdo das espécies reativas de oxigénio e na dosagem de nitrito (P<0,05). As
quantificagBes dos genes iNOS, ECA e CETP também foram significativas com maior
expressao nos animais submetidos ao estresse por calor. Assim, pode-se concluir que o

estresse térmico agudo (32°C; 12 horas) foi capaz de promover diversas alteracdes



morfoldgicas e moleculares no coragdo e na artéria aorta de frangos de corte e essas
alteracdes podem ser parcialmente responsaveis por casos de mortes subitas em plantéis
de frangos de corte criados em condicGes de estresse térmico por calor. No Artigo 11, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a utilizacdo de dipeptideos de metionina (DL-
Metionil-DL-Metionina) em dietas de frangos de corte e verificar os seus efeitos sobre a
expressdo do gene da proteina do choque térmico 70 kDa (HSP70), dos genes de
sinalizacdo da apoptose caspase 3 (CASP3), célula-B de linfoma 2 (BCL2), proteina X
associada ao BCL2 (BAX), genes do sistema antioxidante, superoxido dismutase (SOD)
e a glutationa peroxidase 3 (GPX3) e a morfometria do coracdo em condigdes de
estresse térmico agudo (38°C; 24 horas). Foram utilizados 90 frangos de corte
distribuidos em esquema fatorial 3x2: trés tratamentos relacionados a suplementacéo de
metionina: SM, DL-Met e DL-MMet e dois ambientes ambiente de conforto térmico e
de estresse por calor. O estresse por calor desencadeou significativamente (P<0,05) a
sinalizacdo da apoptose havendo efeito de interacdo entre dieta e ambiente (P<0,05)
para a expressao dos genes BCL2 e BAX, que resultou em efeito protetor para as células
cardiacas. Houve efeito de interacdo entre dieta e ambiente (P<0,05) sobre a expressédo
dos genes do sistema antioxidante GPX3 e SOD. Em relacdo a morfometria do coracao
houve efeito de interagdo (P<0,05) entre dieta e ambiente para as medidas relacionadas
a espessura dos musculos ventriculares direito, esquerdo e espacos interventriculares. A
suplementacdo de metionina na forma de DL-metionina e DL-Metionil-DL-Metionina
proporcionou melhor desempenho das aves, atenuou a perda de peso em situacOes de
estresse térmico e foi responsavel por tornar os mecanismos de protecdo cardiacas mais

eficientes em situacdo de elevada temperatura.

Palavras-chave: apoptose, avicultura, células cardiacas, nutrigenémica.
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ABSTRACT

The genetic improvement of broiler chickens (Gallus gallus) provided a great advance
in the process of deposition of muscle tissue, allowing excellent zootechnical indexes.
However, there were no similar improvements in the cardiovascular system, causing the
accelerated increase in muscle mass to make the animals susceptible to the development
of metabolic disorders, due to the mismatch between the small size of the heart in
relation to its live weight, which make them susceptible to heart failure due to different
factors. The objective of Article I, the objective of this study was to evaluate the effects
of acute thermal stress (32° C; 12 hours) on broilers on body temperature by means of
two methods of measurement, rectal and probe, morphometric aspects of the heart and
(INOS), angiotensin converting enzyme (ACE), esterified cholesterol transfer protein
(CETP), superoxide dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GPX3), as well as
the expression of the genes: nitric oxide synthase (iNOS), angiotensin converting
enzyme oxidative stress parameters (non-protein sulfhydryl groups, activity of catalase
and superoxide dismutase enzymes, glutathione S-transferase levels, lipid
hydroperoxides and reactive oxygen species), and levels of inflammatory parameters
(myeloperoxidase and N-acetyl glycosaminidase). nitrite in cardiac tissue. Thirty - six
broilers were used in a completely randomized design, distributed in two groups:
thermal comfort environment (18°C) and thermal stress environment (32°C). Thermal
stress triggered changes in body temperature regardless of the probe and rectal route.
There was a significant effect on the thickness of the aortic artery wall and on the lateral
and posterior posterior diameters (P<0.05). There was also a difference in lipid
hydroperoxide dosages, in the quantification of reactive oxygen species and in the
nitrite dosage (P<0.05). The quantifications of the iNOS, ACE and CETP genes were

also significant with greater expression in the animals submitted to heat stress. Thus, it
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can be concluded that the acute thermal stress (32°C, 12 hours) was able to promote
several morphological and molecular changes in the heart and the aorta artery of broiler
chickens and these alterations may be partially responsible for cases of sudden death in
of broilers raised under heat stress conditions. Article 11, was to evaluate the use of
methionine dipeptides (DL-Methionyl-DL-Methionine) in broiler diets and to verify
their effects on expression of the 70 kDa heat shock protein (HSP70) gene, (BCL2),
BCL2-associated X-protein (BAX), antioxidant system genes, superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase 3 (GPX3) and the genes for signaling apoptosis
caspase 3 (CASP3), B-cell lymphoma 2 (BCL2) morphometry of the heart under
conditions of acute thermal stress (38° C, 24 hours). A total of 90 broilers distributed in
a 3x2 factorial scheme were used: three treatments related to methionine
supplementation: SM, DL-Met and DL-MMet, and two environments of thermal
comfort and heat stress. Heat stress triggered significantly (P <0.05) the signaling of
apoptosis, with interaction effect between diet and environment (P <0.05) for the
expression of the BCL2 and BAX genes, which resulted in a protective effect for the
cells cardiac disorders. There was interaction effect between diet and environment (P
<0.05) on the expression of the genes of the antioxidant system GPX3 and SOD. In
relation to heart morphometry, there was an interaction effect (P <0.05) between diet
and environment for the measurements related to the thickness of the right, left
ventricular and interventricular spaces. Methionine supplementation in the form of DL-
methionine and DL-methionyl-DL-methionine provided better bird performance,
attenuated weight loss in thermal stress situations and was responsible for making

cardiac protection mechanisms more efficient in high temperature.

Key words: apoptosis, poultry, cardiac cells, nutrigenomics.



| INTRODUCAO

O melhoramento genético de aves proporcionou grande avango no crescimento e
desenvolvimento de frangos de corte predispondo-os aos excelentes indices zootécnicos,
principalmente os relacionados a conversdo alimentar, eficiéncia alimentar, ganho de
peso, idade e peso ao abate, indice eficiéncia produtiva, taxa de mortalidade e
viabilidade (Sahraei, 2014). Entretanto, devido ao tamanho desproporcional do coragéo
em relacdo a massa muscular, o coracdo desses animais apresenta elevada carga de
trabalho, e resulta em animais mais suscetiveis ao desenvolvimento de transtornos
metabolicos, com alteragdes fisiopatoldgicas e alteracbes nas atividades enziméticas
devido ao estresse oxidativo causado pelo somatorio desses fatores (Kumari et al. 2016;
Tickle et al. 2014).

O Brasil sendo um pais de clima tropical, promove varios desafios na avicultura,
sendo o fator ambiental o mais relevante, principalmente o fator relacionado a alta
temperatura, os quais sdo limitantes para 6tima produtividade (Furlan e Macari 2002).

Porém, para amenizar a propensdo dos animais a desenvolverem doencas
cardiacas, relacionadas ao estresse térmico e a ineficiéncia do sistema cardiovascular, a
modificacdo da dieta com utilizacdo de alimentos funcionais baseados em suas funcoes
nutricionais basicas, podem diminuir o risco de doencas cronicas e apresentar beneficios
fisiolbégicos uma vez que a nutricdo, desempenha papel importante na etiologia e no
tratamento das doencas cardiovasculares por possuir componentes fisiologicamente
ativos com agdes antioxidantes, que atuam concentrando-se principalmente em fatores
de risco estabelecidos, relacionados a sindrome metabdlica, hiperlipidemia e niveis
elevados de marcadores inflamatérios (Asgary et al. 2018).

A metionina € um aminoacido sulfurado essencial necessario para manter o
crescimento e outras fungdes metabdlicas, permitindo que o animal expresse seu
méaximo potencial genético, e é o primeiro limitante em dietas de aves formuladas com
base nos alimentos milho e soja. A metionina é suplementada nas dietas geralmente na
forma de aminoacidos industriais, DL-metionina e de metionina hidroxi-analoga
(MHA). Outra possibilidade € a utilizagdo de dipeptideos de metionina, que em fungéo
de transportadores especificos permite maior velocidade de transporte do dipeptideo e
maior eficiéncia energética em relacdo a absor¢do de aminoécido livre (Gilbert et al.
2008).
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Assim, a busca por novas fontes de metionina e o conhecimento relacionado aos
processos metabdlicos, as modificacBes morfoldgicas e enzimaticas em nivel celular e
molecular provocadas pelo estresse térmico no coracdo se torna cada vez mais

importante.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.0. Nutricdo em frangos de corte

O fornecimento de dieta balanceada para frangos de corte ocorre de acordo com
as exigéncias de cada fase de desenvolvimento (Rostagno et al. 2011), que aliado aos
avancos no processo de melhoramento genético, proporcionam excelentes indices
zootécnicos e possibilita assim, que as aves expressem o maximo do seu potencial
genetico (Sahraei 2014).

Na producdo industrial avicola, cerca de 70% do custo total de producdo esta
atribuida a alimentacdo, sendo que as fontes de proteina sdo as responsaveis pela maior
parte desse custo. Dessa forma, o fornecimento de uma dieta balanceada, produzida com
alimentos de qualidade, torna-se de suma importancia. Do mesmo modo, o0 importante
progresso na nutricdo avicola nos ultimos anos se deve a formulacéo das dietas a partir
do conceito de proteina ideal e garante o exato balanceamento, de acordo com o perfil
de aminoacidos, por meio da reducdo do desequilibrio entre os aminoacidos limitantes e
0 0s outros aminoacido, com o objetivo de satisfazer as exigéncias do animal resultando
em producdo animal com menor custo e maxima eficiéncia (Vieira e Angel 2012).

A metionina é um aminoacido sulfurado essencial e o primeiro limitante em
dietas de aves, necessaria para manter o crescimento e outras fun¢es metabdlicas,
permitindo o maximo potencial genético, assim o seu fornecimento se torna
indispensavel na dieta uma vez que esse aminoacido nao é sintetizado no organismo em
quantidades suficientes as suas exigéncias de mantenga, crescimento e producdo para
manter as funcdes fisiologicas (Yang et al. 2004).

Algumas das principais funces da metionina estdo relacionadas a sintese de
proteina corporal (Tesseraud et al. 2008), regulacédo celular e promogéo do crescimento

(Del Vesco et al. 2013), apresenta funcdo antioxidante (Zhang et al. 2015), imunoldgica
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e anti-inflamatorio (Selhub e Troen 2016), além de ser a principal doadora de grupos
metil para o processo de metilagio do DNA, sendo esse um dos mecanismos
responsavel por modular a expressao génica (Szyf 2011).

Existem vérias fontes de metionina utilizadas para a nutricdo de frangos de corte
porém, as suplementacGes nas dietas na forma de aminodcidos industriais s&o
geralmente a DL-metionina e a metionina hidroxi-analoga (MHA), os quais sdo
absorvidos e convertidos em L-metionina pelo metabolismo do animal para a realizagdo
das funcBes metabdlicas como metilacdo e a sintese de metabdlitos de enxofre como a
cisteina e taurina (Agostini et al. 2016). Outra possibilidade é a utilizagdo de dipeptideo
de metionina, DL-metionil-DL-metionina, sendo considerada como uma fonte de
aminoacido mais eficientemente absorvido, por apresentar transportador especifico o
que permite maior velocidade de transporte do dipeptideo além de apresentar maior
eficiéncia energética uma vez que o dipeptideo ao ser absorvido serd metabolicamente

convertido em duas moléculas de L-metionina (Gilbert et al. 2008).

1.1. Fisiologia cardiaca das aves em ambiente de estresse térmico

O sistema cardiovascular composto pelo coragdo e pelos vasos sanguineos, é
responsavel por suprir os tecidos com oxigénio e nutrientes, enquanto remove o dioxido
de carbono e outros residuos metabolicos. Nas aves e nos mamiferos, o coragdo €
composto por dois atrios e dois ventriculos, um dos vasos sanguineos presente é a aorta,
sendo essa a maior artéria, que possui enorme elasticidade para suportar a pressdo
gerada pelo sangue bombeado pelo ventriculo. O sistema cardiovascular é bastante
eficiente, pois o sangue desoxigenado e oxigenado ndo € misturado, garantindo assim
que os tecidos do corpo sejam supridos com sangue saturado de oxigénio (Frandson,
Wilke, Fails 2005).

Em aves adultas, a temperatura corporal oscila entre 40 e 41°C, sendo essa
temperatura mantida por meio de reacdes homeostaticas. Para tal, existe o principio de
equilibrio térmico, que ocorre pela intensa producdo de calor gerado por processos
metabolicos dos principais 6rgdos (cérebro, coracdo e visceras que juntos geram cerca
de 60% da producdo de calor corporal) e a dissipacdo desse calor para 0 ambiente
(Sellier et al. 2014).

As aves possuem como particularidade, a auséncia de glandulas sudoriparas, o
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que dificulta as trocas de calor com o ambiente. Por isso 0 primeiro mecanismo de
dissipacdo de calor é pela forma sensivel (radiacdo, conducdo e conveccao) por meio de
mudangas comportamentais com a diminui¢do no consumo, aumento de ingestdo de
agua, ficam mais quietas e ofegantes, com as asas levantadas, expdem a regido ventral,
bico aberto, ericam as penas, e, caso necessario, ocorre também a ativacdo do
mecanismo latente com a elevacdo da frequéncia cardiorrespiratoria, gerando aumento
no débito cardiaco, do fluxo sanguineo, vasodilatacdo cutédnea e desequilibrio
eletrolitico (McCafferty et al. 2017).

Os fatores ambientais, dentre esses os fatores térmicos, representado
principalmente pela elevada temperatura € considerado o estressor ambiental de maior
relevancia na avicultura mundial, pois compromete a manutencdo da homeotermia, uma
vez que o frango de corte € um animal geneticamente aprimorado para proporcionar
excelentes indices zootécnicos (Havenstein et al. 2003), sem melhorias semelhantes no
sistema cardiovascular (Kumari et al. 2016) dificultando a dissipacdo de calor pela
forma latente que em situacdo de estresse térmico, pode levar o animal a hipertermia
aguda promovendo portanto, maultiplas alteragbes fisiopatologicas, alteracGes
metabolicas e enzimaticas (Giloh et al. 2012) além de afetar mecanismos bioquimicos e
fisiolbégicos como processos digestivos, frequéncia cardiaca e respiratoria (Zaboli et al.
2017) que podem comprometer desempenho animal e levar até mesmo a morte.

O estresse térmico ocorre quando a quantidade de calor produzida por um
animal ultrapassa a capacidade de dissipar o calor para o ambiente, e além de muito
desconforto gera desempenho produtivo baixo e alto indice de mortalidade (Nardone et
al. 2010) uma vez que, quando as aves estdo sofrendo por estresse térmico, ocorre a
aumento da producdo de calor metabolico e 0 aumento na dissipacao de calor (Macari et
al. 2004) provocando mudangas fisioldgicas adaptativas, entre as mudancas pode-se
citar a vasodilatacdo cutdnea e a diminuicdo nos tamanho do 6rgdos dentre eles o
coragdo (Guyton e Hall 2006).

A vasodilatacdo cutanea ocorre em vasos sanguineos superficiais, no qual ocorre
a redistribuicdo do fluxo sanguineo durante a hipertermia, de modo que o0 sangue seja
redirecionado da regido mais interna do corpo para a regido periférica, em que o calor
sera dissipado (Chen et al. 2010). Ademais, em razdo da dificuldade em dissipar o calor,
o animal modifica a producéo de calor metabdlico reduzindo o tamanho dos érgdos que

mais produzem calor (Al-Tamimi 2007).
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1.2. Estresse oxidativo e sistema enzimatico

O estresse por calor € um dos estressores ambientais mais relevantes na
avicultura mundial, este afeta 0 desempenho animal como um todo, além de apresentar
multiplas alteracdes fisiopatoldgicas como a ativacdo do sistema imune, disfuncdo da
barreira intestinal e estresse oxidativo celular resultando desta forma na diminuicdo da
produtividade animal (Quinteiro-Filho et al. 2010).

O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre a producdo de
compostos antioxidantes e oxidantes. Para combater o estresse oxidativo, 0 organismo
animal dispde de sistemas antioxidantes do tipo enzimaticos compostos, dentre outras
enzimas, pela superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e, glutationa peroxidase
(GPx), que sdo capazes de metabolizar as espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas normalmente nos processos bioldgicos celulares (Zeng et al. 2014) (Figura
1).

SOD: atua como sistema de defesa intracelular que converte o radical
superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Weydertn e Cullen 2010).

CAT: metaboliza o perdxido de hidrogénio produzido convertendo-o em agua e
oxigénio (Weydertn e Cullen 2010).

GSH: é um tripeptideo formado pelos aminoacidos cisteina, acido glutamico
e glicina, que pode encontrar-se sob a forma oxidada (GSSG), forma conjugada (GS-R)
e ainda sob a forma reduzida (GSH), sendo essa a forma mais prevalente nas células,
sob condic@es fisiologicas normais, representando cerca de 90%. A GSH age como um
potente antioxidante atraves do tamponamento redox, da desintoxicacdo de
hidroperdxidos inorganicos e da desintoxicagdo de xenobidticos atuando em conjunto
com as enzimas glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa-S-Transferase (GST) (Ayer
et al. 2010).
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Figura 1. Sistemas antioxidantes do tipo enzimatico (Fonte: Adaptado de Lubos,
Loscalzo e Handy 2011).

Existe um outro tipo de sistema antioxidante, o ndo enzimatico sendo esse
suplementado por meio da dieta no qual podem ser citados as vitaminas lipossullveis
(vitamina A, vitamina E e beta-caroteno), vitaminas hidrossollveis (vitamina C e
vitaminas do complexo B), os oligoelementos (zinco, cobre, selénio, magneésio e etc.),
os bioflavonoides (derivados de plantas) e a metionina, componentes nutricionais esses
que evitam a acdo deletéria das ROS sobra as células (Barbosa et al. 2010).

As ROS sdo moléculas altamente oxidantes e reativas que podem danificar
estruturas celulares compostas por carboidratos, acidos nucleicos, proteinas e lipidios o
que faz com que suas fungdes sejam alteradas, resultando assim no desencadeamento de
diversas alteracfes fisiologicas, como o processo inflamatério que ocorre através da
ativacdo de enzimas pro-inflamatdrias como a mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-
glicosaminidase (NAG) (Akbarian et al. 2016).

A MPO é uma enzima altamente catidnica, presente principalmente nos
leucdcitos, € responsavel pela destruicdo de patdgenos e apresenta papel fundamental na
sinalizacdo do parametro inflamatério (Nauseef 2014). Para que ocorra a resposta
inflamatoria € necessario algum fator estimulante, seja esse patdgeno ou desestruturacao
da membrana (Aratani 2018), e a partir de entdo ocorre a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorio, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), as citocinas, adipocinas e as
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-7) sendo essas responsaveis pela ativacdo dos
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leucdcitos que se fundem ao fagossomo liberando a MPO (El-benna et al. 2016) que por
sua vez promove a conversdao do peroxido de hidrogénio a acido hipocloroso e de
halogenetos em acidos hipohalosos, levando dessa forma a formacdo de compostos
intermediarios altamente reativo (Giovannini et al. 2010). A MPO medeia varios
processos inflamatérios e por isso pode ser considerada como marcadora para a
atividade e acumulacéo de leucocitos (Aratani 2018).

Outra enzima relacionada aos parametros inflamatérios €é a N-
acetilglucosaminidase (NAG), enzima presente nos lisossomos e produzida
principalmente por macrofagos, durante o processo de fagocitose, lise celular ou dano
tecidual, sendo a deteccdo da atividade da NAG utilizada como marcador indireto da
resposta inflamatdria através do acimulo e ativacao dos macréfagos (Xavier et al. 2010;
Lamaita et al. 2012).

O estresse agudo por calor, pode causar alteragdes metabdlicas gerada pelo
estresse oxidativo, decorrente da existéncia do desequilibrio entre o sistema

antioxidante celular com a superproducdo de ROS, que incluem todos os radicais do

oxigénio, como o anion radical superéxido (02"), radical hidroxila (HO®), radical

alquila (L"), alcoxila (LO") e peroxila (LOO"), tal processo ocasiona o desequilibrio

homeostatico, ocasiona a oxidacdo de moléculas importantes como proteina, DNA,
lipidios, dentre outras e inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidagdo
lipidica celular (Rani et al. 2016).

A peroxidacdo lipidica produz ampla variedade de produtos de oxidac¢éo sendo o
principal, os hidroperéxidos lipidicos (LOOH), que desencadeiam processos
degenerativos afetando a conformacdo lipidica, sendo esses componentes essenciais das
membranas celulares que mantém a estrutura e controla a funcéo celular, e contribui
para o desenvolvimento de diversas doencas e distirbios metabodlicos de origem
cardiovascular (Yin et al. 2011).

Neste contexto, diversos mecanismos atuam a fim de amenizar a ocorréncia de
disturbios metabolicos os quais incluem, além dos sistemas antioxidantes, a
bioatividade do 6xido nitrico (NO) (Li e Forstermann 2013).

O NO apresenta iniumeras fungdes entre elas podemos citar: a vasodilatacéo
(Simmonds, Detterich e Connes 2014), acdo termorreguladora (Alberghina et al. 2015),
modulador de reacbes inflamatorias ou anti-inflamatérias, anticoagulante, pro-

fibrinolitica, inibidora de agregacdo e adesdo de plaquetas e leucocitos (Singh et al.
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2011). Dependendo do tipo celular e do estimulo o NO pode atuar em diversos sistemas,
tais como o sistema nervoso central (Calabrese et al. 2007), sistema gastrointestinal
(Kochoar et al. 2011), respiratério (Antosova et al. 2017), urinario (Gamé et al. 2013) e
cardiovascular, por ser responsavel pela regulacdo da pressdo sanguinea arterial através
da contratilidade do miocardio (Dobutovic¢ et al. 2011).

A producdo enzimatica do NO acontece pela oxidacdo do aminoacido L-
arginina, que é convertida em L-citrulina sendo essa conversdo mediada por uma
familia de trés enzimas denominadas como Oxido nitrico sintases (NOS), nos quais
pode-se ressaltar a Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) que é essencial para a
manutencdo do tono vascular basal; a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) importante
na regulacdo da transmissdo sinaptica no sistema nervoso central; € a 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) sendo essa enzima induzida por citocinas e lipopolissacarideos, no
endotélio e musculatura lisa cardiovascular, encontrando-se expressa em VArios
processos celulares anormais como por exemplo na insuficiéncia cardiaca (Dobutovi¢ et
al. 2011).

1.3. Expressao Génica
1.3.1. Genes do sistema de defesa celular em resposta ao estresse

Os animais de producdo estdo sujeitos a serem submetidos aos varios tipos de
estresse, ao longo de sua vida produtiva, como por exemplo o estresse térmico, elevada
concentracdo de gases, falta de &gua e alimento, alta densidade, estresse durante o
transporte e por barulho. Essa exposicdo aos potenciais agentes estressores induz
diversas mudangas comportamentais, fisiologicas e metabdlicas (Fazio e Ferlazzo,
2003; Hambrecht et al. 2005) fazendo com que ocorra a alteracdo na homeostases
celular, provocando entre outras alteracBes o estresse oxidativo. Tal fato, implica na
sintese das enzimas antioxidantes e das proteinas de choque térmico (HSPs) que sdo
rapidamente sintetizadas. Essas proteinas estdo associadas aos processos de manutengédo
celular em diversas condi¢cbes de estresse 0 que confere a funcdo anti-apoptdtica e
citoprotecao (Al-Aqil e Zulkifli 2009).

Entre as familias das HSPs, a HSP70 é a mais extensivamente pesquisada pela
sua resposta aos diversos estressores (Dastoor e Dreuer 2000; Gabriel et al, 2002;
Aghdassi et al. 2007). A HSP 70 é expressa em células sob condi¢cBes normais,

entretanto sua expressdo € aumentada quando as celulas sdo expostas a acdo de
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diferentes agentes estressantes, incluindo o calor, que promovem a sua ativagdo que até
entdo estava quiescente. A exposicdo dos animais as temperaturas elevadas danificam
por desnaturacdo a conformacdo proteica, e compromete a funcdo das proteinas
resultando no actimulo de proteinas incorretamente enoveladas em meio intracelular. A
medida que ocorre esse acumulo de proteinas danificadas ha o inicio do mecanismo
universal de resposta celular ao estresse, que consiste na rapida expressao da HSP70 que

como mecanismo de defesa, repara as proteinas defeituosas (Welch 1992) (Figura 2).

Akt woNSN

PROTECAO
CELULAR

Figura 2. Mecanismo de protecdo celular das HSPs (Fonte: Adaptado de Chatterjee e
Burns 2017).

Além da HSP70 como forma de defesa, os organismos vivos dispdem de
sistemas antioxidantes do tipo enzimatico composto por varias enzimas, dentre estas a
superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), que sdo poderosas
enzimas antioxidantes intracelulares que metabolizam o superdxido e o perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular respectivamente, ambas as enzimas sao
capazes de metabolizar as ROS produzidas normalmente nos processos biolégicos

celulares (Zeng et al. 2014).
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1.3.2. Genes da Apoptose

A apoptose é caracterizada por processos morfolégicos dependentes de
mecanismos bioquimicos, regulada de forma complexa e ordenada que apresenta
sofisticado controle genético, nos quais envolve de maneira ativa as estruturas celulares
que funcionam como um sistema de defesa, sendo esse processo de fundamental
importancia na manutencao da homeostase tecidual. Para tal, 0 mecanismo de apoptose
pode ser desencadeado por duas vias principais de sinalizacdo: a via extrinseca ou do
receptor da morte, desencadeada pela ligacao especifica dos receptores de membrana da
superfamilia do gene fator de necrose tumoral TNF, e a via intrinseca ou mitocondrial,
que envolve a alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial e a liberacdo do
citocromo C para o citosol. Essas diferentes vias culminam na ativagdo de proteases
conhecidas como caspases (Lanneau et al. 2008).

As caspases assumem um papel importante e central no mecanismo da apoptose,
seu termo deriva de espécies especificas de proteases aspartato dependentes da cisteina.
No processo de apoptose, sete caspases estdo envolvidas e distribuidas em dois grupos
de caspases: as iniciadoras (caspases -2, -8, -9 e -10) que agem para iniciar e regular a
apoptose, atuam clivando as pro-formas inativas das caspases efetoras e as efetoras
(caspases -3, -6 e -7), que quando sdo ativadas culminam no processo de clivagem de
substratos especificos de &cido aspartico e morte celular por apoptose (Kim e Kang
2010). Tanto a apoptose mediada pela via receptor de morte, quanto por via
mitocondrial causa a ativagdo da caspase-3 que entdo age como um efetor de apoptose
por clivagem de varios substratos de proteinas (Mani 2008).

A via mitocondrial é regulada por proteinas inibidoras de apoptose dentre elas, a
célula-B de linfoma 2 (BCL2), célula-B de linfoma extragrande (BCLXL), células
mieloides de leucemia 1 (MCL-1) e por proteinas indutoras da apoptose como a
proteina X associada ao BCL2 (BAX) e Proteina antagonista ao BCL2 (BAK), ambas
estdo presentes na membrana externa mitocondrial (Kwak 2013). A proteina BCL2
possui a capacidade de se acoplar a proteina BAX impedindo que ocorra a alteragdo da
permeabilidade da membrana mitocondrial, a liberagdo do citocromo C e
consequentemente a ativacdo das vias dependentes de caspases inibindo, portanto, o

processo de apoptose (Chipuk et al. 2010).
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1.3.3. Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A alta temperatura e umidade relativa do ar podem ser prejudiciais tanto a satde
guanto ao desempenho, principalmente dos frangos de corte que podem ser submetidos
ao estresse térmico nas regides tropicais ou durante 0os meses de verdo nos paises de
clima temperado. Como ja descrito anteriormente a termorregulacdo é considerada o
conjunto dos sistemas responsaveis pela regulacdo da temperatura corporal, e tem como
funcdo o equilibrio entre a producdo (termogénese) e a dissipacdo (termolise) do calor,
para manter a temperatura corporal interna entre 40 e 41°C, em aves adultas (Sellier et
al. 2014).

Quando a temperatura ambiente se eleva acima da zona de termoneutralidade
das aves, ocorre condicao de estresse metabolico, podendo gerar dentre outros fatores, a
hipertermia aguda, alcalose respiratdria e ao desequilibrio eletrolitico (McCafferty et al.
2017).

Os eletrdlitos tém um papel importante na manutencdo da homeostase no
organismo, sdo responsaveis pela regulacdo e manutencdo de sistemas importantes
como o sistema cardiaco, respiratdrio, nervoso e renal nos quais estdo relacionados com
a oxigenacdo de tecidos, pressdo arterial, equilibrio &cido-basico, entre outros. O
desequilibrio destes eletrolitos afeta diretamente o funcionamento destes sistemas,
podendo levar a hipertensdo arterial. O controle mais especifico da pressdo arterial é
desempenhado dentre outros fatores, pelo sistema renina-angiotensina (SRA), sendo
esse considerado um dos mais importantes sistemas reguladores para a homeostase
cardiovascular, contribuindo na remodelacdo cardiaca e vascular em condicOes
patoldgicas (Li e Forstermann 2013) que adicionalmente se relaciona a homeostase
hidroeletrolitica por meio da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Sparks et al.
2014).

A ECA ¢é uma metaloprotease catalitica que pode ser encontrada nas células
endoteliais pulmonares, epiteliais, neurais, cerebrais, cardiovasculares, adrenais e nas
células dos vasos sanguineos (Lindpaintner e Ganten 1991). Ela é de extrema
importancia no SRA por converter angiotensina | circulante em angiotensina Il
(Donoghue et al. 2000). A angiotensina Il apresenta diversas fun¢Ges importantes para o

funcionamento cardiaco adequado, que se relaciona com o efeito tréfico, 0 aumento do
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inotropismo e cronotropismo, o efeito pro-arritmogénico, abertura de canais iénicos e
estd também envolvida no crescimento de células no remodelamento cardiovascular
(Kim e lwao 2000). Apesar dos efeitos benéficos, o excesso de angiotensina Il
endogena € extremamente prejudicial, por desempenhar papel fundamental na
insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca cardiaca isquémica, causar aumento direto e
indireto da pressdo arterial o qual € dose dependente e é capaz de regular a producédo da
citocina e do fator de necrose tumoral (TNF), associados aos efeitos deletérios na
funcdo cardiaca (Gavras e Gavras 2002; Libera et al. 2001). Além disso, a angiotensina
Il também atua como agente pro-inflamatorio, pré-fibrotico e induz ao estresse
oxidativo (Haugen, Croatt e Nath, 2000; Ruster e Wolf 2011).

1.3.4. Proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP)

Os processos inflamatorios gerados pelo aumento das ROS podem associar-se
ao aparecimento de disturbios cardiovasculares (Maulik e Das, 2002), algumas proteinas
apresentam elevado poder pro-inflamatorio, e pode destacar a proteina de transferéncia
de colesterol esterificado (CETP), que realiza a transferéncia reciproca de colesterol
esterificado e triglicerideos entre as lipoproteinas. Assim, a CETP transfere o colesterol
esterificado da lipoproteina de alta densidade (HDL) e em troca recebe triglicerideos
provenientes das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), intermedia densidade (LDL)
e de muito baixa densidade (VLDL) (Nicholls et al. 2011).

A elevada expressdo da CETP perturba a homeostase lipidica, uma vez que
resulta na formacdo de goticulas lipidicas menores, mais metabolicamente ativas
promovendo a formacédo de LDL sendo que o aumento da LDL no sangue é associado a
doenca cardiovascular aterosclerética com a ocorréncia de infarto do miocéardio
(Seidman, Mitchell e Stone 2014).
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I1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo do dipeptideo de metionina e do estresse
térmico agudo em frangos de corte sobre os aspectos morfométricos do coracao,
parametros inflamatorios, a temperatura corporal e a expressdo dos genes do sistema

antioxidante, da apoptose, do sistema renina-angiotensina e do transporte de lipideos.

111. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo I:

Pesquisar uma nova fonte de metionina e seus efeitos no desempenho e no
coracao de frangos de corte submetidos ao estresse térmico agudo por 24 horas.

Averiguar os aspectos morfometricos do coracdo em condi¢Oes de estresse
térmico agudo por 24 horas.

Mensurar a expressdo do gene proteina de choque térmico 70 kDa (HSP 70), dos
genes relacionados a apoptose, caspase 3 (CASP3), célula-B de linfoma 2 (BCL2),
proteina X associada ao Bcl-2 (BAX), e genes do sistema antioxidante, superdéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase 3 (GPX3).

Artigo I1:

Analisar os efeitos do estresse térmico agudo por 12 horas em frangos de corte
de 42 dias sobre a temperatura corporal por meio de duas vias de mensuragao.

Determinar a influéncia do estresse térmico agudo sobre os parametros
inflamatdrios, pardmetros de estresse oxidativo e niveis de nitrito.

Estudar os aspectos morfométricos do coragdo e da artéria aorta de frangos de
corte submetidos ao estresse térmico agudo por 12 horas.

Mensurar a expressao dos genes oxido nitrico sintase induzida (iNOS), enzima
conversora de angiotensina (ECA) e proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP) no coracéo de frangos de corte submetidos ao estresse térmico agudo.
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IV Estresse térmico agudo promove alterac6es morfolédgicas e moleculares
no coracgao de frangos de corte

(Animal Production Science)

Resumo. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse térmico agudo
(32°C; 12 horas) em frangos de corte sobre a temperatura corporal, por meio de dois
métodos de mensuracdo, via retal e por probe. Para atingir esse objetivo, aspectos
morfométricos do coracdo e da artéria aorta, e a expressdo dos genes enzima conversora
de angiotensina (ECA), proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP),
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX3) e &xido nitrico sintase
induzida (iNOS) foram analisados. Também foram avaliados parametros inflamatoérios
(mieloperoxidase e N-acetilglicosaminidase), parametros de estresse oxidativo (grupos
sulfidrilicos ndo proteicos, atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase,
niveis de glutationa S-transferase, hidroperoxidos lipidicos e espécies reativas de
oxigénio) e niveis de nitrito. Foram utilizados 36 frangos de corte com 42 dias de idade
distribuidos em esquema fatorial 2x2: dois ambientes térmicos (conforto a 18°C e
estresse a 32°C) e dois métodos de afericdo da temperatura corporal (via probe e via
retal). O estresse térmico desencadeou aumento na temperatura corporal
independentemente da via de afericdo. Houve efeito significativo na espessura da parede
da artéria aorta e nos diametros latero lateral e antero posterior (P<0,05). Da mesma
forma, houve diferenca nas dosagens de hidroperéxidos lipidicos, na quantificacdo das
espécies reativas de oxigénio e na dosagem de nitrito (P<0,05). A quantificagdo do
MRNA dos genes iNOS, ECA e CETP foram significativamente maior nos animais
submetidos ao estresse térmico. Assim, pode-se concluir que o estresse térmico agudo
foi capaz de promover diversas alteragdes morfoldgicas e moleculares no coracéo e na

artéria aorta de frangos de corte.

Palavras-chave: avicultura, células cardiacas, parametros bioguimicos.
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Introducéo

O melhoramento genético proporcionou grande avan¢co no crescimento e
desenvolvimento do frango de corte possibilitando rapido ganho de peso, baixa
conversao alimentar, elevado rendimento de carcaca e aumento na deposicdo de tecido
muscular, principalmente na regido peitoral (Sahraei 2014). No entanto, o acelerado
aumento da massa muscular pode tornar os animais suscetiveis ao desenvolvimento de
transtornos metabdlicos em decorréncia do desajuste entre o ganho de peso acelerado e
a inerente falta de adaptacao do aparelho cardiorrespiratorio (Tickle et al. 2014).

A inabilidade do aparelho cardiorrespiratorio em se ajustar a demanda da massa
corporal mostra-se mais evidente em situacdes de temperatura ambiente elevada, uma
vez que frangos de corte sdo extremamente sensiveis a variagdo brusca de temperatura
(Gous e Morris 2005). Assim, o aumento da temperatura é considerado um dos
estressores ambientais de maior relevancia na avicultura de paises tropicais impactando
negativamente o consumo de alimento, ganho de peso, taxa de morbidade e mortalidade
em decorréncia das multiplas alteracdes fisiopatolégicas relacionadas a essa condi¢ao
(Quinteiro-Filho et al. 2010).

Dentre as principais alteracdes fisiopatologicas, 0 estresse oxidativo e 0s
distdrbios metabolicos como a sindrome da morte subita, hipertermia aguda, alcalose
respiratéria e desequilibrio eletrolitico se destacam (Brossi et al. 2009; Rani et al.
2016). O estresse oxidativo pode aumentar a lipoperoxidacdo provocando diversas
alteragGes funcionais nas células. Os compostos gerados pelo estresse oxidativo
(radicais superoxido (O2%), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H202)) sé&o
altamente reativos e modificam varias macromoléculas biologicamente ativas como
proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Akbarian et al. 2016). Por outro lado, distarbios
metabdlicos estdo associados a perdas econdmicas e produtivas pela elevada taxa de
mortalidade nestes animais (Brossi et al. 2009).

Adicionalmente, parte das disfuncGes celulares associadas ao estresse térmico
pode estar relacionada as alteracfes na expressdo de diferentes genes em diferentes rotas
metabolicas. Alteragbes nas respostas fisioldgicas dos orgdos e falhas nos sistemas
enzimaticos celulares podem prejudicar a homeostasia corporal (Gasparino et al. 2014).

Neste contexto, a compreensdo de como o estresse térmico pode interferir ndo sé
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na morfometria do coracdo e da artéria aorta, mas também em processos metaboélicos
especificos em nivel celular e molecular, torna-se cada vez mais importante. Desta
forma, este estudo objetivou compreender os possiveis efeitos do estresse térmico agudo
(32°C; 12 horas) sobre a temperatura corporal por meio de duas via vias de afericédo (via
probe e via retal), aspectos morfométricos do coracdo e da artéria aorta, expressao
génica (SOD, GPX3, iINOS, ECA e CETP), parametros inflamatdrios (mieloperoxidase e
N-acetilglicosaminidase), pardmetros de estresse oxidativo e niveis de nitrito em

frangos de corte com 42 dias de idade.

Material e métodos
Animais

Este estudo foi conduzido de acordo com as especificagdes do Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa.

Foram utilizados 36 frangos de corte machos (Cobb 500) criados de acordo com
0 guia da linhagem Cobb até os 42 dias de idade. Tais aves foram distribuidas em
esquema fatorial 2x2 sendo dois ambientes (conforto térmico a 18°C e estresse térmico a
32°C por 12 horas) e duas vias de afericdo de temperatura (via probe e via retal).

As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais durante os
periodos de 1 a 21 dias e de 22 a 42 dias (Rostagno et al. 2011) (Tabela 1). Agua e
racdo foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo de criagéo.
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Tabela 1. Dietas Experimentais

1-21 dias 22-42 dias
Ingredientes (%)
Milho PR 7,8% 54,17 59,8
Farelo de soja 46% PB 37,3 32,4
Oleo Soja 3,8 45
Fosfato bicalcico 20% 1,53 1,07
Calcareocalcitico Ca 38% 1,16 0,93
Sal comum 0,45 0,43
DL - Metionina 99% 0,28 0,27
L-Treonina 98,5% 0,04 0,002
L-Lisina-78% 0,15 0,15
Suplemento mineral e vitaminico 0,4 0,4
Inerte 0,03 0,02
Nutrientes
PB (%) 22 20
Energia (Kcal) 3053 3169
M+C Dig 0,856 0,810
Lis Dig 1,199 1,080
TripDig 0,244 0,218
Treo Dig 0,779 0,700
IsolDig 0,855 0,772
ValinDig 0,923 0,842
ArgDig 1,384 1,243
Sadio 0,200 0,19
Célcio 0,876 0,68
Pdisp 0,450 0,35
Anélise da composicao (%)
Proteina bruta 22,36 19,53
Lisina digestivel 1,091 1,139
Metionina+Cistina 0,585 0,891
Treonina 0,726 0,756
Valina 0,900 0,939
Isoleucina 0,813 0,853
Arginina 1,225 1,272

Conteldo/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; Pantotenatocalcio — 2.970 mg; Niacina — 8.820 mg;
Acidofolico — 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 Ul; Vit. D3 - 500.000 Ul; Vit. E — 7.000 UI; Vit. B1 — 450 mg;
Vit B2 — 1.000 ng; Vit. B6 — 450 mg; Vit. B12 3.500 mg; Vit. K3 — 420 mg; Pantotenatocalcio - 2.500
mg; Niacina — 7.000 mg; Acidofélico — 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 — 40 mg.
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Monitoramento da temperatura corporal

Para 0 monitoramento da temperatura corporal, as aves dentro de cada grupo
experimental (conforto e estresse) foram divididas em dois grupos: via probe e via retal
(n=7).

Via Probe

A aferigéo da temperatura via probe foi realizada continuamente nas 12 horas de
experimentacdo que antecederam o abate, sendo as leituras registradas a cada 10
minutos. Para tanto, um sistema de registro de dados (data loggers iButton®, Embedded
Systems, KY, USA) foi cirurgicamente implantado na cavidade celomatica dos animais,
sete dias antes do periodo de coleta de dados (periodos de recuperacdo do animal). A
colocacdo do data logger (1,5 cm de didmetro x 0,6 cm de altura) foi realizada apés
anestesia geral com isoflurano, remocéo de penas e assepsia local com clorexidina 2%.
Posteriormente, camadas musculares e pele foram suturadas e os animais foram tratados
com duas doses de enrofloxacina (10 mg/kg, i.m.) e flunixinameglumina (2,5 mg/kg,
i.m.), uma ao final da cirurgia e outra apds transcorridas 6 horas. Para a coleta de dados,

os data loggers foram removidos e analisados na ocasido do abate.

Via retal

A mensuragdo da temperatura corporal por via retal foi realizada nos dois
grupos, ambiente de conforto e de estresse, de hora em hora, durante o periodo
experimental (12 horas prévias ao abate) por meio de termbémetro digital com bulbo
proeminente e arredondado que facilita a introducdo e diminui o desconforto dos
animais. As aves foram contidas em decubito lateral e o termémetro foi inserido 2,5 cm

acima da cloaca dos animais.

Analises morfométricas e ensaios bioguimicos
Coleta do coragéao

Apos o abate, as aves foram submetidas a toracotomia, & abertura do pericardio
fibroso e a remocao cirurgica do érgdo por meio de uma incisdo sobre os grandes vasos
da base. O coragdo foi imediatamente pesado em uma balanga analitica (Shimadzu®) e

perfundido com solucdo de Tampédo Fosfato Salino (PBS; 0,1 M; pH 7,4) através do
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tecido miocérdico para completa remocao do sangue alojado em suas camaras.

Na sequéncia, os coracGes foram cortados imediatamente abaixo do septo
atrioventricular e o tecido cardiaco acima deste septo foi utilizado para as analises
morfométricas do coragdo. Assim, os atrios foram prontamente fixados em
paraformaldeido a 4% durante 72 horas e posteriormente armazenados em alcool a 70%.
O tecido do septo atrioventricular foi subdividido, conservado em nitrogénio liquido e
subsequentemente armazenado em freezer -80°C até a realizacdo dos ensaios
bioquimicos que incluiram as avalia¢cdes dos parametros inflamatérios, a dosagem de

nitrito e as analises dos parametros de estresse oxidativo.

Analises morfométricas do atrio e da artéria aorta

Os éatrios previamente armazenados foram utilizados para a captura de imagens que
serviram para mensuragdo das camaras cardiacas (didmetros latero lateral e antero
posterior dos atrios, espessura das paredes atriais direita e esquerda, e espessura do
septo interatrial) e da artéria aorta (espessura da parede, diametros latero lateral e antero

posterior).

Para a captura das imagens, uma lupa (Motic® TIM-2B) acoplada a uma camara
(OPTON®) foi utilizada, e todas as imagens foram analisadas por meio do programa
ImageJ® (IMAGE PROPLUS® 5.2 da Media Cybertechnics, Sdo Paulo, Brasil). A
calibragdo para padronizagdo da captura foi feita utilizando uma tira de calibragéo de
7500 pm. Para evitar a interferéncia do peso vivo da aves, as mensuragfes foram
corrigidas de acordo com a média do peso relativo do 6rgao através da férmula: [(peso
do coragédo/peso vivo)*100], e resultou no fator de correcdo de 0,61% para os animais

do grupo de conforto térmico e 0,58% para 0s animais do grupo de estresse térmico.

Ensaios bioquimicos

Para obtencdo do homogenato utilizado nos ensaios bioquimicos, o tecido
cardiaco foi pesado e homogeneizado em tampé&o fosfato de potassio 200 mM, pH 6,5.
Parte deste homogenato foi utilizada para quantificacdo dos niveis de glutationa (GSH)
e parte foi centrifugada por 20 minutos a 9.000 g. O sobrenadante resultante desta
centrifugacdo foi utilizado para as andlises das enzimas catalase (CAT), superoxido

dismutase (SOD) e glutationa s-transferase (GST), e para a mensuracao dos niveis de
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hidroperdxidos lipidicos (LOOH). O precipitado foi utilizado para as analises das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosamidase (NAG).

A quantificacdo dos niveis de GSH foi determinada adicionando &cido
tricloroacético a 12% ao homogenato. A solugdo foi homogeneizada, centrifugada por
15 minutos a 9.700 g e tampdo Tris (0,4 M; pH 8,9) foi acrescentado as microplacas de
96 pocos. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 5,5’- ditiobis 2-acido nitrobenzoico
(DTNB; 1 mM) e a leitura foi realizada em até 5 minutos em espectrofotémetro em 415
nm. Os valores obtidos foram interpolados numa curva padrédo de GSH e expressos em
ug GSH/g de tecido (Sedlak e Lindsay 1968).

A mensuracdo da atividade da CAT foi realizada diluindo o sobrenadante em
tampéo fosfato de potassio (0,2 M; pH 6,5) na proporcdo de 1:10. Em uma placa de 96
pocos, a amostra foi homogeneizada em uma solucdo contendo tampao tris-HCI-EDTA
(0,1M; pH 8,5), &4gua destilada e perdxido de hidrogénio (H20>). As leituras foram feitas
a 240 nm. Os resultados foram expressos como umol/min/mg proteina (Aebi 1984).

A dosagem da atividade da SOD considerou sua habilidade em inibir a auto-
oxidagdo do pirogalol. O sobrenadante foi homogeneizado em tampao tris—-HCI (200
mM) e EDTA (2 mM; pH 6,5) e pirogalol 1 mM foi adicionado. A solucdo foi incubada
em temperatura ambiente por 20 minutos e a reacgdo foi interrompida com HCI 1 N. A
solucdo foi centrifugada por 4 minutos a 14.000 g e o sobrenadante foi pipetado em
microplacas para leitura em espectrofotdmetro a 405 nm. A quantidade de proteina que
inibe a reacdo em 50% (ICso) equivale a 1 unidade (U) de SOD. Os resultados foram
expressos em U de SOD/mg de proteina (Marklund e Marklund 1974).

Para a analise da atividade enzimatica da GST, a amostra foi diluida em tampéo
fosfato de potassio (0,1M; pH 6,5) e em seguida pipetada em placa de 96 pocos. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de uma solucdo contendo tampao fosfato de potassio (0,1
M; pH 6,5), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e GSH. A leitura foi feita em
espectrofotdometro a 340 nm usando o coeficiente de extingdo de 9,6 mmolar/cm. Os
resultados foram expressos em pmol/min/mg de proteina (Warholm et al. 1985).

O total de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) foi determinado por meio do ensaio
de oxidagcdo de ferro Il na presenca de xilenol laranja. As amostras foram
homogeneizadas em metanol 90 % na proporcéo de 1:10 e centrifugadas por 30 minutos
a 10000 g a 4 °C. Em placa de 96 pocos foram pipetados o sobrenadante resultante e o

meio reacional (metanol 90 %, xilenol laranja, acido sulfarico 25 mM, hidroxitolueno
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butilado 4 mM e sulfato ferroso de aménio 250 mM) o qual foi incubado por 30 minutos
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 560 nm. A concentracdo de LOOH foi
determinada a partir do coeficiente de extingdo de 4,3 mmolar/cm e os resultados foram
expressos em mmol/mg de tecido (Jiang et al. 1991).

A atividade da MPO foi avaliada ressuspendendo o precipitado em tampéo
fosfato de potassio 80 mM contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 4°C, por 20 minutos a 11.000 g. Em placa de
96 pocos foram adicionados o sobrenadante e uma solugéo contendo tampéo fosfato de
sodio (0,1 M; pH 7,4) e perdxido de hidrogénio a 0,017 %. A reacdo foi iniciada com
tetrametilbenzidina e apds 3 minutos de incubacdo a 37°C, a reacdo foi interrompida
com acetato de sodio (1,46 M; pH 3,0). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a
620 nm e os resultados foram expressos como unidade de densidade Optica
(D.O)/min/mg de proteina (Bradley et al. 1982; De Young et al. 1989).

Para a dosagem de atividade da NAG, amostras contendo o sobrenadante foram
incubadas com tampéo citrato (5 mM; pH 4,5) na presenca do p-nitrofenil-N-acetil-fl-D-
glucosaminida (2,24 mM). As microplacas foram incubadas por um periodo de 60
minutos a 37° C e a reacdo foi interrompida com tampdo glicina (200 mM; pH 10,4). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 405 nm e os resultados foram expressos
como unidade de densidade optica (D.O)/mg de proteina/hora (Bailey 1988).

Os célculos dos ensaios bioquimicos consideraram a concentracdo de proteinas
determinada pelo kit BCA TM proteinassay kit® (PIERCE, BCA protein), que adota a
albumina bovina como padrdo. O teste foi realizado seguindo as instrugdes do
fabricante em placa de 96 pocos.

Para a determinacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), mais
especificamente o anion radical superoxido, as amostras armazenadas em freezer a -
80°C foram pesadas e homogeneizadas em tampao tris-EDTA (5 mM; pH 8,5). Apéds a
incubacdo das mesmas com diclorofluoresceina diacetato (DFD; 1 mM) por 40 minutos
ao abrigo da luz, a fluorescéncia foi mensurada em espectrofluorimetro. Todas as
medidas foram realizadas utilizando comprimento de onda com excitagdo de 488 nm e
emissdo de 520 nm e os resultados foram expressos em nmol de DFD/ mg de proteina
(Brandt e Keston 1965).
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Dosagem dos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito foram obtidos por meio da Reacdo de Greiss. Para tanto, o
tecido cardiaco foi homogeneizado em solugdo de tampéo fosfato de sédio (PBS 0,1M;
pH 7,4) e centrifugado por 10 minutos a 3000 g. Posteriormente, o sobrenadante foi
adicionado ao reagente de Greiss (solucdo contendo acido fosforico, sulfanilamida e N-
1-naphitiletilenodiamida) e os niveis de nitrito foram mensurados considerando leitura
em espectrofotdbmetro a 570 nm, em placas de 96 pogos. A concentragéo de nitrito foi
calculada usando uma curva padrao construida no intervalo de 100 uM a 1,56 uM de

nitrito de sodio e 0s niveis de nitrito foram expressos como uM/uL (Tiwari et al. 2011).

Expressao Génica

Para a analise da expressdo génica, amostras do tecido cardiaco de oito
animais/grupo foram coletadas, imediatamente conservadas em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenadas em freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA. O
RNA total foi extraido com o uso do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA),
de acordo com as normas do fabricante.

A concentracdo do RNA foi mensurada via espectrofotdmetro (Nanodrop 2000c,
Thermo Fisher Scientific™) no comprimento de onda de 260 nm e a integridade do
mesmo foi avaliada em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain e
visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA total foram tratadas com DN Aase
I, Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com as instrugGes do
fabricante.

Para a sintese do DNA complementar (cDNA), foi utilizado o kit SuperScript™ IlI
First-Strand Synthesis SuperMix kit (Invitrogen Corporation, Brazil) e as reacdes foram
realizadas de acordo com as orienta¢@es do fabricante. Logo apds a sintese de cDNA, as
amostras foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. As reacdes de PCR em
tempo real (reacdo em cadeia da polimerase - RT- gPCR) foram realizadas utilizando o
composto fluorescente SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™, USA),
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os primers utilizados nas reacdes foram desenhados de acordo com as sequéncias

dos genes depositadas no site www.ncbi.nlm.nih.gov (Tabela 2): superéxido dismutase
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(SOD), glutationa peroxidase (GPX3), 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), enzima
conversora de angiotensina (ECA) e proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP).

Tabela 2. Sequéncias de primers para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR em
tempo real - RT- gPCR)

Gene Sequéncia do primer (5°-3”) NUmero de Amplicon
acesso (pb)

SOD F-AGATGGCAGTGGGAAATGAG NM_205064 110
R-ACTCAAGACAGCAGAGTAGTAATG

GPX3 F-GGAGAGGGAGAAGGTGAAATG NM_001163232.2 137
R-TGGCCACGTTGACAAAGA

INOS F-TCCTGAGTTCTGTGCCTTTG U46504.1 92
R-GTTCATCTCTTCACCCACTG

ECA F- TCACCCGCATCCTCAATAAG NM_001167732.1 128

R-GTTGTACTCCTTCAGCTCATCC

CETP F-TTTAAAGGAGATCCCAAGGAGC NM_001034814.2 135
R- ACTCACATCTTCAGCCATACAG

p-actina F-GCCAACAGAGAGAAGATGAC L08165 113
R-CACCAGAGTCCATCACAATAC

Analise estatistica

O método 2-* foi utilizado para as analises de expressio relativa, sendo seus
resultados expressos como unidade arbitraria (UA). O experimento foi conduzido em
esquema fatorial 2x2, sendo dois ambientes (conforto e estresse) e dois sistemas de
afericdo (probe e retal). Os dados de todas as varidveis, com excecdo da temperatura
retal, foram analisados considerando dois tratamentos (conforto e estresse térmico) por
meio do procedimento GLM do SAS, e as medias foram comparadas pelo teste de F
(P<0,05) (SAS INSTITUTE, 2004). Os resultados foram expressos como média e

desvio padréo.

Resultados

A analise da temperatura corporal em funcdo das vias de afericdo e dos
ambientes aos quais 0s animais foram mantidos mostrou interagcdo entre os fatores.
Animais mantidos em ambiente de estresse térmico tiveram suas temperaturas corporais
elevadas (P<0,0001) independentemente da via de afericdo utilizada (via probe:

42,01°C; via retal: 41,97°C) (Fig 1). Nos animais em temperatura de conforto, a afericao
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via probe apresentou-se mais sensivel a variacdo da temperatura (via probe: 41,24°C;
via retal: 41,38°C) (Fig 2.).
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Fig 1. Temperatura corporal aferida via probe e retal em condi¢cbes de conforto e estresse térmico.
ab*Valores médios significativamente diferentes (P <0,05).
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Fig 2. Temperatura corporal dos frangos de corte aos 42 dias submetidos ao ambiente de conforto e de
estresse térmico considerando as vias de aferigdo por probe ou retal por um periodo de 12 horas
ininterruptas.

N&o houve efeito significativo do ambiente (conforte e estresse) sobre as
medidas relacionadas aos diametros latero lateral e antero posterior do coracdo (Tabela
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3). Resultados semelhantes foram verificados em relacdo as espessuras das paredes
atriais direita e esquerda, e do septo interatrial. Todavia, 0 estresse térmico modificou as
mensuracdes relativas a artéria aorta tais como a espessura de sua parede (3,399 mm; P
= 0,0023), seu didametro latero lateral (7,887 mm; P = 0,0106) e antero posterior (6,068
mm; P = 0,0155). Desta forma, embora a espessura da parede deste vaso tenha
aumentado, seus diametros diminuiram significativamente (Fig. 3).

Os resultados dos ensaios bioguimicos sdao apresentados na Fig. 4. Foi verificado
o efeito significativo da temperatura ambiental sobre a quantificagdo dos hidroperdxidos
lipidicos (P=0,0230), das ROS (P=0,0283) e sobre a dosagem do Oxido nitrico
(P=0,0363). A temperatura foi capaz de aumentar a quantidade de hidroperoxidos
lipidicos (0,032 mmol/mg de tecido), das ROS (883,61 nmol de DFD/ mg de proteina) e

diminuir a dosagem do Oxido nitrico (7,734) no tecido cardiaco.
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Tabela 3. Morfometria do coracgdo de frangos de cortes aos 42 dias de idade, apresentados como média (desvio-padréao)

DLL DAP PAD PAE SIA EA DLLA DAPA

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Conforto 36,359 30,422 4,92 9,84 8,529 2,870° 11,5732 7,5622
(1,676) (2,155) (0,73) (0,624) (1,870) (0,266) (2,859) (0,843)

Estresse 37,21 36,123 4,024 8,977 8,86 3,399 7,887° 6,068°
(12,261) (2,857) (0,95) (1,113) (2,175) (0,247) (1,498) (1,119)

Probabilidade 0,4383 0,3302 0,0715 0,0988 0,7651 0,0023 0,0106 0,0155

Diametro latero lateral (DLL), didmetro antero posterior (DAP), parede atrial direita (PAD), parede atrial esquerda (PAE), septo interatrial (SIA),
espessura da arterla aorta (EA), didmetro latero lateral da artéria aorta (DLLA), didmetro antero posterior da artéria aorta (DAPA).
Valores médios significativamente diferentes (P <0,05).
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Fig 3. Fotomicrografias de artérias aortas. Imagens utilizadas para as analises morfométricas. A: artéria
aorta de frango mantido em ambiente de conforto térmico; B: artéria aorta de frango mantido em ambiente
de estresse térmico. 1: espessura da parede arterial; 2: didmetro latero lateral; 3: didmetro antero posterior.
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Fig 4. Ensaios bioquimicos: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH),
mieloperoxidase (MPO), N-acetilglicosaminidase (NAG), hidroperéxidos lipidicos (LOOH), espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO). **Valores médios significativamente diferentes (P

<0,05).
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A expressdo dos genes do sistema antioxidante SOD e GPX3, dos genes iNOS,
ECA e CETP no coracdo de frangos de corte estdo apresentados na Fig. 5. A expresséo
destes foi significativamente alterada pelo estresse térmico (P=0,0536, P=0,0227 e

P=0,0158, respectivamente).

m Conforto

0.3 *

— m Estresse

s0D GPX3 iNOS ECA CETP

Fig 5. Expresséo dos genes Superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase 3 (GPX3), dxido nitrico
sintase induzida (iNOS), enzima conversora de angiotensina (ECA) e proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP) no coragdo de frangos de corte aos 42 dias de idade submetidos a estresse
térmico por 12 horas. "Valores médios significativamente diferentes (P <0,05).

Discussao

Em aves adultas, a temperatura corporal oscila entre 40 e 41°C, sendo esta
temperatura mantida por reagdes homeostaticas que equilibram a producdo de calor
gerada pelos processos metabdlicos dos principais 6rgdos do corpo e a dissipagao deste
para o ambiente (Sellier et al. 2014). Aves sujeitas as altas temperaturas ambientais
apresentam diminuicdo do consumo de racdo, aumento da ingestdo hidrica e alteracdes
de comportamento tornando-se prostradas e ofegantes, mantendo as asas elevadas, a
regido ventral exposta, as penas erigadas e 0 bico entreaberto (sinais estes observados
nas aves do presente estudo). Tais modificacBes favorecem a vasodilatacdo periférica

que intensifica o fluxo sanguineo para a superficie corporal (Lara e Rostagno 2013; Tan
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et al. 2010).

Neste trabalho, a manutencdo da temperatura corporal foi aferida por duas vias,
uma introduzida cirurgicamente na cavidade celoméatica em contato direto com 6rgdos
internos como intestino (via probe) e a outra por via retal com a introducdo de
termémetro na cloaca. Com a utilizacdo das probes implantadas cirurgicamente, a
temperatura corporal foi aferida de maneira mais precisa, revelando que nas primeiras
horas do estresse por calor ocorre maior alteracdo da temperatura interna e,
posteriormente, embora a temperatura permanecga acima da temperatura de homeostase,
0 organismo tende a manter a temperatura interna mais constante. Provavelmente esse
comportamento esteja relacionado a mecanismos bioquimicos e moleculares que evitam
0 colapso organico.

Estudos comprovam que ambientes cuja temperatura excede 30°C predispdem o
aparecimento de diversos disturbios metabdlicos em frangos de corte (Silva et al. 2007;
Brossi et al. 2009; Han et al. 2010). Desta forma, pequenas oscilacbes na temperatura
corporal provocadas por fatores ambientais sdo rigorosamente controladas pelo ritmo
bioldgico que regula o metabolismo a fim de manter a homeostase corporal (Miyasako
et al. 2007). Quando os mecanismos primarios de dissipacdo de calor (radiagéo,
conducdo e conveccao) falham, ocorre a ativacdo de mecanismo latente que provoca a
elevacdo da frequéncia cardiorrespiratoria, aumento no débito cardiaco, aumento do
fluxo sanguineo e vasodilatagdo cutanea (McCafferty et al. 2017).

Considerando a ocorréncia do aumento da frequéncia cardiorrespiratoria, do
débito cardiaco, do fluxo sanguineo e da motricidade vascular, este estudo avaliou a
influéncia do aumento da temperatura ambiental sobre alguns pardmetros morfometricos
do coracgdo e da artéria aorta. De fato, 0o aumento da pressdo arterial sistémica tem sido
apontado como uma das mais importantes adaptacfes fisiolgicas associadas a
hipertermia (Chen et al. 2010; Tuleta et al. 2011). Neste sentido, estudos tém
demonstrado que a manutencédo da pressdo arterial e da integridade vascular € mantida
por adaptacGes estruturais e funcionais nos 6rgaos do sistema circulatorio e que a nao
adaptacao pode predispor o organismo a distarbios cardiovasculares (Cheng e Su 2010;
Cui e Sinoway 2014; Liu et al. 2015). Assim, pode-se inferir que as modificacdes
morfométricas referentes a espessura da parede e dos diametros latero lateral e antero
posterior da artéria aorta identificadas no presente estudo sejam entendidas como
adaptacBes induzidas pelo estresse por calor no periodo ao qual as aves foram
submetidas.
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Além de modificacdes morfologicas, alteracdes na temperatura corporal visceral
podem modificar mecanismos bioquimicos e fisiol6gicos, comprometendo o
funcionamento metabdlico e enzimatico do organismo (Giloh et al. 2012; Zaboli et al.
2017). Desta forma, incidéncias de distarbios metabdlicos celulares de origem
cardiovascular podem estar relacionadas ao desequilibrio entre os sistemas antioxidantes
e a superproducdo de espécies reativas de oxigénio. Todavia, a ativacao de tais sistemas
antioxidantes depende, dentre outros fatores, do tempo e da intensidade da exposi¢éo ao
fator estressor (Akbarian et al. 2016; Rani et al. 2016). Talvez por esse motivo nossos
resultados ndo tenham mostrado diferenca significativa quanto as atividades das
enzimas SOD, CAT, GSH, MPO e NAG mensuradas no corac¢ao de frangos de corte ao
final do periodo de 12 horas de estresse por calor. Todavia, embora nenhuma destas
enzimas tenham apresentado efeito significativo, ndo significa que esses sistemas de
defesa ndo estejam respondendo ao desafio por calor, as atividades das enzimas podem
ter ocorrido anteriormente do horario analisado.

Adicionalmente, o desequilibrio geral entre os sistemas antioxidantes e a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) esta relacionado a peroxidacéao
lipidica cuja ocorréncia gera ampla variedade de produtos resultantes da oxidagédo
celular, dentre os quais se destacam os hidroperdxidos lipidicos (LOOH) (Altan et al.
2003; Rani et al. 2016). Tais compostos predispdem a desestruturacdo da membrana
lipidica celular e esse disturbio tem sido associado aos varios problemas
cardiovasculares (Yin et al. 2011). De fato, nossos resultados mostraram correlagéo
direta entre a manutencdo dos frangos de corte em ambiente de estresse térmico agudo e
a maior producdo de ROS e LOOH pelas células cardiacas. Diversos mecanismos atuam
a fim de amenizar a ocorréncia de distdrbios metabdlicos de origem cardiovascular o0s
quais incluem, além dos sistemas antioxidantes, a bioatividade do 6xido nitrico (NO)
proveniente do endotélio vascular (Li e Forstermann 2013). No sistema cardiovascular,
por exemplo, o NO apresenta efeitos benéficos como vasodilatacdo, acdo anti-
inflamatoria, anticoagulante, pro-fibrinolitica, inibidora de agregacdo e adesdo de
plaquetas e leucdcitos. Além disso, ele reduz a expressdo de genes pré-inflamatorios
(Forstermann 2006) e esta relacionado com as vias termorreguladoras (Schmid e Riedel
1998; Gerstberger 1999; Alberghina et al. 2015).

No presente estudo, verificou-se que as aves submetidas ao estresse térmico
tiveram menor dosagem de NO no tecido cardiaco quando comparadas aquelas mantidas
em conforto térmico. Existem trés isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS) as quais
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desempenham fungGes importantes e independentes: a neuronal (NNOS) - expressa em
neurdnios especificos do sistema nervoso central, a endotelial (eNOS) - um
vasodilatador fisiolégico, e a induzivel (iNOS) - relacionada ao sistema imunol6gico das
ceélulas endoteliais, da musculatura lisa vascular e midcitos cardiacos. O aumento na
expressdo da iINOS induzido pelo estresse térmico estd relacionado a resposta
inflamatoria induzida por lipopolissacarideo (LPS) e citocinas como interleucina 1 (IL-
1), interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (FOrstermann e Sessa
2011). Dessa forma, o estresse térmico faz com que haja o0 comprometimento da enzima
responsavel pela sintese do NO, fazendo com que a funcéo cardioprotetora atribuida ao
NO seja severamente comprometida (Alberghina et al. 2015).

O NO se relaciona as vias termorreguladoras (Schmid e Riedel 1998;
Gerstberger 1999; Alberghina et al. 2015) e por isso exerce controle indireto sobre a
pressdo arterial. O controle mais especifico da pressdo arterial é desempenhado, dentre
outros fatores, pelo sistema renina-angiotensina (Li e Forstermann 2013) o qual
adicionalmente relaciona-se a homeostase hidroeletrolitica por meio da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (Sparks et al. 2014). Por isso, varios Orgaos
(incluindo coragdo, rins, cérebro e vasos sanguineos) apresentam o sistema renina-
angiotensina bastante ativo com o intuito de aumentar a disponibilidade de angiotensina
Il. Isto porque este hormdnio desempenha importante papel na homeostase
cardiovascular contribuindo na remodelacdo cardiaca e vascular em condi¢Oes
patolégicas (Urata et al. 1995).

Nossos resultados mostraram aumento nos niveis de MRNA do gene da ECA em
funcdo do estresse térmico agudo. Embora a principio isso pareca benéfico, ha de
considerar o fato que o estresse térmico altera gravemente o equilibrio hidroeletrolitico
(Fischer da Silva et al. 1994). Assim, o aumento inadequado da ECA seguido por maior
producdo de angiotensina Il pode favorecer o aparecimento de hipertensdo arterial e o
aumento da morbidade e mortalidade de origem cardiovascular. Tal fato ocorre em
funcdo da angiotensina Il ativar moléculas de sinalizacdo em vérias vias celulares
importantes, incluindo a transcricdo de quinases, ativacdo das citocinas, integrinas e
moléculas de adesdo, resultando em processos inflamatorios (Zablocki e Sadoshima
2013).

Considerando que o0s processos inflamatorios podem estar associados ao
aparecimento de disturbios cardiovasculares (Maulik e Das 2002), algumas enzimas

com elevado poder pré-inflamatério devem ser criteriosamente monitoradas. Um
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exemplo é a proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) cuja agédo é
considerada prd-aterogénica. Esta enzima age transferindo o colesterol esterificado das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) enquanto recebe triglicerideos provenientes das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), intermédia densidade (LDL) e muito baixa
densidade (VLDL) (Nicholls et al. 2011).

Nossos resultados mostraram maior expressdéo do gene da CETP em aves
mantidas em ambiente de estresse térmico. Assim, pode-se supor que nestes animais
houve diminuicdo do HDL cujas fung¢des incluem acdo antiaterogénica e estimuladora
da atividade da enzima eNOS. Por outro lado, esta condi¢cdo aumenta progressivamente
0 LDL, que esta relacionado a multiplas propriedades aterogénicas, pré-inflamatorias,
imunogénicas, apoptdticas e citotoxicas. Tais fatores em associacdo podem elevar o0s

indices de doencas cardiovasculares e a mortalidade dos animais (Li et al. 2017).

Concluséao

Constatou-se que a temperatura corporal dos frangos de corte variou em fungéo
da temperatura ambiente quando aferida via probe e via retal. Houve aumento da
espessura da parede da artéria aorta e diminuicdo de seus didmetros latero lateral e
antero posterior, aumento na dosagem de LOOH, na quantificagdo do ROS e diminuicéo
na dosagem de NO, aumento na expressdo génica da iNOS, ECA e do CETP. Assim,
pode-se concluir que de fato o estresse térmico agudo (32°C; 12 horas) foi capaz de
promover diversas alteracdes morfoldgicas, bioguimicas e moleculares no coracéo e na

artéria aorta de frangos de corte.
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V Expressao de genes reguladores do processo de apoptose e antioxidantes no
coracao de frangos de corte alimentados com dipeptideo (DL-Metionil-DL-
Metionina) submetidos ao estresse térmico agudo
(Animal Production Science)

Resumo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a utilizacdo de dipeptideo de
metionina (DL-Metionil-DL-Metionina) em dietas para frangos de corte e verificar seus
efeitos sobre a expressdo dos genes de sinalizacdo da apoptose [proteina do choque
térmico kDa 70 (HSP 70), caspase 3 (CASP3), célula-B de linfoma 2 (BCL2) e proteina
X associada ao BCL2 (BAX)], sobre genes do sistema antioxidante [superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase 3 (GPX3)] e sobre a morfometria do coracédo
em condicOes de estresse térmico agudo por 24 horas. Foram utilizados 90 frangos de
corte distribuidos em esquema fatorial 3x2: trés tratamentos relacionados a
suplementacdo de metionina (sem suplementacdo de metionina, suplementacdo do nivel
recomendado de DL-metionina e suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo) e
dois ambientes térmicos (temperatura de conforto a 18°C e de estresse por calor a 38°C).
Houve efeito de interacdo entre dieta e ambiente para a expressao dos genes BCL2 e
BAX, resultando em efeito protetor para as células cardiacas. De igual modo, houve
efeito significativo (P<0,05) na expressdo dos genes do sistema antioxidante com
interacdo entre ambiente e dieta e em relagdo a morfometria do coragdo para as medidas
relacionadas a espessura dos ventriculos direito e esquerdo, e dos septos
interventriculares. A suplementagdo de metionina na forma de DL-metionina e DL-
Metionil-DL-Metionina proporcionou melhor desempenho das aves, atenuou a perda de
peso em situacdes de estresse térmico e foi responsavel por tornar os mecanismos de

protecdo cardiaca mais eficientes em situacdo de elevada temperatura.

Palavras-chave: avicultura, células cardiacas, morte celular.
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Introducéo

O frango de corte € um animal doméstico, geneticamente aprimorado para o
rapido crescimento e deposicdo de tecido muscular (Havenstein et al. 2003). Embora
este aprimoramento seja essencial a producdo animal, melhorias no sistema
cardiovascular ndo ocorrem simultaneamente ao crescimento corpdreo das aves,
fazendo com que o coracdo destes animais tenha elevada carga de trabalho. Assim, o
pequeno tamanho do 6rgdo em relagdo ao crescente peso corporal torna os frangos
suscetiveis a insuficiéncia cardiaca por diferentes fatores (Kumari et al. 2016). Dentre
estes, 0 estresse térmico € um dos mais relevantes, impactando negativamente os indices
zootécnicos em decorréncia da elevada mortalidade (Quinteiro-Filho et al. 2010).

A modificacdo da dieta através da inclusdo de nutrientes com potencial
terapéutico é uma estratégia fundamental para a prevencdo e regressdo de doencas
cardiovasculares. O estudo da associagdo entre dieta e doencas cardiovasculares
concentra-se na andlise de nutrientes e compostos bioativos (Anand et al. 2015) e na
utilizacdo de alimentos funcionais baseados em suas fun¢des nutricionais béasicas as
quais podem diminuir o risco de doencas cronicas e gerar inumeros beneficios
fisiologicos (Asgary et al. 2018).

A metionina é um aminoacido essencial considerado o primeiro limitante nas
dietas das aves, pois é essencial para a manutencdo do crescimento e de outras funcdes
metabolicas, favorecendo inclusive o maximo potencial genético. Isto porque relaciona-
se com a regulacdo celular e a expressdo do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo | (IGF-1) (Del Vesco et al. 2013). Além disso, possui a capacidade de atuar como
antioxidante por meio do sistema da glutationa (Zhang et al. 2015), protegendo células
cardiacas contra danos provocados por espécies reativas de oxigénio (ROS) as quais
podem desencadear apoptose celular (Baines e Molkentin 2009).

Normalmente, a metionina é suplementada nas dietas sob a forma de
aminoacidos industriais, DL-metionina e metionina hidroxi-andloga (MHA). Suas
diferentes fontes possuem estruturas e caracteristicas quimicas distintas até a absorcdo e
conversao em L-metionina pelas vias metabodlicas (Agostini et al. 2016). Outra
possibilidade é a utilizacdo de dipeptideos de metionina que, em funcdo de
transportador especifico, permite maior velocidade de transporte do dipeptideo e maior
eficiéncia energética em relacdo a absorcao de aminodacido livre (Gilbert et al. 2008).

O efeito da suplementacdo de metionina na forma de DL-Metionil-DL-Metionina

sobre a expressao de genes apoptéticos em frangos de corte até 0 momento ndo tem sido
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encontrado na literatura, sendo os resultados encontrados nesse estudo um ponto de
partida para novos trabalhos. Devido a importancia da metionina para o
desenvolvimento corporal e suas propriedades antioxidantes, o objetivo desse trabalho
foi avaliar uma nova fonte de metionina, o dipeptideo DL-Metionil-DL-Metionina, em
dietas para frangos de corte e verificar seus efeitos sobre a expressdo dos genes de
apoptose (HSP70, CASP3, BCL2 e BAX), sobre os genes do sistema antioxidante (SOD
e GPX3) e sobre a morfometria do coragdo em condicGes de estresse térmico agudo de
38°C por 24 horas.

Material e métodos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Maringad (UEM), sob o processo n°.4000170615.

Para sua execucédo, foram utilizados 90 frangos de corte machos (Cobb 500) de
um dia de idade. As aves foram distribuidas em gaiolas metalicas (5 animais/gaiola), em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2 (n=6): trés tratamentos
relacionados a suplementacao de metionina (sem suplementagdo de metionina, SM; DL-
metionina suplementada em nivel recomendado, DL-Met; metionina suplementada na
forma de dipeptideo, DL-MMet) e duas temperaturas ambientais (ambiente de conforto
a 18°C e ambiente de estresse a 38°C).

Vale ressaltar que as aves foram criadas em conforto térmico (de acordo com o
guia da linhagem Cobb) até os 44 dias de idade, quando 45 animais (15 de cada dieta)
foram submetidos ao estresse térmico de 38°C por 24 horas e 0s outros 45 frangos
foram mantidos em temperatura de conforto.

As dietas experimentais (1 a 21 e 21 a 45 dias) foram formuladas conforme
Rostagno et al. (2011) com excecdo dos niveis de metionina utilizados (Tabela 1). Em
todo o periodo experimental os animais tiveram livre acesso a dgua fresca e ragao e apos
este periodo as mesmas foram eutanasiadas por deslocamento cervical aos 45 dias de
idade.
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Tabela 1. Planos Nutricionais Experimentais

1-21 dias 22-45 dias
Anaélise da composicdo (%) SM DL-Met DL-MMet SM DL-Met DL-MMet
Proteina bruta 21,5 22 22 195 195 19,5
Lisina 1,28 1,29 1,27 1,15 1,14 1,13
Met+Cis 0,59 0,91 0,93 0,59 0,89 0,88
Treonina 0,85 0,84 0,84 0,75 0,76 0,74
Valina 1,04 1,03 1,02 093 0,94 0,93
Isoleucina 0,95 0,94 0,93 0,85 0,85 0,84
Arginina T 1,45 1,43 141 1,28 1,27 1,26

Desempenho e peso relativo
Os animais foram pesados semanalmente durante todo periodo experimental (1-
45 dias). O ganho de peso médio das aves divididas de acordo a suplementacdo de
metionina foi determinado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial. O consumo
total de racéo foi calculado a partir da diferencga entre a quantidade da racdo fornecida e
as sobras. A conversdo alimentar foi obtida pela razdo entre a quantidade da ragédo
ingerida e 0 ganho de peso.
Como o peso do coragdo pode variar de acordo com o peso dos animais, foi
calculado o peso relativo do coracdo (PRCOR), pela equacdo PRCOR= (peso do

coracao/peso vivo) *100.

Morfometria do coragao

Apos o abate, as aves foram submetidas a toracotomia, & abertura do pericéardio
fibroso e a remocéo cirtrgica do 6rgao por meio de uma incisdo sobre os grandes vasos
da base. O coragdo foi imediatamente pesado em uma balanca analitica (Shimadzu®) e
perfundido com solugdo de Tampédo Fosfato Salino (PBS; 0,1 M; pH 7,4) através do
tecido miocérdico para completa remocao do sangue alojado em suas cAmaras.

Na sequéncia, os coragfes foram cortados imediatamente abaixo do septo
atrioventricular e o tecido cardiaco acima deste septo foi utilizado para as analises
morfométricas do coracdo. Assim, os atrios foram prontamente fixados em
paraformaldeido a 4% durante 72 horas e posteriormente armazenados em alcool a 70%.

Os atrios previamente armazenados foram utilizados para a captura de imagens que

serviram para mensuracdo das cdmaras cardiacas (didmetros latero lateral e antero
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posterior dos atrios, espessura das paredes atriais direita e esquerda, e espessura do
septo interatrial) de acordo com a metodologia proposta por McGovern et al.(1999).
Para a captura das imagens, uma lupa (Motic® TIM-2B) acoplada a uma camara
(OPTON®) foi utilizada. A morfometria do coragdo foi realizada através da analise de
imagens digitais usando um analisador de imagens computadorizadas (IMAGE
PROPLUS 5.2 da Media Cybertechnics, Sdo Paulo, Brasil). A calibracdo para

padronizacao das imagens foi feita a partir de uma tira de calibracdo de 7500 pum.

Expressdo Génica

Amostras do tecido do coragdo foram coletadas, imediatamente conservadas em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer a -80°C até 0 momento da
extracdo de RNA.

O RNA total foi isolado com uso do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA), de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracdo do RNA total foi
mensurada via espectrofotdmetro (Nanodrop 2000c, Thermo Fisher Scientific™) no
comprimento de onda de 260 nm e a integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose
1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
visualizado em luz ultravioleta. As amostras de RNA total foram tratadas com DNase |
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Essa etapa
foi realizada para remocao de possivel contamina¢do com DNA gendmico.

Para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizou se o kit SuperScriptTM 11
First Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) e as rea¢Ges foram
realizadas de acordo com o protocolo do fabricante. Logo apds a sintese de cDNA, as
amostras foram armazenadas a -20°C até 0 momento do uso.

Para as reacdes de PCR em tempo real foi utilizado o SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Os
primers utilizados nas reacdes foram desenhados de acordo com as sequéncias dos
genes: caspase 3 (CASP3), célula-B de linfoma 2 (BCL2), Proteina X associada ao
BCL2 (BAX), proteina do choque térmico 70 kDa (HSP70), superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase 3 (GPX3) depositadas no site www.nchi.nlm.nih.gov
(Tabela 2).
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Foi realizado o teste de eficiéncia para todos os primers. Como controle endégeno
utilizou-se o gene p-actina. Todas as analises foram realizadas em um volume final de

25pL e em duplicatas.

Tabela 2. Sequéncias de primers utilizados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR em tempo real - RT-gPCR)

Gene Sequéncia do primer (5°-3) Numero de Amplicon  Referencia
acesso (pb)

CASP3 F-TGGTATTGAAGCAGACAGTGGA NM_204725.1 160 Zuniga et al.2018
R-GGAGTAGTAGCCTGGAGCAGTAGA

BCL2 F-GCTTTATCCTCCTGCCCCTC NM_205339.1 145 Seo et al.2011
R-CCTTTTTCCTCCACCCTGTT

BAX F-TATGGGACACCAGGAGGGTA XM_001235092.4 158 Xu et al.2017
R-CGTAGACCTTGCGGATAAAGC

HSP70 F-CGGGCAAGTTTGACCTAA NM_001006685.1 250 Zhao et al.2014
R-TTGGCTCCCACCCTATCTCT

SOD F-AGATGGCAGTGGGAAATGAG NM_205064 110 Araujo et al.2015
R-ACTCAAGACAGCAGAGTAGTAATG

GPX3 F-GGAGAGGGAGAAGGTGAAATG NM_001163232.2 137 Araujo et al.2015
R-TGGCCACGTTGACAAAGA

B-actina F-GCCAACAGAGAGAAGATGAC L08165 130

R-CACCAGAGTCCATCACAATAC

Analise estatistica

O método 2-2* foi utilizado para as analises de expressdo génica relativa, sendo
seus resultados expressos como unidade arbitrdria (UA). Os resultados foram
apresentados como média e desvio padréo. Todas as analises foram realizadas utilizando
0 procedimento GLM do SAS (2010) e as meédias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

Resultados

Ao analisar 0 consumo didrio de racdo no periodo de 24 horas pode ser
verificado que houve diferenca (P<0,05) para ambiente no qual, os animais submetidos
ao estresse térmico tiveram menor consumo, independente da dieta fornecida. Porém, ao

se relacionar o ganho de peso durante 0 mesmo periodo, pode-se observar que 0S
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animais que receberam as dietas suplementadas com DL-Met e DL-MMet no ambiente
de conforto térmico apresentaram maior ganho de peso (P<0,0001) em relacdo aos
animais que receberam a dieta ndo suplementada com metionina. Além disso, no
ambiente de estresse térmico, o tratamento sem a dieta suplementada apresentou de

forma significativa a maior perda de peso em relagéo aos demais tratamentos (Fig 1.).

Consumo Ganho de peso
150
a a
3 I 1 m SM conforto
100 . ]1) E dl dl m SM estresse
50 < DL-Met conforto
? DL-Met estresse
= f e e
E 0 DL-MMet conforto
] = DL-MMet estresse
-50 -
-100
-150

Fig 1. Consumo de racdo e ganho de peso médio diario de frangos de corte com 45 dias mantidos em
conforto térmico e submetidos as 24 horas de estresse térmico. < 9 &f \valores médios significativamente
diferentes (P <0,05).

Foi observada alteracdo no peso relativo do coracdo (PRCOR) das aves com
efeito de interacdo entre ambiente e dieta (P=0,0225), de forma que foi identificado
menor peso relativo nos animais submetidos ao estresse e recebendo a dieta
suplementada com DL-MMet (Tabela 3).

Em relagdo & morfometria do coracdo apresentada na Tabela 4, pode-se observar
que as medidas relacionadas a parede ventricular direita (P=0,0001), esquerda
(P=0,0105) e septo interventricular (P=0,0206) apresentaram interacdo entre dieta e
ambiente. Assim, animais submetidos ao estresse térmico e alimentados com DL-MMet
apresentaram aumento na espessura da parede ventricular direita (4157 um) e esquerda
(6955 um), com reducéo na espessura do septo interventricular (5855 um).

Por fim, os resultados da expressdo dos genes associados a apoptose (CASP3,
BCL2, BAX e HSP70) e dos genes do sistema antioxidante (SOD e GPX3) no coragéo de
frangos de corte estdo apresentados na Tabela 5. Os genes BCL2 (P=0,015), BAX
(P=0,032), HSP70 (P=0,005), SOD (P=0,017) e GPX3 (P=0,019) avaliados neste estudo

tiveram suas expressdes afetadas pela interacao entre ambiente e dieta. J4 0 gene CASP3
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teve sua expressdo afetada de forma significativa apenas para o ambiente (P=0,001).

Tabela 3. Peso corporal e peso relativo do coracéo de frangos de corte com 45 dias

Ambiente Dieta PC(kg) PRCOR (%)
Média DP Média DP
SM 2,233 0,242  0,527% 0,038
Conforto DL-Met 2,813 0,538 0,467° 0,011
DL-MMet 3,163 0,545 0,546% 0,042
SM 2,443 0,473 0,480 0,020
Estresse DL-Met 2,743 0,283 0,417 0,030
DL-MMet 2,813 0,171 0,407¢ 0,011
Efeitos Principais
Ambiente Conforto 2,736 0,5710  0,5130 0,0460
Estresse 2,667 0,3350  0,4340 0,0390
SM 2,338P 0,3555  0,5030 0,0370
Dieta DL-Met 2,778 0,3860  0,4420 0,0340
DL-MMet 2,988% 0,4090  0,4770 0,0810
Probabilidade
Ambiente 0,7195 <,0001
Dieta 0,0454 0,0087
Interacdo 0,5062 0,0225

Peso Corporal (PC), Peso Relativo do coragio (PRCOR), Desvio-padrdo (DP). 2*“%alores médios dentro
de uma coluna com diferentes letras sobrescritas sdo significativamente diferentes (P <0,05).
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Tabela 4. Morfometria do coracao de frangos de cortes com 45 dias de idade

Ambiente  Dieta DLL (um) DAP (um) PVD (um) PVE(um) SIV(um)
Media DP Media DP Media DP Media DP Media DP
SM 19724 937 23783 1301 2734° 144 6048 359 6749° 384

Conforto DL-Met 17978 1668 23392 1723 3496° 283 75492 619 6009° 829
DL-MMet 19400 995 24613 2280 2795° 473 54811 1220 68692 664

SM 18970 602 23934 603 3622 535 6450°° 297 66902 763
Estresse  DL-Met 19157 357 24160 933 3384° 364 68532 272 6459% 237
DL-MMet 19988 750 24033 2434 4157° 580 6955% 211 5855° 174

Efeitos Principais
Ambiente Conforto 19034 1406 23930 1782 3009 471 6360 1181 6543 727
Estresse 19372 715 24042 1434 3721 572 6620 300 6335 569
SM 19382% 859 23852 999 3138 538 6231 379 6723 555

Dieta DL-Met  18514° 1349 23741 1412 3446 310 7233 594 6214 649
DL-MMet 196672 902 24349 2250 3414 867 5970 1038 6408 716

Probabilidade

Ambiente 0,3469 0,8510 <,0001 0,2503 0,3140
Dieta 0,0324 0,6743 0,1791 <,0001 0,1344
Interacéo 0,0904 0,6545 0,0001 0,0105 0,0206

Diametro latero lateral (DLL), didmetro antero posterior (DAP), parede ventricular direita (PVD), parede ventricular esquerda (PVE), septo
interventricular (S1V), Desvio-padrdo (DP). %9 Valores médios dentro de uma coluna com diferentes letras sobrescritas sdo significativamente diferentes
(P <0,05).
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Tabela 5. Expresséao dos genes CASP3, BCL2, BAX, HSP70, SOD e GPX3 no coracéo de frangos de corte aos 45 dias de idade

. CASP3 BCL2 BAX HSP70 SOD GPX3
Ambiente DIETA
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
SM 0,140 0,010 0,50°¢ 0,166 0,40° 0,102 1,27° 0,332 3,20° 1,689 3,30° 0,541
Conforto DL-Met 0,151 0,030 0,40° 0,093 0,40° 0,076 1,95° 0,262 6,60° 0,894 3,20° 0,704
DL-MMet 0,110 0,022 0,40° 0,078 0,50¢ 0,082 2,20° 0,522 556° 2213 2,30 0,809
SM 0,195 0,084 060 058 080° 0194 589 3304 6,60° 1,821 520° 0,648
Estresse DL-Met 0,255 0,090 0,90? 0,162 1,402 0,469 13,17* 5,566 3,80° 2,298 7,50% 1,387
DL-MMet 0,205 0,088 0,982 0,269 1,00° 0,393 15,56 6,232 10,52 5,983 4,80° 0,982
Efeitos Principais
] Conforto  0,10° 0,027 0,448 1,180 0,423 0,010 1,810 0547 5143 2,149 2961 0,791
Ambiente Estresse 0,202 0,085 0,728 0,194 1,059 0430 11544 6,499 6,979 4568 5856 1,563
SM 0,70 0,063 0539 0,123 0,590 0,249 3582 3,291 4929 2447 4278 1,164
Dieta DL-Met 0,203 0,084 0642 0255 0882 0625 7565 6933 5203 2,227 5376 2477
DL-MMet 0,158 0,078 0583 0,244 0,751 0,376 8,884 8115 8,051 4987 3,572 1,560
Probabilidade
Ambiente 0,0012 <,0001 <,0001 <,0001 0,0506 <,0001
Dieta 0,2630 0,2777 0,0705 0,0006 0,1035 0,0005
Interacédo 0,6644 0,0150 0,0318 0,0046 0,0173 0,0189

Caspase 3 (CASP3), Célula-B de linfoma 2 (BCL2), Proteina X associada ao Bcl-2 (BAX), Proteina de choque térmico 70 (HSP70), superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase 3 (GPX3), Desvio-padrdo (DP). **¢Valores médios dentro de uma coluna com diferentes letras sobrescritas sdo significativamente diferentes

(P

<0,05).
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Discussao

Este estudo avaliou os efeitos que uma dieta suplementada com nova fonte de
metionina (o dipeptideo DL-Metionil-DL-Metionina) pode exercer sobre a expressao
dos genes de apoptose (HSP70, CASP3, BCL2 e BAX), genes do sistema antioxidante
(SOD e GPX3) e sobre a morfometria do coracdo de frangos de corte mantidos em
condicBes de estresse térmico agudo (38°C) por 24 horas. Isto porque a metionina, além
de propriedades antioxidantes, tem grande importancia no desenvolvimento corporal e
as aves apresentam dificuldade em dissipar calor, fazendo com que haja reducdo na
producéo de calor metabolico em situacdo de estresse térmico (Al-Tamimi 2007).

Nesta condicdo é comum haver reducdo do consumo de racdo pelo animal e, em
consequéncia, diminuicdo do ganho de peso (Bianchi et al. 2007; Lu et al. 2007,
Sandercock et al. 2001). Ademais, mudancas fisiologicas adaptativas surgem como a
modificacdo no tamanho dos érgdos a fim de reduzir a producédo de calor interno, pois é
sabido que o coragdo, juntamente com o figado, cérebro e musculos esqueléticos sdo
responsaveis pela maior parte da producéo de calor do corpo (Guyton e Hall 2006).

Além disso, a elevacdo da temperatura corporal altera o fluxo sanguineo da regido
central do corpo para as regides periféricas, fazendo com que haja diminui¢cdo do
volume sanguineo torécico, inclusive para o coracdo e estruturas vasculares (Crandall et
al. 2008). Por isso, tanto no presente estudo quanto nos achados de Ribeiro et al.
(2001), o peso relativo dos coracdes dos frangos submetidos a elevada temperatura foi
menor. Ademais, animais suplementados com DL-metionina ou com o dipeptideo DL-
Metionil-DL-Metionina tiveram maior deposicdo de proteina, maior peso vivo final e
consequentemente menor proporcdo em relacdo ao tamanho relativo do coragao.

Nossos resultados mostraram aumento na espessura das paredes ventriculares
direita e esquerda, e diminuicdo na espessura do septo interventricular. Tal achado pode
estar relacionado ao fato de que o sistema cardiovascular de frangos de corte pode estar
em sobrecarga em funcdo do rapido ganho de peso dos animais e consequente aumento
na demanda sanguinea tecidual (Macari et al. 2004). Além disso, em condigdes de
estresse térmico, o tamanho relativo do coracdo pode se tornar desproporcional em
relagdo ao corpo, havendo diminuicdo da quantidade do fluxo sanguineo e aumento
compensatorio da frequéncia cardiaca (Al-Tamimi 2007).

O controle da frequéncia cardiaca e, consequentemente o aumento da contracdo
ventricular durante o estresse calorico, ocorrem pela a acao direta da temperatura sobre

as células nodais cardiacas (sinoatrial e atrioventricular), fazendo com que a velocidade
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de conducdo e propagacao dos impulsos nervosos no coracao seja mais rapida (Crandall
e Wilson 2015). Tal fato aumenta a capacidade contratil do 6rgdo e eleva a pressao
sanguinea a fim de manter o volume sanguineo corporeo (Brothers et al. 2009). Desta
forma, nossos achados sugerem que, embora o coracao tenha seu volume diminuido em
funcdo do aumento da espessura das paredes ventriculares em fungdo do estresse
térmico, sua forca ainda € suficiente para manter a pressao sanguinea corporal.

Adicionalmente, o estresse por calor pode desencadear desequilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os sistemas antioxidantes das células
gerando dano oxidativo e alteracdo na homeostase (Mujahid et al. 2007). Por outro lado,
mecanismos de citoprotecdo sao ativados como, por exemplo, a resposta ao estresse
térmico que desencadeia a sintese de proteinas de choque térmico (HSPsS) as quais
protegem as células de lesdes por estresse oxidativo ou ajudam a repara-las (Al-Aqil e
Zulkifli 2009; Hao e Gu 2014).

Dentre as HSPs, a HSP70 tem sido extensivamente estudada pela sua resposta a
diversos estressores (Dastoor e Dreuer 2000; Gabriel et al. 2002; Stankiewicz et al.
2005; Aghdassi et al. 2007). Além disso, varios trabalhos evidenciaram aumento
significativo na sua expressao no coracao de aves submetidas ao estresse térmico (Yu et
al. 2008; Wang et al. 2010; Xie et al. 2014). Por isso, no presente estudo sua expressao
foi analisada.

E sabido que a exposicdo as elevadas temperaturas danifica, por desnaturacio, a
conformacdo proteica, comprometendo a fungdo das proteinas e resultando no acumulo
de proteinas incorretamente enovelada em meio intracelular. A medida que estas
estruturas se acumulam, inicia-se um mecanismo universal de resposta celular ao
estresse que consiste na rapida expressao da HSP70 a qual, como mecanismo de defesa,
repara proteinas defeituosas (Welch 1992). Desta forma, o aumento na expressao da
HSP70 no coracgéo das aves sujeitas ao estresse por calor visto no presente estudo, pode
estar associado a prote¢do miocardica (Plumier et al.1995; Amrani et al. 1998).

Ademais, a importancia da SOD e da GPX tém sido enfatizadas no coracdo em
funcdo da protecdo que causam no tecido cardiaco contra danos oxidativos por meio da
regulacdo do estado redox das proteinas de superficie da membrana da célula cardiaca
preservando-as (Ganesan et al. 2011). Além disso, a metionina promove beneficios a
salde cardiovascular pela sua agdo sobre a atividade da GPX (Btaszczyk et al. 2010).
Tal fato condiz com os resultados do presente estudo, ressaltando a potencialidade da

metionina na eliminagdo das ROS por meio de interagdo com o sistema antioxidante
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(Vossen et al. 2011) a fim de minimizar a apoptose (Moustafa et al. 2004).

E importante ressaltar que a apoptose é uma resposta celular fisioldgica
rigidamente controlada pela expressdo de genes especificos os quais funcionam como
um sistema de defesa em caso de dano celular. Assim, sua ocorréncia é de fundamental
importancia na manutencao da saude dos tecidos corpéreos (Lanneau et al. 2008) e pode
ser desencadeada por duas vias classicas de sinalizacdo, a intrinseca e a extrinseca. A
via extrinseca (ou receptor de morte) € desencadeada pela ligacdo especifica dos
receptores de membrana da superfamilia do gene fator de necrose tumoral (TNF) que
ativa a cascata das caspases (Chipuk et al. 2010). A via intrinseca (ou mitocondrial) é
um processo bem regulado que envolve interacBes entre varias moléculas pro e anti-
apoptoticas, estd intimamente ligada a alteracdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial e a liberacdo do citocromo C para o citosol desencadeando a ativagédo de
proteinas caspases (Chipuk et al. 2010).

Existem dois tipos de caspases, as iniciadoras e as efetoras. As caspases-8 e -9 sdo
iniciadoras e agem para iniciar e regular a apoptose, clivando proformas inativas das
caspases efetoras (caspases -3 e -7) ativando-as, 0 que por sua vez culmina no processo
de clivagem de substratos especificos e morte celular por apoptose (Kim e Kang 2010).
Tanto na apoptose mediada por receptor de morte quanto na via mitocondrial, a
sinalizacdo causa a ativacdo da caspase-3, que age como um efetor de apoptose por
clivagem de varios substratos de proteinas e amplificando o sinal de morte da
membrana plasmatica ativando caspases adicionais (Mani 2008).

Embora a apoptose possa ocorrer naturalmente em todos os tipos celulares, esse
processo pode ser agravante para as células cardiacas uma vez que estas possuem
capacidade limitada de regeneracdo (Mani 2008) e qualquer estimulo estressante pode
ativar a caspase-3 nas células miocardicas (Zhang et al. 2017). Tal fato assente com
estes resultados, pois foi observado aumento significativo da expressdo do gene
caspase-3 no coracdo de frangos de corte submetidos ao ambiente de estresse térmico.

Considerando que a homeostase tecidual depende da perfeita interacdo entre
proliferacdo e morte celular, existe estreita correlacdo entre os genes do sistema de
defesa antioxidante GPX3 e os genes ligados a apoptose (Prashant et al. 2007; Sivonova
et al. 2007). Dessa forma, a pesquisa por novas fontes de metionina é de suma
importancia, uma vez que esse aminoacido sulfurado apresenta notavel papel no
metabolismo das proteinas (Corzo et al. 2006), além de atuar como precursor da

glutationa que por sua vez, desempenha importante papel no armazenamento e
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transporte de cisteina (Ganesan et al. 2011). Além disso, a glutationa pode agir como
uma molécula de defesa celular contra ROS, peroxidos e xenobidticos, atuando também
em conjunto com as enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPX) e glutationa
transferase (GST), as quais ajudam a manter a integridade e a permeabilidade das
células cardiacas minimizando a apoptose (Ganesan et al. 2011).

E valido destacar que o estresse térmico, além de aumentar as ROS, altera a
permeabilidade da membrana mitocondrial gerando ativacdo da apoptose por via
intrinseca através do aumento da sintese de citocromo C que age como sinalizador da
pré apoptose molecular (Marchi et al. 2012). Como as mitocdndrias sdo semiautbnomas
por conterem seu proprio material genético, nelas estdo presentes genes que codificam
proteinas responsaveis pelo equilibrio entre homeostase mitocondrial e apoptose celular.
Tal equilibrio é dado pela unido das proteinas indutora (BAX) e inibidora (BCL2) de
apoptose presente na membrana mitocondrial (Kwak 2013). A BCL2, por sua vez,
possui capacidade de se acoplar a BAX impedindo que esta desencadeie a apoptose
(Chipuk et al. 2010) e predispondo a sobrevida das células cardiacas (Baines e
Molkentin 2009).

Quando a relacdo BAX/BCL2 é aumentada, o efeito protetor da BCL2 na
membrana mitocondrial é interrompido e a permeabilidade € aumentada, permitindo que
o citocromo C extravase para o citosol. O citocromo C liga-se entdo ao fator ativador da
protease apoptética-1 (Apaf-1) formando um complexo de apoptossomo, que inicia a
cascata da caspase via ativacdo da caspase-9 e resultando na morte celular programada
por destruicdo enzimética de proteinas citoplasmaticas e DNA (Wilken et al. 2011). Tal
fato gera danos irreparaveis as células cardiacas causando perda aguda e cronica de
cardiomidcitos, infarto do miocardio, doenca cardiaca isquémica, varias formas de
cardiomiopatias e insuficiéncia cardiaca (Kang e Izumo 2000). No presente estudo, no
entanto, a expressdo do BCL2 aumentou resultando em efeito protetor para as células
cardiacas ja que a elevada expressao do gene da BCL2 forma heterodimeros com a BAX
inibindo a inducéo do efeito cascata da apoptose.

No presente estudo, ap6s o desequilibrio provocado pelo estresse térmico, é
provavel que tenha ocorrido aumento na produgdo das ROS no coracao dos frangos de
corte e, como ja mencionado anteriormente, como as células cardiacas apresentam
limitada capacidade de regeneracdo, esse aumento proporcionou maior a expressao da
BAX. E de conhecimento a relagio da metionina com o sistema de defesa antioxidante,

0s animais suplementados com este aminoacido apresentaram maior crescimento, ganho
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de peso e deposicdo proteica. Todavia, tais fatores desencadeiam aumento na velocidade

do metabolismo e consequentemente maior producao de ROS (Del Vesco et al. 2013).

Concluséao

Em conjunto, os resultados mostraram que os frangos de corte submetidos ao
estresse térmico apresentaram pior desempenho e maior aumento na sinalizagdo dos
genes de apoptose. Porém, a suplementacdo com a metionina proporcionou, de maneira
independente da fonte (DL-Met e DL-MMet), melhor desempenho das aves e tornou os
mecanismos de protecao cardiaca mais eficientes.

Vale ressaltar que o efeito da suplementacdo com metionina na forma de DL-
MMet sobre a expressdo de genes apoptoticos em frangos de corte ndo havia sido
encontrado na literatura até 0 momento, sendo por isso os resultados deste estudo um

ponto de partida para futuros estudos sobre o tema.
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VI Considerac0es finais

O estresse térmico promove a variacdo da temperatura corporal dos frangos de
corte independentemente do modo de aferi¢do, via probe ou via retal. Com o aumento da
espessura da parede da artéria aorta e diminuicdo de seus didmetros latero lateral e antero
posterior, além do aumento na dosagem de LOOH, na quantificacio do ROS e
diminuicdo na dosagem de NO, aumento na expressdo génica da iNOS, ECA e do CETP.
Apresentaram piora no desempenho e maior aumento na sinalizacdo dos genes de
apoptose. Porém, a suplementacdo com a metionina proporcionou, de maneira
independente da fonte (DL-Met e DL-MMet), melhor desempenho das aves e tornou os

mecanismos de protecao cardiaca mais eficientes.
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