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RESUMO

FIGUEIREDO, Erika Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2012. Niveis de glutamina em racées para frangos de corte mantidos em
diferentes ambientes térmicos. Orientadora: Rita Fldvia Miranda de Oliveira
Donzele. Coorientadores: Juarez Lopes Donzele e Luiz Fernando Teixeira Albino.

Foram utilizados 336 frangos de corte machos sexados da linhagem Cobb® em dois
experimentos para avaliar niveis de glutamina em ragdes para frangos de corte dos 21
aos 42 dias de idade mantidos em ambiente de alta temperatura e de
termoneutralidade. Em cada experimento 168 aves foram distribuidas em
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro tratamentos (niveis
de glutamina), sete repeticdes e seis aves por unidade experimental. Os niveis de
glutamina nas ragdes experimentais foram: 0,00; 0,50; 1,00 ¢ 1,50%. Em ambos os
experimentos, foram avaliados: desempenho, rendimentos de carcaga, peito coxa,
sobrecoxa e expressao do mRNA da proteina HSP70. No experimento 1 os frangos
com 21 dias de idade e com peso inicial de 987 + 3,05 g, foram alojados em camaras
climaticas com temperatura de 31,3 = 0,66°C e umidade relativa de 69 £ 6,12% que
resultaram em um ITGU calculado de 83 + 1,80, caracterizando um ambiente de alta
temperatura. O consumo de ra¢do (CR) dos frangos de corte mantidos no ambiente
de estresse por calor variou de forma quadratica, em fun¢do dos niveis de glutamina
da ragdo aumentando até o nivel estimado de 0,60%. De forma similar ao consumo
de ragdo, o ganho de peso (GP) das aves no calor também aumentou de forma
quadratica até o nivel estimado de 0,66% de glutamina. Os niveis de glutamina nao
influenciaram a conversdo alimentar (CA) das aves mantidas no ambiente por
estresse por calor. Nao se observou efeito dos niveis de glutamina nos pesos
absolutos e nos rendimentos de carcaca, de peito, de coxa e de sobrecoxa das aves
mantidas em ambiente de alta temperatura. Verificou-se aumento significativo da
expressao do mRNA da proteina HSP70 nas aves suplementadas com 1,50% de
glutamina na rag¢do. Conclui-se que a inclusdo da glutamina na ragdo teve efeito
positivo nas aves mantidas em ambiente de alta temperatura, com nivel estimado de
0,66% proporcionando o melhor resultado de ganho de peso. No experimento 2 os
frangos com 21 dias de idade e peso inicial de 900 + 4,71 g, foram alojados em
camaras climaticas com temperatura de 23,2 + 1,77°C e umidade relativa de 70 +
5,8% que resultaram em um ITGU calculado de 72 + 2,75, caracterizando um

ambiente de termoneutralidade. Nao se observou efeito dos niveis de glutamina na
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racdo nas variaveis de desempenho (consumo de ragdo, ganho de peso ¢ conversdo
alimentar) das aves mantidas em ambiente de termoneutralidade. Nao se verificou
efeito dos niveis de glutamina na ragcdo nos pesos absolutos e nos rendimentos de
carcacga, peito, coxa e sobrecoxa das aves mantidas em ambiente termoneutro. Com
relacdo a expressao do mRNA da proteina HSP70 ndo se observou efeito dos niveis
de glutamina suplementados na rag¢do. Conclui-se que niveis de glutamina na ragao
ndo influenciaram o desempenho de frangos de corte mantidos em ambiente

termoneutro dos 21 aos 42 dias de idade.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, Erika Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2012. Glutamine levels in diets for broiler chickens kept in different thermal
environments. Adviser: Rita Flavia Miranda de Oliveira Donzele. Co-advisers:
Juarez Lopes Donzele and Luiz Fernando Teixeira Albino.

We used 336 male broiler chicks sexed Cobb ® in two experiments to evaluate levels
of glutamine in diets for broilers from 21 to 42 days old were kept under high
temperature and thermoneutral. In each experiment, 168 birds were distributed in a
completely randomized design with four treatments (levels of glutamine), seven
replicates of six birds each. Glutamine levels in experimental diets were: 0,00, 0,50,
1,00 and 1.50%. In both experiments were evaluated: performance, carcass yield,
breast drumstick, thigh and mRNA expression of HSP70 protein. In experiment 1
broilers with 21 days of age and starting weight of 987 + 3,05 g were housed in
environmental chambers with temperature of 31,3 £ 0,66°C and relative humidity of
69 + 6,12% BGT resulted in a calculated 83 + 1,80, featuring a high temperature
environment. The feed intake (FI) of broilers maintained under heat stress was
exponentially, depending on the levels of glutamine to the diet by increasing the
estimated level of 0,60%. Similar to feed intake, weight gain (WQ) of the birds in the
heat also increased quadratically up to the level of 0,66% glutamine. Glutamine
levels did not affect feed conversion (FC) of birds kept in the environment for heat
stress. There was no effect of glutamine levels in absolute weights and carcass,
breast, thigh and drumstick of birds kept in high temperature environment. There was
significant increase in mRNA expression of the protein HSP70 in birds supplemented
with 1,50% of glutamine in the diet. It is concluded that the inclusion of glutamine in
the diet had a positive effect in the birds kept in an environment of high temperature,
at an estimated level of 0.66% giving the best result in weight gain. In experiment 2
chickens at 21 days of age and starting weight of 900 = 4,71 g were housed in
environmental chambers with temperature of 23,2 + 1,77°C and relative humidity of
70 £ 5,8% resulting in a BGT estimated 72 + 2,75, featuring a thermoneutral
environment. There was no effect of glutamine levels in the diet on performance
variables (feed intake, weight gain and feed conversion) of birds kept in

thermoneutral environment. There was no effect of glutamine levels in the diet for
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absolute weight and carcass yield, breast, thigh and drumstick of birds kept in
thermoneutral environment. Regarding mRNA expression of HSP70 protein was not
observed effect levels of glutamine supplementation in the diet. It is concluded that
glutamine levels in the diet did not affect the performance of broilers kept in

thermoneutral environment from 21 to 42 days old.
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1 —-INTRODUCAO GERAL

A avicultura no Brasil destaca-se mundialmente devido sua tecnificacdo e
produtividade, como resultado dos avancos nas areas de manejo, melhoramento
genético, nutricao e sanidade.

Entretanto, a avicultura de corte moderna, para atingir melhores resultados
econdmicos e produtivos, precisa avancar nao s6 nos aspectos genéticos, nutricionais
e sanitarios, mas também nos aspectos ambientais, que interferem diretamente na
expressdo do potencial genético, na eficiéncia de utilizacdo de nutrientes e nos
aspectos sanitarios das aves.

O estresse por calor tem sido uma das maiores causas da reducdo do
desempenho e elevada mortalidade em frangos de corte (Dai et al., 2009). Assim,
pesquisas vém sendo realizadas para amenizar os efeitos negativos causados pelo
ambiente de alta temperatura no desempenho de aves. Muitos métodos estdo focados
em manipulagdo da dieta (Tankson et al., 2001; Sahin et al., 2003), por exemplo,
adicdo de vitaminas ou microminerais (zinco, selénio, crdmio, manganés, etc) na
racdo. No entanto, pouca informacdo esta disponivel sobre os efeitos da
suplementagdo dietética com aminoéacidos no desempenho e nas caracteristicas de
carcaga em frangos de corte submetidos ao estresse por calor.

A glutamina ¢ o aminodcido livre mais abundante no plasma e no tecido
muscular em condigdo saudavel, porém quando em condigdes de estresse as
concentragdes teciduais deste aminoacido reduzem (Askanazi et al,
1980). Por isso, pesquisas vém sendo realizadas com suplementac¢do de glutamina na
racdo, visto que este aminoacido melhora a sobrevivéncia de células e a fungao
imune, diminui bacteriemia, aumenta a barreira intestinal e inibe a atrofia da mucosa
intestinal (Souba, 1991; Gianotti et al., 1995). Além disso, a glutamina pode modular
a ativagdo de proteinas de estresse ou choque térmico (HSP’s), que estdo
relacionadas com a protegdo celular (Curi et al., 2005). As HSP’s sdo proteinas
altamente conservadas, visto que podem ser encontradas desde organismos mais
primitivos (procariotas) até organismos mais evoluidos (eucariotas) e sdo ativadas
quando uma célula ¢ exposta a algum tipo de estresse, desencadeando respostas
intracelulares, com o objetivo de proteger a célula de uma possivel lesdo. Elas
auxiliam no reparo de estruturas na molécula proteica e na identificagdo e no

remodelamento de proteinas danificadas durante periodos de estresse. Estudos
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indicam que o aumento da disponibilidade de glutamina para as células pode
aumentar a expressao das HSP’s, o que mantém a capacidade de célula a resistir a
lesdes (Sanders & Kon 1991).

Assim, foi proposto um estudo para avaliar niveis de glutamina na ragdo para
frangos de corte machos submetidos a ambientes de alta temperatura e de
termoneutralidade dos 21 aos 42 de idade.

Os artigos a seguir foram editorados com base nas exigéncias da Revista
Brasileira de Zootecnia, publicada pela Sociedade Brasileira de Zootecnia, com
adaptacdo as normas para elaboracdo de teses da Universidade Federal de Vigosa -

UFV.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Influéncia do ambiente térmico na producio animal

Ao longo dos anos, as linhagens de frangos de corte foram melhoradas
geneticamente para apresentarem melhor capacidade de absorcdo de nutrientes,
rapido crescimento e alta taxa de deposi¢do de proteina muscular. Contudo, pouca
aten¢do foi dada a sua capacidade de dissipar o calor gerado pela maior atividade
metabolica, o que tornou esses animais mais susceptiveis ao estresse por calor
(Macari et al., 2004; Yahav et al., 2005; Furlan, 2006).

Na tentativa de compensar a reduzida capacidade de dissipar o calor durante a
exposicdo a temperaturas elevadas, os frangos de corte intensificam os processos
fisiologicos responsaveis pela dissipacdo de calor e também aqueles destinados a
reduzir a produc¢do de calor corporal. Como consequéncia, tem sido observada
reducdo no consumo de rag¢do, diminuicdo do ganho de peso, piora na eficiéncia de
utilizacao dos alimentos e redugdo na taxa de sobrevivéncia desses animais (Donkoh,
1989; Siegel, 1995, Oliveira Neto et al., 2000; Macari et al., 2004; Yahav et al.,
2005; Siqueira et al., 2007). Além disso, o estresse por calor também pode afetar as
caracteristicas de carcaga causando redugao no peso da carcaca e diminui¢ao do teor
de proteina muscular, podendo ocasionar expressivas perdas econdomicas no setor de
produgdo avicola (Yunianto et al., 1997; Tankson et al., 2001; Dai et al., 2009).

Uma das formas de amenizar os efeitos negativos do estresse por calor nas aves
¢ a manipulacdo e o controle do ambiente térmico. Todavia essa pratica tem sido, na
maioria das vezes, onerosa ¢ pode prejudicar a competitividade do produto final no
mercado. Assim, os nutrientes da ra¢do tém sido objetos de manipulag¢do na tentativa
de atenuar o problema (Sahin et al., 2002 e 2003; Aragjo et al., 2007; Vaz et al.,
2009) sendo o aminoacido glutamina utilizado para melhorar a resposta ao estresse
por calor (Ehrenfried et al., 1995; Maiorka et al., 2000; Salehian et al., 2006; Dai et
al., 2009).

Em organismos saudaveis, a glutamina ¢ o aminoécido livre mais abundante no
plasma sanguineo ¢ no musculo esquelético. Ela participa de diversos processos
metabolicos no organismo, sendo importante fonte energética para enterdcitos e
células do sistema imune, além de ser precursor de moléculas de protegao da

integridade celular, como as proteinas de choque térmico e a glutationa. A partir de
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estudos realizados com cobaias, descobriu-se que a suplementa¢do com glutamina
pode inibir a atrofia da mucosa intestinal melhorando sua fun¢do como barreira
contra microorganismos, além de melhorar a fungdo imune e a sobrevida dos animais
(Souba, 1991; Gianotti et al., 1995). Dessa mesma forma, tem-se conseguido atenuar
a deplecdo da glutationa em humanos, ap6s serem submetidos a eventos de estresse
metabolico, como cirurgias e exercicios fisicos intensos (Roth et al., 2002; Flaring et
al., 2003; Cruzat et al., 2007) bem como aumentar a expressao in vivo de HSP,
melhorando a resisténcia de células contra uma variedade de estimulos estressantes
(Lindemann et al., 2001; Singleton et al., 2005; Dai et al. 2009).

Em contrapartida, as situacdes ambientais que estimulam maior atividade
desses fatores de protecdo, provocam também maior utilizagdo de glutamina,
podendo causar reducdo nas suas concentragdes plasmaticas e teciduais (Askanazi et
al., 1980; Biolo et al., 1997; Cruzat et al., 2009). Esta maior utiliza¢do de glutamina
pode ocasionar quadro de caréncia condicional deste aminodcido e subsequente
transaminacdo de outros aminodacidos, incluindo os essenciais, para a sintese de
glutamina (Roth et al., 2002). Como consequéncia, tanto as concentragdes dos
demais aminoacidos quanto as suas relagdes podem ser alteradas, resultando em
piora no desempenho produtivo das aves.

A suplementacdo alimentar de glutamina pode ser uma alternativa para
melhorar a resposta animal a temperatura elevada. No entanto, existe pouca
informagdo disponivel sobre os efeitos da suplementacdo com aminoacidos na ragdo
no desempenho e nas caracteristicas de carcaga de frangos de corte estressados pelo
calor.

2.1.1 Glutamina

A glutamina (CsH;oN,O3;) um L-o-aminoacido, com peso molecular de
aproximadamente 146,15 kda é o aminoécido livre mais abundante no plasma e no
tecido muscular, sendo também encontrada em concentragdes relativamente elevadas
em outros diversos tecidos corporais (Rowbottom et al., 1996).

Fazem parte de sua composi¢do quimica nas respectivas quantidades: carbono
(41,09%), oxigénio (32,84%), nitrogénio (19,17%) e hidrogénio (6,90%) (Curi,
2000; Rogero et al., 2003). A classificacdo da glutamina como um aminoacido ndo
essencial, tem sido questionada, pois em situagdes criticas, tais como cirurgias,

traumas, exercicios fisicos exaustivos, estresse por calor, lesdo na mucosa, a sintese
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de glutamina ndo supre a demanda exigida pelo organismo (Smith, 1990; Santos et
al., 2007; Wray et al., 2007). A proliferacdo e o desenvolvimento de células, em
especial as do sistema imune, o balango acido-basico, o transporte da amonia entre os
tecidos, a doacdo de esqueletos de carbono para a gliconeogénese, entre outros, sdo
algumas das fungdes em que a glutamina esta envolvida (Rogero et al., 2003;
Newsholme et al., 2003a).

Duas enzimas sdo responsdveis pela sintese de glutamina a partir do
glutamato ou por sua degradacdo, também em glutamato, a saber, a glutamina
sintetase e a glutaminase, respectivamente (Newsholme et al., 2003b; Rowbottom et
al., 1996).

Mediante a catélise de conversdo de glutamato em glutamina e da utilizacao
da amonia como fonte de nitrogénio e com consumo de trifosfato de adenosina
(ATP), a glutamina sintetase ¢ a enzima chave para a sintese da glutamina e para a
regulacdo do metabolismo celular do nitrogénio. Segundo Maiorka (2002), os 6rgaos
mais eficientes na formacdo da glutamina sdo o encéfalo, pulmdes e o musculo
esquelético, e a hidrolise ocorre principalmente no intestino e nos rins. O figado pode
ser um produtor e um consumidor deste aminodcido, devido a alta atividade das
enzimas glutamina sintetase e glutaminase.

Este aminoacido ¢ importante na gliconeogénese, sintese de uréia, na sintese
de neurotransmissores, diferenciacdo e sintese celular, sintese de nucleotideos e
acidos nucléicos e producgdo de glutationa (Smith, 1990). Segundo Newsholme et al.
(2003a), a glutamina ¢ tao importante quanto a glicose para a manuten¢ao da fungdo
celular, visto a sua atuagdo na proliferagdo celular, principalmente nas células de
crescimento rapido como os enterdcitos.

A glutamina juntamente com a alanina ¢ a principal molécula utilizada no
transporte de grupos aminos dos tecidos até o figado, onde ocorre a remogdo do
nitrogénio, e o esqueleto de carbono ¢ destinado a gliconeogénese (Lehninger et al.,
1995). A hidrolise da glutamina resulta na formacdo do glutamato, que pode ser
utilizado na sintese protéica ou convertido em a-cetoglutarato, que ¢ oxidado no
ciclo de Krebs, resultando na produgdo de 30 moles de ATP (Souba et al., 1985).
Segundo Khan et al. (1999) a glutamina atua ainda como precursor de N-acetil-
glucosamina e N-acetil-galactosamina, que podem exercer papel importante na
producao de mucina e, portanto na manutencdo da barreira de protecdo contra

agentes bacterianos. A glutamina segue duas rotas funcionais: na primeira o
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nitrogénio do grupo amino da glutamina esta envolvido com a sintese de purinas,
pirimidinas e aminoagucares, ¢ na segunda rota a cadeia carbonada do grupo a-
amino da glutamina entra na via de sintese de outros aminoacidos, principalmente
ornitina, citrulina e arginina.

Souba et al. (1990) constatou correlagdo positiva entre a concentracdo de
glutamina livre e a taxa de sintese protéica no musculo esquelético. Ou seja, quanto
maior a concentracdo de glutamina circulante, maior a taxa de sintese de proteina. A
glutamina, além de estimular a sintese protéica no musculo, possui efeito inibitorio
na quebra de proteinas musculares (Maclennan et al., 1988). Portanto, a glutamina,
pode atuar como um regulador metabolico aumentando a sintese de proteina e
reduzindo o catabolismo protéico se suplementada na ragcdo (Lobley et al., 2001).

A glutamina contém em sua estrutura dois grupos de nitrogénio que podem
ser mobilizados, isto a torna um transportador de nitrogénio para os tecidos. Além
disso, pode desempenhar um papel essencial em varias vias metabolicas importantes

(Marliss et al., 1971; Smith, 1990).

Glutamina (GIn)
HoN-C-CH,-CH,-CH-COO
I I

O NH;

2.1.2 Glutamina e sintese de proteinas de choque térmico (HSP)

Os efeitos negativos do estresse por calor no desempenho de frangos de corte
tém sido relatados ao longo dos anos por varios pesquisadores (Donkoh, 1989;
Oliveira Neto et al., 2000; Sahin et al., 2003; Yahav et al., 2005; Furlan, 2006;
Aratjo et al., 2007; Siqueira et al., 2007; Vaz et al., 2009, Dai et al., 2009). Tais
efeitos prejudicam a comercializagdo das aves e causam perdas econdmicas no setor
de producdo avicola. Este fato constitui uma prerrogativa para se estimular a busca
por conhecimentos que possam auxiliar na reducao das perdas provocadas pelo
estresse por calor.

Estudos com diferentes gendtipos de frangos de corte tém indicado que existem

linhagens mais tolerantes ao estresse por calor, evidenciando a existéncia de uma



base genética para a caracteristica (Cahaner et al., 1993; Eberhart et al., 1993;
Dionello et al., 2002). Dessa forma, e considerando o fendtipo, a expressdo do
genodtipo em fungdo de determinado estimulo ambiental, a tolerancia dos frangos ao
estresse por calor pode ser melhorada pelo processo adaptativo denominado de
aclimatagdo (Arjona et al., 1988). A pré-inducao da resposta ao estresse térmico pode
fornecer marcada prote¢do contra muitas formas de injuria celular, incluindo a
temperatura ambiente elevada ndo-letal (De Maio, 1999; Jayakumar et al., 2001;
Dionello et al., 2002; Cruzat et al., 2009). Contudo, maior aten¢ao deve ser dada ao
aporte de nutrientes necessarios a atender o novo “status fisiologico” de adaptagdo
desenvolvido pela ave, de forma que o atendimento nutricional seja adequado para
atender tanto a expressao de proteinas musculares, quanto a expressao aumentada de
moléculas protetoras do organismo (Oliveira Neto et al., 2009).

Entre os mecanismos de protecdo do organismo contra altas temperaturas
encontra-se uma familia de proteinas essenciais, conhecida como proteinas de
choque térmico ou de calor ou de estresse (HSP) (Dai et al., 2009). Existem varias
isoformas de HSP e sdo classificadas de acordo com seu peso molecular (60, 70, 90 e
100 kDa) (Welch, 1992; Benjamin et al., 1998; Antunes Neto, 2008). As isoformas
mais abundantes e mais estudadas sdo as da familia HSP 70, consideradas as
principais representantes entre as proteinas induziveis por estresse e sdo detectadas
em todos os tecidos do corpo, em diversos compartimentos da célula eucariotica
incluindo as mitocondrias, os reticulos endoplasmaticos e o nucleo (Antunes Neto,
2008; Lee, 2005).

A ativagdo dessas proteinas corresponde a uma das principais vias de
sinaliza¢do que contribuem para o aumento da capacidade da célula de sobreviver a
alteracdes na sua homeostase em decorréncia da exposicdo a agentes estressores,
como, agentes infecciosos, espécies reativas de oxigénio, radiacdo ultravioleta e calor
(Gabai et al.,, 2002; Cruzat et al., 2007; Dai et al., 2009). Trabalhando com
osteosacomas humanos, Kubo et al. (1996) observaram aumento na sintese de HSP
70 que continuou por oito horas seguidas apos o estresse por calor de 43°C. Segundo
o autor, a HSP 70 tem um papel crucial na sobrevivéncia da célula sob estresse por
calor.

Em estudos realizados com frangos de corte, Gabriel et al. (1995) relataram
aumento nos niveis de HSP e de seu RNA mensageiro em diferentes tecidos das aves

expostas a altas temperaturas. Trabalhando com pintos de corte no periodo de 0 a 5
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dias de idade, estressados ou ndo pelo calor, Dionello et al. (2001) observaram
maiores niveis de Hsp70 no figado das aves estressadas pelo calor (36°C) do que
naquelas mantidas em ambiente controle (32°C). Em trabalhos posteriores, Dionello
et al. (2002) encontraram correlacdo positiva entre a producdo de HSP 70 e o
aumento da temperatura cloacal em pintos de corte estressados pelo calor (36°C), no
periodo de 0 a 5 dias de idade. O aumento no conteudo de HSP 70 em frangos de
corte adultos submetidos ao estresse por calor (34°C) também foi observado por
Zulkifli et al. (2009).

Durante o ciclo celular, as HSPs sdo encontradas em pequenas concentracdes.
Porém, quando uma célula é exposta a algum tipo de estresse, sdo desencadeadas
respostas intracelulares, com o objetivo de proteger a célula de uma possivel lesdo
(Wischmeyer, 2002). Acredita-se que essa prote¢do seja mediada pela capacidade
das HSP funcionarem como chaperonas (Kiang et al., 1998). As HSP promovem o
reparo de estruturas na molécula protéica participando da identificacdo de proteinas
danificadas durante periodos de estresse, conservando e mantendo sua forma
estrutural. Além disso, as HSP auxiliam a sintese de novas proteinas (Burg et al.,
2007).

Embora a sintese de HSP pelo organismo seja estimulada por agentes
estressores, estudos tém evidenciado que o aumento da disponibilidade de glutamina
as células pode aumentar a expressdo das HSP e, consequentemente, melhorar a
resposta animal ao estresse ou injuria (Sanders & Kon, 1991; Furst et al., 2004).
Segundo Dai et al. (2009), a glutamina, um aminoacido condicionalmente essencial,
pode aumentar a expressdo in vivo de HSP induzida pelo estresse e melhorar a
sobrevivéncia de células contra uma variedade de estimulos estressantes. Além disso,
dados recentes indicam que uma unica dose intravenosa de glutamina pode melhorar
a expressao de HSP, diminuir danos internos e aumentar a sobrevida ao choque
séptico de ratos, leitdes desmamados e humanos feridos (Lindemann et al., 2001;
Singleton et al., 2005; Cruzat et al., 2009).

Além disso, a glutamina pode influenciar uma diversidade de funcgdes e vias
de sinalizagdo celular (Curi et al., 2005). A modulacdo da expressdo de genes
relacionados com a sintese e degradacdo de proteinas, a proliferacdo celular e a
ativagdo de vias envolvidas com a apoptose celular estao entre as fungdes exercidas
pela glutamina mais estudados (Newsholme et al., 2003a; Rogero et al., 2003; Curi et

al., 2005; Singleton et al., 2005 ¢ 2007).



As HSP’s sdo familias de polipeptidios agrupadas de acordo com seu peso
molecular, cujo principal fator indutor de sua expressdo ¢ o acumulo de proteinas
desnaturadas no meio intracelular (Gabai et al., 2002). Durante o ciclo celular, as
HSP’s sdo encontradas em pequenas concentracdes e em diferentes compartimentos
dentro das células. Quando uma célula ¢ exposta a algum tipo de estresse sdo
desencadeadas respostas intracelulares, com o objetivo de proteger a célula de uma
possivel lesdo. Essas respostas tém inicio com a redugdo transitoria da sintese de
proteinas consideradas ndo vitais, seguida por um aumento na transcri¢do, tradugdo e
expressdao de genes especificos que levam ao aumento da concentragdo das HSP’s
(Wischmeyer, 2002). Além disso, as HSP’s auxiliam a sintese de novas proteinas,
conservando e mantendo sua forma estrutural (Burg et al., 2007). As HSP’s sdo
consideradas essenciais no processo de recuperagdo celular. Segundo Sanders & Kon
(1991) o aumento da disponibilidade de glutamina nas células pode aumentar a
expressdo das HSP’s, o que mantém a capacidade da célula em resistir a lesdes.
Estudos de Burg et al. (2007) demonstraram que a maior parte das fun¢des exercidas
pelo aumento da expressdo das HSP’s esta associada ao fato de essas proteinas
apresentarem atividade ATP-dependente, o que lhes possibilita agir como proteinas
chaperonas em nivel molecular, atuando na prote¢ao contra diversos processos de
apoptose celular. O elemento fundamental dessa protecdo ¢ a agdo inibitoria
realizada pelas HSP’s, por meio de sua ligagdo a rede de proteases essenciais a
apoptose celular, como a caspase-9 e o fator apoptético ativador de proteases-1
(APAF-1) (Gabai et al., 2002). Outro mecanismo envolvido esta relacionado com a
acdo isolada de algumas HSP’s, principalmente a HSP-27, HSP-70 e HSP-72, na
reducdo da agregacdo de proteinas nucleares (Gabai et al., 2002).

Wischmeyer et al. (2001) verificaram que animais que receberam doses
parenterais de glutamina (0,15 a 0,75 g/kg de peso corporal) tiveram aumentada a
expressdo de outras HSP, tais como a HSP-25 e HSP-27, mesmo sem terem sido
€Xpostos ao estresse.

Efeitos positivos da glutamina administrada por via parenteral (0,75 g/kg de
peso corporal) na producao de HSP-72 também foi observado por Wang et al. (2007)
em figado de ratos submetidos a processo infeccioso. Contudo, a maior produgdo
dessa proteina sO ocorreu nos animais que foram submetidos previamente a um
tratamento de estresse por calor. Nesses animais também foram encontrados maior

conteudo de mRNA para HSP-72 que permaneceu ativo por maior tempo nos ratos
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tratados com glutamina. Esses pesquisadores reportaram que a abundancia
encontrada para a HSP-72 foi devido a maior sintese € ndo a menor degradacgao dessa
proteina.

Os mecanismos que modulam a expressdo dessas proteinas ainda ndo estdo
bem elucidados. Entretanto, sabe-se que a capacidade da célula de ativar as HSP em
resposta aos agentes estressores ¢ regulada, entre outros mecanismos, pelo fator
transcricional de choque térmico-1 (HSF-1) (Nollen et al., 2000; Gabai et al., 2002;
Morrison et al., 2006). Em diferentes pesquisas com células de ratos, Peng et al.
(2006) e Morrison et al. (2006) relataram que o aumento da disponibilidade da
glutamina as células estimula tanto a expressdo, traducdo e ativacdo da HSF-1,
quanto das HSP. Assim, tem sido demonstrada a importancia da glutamina na
expressao das HSP, tanto in vitro como in vivo.

Uma vez que as proteinas do choque térmico contribuem com a melhora da
termotolerancia, torna-se coerente a busca de alternativas que promovam a

maximizag¢do da sua expressao no organismo.

2.1.3 Glutamina e sintese de glutationa

Além da producdo de HSPs, outros mecanismos envolvidos na homeostase
celular podem ser influenciados pela glutamina, tais como o sistema antioxidante. Os
radicais livres como o 6xido nitrico (NO) e as espécies reativas de oxigénio (ERO),
sdo produzidos normalmente pelo metabolismo corporal (Unno et al., 1997; Arnaud
et al., 2002; Cruzat et al., 2007). Entretanto, em situagdo de campo, muitas vezes os
frangos sdo submetidos a agentes estressores infecciosos € ou ndo-infecciosos que
ativam o sistema imune desses animais ¢ aumentam consideravelmente a producao
de radicais livres (Takahashi, 2006; Norup et al., 2008). Neste caso, os radicais livres
sdo produzidos para agir em corpos estranhos dos organismos, pois possuem a
capacidade de retirar elétrons de outros compostos moleculares, inativando-os € ou
destruindo-os. Como sdo capazes de provocar danos oxidativos em varias moléculas,
0 NO e as ERO podem levar a perda total da fungdo celular (Unno et al., 1997;
Cruzat et a., 2007).

A temperatura elevada ¢ um agente estressor que pode promover a formagao de
radicais livres nas células, os quais sdo liberados por todo o organismo (Zuo et al.,
2000; Arnaud et al., 2002; Bernabucci et al., 2002; Mujahid et al., 2006; Takahashi
2006).
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Estudando o efeito da temperatura elevada (42°C) na produgdo de ERO no
musculo de diafragma de ratos, Zuo et al. (2000) observaram aumento na formagao
de superoxidos intracelular e extracelular estimulada pelo estresse térmico. O
aumento na producdo de ERO por temperatura elevada também foi demonstrado por
Flanagan et al. (1998) em células epiteliais de intestino de ratos, apos a exposi¢do a
temperatura de 45°C por 20 min.

Em trabalhos com poedeira e frangos de corte aos 16 dias de idade, expostos a
temperatura de 34°C por 18 horas, Mujahid et al. (2005) relataram que o estresse por
calor levou a superproducdao de ERO na mitocondria do musculo esquelético das
aves. Em trabalhos posteriores, com frangos de corte aos 21 dias de idade, Mujahid
et al. (2006), relataram que a exposicao das aves a temperatura de 34°C por 18 horas
estimulou a produgdo de superdxido mitocondrial no musculo esquelético das aves
estressadas pelo calor quando comparadas a aves mantidas a 25°C.

Apesar de exercerem efeitos positivos consideraveis para o sistema imune, no
estresse cronico a elevada sintese de radicais livres pode aumentar a suscetibilidade
de lesdes em células normais e promover a fadiga cronica nas aves, prejudicando seu
desempenho (Unno et al., 1997; Cruzat et al., 2007 e 2009). Para evitar a agdo
oxidativa dos radicais livres nas suas proprias células, os organismos possuem um
sistema antioxidante de prote¢do, em que o principal agente intracelular ¢ a
glutationa (Roth et al., 2002; Matés et al., 2009).

A glutationa est4 presente em concentracdes elevadas na maioria das células de
mamiferos e aves, sendo quantitativamente o antioxidante endégeno mais importante
(Flaring et al., 2003). Ela protege a membrana celular e mitocondrial contra a acao
oxidativa dos radicais livres nos fosfolipidios. Além disso, a glutationa mantém
grupos tiol de muitas proteinas na forma reduzida, o que € necessario para sua fungado
bioldgica normal (Arrick et al., 1983; Flaring et al., 2003). O estado redox da célula
esta, portanto, relacionado ao status de glutationa (Tischler, 1980; Cruzat et al., 2007
e 2009). Entretanto, durante a defesa antioxidante a concentragdo da glutationa fica
reduzida nas células e a restaura¢ao do seu contetido ¢ dependente da sua ressintese
(Arrick et al., 1983). Assim, para que as concentragdes de glutationa se mantenham
em niveis adequados para protecdo do organismo de aves submetidas ao estresse por
calor, ¢ necessario que os seus precursores estejam disponiveis no organismo em

quantidades adequadas para atender a demanda.
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Um importante substrato para a sintese de glutationa é o aminoacido
glutamina. No meio intracelular, a glutamina pode sofrer hidrolise e elevar a
disponibilidade de glutamato, que € essencial para a sintese da glutationa (Lora et al.,
2004; Cruzat et al., 2007; Matés et al., 2009).

Apesar de ser considerado um aminoacido ndo-essencial, observa-se que em
situagdes de estresse infeccioso ou nao-infeccioso a utilizacdo de glutamina pelos
tecidos pode exceder a capacidade de sintese desse aminoacido pelo organismo
(Newsholme et al., 1989). Dessa forma, as concentragdes plasmaticas e teciduais de
glutamina podem reduzir (Askanazi et al., 1980; Biolo et al., 1997; Cruzat et al.
2009).

O musculo esquelético desempenha um papel metabolico essencial na
regulacdo do teor de glutamina corporal devido a sua elevada capacidade de sintese e
liberagdo de glutamina, principalmente em situagdes em que ha aumento na demanda
desse aminoacido por outros tecidos. Quando a sintese ¢ insuficiente, a glutamina ¢é
entdo liberada do musculo diretamente por catabolismo protéico (Rennie et al., 2001;
Francisco et al., 2002).

O tipo de fibra muscular pode influenciar a sintese de glutamina. As fibras
oxidativas podem apresentar cerca de trés vezes mais estoques de glutamina em
comparagdo com as fibras glicoliticas. Essa diferenga est4 relacionada com a maior
atividade da glutamina sintetase e a maior disponibilidade celular de ATP para a
sintese de glutamina em fibras oxidativas (Curi et al., 2005; Biolo et al., 2005; Daniel
et al, 2005). Em frangos de corte adultos, a musculatura ¢ constituida
predominantemente por fibras musculares glicoliticas (Sartori et al., 2003), o que
torna seu estoque de glutamina pouco abundante. Assim, esses animais sdo mais
susceptiveis a degradagdo dessa musculatura em situagdes em que a demanda de
glutamina pelo organismo estd aumentada, como no estresse por calor, podendo
ocasionar menor rendimento de carne nessas aves.

A suplementacdo com glutamina pode ser uma alternativa para atender a
demanda nutricional da ave por esse aminoacido e, assim, atenuar a degradacdo da
musculatura (MacLennan et al., 1988; Zhou et al., 1997 e 2007). Além disso, pode
contribuir para a manutengdo das concentracdes extra e intratecidual deste
aminodacido, garantindo o suporte de glutamina para a sintese de glutationa e, assim,
reduzir o efeito oxidativo do estresse por calor nas aves (Schoonen et al., 1990;

Rennie et al., 2001; Roth et al., 2002; Valencia et al., 2002; Flaring et al 2003).
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Assim, justifica-se o desenvolvimento de pesquisas que ajudem a determinar
niveis de glutamina adequados a modulagdo dos compostos protéicos de protecao do
organismo, com o intuito de garantir o maximo desempenho das aves quando em

situagdo de estresse por calor.
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CAPITULO 1

Niveis de glutamina em racgdes para frangos de corte mantidos em ambiente de
alta temperatura dos 21 aos 42 dias de idade

RESUMO - Foram utilizados 168 frangos de corte, machos, da linhagem Cobb®, no
periodo de 21 aos 42 dias de idade distribuidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (niveis de glutamina), sete repeticdes e seis aves por
unidade experimental. Os niveis de glutamina nas ra¢des experimentais foram: 0,00; 0,50;
1,00 e 1,50%. Foram avaliados: desempenho, rendimentos de carcaga, de peito, de coxa, e
de sobrecoxa e a expressdo do mRNA da proteina HSP70. Os frangos com 21 dias de
idade e com peso inicial de 987 + 3,05 g, foram alojados em camaras climaticas com
temperatura de 31,3 £ 0,66°C e umidade relativa de 69 + 6,12% que resultaram em um
ITGU calculado de 82,9 + 1,80, caracterizando um ambiente de alta temperatura. O
consumo de ragdo (CR) dos frangos de corte variou de forma quadratica, em fungdo dos
niveis de glutamina da ragdo que aumentou até o nivel estimado de 0,60%. De forma
similar ao consumo de ragdo, o ganho de peso (GP) das aves também aumentou de forma
quadratica até o nivel estimado de 0,66% de glutamina. Os niveis de glutamina nao
influenciaram a conversao alimentar (CA) das aves. Nao se observou efeito dos niveis de
glutamina nos pesos absolutos e nos rendimentos de carcaga, de peito, de coxa e de
sobrecoxa das aves. Verificou-se aumento significativo da expressdo do mRNA da proteina
HSP70 nas aves suplementadas com 1,50% de glutamina na ragdo. Conclui-se que a
inclusdo da glutamina na racdo teve efeito positivo nas aves mantidas em ambiente de alta
temperatura, com o nivel estimado de 0,66% proporcionando o melhor resultado de ganho

de peso.

Palavras chaves: ambiente térmico, desempenho, estresse,
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Glutamine levels in diets for broilers kept at high environmental temperature

from 21 to 42 days
ABSTRACT — We used 168 broilers, males, Cobb®, from 21 to 42 days allotted to
completely randomized design with four treatments (levels of glutamine), seven
replicates of six birds each. Glutamine levels in experimental diets were: 0,00, 0,50,
1,00 and 1,50%. Were evaluated: performance, carcass, breast, thigh and drumstick
and mRNA expression of HSP70 protein. The chickens 21 days old and initial body
weight of 987 + 3,05 g were housed in environmental chambers with temperature of
31,3 £ 0,66°C and relative humidity of 69 + 6,12% which resulted in a calculated
BGT 82,9 + 1,80, featuring a high temperature environment. The feed intake (FI) of
broiler chickens in a quadratic way, depending on the levels of glutamine to the diet
increased up to the level of 0,60%. Similar to feed intake, weight gain (WG) of the
birds also increased quadratically up to the level of 0,66% glutamine. Glutamine
levels did not affect feed conversion (FC) of the birds. There was no effect of
glutamine levels in absolute weights and carcass, breast, thigh and drumstick of
birds. There was significant increase in mRNA expression of the protein HSP70 in
birds supplemented with 1,50% of glutamine in the diet. It is concluded that the
inclusion of glutamine in the diet had a positive effect in birds kept at high
environmental temperature, at an estimated level of 0,66% providing the best
performance result.

Keywords: performance, stress, thermal environment
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Introducio

O Brasil ¢ um pais de clima tropical, onde a maioria das regides tem médias
de altas temperaturas o ano todo. Aves submetidas as altas temperaturas apresentam
reducdo do consumo de alimento, do ganho de peso e piora de rendimento, o que
consequentemente, influencia negativamente o desempenho das mesmas (Lagana et
al., 2005). Por isso, o ambiente térmico em que as aves sao criadas deve ser
considerado em razao das possiveis perdas que podem ser geradas na produgdo.

Intimeras pesquisas tém sido desenvolvidas para amenizar os efeitos
negativos causados pelo ambiente de alta temperatura no desempenho de frangos de
corte. Como ¢ oneroso resfriar as instalacdes em que os animais sdo alojados, muitos
métodos estdo focados em manipulagdo dietética (Tankson et al., 2001; Sahin et al.,
2003). A suplementacdo com aminoacidos tém sido adotada para melhorar o
desempenho dos animais submetidos ao estresse por calor. No entanto, pouca
informacao estd disponivel sobre os efeitos da suplementagdo dietética com
aminoacido no desempenho e caracteristicas de carcaca.

Tradicionalmente considerado um aminoacido ndo essencial, a glutamina
(GIn) parece ser agora um nutriente condicionalmente essencial quando as aves sio
submetidas a um estresse, ¢ pode ser uma alternativa em potencial por melhorar a
resposta ao estresse, visto que aumenta a expressdo da proteina do choque térmico
(HSP) (Ehrenfried et al., 1995; Wischmeyer, 2002). Quando o organismo estd sob
estresse, os niveis de glutamina intracelulares podem cair em mais de 50 por cento, e
a concentracdo de glutamina no plasma sanguineo pode cair at¢ 30 por cento
(Askanazi et al., 1980). No entanto, sob certas circunstancias patologicas, tais como
infec¢cdo e trauma, estresse em geral determinados tecidos do corpo pode necessitar
de mais glutamina do que a quantidade fornecida pela dieta. Dessa forma, nestas
circunstancias a suplementacdo com glutamina pode-se tornar necessaria (Souba,
1991; Newshlome, 2001).

Diversas pesquisas realizadas com animais sob condigdes de estresse
constataram que a suplementa¢do com glutamina melhora a sobrevida, melhora a
fungdo imune e inibe a atrofia da mucosa intestinal (Souba, 1991; Gianotti et al.,
1995). A glutamina aumenta a expressdo de proteina de choque térmico (HSP70),
que ¢ muito importante para a prote¢ao contra danos nos tecidos durante periodos de

estresse ou lesdo (Singleton et al., 2005).
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Assim, este estudo foi proposto para avaliar os efeitos de niveis de glutamina
na ragdo no desempenho e carcaca de frangos de corte machos submetidos ao

estresse por calor dos 21 aos 42 dias de idade.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Bioclimatologia Animal do
Departamento de Zootecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Vicosa, em Vigosa, MG.

Foram utilizados 168 frangos de corte machos sexados da linhagem Cobb®,
vacinados contra as doengas de Marek e Bouba aviaria no periodo de 21 aos 42 dias
de idade. As aves foram mantidas em camaras climaticas com temperatura constante
(32°C) e umidade relativa entre 60 e 70%.

Até os 21 dias, as aves foram criadas em galpao convencional e manejadas
conforme o manual de cria¢do da linhagem (Cobb, 2008). Neste periodo (1 a 21 dias
de idade) as aves receberam ragdo com 3.100 kcal/kg de energia metabolizavel (EM),
formulada para satisfazer suas exigéncias nutricionais, conforme preconizado por
Rostagno et al. (2005).

No 21° dia de idade, os frangos, com peso inicial de 987,0 + 3,05 g, foram
transferidos para as camaras climaticas, quando teve inicio o periodo experimental.

As aves foram alojadas em baterias de gaiolas metalicas (0,85 x 0,85 m)
providas de comedouro e bebedouro tipo calha e distribuidas em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (ragdo basal e trés
niveis de glutamina), sete repeti¢des e seis aves por unidade experimental. A unidade
experimental foi representada pela gaiola.

As condigdes ambientais no interior das salas, temperatura e umidade relativa
do ar, foram monitoradas e registradas diariamente, duas vezes ao dia (07h00 e
18h00), por meio de termdmetros (bulbo seco, bulbo timido e de globo negro)
mantidos no centro das salas. Posteriormente, estes dados foram convertidos no
indice de Temperatura de Globo e Umidade (ITGU), conforme proposto por
Buffington et al. (1981), para a caracterizacao do ambiente.

O programa de luz adotado durante o periodo experimental foi o continuo (24

horas de luz artificial), utilizando lampadas fluorescentes.
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Os tratamentos (Tabela 1) consistiram de: uma racdo basal, com 3.000
kcal/kg de EM formulada para atender as exigéncias das aves na categoria estudada,
segundo Rostagno et al. (2005); e de trés racdes com niveis de 0,50; 1,00 e 1,50% de
glutamina. Os niveis de glutamina foram obtidos pela adi¢cdo de L-glutamina na
ragdo em substitui¢cdo ao amido.

O fornecimento das racdes experimentais e de agua as aves foi a vontade
durante o periodo experimental, sendo a dgua trocada trés vezes ao dia.

Para avaliacio do desempenho (consumo de racdo, ganho de peso e
conversao alimentar) as aves e as ra¢des fornecidas foram pesadas no inicio e no
final do periodo experimental e as sobras de rag¢@o no final do periodo.

O consumo de racdo das aves no periodo de 21 aos 42 dias de idade foi
calculado por diferenga entre a quantidade de ragao fornecida, os desperdicios e as
sobras das ragdes experimentais. O ganho de peso, das aves foi determinado pela
diferenga entre o peso das aves no inicio e no final do periodo avaliado. A partir dos
dados de consumos de ragdo e de ganhos de peso, foram calculadas as conversoes
alimentares dos animais, em cada tratamento.

Ao final do periodo experimental (42° dia), os frangos foram pesados e duas
aves de cada unidade experimental, com pesos mais proximos da média da gaiola
(10% acima ou abaixo da média), foram submetidas a jejum alimentar de 12 horas.
Apos esse periodo, essas aves foram insensibilizadas por atordoamento elétrico e
posteriormente abatidas por sangria mediante corte da artéria jugular. Depois de
sangradas, depenadas e evisceradas, as carcacas foram pesadas para avaliacdo do
rendimento de cortes nobres (peito, coxa e sobrecoxa).

Para a determinagdo do rendimento de carcaga foi considerado o peso vivo
apos o jejum. Na determina¢do dos rendimentos de cortes nobres foi considerado o
peso da carcaga. E dentro de cada tratamento, outras trés aves, com pesos
subsequentes mais proximos da média do respectivo tratamento (£ 10%), foram
abatidas para determinacdo da expressio de mRNA para a proteina do choque
térmico de 70 kD (HSP70), no musculo Pectoralis major. As aves foram
insensibilizadas, sangradas e tiveram a pele da regido peitoral retirada.
Imediatamente apos esse processo, com o uso de um bisturi foi coletado uma amostra
de aproximadamente 2,0 cm de comprimento, 0,5 cm de largura e 0,5 cm de
profundidade, do musculo Pectoralis major direito, na regido central da peca

muscular. Imediatamente apos a coleta, as amostras foram identificadas e imersas em
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Tabela 1 — Composic¢des centesimal e calculada das ragdes experimentais

Niveis de glutamina (%)

Ingredientes (%)

Basal 0,50 1,00 1,50

Milho 58,682 58,682 58,682 58,682
Farelo de soja 32,155 32,155 32,155 32,155
Oleo vegetal 3,565 3,565 3,565 3,565
Fosfato bicalcico 1,655 1,655 1,655 1,655
Calcario 0,844 0,844 0,844 0,844
Sal comum 0,471 0,471 0,471 0,471
Mistura vitaminica' 0,200 0,200 0,200 0,200
Mistura mineral® 0,200 0,200 0,200 0,200
Anticoccidiano’ 0,050 0,050 0,050 0,050
BHT* 0,010 0,010 0,010 0,010
Cloreto de colina’ 0,125 0,125 0,125 0,125
Avilamicina® 0,010 0,010 0,010 0,010
DL-metionina (99%) 0,227 0,227 0,227 0,227
L-lisina HCL (78%) 0,168 0,168 0,168 0,168
L- treonina (98,5%) 0,038 0,038 0,038 0,038
Amido 1,600 1,100 0,600 0,100
L-Glutamina 0,000 0,500 1,000 1,500

Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composi¢ao calculada
Proteina bruta (%) 19,743 20,343 20,943 20,643
Energia metab. (kcal/kg) 3,100 3,100 3,100 3,100
Lisina digestivel (%) 1,073 1,073 1,073 1,073
Met + cis digestiveis (%) 0,773 0,773 0,773 0,773
Treonina digestivel (%) 0,698 0,698 0,698 0,698
Triptofano digestivel (%) 0,215 0,215 0,215 0,215
Valina digestivel (%) 0,826 0,826 0,826 0,826
Isoleucina digestivel (%) 0,770 0,770 0,770 0,770
Arginina digestivel (%) 1,241 1,241 1,241 1,241
Leucina digestivel (%) 1,605 1,605 1,605 1,605
Fenil.+tir.digestiveis (%) 1,521 1,521 1,521 1,521
Glicina + serina total (%) 1,782 1,782 1,782 1,782
Sédio (%) 0,205 0,205 0,205 0,205
Calcio (%) 0,824 0,824 0,824 0,824
Fosforo Disponivel (%) 0,411 0,411 0,411 0,411

IContetido/kg: vit. A - 20.000.000 UL, vit. D3 -5.000.000.000 UL vit. E - 40.500 UI, vit. B1 — 3.000 mg, vit. B2 -
12,0 g - vit. B6 — 5000 mg - vit. B12 — 28.000 mcg - biotina 60 mg - niacina 87 g - 4cido pantoténico - 29 g,
vit. K3 — 4.600 mg, 4cido folico — 1.600 mg - 10 g, selénio - 250 mg, antioxidante BHT — 5.000 mg e veiculo
q.s.p. - 1.000 g.

2Contel.'ldo/kg: manganés, 156 g; ferro, 96 g; zinco, 110 g; cobre, 20 g; cobalto, 2 g; iodo, 1400 mg; ¢ veiculo
q.s.p. 1.000 g.

3Salinomicina sodica — 60 ppm.

“Hidroxi-butil-tolueno.

>Cl-colina — 43,5 mg de colina.

SAvilamicina 10%.
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RNA holder (BioAgency) para conservar a integridade do mRNA, sendo
armazenadas em freezer, a -20°C, até o momento da extragdo. O mRNA total de cada
amostra foi extraido utilizando-se o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) seguindo-se as
recomendacoes do fabricante. Determinou-se a concentragdo do mRNA total
utilizando o espectrofotdometro Nano Vue Plus (GE Healthcare). A integridade do
RNA foi avaliada utilizando gel de agarose a 1% e visualizado por meio da luz ultra-
violeta. O ¢DNA foi sintetizado utilizando o kit SuperScript™ III First-Strand
Synthesis Super Mix (Invitrogen). Foram adicionados 6 microlitros do mRNA total,
1 pL de oligo (dT) (50 uM oligo(dT), e 1uL de annealing buffer. A mistura foi
incubada por 5 minutos a 65°C e em seguida, colocada no gelo por 1 minuto.
Subsequentemente, foram adicionados 10 pL de 2x First-Strand Reaction Mix
solution e 2 puL. da enzima SuperScript III reverse transcriptase. As amostras foram
estocadas a -20°C até a analise.

As sequéncias dos genes foram obtidas no website www.ncbi.nlm.nih.gov. Os

primers foram desenhados de acordo com as sequéncias contidas em GeneBank,

usando o website www.idtdna.com.

As sequéncias de nucleodtideos dos primers estdo resumidas na Tabela 2.

Foram testados dois controles endogenos, os genes B-actina ¢ GAPDH. Foi
utilizado o gene da B-actina como controle endégeno porque houve menor variagdo
em relagdo ao GAPDH, quando utilizado o programa GeNorm.(Vandesompele et al.,
2002).

Todos os ensaios foram realizados em um volume final de 25 pL e em
duplicata. Foi utilizado para a PCR em tempo real, o composto fluorescente. SYBR
® Green PCR Master Mix (Qiagen).

As condi¢des de amplificacdo para todos os sistemas foram: 95°C durante 2
minutos, 40 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 15 segundos, ¢ de extensdo e
anelamento a 60°C durante 60 segundos. As eficiéncias de amplificagdo
representaram cerca de 100% em cada ciclo, e a expressdo relativa foi calculada
utilizando uma equagdo para corrigir diferencas de eficiéncia, como descrito por
Pfaffl et al. (2001). Foram utilizadas as seguintes concentragdes: para ambos 0s
genes, B-actina e HSP70, foram utilizados uma concentracdo de 400 nM e de 50 nM
de cDNA. A amplificagdo de genes-alvo foi realizada em pogos diferentes e em

duplicatas.
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Tabela 2 - Sequéncia dos primers HSP70, B-actina e GAPDH
Genes Sequencia 5= 3’
HSP70 FP: CGTGACAATGCTGGCAATAAGCGA
(NM_001006685) | RP: TCAATCTCAATGCTGGCTTGCGTG

B-actina FP: AGACATCAGGGTGTGATGGTTGGT
(NM_205518) | RP: TCCCAGTTGGTGACAATACCGTGT

GAPDH FP: CCCAGCAACATCAAATGGGCAGAT
(NM _204305) | RP: TGATAACACGCTTAGCACCACCCT

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
trés amostras por tratamento. Inicialmente, os dados em tempo real de PCR foram
analisados utilizando o modelo linear misto, descrito abaixo.
Yijie = 6Py + Dijp + €555,
Onde: y;;,. quantifica o nivel de expressdo do gene i no animal j no tratamento k;
GPy € o efeito do gene i no tratamento k; D;; € o efeito especifico da amostra
aleatoria (comum a ambos os genes), D, ;,. ~N (0, o’p); e e:; € 0 erro aleatorio, e;

~N (0, 0%).

ijk

As varidveis avaliadas foram o consumo de ragdo, o ganho de peso, a
conversao alimentar, o peso absoluto e o rendimento da carcaga e de cortes nobres
(peito, coxa e sobrecoxa) e a expressao do mRNA da proteina HSP70.

As andlises estatisticas das variaveis de desempenho e carcaca foram
realizadas pelo programa computacional SAEG (Sistema para Analises Estatisticas),
desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa — UFV (2003), por meio de
modelos de regressdo, utilizando o nivel de significancia de 10%, em ambos os
experimentos.

Os procedimentos estatisticos para a analise da expressio do mRNA da
protéina HSP70 foram realizados utilizando SAS 9.0 para Windows (Statistical
Analysis System Institute, Inc., Carry, NC, EUA). A rotina %QPCR_MIXED foi
desenvolvida no SAS para analisar dados de PCR em tempo real. O PROC MIXED
(Steibel et al, 2009) foi utlizado e para cada gene alvo, a comparagdo dos valores de
expressao a partir do tratamento controle foi realizada por CONTRASTES no PROC
GLM utilizando teste t de Student.

Independente do efeito da interagdo entre o ambiente térmico e o nivel de

glutamina, ser ou ndo significativa, optou-se pelo desdobramento dos dados.
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Resultados e Discussao

Os valores de temperatura do ar de 31,3 = 0,66°C, temperatura de globo
negro de 32,4 + 0,69°C e umidade relativa de 69 + 6,12% durante o periodo
experimental resultaram em ITGU calculado de 83 + 1,80. Considerando que
Medeiros et al. (2005) definiram que valores de ITGU entre 78 ¢ 88 caracterizam
ambiente de alta temperatura para frangos de corte entre a terceira e a sexta semana
de vida, pode-se inferir que as aves deste estudo foram expostas a estresse por calor.

Os dados de desempenho das aves submetidas aos diferentes niveis de
glutamina nas ragdes encontram-se na Tabela 3.

Os niveis de glutamina influenciaram (P<0,04) o consumo de racdo (CR) das
aves submetidas ao estresse por calor, que aumentou de forma quadratica até o nivel
estimado de 0,60% (Figura 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Dai et
al. (2009 e 2011) que, conduzindo estudos com frangos de corte dos 35 aos 42 dias
submetidos ao ambiente de alta temperatura, verificaram efeito positivo da inclusao
de glutamina na racdo na ingestdo voluntéria de alimentos pelas aves. Por outro lado,
Souza et al. (2010) avaliando niveis de glutamina de 0 a 2% na ragdo no desempenho
de frangos de corte, mantidos em ambiente de alta temperatura, de 1 aos 21 dias de
idade, ndo constataram variagdo significativa no CR das aves. Tendo como base estes
resultados, pode-se deduzir que o efeito negativo do alto nivel de glutamina no CR
dos frangos parece ser fase e nivel dependente, com as aves na fase inicial de
crescimento (1 a 21 dias de idade) sendo menos sensiveis.

Com os dados de consumo de racdo obtidos neste estudo ficou evidenciado
que niveis de glutamina acima de 0,60% podem influenciar negativamente o
consumo voluntario de alimentos das aves. De forma consistente com este relato,
Soltan (2009) avaliando niveis de glutamina de 0 a 2% em ragdes para frangos de
corte, mantidos em ambiente de termoneutralidade, também verificaram piora no CR
das aves que receberam as ragdes com niveis de glutamina acima de 1%.

Apesar da similaridade de resposta quanto aos efeitos negativos de niveis

altos de glutamina no consumo voluntario de alimentos das aves observado entre os
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Tabela 3 - Desempenho de frangos de corte recebendo racdes com diferentes niveis de
glutamina, mantidos em ambiente de alta temperatura dos 21 aos 42 dias de idade

Nivel de glutamina (%)

Varidvel 000 0,50 1.00 1,50 P CV(%)
Consumo de ragdo’ (g) 2393 2460 2441 2290 0,04 5,19
Ganho de peso' (g) 1269 1356 1309 1235 0,03 6,88
Conversao alimentar (g/g) 1,89 1,81 1,86 1,85 0,05 2,98

" Efeito quadratico.

trabalhos, foi constatado que quando as aves foram expostas ao ambiente de alta
temperatura, o efeito na redugdo do consumo foi mais intenso, que quando mantidas
em ambiente de termoneutralidade. Enquanto neste estudo a reducdo no CR, em
valor absoluto, verificada entre os niveis de 1,0 e 1,5% de glutamina, foi de 6,2%, no
de Soltan (2009), ela correspondeu a 4%.

O ganho de peso (GP) das aves também foi influenciado (P<0,03) pelos
niveis de glutamina que aumentou de forma quadratica até o nivel estimado de
0,66% (Figura 2). Efeitos positivos da inclusdo de glutamina na racdo na taxa de
crescimento de frangos de corte submetidos a estresse por calor, também foram
observados por Dai et al. (2009 e 2011).

Levando em consideragdo o relato de Geraert et al. (1996) que o nivel de
corticosterona plasmatico aumenta em frangos de corte desafiados por calor e
considerando os efeitos negativos deste hormonio no ganho de peso das aves
conforme observado por Lin et al. (2006), pode-se deduzir que os efeitos positivos da
suplementagdo de glutamina na taxa de crescimento dos frangos obtidos neste
trabalho, pode em parte estar relacionado ao seu possivel efeito na diminuicao do
nivel sérico de corticosterona. Esta hipotese tem como base o relato de Dai et al.
(2011) que, avaliando a suplementacdo de glutamina e GABA (gama-aminobutirico)
em ragdes para frangos de corte submetidos ao estresse por calor, verificaram que a
inclusdo de glutamina resultou em redugao do nivel sérico de corticosterona.

Os niveis de glutamina ndo influenciaram (P>0,10) a conversdo alimentar
(CA) das aves. Estes resultados divergiram dos encontrados por Dai et al. (2009 e
2011) e por Souza et al. (2010), que ao avaliar niveis de glutamina em ragdes para
frangos de corte submetidos a ambiente de alta temperatura, observaram efeito

positivo da suplementacao desse aminoacido na conversao alimentar das aves.
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Figura 1 — Consumo de racdo (g) de frangos de corte alimentados com ragdes com
niveis crescentes de glutamina, mantidos em ambiente de alta
temperatura, dos 21 aos 42 dias de idade.

Apesar de, neste estudo, a CA dos frangos ndo ter variado significativamente
entre os tratamentos, foi observado que a inclusdo de 0,50% de glutamina na ragdo
proporcionou melhora de 4,23% no valor da conversao alimentar (1,89 x 1,81).

Esse efeito positivo da glutamina na eficiéncia de utilizagdo do alimento para
ganho de peso, observada nos trabalhos, pode estar relacionado, em parte, a sua agdo
positiva nas caracteristicas estruturais do intestino de frangos de corte, melhorando a
capacidade absortiva e digestiva da mucosa intestinal. Estudo conduzido por Bartell
& Batal (2007), confirmou os beneficios da inclusdo de glutamina na morfometria
intestinal com aumento na altura das vilosidades do duodeno e jejuno, resultando em
maior area de superficie para utilizagdo de nutrientes. Izat et al. (1989) propuseram
que o aumento da altura de vilosidade melhora o desempenho dos frangos de corte
em razao do aumento da absorcao de nutrientes.

Com os dados de CA obtidos neste estudo, ficou evidenciado que a redugdo
ocorrida no ganho de peso das aves no maior nivel de glutamina (1,50%) ocorreu em
razdo direta do efeito negativo da glutamina no consumo de ragao.

Os dados de carcaga e cortes nobres das aves submetidas aos diferentes niveis
de glutamina nas ra¢des encontram-se na Tabela 4.

Nao se observou efeito (P>0,05) dos niveis de glutamina nos pesos absolutos

e no rendimento de carcaca, de peito, de coxa e de sobrecoxa das aves. De forma
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Figura 2 — Ganho de peso (g) de frangos de corte alimentados com ragdes com niveis
crescentes de glutamina, mantidos em ambiente de alta temperatura, dos
21 aos 42 dias de idade.

similar Souza et al. (2010) também nao constataram influéncia da suplementacdo de
glutamina na ragdo no rendimento de carcaga ¢ de corte nobres de frangos de corte
desafiados por calor. Em contrapartida Dai et al. (2011), ao avaliar a influéncia da
inclusdo de glutamina na racdo de frangos de corte submetidos a ambiente de alta
temperatura, verificaram melhora no peso absoluto da carcaga ¢ nos pesos absolutos
e nos rendimentos de musculos de peito e de coxa.

Considerando que o aumento da massa muscular da carcaca
resultaria em melhora da eficiéncia alimentar das aves, pode-se afirmar que os
resultados de rendimento de cortes nobres obtidos neste estudo estdo coerentes com
os resultados de conversao alimentar que ndo variaram entre os tratamentos.

Os dados de expressao do mRNA da proteina HSP70 no musculo Pectoralis
major das aves submetidas aos diferentes niveis de glutamina na ragdo encontram-se
na Figura 3.

Os niveis crescentes de glutamina proporcionaram aumento gradativo na
expressado do mRNA da proteina HSP70 no musculo Pectoralis major dos
frangos, sendo que somente no nivel 1,50%, a diferenca foi significativa (P<0,0028).
Diferentes autores como Gabriel et al. (1995), Dionello et al. (2002), Zulkifli

et al. (2009) e Hao et al. (2012), verificaram influéncia positiva da suplementagdo de
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Tabela 4 - Peso absoluto ¢ rendimento de carcaca e de cortes nobres das aves
recebendo ragdes com diferentes niveis de glutamina, mantidas em
ambiente de alta temperatura aos 42 dias de idade

Niveis de Glutamina (%) '

Variavels 0,00 0,50 1,00 1,50 P CV (%)

Peso Absoluto (g)

Carcaga 1828 1857 1824 1822 0,05 5,87

Peito 606 613 614 602 0,05 6,15

Coxa 229 229 228 226 0,05 7,25

Sobrecoxa 283 276 276 275 0,05 8,46
Rendimento (%)

Carcaga 85,70 85,60 86,14 85,70 0,05 1,42

Peito 32,94 33,25 32,70 32,98 0,05 3,06

Coxa 12,21 12,25 12,26 12,34 0,05 3,42

Sobrecoxa 15,07 14,98 15,16 14,94 0,05 4,41

" Efeito ndo significativo.

glutamina na expressdo do mRNA da proteina HSP70 em diferentes tecidos de
frangos de corte exposto a ambiente de alta temperatura.

Considerando o relato de Zulkifli et al. (2009), que a mais importante funcdo da
HSP70 ¢ a de protegdo do organismo quanto ao efeito toxico do calor, pode-se inferir
que a inclusdo de glutamina pelos seus efeitos na expressao desta proteina, melhora a
termotolerancia das aves. Nesse sentido, Givisiez et al. (1999) afirmaram haver uma
relacdo positiva entre a termotolerancia e a sintese da proteina HSP, em especial a

HSP70.
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Figura 3 — Expressao relativa do mRNA da proteina do choque térmico (HSP70) no
musculo Pectoralis major de frangos de corte mantidos em ambiente de
alta temperatura aos 42 dias de idade.
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Além desse aspecto, estudo conduzido por Gu et al. (2012), evidenciou
uma correlagdo negativa entre a expressdo da HSP70 e o nivel de corticosterona em
frangos de corte estressados por calor, o que justificaria em parte a melhora
observada no ganho de peso dos frangos neste estudo.

Com base nestes relatos, pode-se inferir que a expressao da HSP70 no
musculo Pectoralis major seria dependente da suplementacdo de glutamina quando

as aves sao submetidas a desafios por alta temperatura.

Conclusao

O nivel de 0,66% de glutamina na ragdo proporcionou melhor resultado de
ganho de peso de frangos de corte, mantidos em ambiente de calor dos 21 aos 42 dias

de idade.
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CAPITULO 2

Niveis de glutamina em ragdes para frangos de corte mantidos em
termoneutralidade dos 21 aos 42 dias de idade

RESUMO - Foram utilizados 168 frangos de corte, machos, da linhagem
Cobb®, no periodo de 21 aos 42 dias de idade distribuidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado com quatro tratamentos (niveis de glutamina),
sete repeticdes e seis aves por unidade experimental. Os niveis de glutamina nas
racdes experimentais foram: 0,00; 0,50; 1,00 e 1,50%. Foram avaliados:
desempenho, rendimentos de carcaga, de peito, de coxa e de sobrecoxa e a expressao
do mRNA da proteina HSP70. Os frangos com 21 dias de idade e com peso inicial
de 900 + 4,71 g, foram alojados em camaras climaticas com temperatura de 23,2 +
1,77°C e umidade relativa de 70 + 5,82% que resultou em ITGU calculado de 72 +
2,75, caracterizando um ambiente de termoneutralidade. Ndo se observou efeito dos
niveis de glutamina na rac¢do nas varidveis de desempenho (consumo de ragdo, ganho
de peso e conversdo alimentar) das aves. Os niveis de glutamina na ra¢do ndo
influenciaram os pesos absolutos e os rendimentos de carcaca, de peito, de coxa e de
sobrecoxa das aves. Com relagdo a expressao do mRNA da proteina HSP70 ndo se
observou efeito dos niveis de glutamina suplementados na ragdo. Conclui-se que
niveis de glutamina na racdo ndo influenciaram o desempenho e caracterisrticas de
carcaca de frangos de corte mantidos em ambiente termoneutro dos 21 aos 42 dias de

idade.

Palavras chaves: ambiente térmico, aves, expressao
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Glutamine levels in diets for broilers kept in thermoneutral 21 to 42 days

ABSTRACT — We used 168 broilers, males, Cobb®, from 21 to 42 days allotted to
completely randomized design with four treatments (levels of glutamine), seven
replicates of six birds each. Glutamine levels in experimental diets were: 0,00, 0,50,
1,00 and 1,50%. Were evaluated performance, carcass, breast, thigh and drumstick
and mRNA expression of HSP70 protein. The chickens 21 days old and initial body
weight of 900 + 4,71 g were housed in environmental chambers with temperature of
23,2 + 1,77°C and relative humidity of 70 + 5,82% which resulted in calculated BGT
72 + 2,75, featuring a thermoneutral environment. There was no effect of glutamine
levels in the diet on performance variables (feed intake, weight gain and feed
conversion) of the birds. Glutamine levels in the diet did not influence the absolute
weights and carcass, breast, thigh and drumstick of birds. With respect to the mRNA
expression of HSP70 protein was not observed effect levels of glutamine
supplementation in the diet. It is concluded that glutamine levels in the diet did not
affect the performance and characteristics carcass of broilers kept in thermoneutral

environment from 21 to 42 days old.

Keywords: birds, expression, thermal environment
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Introducio

O Brasil ocupa atualmente a 3" posicdo do ranking mundial de producdo de
carne de frango e ¢ o maior exportador mundial, posi¢des estas conquistadas com
adocao de tecnologias ao longo das ultimas décadas.

Com os progressos ocorridos nas areas de genética, nutricdo, manejo,
ambiente e sanidade houve aumento consideravel na velocidade de ganho de peso,
reducdo da idade de abate e melhoria na conversdo alimentar (Lagand, 2005).
Entretanto, a capacidade termorreguladora do frango ndo evoluiu na mesma
proporc¢ao, ficando deficiente para enfrentar os grandes desafios do ambiente
térmico, principalmente o aumento da temperatura, refletindo em perdas econdmicas
para o produtor, com redu¢do do consumo de ragdo e do ganho de peso (Lana et al.,
2000; Lagana et al., 2005).

Segundo Curtis (1983), o estresse causado pelo ambiente térmico influencia a
produtividade dos animais por alterar sua troca de calor com o meio, modificando o
consumo de racdo, o ganho de peso e, consequentemente, as exigéncias de nutrientes.

Alguns aditivos alimentares vém sendo utilizados com o objetivo de melhorar
o desempenho dos animais, entre eles encontra-se a glutamina (Bartell & Batal,
2007), uma vez que fornece energia para células de rapida divisdo (Wu et al., 1995)
como os enterdcitos, células constitutivas do trato gastrintestinal dos animais. Em
condicdes de estresse, a glutamina que ¢ um aminoacido nao essencial, se torna um
aminoacido condicionalmente essencial, visto que héa redug¢do em niveis plasmaticos
deste aminoacido (Santos et al., 2007). Estudos recentes sugerem que a glutamina
aumenta a expressdo molecular de proteinas do choque térmico, (HSP’s)
responsaveis pela integridade celular (Sanders & Kon, 1991). O efeito da glutamina
no aumento da expressdo das HSP’s ocorre de maneira dose-dependente, pois
maiores concentracdes de glutamina sdo necessarias de acordo com a intensidade do
estresse fato que estd provavelmente relacionado com a necessidade da célula de
aumentar sua prote¢do e, consequentemente, sobreviver em condi¢des de estresse
(Singleton &Wischmeyer, 2007).

O presente trabalho foi realizado para avaliar os efeitos de niveis de
glutamina na ragdo no desempenho e carcaga de frangos de corte submetidos a

ambiente de termoneutralidade no periodo de 21 a 42 dias de idade.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Bioclimatologia Animal do
Departamento de Zootecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Vicosa, em Vigosa, MG.

Neste experimento foram utilizados 168 frangos de corte machos sexados, da
linhagem Cobb®, vacinados contra as doengas de Marek e Bouba avidria no periodo
de 21 aos 42 dias de idade. As aves foram mantidas em camaras climaticas com
temperatura constante (22°C) e umidade relativa entre 60 e 70%.

As aves foram criadas em galpdo convencional até os 21 dias, sendo
manejadas conforme o manual de criagdo da linhagem (Cobb, 2008). Neste periodo
de (1 a 21 dias de idade) as aves receberam racdo com 3.100 kcal/kg de energia
metabolizdvel (EM), formulada para satisfazer suas exigéncias nutricionais,
conforme preconizado por Rostagno et al. (2005).

Ao completarem 21 dias de idade, as aves, com peso inicial de 900,0 + 4,71
g, foram transferidas para as camaras climaticas, quando teve inicio o periodo
experimental.

As aves foram alojadas em baterias de gaiolas metdlicas (0,85 x 0,85 m)
providas de comedouro e bebedouro tipo calha e distribuidas em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (ragdo basal e trés
niveis de glutamina), sete repetigdes e seis aves por unidade experimental. A unidade
experimental foi representada pela gaiola.

As condigdes ambientais no interior das salas, temperatura e umidade relativa
do ar, foram monitoradas e registradas diariamente, duas vezes ao dia (07h00 e
18h00), por meio de termdmetros (bulbo seco, bulbo imido e de globo negro)
mantidos no centro das salas. Posteriormente, estes dados foram convertidos no
indice de Temperatura de Globo e Umidade (ITGU), conforme proposto por
Buffington et al. (1981), para a caracteriza¢do do ambiente.

O programa de luz adotado durante o periodo experimental foi o continuo (24
horas de luz artificial), utilizando lampadas fluorescentes.

Os tratamentos (Tabela 1) consistiram de: uma racdo basal, com 3.000
kcal/kg de EM formulada para atender as exigéncias das aves na categoria estudada,

segundo Rostagno et al. (2005); e de trés ragdes com niveis de 0,50; 1,00 e 1,50% de
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Tabela 1 — Composic¢des centesimal e calculada das ragdes experimentais

Niveis de glutamina (%)

Ingredientes (%)

Basal 0,50 1,00 1,50

Milho 58,682 58,682 58,682 58,682
Farelo de soja 32,155 32,155 32,155 32,155
Oleo vegetal 3,565 3,565 3,565 3,565
Fosfato bicalcico 1,655 1,655 1,655 1,655
Calcario 0,844 0,844 0,844 0,844
Sal comum 0,471 0,471 0,471 0,471
Mistura vitaminica' 0,200 0,200 0,200 0,200
Mistura mineral® 0,200 0,200 0,200 0,200
Anticoccidiano’ 0,050 0,050 0,050 0,050
BHT* 0,010 0,010 0,010 0,010
Cloreto de colina’ 0,125 0,125 0,125 0,125
Avilamicina® 0,010 0,010 0,010 0,010
DL-metionina (99%) 0,227 0,227 0,227 0,227
L-lisina HCL (78%) 0,168 0,168 0,168 0,168
L- treonina (98,5%) 0,038 0,038 0,038 0,038
Amido 1,600 1,100 0,600 0,100
L-Glutamina 0,000 0,500 1,000 1,500

Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composi¢ao calculada
Proteina bruta (%) 19,743 20,343 20,943 20,643
Energia metab. (kcal/kg) 3,100 3,100 3,100 3,100
Lisina digestivel (%) 1,073 1,073 1,073 1,073
Met + cis digestiveis (%) 0,773 0,773 0,773 0,773
Treonina digestivel (%) 0,698 0,698 0,698 0,698
Triptofano digestivel (%) 0,215 0,215 0,215 0,215
Valina digestivel (%) 0,826 0,826 0,826 0,826
Isoleucina digestivel (%) 0,770 0,770 0,770 0,770
Arginina digestivel (%) 1,241 1,241 1,241 1,241
Leucina digestivel (%) 1,605 1,605 1,605 1,605
Fenil.+tir.digestiveis (%) 1,521 1,521 1,521 1,521
Glicina + serina total (%) 1,782 1,782 1,782 1,782
Sédio (%) 0,205 0,205 0,205 0,205
Calcio (%) 0,824 0,824 0,824 0,824
Fosforo Disponivel (%) 0,411 0,411 0,411 0,411

IContetido/kg: vit. A - 20.000.000 UL, vit. D3 -5.000.000.000 UL vit. E - 40.500 UI, vit. B1 — 3.000 mg, vit. B2 -
12,0 g - vit. B6 — 5000 mg - vit. B12 — 28.000 mcg - biotina 60 mg - niacina 87 g - 4cido pantoténico - 29 g,
vit. K3 — 4.600 mg, 4cido folico — 1.600 mg - 10 g, selénio - 250 mg, antioxidante BHT — 5.000 mg e veiculo
q.s.p. - 1.000 g.

2Contel.'ldo/kg: manganés, 156 g; ferro, 96 g; zinco, 110 g; cobre, 20 g; cobalto, 2 g; iodo, 1400 mg; ¢ veiculo
q.s.p. 1.000 g.

3Salinomicina sodica — 60 ppm.

“Hidroxi-butil-tolueno.

>Cl-colina — 43,5 mg de colina.

SAvilamicina 10%.
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glutamina. Os niveis de glutamina da ra¢des foram obtidos a partir da inclusdo da L-
glutmanina na ra¢do em substitui¢do ao amido.

Durante o periodo experimental, o fornecimento das ragdes experimentais e
de 4gua as aves foi a vontade, sendo a agua trocada trés vezes ao dia.

As aves e as ragoes fornecidas foram pesadas no inicio e no final do periodo
experimental e as sobras de rag¢do no final do periodo, para avaliagdo do desempenho
(consumo de ragdo, ganho de peso e conversao alimentar).

O consumo de racdo das aves no periodo de 21 aos 42 dias de idade foi
calculado por diferenca entre a quantidade de ragdo fornecida, os desperdicios ¢ as
sobras das ragdes experimentais. O ganho de peso, das aves foi determinado pela
diferenca entre o peso das aves no inicio e no final do periodo avaliado. A partir dos
dados de consumos de ragdo e de ganhos de peso, foram calculadas as conversoes
alimentares dos animais, em cada tratamento.

Ao completarem 42 dias de idade, os frangos foram pesados e duas aves de
cada unidade experimental, com pesos mais proximos da média da gaiola (10%
acima ou abaixo da média), foram submetidas a jejum alimentar de 12 horas. Apds
esse periodo, essas aves foram insensibilizadas por atordoamento elétrico e
posteriormente abatidas por sangria mediante corte da artéria jugular. Depois de
sangradas, depenadas e evisceradas, as carcacas foram pesadas para avaliacdo do
rendimento de cortes nobres (peito, coxa e sobrecoxa).

Foi considerado o peso vivo apos o jejum para a determinag¢ao do rendimento
de carcaga. Para determinar os rendimentos de cortes nobres, foi considerado o peso
da carcaca. E dentro de cada tratamento, outras trés aves, com pesos subsequentes
mais préximos da média do respectivo tratamento (= 10%), foram abatidas para
determinagdo da expressao de mRNA para a proteina do choque térmico de 70 kD
(HSP70), no musculo Pectoralis major. As aves foram insensibilizadas, sangradas e
tiveram a pele da regido peitoral retirada. Imediatamente apds esse processo, com o
uso de um bisturi foi coletado uma amostra de aproximadamente 2,0 cm de
comprimento, 0,5 cm de largura e 0,5 cm de profundidade, do musculo Pectoralis
major direito, na regido central da peca muscular. Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram identificadas e imersas em RNA holder (BioAgency) para conservar
a integridade do mRNA, sendo armazenadas em freezer, a -20°C, até o momento da
extracdo. O mRNA total de cada amostra foi extraido utilizando-se o kit RNeasy

Mini Kit (Qiagen) seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Determinou-se a
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concentragdo do mRNA total utilizando o espectrofotometro Nano Vue Plus (GE
Healthcare). A integridade do RNA foi avaliada utilizando gel de agarose a 1% e
visualizado por meio da luz ultra-violeta. O cDNA foi sintetizado utilizando o kit
SuperScript ™ III First-Strand Synthesis Super Mix (Invitrogen). Foram adicionados
6 microlitros do mRNA total, 1 uL de oligo (dT) (50 uM oligo(dT),p e 1uL de
annealing buffer. A mistura foi incubada por 5 minutos a 65°C e em seguida,
colocada no gelo por 1 minuto. Subsequentemente, foram adicionados 10 pL de 2x
First-Strand Reaction Mix solution e 2 pL da enzima SuperScript III reverse
transcriptase. As amostras foram estocadas a -20°C até a analise.

As sequéncias dos genes foram obtidas no website www.ncbi.nlm.nih.gov. Os

primers foram desenhados de acordo com as sequéncias contidas em GeneBank,

usando o website www.idtdna.com.

As sequéncias de nucleodtideos dos primers estdo resumidos na Tabela 2.

Foram testados dois controles endogenos, os genes B-actina ¢ GAPDH. Foi
utilizado o gene da B-actina como controle endégeno porque houve menor variagdo
em relacdo ao GAPDH, quando utilizado o programa GeNorm.(Vandesompele et al.,
2002).

Todos os ensaios foram realizados em um volume final de 25 pL e em
duplicata. Foi utilizado para a PCR em tempo real, o composto fluorescente. SYBR
® Green PCR Master Mix (Qiagen).

As condi¢des de amplificagdo para todos os sistemas foram: 95°C durante 2
minutos, 40 ciclos de desnaturacao a 95°C durante 15 segundos, ¢ de extensdo e
anelamento a 60°C durante 60 segundos. As eficiéncias de amplificacdo
representaram cerca de 100% em cada ciclo, e a expressdo relativa foi calculada
utilizando uma equagdo para corrigir diferencas de eficiéncia, como descrito por
Pfaffl et al, 2001. Foram utilizadas as seguintes concentragdes: para ambos os genes,
B-actina e HSP70, foram utilizados uma concentracdo de 400 nM e de 50 nM de
cDNA. A amplificacdo de genes-alvo foi realizada em pogos diferentes e em
duplicatas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
amostras por tratamento. Inicialmente, os dados em tempo real de PCR foram
analisados utilizando o modelo linear misto, descrito abaixo.

Yijie = 6Py + Dijp + €555,
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Tabela 2 - Sequencia dos primers HSP70, B-actina e GAPDH

Genes Sequencia 5= 3’
HSP70 FP: CGTGACAATGCTGGCAATAAGCGA
(NM_001006685) | RP: TCAATCTCAATGCTGGCTTGCGTG

B-actina FP: AGACATCAGGGTGTGATGGTTGGT
(NM_205518) | RP: TCCCAGTTGGTGACAATACCGTGT

GAPDH FP: CCCAGCAACATCAAATGGGCAGAT
(NM _204305) | RP: TGATAACACGCTTAGCACCACCCT

Onde: y;;, quantifica o nivel de expressdo do gene i no animal j no tratamento
k; &GP € o efeito do gene i no tratamento k; D, € o efeito especifico da amostra
aleatoria (comum a ambos os genes), D; ;5 ~N (0, 6'p); € &; & € o erro aleatorio, e,
~N (0, 0%).

As varidveis avaliadas foram o consumo de ragdo, o ganho de peso,
conversao alimentar, peso absoluto e rendimento da carcaca e de cortes nobres
(peito, coxa e sobrecoxa) e a expressao do mRNA da proteina HSP70.

As andlises estatisticas das variaveis de desempenho e carcaca foram
realizadas pelo programa computacional SAEG (Sistema para Analises Estatisticas),
desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa — UFV (2003), por meio de
modelos de regressdo, utilizando o nivel de significancia de 10%, em ambos os
experimentos.

Os procedimentos estatisticos para a analise da expressio do mRNA da
protéina HSP70 foram realizados utilizando SAS 9.0 para Windows (Statistical
Analysis System Institute, Inc., Carry, NC, EUA). A rotina %QPCR_MIXED foi
desenvolvida no SAS para analisar dados de PCR em tempo real. O PROC MIXED
(Steibel et al, 2009) foi utlizado e para cada gene alvo, a comparagdo dos valores de
expressao a partir do tratamento controle foi realizada por CONTRASTES no PROC
GLM utilizando teste t de Student.

Independente do efeito da interagdo entre o ambiente térmico e o nivel de

glutamina, ser ou ndo significativa, optou-se pelo desdobramento dos dados.
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Resultados e Discussao

Os valores de temperatura do ar de 23,2 + 1,77°C, temperatura de globo
negro de 24,3 + 2,37°C e umidade relativa de 70 £+ 5,8% resultaram em um ITGU
calculado de 72 + 2,75, durante o periodo experimental. Considerando que no
manual de criagdo da linhagem Cobb (2008) ¢é preconizado que a temperatura do ar
de 22 a 25°C e a umidade relativa de 60 a 75% caracterizam ambiente de
termoneutralidade para frangos de corte dos 22 aos 42 dias de idade, pode-se inferir
que as aves, deste estudo, foram mantidas em condigdes de ambiente 6timo de
criagao.

Os dados de desempenho das aves submetidas aos diferentes niveis de
glutamina na ragdo encontram-se na Tabela 3.

Os niveis de glutamina na racdo ndo influenciaram (P>0,05) o consumo de
racdo (CR) dos frangos. Resultados semelhantes foram observados por Maiorka
(2000), Sakomoto et al. (2006), Soltan (2009) e Nascimento (2010) que nao
verificaram variagdo significativa na inclusdo de glutamina na ra¢do em relagdo a
ingestao de alimentos das aves.

Com os dados de CR obtidos neste estudo ficou evidenciado que as aves em
condi¢cdes de termoneutralidade sdo capazes de metabolizar altos niveis de glutamina
(1,50%) na racdo sem influéncia negativa no CR, o que ndo confirma o relato de
Soltan (2009) que niveis de 1,50% e 2,0% de glutamina resultam em reducdo do
consumo de alimentos dos frangos.

O ganho de peso (GP) ndo variou (P>0,05) com o aumento dos niveis de
glutamina na racdo. Em conformidade com esse resultado Sakomoto et al. (2006) e
Nascimento (2010), também ndo encontraram efeito positivo da suplementagao de
glutamina na racdo na taxa de crescimento na fase de terminagdo. Por outro lado,
Soltan (2009), Bartell e Batal (2007), Fasina et al. (2010), Yi et al. (2005)
verificaram que a inclusdo de glutamina na ra¢do aumentou o ganho de peso de aves
mantidas na termoneutralidade.

Considerando os relatos de Soltan (2009) e de Sakomoto et al. (2006), que a
glutamina influéncia positivamente a resposta imune das aves tornando-as mais
resistentes a infec¢do, pode-se deduzir que a inconsisténcia dos resultados entre os
trabalhos estaria relacionada, em parte, a possivel diferenca no nivel imunoldgico das

aves.
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Tabela 3 - Desempenho de frangos de corte recebendo racdes com niveis diferentes
de glutamina, mantidos em ambiente termoneutro dos 21 aos 42 dias de

idade
., Nivel de glutamina (%)’

Varidvel 0,00 0,50 1,00 1,50 P CV (%)
Consumo de racgao (g) 3211 3141 3208 3138 0,05 2,38
Ganho de peso (g) 1959 1908 1949 1918 0,05 2,31
Conversao alimentar (g/g) 1,63 1,64 1,64 1,63 0,05 1,51

" Efeito ndo significativo.

Avaliando a suplementa¢do de glutamina em rac¢des para frangos de corte em
diferentes niveis de desafio imunoldgico Fasina et al. (2010), verificaram efeito
positivo da glutamina sobre o ganho de peso das aves somente no estudo em que se
empregou maior nivel de desafio.

Nao se observou efeito (P>0,05) dos niveis de glutamina na conversdao
alimentar (CA) das aves. Estes dados estdo consistentes com os encontrados por
Bartell e Batal (2007) e por Soltan (2009) que ao suplementar glutamina na ragao dos
frangos de corte ndo obtiveram efeito significativo do aminoacido na eficiéncia de
ganho. No entanto, estudos conduzidos por (Yi et al., 2001a), revelaram melhora
significativa na efciéncia alimentar de frangos de corte quando alimentados com uma
dieta suplementada com 1,0% de glutamina.

O fato da suplementacdo da glutamina neste estudo nao ter influenciado
significativamente a CA das aves, revelou que em boas condi¢des ambientais como a
a adequada temperatura ¢ provavelmente o baixo nivel de desafio do sistema imune
em razdo da higienizacdo prévia das instalacdes e a inclusdo de promotor de
crescimento nas ragdes experimentais, utilizados neste estudo, tornou-se dispensavel
a suplementacdo de glutamina para as aves expressarem a sua maxima eficiéncia de
crescimento. De forma coerente com esta proposi¢ao Dai et al. (2011) demonstraram
que quando submetidos ao desafio por alta temperatura, os frangos de corte
aumentam a demanda de glutamina para alcangar sua maxima efici€ncia enquanto
Newsholme et al. (2001) relata que a glutamina e um aminodcido essencial durante
condi¢cdes inflamatorias, tais como infecgdo e injlrias.

Os dados de carcaca ¢ rendimento dos cortes das aves, submetidas aos
diferentes niveis de glutamina na rag@o, encontram-se na Tabela 4.

Com relagdo aos dados de carcaca ndo se verificou efeito (P>0,05) dos niveis

de glutamina nos pesos absolutos e nos rendimentos de carcaga, de peito, de coxa
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Tabela 4 - Peso absoluto ¢ rendimento de carcaca e de cortes nobres das aves
recebendo ragdes com niveis diferentes de glutamina, mantidas em
ambiente termoneutro aos 42 dias de idade

Niveis de Glutamina (%)’

Variaveis 0,00 0,50 1,00 1,50 P CV (%)

Peso Absoluto (g)

Carcaca 2282 2203 2227 2158 0,05 3,30

Peito 799 796 794 768 0,05 4,70

Coxa 276 260 263 259 0,05 5,98

Sobrecoxa 321 321 327 309 0,05 5,09
Rendimento (%)

Carcaca 83,13 82,47 82,35 82,40 0,05 0,82

Peito 34,77 35,89 35,63 35,62 0,05 3,42

Coxa 12,07 11,80 11,82 12,00 0,05 431

Sobrecoxa 14,13 14,53 14,67 14,41 0,05 3,91

"Efeito ndo significativo

e de sobrecoxa das aves. Estes resultados corroboram com os obtidos por Sakomoto
(2009) que também ndo verificaram variagdo significativa no rendimento de carcaca
e de cortes nobres em razdo do aumento do nivel de glutamina na ragdo. Da mesma
forma, Zavarize et al. (2011) ndao constataram influéncia da suplementacdo de
glutamina na ra¢do no rendimento de carcaga e cortes nobres de frangos de corte.

Os dados obtidos para as variaveis de carcaga estdo coerentes com os de
desempenho, uma vez que o fato do ganho de peso e a conversdo alimentar das aves
ndo ter variado entre os tratamentos justifica os resultados de carcaga obtidos.

Os dados de expressdo do mRNA da proteina HSP70 no musculo Pectoralis
major das aves submetidas aos diferentes niveis de glutamina na ragdo encontram-se
na Figura 1.

Ao analisar a expressdo do mRNA da proteina HSP7 no musculo Pectoralis
major de frangos de corte dos 21 aos 42 dias, observou uma melhora ndo
significativa na expressdo do transcrito nos niveis de 1,00 ¢ 1,50% de glutamina.

O fato de a temperatura ambiente ter sido mantida dentro da faixa de
termoneutralidade das aves, pode ser um dos principais fatores que justifica a falta de
resposta significativa da expressdo do mRNA da proteina HSP70 a suplementagdo
de glutamina na ragdo neste estudo. Segundo Dai et al. (2009), a glutamina ¢
um aminoacido condicionalmente essencial e pode aumentar a expressao in vivo
da HSP70 induzida pelo estresse e melhorar a sobrevivéncia das células quanto a

uma variedade de estimulos estressantes. Confirmando relatos de Al-Alqil e Zulkifli
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Figura 1 — Expressao relativa do mRNA da proteina do choque térmico (HSP70) no
musculo Pectoralis major de frangos de corte mantidos em ambiente de
termoneutralidade, aos 42 dias de idade.

(2009) que verificaram que frangos de corte produzidos em galpdes convencionais

abertos, os quais apresentam oscilacdes de temperatura, desenvolvem maior

expressao da HSP70, suportando o estresse térmico por calor durante o transporte

com melhor eficiéncia em comparagdo a frangos criados em avidrio fechado com

ambiente controlado.

Conclusao

Os niveis de glutamina na racdo ndo influenciaram as variaveis de

desempenho e caracteristicas de carcaga de frangos de corte mantidos em ambiente

de termoneutralidade dos 21 aos 42 dias de idade.
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CONCLUSAO GERAL

O nivel de 0,66% de glutamina na ragdo proporcionou melhor resultado de
ganho de peso de frangos de corte, mantidos em ambiente de calor dos 21 aos 42 dias
de idade.

Os niveis de glutamina na racdo ndo influenciaram as variaveis de
desempenho e caracteristicas de carcaga de frangos de corte mantidos em ambiente

de termoneutralidade dos 21 aos 42 dias de idade.
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