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EFEITO DA TEMPERATURA E DA RESTRICAO ALIMENTAR
SOBRE O DESEMPENHO, COMPOSICAO DE CARCACA E PADROES DE
EXPRESSAO DE GENES DO EIXO SOMATOTROFICO EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O estresse por calor é considerado um dos fatores de maior impacto
na criacdo de frangos de corte, j& que exerce grande influéncia no desempenho e na
gualidade da carcaca, bem como no perfil de expressdo de genes relacionados ao
crescimento e desenvolvimento animal. Assim, o presente trabalho objetivou verificar o
efeito da temperatura e da restricdo alimentar no desempenho, composicao de carcaca
e nos padrbes de expressdo de genes envolvidos na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento (GHR, IGF-I e IGF-IR), aos 21 e 42 dias de idade dos frangos de corte
pela técnica de PCR quantitativo em tempo real. Os resultados evidenciaram que a
restricdo alimentar imposta pela exposicdo ao calor reduziu o desempenho e
rendimento de peito e aumentou o rendimento de coxas+sobrecoxas. O estresse por
calor e o consumo de racédo alteraram o rendimento de asas, mas nao influenciaram o
rendimento de carcaca e de gordura abdominal. O calor aumentou o teor de extrato
etéreo no peito e nas asas e diminuiu o de matéria mineral nas coxas+sobrecoxas.
Independente da temperatura de criacdo, a restricdo alimentar exerce um efeito
negativo na expressao do gene do GHR no figado das aves jovens, sem maiores
reflexos na expressdo do gene do IGF-l. O estresse térmico afeta a expressdo dos
genes hepaticos GHR e IGF-I somente nas aves adultas, as quais apresentam perfil
inverso ao das aves restritas pelo “pair-feeding”. A reacdo de amplificacdo do gene IGF-
IR apresentou formacdo de produtos de amplificacdo inespecificos, assim como
formacdo de estruturas secundarias das moléculas dos iniciadores (dimeros e

“hairpins”), o que impossibilitou a analise dos resultados.

Palavras-chave: composicao de carcaca, desempenho, estresse por calor, expressao

génica, frangos de corte, restricdo alimentar
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EFFECT OF TEMPERATURE AND FOOD RESTRICTION
ON THE PERFORMANCE, CARCASS COMPOSITION AND GENES EXPRESSION
PATTERNS OF THE SOMATOTROPHIC AXIS IN BROILER CHICKENS

SUMMARY - Heat stress is considered one of greatest impact factors on broiler
chicken production, once that it has great influence on the performance and carcass
quality, as well as on the expression profile of genes related to growth and animal
development. Thus, the present work had the objective of verifying the effect of
temperature and food restriction on the performance, carcass composition and
expression pattern of genes involved in the growth regulation and development (GHR,
IGF-I and IGF-IR), at 21 and 42 days of age of the broilers using the PCR quantitative
real-time technique. The results showed that the food restriction imposed by heat
exposure, affected negatively the performance and breast yield and, positively, the tight
and drumstick yield. The heat stress and feed intake altered the yield of wings, but did
not affect carcass yield and abdominal fat. The heat increased both ether extract content
in the breast and wings and reduced the mineral matter content in the tights and
drumsticks. Independent of temperature, in the young bird’s livers, food restriction
endorses a negative effect on the GHR gene expression, without greatest reflects on
IGF-I expression. Only on adult bird’s, thermal stress affects the expression of GHR and
IGF-I hepatic genes, that exhibit an inverse profile of restricted pair-feeding birds. The
amplification reaction of IGF-IR gene showed both formation of nonspecific amplification
products, as well as secondary structures of the primers of the molecules (dimerous and

hairpins), precluding the analysis of results.

Keywords: carcass composition, performance, heat stress, gene expression, broiler

chickens, feed restriction



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem sido nas Ultimas décadas uma das atividades
agropecuarias de maior desenvolvimento, posicionando o pais como o terceiro produtor
e primeiro exportador mundial de carnes de frango. Esse excepcional desenvolvimento
foi possivel devido aos progressos ocorridos nas areas de genética, nutricdo, manejo,
ambiéncia e sanidade. Mesmo diante desta conquista, a criacdo de frangos de corte
ainda apresenta desafios, tais como, estresse térmico, doengas metabolicas e
desordens esqueléticas. Nos paises tropicais como o Brasil, os maiores desafios sao
frequentemente relacionados a fatores ambientais, sendo a alta temperatura ambiente,
um dos fatores de maior impacto no desempenho e no bem-estar de frangos de corte.
Em adicdo, a intensa selecdo de linhagens de frangos de corte comerciais com uma
maior eficiéncia nutricional e rapido desenvolvimento tem sido acompanhada por
mudancas significativas nos fatores regulatérios envolvidos nos mecanismos de
controle do crescimento, desenvolvimento e do balanco energético dessas aves. Dentre
os fatores, ressalta-se a importancia do horménio do crescimento (GH) e do fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), os quais interagem com seus respectivos
receptores, GHR e IGF-IR, estimulando ou suprimindo eventos celulares que resultam
no crescimento animal. Um melhor conhecimento dos genes associados ao controle
destes mecanismos e o0 entendimento de como a expressao dos mesmos é regulada
pelo estado nutricional, estimulo hormonal e fator ambiental (temperatura), podera
colaborar eficientemente para melhores praticas de criagdo e de manejo destas aves.

Em virtude da grande divergéncia de resultados na literatura, o trabalho objetivou
estudar os efeitos da temperatura e da restricdo alimentar no desempenho, composicao
de carcaca e nos padrées de expressdo de genes pertencentes ao eixo somatotrofico
(GHR, IGF-I e IGF-IR), identificados como importantes na regulacdo do crescimento e

desenvolvimento das aves.



REVISAO DE LITERATURA

Panorama da avicultura brasileira

A avicultura de corte tem sido nas Ultimas décadas um dos setores de maior
desenvolvimento na producdo animal, destacando-se dos demais ndo s6 pelos
resultados alcancados em produtividade e volume de abate, como também no
desempenho econdmico, contribuindo de maneira significativa tanto para o progresso
do setor brasileiro de carnes como para a economia do pais. Esse excepcional
desempenho da avicultura no agronegécio brasileiro tem contribuido de maneira
substancial na producdo de frangos de corte com uma maior eficiéncia nutricional e
rapido desenvolvimento (ganho de peso) (FURLAN & MACARI, 2002).

O progresso da cadeia produtiva de frangos de corte iniciou-se no final da
década de 50 nos estados do sudeste, com destaque para o Estado de Sao Paulo,
deslocando-se nos anos 70 para a regido sul do Brasil (AVILA et al., 1992; LANA,
2000). A dinamicidade deste setor é destaque dentro do complexo produtivo de carnes
brasileiras, tendo o Brasil adotado uma postura altamente competitiva de producéo
frente a uma demanda interna e externa cada vez mais crescente e exigente. Exportar
tem sido uma prioridade para o pais, que em janeiro de 2008, segundo dados da Uniéao
Brasileira de Avicultura (UBA), exportou 274,897 toneladas de carne de frango,
apresentando um aumento percentual de 31,40 % sobre o mesmo periodo do ano
anterior. Esta exportacao atingiu um total de US$ 474,442 ddlares frente a US$ 265,426
doélares em janeiro de 2007. Em ambito nacional, tem-se constatado uma mudanca
significativa no habito do consumo de carnes do brasileiro, 0 qual tem passado de
consumidor preponderante de carne bovina a consumidor de carne de frango. Dados da
UBA mostram que de um total de 873,666 toneladas de carne de frango produzidas em
janeiro de 2008, 598,769 toneladas se destinaram ao mercado consumidor interno,
representando um consumo per capita de 39,050 kg, considerando a populacéo
brasileira de 184 milhdes de habitantes. Esse excepcional progresso da industria
avicola na producéo de frangos de corte precoce e com grande eficiéncia nutricional

aliado a qualidade, imagem de produto saudavel e precos acessiveis, auxiliaram o



Brasil na conquista da posicdo de grande produtor e exportador de carne de frango.
Sem duvida, esse expressivo desenvolvimento da avicultura foi possivel devido aos
progressos ocorridos nas é&reas da nutricdo, manejo, ambiéncia, sanidade, mas
principalmente pelos progressos obtidos pelo melhoramento genético. No entanto,
mesmo diante de todas estas conquistas, a criacdo de frangos de corte ainda apresenta
desafios, tais como, estresse térmico, doencas metabdlicas e desordens esqueléticas e,

€ com o foco nesta direcdo que prosseguiremos nossa discussao.

O calor na producéo de frangos de corte

A intensa selecdo de linhagens de frangos de corte com répida velocidade de
crescimento desencadeou uma série de problemas relacionados ao bem-estar animal, a
saude do consumidor e a economia do setor. Associadas as melhorias obtidas com o
melhoramento genético, surgiram caracteristicas correlacionadas indesejaveis, como o
aumento de sindromes metabdlicas (ascite e morte subita), desarranjos esqueléticos
gue levam a problemas de pernas (LEESON & SUMMERS, 1988), mortes devidas ao
estresse caldrico (ZULKIFLI et al., 1994), deposicdo de gordura na carcaca, carne de
baixa qualidade, reducéo da fertilidade, entre outras (BURT, 2002). Nos paises tropicais
como o Brasil, os maiores desafios a serem enfrentados pela avicultura estédo
relacionados a fatores ambientais, sendo a alta temperatura ambiente um dos fatores
de maior impacto no desempenho de frangos de corte. As caracteristicas zootécnicas
destes animais como o consumo de racdo, o ganho de peso e a conversao alimentar,
sao fortemente influenciados pela temperatura ambiental, visto que, por serem animais
homeotérmicos, necessitam manter a temperatura corporal dentro de uma faixa térmica
estreita, na qual a sua produtividade é maxima (FURLAN & MACARI, 2002). Esta faixa
estreita de temperatura, denominada zona termoneutra ou zona de conforto térmico &
definida como a temperatura ambiente onde a fracdo de energia metabolizavel utilizada
para a termogénese é minima e a energia liquida de producédo € maxima (SAKOMURA
et al., 2005). Em geral, a zona de conforto térmico para frangos declina de 32°C, logo
apos a eclosdo (primeiro dia de vida), para em torno de 24°C, na terceira e quarta

semana de idade, e para 21°C apés essa idade (Guia de Manejo da Cobb® 2008). Aves
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submetidas a temperaturas ambientais fora da zona de termoneutralidade respondem
com comportamentos alimentares e atitudes fisicas caracteristicas. Assim, em
temperaturas ambientais acima da zona da termoneutralidade, os frangos de corte
reduzem o consumo de racédo (AIN BAZIZ et al., 1996; GERAERT et al.,1996), numa
tentativa de reduzir a producdo de calor endégeno ocasionada pelo consumo de
energia presente nos alimentos e, consequentemente, manter a temperatura corporal
dentro dos limites fisiologicos (KOH & MACLEOD, 1999). Por outro lado, em
temperaturas ambientais abaixo da zona termoneutra, os frangos de corte aumentam o
consumo de racdo com a finalidade de aumentar a producéo de calor para manutencao
da temperatura corporal estavel (FURLAN & MACARI, 2002).

As variaveis ambientais podem tanto ter efeitos positivos como negativos sobre o
desempenho e bem-estar dos frangos de corte. Neste sentido, a produtividade dos
frangos é afetada de maneira negativa pelas altas temperaturas, ja que a diminuicédo do
consumo de racao culmina numa reducéo de ganho de peso corporal e do bem-estar
das aves. Ja temperaturas muito baixas podem aumentar o ganho de peso, mas as
custas de uma alta conversdo alimentar, além do fato de poderem induzir doencas
metabolicas como a sindrome da hipertensdo pulmonar (ascite) (FURLAN & MACARI,
2002). AIN BAZIZ et al. (1996), estudando a interferéncia da temperatura ambiental no
consumo de racao por frangos de corte com 22 a 42 dias de idade, verificaram que a
redugdo no consumo pode chegar até 36% para frangos criados em 32°C em
comparacdo aos criados a 22°C. Todavia, a reducéo que o estresse por calor promove
sobre os indices produtivos € maior que a reducdo do consumo de racdo (AIN BAZIZ et
al., 1996; GERAERT et al.,1996). Trabalhando com frangos de corte machos
distribuidos em esquema de alimentacédo equivalente ou “pair feeding”, FARIA FILHO
(2006a) observou que aves expostas a 32°C, dos 21 aos 42 dias de idade, reduzem o
ganho de peso em cerca de 28% quando comparadas as criadas em ambiente
termoneutro. Particionando este efeito total da exposicédo ao calor, o autor concluiu que
aproximadamente 60% do pior ganho de peso ocorreu por consequéncia direta da
reducdo no consumo de racdo. Em trabalho semelhante, para verificar que uma parte

da reducéo na produtividade estava associada aos efeitos diretos da temperatura, AIN



BAZIZ et al. (1996) estabeleceram, no experimento com frangos de corte de 28 a 49
dias de idade, que 53% da reducdo no ganho de peso foi atribuido ao baixo consumo
de racao e que os 47% restantes aos efeitos diretos da temperatura.

Embora seja evidente a maior participacdo da restricdo alimentar na reducéo do
ganho de peso em frangos estressados pelo calor, o efeito direto da temperatura
ambiente sobre a fisiologia da ave também afeta de maneira significativa suas variaveis
produtivas. Nesse sentido, alguns autores demonstraram que frangos criados em
ambiente quente passam a depositar quantidade excessiva de gordura abdominal e na
carcaca como resultado da associacdo entre baixo metabolismo basal e menor
atividade fisica (AIN BAZIZ et al., 1996; CHENG et al., 1997a, b; OLIVEIRA NETO et
al., 2000). A temperatura de criacdo também promove alteracdées na composi¢cao
bromatolégica da carcaca e dos cortes comerciais (peito, coxas+sobrecoxas e asas).
Segundo FARIA FILHO et al.(2006b), os frangos de corte expostos ao calor durante o
periodo de 42 a 49 dias de idade apresentaram maior deposi¢ao de gordura e menor de
proteina nas coxas+sobrecoxas, sem efeitos no peito e nas asas. Piora na
digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, amido e extrato etéreo dietéticos por
efeito direto da exposicdo ao calor foram descritos por BONNET et al. (1997).
Mudancas no ambiente de criacdo que diminuam as condicbes de estresse podem
melhorar o conforto do animal, seu bem-estar e, consequentemente, a producéo
(JONES et al., 2005). Nesse sentido, estudos na area de genética tém sido realizados
visando o desenvolvimento de aves com melhor adaptabilidade aos ambientes de
criacdo e a melhora dos indices zootécnicos (SILVA et al., 2001).

Sumarizando o que vimos até este ponto, podemos dizer que a temperatura
ambiente pode ser considerada um dos fatores de maior impacto no desempenho de
frangos de corte, ja que exerce grande influéncia no consumo de racdo e,
consequentemente, afeta diretamente o ganho de peso e a conversao alimentar. Em
adicdo, significativas mudancas tem sido acompanhadas nos diversos fatores
regulatérios envolvidos no controle do crescimento, desenvolvimento e do balanco
energético de frangos de corte. Dentre os fatores, ressalta-se a importancia dos

hormbénios GH e IGF-l, os quais interagem com seus respectivos receptores,



estimulando ou suprimindo eventos celulares, dentre eles, proliferagéo e diferenciacao
celular, crescimento 6sseo, sintese de proteinas e metabolismo de gorduras, que
resultam no crescimento animal. Nesse sentido, nossa discussdo prosseguira
evidenciando as a¢6es de horménios pertencentes ao eixo somatotréfico (GHR, IGF-I e
IGF-IR), identificados como importantes na regulagdo do crescimento e

desenvolvimento das aves.

Hormdnios envolvidos nos processos de crescimento e desenvolvimento
animal

A intensa selecdo de linhagens de frangos de corte comerciais com
caracteristicas econdémicas importantes como rapido crescimento e maior ganho de
massa muscular tem sido acompanhada por mudancas significativas no metabolismo,
na bioquimica e na fisiologia desses animais. O acesso irrestrito ao alimento, por
exemplo, conduz os frangos de corte a quadros de hiperfagia, levando-os a um
excessivo acumulo de gordura, com conseguente obesidade e problemas metabdlicos
(RICHARDS, 2003).

O crescimento animal € um processo complexo, dinamico, controlado por uma
sequéncia de mecanismos hormonais multiplos e complementares que sdo conduzidos
por mensageiros quimicos e envolvem diversas areas do conhecimento, como a
bioquimica, fisiologia, genética e endocrinologia. Nos animais, 0 crescimento e 0
desenvolvimento estdo sob o dominio de complicados mecanismos altamente
vinculados ao potencial genético dos individuos. Os constantes avancos da biologia
molecular e areas afins possibilitaram observar que todo e qualquer processo de
crescimento estda fundamentado na expressdo de genes e que a expressao dos
mesmos pode estar na dependéncia do estagio de desenvolvimento animal, das
condicBes fisiologicas e ambientais que, no caso dos animais domésticos, incluem
aspectos nutricionais, manejo, sanidade, temperatura, entre outros. Os horménios,
neuropeptideos, receptores, enzimas, fatores de transcricdo e proteinas de
ligacao/transporte, constituem as bases moleculares dos sistemas regulatérios

altamente integrados ao crescimento e metabolismo das aves. Dentre estas bases



regulatérias, estdo os hormoénios pertencentes ao eixo somatotréfico, como o horménio
do crescimento (GH), o receptor do horménio do crescimento (GHR), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e seu receptor (IGF-IR).

O hormbnio do crescimento (GH), direta ou indiretamente, através do IGF-I,
estimula os processos promotores do crescimento como a divisdo celular, crescimento
do esqueleto e a sintese de proteinas. Além disso, exerce efeitos metabdlicos
importantes como elevacéo da taxa de oxidacao de gorduras e inibicdo do transporte de
glicose para os tecidos periféricos.

Nas aves, assim como ocorre em mamiferos, a liberacdo do GH é dependente de
uma série de estimulos fisiolégicos, que envolve entre outros, a atividade regulatoria
hipotalamica do horménio liberador de GH (GHRH), do horménio liberador de
tireotrofinas (TRH) e das somatostatinas (SS) (BOSSIS & PORTER, 2001), bem como
das concentracbes plasmaticas de IGF-I e |IlI, insulina, glucagon, hormonios
estrogénicos, grelina, entre outros (Figura 1). O GH sintetizado e armazenado nos
somatotréfos, na glandula pituitaria anterior, regula inidmeras funcdes celulares pela sua
ligacdo aos seus receptores e pela ativacdo de uma cascata de sinalizacdo intracelular.
Para que possa exercer o0s seus efeitos biolégicos, o GH provoca a dimerizacéo do seu
receptor (GHR). Para tanto, a molécula de GH possui dois sitios de ligagdo em sua
estrutura, sendo que cada um deles se liga a duas moléculas adjacentes de GHR
(CARTER-SU et al., 1996). Na fase inicial deste processo, o primeiro sitio de ligacdo do
GH se une a uma molécula de GHR formando um complexo inativo, isto €, incapaz de
promover a dimerizacdo do receptor. Em seguida, o segundo sitio de ligacdo do GH se
liga a uma segunda molécula de GHR, formando assim o complexo ativo, que provoca
a dimerizacdo do GHR e inicia uma cascata de eventos intracelulares envolvendo as
proteinas das familias JAK e STAT (GENT et al., 2003). No entanto, a regulacdo da
ligacdo do GH ao seu receptor (GHR) € muito complexa, haja vista os inUmeros relatos,
ora de regulacdo positiva, ora negativa, tanto da sua atividade de ligacdo quanto da
expressdo do gene do GHR (MAO et al., 1997). Além disso, a regulacdo ocorre de

acordo com a fase de desenvolvimento do animal, apresentando padrdes diferenciados
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Figura 1. Esquema representativo do eixo somatotréfico. Setas continuas representam
acles inibidoras e setas pontilhadas acfGes estimuladoras dos horménios
representados. O hormoénio liberador do GH (GHRH) é o mais importante fator
estimulatorio na secrecdo do horménio do crescimento (GH). Os efeitos
biolégicos do GH sdo em grande parte mediados pela produc¢éo do IGF-I (fator
de crescimento semelhante a insulina 1) no figado e em tecidos periféricos.

nos diferentes tecidos ou em diferentes estados fisioldgicos. Dessa forma, observou-se
gue, no feto de ovelhas (GLUCKMAN et al.1983), bovinos (BREIER et al., 1988), ratos
(MATHEWS et al., 1989) e suinos (BREIER et al., 1989), a afinidade do GH pelo seu

receptor esta ausente, enquanto que, nos neonatos ela € baixa e nos adultos aumenta
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rapidamente no inicio da puberdade (GLUCKMAN et al., 1983; MAES et al., 1983). Com
relac@o a expressdo, MAO et al.(1998) observaram perfis diferenciais na expressao de
RNA mensageiro (RNAm) do GHR hepéatico e do GH durante o crescimento e
desenvolvimento do frangos. Nesse sentido, LU et al.(2008) relataram um perfil inverso
na expressao dos genes GH e GHR hepatico, dos 28 aos 42 dias de idade, entre duas
linhagens de frangos de corte. Os niveis de RNAm do GH apresentaram um pico aos 28
dias de idade e decresceram até os 42 dias, enquanto que, os niveis do GHR
continuaram a crescer no periodo mencionado. Segundo os autores, o perfil inverso na
expressao desses genes sinaliza os mecanismos celulares que regulam o crescimento
em frangos de corte. Por outro lado, alterac6es na expressdo do GHR relacionadas a
idade também ocorrem, em parte, independente da acdo do GH sobre seu receptor.
Nesse sentido, MAO et al. (1997) observaram um aumento nos niveis de RNAmM do
GHR tanto de aves normais quanto em aves anas (“dwarf chickens”), cujo GHR é né&o
funcional. Segundo os mesmos autores, embora as aves normais e ands tenham
apresentado o mesmo perfil de expressdo do GHR, a magnitude de aumento observada
nos niveis de RNAmM do GHR nas aves normais € muito menor, o que indica que o GH
direta ou indiretamente regula os niveis de GHR.

Em relacéo ao efeito da restricdo alimentar sobre os niveis de RNAm do GHR, os
resultados também séo conflitantes. DAUNCEY et al.(1994) relataram uma reducao na
expressdo do GHR no figado de suinos, enquanto que, um aumento tanto nos niveis de
RNAmM do GHR gquanto na atividade de ligacdo do GH foram observados por COMBES
et al. (1997). Analisando o efeito de diferentes niveis de restricdo alimentar (quantitativa
e qualitativa) no perfil de expressdo de RNAm de GHR hepatico em frangos de corte,
GIACHETTO (2002) observou que a expresséao foi reduzida pela restricdo protéica, e
aumentada no inicio da puberdade com uma dieta balanceada. Segundo a autora, a
expressdo tanto do GH quanto do GHR é modulada, pelo menos em parte, pela
guantidade e principalmente pela qualidade da dieta fornecida.

Apesar da presenca do GH na circulacdo ser essencial para uma taxa de

crescimento normal das aves, muitos dos seus efeitos biolégicos sobre o crescimento
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sdo em grande parte mediados pela producdo do fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I) no figado e em tecidos periféricos.

O IGF-I pertence a uma grande familia de horménios e moléculas relacionadas
estruturalmente a insulina, com propriedades multifuncionais metabdlicas e anabdlicas.
Sao membros dessa familia os IGF-I e I, a insulina, seis proteinas de ligacao (IGFBPs)
e os receptores de superficie que medeiam suas acdes. Embora, em estrutura seja
semelhante a insulina, a sintese desse fator ocorre predominantemente no figado, em
resposta a ligacdo do GH aos seus receptores hepaticos (D'ERCOLE et al., 1984;
VASILATOS -YOUNKEN et al., 1999).

No sangue periférico, os IGFs se associam a proteinas de ligacdo (IGFBPSs),
sendo que até o presente momento seis diferentes IGFBPs estdo bem caracterizadas.
A principal delas é a IGFBP-3, cuja producéo, assim como aquela do IGF-I, também é
estimulada pelo GH (HWA etal., 1999). As IGFBPs estdo relacionadas com o
prolongamento da meia vida do IGF-I sanguineo e com o0 seu transporte para os tecidos
alvo (JONES & CLEMMONS, 1995). Além dessas fung¢des, a maioria dos tecidos alvo
também expressa as IGFBPs, onde estas regulam a acéo local dos IGFs, aumentando
ou inibindo a ativacéo dos receptores pelos fatores de crescimento.

Para HUYBRECHTS et al. (1992) e TEXIER-BOICHARD et al.(1992), o IGF-I
esta envolvido no metabolismo energético em aves, diminuindo a glicose plasmatica e
aumentando a concentracdo de acidos graxos livres, sem produzir mudancas na
concentracdo plasmatica de triglicerideos e agindo diretamente sobre a diminuicdo da
gordura abdominal. Além disso, o IGF-I atua sobre outros hormbénios envolvidos no
crescimento, provocando diminuicdo na concentracdo plasmatica de GH, T3 e T4, e
aumento na concentracdo de IGF-Il. O efeito hipoglicémico do IGF-I é similar ao da
insulina. MCMURTRY et al. (1997) observaram que, proporcionalmente, em aves ocorre
maior quantidade de IGF-1 e IGF-1l na forma livre, do que em mamiferos, e que o IGF-I
esta diretamente envolvido na regulacédo seletiva dos componentes metabdlicos para
estimular o rapido crescimento nas aves, alterando a quantidade de gordura da carcaca

e diminuindo a lipdlise.
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Segundo BREIER & SAUERWEIN (1995), a concentrac@o plasmatica de IGF-I é
um parametro de grande importancia no processo produtivo, tendo em vista que a
selecdo de linhagens de camundongos e ovinos com base na magnitude da
concentracdo plasmatica de IGF-I resultou em diferencas marcantes na taxa de
crescimento. Em aves, BURNSIDE & COGBURN (1992), observaram uma alta
correlacdo entre expressdo hepatica de RNAm do IGF-I e seus niveis plasmaticos
durante o desenvolvimento pés-eclosdo, com um pico de ambos na 4% semana de
idade. LU et al.(2008) encontraram uma relacdo inversa entre os niveis de expressao
do RNAm do IGF-l1 e de seu receptor no figado de frangos nas quatro primeiras
semanas pos-eclosdo, resultados semelhantes aos encontrados por ARMSTRONG &
HOGG (1992). Segundo aqueles, a expressdo do IGF-I aumentou progressivamente
entre a 3% e 4° semanas pds-eclosdo, enquanto que, o RNAm do seu receptor foi
altamente expresso entre a 1* e 2% semanas de idade. De acordo com 0s mesmos, 0s
resultados sugerem uma regulacdo coordenada da expressao desses genes hepaticos
sobre o crescimento em frangos de corte nos 42 dias de idade. Entretanto, RICHARDS
et al. (2005) verificaram expressdes diferenciais dos genes de IGF-I e de seu receptor
no cérebro de perus, mas ndo no figado, na 3% semana pés-eclosdo. Esses resultados
sugerem que em aves, a expressao do IGF-1 e do seu receptor € dependente, entre
outros fatores, da genética, do tipo de tecido e da idade do animal.

Outro importante fator regulador tanto dos niveis circulantes do IGF-I quanto da
sua expressdo hepatica e do seu receptor € o estado nutricional dos animais. Varios
autores verificaram uma reducdo nos niveis circulantes do IGF-I em aves e animais
submetidos a um periodo de jejum (MORISHITA et al., 1993, KITA et al., 1998) ou com
alimentacdo restrita (BALLARD et al., 1990, KITA et al., 1996), seguida de um
restabelecimento as concentracdes normais com a realimentacdo. Em codornas,
SCHEN et al.(1996) encontraram reduzidas concentracbes plasmaticas de IGF-I
durante a restricdo alimentar, e sugeriram que esta diminuicdo ocorra devido a
necessidade, durante periodos de limitacdo de energia, de uma reducdo no impulso

hormonal a favor do crescimento. O retorno a alimentacdo, neste caso, promoveu 0
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restabelecimento das concentra¢des circulantes de IGF-I, cujos niveis inclusive
ultrapassaram as dos animais controle.

A atividade bioldgica do IGF-I € mediada por uma glicoproteina transmembrana,
o IGF-IR (receptor do IGF-1), o qual apresenta uma sequéncia consideravel de
homologia com o receptor da insulina. MATSUMURA et al.(1996) mostraram diferentes
niveis de expressdo de RNAmM do IGF-IR em tecidos distintos de frangos de corte
submetidos a restricdo alimentar. Em frangos de uma semana de idade, a restricdo
alimentar de 5 dias causou um aumento na expressdao do gene do IGF-IR nos
musculos. Em contraste, a expressdo do IGF-IR no cérebro e no figado dos animais
analisados nao foi afetado pela restricdo.alimentar. O nivel de expressdo de RNAm do
IGF-IR do musculo retornou ao seu normal quando as aves restritas foram
realimentadas. Esses dados sugerem uma resposta tecido especifica na expressao do
IGF-IR frente ao estado nutricional do animal. Diferindo, em parte, desses resultados,
GIACHETTO (2002) nao observou efeito da restricdo alimentar sobre a expressao do
gene do IGF-IR no musculo das aves, entretanto, com a realimentacdo o padrédo de
expressado do IGF-IR foi semelhante ao observado por MATSUMURA et al. (1996).

Varios autores confirmam o fato de que a restricdo alimentar esta associada a
mudancas nos niveis circulantes de IGF-1 e na expressao de seu receptor. No entanto,
0s mecanismos pelo qual se dao estas mudancas ainda ndo foram completamente
esclarecidos. A dificuldade no entendimento destes mecanismos talvez resida no fato
de que alteracbes no nivel de nutrientes implicam em variacdo na atividade e no
controle da regulacdo de hormbnios e ainda outros fatores que influenciam o
comportamento do IGF-I. Envolvidos neste complexo e integrado sistema de regulacdo
estdo o horménio de crescimento, receptores hepéaticos do horménio de crescimento,
proteinas carreadoras do IGF-I circulante e os horménios tireocideanos (WOLF et al.,
1989).
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CAPITULO 2 — EFEITO DA TEMPERATURA E DA RESTRICAO ALIMENTAR SOBRE
O DESEMPENHO E COMPOSICAO DE CARCACA EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O estresse térmico gera consideraveis perdas para a avicultura em
decorréncia do pior desempenho zootécnico e da qualidade da carcaca dos frangos de
corte. Com o objetivo de avaliar os efeitos diretos do estresse térmico e da reducdo no
consumo alimentar gerado pelo calor sobre o desempenho e a composicao da carcaca,
441 frangos de corte, criados de 7 a 42 dias de idade, machos, da linhagem comercial
Cobb-500®, foram distribuidos ao acaso em esquema “pair-feeding” (32°C/Ad libitum;
TN/Ad libitum; TN/Restrito), totalizando 3 tratamentos com 7 repeticbes de 21 aves
cada. Assim, os frangos do tratamento TN/Restrito foram mantidos em temperatura
termoneutra (TN) e com fornecimento de racéo equivalente ao dos frangos criados em
32°C/Ad libitum. As aves do tratamento TN/Ad libitum receberam racédo a vontade. Aos
42 dias de idade, o ganho de peso e a conversao alimentar foram influenciados
negativamente pelo consumo de racdo. O rendimento de carcaca e de gordura
abdominal ndo foram alterados nem pela temperatura de criagdo nem pelo consumo de
racdo, enquanto que, o rendimento de asas foi influenciado por ambos. A restricdo
alimentar imposta pela exposicédo ao calor reduziu o rendimento de peito e aumentou o
de coxas+sobrecoxas dos frangos expostos ao calor. Os frangos em estresse térmico
apresentaram maior teor de extrato etéreo no peito e nas asas e menor teor de matéria
mineral nas coxas+sobrecoxas. Para as demais composicdes bromatologicas
analisadas sobre os cortes, ndo houve influéncia da temperatura nem do consumo de
racdo. Conclui-se que tanto a temperatura elevada quanto a reducdo do consumo de
racdo provocam alteracBes significativas no desempenho e na composicdo das

carcacas em frangos de corte.

Palavras-chave: frangos de corte, estresse por calor, “pair-feeding”’, desempenho,

rendimentos de carcaca e de cortes comerciais
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Introducéo

A avicultura brasileira tem sido nas Ultimas décadas uma das atividades
agropecuérias de maior expressividade tanto em produtividade quanto no excelente
desempenho alcancado na economia do pais. Esse excepcional desenvolvimento tem
como suporte 0s avangos nas areas da genética, nutricdo, manejo, ambiéncia e
sanidade. Todavia, juntamente com esses progressos a avicultura brasileira enfrenta
grandes desafios, sendo a temperatura ambiente um dos fatores de maior impacto no
desempenho de frangos de corte. Por serem animais homeotérmicos, as aves
necessitam manter a temperatura corporal dentro de uma faixa térmica estreita, onde a
energia metabolizavel usada para a termogénese é minima e a energia liquida de
producdo é maxima (FURLAN & MACARI, 2002). Dessa forma, aves submetidas a
temperaturas ambientais fora da zona de termoneutralidade respondem com
comportamentos alimentares e atitudes fisicas caracteristicas. Nesse sentido, as altas
temperaturas ambientais, caracteristica de paises tropicais como o Brasil, exercem
grande influéncia no consumo de racdo pelas aves e, com isto, afeta diretamente o
ganho de peso e a conversao alimentar destes animais. Inimeros trabalhos tém
demonstrado que frangos de corte submetidos ao estresse térmico respondem com
piora em seus indices zootécnicos. Segundo MAY et al. (1998), LANA et al. (2000),
ABU-DIEYEH (2006) e FARIA FILHO (2006a), a exposicao de frangos de corte ao calor
reduz o consumo de racao, e conseqientemente, o seu crescimento e ganho de peso.

Através da técnica de alimentacdo equivalente ou “pair-feeding”, utilizada neste
experimento, € possivel isolar os prejuizos causados pela acdo direta do calor no
metabolismo das aves do efeito da reducdo no consumo alimentar gerado pelo calor.
Assim, FARIA FILHO (2006a) e SOUZA (2009) mostraram que 40% e 34% do pior
ganho de peso das aves expostas ao calor devem-se aos efeitos diretos da temperatura
sobre o metabolismo das aves, enquanto que, GERAERT et al. (1996a) e ABU-DIEYEH
(2006) encontraram valores de 50 e 46%, respectivamente.

Outro problema relacionado a temperatura ambiental é que o rendimento da

carcaca, dos cortes comerciais e a deposicdo de gordura abdominal em frangos de
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corte também podem ser influenciados pela alta temperatura. Os frangos expostos ao
calor apresentam maior rendimento de carcacga possivelmente em funcdo do menor
desenvolvimento dos 6rgaos viscerais e empenamento das aves submetidas ao
estresse caldrico (AIN BAZIZ et al., 1996), proporcionando um aumento na relagéo peso
carcaca/peso corporal (FARIA FILHO, 2003; FARIA FILHO et al., 2006b). Alguns
autores demonstraram que frangos criados em ambiente quente passam a depositar
guantidade excessiva de gordura abdominal e na carcaca como resultado da
associacao entre baixo metabolismo basal e menor atividade fisica (AIN BAZIZ et al.,
1996; CHENG et al., 1997a, b; OLIVEIRA NETO et al., 2000). O estresse por calor
aumentou o rendimento do corte de coxas+sobrecoxas (OLIVEIRA NETO et al., 2000;
ROSA, 2005) e reduziu o rendimento do peito (LEENSTRA & CAHANER, 1992;
OLIVEIRA NETO et al., 2000). J& ROSA (2005), ndo observou a influéncia da

temperatura elevada sobre o rendimento de peito e asas.

A temperatura de criacdo também influencia a composicdo bromatologica da
carcaca e dos cortes comerciais (peito, coxas+sobrecoxas e asas). Segundo FARIA
FILHO et al.(2006b), os frangos de corte expostos ao calor durante o periodo de 42 a
49 dias de idade apresentaram maior deposi¢cdo de gordura e menor de proteina nas
coxas+sobrecoxas, sem efeitos no peito e nas asas. Resultados semelhantes foram
encontrados por GERAERT et al. (1996a), quando analisadas as carcacas de frangos

expostos ao calor.

Em virtude dos inumeros trabalhos cientificos utilizarem-se da técnica de
alimentacdo equivalente ou “pair-feeding” entre 21 e 42 dias de idade das aves, fase
final de criacdo, este experimento teve por objetivo avaliar o efeito da temperatura e da
restricdo alimentar sobre as variaveis produtivas e fisiologicas de frangos criados entre
o0 7° e 42° dia de idade. Para tanto, suas possiveis relacdes sobre o desempenho
zootécnico, os rendimentos de carcaca, de cortes comerciais e gordura abdominal e os
teores de proteina bruta, extrato etéreo, matéria seca e mineral dos cortes comerciais

foram avaliadas entre 7 e 21 e 7 e 42 dias de idade.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas camaras climatizadas do Setor de Avicultura da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal — SP.

No periodo pré-experimental, de 1 a 7 dias de idade, os frangos foram criados
dentro da zona de termoneutralidade recomendada pelo Guia de Manejo da Cobb®
(2008), com temperatura ambiente de 31,80 + 0,10°C e umidade relativa do ar mantida
em 58,62 + 2,66%. Durante esta etapa inicial, as aves receberam agua e racdo Ad
libitum. As racdes experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja e
suplementadas com minerais e vitaminas balanceadas. As aves receberam duas racdes
(Tabela 1), uma na fase inicial (1 a 21 dias de idade) e outra na fase final ou de
crescimento (22 a 42 dias de idade).

Completados 7 dias, o peso médio do lote (170,42 g + 5,04) foi determinado e as
unidades experimentais de mesmo peso médio foram montadas. Para tanto, foram
utilizados 441 frangos de corte, machos, da linhagem comercial Cobb-500%, distribuidos
ao acaso em um esquema temperatura/alimentacdo (32°C/Ad libitum; TN/Ad libitum;
TN/Restrito), totalizando 3 tratamentos com 7 repeticdes de 21 aves cada. O esquema
temperatura/alimentacdo ou “pair-feeding”, proposto por GERAERT et al. (1996a),
consiste em fornecer a mesma quantidade de alimento consumido pelas aves expostas
ao calor para um grupo de aves em temperatura termoneutra (TN); assim torna-se
possivel isolar os efeitos causados pelo calor (efeito direto da temperatura e efeito da
reducdo no consumo alimentar). Assim sendo, os frangos do tratamento TN/Restrito
receberam a mesma quantidade de racdo dos frangos criados em 32°C/Ad libitum
(quantidade do dia anterior). Para tanto, o consumo de racdo das aves criadas em
32°C/Ad libitum foi medido diariamente e essa quantidade foi fornecida no dia seguinte
para as aves do tratamento TN/Restrito. As aves do esquema TN/Ad libitum receberam
racao a vontade.

Os frangos foram criados em duas camaras climatizadas, sendo uma regulada
para manter a temperatura em 32°C (tratamento 32°C/Ad libitum) durante todo o

periodo experimental e a outra regulada para manter a temperatura termoneutra
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(tratamentos TN/Restrito e TN/Ad libitum), conforme as recomendacbes do Guia de
Manejo da Cobb® (2008).

Tabela 1. Composicéo das racoes experimentais (Fases Inicial e Final).

. Fases

Ingredientes (%)
Inicial (1 a 21dias) Final (22 a 42 dias)

Milho 57,96 58,47
Farelo de soja 35,62 32,42
Oleo de soja 2,57 5,47
Fosfato bicalcico 1,82 1,68
Calcario calcitico 0,99 0,95
Sal comum 0,44 0,40
Cloreto de colina 60% 0,10 0,10
DL-metionina 0,15 0,14
L-lisina 0,16 0,18
Suplemento * 0,10 0,10
Promotor de crescimento * 0,04 0,04
Coccidiostatico * 0,05 0,05
Total 100,00 100,00
Energia e Nutrientes Composicao
Energia Metabolizavel(kcal/kg) 3000 3200
Proteina (%) 21,40 20,00
Célcio (%) 0,96 0,90
Faésforo disponivel (%) 0,45 0,42
Saodio (%) 0,22 0,20
Potéassio (%) 0,84 0,77
Cloro (%) 0,37 0,35
Colina (ppm) 1950 1868
Lisina digestivel (%) 1,14 1,08
Metionina digestivel (%) 0,45 0,42

'Suplemento mineral e vitaminico — niveis de garantia por kg do produto (vitamina A — 7000000
Ul; vitamina D3 — 3000000 Ul; vitamina E — 25000 mg; vitamina K — 980 mg; vitamina B1 — 1780
mg; vitamina B2 — 9600 mg; vitamina B6 - 3465 mg; vitamina B12 10000 mcg;; ac. nicotinico —
34650 mg; pantetonato de cdlcio — 9500 mg; biotina — 1600mg; cobre — 10000 mg; iodo —
1300mg; manganés — 76260 mg; selénio — 273,6 mg; zinco — 91250 mg; antioxidante — 100 mg.
? Bacitracina de Zinco 15%. ® Coxistac 12%"°.

As temperaturas e umidade relativa foram registradas de hora em hora durante o

todo o periodo experimental (Tabela 2). O aquecimento das camaras foi feito através de
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postes com lampadas infravermelhas de 250 watts e o resfriamento através de
refrigeradores. Todo o sistema de aquecimento e refrigeragdo foi controlado por
termostatos e o programa de luz foi continuo (24 horas de luz artificial) durante todo o
periodo experimental, utilizando lampadas fluorescentes de 100 watts.

Tabela 2. Médias e desvio padrdo da Temperatura Ambiente (T°C) e Umidade Relativa (UR%)
registrados nas camaras climatizadas, Quente (32°C) e Termoneutra (TN), durante os
diferentes periodos de criacéao.

CAMARAS CLIMATIZADAS

Quente (32°C)

Termoneutra (TN)

Periodos T°C UR(%) T°C UR(%)

8-14 dias 32,35+ 0,39 64,48 + 3,69 29,19+ 0,70 73,05 + 4,77
15-21 dias 32,23+ 0,77 63,92 + 4,66 27,06 £ 0,77 73,05 + 4,37
22-28 dias 32,43+ 0,16 57,08 + 1,90 25,01 +£0,34 65,17 + 1,33
29-35 dias 32,30+ 0,31 61,24 + 0,91 22,91+ 0,49 70,21 £ 1,92
36-42 dias 31,92 + 0,57 62,71 + 1,55 23,94 + 0,89 71,91 + 2,00

Para avaliar as caracteristicas de desempenho, toda a racdo fornecida, as
sobras de racdo e as aves foram pesadas no 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42° dia de idade.
As caracteristicas avaliadas foram o consumo de racao (CR), o ganho de peso (GP) e a
conversdo alimentar (CA=CR/GP).para os periodos de 7 a 21 dias e de 7 a 42 dias.
Diariamente, registrou-se o numero de aves mortas para efeito de ajuste no consumo
de racéo.

Aos 21 e 42 dias de idade procedeu-se a retirada de um frango por unidade
experimental, o qual apresentava peso médio préximo (10% acima ou abaixo) ao do
seu grupo experimental. Apdés jejum de alimento de 6 horas, os frangos foram
insensibilizados por concussao cerebral e abatidos por sangria mediante corte da veia
jugular, sendo posteriormente escaldados, depenados e eviscerados. Em seguida, as
carcacas (incluindo cabeca, pescoco e pés) foram pesadas e 0s cortes comerciais
foram feitos por uma Unica pessoa treinada. Foram avaliados o rendimento de carcaca,

peito, coxas+sobrecoxas, asas e a porcentagem de gordura abdominal. O rendimento
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de carcaca foi expresso em relagdo ao peso vivo em jejum, obtido antes do abate. Os
demais rendimentos foram calculados em relagéo ao peso da carcaga limpa.

Os cortes de peito, coxas+sobrecoxas e asas das aves utilizadas no rendimento
de cortes comerciais, apés serem descongelados, foram triturados em moedor de carne
comercial, pré-secos em estufa de ventilacdo forcada (55°C por 72h) e moidos em
moinho de bola. Em seguida, foram analisados quanto ao teor de matéria seca (105°C
por 12h) e mineral (600°C por 4h), extrato etéreo (lavagem sucessiva com éter de
petréleo em extrator Soxhlet) e proteina bruta (método de micro-Kjeldahl). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com SILVA & QUEIROZ (2002), com
excecdo do teor de extrato etéreo, que neste experimento foi determinado pela
diferenca de peso entre o cartucho final e inicial.

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
General Linear Model (GLM) do programa SAS® (SAS Institute, 1998) e em caso de
diferenca estatisticamente significativa as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Desempenho

Os resultados para consumo de racdo (CR), ganho de peso corporal (GP) e
conversdo alimentar (CA), nos periodos de 7 a 21 e 7 a 42 dias de idade das aves,
submetidas aos trés diferentes tratamentos de temperatura/alimentacdo estao
apresentados na Tabela 3.

No periodo de 7 a 21 dias, os frangos de corte criados em 32°C/Ad libitum
apresentaram CR 12% menor em relacdo aos frangos criados em TN/Ad libitum. Estes
resultados séo similares aos encontrados por YALCIN et al. (1997) e URBANO (2006),
0S quais observaram reducdo de 15% e 14,9%, respectivamente, no CR de aves
submetidas a altas temperaturas. De acordo com AIN BAZIZ et al. (1996) essa reducéo

no CR pode alcancar até 36% para aves criadas em 32°C em comparacdo com aves
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criadas em ambiente termoneutro. Segundo NIETO et al. (1997) a ingestdo e
metabolizacdo dos alimentos produzem um efeito termogénico, o qual eleva a producao
de calor pelas aves. Sabe-se que quando a temperatura ambiental é superior a zona de
conforto térmico das aves, associada com alta umidade relativa do ar, esses animais
apresentam grande dificuldade em dissipar calor e manter a homeotermia. Para KOH &
MACLEOD (1999), essa reducdo no consumo de ragédo dos frangos de corte expostos
ao calor, é uma tentativa de evitar a producéo excessiva de calor, a qual se eleva com o
aumento do consumo de racdo. Como consequéncia direta da baixa ingestdo de
alimento, ha menor consumo de nutrientes pela ave, que responde reduzindo sua taxa
de crescimento e ganho de peso (ABU-DIEYEH, 2006; FARIA FILHO, 2006a).

Tabela 3. Médias observadas e resultados da andlise de variancia (CV, %) para consumo de
racdo (CR, g), ganho de peso (GP, g) e conversdo alimentar (CA, g/g) de frangos de
corte (N= 7) nos periodos de 7 a 21 e 7 a 42 dias de idade.

7-21 dias de idade

Fatores CR GP CA
T°Clalimentacao
32°C/Ad libitum 946 + 20,15 b 690+ 14,42 b 1,36+0b
TN/Restrito 887 £ 18,69 c 613+ 12,64 c 1,45+0,01 a
TN/Ad libitum 1070+ 1,26 a 802 +8,94 a 1,33£0,02c
CV (%) 1,83 1,77 0,98
7-42 dias de idade
Fatores CR GP CA
T°Clalimentacao
32°C/Ad libitum 3420 + 157,64 b 1928 + 145,32 b 1,78 £ 0,06 a
TN/Restrito 3356 + 137,94 b 1935+101,58 b 1,74+0,03 a
TN/Ad libitum 4639 + 59,85 a 2859 £ 31,93 a 1,62+0,01b
CV (%) 3,3 4,64 2,34

Médias + desvios padrao seguidos de letras iguais na coluna, dentro de cada fator e periodo,
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

O GP dos frangos criados em 32°C/Ad libitum foi 14% menor ao obtido pelos
frangos do tratamento TN/Ad libitum e 11% maior que o dos frangos criados em
TN/Restrito. Trabalhando com frangos de corte distribuidos no esquema de alimentacéo

equivalente (“pair feeding”), AIN BAZIZ et al. (1996) observaram que aves expostas ao
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calor, dos 14 aos 42 dias de idade, reduziram o ganho de peso em cerca de 23%
gquando comparadas as criadas em ambiente termoneutro. Em trabalho semelhante,
GERAERT et al (1996a) constataram piores indices no desempenho de frangos criados
em ambiente quente, entre os 14 e 49 dias de idade. No entanto, para URBANO (2006)
os resultados de desempenho para GP, no periodo de 1 a 21 dias de idade, de frangos
criados em ambiente quente (32°C) né&o diferiram dos criados em temperatura
termoneutra.

Na avaliacdo do efeito da temperatura de criacdo sobre o CR e GP, observou-se
gue as aves do tratamento TN/Restrito, mantidas em temperatura termoneutra e com
fornecimento de racédo equivalente ao das aves do tratamento 32°C/Ad libitum, tiveram
um menor consumo e ganharam significativamente menos peso no periodo de 7 a 21
dias de idade em relacdo as aves em estresse térmico. Provavelmente, o menor
consumo por parte das aves restritas, decorra do fato de que o alimento fornecido para
as mesmas é baseado na quantidade ingerida no dia anterior pelas aves do tratamento
32°C/Ad libitum. Conseqlientemente, o efeito deletério da restricdo alimentar no inicio
da criacdo resultou em danos permanentes as aves restritas, fazendo com que as
mesmas ndo compensassem a reducao no ganho de peso e apresentassem ao final de
21 dias o menor GP em relacdo as aves em estresse térmico. Ademais, outra
explicacdo para este fato € a decorréncia de um efeito cumulativo dos resultados de
desempenho da 12 semana de “pair-feeding” (7 a 14 dias; dados ndo mostrados) na
semana seguinte do experimento. Isso porque, a diferenca de temperatura entre as
camaras quente (32,35°C + 0,39) e termoneutra (29,19°C * 0,70) nesta primeira
semana, nao foi suficientemente significativa para promover um maior GP para as aves
do tratamento TN/Restrito em relacdo as do tratamento 32°C/Ad libitum. Além disso, a
CA do tratamento TN/restrito foi 7% pior que a dos frangos criados em 32°C/Ad libitum
e TN/Ad libitum, sendo que esses Ultimos tratamentos foram semelhantes entre si.
Dessa forma, as diferentes temperaturas nao influenciaram os resultados da CA dos
frangos de 7 a 14 dias de idade, resultados semelhantes aos encontrados por URBANO
(2006) em frangos de 1 a 21 dias de idade submetidos a temperatura termoneutra e

quente.
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De fato, frangos na fase inicial, necessitam de temperatura ambiente elevada em
funcdo da imaturidade do sistema termorregulador, que de acordo com FURLAN &
MACARI (2002), atinge sua plenitude entre os 10 e 15 dias pds-eclosdo. Sendo assim,
os frangos criados em 32°C/Ad libitum, possivelmente ndo tiveram elevados gastos
para dissipacéo de calor durante esse periodo, como € caracteristicos em situacdes de
elevadas temperaturas para a manutencdo da homeostasia corporal. Provavelmente, a
maior ingestao de ragcédo dos frangos expostos ao calor ndo elevou de maneira direta a
producdo de calor enddégeno relacionado ao metabolismo da ingesta e,
consequentemente, pode ter contribuido para uma CA semelhante ao dos criados em
TN/Ad libitum e CR e GP maiores aos do TN/Restrito. Deste modo, estes resultados
somaram-se aos da 22 semana de “pair-feeding”, resultando para o periodo de 7 a 21
dias, em CR e GP 6% e 11%, respectivamente, maiores para os frangos criados em
32°C/Ad libitum em relacéo aos criados em TN/Restrito. A CA deste Ultimo grupo foi pior
que a dos frangos criados em 32°C/Ad libitum .

No periodo de 7 a 42 dias, os frangos de corte criados em 32°C/Ad libitum
apresentaram CR 26% menor em relacao aos frangos criados em TN/Ad libitum e nao
diferiram estatisticamente do tratamento TN/Restrito. Resultado semelhante foi
encontrado por URBANO (2006), que observou uma reducéo de 21,3% no CR das aves
expostas a 32°C em relacdo as criadas em ambiente termoneutro. FARIA FILHO
(2006a) e SOUZA (2009), trabalhando em sistema “pair-feeding” com frangos de corte
de 21 a 42 dias de idade, observaram, respectivamente, um CR 18% e 25,85% menor
dos frangos criados a 32°C/Ad libitum em comparac&o aos criados em TN/Ad libitum e
para AIN BAZIZ et al.(1996) essa reducdo pode chegar até 36%. Essa diminuicdo no
consumo de racdo é normal e ocorre para que seja mantida a temperatura corporal, a
fim de evitar aumento na producéo de calor proveniente da digestdo e metabolismo dos
nutrientes (AIN BAZIZ et al., 1996; KOH & MACLEOD, 1999). Todavia, a reducdo que o
estresse por calor promove no consumo de racao nao é maior que a reducao sobre os
indices produtivos (AIN BAZIZ et al., 1996; GERAERT et al.,1996a). Sob aspectos

Zootécnicos, a taxa de crescimento e de producdo sdo altamente prejudicadas quando
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o CR é reduzido, visto que, uma menor quantidade de nutrientes estara disponivel para
0 metabolismo animal (ABU-DIEYEH, 2006).

O GP das aves criadas em 32°C/Ad libitum foi 33% menor ao obtido pelas aves
criadas em TN/Ad libitum e estatisticamente similar ao das aves criadas em TN/Restrito
(1% menor). Esses resultados corroboram com os achados de FARIA FILHO (2006a) e
SOUZA (2009) que observaram, respectivamente, uma reducao de 28% e 34,8% do GP
dos frangos criados em 32°C/Ad libitum em comparacdo ao dos frangos criados em
TN/Ad libitum. ROSA (2005), trabalhando com “pair-feeding” em duas linhagens de
frangos de corte com potencial de crescimento diferenciado para ganho de peso
(estabilizado e melhorado), observou que as aves do grupo genético estabilizado,
mantidas em temperatura termoneutra e com consumo equivalente as aves do
tratamento 32°C/Ad libitum, ganharam significativamente menos peso. J& para o grupo
melhorado, o estresse térmico nao interferiu no ganho de peso das aves.

Na tentativa de avaliar o efeito que o calor promoveu sobre o consumo de racéo
e desempenho dos frangos no periodo de 7 a 42 dias de idade, os resultados indicaram
gue 3% da perda total de GP foi devido a acdo direta da temperatura e que 0os 97%
restantes foi devido a reducdo no CR pelo calor. Para FARIA FILHO (2006a) e SOUZA
(2009), 40% e 34% da perda total de GP foram devidos a acao direta da temperatura e
0s 60% e 66% restantes, respectivamente, foram devidos a reducdo no CR pelo calor.
GERAERT et al. (1996a) e ABU-DIEYEH (2006) mostraram, respectivamente, que 50%
e 46% da piora no GP deve-se aos efeitos direto da exposicdo a altas temperaturas.
Estes resultados demonstraram que a exposicdo ao calor causa drastica queda nos
indices zootécnicos das aves e que parte das perdas se deve a reducdo do consumo
alimentar e a outra parcela ocorre devido aos efeitos diretos do calor no metabolismo
das aves. Para tanto, esses autores também se utilizaram da técnica de alimentacao
equivalente ou “pair-feeding” entre a 42 e 62 semana de vida das aves (21 a 42 dias de
idade), diferentemente deste experimento que a utilizou da 22 a 62 semana de vida das
aves (7 a 42 dias de idades). SOUZA (2009) verificou que o calor causou efeito direto
nas aves apenas durante a 62 semana de vida, concordando com GERAERT et al.,

(1996a) que observaram efeito direto do calor no GP de aves de 4 a 6 semanas, hao
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havendo diferenca nos frangos de 2 a 4 semanas (7 a 28 dias de idade). No periodo de
1 a 42 dias de idade, ROSA (2005) ndo observou diferencas no GP para frangos
criados em temperatura termoneutra e consumo de racdo em “pair-feeding’,
comparados agueles submetidos a estresse térmico. Deste modo, é razoavel supor que
as diferentes temperaturas entre as camaras do tratamento 32°C/Ad libitum e
TN/Restrito ndo afetaram significativamente no periodo 7 a 21 dias de idade das aves a
ponto de promover o efeito direto do calor no GP dos frangos. Assim sendo, 0s
melhores resultados de desempenho entre a 22 e 42 semana dos frangos criados em
32°C/Ad libitum somaram-se ao do periodo posterior contribuindo para um GP
equivalente ao do TN/Restrito aos 42 dias de idade. A CA dos tratamentos 32°C/Ad
libitum e TN/Restrito ndo diferiram estatisticamente, evidenciando que a temperatura de
criacdo néo influenciou a CA dos frangos de 7 a 42 dias de idade. Esses resultados
concretizaram-se pelo fato de que, embora tenha ocorrido redu¢do de consumo por
efeito da elevacdo da temperatura de criacdo dos frangos, a proporcao entre GP e CR
manteve-se constante. LANA et al. (2000) e ROSA (2005) constataram que a CA nao
foi influenciada nem pela temperatura ambiente nem pela restricdo alimentar nos
frangos de 42 dias de idade. Todavia, FARIA FILHO (2006a) constatou que toda a piora
na CA dos frangos entre 21 a 42 dias de idade foi devida aos efeitos direto da

temperatura.

Rendimento de carcaca e de cortes comerciais

As médias observadas e os respectivos desvios-padrao para os rendimentos (%)
da carcaca, peito, coxas+sobrecoxas (C+S), asas e de gordura abdominal (Gord.abd.)
dos frangos, aos 21 e 42 dias de idade, submetidos a trés diferentes tratamentos de
temperatura/alimentacéo estdo apresentados na Tabela 4.

Aos 21 dias de idade, os rendimentos de carcaca, peito e gordura abdominal dos
diferentes tratamentos foram semelhantes estatisticamente, ou seja, nem a temperatura
de criacdo nem o consumo diferenciado de racdo causaram alteracfes nestes
rendimentos. URBANO (2006) constatou a influéncia da temperatura ambiente para

rendimento de peito, gordura abdominal e asas em frangos de corte criados no periodo
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Tabela 4. Médias observadas e resultados da andlise de variancia (CV, %) para rendimento (%)
de carcacga, peito, coxas+sobrecoxas (C+S), asas e gordura abdominal (Gord.abd.) de
frangos de corte (N= 7) aos 21 e 42 dias de idade.

21 dias de idade

Fatores Carcaca Peito C+S Asas Gord. Abd.

T°Cl/alimentacgao
32°C/Ad libitum 0,80+x0a 0,27 +0,01 a 0,27+0,0la 0,10+x0,01ab 0,02%x0,01a

TN/Restrito 0,79+0,02 a 0,28+0,01a 0,25+0,01b 0,11+0a 0,01+0,01a
TN/Ad libitum 0,80+ 0,02 a 0,29+0,0la 026+001ab 0,0£0,01b 0,02+0a
CV (%) 2,27 3,28 3,7 8,29 32,45
42 dias de idade
Fatores Carcaca Peito C+S Asas Gord. Abd.

T°Cl/alimentagao
32°C/Ad libitum 085+0,02a 0,31+0,03b 0,34 +£0,02 a 0,09+0b 0,02+0,01la

TN/Restrito 0,83+0,01ba 031+0,01b 0,34 +0,02 a 0,10+x0a 0,02+0a
TN/Ad libitum 0,82+0,02b 0,34+0,02 a 0,24+0Db 0,09+0b 0,02+0,01 a
CV (%) 2,07 5,69 4,44 4,23 27,22

Médias + desvios padrao seguidos de letras iguais na coluna, dentro de cada fator e dias de
idade, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

de 1 a 21 dias de idade em temperatura quente e termoneutra. O mesmo autor nao
verificou variacdo significativa em razdo da temperatura ambiente para os rendimentos
de coxas+sobrecoxas e carcaca. O rendimento de coxas+sobrecoxas dos frangos
criados em 32°C/Ad libitum foi estatisticamente similar aos dos frangos criados em
TN/Ad libitum né&o diferindo este ultimo do TN/Restrito. J& o rendimento de asas do
32°C/Ad libitum foi similar aos do TN/Ad libitum e TN/ restrito, sendo que, 0s
rendimentos da camara termoneutra diferiram estatisticamente entre si.

O rendimento de carcaca, aos 42 dias de idade, foi maior nos frangos criados em
32°C/Ad libitum em relacdo aos criados em TN/Ad libitum, possivelmente em fungéo do
menor empenamento e desenvolvimento visceral das aves submetidas ao estresse
calorico (AIN BAZIZ et al., 1996), proporcionando um aumento na relacdo peso
carcaca/peso corporal (FARIA FILHO, 2003; FARIA FILHO et al., 2006b). Resultados
semelhantes foram encontrados por OLIVEIRA NETO et al. (2000), enquanto que,
ROSA (2005) constatou maior rendimento de carcaca para as aves com consumo de

racdo Ad libitum, independente da temperatura de criacdo (TN ou 32°C). Nesse sentido,
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URBANO (2006) também ndo verificou influéncia da temperatura de criagcdo no
rendimento de carcaga.

Os rendimentos de peito e coxas+sobrecoxas das aves do tratamento 32°C/Ad
libitum foram, respectivamente, menores e maiores em comparacédo aos das aves do
tratamento TN/Ad libitum, ndo diferindo do tratamento TN/Restrito. Segundo AIN BAZIZ
et al. (1996), o peito apresenta metabolismo glicolitico e tem a glicose como o seu
substrato energético, enquanto que, 0os acidos graxos sado 0s substratos essenciais para
0 metabolismo oxidativo das coxas+sobrecoxas. Em virtude do metabolismo glicolitico
da musculatura peitoral, 0 aumento da frequiéncia respiratéria das aves criadas em altas
temperaturas conduz a maior atividade desta musculatura e, como as reservas de
glicogénio no organismo sao limitadas, o desenvolvimento peitoral é prejudicado.
Contudo, o melhor rendimento de coxas+sobrecoxas dos frangos criados em 32°C/Ad
libitum, possivelmente ocorreu em virtude das quantidades consideraveis de gordura
estocada nestes membros em ambiente quente. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros trabalhos (TEMIN et al., 1999; FARIA FILHO, 2003; FARIA
FILHO, 2006a ). O tratamento TN/ restrito apresentou um rendimento de asas maior aos
dos tratamentos 32°C/Ad libitum e TN/Ad libitum, sendo estes semelhantes entre si.
ROSA (2005) verificou que tanto a temperatura de criacdo quanto o consumo
diferenciado de racdo nao influenciaram o rendimento das asas.

Aos 42 dias, ndo foram observadas diferencas na porcentagem de gordura
abdominal entre os tratamentos, indicando que, nem o consumo diferenciado de racao
nem a temperatura de criacdo influenciaram esse parametro. Da mesma forma,
HOWLIDER & ROSE (1989) e GERAERT et al. (1993) verificaram que a elevacédo da
temperatura ndo provocou alteracbes no peso relativo da gordura abdominal. Em
contrapartida, outros autores verificaram um aumento na porcentagem de gordura
abdominal em frangos criados no calor (OLIVEIRA NETO et al., 2000; AIN BAZIZ et al.,
1996).
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Composicado bromatologica dos cortes comerciais

As médias observadas e o0s respectivos desvios-padrdo para matéria seca,
proteina, extrato etéreo e matéria mineral dos cortes comercias dos frangos de corte,
aos 21 e 42 dias de idade, submetidos a trés diferentes tratamentos de
temperatura/alimentacéo estdo apresentados na Tabela 5.

Aos 21 dias de idade, foram encontradas diferencas estatisticas na matéria
mineral do peito, extrato etéreo das C+S e matéria seca das asas, indicando que, nos
demais parametros tanto a temperatura quanto a restricdo alimentar nao tiveram efeito.
Os frangos criados em 32°C/Ad libitum apresentaram menores teores de extrato etéreo
e de matéria mineral, nas C+S e no peito, respectivamente, em relacdo aos criados em
TN/Ad libitum e TN/Restrito que ndo diferiram estatisticamente, mostrando que, o
resultado observado foi provocado pela temperatura. A matéria seca das asas do
tratamento TN/Restrito ndo diferiu dos tratamentos 32°C/Ad libitum e TN/Ad libitum,
sendo que, entre estes ultimos foi encontrada diferenca estatistica.

Aos 42 dias de idade, os frangos de corte criados em 32°C/Ad libitum
apresentaram maior teor de extrato etéreo no peito e nas asas em relacdo aos criados
em TN/Ad libitum e TN/Restrito que nao diferiram entre si, indicando que todo o efeito
observado foi provocado pelo efeito da temperatura. Resultados semelhantes foram
encontrados por FARIA FILHO (2006a) para o extrato etéreo das coxas+sobrecoxas e
das asas de frangos de corte aos 42 dias de idade. Frangos expostos ao calor tendem a
depositar mais gordura e menos proteina (CHENG et al., 1997a, b), resultado direto da
associacao entre baixo metabolismo basal e pouca atividade fisica (AIN BAZIZ et al.,
1996). Reduzir a movimentacao durante periodos quentes € uma forma interessante de
se diminuir a producdo de calor endogeno relacionada ao trabalho muscular, no
entanto, diminui também o gasto energético do animal que passa entdo a depositar
mais gordura. Além disto, a exposicdo ao calor também promove menores niveis
plasmaticos de triiodotironina e maiores de corticosterona, ambos 0s hormoénios

reguladores do metabolismo energético animal (GERAERT et al., 1996 b).



36

Tabela 5. Médias observadas e resultados da andlise de variancia (CV, %) para matéria seca,

proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral do peito, das coxas+sobrecoxas (C+S)
e das asas de frangos de corte (N=7) aos 21 e 42 dias de idade.

21 dias de idade

T°C/Alimentacéo

32°C/Ad libitum

Cortes TN/Restrito  TN/Ad libitum  CV(%)
Matéria Seca 30,34 £ 1,04 30,60 + 1,25 30,11+ 1,10 3,73
Peito Proteina Bruta 72,72 + 3,07 73,61 + 2,67 72,11 + 3,44 4,23
Extrato Etéreo 24,47 + 2,66 23,87 £ 2,04 24,06 + 2,49 9,98
Matéria Mineral 4,74+1,00b 6,09 + 0,58 a 593+0,83 a 14,72
Matéria Seca 31,53+ 1,08 32,48 + 1,08 32,37 £ 1,05 3,33
C+S Proteina Bruta 58,34 + 4,96 56,55 * 3,37 54,44 + 3,68 7,19
Extrato Etéreo 30,94+234b 34,02+ 1,68 a 3511+2,30a 6,37
Matéria Mineral 6,55 + 1,52 6,48 + 1,19 5,58 + 0,84 19,58
Matéria Seca 34,87 £ 0,95 a 34,59 + 0,80 ab 33,45+091b 2,58
Asas Proteina Bruta 53,56 + 1,21 52,56 + 2,53 52,98 + 2,04 3,77
Extrato Etéreo 34,35 + 2,33 37,09 + 2,08 35,86 + 1,96 5,95
Matéria Mineral 12,38 + 1,70 11,97 +1,92 11,26 + 1,26 13,88
42 dias de idade
T°C/Alimentacéo
Cortes 32°C/Ad libitum  TN/Restrito  TN/Ad libitum CV(%)
Matéria Seca 28,53+1,42 29,00 +£1,24 28,11 +1,32 4,65
Peito Proteina Bruta 67,74 £ 5,58 68,51 + 5,61 69,42 + 3,16 7,18
Extrato Etéreo 21,27 £ 3,84 a 16,43 +1,61b 17,29+1,69b 13,76
Matéria Mineral 4,06 £ 1,29 3,58 +0,61 3,27 £ 1,08 28,41
Matéria Seca 29,45+1,26b 31,18 + 1,85 ab 32,53+1,78a 5,32
C+S Proteina Bruta 51,28 + 4,11 48,06 + 4,33 46,38 + 2,89 7,87
Extrato Etéreo 29,72+2,77b 32,18 + 2,27 ab 35,29+ 3,08 a 8,37
Matéria Mineral 3,74+£0,89b 517+0,71a 4,51 £ 0,62 ab 16,74
Matéria Seca 34,52 + 1,32 34,90 + 0,88 35,59 + 0,89 2,95
Asas Proteina Bruta 48,74 + 2,65 46,77 £ 2,23 47,57 + 3,58 6,03
Extrato Etéreo 40,83+2,99a 36,32 +3,30b 35,14+1,88b 7,46
Matéria Mineral 6,07 +1,75 6,44 + 0,44 5,14 + 1,46 22,8

Médias + desvios padrao seguidos de letras iguais na linha, dentro de cada fator e dias de
idade, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

O extrato etéreo e a matéria seca das C+S dos frangos criados em TN/Restrito

nao diferiram dos tratamentos 32°C/Ad libitum e TN/Ad libitum, sendo estes ultimos
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diferentes entre si. JA a matéria mineral das C+S dos tratamentos 32°C/Ad libitum e
TN/Restrito foram diferentes estatisticamente, sendo os mesmos semelhantes ao
tratamento TN/Ad libitum.

A proteina bruta do peito, C+S e asas e a matéria seca e mineral dos cortes de
peito e asas ndo apresentaram diferencas, indicando que tanto a temperatura quanto a

restricdo alimentar ndo tiveram efeitos nos tratamentos.

Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

- A restricdo alimentar imposta pela exposicdo ao calor influenciou negativamente o
desempenho e rendimento de peito e positivamente o rendimento de coxas+sobrecoxas
das aves aos 42 dias de idade;

- O estresse por calor e 0 consumo de racéo alteraram o rendimento de asas, mas néo
influenciaram o rendimento de carcaca e de gordura abdominal a idade de abate;

- O calor aumentou o teor de extrato etéreo no peito e nas asas e diminuiu o de matéria

mineral nas coxas+sobrecoxas dos frangos de corte a idade de abate.
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CAPITULO 3 - EFEITO DA TEMPERATURA E DA RESTRICAO ALIMENTAR SOBRE
O PADRAO DE EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR DO HORMONIO DE
CRESCIMENTO (GHR), DO FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA
| (IGF-1) E DE SEU RECEPTOR (IGF-IR) NO FIGADO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O estresse térmico e a restricdo alimentar exercem grande influéncia no
perfil de expressao de genes relacionados ao crescimento, desenvolvimento e balanco
energético em frangos de corte. Assim, o presente estudo foi realizado com o objetivo
de verificar o efeito da temperatura e da restricdo alimentar sobre o padrdo de
expressado hepatico do receptor do horménio do crescimento (GHR), do fator de
crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e seu receptor (IGF-IR), aos 21 e 42 dias de
idade dos frangos de corte. Para tanto, aos 21 e 42 dias de idade, foram colhidas
amostras de tecido hepatico de 7 aves por tratamento (total de 21 aves/dia), para
guantificacdo dos niveis de RNAm dos genes do GHR, IGF-I e do seu receptor (IGF-IR)
pela técnica de PCR quantitativo em tempo real. Independente da temperatura de
criacdo, a restricdo alimentar exerce um efeito negativo na expressao do gene do GHR
no figado das aves jovens, sem maiores reflexos na expressdo do gene do IGF-I,
sugerindo que uma reducdo moderada nos niveis do RNAmM do GHR n&o compromete a
sinalizacdo do eixo somatotrofico no figado desses animais. O estresse térmico afeta a
expressdo dos genes hepaticos GHR e IGF-lI somente nas aves adultas, as quais
apresentam perfil inverso ao das aves restritas pelo “pair-feeding”, sugerindo que
mediante ao estresse caldrico a regulacdo do eixo hepatico GH - IGF-I ocorre de
maneira distinta da restricdo alimentar. A reacdo de amplificacdo do gene IGF-IR
apresentou formacao de produtos de amplificacdo inespecificos, assim como formacéo
de estruturas secundarias das moléculas dos iniciadores (dimeros e “hairpins”), o que

impossibilitou a andlise dos resultados.

Palavras-chave: frangos de corte, estresse por calor, “pair-feeding”, RNAmM de GHR,
RNAmM de IGF-I e de seu receptor IGF-IR
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Introducéo

O crescimento animal € um processo complexo, dindmico, controlado por uma
variedade de hormbnios que afetam diretamente o crescimento e desenvolvimento
animal. Dentre os hormbénios regulatérios, destacam-se pela sua importancia o
horménio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante & insulina | (IGF-I),
0S quais interagem com seus respectivos receptores, GHR e IGF-IR, estimulando ou
suprimindo eventos celulares que resultam no crescimento animal.

O GH sintetizado e armazenado nos somatotréfos, na glandula pituitaria anterior,
regula inUmeras funcdes celulares pela sua ligacdo aos seus receptores e pela ativagéao
de uma cascata de sinalizacao intracelular. No entanto, a regulacéo da ligacdo do GH
ao seu receptor (GHR) € muito complexa, haja vista os inuUmeros relatos, ora de
regulacao positiva, ora negativa, tanto da sua atividade de ligacdo quanto da expressao
do gene do GHR (MAO et al., 1997). Ademais, a regulacéo ocorre de acordo com a fase
de desenvolvimento do animal, apresentando padrdes diferenciados nos diferentes
tecidos e/ou estados fisioldgicos. Os resultados descritos na literatura, em relacdo ao
efeito da restricdo alimentar sobre os niveis de RNAmM de GHR em diferentes animais,
sdo conflitantes. DAUNCEY et al.(1994) relataram uma reducdo na expressao do GHR
no figado de suinos, enquanto que, um aumento tanto nos niveis de RNAm de GHR
guanto na atividade de ligacdo do GH foram observados por COMBES et al. (1997).
Analisando o efeito de diferentes niveis de restricdo alimentar (quantitativa e qualitativa)
no perfil de expressdo do RNAmM hepatico em frangos de corte, GIACHETTO (2002)
observou que a expressao foi reduzida pela restricdo protéica, aumentando no inicio da
puberdade com uma dieta balanceada. Segundo a autora, a expressao tanto do GH
guanto do GHR é modulada, pelo menos em parte, pela quantidade e principalmente
pela qualidade da dieta fornecida.

Apesar da presenca do GH na circulacdo ser essencial para uma taxa de
crescimento normal das aves, muitas acdes do GH sobre o crescimento ndo séo
realizadas de maneira direta, mas através de fatores mediadores. Entre estes, o IGF-I

se destaca por desempenhar um papel critico na fisiologia do crescimento e
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metabolismo das aves. A literatura mostra que a condicdo nutricional do animal, atua
como fator regulador tanto da expressao hepatica do IGF-I (BURNSIDE & COGBURN,
1992), quanto do seu receptor (MATSUMURA et al., 1996). Varios autores relataram
gue periodos de jejum ou restricdo alimentar quantitativa resultaram tanto em uma
diminuicdo na concentracdo plasmatica de IGF-1 (MORISHITA, et al., 1993; DEWIL et
al., 1999) como em uma menor expressao do seu RNAmM em frangos de corte (KITA et
al., 1996, 1998; GIACHETTO, 2002).

O IGF-I exerce seus efeitos no crescimento e metabolismo das aves através da
sua ligacdo aos seus receptores (IGF-IRs). Estes apresentam, portanto, importancia
fundamental nos mecanismos que levam aos processos de crescimento e
desenvolvimento nos animais. Em ratos, ha relatos de que a expressdo do RNAm de
IGF-IR é regulada pela fase de desenvolvimento (WERNER et al.,, 1989) e pela
condicao nutricional dos animais (LOWE et al., 1989). Em aves, no entanto, os relatos
referentes ao efeito do estado nutricional na expressao génica do IGF-IR sdo escassos.
MATSUMURA et al.(1996) mostraram um aumento de cerca de 3 vezes no nivel de
expressdo do RNAm do IGF-IR no musculo de frangos de corte submetidos a restricao
alimentar, enquanto que, GIACHETTO (2002) ndo observou efeito algum na expressao
do gene no musculo das aves restritas.

Um melhor conhecimento dos genes envolvidos no controle do crescimento e
desenvolvimento, no balanco energético e na manutencéo do peso corporal de frangos
de corte e o entendimento de como a expressdo dos mesmos € regulada pelo estado
nutricional, estimulo hormonal e fator ambiental (temperatura), podera colaborar
eficientemente para melhores praticas de criacdo e de manejo destas aves.

Frente ao exposto, este trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da
temperatura e da restricdo alimentar nos padrdes de expressao de genes pertencentes
ao eixo somatotrofico (GHR, IGF-I e IGF-IR), identificados como importantes na

regulacéo do crescimento e desenvolvimento das aves
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Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Setor de Avicultura da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal. Frangos de corte da
linhagem comercial Cobb-500® foram criados do 7° ao 42° dia de idade em duas
camaras climatizadas, sendo uma regulada para manter a temperatura em 32°C
durante todo o periodo experimental e a outra regulada para manter a temperatura
termoneutra (TN), conforme as recomendacdes do Guia de Manejo da Cobb® (2008).

Aos 7 dias de idade, o peso médio do lote (170,42 g * 5,04) foi determinado e as
unidades experimentais de mesmo peso médio foram montadas. Para tanto, foram
utilizados 441 frangos de corte, machos, distribuidos ao acaso em um esquema
temperatura/alimentacdo (32°C/Ad libitum; TN/Ad libitum; TN/Restrito), totalizando 3
tratamentos com 7 repeticdes de 21 aves cada. O esquema temperatura/alimentacao
ou “pair-feeding”, proposto por GERAERT et al.(1996), consiste em fornecer a mesma
guantidade de alimento consumido pelas aves expostas ao calor (32°C) para um grupo
de aves em temperatura termoneutra (TN); assim torna-se possivel isolar os prejuizos
causados pela acéo direta do calor no metabolismo das aves, do efeito da reducao no
consumo alimentar gerado pelo calor. Dessa forma, os frangos do tratamento
TN/Restrito receberam a mesma quantidade de racdo dos frangos criados em 32°C/Ad
libitum (quantidade do dia anterior). Para tanto, o consumo de racdo das aves criadas
em 32°C/Ad libitum foi medido diariamente e essa quantidade foi fornecida para as aves
do tratamento TN/Restrito. As aves do esquema TN/Ad libitum receberam racdo a

vontade.

Procedimentos experimentais

Coleta tecidual e isolamento do RNA total

No 21° e 42° dia de idade, 7 aves de cada tratamento (total de 21 aves/dia) foram
pesadas e sacrificadas por deslocamento cervical e, com a utilizacdo de instrumentos
cirargicos esterilizados, amostras de tecido do figado foram coletadas para as analises

das expressdes dos genes do GHR, IGF-I e do seu receptor (IGF-IR). Imediatamente
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apos as coletas, as amostras foram embaladas em papel aluminio, identificadas,
congeladas em nitrogénio liquido e transferidas para freezer a -80°C para posterior
extracdo de RNA total e quantificacdo dos padrbes de expressao génica pela técnica de
qRT-PCR.

As extracdes do RNA total das amostras de figado foram realizadas utilizando-se
o Kit RiboPure™ da Ambion. Aproximadamente 50mg do tecido foram pulverizados em
almofariz contendo nitrogénio liquido. Ap6s maceracao, o material foi transferido para
um tubo estéril de 1,5 mL contendo 1 mL de TRI Reagent (solugdo com fenol e
tiocianato de guanidina), incubando-o a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se 200 uL de cloroférmio e o tubo foi vigorosamente agitado por 15
segundos, sendo posteriormente incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos
este procedimento, centrifugou-se a amostra a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante (cerca de 400 pL) foi cuidadosamente transferido para um novo tubo
estéril de 1,5 mL, adicionando-se 200 pL de etanol absoluto e agitando-se
imediatamente por 5 segundos para evitar a precipitacdo do RNA. A seguir, transferiu-
se a amostra para uma coluna contida no Kit, acoplada em um tubo estéril de 2,0 mL, e
centrifugou-se o conjunto a temperatura ambiente por 30 segundos. O filtrado foi
descartado e a coluna retornou para o mesmo tubo. A lavagem da coluna constitui-se
de trés etapas. Na primeira, adicionou-se ao centro da coluna 250 uL de Wash Solution
centrifugando-a por 30 segundos a temperatura ambiente. O filtrado resultante foi
descartado, e a coluna acoplada ao mesmo tubo. Para eliminar os fragmentos residuais
de DNA, a coluna foi incubada por 30 minutos a 37°C com uma solu¢cdo composta por
20 pL da enzima RQ1 — RNase-free DNase (Prodimol, 1U/uL), 8 uL de 10 x Reaction
buffer e 52 uL de adgua DEPC. Para a segunda etapa de lavagem, adicionou-se 250 uL
de Wash Solution ao centro da coluna, centrifugando-a por 30 segundos a temperatura
ambiente. O filtrado resultante foi descartado, e a coluna acoplada ao mesmo tubo.
Repetiu-se 0 mesmo processo para a terceira lavagem utilizando-se agora 500 pL de
Wash Solution na coluna. A seguir, a coluna foi transferida para um novo tubo estéril de
1,5 mL.
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Para o processo de eluicdo do RNA, pipetou-se 100 yL de Elution Buffer
aquecido (55°C, 10 minutos) no centro da coluna, incubando-a a temperatura ambiente
por 2 minutos. A mesma foi entdo submetida a centrifugacdo por 30 segundos a
temperatura ambiente. Todo o conteudo filtrado (RNA total) foi estocado em freezer a -
20°C para o inicio da sintese de DNA complementar (CDNA).

Uma aliquota da amostra foi submetida a leitura em espectrofotdmetro (ND-100
NanoDrop Technologies), no comprimento de onda de 260nm (A260nm) e 280nm
(A280nm), para verificacdo de sua concentracdo e pureza (SAMBROOK et al., 1989). A
amostra de RNA foi considerada de boa qualidade quando a razdo A260nm/A280nm foi
entre 1,8 e 2,0.

Para avaliar a quantidade e a qualidade do RNA extraido, amostras de RNA total
foram submetidas ao equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) que
separa e detecta fragmentos de RNA pela aplicacéo de eletroforese capilar (CE) com
deteccéo de fluorescéncia induzida a laser (LIF).

As andlises foram realizadas com o Kit Agilent RNA 6000 Nano (Agilent
Technologies), composto por “chips” e reagentes préprios para amostras de RNA. Os
“chips” sédo estruturalmente formados por microcanais interconectados que permitem a
separacao por tamanho dos fragmentos de RNA via CE e deteccao pela LIF, presente
no sensor do equipamento. Assim sendo, seguiu-se as recomendacdes do fabricante
para o preparo do “chip” de separacdo de eletroforese em gel, introducdo dos
marcadores de tamanho, amostras e corantes. Dessa forma, aplicou-se nos
reservatorios indicados no “chip”, o gel com intercalador fluorescente (9 uL), o marcador
de corrida (5 pL), as amostras (1 pyL) e o padrdo de tamanho de corrida (1 pL). O “chip”
foi introduzido no equipamento, com tempo de andlise para 12 amostras de
aproximadamente 30 minutos entre preparacdo, aplicacdo das amostras, analise e
coleta de dados. A quantidade foi expressa em ng/uL e a qualidade, pelo niumero de
integridade do RNA (RIN).

Os dados obtidos foram analisados no “software” da Agilent Biosizing (Verséao A.

02.12). A presenca das bandas de RNA ribossomal (18S e 28S) no gel de eletroforese
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(Figura 1) e os picos das bandas 18S e 28S nos eletroferogramas (Figura 2),

foram analisados e considerados para a integridade e qualidade do RNA extraido.
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Figura 1. Eletroforese capilar em gel virtual de 1 pL de RNA total extraido do figado de
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frangos de corte de dez extracdes (1-10), utilizando-se o Kit RiboPure™ da
Ambion, evidenciando as bandas de RNA ribossomal (28S e 18S).

Figura 2
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. Eletroferograma de uma amostra d% RNA total extraido do figado de frango de
corte, utilizando-se o Kit RiboPure = da Ambion, evidenciando os picos das
bandas 28S e 18S de RNA ribossomal.
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A integridade do RNA total também foi analisada através de eletroforese em gel
de agarose (1,5%) em condi¢cdes desnaturantes, observando-se a presenca das bandas
de RNA ribossomal (18S e 28S) (Figura 3). Para tanto, pesou-se 0,6 g de agarose em
um erlenmayer de 125 mL e adicionou-se ao mesmo 32,5 mL de agua DEPC e 4 mL de
tampdo de corrida 10 x concentrado (MOPS 20 mM pH 7,0, acetato de sédio 5 mM,
EDTA 5 mM pH 8,0), submetendo-o em seguida ao microondas por 1,5 minutos. Apos
esse procedimento, adicionou-se 3,2 mL de formaldeido e a solugé&o foi transferida para
a cuba de eletroforese. Uma aliquota de RNA total (2,0 pg) foi preparada com 0,5 uL de
brometo de etideo, 3 uL de 4gua DECP e 15 uL de tampdo de amostra (750 pL de
formamida, 90 uL de formaldeido, 150 uL de tampéo de corrida 10 x, 135 pL de agua
DEPC, azul de bromofenol 0,4%) e incubada a 65°C por 7 minutos antes de ser
aplicada no gel solidificado. O gel foi entdo submetido a eletroforese por cerca de 2
horas, a90 V.

L e B B S B e e

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5%, de 2 ug RNA total extraido do figacifn) de
frangos de corte de sete extracdes (1-7), utilizando-se o Kit RiboPure da
Ambion, evidenciando as bandas de RNA ribossomal (28S e 18S).
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Sintese e purificacdo da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) por transcrigdo reversa
(RT) foi realizada através do Kit comercial SuperScript™ IIl First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen Life Technologies, USA), a partir de 5 ug de RNA total de figado e
utilizando-se oligo (dT) como iniciador. Para tanto, foram adicionados em um microtubo
especifico para reagdes de PCR, 5 ug de RNA total, 1 uL de oligo (dT)2o (50 uM), 1uL
de tampédo de anelamento e 4gua tratada com DEPC, para um volume final de 8 uL. A
reacdo de sintese do cDNA em termociclador (MJ Research, INC.), compreendeu uma
desnaturacao inicial de 65°C por 5 minutos, seguida de anelamento dos iniciadores a
20°C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram mantidas no gelo, adicionando-
se a cada reacdo 10 pL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2 pL SuperScript™
[IIRNAseOUT™ Enzime Mix. A reagado prosseguiu com a extensao da fita a 50°C por
60 minutos seguida de inativacdo da enzima a 80°C por 5 minutos. Ap0s essas etapas,
as fitas molde de RNA foram removidas através de digestdo com a enzima
Ribonuclease H (1U), por 22 minutos a 37°C. A seguir, adicionou-se a cada amostra,
1uL de EDTA (5M, pH 8,0) e 3 pL de agua milli-Q autoclavada, seguindo-se de rapida
centrifugacdo. As amostras foram transferidas para tubos estéreis de 1,5 mL
devidamente identificados.

Para iniciar o processo de precipitacdo do cDNA, adicionou-se por reacdo 25 pL
de agua milli-Q autoclavada, 5 pL de acetato de sodio (3M, pH 5,2) e 125 uL de alcool
etilico absoluto gelado. Apds misturar gentiimente a reacao, os tubos foram mantidos a
-20°C “over night”. No dia seguinte, as amostras foram submetidas a centrifugagao por
20 minutos, a 4°C, a velocidade maxima. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
(pelete) foi lavado com 1 mL de alcool etilico 70% gelado. As amostras foram
novamente submetidas a centrifugacdo por 6 minutos, a 4°C, a velocidade maxima,
descartando-se o0 sobrenadante. O pelete entdo foi seco em bomba a vacuo por 10
minutos e ressuspendido em 52 pL de agua milli-Q autoclavada. Os cDNAs foram
guantificados em espectrofotometro (ND-1000 NanoDrop Technologies), armazenados

em freezer a -20°C para posterior realizagdo do PCR em tempo real.
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Reacao de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

A expressao dos genes GHR (receptor do hormonio do crescimento), IGF-I (fator
de crescimento semelhante & insulina 1) e do IGF-IR (receptor do IGF-I) foi avaliada pela
técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR). As sequéncias dos oligonucleotideos
utilizados nas reagdes de gRT-PCR foram previamente publicadas, sendo as do GHR e
IGF-I descritas por WANG et al. (2007) e as do IGF-IR por TOSCA et al. (2007). Os
genes 28S, B-actina e GAPDH (gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase) foram testados
como genes normalizadores. Na tabela 1 estdo presentes as seqUéncias dos
oligonucleotideos com os respectivos numeros de acesso no “GenBank” e temperatura
de anelamento. Todas as reacdes de gRT-PCR foram feitas com sete replicatas
biologicas e duas replicatas técnicas. Para tanto, foram utilizadas 6,5 uL do reagente
Power Sybr Green (Applied Biosystems), 0,6 uM de cada iniciador especifico para cada
gene, 40 ng de cDNA e agua MilliQ (ultrapura) autoclavada para um volume final de
12,5 uL. Em todos os casos, 0s controles negativos (agua ao invés de cDNA) foram

incluidos para a transcricao reversa.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de qRT-PCR com os
respectivos niumeros de acesso no “Genbank” e temperatura de anelamento

(TA°C).
Gene? N” de acesso Sequéncia dos oligonucleotideos (5'—3") TA(°C)
(“GenBank”)

GHR NM_001001293 F? GATGACTCCGATGAAAAGAACAGA 56.1
R?> ATCCTTGGCTCCCAAGCAA 56.7

IGF-I NM_001004384 F TGGCCTGTGTTTGCTTACCTT 56.0
R TACGAACTGAAGAGCATCAACCA 56.1

IGF-IR NM_205032 F GGCCTGCCGCAATTACTACTA 55.8
R CGCCAGCCCTCAAACTTGT 57.3

B-actina NM_205518 F TGGGTATGGAGTCCTGTGGT 53.6
R AGGGCTGTGATCTCCTTCTG 52.9

GAPDH  AF047874 F GGATACACAGAGGACCAGGTTGT 55.6
R TTGCTGTATCCAAACTCATTGTCA 56.0

28S FM165415 F GGCGAAGCCAGAGGAAACT 55.5
R GACGACCGATTTGCACGTC 55.9

'GHR= receptor do horménio do crescimento; IGF-I= fator de crescimento semelhante & insulina
I; IGF-IR= receptor do IGF-I; GAPDH= gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase.
’F= forward; R= reverse.
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A reacéo foi entdo submetida ao protocolo de ciclos, seguindo as orientacdes do
fabricante no aparelhno GeneAmp 7500 (Applied Biosystems), descrito a seguir: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C. Por fim, foi empregado um ciclo final com temperatura crescente de
60°C a 95°C para obtencao da curva de dissociacdo dos produtos da reacdo utilizada
para andlise da especificidade da amplificagéo.

Dos seis genes utilizados no experimento foi possivel avaliarmos cinco, uma vez
gue a reacao de amplificacdo do gene IGF-IR apresentou formacdo de produtos de
amplificacdo inespecificos, assim como formacdo de estruturas secundarias das
moléculas dos iniciadores (“hairpins” e dimeros). Como o método de deteccao utilizado
é o de Syber Green nao foi possivel identificar nos resultados qual sinal foi proveniente
do “amplicon” e qual foi proveniente de moléculas ndo desejadas.

Assim, para os outros genes (GHR, IGF-I, GAPDH, 28S e B-actina) os resultados
foram analisados com base no valor de “threshold cicle” (Ct) ou linha de corte, definido
apos a reacao, sendo este ponto correspondente ao momento em que a amplificacao
atinge um limiar, que permite a analise quantitativa da expresséo do fator avaliado em
relacdo ao gene normalizador. Os valores de Ct foram obtidos utilizando-se o software
ABI Prism 7500 SDS versdo 1.1 (Applied Biosystems), sendo posteriormente
normalizados (ACt) com base nos valores de Ct obtidos para o gene normalizador. Ja
0s niveis relativos de expresséo dos genes avaliados foram calculados de acordo com o
método 22! ou “fold change”, descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001).

Resultados e Discussao

Andlises para a determinacdo do gene normalizador
Os genes 28S, B-actina e GAPDH candidatos a gene normalizador tiveram suas
taxas de expressdo analisadas pelos programas geNorm (geNorm Software) e

NormFinder (NormFinder Software).
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O programa geNorm € uma poderosa ferramenta a ser usada na selecdo dos
melhores genes para normalizacdo usando o principio de que a taxa de expressao de
dois genes normalizadores deva ser a mesma entre todas as amostras testadas,
independentemente das condicbes experimentais, isto é, ndo faz distincdo entre
situacdes intra-grupos (entre individuos, por exemplo) e inter-grupos (entre diferentes
tecidos e células) (OHL et al., 2006). Dessa forma, VANDESOMPELE et al. (2002),
definem como parametro para quantificar a estabilidade de genes candidatos a gene
normalizador o valor de M (“M-value”), onde os valores mais baixos indicam uma
expressado mais estavel.

De acordo com o proposto e fazendo-se o uso do programa geNorm, o GAPDH
se comportou como o melhor candidato a gene normalizador, com 0s menores valores
de “M-value” nas idades analisadas. Dessa forma, o GAPDH foi considerado entre os
candidatos a normalizador, o gene de menor interferéncia experimental aos 21 e 42
dias de idade dos frangos de corte, com valores de “M-value” de 0,7984 e 0,4956,
respectivamente.

Por outro lado, o principio do programa NormFinder € baseado na escolha de
dois genes que tenham a menor variacao de expressao tanto nas situacdes inter como
na intra-grupos. Assim sendo, o GAPDH também se comportou como o melhor gene
normalizador aos 21 dias de idade, apresentando o menor indice de variabilidade
(0,1784) tanto entre os candidatos a gene normalizador quanto entre a melhor
combinacdo de dois desses genes gerada pelo programa NormFinder (Tabela 2).
Entretanto, aos 42 dias de idade a andlise feita pelo programa considerou a
combinacdo dos genes GAPDH e 28S a mais estavel, ou seja, menor indice de
variabilidade (0,1709) entre os genes avaliados (Tabela 3).

Valendo-se do principio do programa NormFinder (andlises de expressao inter e
intra-grupos), consideramos neste experimento o GAPDH como o melhor gene
normalizador aos 21 dias de idade (Figura 4), e sua combinacdo com o0 gene 28S aos

42 dias de idade das aves (Figura 5).
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Tabela 2. Variabilidade de expressdo entre os candidatos a gene normalizador e a da

melhor combinacdo de dois genes gerada pelo programa NormFinder aos 21
dias de idade das aves.

Gene Variabilidade

B-actina 0,3290 Variabilidade do melhor gene (GAPDH) 0,1784
28S 0,6098 Variabilidade da melhor combinacéo de 2 genes 0,2019
GAPDH 0,1784 Melhor combinacéo de 2 genes B-actina e GAPDH

Tabela 3. Variabilidade de expressdo entre os candidatos a gene normalizador e a da

melhor combinacdo de dois genes gerada pelo programa NormFinder aos 42
dias de idade das aves.

Gene Variabilidade

B-actina 0,2309 Variabilidade do melhor gene (GAPDH) 0,2056
28S 0,3441 Variabilidade da melhor combinacéo de 2 genes 0,1709

GAPDH 0,2056 Melhor combinacéo de 2 genes 28s e GAPDH
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Figura 4. Estabilidade dos 3 genes candidatos a melhor gene normalizador segundo o
programa NormFinder aos 21 dias de idade das aves. O gene com 0 menor
valor de variabilidade é o de menor interferéncia experimental (GAPDH).
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Figura 5. Estabilidade dos 3 genes candidatos a melhor gene normalizador segundo o
programa NormFinder aos 42 dias de idade das aves. O gene com a menor
interferéncia experimental € aquele com o menor valor de variabilidade
(combinacédo do gene 28s com gene GAPDH)

Andlise da expressédo génica dos genes GHR e IGF-1 aos 21 e 42 dias de
idade das aves

2°44Ct 54 “fold

A expressao relativa para cada gene foi determinada pelo método
change” (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), onde o ACt foi dado pela diferenga entre o
“threshold cicle” (Ct) do gene avaliado e o Ct do gene normalizador, enquanto que, o
AACt foi determinado pela diferenca entre o ACt de cada tratamento experimental
(32°C/Ad libitum e TN/Restrito) e o ACt do tratamento referéncia (TN/Ad libitum),
utilizado como controle nessa pesquisa.

2*2%Y da abundancia de

Assim sendo, os resultados da expresséo relativa (
transcritos dos genes GHR e IGF-I no figado dos frangos, aos 21 e 42 dias de idade,
submetidos aos trés diferentes tratamentos de temperatura/alimentacdo, estao

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Expressdo relativa (2*“") dos genes GHR e IGF-I no tecido hepatico de
frangos de corte (N= 7) aos 21 e 42 dias de idade.

21 dias de idade

T°C/alimentacao 32°C/Ad libitum TN/Restrito TN/Ad libitum
2Ct U GHR 0,603 0,627 1,000
2°8ACt G- 1,266 1,113 1,000

42 dias de idade

T°C/alimentacao 32°C/Ad libitum TN/Restrito TN/Ad libitum
20Ct U GHR 1,611 0,356 1,000
27 C G- 0,791 1,224 1,000

Os dados apresentados na Tabela 4 evidenciam que, independentemente da
temperatura ambiental, a restricdo alimentar afetou os perfis da expressédo dos genes
GHR e IGF-1 no figado de frangos submetidos a diferentes temperaturas, tanto aos 21
guanto aos 42 dias de idade. Entretanto, a magnitude e a tendéncia das variacdes
observadas foram influenciadas tanto pela idade, quanto pela temperatura ambiente.

Nesse sentido, observa-se que as aves do tratamento TN/Restrito apresentaram
guantidades relativas de RNAm do GHR menores do que aquelas apresentadas pelas
aves do tratamento referéncia (TN/Ad libitum), tanto aos 21 quanto aos 42 dias de
idade. Contudo, verifica-se que a reducdo na expressdo do gene do GHR foi
consideravelmente mais acentuada nas aves adultas, que apresentaram valores 64,4%
menores do que os observados no tratamento referéncia, enquanto que nas aves mais
jovens essa diferenca foi de apenas 37,3%, ou seja, quase a metade do valor
apresentado pelas aves adultas. Por outro lado, as quantidades relativas de RNAmM do
IGF-1 foram discretamente superiores as do tratamento referéncia, apresentando
valores de 11,3% e 22,4% para as idades de 21 e 42 dias, respectivamente.

J4 em relacdo ao tratamento 32°C/Ad libitum, observa-se que o perfil de
expressdo do GHR e do IGF-1 no figado das aves aos 21 dias de idade foi similar ao
das aves de mesma idade do tratamento TN/Restrito, ressaltando-se que apesar da
magnitude moderada (26,6%), a expressao relativa do IGF-1 foi 2,35 vezes maior em

relacdo ao tratamento TN/Restrito, diferenca essa que pode ter contribuido para o
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melhor desempenho das aves submetidas ao tratamento 32°C/Ad libitum aos 21 dias
de idade. Por outro lado, aos 42 dias de idade as aves do tratamento 32°C/Ad libitum
apresentaram um padrao de expressao dos genes estudados completamente diferente
daquele apresentado pelas aves do tratamento TN/Restrito, no qual se destaca uma
expresséo relativa (em relacdo ao tratamento TN/Ad libitum) consideravelmente mais
elevada do gene do GHR (61,1%), enquanto que a do IGF-1 sofreu uma reducéo
apenas moderada, da ordem de aproximadamente 21%.

E consensual que o GH exerce consideravel influéncia em um grande nimero de
processos metabdlicos nas aves, atuando diretamente nas células alvo, mediante
ligacdo com seu receptor (GHR), ou indiretamente, modulando a producdo de outros
hormonios, dentre os quais os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs)
gue, agem de maneira enddcrina e/ou paracrina ou autécrina e possuem um papel
crucial na modulacdo do crescimento e do metabolismo desses animais.

Estudos quantitativos sobre a expressao dos genes do GH na hipéfise anterior e
do GHR no figado de aves submetidas as mesmas condi¢des tém demonstrado que os
perfis de expressdo desses genes sao inversamente relacionados, notadamente no
periodo de 21 a 42 dias de idade (HULL & HARVEY, 1998; ZHAO et al., 2003; Lu et al.,
2008), fato este que fornece consideravel evidéncia de que a expressdao do GHR no
figado € modulada pelo GH. De fato, o relato de que o niumero de receptores hepaticos
de GH foi inversamente correlacionado com a concentracdo plasmatica de GH
(VANDERPOOTEN et al., 1991), ja fornecia a base fisioloégica para o estabelecimento
dessa relacdo. Assim sendo, tais evidéncias sugerem fortemente que estes dois genes
podem exercer um papel sensorial, retransmitindo o sinal do perfil da expressao
invertida para os mecanismos celulares de regulacéo do crescimento (Lu et al., 2008).

Elevacbes nas concentracdes plasmaticas de GH tém sido observadas nos
casos de restricdo alimentar (HOCKING et al., 1994; BUYSE et al., 2000), restricdo
protéica (LAUTERIO & SCANES 1987) e jejum (SCANES et al., 1981). MCMURTRY et
al. (1988) e BUYSE et al. (1997) também relataram elevadas concentracfes circulantes
desse horménio durante a realimentacdo no plasma de frangos de corte previamente
restritos. No entanto, GIACHETTO (2002) observou niveis inferiores de RNAm do GH
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no cérebro de aves com restricdo energética em relagdo as aves controle, aumentando
consideravelmente a expressao de GH daquelas quando realimentadas.

A condicao nutricional também exerce influéncia sobre o nivel de RNAm do GHR
hepético. Assim, os niveis de expressdo do GHR foram reduzidos em 46,1% pela
restricdo alimentar qualitativa em frangos de corte, ao passo que a quantidade de
transcritos desse gene apresentou um aumento de 45,6% nas aves de postura que
receberam dieta formulada para frangos de corte (ZHAO et. al., 2003). Reducdes na
producdo de RNAmM do GHR também foram observadas por GIACHETTO (2002) em
frangos de corte em respostas a dieta com baixo teor de proteina. Assim sendo,
verifica-se que o estado nutricional do animal é um dos fatores que exerce grande
influéncia sobre o nivel de RNAmM do GH pituitario e do GHR hepatico.

A inducao da sintese de IGF-I pelo GH esta associada tanto a um aumento nos
niveis de RNAm do IGF-I quanto na transcricdo do seu gene (BICHELL et al., 1992).
Em aves, BURNSIDE & COGBURN (1992), relataram uma alta correlacdo entre
expressdo hepatica de RNAmM de IGF-l e seus niveis plasmaticos durante o
desenvolvimento pés-eclosdo, com um pico de ambos na 4% semana de idade. LU et al.
(2008) verificaram uma relacao positiva de expressao entre os niveis de RNAm do IGF-I
e GH até os 28 dias de idade, sugerindo que o IGF-I é o ponto-chave de controle do
eixo GH — IGF-I nas quatro primeiras semanas de idade das aves.

A expressao génica do IGF-I exibe uma tendéncia decrescente em animais em
jejum, sugerindo que os niveis de RNAmM podem ser regulados, pelo menos em parte, a
nivel transcricional (STRAUS & TAKEMOTO, 1990). Além dessa regulacéo, alteracdes
pos-transcricionais no RNAm e pos-traducionais na proteina também contribuem para a
determinacdo da quantidade de IGF-I circulante. A literatura também evidencia que a
condicao nutricional do animal atua como fator regulador tanto da expresséao hepatica
do IGF-1 (BURNSIDE & COGBURN, 1992) quanto dos seus niveis plasmaticos. Varios
autores relataram que periodos de jejum ou restricdo alimentar em frangos de corte
resultaram tanto em uma diminuicAo na concentracdo plasmatica de IGF-I
(MORISHITA, et al., 1993; DEWIL et al., 1999) como em uma menor expressao de seu
RNAm (KITA et al., 1996, 1998; GIACHETTO, 2002).
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Baseados nos resultados relatados na literatura, os dados sugerem que,
mediante a restricdo alimentar a regulacao da expressao do GH e de sua concentragao
plasmatica ocorrem de maneira distinta daquela observada durante o desenvolvimento.

Embora os niveis de RNAm de GH, assim como suas concentracdes plasmaticas
ndo tenham sido quantificadas no presente trabalho, € razoavel supor que a reducéo
nos niveis hepéaticos de RNAmM do GHR observada aos 21 e 42 dias de idade das aves
do tratamento TN/Restrito e aos 21 dias nas aves do tratamento 32°C/Ad libitum seja
devida ao aumento na producéo de GH induzido pela restricao alimentar.

Ainda, supondo que a concentracgao circulante do GH tenha sido aumentada pela
restricdo alimentar, pode-se inferir, que a resposta hepatica ao GH também foi elevada,
em termos de produgéo do IGF-I, nas aves criadas em TN/Restrito aos 21 e 42 dias de
idade e nas submetidas ao tratamento 32°C/Ad libitum, aos 21 dias de idade. No
entanto, os maiores niveis de expresséo do IGF-I nas aves submetidas aos tratamentos
experimentais (TN/Restrito e 32°C/Ad libitum) n&o proporcionaram um melhor
desempenho frente as aves do tratamento controle (Tabela 3, Capitulo 2). E
interessante ressaltar que, a reducdo dos niveis de RNAm do GHR nas aves dos
tratamentos TN/Restrito e 32°C/Ad libitum aos 21 dias de idade e nas aves do
tratamento TN/Restrito aos 42 dias de idade, ndo afetou de forma negativa as
guantidades de RNAm do IGF-I, sugerindo que a diminuicdo do RNAmM do GHR, pelo
menos na magnitude observada no presente trabalho, ndo interferiu na sinalizacéo
celular pelo GH.

Ademais, vale ressaltar que mecanismos regulatérios distintos devem estar
envolvidos na expressao hepética do IGF-1. Envolvidos neste complexo e integrado
sistema de regulacdo estdo além do hormbénio de crescimento e dos receptores
hepaticos do hormbénio de crescimento, proteinas carreadoras do IGF-I circulante e os
horménios tireoideanos (WOLF et al., 1989).

Aos 42 dias de idade, os niveis de RNAm do IGF-I e GHR foram,
respectivamente, 43% menores e 126% maiores, no tratamento 32°C/Ad libitum em
relacdo ao tratamento TN/Restrito. Considerando-se que o consumo de racao e ganho

de peso entre esses tratamentos foram iguais (Tabela 3, Capitulo 2), as diferencas
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observadas na expressdo desses genes pertencentes ao eixo somatotrofico,
decorreram muito provavelmente, de outros efeitos provocados pelo estresse térmico,
gue n&o a reducao no consumo.

A importancia do sistema endocrino como mediador da aclimatagdo ao estresse
ambiental, do crescimento e do metabolismo animal é evidente e, portanto, ndo é
surpreendente que 0 estresse térmico apresente um efeito relevante sobre os
hormoénios circulantes. Na literatura, alteracbes hormonais induzidas pelo estresse
térmico tém sido relatadas por varios autores (JOHNSON & VANJONACK, 1976;
COLLIER et al., 1982; McGUIRE et al., 1991; RHOADS et al., 2009; RHOADS et al.,
2010). No entanto, sao raros os experimentos que avaliam simultaneamente os efeitos
do estresse térmico e de alteracbes na ingestdo de alimentos sobre parametros
endocrinos. Até o presente momento, ndo ha na literatura dados referentes a expressao
de genes do eixo somatotrofico em reposta tanto ao efeito direto do estresse térmico
guanto do efeito da reducdo no consumo alimentar gerado pelo calor em aves.

Segundo BAUMAN & VERNON (1993), o eixo hipotalamo — hipdéfise — figado
estd acoplado em animais com balanco energético positivo, ou seja, a sintese e a
secrecdo do IGF-1 sdo dependentes da ligacdo do GH (enddgeno ou exdgeno) aos seus
receptores hepaticos, enquanto que, durante periodos de balanco energético negativo,
como a desnutricdo ou quando a demanda energética de producédo excede o consumo
de energia, o0 eixo torna-se desacoplado. Dessa forma, os mesmos pesquisadores
observaram em vacas leiteiras que quando o estado nutricional € gravemente
comprometido por um jejum a curto prazo, as concentracdes basais de IGF-1 sdo mais
baixas e a capacidade do GH exdgeno para aumentar os niveis de IGF-I € suprimida.
Um impacto similar do estado nutricional sobre o eixo GH — IGF-I foi observado em
bovinos (BREIER & GLUCKMAN, 1991) e outras espécies, incluindo humanos
(CLEMMONS & UNDERWOOD, 1991).

No entanto, em situacdo de estresse térmico, mesmo com reducdo no consumo,
alguns pesquisadores relataram diminuicdo nos niveis de GH (MITRA et al., 1972,
MOHAMMED & JOHNSON, 1985; McGUIRE et al., 1991). Os efeitos do estresse

térmico sobre variaveis do GH foram também avaliados por RHOADS et al. (2009) em
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bovinos. Os autores ndo observaram diferencas nas caracteristicas de pulsatibilidade
do hormodnio, no seu fator de liberagédo (GHRF) e nas suas concentragdes circulantes,
que foram similarmente reduzidas tanto nas vacas submetidas ao estresse térmico
quanto nas criadas em sistema “pair-feeding”. Apesar das similaridades nas
concentracfes plasmaticas de GH, os niveis de RNAm do IGF-I foram reduzidos nos
animais em estresse térmico, mas nao nos animais em “pair-feeding” (RHOADS et al.
2010), resultados semelhantes aos encontrados neste experimento, sugerindo que um
desacoplamento do eixo hepatico GH — IGF-I pode ocorrer durante o estresse térmico.
Estes autores também observaram que os niveis de GHR hepético foram reduzidos no
estresse térmico, mas ndo nos animais em sistema “pair-feeding”, embora os mesmos
nao tenham encontrado uma explicacéo plausivel para o fato. Em contrapartida, neste
experimento, um aumento nos niveis do GHR foi observado nas aves do tratamento
32°C/Ad libitum, sugerindo que a expressao do GHR nas aves submetidas ao estresse
térmico ocorre de acordo com aquela observada durante a fase final do crescimento
(LU et al., 2008), cujos niveis aumentam constantemente, entre 28 e 42 dias de idade, e
inversamente ao niveis de GH.

Ainda, de acordo com os resultados apresentados na literatura, os dados
sugerem que, mediante o estresse térmico a regulacdo do eixo hepatico GH — IGF-I
pode ocorrer de maneira distinta daquela observada durante a restricdo alimentar aos
42 dias de idade das aves.

Baseado na hipotese de que os niveis de GH plasmatico diminuem durante o
estresse térmico, poder-se-ia pensar que a capacidade de resposta hepatica ao GH
envolve, pelo menos em parte, mecanismos independentes da reducéo no consumo de

racao.

Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
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- Independente da temperatura de criacdo, a restricdo alimentar exerce um efeito
negativo na expressdo do gene do GHR no figado das aves jovens, sem maiores
reflexos na expressao do gene do IGF-I, sugerindo que uma redugcdo moderada nos
niveis do RNAm do GHR ndo compromete a sinalizagdo do eixo somatotréfico no figado
desses animais.

- O estresse térmico afeta a expressado dos genes hepaticos GHR e IGF-I1 somente nas
aves adultas, as quais apresentam perfil inverso ao das aves restritas pelo “pair-
feeding”, sugerindo que mediante ao estresse calérico a regulacdo do eixo hepatico GH

- IGF-1 ocorre de maneira distinta da restricao alimentar.
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