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Resumo Geral

DELLA-FLORA, Raquel Pillon. Estudo epigénico e morfométrico em uma
linhagem de codornas de corte. 2017. 62f. Tese (Doutorado) — Programa de
P6s-Graduagdo em Zootecnia Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

O objetivo desta tese foi avaliar a expressao génica do fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF-1) e do receptor do horménio do crescimento
(GHR) no figado e musculo do peito de codornas de corte e avaliar o
desenvolvimento muscular de cortes comerciais através do diametro das fibras
musculares do peito e coxa em aves alimentadas com dietas contendo
diferentes niveis de suplementacdo de metionina, em duas geracles
sucessivas. Foram utilizadas codornas dos 22 aos 42 dias de idade,
distribuidas em trés e cinco tratamentos na primeira e na segunda geracoes,
respectivamente. Ao final, foram coletadas amostras do figado e muasculo do
peito para extracdo de RNA total, e musculo do peito e coxa para a analise
morfométrica. Os resultados mostraram que a expressao dos genes GHR e
IGF-I sofreu influéncia da suplementacdo. No quinto tratamento, onde apenas a
primeira geragao recebeu uma suplementacao acima do padréo das exigéncias
para o periodo, houve uma expressao significativamente maior do GHR tanto
no musculo do peito quanto no figado e igualmente do IGF-I no muasculo do
peito. As aves que receberam mais metionina que as exigéncias da dieta na
fase de postura (T3), apresentaram menor peso ao abate e menor diametro de
fibras musculares em relacdo ao musculo da coxa quando comparadas aos
outros tratamentos. Na fase de postura, as aves alimentadas com dieta basal
(T1) e dieta conforme as exigéncias da espécie (T2), apresentaram maiores
pesos corporais que as suplementadas com 20% a mais de metionina (T3)
(P<0,05), sendo que nao houve diferenca significativa para as aves que nao
receberam suplementacao na segunda geracdo. Quanto ao diametro das fibras
musculares do peito, as aves que receberam suplementacdo além das
exigéncias de metionina nas duas geracodes tiveram pior resultado comparados
aos outros tratamentos, mas nédo diferiram significativamente das que
receberam metionina em excesso apenas na primeira geragao.

Palavras-chave: crescimento; extracdo de RNA; histomorfometria.



Abstract

DELLA-FLORA, Raquel Pillon. Epigenic and morphometric study in a
slaughter line of quail. 2017. 62f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-
Graduacao em Zootecnia Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

The aim of this thesis was to evaluate the gene expression of insulin-like growth
factor | (IGF-1) and growth hormone receptor (GHR) in the liver and chest
muscle of slaughter quails and to evaluate the muscle development of
commercial cuts through the chest and thigh muscles fibers diameter. The birds
were fed with diets containing different levels of methionine supplementation in
two successive generations. Quails were used from 22 to 42 days old,
distributed in three and five treatments in the first and second generations,
respectively. At the end, samples were collected from the liver and chest
muscle for extraction of total RNA, and from chest and thigh muscles for
morphometric analysis. The results showed that GHR and IGF-I gene
expression was influenced by supplementation. In the fifth treatment, where
only the first generation received a supplementation above the standards
requirements for the period, there was a significantly greater expression of GHR
in both liver and chest muscle and also IGF-I in the chest muscle. The birds that
received more methionine than the diet requirements in the laying phase (T3)
presented lower weight at slaughter and smaller diameter of muscle fibers in
relation to the thigh muscle when compared to the other treatments. In the
laying phase, birds fed with a basal diet (T1) and diet according to the specie
requirements (T2) presented higher body weights than those supplemented with
20% more methionine (T3) (P <0.05), where there was no significant difference
from the birds that did not receive supplementation in the second generation.
Regarding the chest muscle fibers diameter, the birds that received
supplementation beyond methionine demands in the two generations had worse
result compared to the other treatments, but did not differ significantly from
those that received methionine excess only in the first generation.

Keywords: growth; RNA extraction; histomorphometry.
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1 INTRODUCAO

A exploracdo comercial das codornas de corte apdés a modernizacao
da producdo animal encontra-se em expansdo. Antes desse novo mercado
chamar a atengdo dos criadores, machos e fémeas das criacbes de
codornas voltadas para postura (Coturnix japonica) eram utilizados para o
abate e comercializacdo da carne. Os machos nascidos eram recriados
para o abate e as fémeas eram abatidas ao final do periodo de producéo de
ovos, utilizando-se animais mais velhos e com caracteristicas de carcaca
nao padronizadas para esse fim.

Porém, com um mercado consumidor cada vez mais exigente para a
qualidade da carne e pelo grande potencial que apresenta, teve inicio a
producdo de uma linhagem de codornas européias (Coturnix coturnix)
voltada exclusivamente para esta finalidade, com peso ao abate maior em
relacéo a linhagem de postura, idade ao abate entre 35-42 dias, resultando
em atividade promissora e vem aumentando ano a ano, como podemos
observar nos dados do IBGE, onde em 2013 o efetivo era 18.171.955 aves,
passando em 2015 para 21.986.942 aves. O estado de S&o Paulo
concentra mais da metade dessa producdo, seguido pelo Espirito Santo e
Minas Gerais. Esses trés sdo responsaveis por aproximadamente 74% da
producéo nacional. O Rio Grande do Sul, nos ultimos dois anos passou da
oitava para a sétima posicao, representando em torno de 2,7% da producao
nacional.

As codornas europeias apresentam crescimento mais rapido que as
japonesas, em todas as idades, e ambas apresentam o pico maximo de
taxa de crescimento aos 27 dias, provavelmente sendo esse o periodo de
maior deposicado de proteina e dgua na carcaca.

Logo ap0s esse pico de crescimento a taxa diminui e o ganho passa
a ter um retorno decrescente, com aumentos da deposi¢cao de gordura em

visceras e retengcdo de nutrientes no ovario-oviduto. Com 35 dias de idade,
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0 peso das codornas de corte se aproxima de 200g, ou seja, cerca de 25
vezes o0 peso delas com 1 dia de idade (~8g). (SILVA, et al., 2012).

Nos ultimos anos, a procura por cortes comerciais de carnes de aves e
produtos pré-processados tem aumentado devido a preferéncia do consumidor
pela praticidade. Assim, as empresas do setor avicola tém dado atencéo
especial a qualidade e tamanho dos cortes. No Brasil, 0 preco da carne de
codornas de corte € elevado, tornando este produto pouco competitivo no
mercado varejista em relacdo a outras carnes de aves, sendo mais cara do que
muitos cortes sofisticados de outras espécies. Para aumentar 0 acesso da
populacdo a carne de codorna, sera preciso investir em pesquisas que tenham
0 objetivo de elevar a producéo nacional de codornas de corte, a fim de atingir
melhorias nas linhagens atuais e em estratégias de marketing, que deixem
claras todas as qualidades do produto, a fim de promové-lo, reduzindo seu
preco, aumentando sua competitividade e garantindo o seu lugar, tanto nos
supermercados quanto na mesa dos brasileiros.

Em sistemas de producdo da carne, o conhecimento dos fatores que
determinam o crescimento e o desenvolvimento dos tecidos e do organismo
sdo fundamentais para a adequacdo de programas de melhoramento, manejo
nutricional, entre outros, para alterar a quantidade e a qualidade da carne
produzida.

Estudos tém sido desenvolvidos buscando conhecimentos sobre o
desempenho, exigéncias nutricionais e caracteristicas da carcaca, para que 0s
produtores possam realizar sua exploracdo de forma mais organizada e, com
isso, tornar esta carne disponivel a todos.

A alimentacdo das aves é responsavel por 75% do custo total da
producdo (FREITAS et al., 2005), desempenhando um papel fundamental na
criacao.

Novos estudos levaram a percepg¢do de que ndo soO alguns nutrientes séo
essenciais, mas que suas quantidades especificas também sdo muito
importantes (MUTCH et al., 2005). Portanto, é indispensavel administrar racdes
devidamente balanceadas, capazes de satisfazer as necessidades da ave e
permitir seu perfeito desenvolvimento (MURAKAMI e ARIKI, 1998). Daquela
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porcentagem, cerca de 25% corresponde a proteina da dieta (FREITAS et al.,
2005). Pode ocorrer danos ao desempenho das aves pelo desbalanco,
antagonismo e toxidez, caso ocorra erro na dosagem de nutrientes,
especialmente os aminoacidos, elevando ainda mais este percentual. (SILVA e
RIBEIRO, 2001).

As exigéncias de proteina bruta e de energia metabolizavel das codornas
podem sofrer alteracbes pela idade, sexo, linhagem, aminoacidos na dieta
entre outros (MORAES e ARIKI, 2009). Esses fatores podem influenciar de
forma diferente nas varias espécies de aves, devido as caracteristicas
anatdbmicas que as mesmas apresentam, em termos de tamanho e
comprimento dos 6érgdos do trato gastrointestinal, particularidades fisioldgicas
e, as vezes, habitos alimentares (MURAKAMI e FURLAN, 2002). Também a
qualidade da matéria prima, fatores anti-nutricionais, contaminagdes por outros
graos, fungos e bactérias certamente afetam a criacdo, causando prejuizos a
producao animal.

As proteinas contidas na alimentacdo, apds serem digeridas no
organismo por processos conhecidos, liberam sua unidade menor que séo os
aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos. Os aminoéacido integrardo a formacao
de mdsculos, enzimas, células e hormbénios, mostrando que este
macronutriente é de fundamental importancia para o organismo.

Atualmente, a utilizacdo de aminodacidos sintéticos permite a formulacao
de dietas com teores reduzidos de proteina bruta, porém sem que ocorram
deficiéncia nem excesso de aminoacidos essenciais. Dentre os aminoacidos
essenciais, a metionina se destaca, pois € o primeiro limitante para aves. Esse
aminoacido sintético, ao ser incorporado em racles, pode também ser
convertido em cistina (Cys) e, assim, elevar os niveis de aminoacidos
sulfurados (Met + Cys) da racéao (OLIVEIRA NETO et al.,2000).

Caracteristicas produtivas como taxa de ganho de peso diario e
composicdo do ganho de peso (proteina e gordura) também séo influenciadas
por outros mecanismos biologicos além da alimentacdo. Entre estes, estdo os
horménios relacionados ao crescimento, como o fator de crescimento

semelhante a insulina | (IGF-I) e o receptor do horménio do crescimento (GHR).
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Ainda, a deposicdo proteica, obtida pelo balanco entre a sintese e a
catabolismo de proteinas pelo metabolismo animal, também € responséavel, em
grande parte, pelo crescimento. Autores afirmam que estes dois caminhos
distintos sdo produtos da mesma rota biologica (SACHECK et al., 2004) e que
a concentracdo hormonal e a composicdo da dieta sdo fatores que podem
determinar qual deles ir4 prevalecer.

A taxa de crescimento esta ligada a eficiéncia alimentar, bem como a
deposicdo de massa muscular. A deposicdo de massa é produto da sintese
protéica, promovida em parte por horménios ligados ao crescimento.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao
génica do IGF-l e do GHR no figado e musculo do peito, determinar o diametro
das fibras musculares do peito e coxa de codornas de corte, avaliar qual
concentracdo de metionina+cistina conferiu maior aumento das fibras
musculares e peso corporal e se ha transferéncia vertical dessas
caracteristicas para a prole, em duas geracfes de selecdo, alimentadas com

dietas em diferentes niveis de suplementacdo de metionina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Codornas

A coturnicultura tem apresentado um notoério crescimento nos ultimos
anos, tanto para a producdo de ovos quanto para a de carne. Atualmente,
apresenta-se como atividade estavel, rentdvel e com boas perspectivas de
crescimento para 0s anos seguintes, pelas suas caracteristicas de interesse
como rapido crescimento da ave, precocidade de idade de postura e abate,
produtividade elevada, maturidade sexual (35 a 42 dias de abate), necessidade
de pequenas instalacbes (que acomodam um numero grande de aves),
longevidade em producdo (14 a 18 meses), estas Ultimas superiores as
galinhas e perus, reduzido periodo de incubacdo dos ovos (17 dias), baixo
investimento inicial, pequeno consumo de racéo, facil manuseio, rapido retorno
financeiro, excepcional sabor exético da carne, responsavel por iguarias finas e
sofisticadas, podendo se tornar uma fonte de renda complementar dos
pequenos produtores rurais.

A carne de codorna tem sido uma O6tima alternativa para o consumo
humano, apresentando um bom custo-beneficio, em diversas partes do mundo.
E escura, macia, saborosa e pode ser preparada da mesma maneira que a de
frango de corte. Apresenta bons indices de proteina animal, alto valor nutritivo
com vitaminas B6, niacina, B1, B2 e acido pantoténico, é altamente palatavel e
apresenta baixo teor de gorduras. Também apresenta grandes concentracfes
de ferro, fésforo, zinco e cobre quando comparada a carne de frango.
(MORAES e ARIKI, 2009).

A quantidade de colesterol da carne de codorna atinge valores
intermediarios (76 mg) entre a carne de peito (64 mg) e da coxa e sobrecoxa
(81 mg) do frango. A maioria dos niveis dos aminoacidos encontrados na carne
de codorna sao superiores aos de frango. Na tabela 1 se observa a diferenca

da composicéo nutricional do peito e coxa da carne de frango e a codorna.
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Tabela 1 - Composicado nutricional da carne de frango (peito e coxa) e de
codorna. (em 100 gramas)

Componentes ‘ Frango ‘ Codorna
Peito Coxatsobrecoxa Codorna
Composicdo do Alimento(%)
Agua (g) 69,46 65,42 69,65
Energia Meta. (Kcal/Kg) 172,0 237 192
Proteina (g) 20,85 16,69 19,63
Gordura(g) 9,25 18,34 12,05
Vitamina C (mgQ) 1,00 2,1 6,1
Minerais (g) 1,01 0,76 0,9
Acido Pantoténico (mg) 0,804 0,994 0,772
Vitamina B6(mg) 0,53 0,25 0,6
vitamina B12(mg) 0,34 0,29 440
Vitamina A(ui) 83 170 73
Amino4cidos
Triptofano(g) 0,237 0,185 0,288
Treonina (g) 0,869 0,687 0,945
Leucina(g) 1,534 1,207 1,645
Lisina(g) 1,725 1,348 1,645
Metionina(g) 0,563 0,441 0,591
Cistina(g) 0,274 0,224 0,34

Fonte: http://yohimbe.org/nutrients

A carne de codorna é uma boa fonte de proteina de origem animal. Na
Europa as aves melhoradas atingem 260 a 280 gramas ao abate. Na Franca,
Italia, Espanha e Grécia o consumo per capita anual de carne de codorna é de
300 gramas e especialmente na Espanha e Franca a producédo desta carne
representa, respectivamente, 0,4 e 1,4% do total de carne de aves produzida.
(MORAES e ARIKI, 2000).

No Brasil, o consumo de carne de codorna € pequeno, sendo maior o
consumo de ovos. Assim, grande parte da carne de codorna consumida no
pais origina-se de animais de descarte, como fémeas no final de producéo de
0ovos, 0 que leva o consumidor a adquirir produto de menor qualidade. Estas
carcacas sdo de menor tamanho em comparagao as carcagas de codornas tipo
carne, sendo a carne endurecida, pela idade das aves, o que prejudica a
imagem do produto perante os consumidores. A producéo correta de codornas

para o abate, ou seja, usando linhagens especificas para corte, permite ao
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produtor um lucro diferenciado por se tratar de uma carne exdética e de
qualidade.

Recentemente tem-se verificado um aumento na exploracdo da
coturnicultura no Brasil, principalmente nas regides sudeste, nordeste e sul do
pais. Empresas tém se incluido neste ramo de atividade atuando na producao
de carne in natura, inclusive com perspectivas de exportacao.

O desenvolvimento de material genético superior nos programas de
melhoramento genético pode ser feito através de selecdo e/ou cruzamento
dos animais geneticamente superiores.

O Departamento de Zootecnia da UFPel, por anos e em quinze
geracbes sucessivas fez essa selecdo, a qual era realizada pelo peso
corporal aos 21 dias de idade, estimando-se parametros genéticos para
caracteristicas de interesse econémico, como peso corporal, producéo,
peso e massa de ovos, fertilidade e percentagem de ecloséo, fazendo a
selecdo através de curvas de crescimento e producao de ovos, comparando
metodologias como a utilizacdo de modelos de regressao aleatoria e
analise unicaracteristica, ambos pelo REML e uso da andlise bayesiana.
Igualmente, o seu desenvolvimento foi avaliado pelas caracteristicas da
carcaca através da alometria e analise sensorial, tecidual e bromatolégica.

Com isso, plantéis de reproducédo foram formados a cada geracéao, a
partir da selecdo dos animais geneticamente superiores, para formar a

préxima geracao.

2.2 Aminoacidos

O aminoacido € uma molécula organica que contem um grupo amina
(NH2) e um grupo carboxila (COOH). Os aminoacidos se unem através de
ligacbes peptidicas, formando os peptideos e as proteinas (CHAMPE e
HARVEY, 1996).

Existem mais de 20 aminoacidos que constituem as proteinas dos
animais, sendo todos considerados fisiologicamente essenciais. As aves

conseguem sintetizar 10 destes 20 aminoacidos. Os outros devem ser
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fornecidos através da dieta, sendo considerados aminoécidos essenciais na
composicdo desta. Sao eles: metionina, triptofano, treonina, arginina,
isoleucina, leucina, histidina, fenilalanina e valina. A tirosina e a cistina séo
consideradas como “semiessenciais”, desde que possam ser sintetizadas a
partir da fenilalanina e da metionina, respectivamente. (RAVIDRAN e BRYDEN,
1999).

As dietas das aves tém como base o milho e o farelo de soja. Os trés
primeiros aminoacidos limitantes sdo metionina, lisina e treonina (nesta ordem).
Os aminoécidos sédo classificados como limitantes quando apresentam baixa
concentracdo na composicado da dieta para permitir o crescimento maximo das
aves, devendo ser suplementados pelo uso de aminoacidos sintéticos.

Interacdes entre aminoacidos também ocorrem e podem acarretar em
deficiéncias, desbalancgos, antagonismos e toxidez.

A deficiéncia de alguns aminoacidos pode resultar em um aumento do
consumo alimentar para atender as necessidades diarias, tendo como
consequéncia uma deposicédo desproporcional de tecido adiposo em relacdo a
deposicdo muscular. Uma ligeira deficiéncia nao ira refletir inicialmente nos
resultados de ganho de peso, mas no aumento da proporcao de tecido adiposo
dos animais, devendo ser uma das causas apontadas como fonte de obesidade
em algumas espécies, como frangos de corte, perus, patos e codornas
(KLASING, 1994).

A exigéncia aminocidica para as aves € influenciada pela expressao
genética, densidade cal6rica da dieta, condicbes ambientais, densidade
populacional, estado sanitario, etc, tornando-a de dificil definicdo. (ARAUJO et
al., 2001). Entretanto, estudos tém mostrado que quando se tem deficiéncia ou
desbalanco de aminoacidos ocorrem reacdes variadas por parte das aves,
promovendo alteragcdes no consumo alimentar, pois 0 excesso de aminoacidos
leva a diminuigdo do desempenho (TORRES et al., 2005).

2.2.1 Metionina+cistina
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A metionina e a cistina sdo consideradas aminoacidos fisiologicamente
essenciais para manutencao, crescimento e para o desenvolvimento das penas
das aves (PINTO et al., 2003).

A metionina € o primeiro aminoacido limitante para codornas de corte,
devido & composic¢do dos alimentos utilizados em suas dietas e em fungéo da
grande exigéncia das aves por este aminoacido. Assim, essa alta exigéncia de
metionina reforca a necessidade de suplementacdo deste aminoacido na dieta
de codornas de corte para se alcancar o desempenho adequado. Além disto, a
metionina participa ndo apenas na sintese proteica, mas também em outras
reacfes metabdlicas importantes para manter o desempenho adequado, como
por exemplo, atuando como doador de enxofre (WU e DAVIS, 2005),
participando da sintese de glutationa (PIOVACARI et al., 2008) e como doador
do grupo metil, através da S-adenosilmetionina (SIMON, 1999). A S-
adenosilmetionina (SAM) € um composto responsavel pelas metilacdes
essenciais para a biossintese de uma variedade de compostos celulares, como
creatina, carnitina, fosfolipideos e proteinas (STIPANUK, 2004).

No organismo, em condicbes normais, a metionina pode ser
catabolizada e convertida em cistina, porém esta conversao nao é reversivel.

Muitos estudos avaliaram a influéncia da suplementacdo de metionina
(CORREA et al., 2006; CORREA et al., 2010; FERREIRA et al., 2012) sobre o
desempenho de codornas de corte. Entretanto, poucos estudos foram
realizados mostrando a influéncia da metionina ou de outros nutrientes sobre a
expressao génica.

As aves podem adaptar seus metabolismos a condi¢fes fisioldgicas e
ambientais que estdo em constantes mudancas, e requerem respostas
metabdlicas coordenadas pela expressdo de genes especificos na presenca ou
auséncia de nutrientes apropriados (AVEROUS et al.,, 2003). A acado dos
aminoacidos neste processo tem se tornado tema de pesquisas recentes,
sendo que uma das a¢des dos aminoacidos na regulacdo da expressado génica
ocorre diretamente através da modulacdo do mMRNA, com efeito sobre
proteinas e fatores de traducéo (KIMBALL e JEFFERSON, 2004).
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2.3 RNA

O melhoramento genético, nas ultimas décadas, vem proporcionando
grande melhora no desempenho das aves (HARVENSTEIN et al., 2003).

As restricdes de nutrientes na dieta materna, causam grande impacto na
metilacdo do DNA de genes importantes ou regides génomicas durante o
desenvolvimento fetal, resultando em um efeito a longo prazo. Essa regulacéo
€ conhecida como Epigenética, ou seja, mudancas na expressao de genes que
ocorrem sem alteragcdo na sequéncia de DNA. (BIDLACK e RODRIGUEZ,
2012).

Na producdo animal, caracteristicas de interesse como eficiéncia
alimentar e reprodutiva, sdo expressas em funcéo da genética, do ambiente e
também em funcdo da interagdo entre estes dois fatores. Caracteristicas
produtivas, como taxa de ganho de peso diario e composicdo do ganho de
peso (proteina e gordura) sdo influenciadas por diversos mecanismos
biologicos. Entre estes, estdo os hormdnios relacionados ao crescimento, tais
como o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I) e o receptor do
horménio do crescimento (GHR), bem como a alimentac&o fornecida para as
aves. O crescimento é devido em grande parte a deposicéo proteica. Esta, por
sua vez, é dada por um balanco entre a sintese e catabolismo de proteina pelo
metabolismo animal. Autores afirmam que estes dois caminhos distintos séo
produtos da mesma rota biolégica e que a concentracdo hormonal e a
composicdo da dieta sdo fatores que podem determinar qual destes ira
prevalecer. (SACHECK et al., 2004)

Os genes séo conhecidamente importantes na producéo de substancias
funcionais, como o IGF-I e GH, que atuam diretamente no metabolismo e no
crescimento das aves. O crescimento das aves € dado pela agdo do eixo
somatotrofico, com acdo principal do horménio do crescimento (GH). A
atividade do GH é causada por sua ligacdo ao GHR, seguido pela ativacéo de
gene nuclear especifico para codificagcdo de IGF-l. O IGF-I liberado na

circulacdo sanguinea se liga ao receptor especifico chamado de IGF tipo-1,
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desempenhando papéis cruciais na proliferacdo, diferenciacédo e transformacgéao
em uma variedade de tecidos (VAN VUGHT et al., 2008).

As células somatotrofipicas da hipdfise sao responsaveis pela producéo
do GH e sua sintese € estimulada pela ligacdo entre o horménio liberador de
GH (GHRH), sintetizado pelo hipotdlamo, e seu receptor (GHRHR)
(MARTINELLI JUNIOR et al., 2002). O IGF-I ¢ uma proteina de estrutura
semelhante a insulina, sendo sintetizado no figado em maior quantidade e em
menor quantidade em outros tecidos (SCHWANDER et al., 1983), podendo
sofrer influéncia da dieta, tanto por sinais transcricionais quanto traducgéo.

Com relacdo ao GHR, é um importante regulador do crescimento e da
composicao corporal e seus efeitos sdo promovidos através da estimulacdo da
sintese e liberacdo do IGF-I. O GHR, por sua vez, € uma proteina integral de
membrana de 620 aminoacidos (VAN VUGHT et al., 2008).

O IGF-I possui um importante papel na taxa de crescimento corporal de
aves, e guanto menor o seu nivel encontrado, pior sera o crescimento corporal
(SCANES et al., 2009). Tem-se observado maior sintese e menor degradacao
protéica em aves com maior nivel de IGF-I plasmatico, 0 que resulta em maior
deposicao de musculo esquelético (COLON e KITA, 2002). Muitos autores tem
mostrado relagdo entre administragdo de aminoacidos, como a metionina, e a
secrecdo de GH (GROSCHL et al., 2003; COLLIER et al., 2005), e ainda, que o
desempenho mediado pela acdo do IGF-I também pode ser influenciado pela
suplementacdo da metionina, j& que estudos mostram que aves recebendo
dieta deficiente em metionina apresentaram menor crescimento (CAREW et al.,
2003).

Pode-se convir que existe a hipétese de que a expressao de IGF-I
mediada pelo GH pode ser afetada pela quantidade de metionina na dieta.
Através da medida da expressdo de GHR pode-se avaliar se este receptor é
importante no sistema de agdo GH/IGF-I sobre o crescimento, devendo haver a
ligacdo GH-GHR para estimular diversas rotas de sinalizacao, entre estas, a de
sintese e a liberagédo do IGF-I. A inclusdo de metionina na dieta pode levar a
deposicao protéica, por estimular a sintese de proteina corpérea, via inducao

de maiores quantidades de IGF-I e de GH.
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Apesar de ainda nao estar bem esclarecido como que as mudancas na
suplementacdo de aminoacidos possam iniciar alteracdo na expressdo de
genes como GH e IGF-I, por exemplo, sugere-se que a atividade da mTOR
(alvo da rapamicina de mamiferos), enzima envolvida na regulacdo da sintese
proteica, possa mediar tal ocorréncia (STUBBS et al., 2002).

A técnica de transcricdo reversa seguida pela PCR em tempo real (QRT-
PCR) é um dos meétodos utilizados para analise da expressdo génica. Esta
técnica € considerada altamente sensivel, permitindo que até mesmo pequenas
diferengas na expressao de determinado gene seja observada, além de outras
caracteristicas positivas como resultados de quantificacdo rapidos e alta
acuracia (PFAFFL, 2001).

Muitos estudos avaliaram a influéncia da suplementacdo de metionina
(CORREA et al., 2006; CORREA et al., 2010; FERREIRA et al., 2012) sobre 0
desempenho de codornas de corte. Entretanto, poucos foram realizados
mostrando a influéncia da metionina ou de outros nutrientes sobre a expressao
génica. O estudo da influéncia de niveis de metionina na dieta de aves sobre a
expressdo de genes envolvidos no crescimento pode auxiliar a explicar
diferencas obtidas no desempenho, em funcdo das modificagcbes ocorridas

devido a mudancas fisiol6gicas a nivel celular ou molecular.

2.4 MuGsculo

A musculatura das aves quando transformada em carne no periodo post
mortem constitui importante fonte de proteina de alta qualidade para a
alimentacéo e nutricdo humana.

Quanto a composicdo dos musculos dos animais domésticos € correto
afirmar que ha variabilidade de acordo com alguns caracteres, como a espécie
do animal, a plasticidade morfologica (raca) dentro da espécie, género (machos
apresentam maior numero de fibras musculares que as fémeas, o que confere
maior ganho de peso diario), maturidade, localizagdo no corpo, atividade fisica
e plano nutricional. Esta ultima € a mais significativa, ditando a deposicéo,

quantidade e composi¢ao quimica do musculo. (REHFELDT et al., 2000).
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7

O tecido muscular € constituido por células alongadas, chamadas de
fibras musculares. Estas sao envolvidas individualmente e em grupo por tecido
conjuntivo (FELICIO, 2008). Os crescimento dos ossos e musculos devem
estar associados, para permitir boa sustentacdo e desenvolvimento muscular
(CRUZ, 2011).

A partir do arranjo de aminoacidos das proteinas contrateis, originam-se
estriacdes transversais proeminentes (miofilamentos): os mais finos, de peso
molecular menor, compostos principalmente por actina e os mais espessos, de
peso molecular maior, compostos principalmente por miosina. A contracao
muscular se d& através da interacdo de deslizamento e sobreposi¢cdo entre
eles. A repeticdo destas duas unidades, actina e miosina, € denominada
sarcomero, que é a unidade funcional e pode ter seu comprimento variavel
(PARDI et al,. 2005).

Para o entendimento do desenvolvimento muscular, é fundamental
estudar os mecanismos que regulam o ndamero, o tipo e o tamanho das fibras
musculares, relacionados a varios fatores que interferem no desenvolvimento
muscular nos periodos pré e pés-natal (DAUNCEY e GILMOUR, 1996), como
os fatores intrinsecos (genética, fatores reguladores de crescimento, ativadores
de transcricdo, status enddcrino, proteinases musculares e inervacao) e 0s
ambientais (dieta e temperatura ambiente), a atividade motora, os agentes
repartidores de nutrientes, a idade, o sexo, as doencas, o tipo de masculo e a
localizacéo das fibras no musculo (GONZALES e SARTORI, 2002). O processo
de maturacdo das fibras musculares pos-eclosdao em frangos de corte é
bastante rapido e alteracdes na ingestédo de alimento reduzem a atividade das
células satélites e podem influenciar de forma irreversivel a maturacdo das
fibras musculares (HALEVY et al., 2000).

O desenvolvimento do musculo esquelético € definido como miogénise e
acontece em periodos distintos. O que ocorre ainda na fase embrionaria é
denominado hiperplasia, que é a multiplicagdo das fibras musculares. Neste
periodo ha o estabelecimento do niumero de fibras musculares (MOSS, 1968).

Depois do nascimento o numero de fibras permanece inalterado e se

tem inicio o segundo periodo de crescimento, chamado de hipertrofia, que é o
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aumento do tamanho das fibras musculares, principalmente por acréscimo de
proteina e nucleos originados da proliferacdo e fusdo de células satélites.
(CHRIST e BRAND DABERI, 2002). Dessa forma, o incremento da massa
muscular ocorre pela hipertrofia das fibras musculares (BERRI et al. 2007).

A Hipertrofia ocorre primeiramente no sentido logitudinal da fibra
muscular, com o0 aumento do nimero de sarcomeros. Apds, comega 0 aumento
do didametro da célula pela deposicéo de proteinas miofibrilares.

O desenvolvimento muscular ocorre de maneira disto-proximal, se
iniciando nas extremidades e seguindo a ordem: tronco, pescoco, abdome e
espinhais. Os musculos da perna possuem uma velocidade de crescimento
muscular maior que o resto da musculatura. Existe uma isometria entre os
muasculos do pescoco e térax em relacdo ao resto da musculatura. Os
musculos das extremidades apresentam desenvolvimento precoce, ja 0S
espinhais possuem desenvolvimento tardio.

Nas aves, assim como em mamiferos, as fibras musculares podem ser
identificadas com base nas suas caracteristicas metabdlicas e contrateis, em
trés tipos: tipo | — de contracdo lenta e oxidativa (SO); tipo IIA — de contracao
rapida e oxidativa-glicolitica (FOG); e tipo |IB — de contracéo rapida e glicolitica
(FG) (BANKS, 1992). O musculo Pectoralis dos galinaceos € composto quase
exclusivamente destas ultimas (ONO et al., 1993). O aumento do tamanho do
peito deve-se principalmente ao aumento na espessura do muasculo
esquelético, especialmente o Pectoralis major (LUBRITZ, 1997).

Aproximadamente 30 a 40% do peso vivo animal consiste de musculos
esqueléticos (PEARSON e YOUNG, 1989). Entre esses musculos, destacam-
se o vermelho, constituido predominantemente por fibras oxidativas, e o
branco, formado predominantemente por fibras glicoliticas (BANKS, 1992).

Fatores genéticos e nutricionais limitam o tamanho da fibra muscular e
irdo determinar a capacidade do musculo sintetizar proteinas musculares.
(BRIDI et al, 2009).

O melhoramento genético feito através da selecdo fenotipica em varias
geracbes em animais produtores de carne origina linhagens altamente

musculares, tendo como caracteristica de interesse a selecdo das aves pelo
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rapido crescimento e rendimento do peito, gerando consideraveis incrementos
no ganho dessas duas variaveis, além da melhora na conversédo alimentar.
Quanto maior for a eficiéncia de “turnover” protéico, maior a deposi¢cao
muscular. (TESSERAUD, et al., 2000). A selecdo genética visa aumentar a
velocidade de ganho de peso e da massa muscular, proporcionando aumento
tanto no ndmero como no tamanho das fibras musculares, influenciando o
processo de proliferacdo dos mioblastos e na taxa de proliferacdo das células
satélites musculares. (SCHEUERMANN, 2004).

A deposicdo proteica depende da suplementacdo de aminoacidos e da
quantidade e qualidade da proteina dietética (CARVALHO et al., 2009). Fatores
que podem influenciar o crescimento muscular sdo o nivel dietético de
aminodacidos e o nivel energético da racédo. (ENYG et al., 2013).

Quando se tem um balanco adequado dos aminoacidos na dieta, pode-
se otimizar a maturacao das fibras musculares. Com isso ocorre uma melhora
na producédo de carne (TESSERAUD et al., 2008).

A énfase do estudo no musculo esquelético dar-se-a pela sua
importancia na alimentacdo humana, quando transformado em carne
(SCHEUERMANN et al., 2003).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo experimental

O estudo de campo foi conduzido no Laboratério de Ensino e
Experimentacéo Zootécnica Prof. Dr. Renato Rodrigues Peixoto/ Departamento
de Zootecnia/ Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, pertencente a Embrapa-
ETB, no municipio de Capéao do Leédo, Rio Grande do Sul, Brasil, no paralelo
31°45’48”Sul e no meridiano 52°29°02” Oeste de Greenwich, sendo aprovado
pelo comité de ética (CCEA 2618-2014).

Para a formacdo da décima quarta e décima quinta geracfes utilizadas
no experimento, os acasalamentos foram de duas fémeas com um macho, sob
controle de pedigree. Foram selecionados 60 machos e 120 fémeas para a
formacdo das geracdes seguintes. Os periodos de acasalamento e coleta de
ovos foram de 15 dias, incubados em seguida no aviario do Instituto Federal
Sul-Riograndense (IF-Sul). Foram utilizadas duas geracfes (G1 e G2) de
matrizes fémeas de codornas dos 22 aos 42 dias de idade. Para cada geracéo
foram selecionadas 300 codornas, criadas em pinteiro até 21 dias de idade.
Aos 22 dias foram alojadas em baterias experimentais e criadas sob iguais
condicdes até completarem 42 dias de idade.

O estudo da extracdo do RNA foi realizado no Laboratério de Fisiologia
da Universidade Federal de Pelotas e o estudo da morfometria realizado no
Laboratério de Histologia da Universidade Federal de Rio Grande.

O estudo iniciou em mar¢o de 2013 com a incubacgéo e selecéo das aves
para a primeira geracdo, estendendo-se até julho de 2015, totalizando 17

meses de periodo experimental.
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3.2 Instala¢cdes e equipamentos

O sistema de criac&o utilizado foi em piso do 1° ao 21° dia. A cama foi de
maravalha, a qual apresentou textura hdo muito grosseira, mas também né&o
muito fina que pudesse apresentar formacao de pd ou poeira, com capacidade
de absorver e desprender com facilidade a umidade das excre¢cdes das aves,
livre de residuos toxicos, material estranho ou contaminac¢des microbioldgicas.

Sobre a cama foi colocado um tecido que permitiu as codornas
caminharem tranquilamente. A falta desta forragdo causa desconforto e as
aves nao conseguem bom desenvolvimento se criadas diretamente sobre a
cama. Alguns criadores ja tiveram maus resultados em lotes que ndo foram
criados nessas condicbes recomendadas, inclusive com elevada mortalidade.
O cuidado com esta forracdo € de que a mesma ndo deva permanecer por
muito tempo, Nno Maximo uma semana, pois certamente ird causar problemas
de contaminacao. O forro de tecido apresenta ainda a desvantagem de molhar-
se com a agua dos bebedouros. O manejo da cama € importante para as
semanas subsequentes e estard diretamente relacionado ao desempenho
produtivo das aves.

Os bebedouros utilizados foram os do tipo copos de pressao na
propor¢cdo de 1 bebedouro para 200 codornas de corte nos 15 dias iniciais.
Apoés este periodo foram trocados por bebedouros tipo pendular, na mesma
proporcao. Este manejo foi realizado nas duas geragoes.

Ao abrigar a segunda geracdo das codornas, as instalacdes e
equipamentos foram submetidos a limpeza e desinfeccdo. Foi retirada toda a
cama que foi utilizada pelo lote anterior. A seguir fez-se a varredura de todo
piso. Depois, j& com a instalacdo toda limpa, fez-se a lavagem com agua sob
presséo do piso, telhado, paredes e telas. A importancia desta limpeza esta na
retirada total de residuos de matéria organica, jA que os produtos quimicos
usados na desinfec¢cdo n&o atuam sobre a mesma.

Ap6s o0 vazio sanitario de 12 dias, nova cama foi distribuida e
uniformizada sobre o piso, 2 dias antes da chegada do lote, com altura minima

entre 5e 6 cm.
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A temperatura foi monitorada nos primeiros 21 dias de idade com auxilio
de um termbmetro, visando o bem-estar das aves. Para o aquecimento utilizou-
se campanula a gas, devido ao fato de que fontes de aquecimento elétricas,
em regides rurais, ndo sdo recomendados pela ocorréncia casual de falta de
energia elétrica.

Com 22 dias de idade as aves foram transferidas e alojadas em baterias
experimentais (2x1 m). Foram utilizados 40 boxes em ambas as geracdes. Os
comedouros eram tipo calha e os bebedouros tipo nipple. Durante a realizagc&o
da pesquisa foi adotado um foto-periodo de 16 horas de luz diaria, com a
utilizacdo de um relogio timer. A quantidade de iluminacao artificial utilizada
deve ser cuidada, pois 0 seu uso indevido dos 21 aos 35 dias estimula a
producdo de hormbnios responsaveis pelo amadurecimento sexual, fazendo
com que as fémeas venham a iniciar a producéo de ovos mais cedo, 0 que ndo
seria desejado, pois poderiam ocorrer problemas de prolapso de oviduto,

causando mortalidade nestas aves.

Figura 1: Baterias experimentais

3.3 Selecao das aves

As aves foram selecionadas aleatoriamente aos 22 dias de idade. Antes
de ser iniciado o experimento, as aves foram pesadas individualmente e
distribuidas ao acaso nas gaiolas experimentais. Esta pesagem teve como
objetivo 0 acompanhamento do peso corporal das codornas por tratamento a

cada ciclo experimental.
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3.4 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualisado, dividido em duas etapas. A primeira (G1), com trés tratamentos de
cinco repeticbes cada, onde o primeiro tratamento (G1T1) refere-se a dieta
basal (controle), sem adicdo de metionina industrial, fornecendo um teor de
metionina+cistina digestivel de 0,67% aos animais. O segundo (G1T2) teve a
inclusdo de DL-metionina, atendendo as exigéncias da espécie nesta fase, cuja
suplementacdo forneceu 0,84% de metionina-cistina digestivel; e o terceiro
(G1T3), instituido com 20% a mais de suplementacdo de metionina, com um
total de 1,04% de metionina+cistina.

A segunda etapa (G2) contou com cinco tratamentos de cinco repeticdes
cada, onde o primeiro tratamento (G2T1) foi composto por filhas da G1T1
recebendo a dieta basal; o segundo (G2T2) consistiu de filhas da G1T2 com
suplementacdo de metionina atendendo as exigéncias da espécie; o terceiro
(G2T3) de filhas da G1T3 recebendo 20% a mais de suplementagao de
metionina; o quarto (G2T4) composto por filhas da G1T2 recebendo a dieta

basal e o quinto (G2T5) de filhas da G1T3, recebendo também a dieta basal.

3.5 Abate das aves

O abate aconteceu no abatedouro do campus Visconde da
Graca/IFSUL.

As aves foram submetidas a um jejum de 6 horas. Apos foram
penduradas através do metatarso em suporte préprio para a espécie,
submetidas a insensibilizacdo, que foi realizada através de eletronarcose,
sendo usado corrente elétrica entre 30 e 45 V com frequéncia de 60 Hz, por 10
segundos.

A sangria mecanica com lamina cortante foi realizada no maximo 2

segundos apos insensibilizacdo. Foi respeitado o tempo de trés minutos para
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que ocorresse a completa sangria. Apos este tempo as aves foram submetidas
a coleta de material.

3.6 Coleta do material
3.6.1 Coleta de figado e musculo do peito para expresséo génica

Amostras do musculo peitoral (Pectoralis superficialis) e amostras do
figado das aves foram coletadas e acondicionadas adequadamente em
RNAlater® (Qiagen, USA) a -20°C até o momento da extracdo de RNA. Destes
oito animais, apenas quatro de cada tratamento serdo utilizados para as
andlises de expressao génica.

3.6.2 Coleta do musculo do peito e da coxa para analise morfométrica

Amostras do musculo da coxa e peito de 10 aves em cada tratamento

foram coletadas e acondicionadas no formol 10% por 12 horas.

Figura 2 : Coleta do musculo do peito e coxa

Apos foram lavadas com alcool 70% por 3 vezes consecutivas, para
posterior armazenamento em alcool do mesmo tipo. Finalizados esses

procedimentos, as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de
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Técnicas Histologicas da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para

posterior analise.

Figura 4. Armazenamento do musculo do peito e da coxa para analise

morfométricas

3.7 Manejo alimentar

3.7.1 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas segundo as necessidades
nutricionais de mantenca e de producdo da linhagem em estudo e em cada
fase do desenvolvimento. As racdes isonutritivas foram formuladas de acordo
com Rostagno et al. (2011), com excecéo dos niveis de metionina + cistina.

Todas as dietas foram a base de milho e farelo de soja, com 20% de
proteina bruta, 2.900 kcal de EM/kg de racdo e variando-se apenas 0s niveis

de metionina, atendendo as exigéncias das aves.
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Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais nos trés tratamentos, para
codornas de corte na fase de crescimento.

Niveis de Metionina(%) T1 T2 T3

Composicao do Alimento(%)

DL-Metionina. 00,00 00,17 00,37
Milho 53,00 53,00 53,00
Farelo de Soja 37,82 37,60 37,36
Nicleo MIG PLUS? 05,00 05,00 05,00
Oleo de Soja 02,43 02,43 02,43
Inerte 00,35 00,40 00,52
Fosfato Bicalcico 01,10 01,10 01,10
Sal Comum 00,00 00,00 00,00
L-Treonina 00,10 00,10 00,10
L-Lisina 00,08 00,08 00,08
Calcério 00,00 00,00 00,00
Total 100 100 100

Composigao Nutricional

Proteina Bruta (%) 22,00 22,00 22,00
Energia Meta. (Kcal/Kg) 2900 2900 2900
Isoleucina Dig. (%) 0,86 0,86 0,86
Leucina Dig. (%) 1,72 1,72 1,72
Met+Cistina Dig. (%) 0,59 0,59 0,59
Metionina Dig. (%) 0,30 0,47 0,67
Treonina Dig. (%) 0,82 0,82 0,82
Triptofano Dig. (%) 0,25 0,25 0,25
Valina Dig. (%) 1,01 1,01 1,01
Sédio (%) 0,19 0,19 0,19
Potéssio (%) 1,15 1,15 1,15
Célcio (%) 0,85 0,85 0,85
Fdésforo Disponivel(%) 0,31 0,31 0,31

1 Composicéo/kg do produto: Acido Félico 16, mg; Acido pantoténico 200mg; bacitracina de zinco 600mg; Biotina
1,4mg; Célcio 150-200g; Cobalto 3mg; Cobre 240mg; Colina 30g; Ferro 1000mg; Foésforo 45g; lodo 28mg; Manganés
1400mg; Metionina 10g; Niacina 840mg; Selénio 3mg; Sédio 30g; Vitamina A 200.000 UI; Vitamina B1 40mg; Vitamina
B12 430mg; Vitamina B2 120mg; Vitamina B6 55mg; Vitamina D3 42.000Ul; Vitamina E 540 Ul; Vitamina K3 50 mg;
Zinco 1.800 mg; Dig= Digestivel; Meta= metabolizavel; Met-=Metionina

Como o experimento contou com duas fases (duas geracdes), na fase
de postura da primeira geracéo foi dada continuidade aos tratamentos, porém
atendendo as exigéncias nessa fase, onde machos e fémeas receberam o

mesmo tratamento e foram cruzados para a obtencao da segunda geracéao.
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Tabela 2. Composicdo das dietas experimentais nos trés tratamentos, para
codornas de corte na fase de postura

Niveis de Metionina(%) T1 T2 T3

Composigéo do Alimento(%)

DL-Metionina. 00,00 00,27 00,47
Milho 50,00 50,00 50,00
Farelo de Soja 39,00 38,55 38,40
Ndcleo MIG PLUS! 05,00 05,00 05,00
Oleo de Soja 02,30 02,30 02,20
Inerte 00,18 00,36 00,41
Fosfato Bicalcico 01,06 01,06 01,06
Sal Comum 00,00 00,00 00,00
L-Treonina 00,00 00,00 00,00
L-Lisina 00,00 00,00 00,00
Calcario 02,45 00,00 00,00
Total 100 100 100

Composigéo Nutricional

Proteina Bruta (%) 22,00 22,00 22,00
Energia Meta. (Kcal/Kg) 2800 2803 2800
Isoleucina Dig. (%) 0,87 0,86 0,86
Leucina Dig. (%) 1,74 1,72 1,72
Met+Cistina Dig. (%) 0,60 0,85 1,05
Metionina Dig. (%) 0,31 0,57 0,77
Treonina Dig. (%) 0,75 0,74 0,74
Triptofano Dig. (%) 0,25 0,25 0,25
Valina Dig. (%) 0,91 0,90 0,90
Sédio (%) 0,19 0,19 0,19
Lisina Dig(%) 1,08 1,07 1,07
Célcio (%) 2,09 2,09 2,09
Fdsforo Disponivel(%) 0,31 0,31 0,31

1 Composicéo/kg do produto: Acido Félico 16, mg; Acido pantoténico 200mg; bacitracina de zinco 600mg; Biotina
1,4mg; Célcio 150-200g; Cobalto 3mg; Cobre 240mg; Colina 30g; Ferro 1000mg; Fésforo 45g; lodo 28mg; Manganés
1400mg; Metionina 10g; Niacina 840mg; Selénio 3mg; Saédio 30g; Vitamina A 200.000 Ul; Vitamina B1 40mg; Vitamina
B12 430mg; Vitamina B2 120mg; Vitamina B6 55mg; Vitamina D3 42.000Ul; Vitamina E 540 Ul; Vitamina K3 50 mg;
Zinco 1.800 mg; Dig= Digestivel; Meta= metabolizavel; Met-=Metionina

3.7.2 Preparo da racao e arragoamento

Os ingredientes de cada uma das dietas experimentais foram pesados
em balanca digital com sensibilidade de 2g e capacidade maxima de 20kg.

Apos, foram misturados em um misturador tipo Y, durante 12 minutos.
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As racdes foram acondicionadas em baldes plasticos, identificadas com
os tratamentos e estocadas no interior do aviério.

A racdao foi fornecida diariamente, a vontade, as oito horas da manha e
as cinco horas da tarde, com o auxilio de um recipiente que continha a medida
de 50g, sendo que o fornecimento de racao variava de acordo com 0 consumo
do dia anterior, caso houvesse sobra no comedouro. A quantidade de racao
distribuida em cada bateria foi registrada, diariamente, em fichas de controle de
arracoamento do ciclo. J& as sobras de racdo foram registradas ao final de

cada ciclo experimental.

3.8 Variaveis analisadas

3.8.1 Consumo de racao

O consumo de racdo foi calculado a partir da quantidade de racao
fornecida diariamente por bateria e pelas sobras de rac&o coletadas ao final de
cada etapa, as quais foram pesadas e o montante foi subtraido da quantidade
total de racéo fornecida a cada bateria, através da férmula:

CTR =TRF - S, onde:

CTR: consumo total de racao (Q)

TRF: total de racéo fornecido, durante o ciclo experimental;

S: sobras de racdo (g) recolhidas de cada bateria, no final do ciclo

experimental.

3.8.2 Peso corporal

As aves foram pesadas individualmente no inicio do periodo e no final da
fase experimental nas duas geracfes. Para a pesagem das aves foi utilizada

uma balanca digital com sensibilidade de 0,59 e capacidade maxima de 2 kg.



39

3.9 Expressao Génica

3.9.1 Extracdo do RNA

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA), na proporgéo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. Todos
0S materiais utilizados foram previamente tratados com inibidor de RNase -
RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

O tecido foi triturado (tecido+trizol) com homogenizador elétrico Pro-
scientific (Bio-Gen Series Pro 29) até a completa dissociacdo. Logo apods,
foram adicionados 300 uL de cloroférmio e homogeneizados por inversédo, por
1 minuto.

As amostras foram, entdo, centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm
/4°C. A fase liquida foi coletada e transferida para um tubo limpo, com adicéo
de 500 uL de isopropanol em cada tubo. As amostras foram homogeneizadas
por inversado e centrifugadas por 15 minutos a 12.000 rpm/4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado em 100 uL de etanol a 75%. O material foi
centrifugado novamente a 7.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. O pelet foi seco por 5 minutos e a seguir suspenso em 35 uL de
agua ultrapura livre de RNase.

A concentracdo total de RNA foi mensurada usando um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm e a pureza medida pela
razdo 260/280 nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta.

Figura 5. Integridade do RNA em luz ultravioleta
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3.9.2 Sintese do cDNA

Para sintese do cDNA, foi utilizado o kit SuperScripptTM Il First-Strand
Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as normas
do fabricante. Em tubo estéril e livre de RNA, foram adicionados 6 uL de RNA
total, 1uL de oligo (dT) (50uM oligo(dT)20 e 1uL de tampé&o de anelamento. A
reacao foi incubada por 5 minutos a 65°C e entdo colocada no gelo por 1
minuto. Foram adicionados a seguir 10 uL de solucdo 2x First-Strand Reaction
Mix e 2 uL de solucdo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript Il
e inibidor de RNAse.

A solucgéo foi incubada inicialmente a 50°C por 50 minutos, para que
ocorresse a sintese do DNA complementar, em seguida a 85°C por 5 minutos e
imediatamente colocados sob o gelo. As amostras foram armazenadas a -
20°C.

As analises de PCR em tempo real foram realizadas em equipamento
Bio-Rad CFX Real-Time Thermocycler (Hercules, CA, USA) utilizando o
fluoréforo SYBR® Green (Invitrogen).

Os primers utilizados nas reacdes foram desenhados pelo programa Perl
primer v1.1.21 de acordo com as sequéncias dos genes GHR e IGF-|

depositados no site www.ncbi.nim.nih.gov . Para controle endégeno foi usado o

gene R-actina.

As reacbes de PCR foram realizadas em triplicata, a partir da mesma
amostra, contendo, cada uma delas, um volume total de 20 pL. As condi¢des
de ciclagem foram: renaturacdo das amostras por 2 minutos a 50°C e ativacao
da enzima Tag Polymerase por 10 minutos a 95°C. Apdés, foram feitos 40
ciclos contendo trés etapas (95°C por 30s, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto) e, por fim, a 72°C por 5 minutos.

Os primers (Tab.3) para os genes do fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-1) e para o receptor do hormbénio do crescimento (GHR)
mostraram-se especificos e eficientes para as analises de PCR em tempo real

realizadas neste trabalho. A B-actina, utilizada como controle basal neste


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

41

estudo, ndo mostrou diferenca estatistica entre os tratamentos estudados,

comprovando a eficiéncia de seu uso na reagao.

Tabela 3 -Primers dos genes GHR e IGF-I e 3-actina utilizados nas reagdes de
gRT-PCR

Gene Amplicom(pb) Temperatura de anelamento(C°) Sequencia dos primers(5'-3")

ACTINA 73 60 F:GCCCTCTTCCAGCCATCTTT

R:TCATTGTGCTAGGTGCCAGG

GHR 76 60 F:CAAGATTACATCGCCGTGG

R:CAACACTGTTATTGTCATCTTCTC

IGF-1 67 60 F:CCACCTAAATCTGCACGCT

R:TGTTTCCTGTGTTCCCTCTACT

Figura 6. IGF-1-Figado

Figura 7. GHR- Figado
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Figura 8. IGF-I- Masculo

Figura 9. GHR — Mdsculo

3.10 Anélise Morfométrica

As amostras de aproximadamente 1cm? foram transportadas até o
Laboratério de Técnicas Histologicas da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), onde os musculos de peito e coxa foram retirados do alcool e
submetidos a cortes, com bisturi cirdrgico, na regido central do corte desses
tecidos, da face mais externa para a mais interna, formando pequenos blocos
de aproximadamente 2mm de espessura.

Iniciou-se, com o equipamento Leica® ASP 2005, a inclusdo desses
blocos em uma série ascendente de alcoois a 70, 80 e 90% de concentracao
de élcool e alcool absoluto por um periodo de 24 horas. Apés, os blocos foram
mergulhados durante 20 minutos em xilol, e banhados trés vezes em
paraplast® para fazer a inclusdo e corte no micré6tomo Leica® RM2255 a
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posteriori. Os cortes foram feitos transversalmente a fibra muscular, com
espessura de 6um.

Passado este processo, foram realizados procedimentos de coloracao
com hematoxilina Reagen® e eosina Vetec® (H&E), que consistiu, a anteriori,
da hidratacdo gradual das pecas para desparafinacdo até serem coradas com
H&E de fato. Para a analise histomorfométrica utilizou-se: um microscépio
Olympus BX51; camera de captura DP72 Olympus pro-series, com o qual se
obteve imagens das laminas no aumento de 400x; programa ImageJ (licenca
livre) como analisador de imagens para medida do tamanho da area absoluta
das fibras musculares.

O diametro da fibra muscular é feito tracando uma linha reta que passa
pelo centro da fibra e tendo o menor valor possivel. Ou seja, se uma fibra
estiver com orientacdo oval no corte, se traga a menor linha possivel que corte

a fibra ao meio passando pelo centro.

3.11 Andlise estatistica

3.11.1 Expresséo Génica

Para andlise da expressdo génica a quantificacao relativa da expressao
diferencial (QR) foi calculada utilizando o método de comparacdo de CT
(comparative threshold cycle method) (Livack e Schimittgen, 2001), utilizando-
se a equacdo QR = 2-8ACt,

O método 222t foi utilizado para as andlises onde as diferencas entre
os grupos foram testadas usando o teste t-Student para dados ndo pareados
(SAS, 2000). Todos os dados foram expressos na forma de médiatDP,

considerando-se diferencas significativas para valores de P<0,05.

3.11.2 Analise Morfométrica

A andlise de variancia dos dados foi realizada através do procedimento

GLM (“general linear models”), utilizando o programa Statistic Analysis Sistem
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(SAS, 2000). As médias foram contrastadas pelo teste DMS Fischer, ao nivel
de significancia de 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao Genica

Neste estudo observou-se que no terceiro tratamento, onde as duas
geracdes receberam metionina além da exigéncia nutricional para esta fase, a
expressdo génica ndo diferiu dos outros tratamentos. Porém, no quinto
tratamento, onde apenas a primeira geragao recebeu maior suplementacéo
houve uma expressao significativamente maior do GHR tanto no musculo como
no figado e também do IGF-1 no musculo (Tab.1).

O IGF-1 no figado no tratamento quatro, onde as aves receberam
conforme as exigéncias somente na primeira geracdo, também apresentou
maior expressado génica comparado com o tratamento dois que era 0 seu
controle, onde as aves receberam a suplementacdo da metionina conforme as
exigéncias nas duas geracdes. Este resultado complementa a afirmacédo de
Ferreira et al. (2012), que observaram reducdo do consumo alimentar a partir
do nivel 0,96% de suplementacdo de metionina, devido ao fato de que a
metionina em excesso torna-se toxica para as aves. A metionina tem sido
relatada como o aminoacido mais téxico para aves quando ingerido em
excesso (GRIMINGER e FISHER, 1968). Grande concentracdo de metionina
causa a diminuicdo do crescimento e da ingestdo da dieta a niveis de trés a
quatro vezes abaixo do exigido. Seu excesso sofre oxidacdo que resulta na
producdo do sulfato, levando a uma acidose metabdlica. A acidose interfere
negativamente na ativacdo da vitamina D3, o que pode contribuir para uma
variedade de problemas nas aves, como baixa mineralizacdo Ossea e
diminuicao da espessura da casca (KLASING, 1998).

O IGF-I é sintetizado no figado, podendo sofrer influéncia da dieta
(SCHWANDERr et al., 1983). Uma hipotese em discussdo € de que a
expressao de IGF-I mediada pelo GH pode ser afetada pela quantidade de
metionina na dieta. H4 uma reducgé&o do nivel do mRNA do IGF-1 em aves sob
jejum ou alimentadas com baixos niveis de energia ou proteina na dieta
(LAUTERIO e SCANES, 1987). No presente estudo observou-se uma reducéo
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da expresséao de IGF-1 no figado, nos tratamentos onde os niveis de metionina
utilizados foram menores (Tab.1).
Tabela 1. Resultados da quantificacdo relativa de expressdo do RNA

mensageiro dos genes GRH e IGF-1 em tecidos de musculo e figado de

codornas de cortes, as amostras foram coletadas aos 42 dias

T1* T2 T3 T4 TS5 Prob
GRH-M! 1+0b  0,35x0,32b 1,51+0,37b 0,90+0,60b 3,21+1,92a 0,0058
GRH-F2  1+0b  0,35+0,19b 0,15+0,06b 0,89+0,54b 3,29+2,61a 0,0146
IGF1-M* 1+0b  0,16%0,08b 1,34+1,07b 0,89+0,53b 4,14+3,21a 0,0208
IGF1-F2 1+0b 0,48%0,12b 2,97+0,474 2,84+1,06a 3,97+1,26a <0,0001

**Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de t ao nivel de 0,05

*Na quantificacéo relativa do RNAmensageiro o Tratamento 1 tem média 1 e desvio padrdo 0!
Musculo 2 Figado

Ao inicio do experimento, houve uma boa padronizacéo do peso corporal
das aves selecionadas para cada tratamento o que pode ser verificado pela

auséncia de diferenca estatistica para o peso corporal aos 21 dias (Tab.2).

Tabela 2. Resultados para consumo alimentar e conversédo alimentar dos 21
aos 42 dias de idade e peso inicial aos 21 dias em codornas de corte na

primeira geracdo de analise nos cinco tratamentos

T1 T2 T3 Prob
PC21(g) 147,77+18,26a 150,59+17,45a 150,03+18,19a 0,4805
Consumo(g) 30,59+1,40a 30,78+3,92a 29,72+2,36a 0,6633
CA(g/9) 4,07+0,65a 3,63+0,72a 3,66+0,64a 0,1928

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de t ao nivel de 0,05;

PC(21) : Peso aos 21 dias . CA: converséao alimentar.
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Alguns estudos mostram que aves recebendo dieta deficiente em
metionina apresentaram menor crescimento (CAREW et al., 2003). Muitos
autores tém mostrado relacdo entre administracdo de aminoacidos como a
metionina e a secre¢cdo de GH (GROSCHL et al., 2003; COLLIER et al., 2005),
e ainda, que o desempenho mediado pela acdo do IGF-lI também pode ser
influenciado pela suplementagdo da metionina. Neste estudo, como pode-se
observar na Tab.3 apesar dos tratamentos que receberam uma maior
suplementacdo de metionina terem uma maior expressao do IGF-1, isto nédo
interferiu significativamente no crescimento das aves. Porém, observa-se que
as aves que nunca receberam metionina na dieta, tiveram um pior ganho de
peso. Os resultados estdo de acordo com Belo (1987) e Pinto et al. (2003) que
também néo observaram efeito dos aminoacidos sulfurosos sobre o peso final

em codornas de postura.

7

A suplementacdo de metionina € um dos fatores modificadores do
desempenho animal, como ganho de peso e eficiéncia alimentar (VIANA et al.,
2009). Porém, conforme destacado nas Tab. 2 e 3, nos niveis estudados néo
foi observada diferengca nas varidveis consumo alimentar e converséo
alimentar. Estes resultados sé&o corrobados com os encontrados por Corréa et
al., 2006; Corréa et al., 2010 e por Ferreira et al., 2012, que também néao
encontraram influéncia dos niveis de metionina+cistina total em codornas de

corte sobre a conversao alimentar.
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Tabela 3. Resultados de ganho de peso, consumo alimentar e converséo
alimentar dos 21 aos 42 dias de idade em codornas de corte, na segunda

geracéo, nos cinco tratamentos

T1 T2 T3 T4 T5 Prob

GP(9) 159,07+41,31a  170,34+32,99a 173,23+33,44a 177,07+40,43a  169,50+31,57a 0,0539

Consumo(g) 26,02+4,40a 27,31+4,06a 28,46+2,06a 28,28+5,68a 28,71+3,47a 0,6784

CA(g/9) 3,86+0,54a 3,34+0,60a 3,86+0,59a 3,67+0,48a 3,85+0,29a 0,2111

*Médias na mesma linha seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de t ao nivel de 0,05;
GP(g) : ganho de peso nos dias de experimento. CA: conversao alimentar

A expressdo de genes envolvidos na degradacdo proteica pode ser
reduzida ndo apenas por fatores de crescimento, mas também pela

disponibilidade de metionina na dieta (TESSERAU et al.,, 2007), conforme

observado nas Fig.1 e 2.
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Figura 1. Quantificacdo relativa (QR) da expressédo diferencial do gene IGF-1, em
cinco tratamentos no musculo do peito e no figado de codornas de corte. Os valores

representam as médias de trés repeticdes, cada uma com trés replicatas.



49

3,50 - 3,29 3.21
3,00 -
e 2.50 HFIGADO e MUSCULO
x
()
=
= 2,00
=
=
f=1
= 1,50
3
2
s 1,00 1,00
&S 1,00
0,50 - 0,35 0,35
T1 T2 T3 T4 TS

Tratamentos com Metionina

Figura 2. Quantificacdo relativa (QR) da expressdo diferencial do gene GHR, em cinco
tratamentos no musculo do peito e no figado de codornas de corte. Os valores representam as
médias de trés repeti¢es, cada uma com trés replicatas.

4.2 Analise Morfométrica

A Tabela 4 mostra que as codornas alimentadas com uma dieta controle
(0,67% de metioninatcistina), sem adicdo de metionina industrial e as
codornas que receberam dieta com inclusdo de DL-metionina mais cistina que
atenderam as exigéncias da espécie nesta fase (0,87% metionina+cistina),
mostraram um peso corporal ao abate significativamente maior do que as aves
que receberam 20% a mais de suplementacdo de metionina na dieta
(respectivamente 320,8; 331 e 301,7 gramas).

As aves, que receberam metionina a mais que as exigéncias na dieta na
fase de postura, apresentaram menores diametros de fibras musculares com
relacdo ao musculo da coxa quando comparadas aos dos outros tratamentos.
Mostrando que essas aves, além de apresentarem menor peso ao abate, o que
se refletiu em um menor desenvolvimento dos musculos da coxa. Portanto isso
€ indicativo que aves que recebem este aminoacido além das exigéncias da
espécie podem apresentar menores pesos dos ovos e consequentemente sua
prole apresentara menor peso ao nascimento, devido a correlacdo positiva

entre tamanho da matriz, peso dos ovos para a incubagao e posteriormente
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peso da prole ao nascimento. Nado houve diferencas significativas quanto ao
didmetro das fibras musculares do musculo do peito.

A Tabela 5 mostra que as codornas da segunda geracdo G2T1 e G2T2,
respectivamente alimentadas com dieta basal, e dieta conforme as exigéncias
da espécie apresentaram maiores pesos corporais que as suplementadas com
20% a mais de metionina (P<0,05), sendo que néo houve diferenca significativa
para as que nao receberam suplementacdo na segunda geracédo. Isso indica
gque a metionina pode ndo ser acrescentada na dieta das aves da segunda
geracdo quando for administrada de uma forma adequada nas poedeiras.

Quanto ao diametro das fibras musculares do peito, as aves que
receberam suplementacdo além das exigéncias de metionina nas duas
geracdes tiveram pior resultado comparados aos outros tratamentos, mas nao
diferiram significativamente do T5, sugerindo que este adicional pode ser
prejudicial no desenvolvimento das aves nas geracgdes seguintes.

N&o houve diferencas significativas para o diametro das fibras
musculares da coxa, porém as aves que receberam 20% a mais de metionina
na dieta apresentaram menores indices também. Mais uma vez comprovando o
que relataram Griminger e Fisher (1968), onde a metionina seria 0 aminoacido
mais toxica para aves quando ingerido em excesso e que a grande
concentracdo de metionina causa a diminuicdo do crescimento e da ingestao
da dieta a niveis de trés a quatro vezes abaixo do exigido.

Em relagcdo ao consumo alimentar e converséo alimentar nas duas fases
de estudo, ndo houve diferenca como se pode observar nas Tabelas 3 e 4.
Ferreira et al. (2012) observaram reducdo do consumo alimentar a partir do
nivel 0,96% de suplementacdo de metionina, onde os autores sugerem que a
metionina em excesso tornou-se téxica para as aves .

Ferreira et al. (2010), avaliaram o desempenho de codornas de corte
criadas do nascimento ao 35° dia de idade, também observaram resultado
significativo para os niveis de metionina + cistina testados sobre peso final,
ganho de peso e consumo alimentar, em que 0 maximo ganho de peso foi

obtido com o nivel 0,95%.
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Entretanto, Pinto et al. (2003), trabalhando com niveis de 0,55 a 0,86%
de metionina + cistina digestivel na dieta, verificaram efeito linear positivo dos
niveis testados sobre o peso no 42°dia e ganho de peso do sétimo ao 42° dia

de idade, para codornas japonesas em crescimento.

Tabela 4. Efeito da dieta sobre o peso (g), o diametro das fibras musculares
esqueléticas (um) dos musculos do peito e da coxa, consumo e conversao

alimentar de codornas abatidas na fase de postura (médias e desvio padrao)

G2T1 G2T2 G2T3 P
PESO DA AVE(g) 320,8+36,71a 331+41,73a  301,7+3243b  0,0354
DIAMETRO PEITO 21,186 +2,64a  21572+3,09a  20,078+2,86a  0,9634
DIAMETRO COXA 20,717+1,34a 20,303+190a 18637+154b  0,0213
CONSUMO(g) 30,59+1,40a 30,78+3,922 29,72+2,36a 0,6633
CA(g/g) 4,07+0,65a 3,530,722 3,66+0,64a 0,1928

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste t (P<0,05)

Corréa et al. (2006), trabalhando com niveis proximos aos testados no
presente estudo (0,73; 0,79; 0,85; 0,91; 0,97 e 1,03% de metionina + cistina),
observaram efeito linear positivo dos niveis testados sobre o0 ganho de peso e o
consumo alimentar de codornas de corte criadas do sétimo ao 42° dia de idade
o gue difere do presente estudo onde o nivel mais elevado indicou um pior

ganho de peso.



52

Tabela 5. Efeito da dieta sobre o peso (g), diametro das fibras musculares
esqueléticas (um) dos musculos do peito e da coxa, consumo e conversao
alimentar, de codornas de corte da segunda geracdo abatidas aos 42 dias de

idade (médias e desvio padrao)

G2T1 G2T2 G2T3 G2T4 G2T5 P

PESO DA AVE 3142+30,45a 311,7+4145a 2835+419b 306+24,47ab 302+3587ab 0,0445
DIAMETRO PEITO 20,877+ 2,89a 21,063+1,99a 19,659+1,68b 20,745+1,69a 20,001+3,09ab 0,0367
DIAMETRO COXA 19,939+ 2,04 a 20,019+£2,84a 18,487 +2,09a 19,565+2,09a 18,970+2,23a 0,1254
CONSUMO(g) 26,02+4,40 a 27,31+4,06a 28,46+2,06a 28,28+5,68a 28,71+3,47a  0,6784

CA(9/9) 3,86+0,54a 3,34+0,60a 3,86+0,59a 3,67+0,48a 3,85+0,29a 0,2111

Letras distintas na mesma linha indicam diferencga significativa pelo teste t (P<0,05) .



5 CONCLUSOES

A metionina interfere positivamente na expressao génica, principalmente
guando uma maior suplementacéao for utilizada apenas nas matrizes. Apesar da
expressao dos genes ter sofrido essa influéncia, nao foi observado diferenca no
consumo alimentar, converséo alimentar e peso das aves.

Neste estudo, observou-se que o efeito da metionina pode ser
transmitida para a geracao seguinte quando administrada adequadamente na
dieta. Nao se deve utilizar metionina além do nivel ja estabelecido como
exigido pelo metabolismo da ave em cada fase de desenvolvimento, visto que

seu aumento excessivo pode acarretar problemas.
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