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RESUMO GERAL

ARAUJO, A. C. Expressdo génica, desempenho, parametros fisiologicos, e
comportamentais em funcdo do balanco de eletrélitos dietéticos em frangos de corte na
fase de 1 a 21 dias. 2017. 114 péaginas. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —
Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, 2017.

A evolucgdo da avicultura teve como resultado um frango de corte de crescimento rapido,
no entanto, surgiram diversas dificuldades no que diz respeito ao metabolismo e manejo
dessas aves. Tem-se evidenciado o efeito do balanco eletrolitico dietético (BED) sobre
parametros produtivos, salde e sanidade na criacdo de frangos de corte, entretanto, nao
foram encontrados estudos relacionados ao comportamento e expressdao de genes em
funcdo do BED. Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de niveis de
BED sobre o desempenho, expressao de genes relacionados ao equilibrio &cido-béasico, a
absorcéo e ao transporte de nutrientes, além de parametros fisioldgicos e comportamentais
em frangos de corte na fase de 1 a 21 dias criados em estresse térmico ciclico natural. O
experimento foi realizado no setor de Avicultura do Colégio Técnico de Bom Jesus —
CTBJ, pertencente a Universidade Federal do Piaui, no municipio de Bom Jesus-PI.
Utilizou-se 245 pintos machos da linhagem Cobb na fase de 1 a 21 dias de idade. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco niveis de BED (110,
175, 240, 305 e 370 mEq/Kg) e 7 repeticdes de 7 aves cada. Foram avaliados o consumo
de racdo (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA); parametros
comportamentais a partir de um etograma com base na atividade, ociosidade e movimentos
agonisticos; os parametros fisiologicos temperatura retal (TR), frequéncia respiratoria
(FR), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura superficial média (TSM), e a analise da
expressdao dos genes ATP1Al, CHP1, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC7A7, SLC9A1,
SLC12A2, SLC24A3 e SLC26A4 no figado, intestino e rim por meio da metodologia RT-
gPCR em tempo real. Houve efeito significativo (p<0,05) para a conversdo alimentar aos 7
e 21 dias. Houve efeito significativo (p<0,05) dos niveis de BED sobre frequéncia
respiratdria e frequéncia cardiaca. Os comportamentos “Ativo”, “Comer”, e “Respirac¢do
Ofegante” apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em funcdo do BED. Houve
diferenga de expressdo (p<0,05) para os genes ATP1Al, CHP1, SLC1A1, SLC5A1,
SLC7AB, SLC9AL, SLC12A2 e SLC26A4 no figado; os genes ATP1A1, SLC7A6, SLC24A3
e SLC26A4 no intestino; e ATP1Al, SLC9A1, SLC24A3 e SLC26A4 no rim. O BED da
dieta afeta a expressdo de génica e, consequentemente, o desempenho zootécnico,
parametros fisioldgicos e comportamentais de frangos de corte de 1 a 21 dias, sendo
recomendados os niveis de 110 e 370 mEg/kg.

Palavras chave: aves, bioclimatologia, conversdo alimentar, etologia, gRT-PCR
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GENERAL ABSTRACT

ARAUJO, A.C. Gene expression, performance, physiological and behavioral parameters as
a function of dietary electrolyte balance in broilers from 1 to 21 days. 2017. 114 pages.
Dissertation (Master in Animal Science) - Federal University of Piaui, Bom Jesus, 2017.

The evolution of poultry production resulted in a fast-growing broiler chicken, however,
there were several difficulties regarding the metabolism and management of these birds.
The effect of dietary electrolyte balance (BED) on productive parameters, health and sanity
in broiler breeding has been evidenced, however, no studies related to the behavior and
expression of genes as a function of BED have been found. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effect of BED levels on performance, expression of genes related
to acid-base balance, nutrient uptake and transport, as well as physiological and behavioral
parameters in broilers in the stage from 1 to 21 days under natural cyclic thermal stress.
The experiment was carried out in the poultry sector of the Technical College of Bom
Jesus - CTBJ, belonging to the Federal University of Piaui, in the municipality of Bom
Jesus-Pl. 245 male chicks of the Cobb strain were used in the 1 to 21 days age phase. The
experimental design was completely randomized with five BED levels (110, 175, 240, 305
and 370 mEq / kg) and 7 replicates of 7 birds each. The following parameters were
evaluated: dietary consumption (CR), weight gain (GP), food conversion (CA); behavioral
parameters from an etogram based on activity, idleness and agonistic movements;
physiological parameters respiratory rate (FR), heart rate (FC) and mean surface
temperature (TSM) and analysis of the expression of the ATP1A1l, CHP1, SLC1Al,
SLC5A1, SLC7A6, SLC7A7, SLC9AL, SLC12A2, SLC24A3 and SLC26A4 genes in the
liver, intestine and kidney by real-time RT-qPCR methodology. There was a significant
effect (p <0.05) for feed conversion at 7 and 21 days. There was a significant (p <0.05)
effect of BED levels on respiratory rate and heart rate. The behaviors "Active"”, "Eat", and
"Breathing Breathing" presented significant difference (p <0.05) as a function of BED.
There were differences in expression (p <0.05) for the ATP1A1, CHP1, SLC1A1l, SLC5A1,
SLC7A6, SLC9A1, SLC12A2, and SLC26A4 genes in the liver; the ATP1Al, SLC7AG6,
SLC24A3 and SLC26A4 genes in the gut; and ATP1AL, SLC9A1, SLC24A3, and SLC26A4
in the kidney. The BED affects the gene expression and, consequently, the zootechnical
performance, physiological and behavioral parameters of broilers from 1 to 21 days, and
levels of 110 and 370 mEq / kg are recommended.

Key words: birds, bioclimatology, ethology, feed conversion, qRT-PCR
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INTRODUCAO GERAL

Devido a dindmica na cadeia produtiva da avicultura, os frangos de corte passaram
por intensas mudancas no que diz respeito a manejo, instalacBes, nutricdo e,
principalmente, no melhoramento genético. Essas alteracdes tiveram como resultado um
frango de corte de crescimento rapido e com menor conversdo alimentar. Entretanto, as
aves passaram a sofrer mais estresse com essas mudancas, principalmente no que diz
respeito as condi¢cGes ambientais.

As aves quando sofrem estresse térmico realizam alteraces comportamentais e
fisioldgicas no sentido de minimizar o estresse (ESTEVEZ, 2007), no entanto, a eficiéncia
destes ajustes é dependente da magnitude e da duracdo do estresse. Situacfes em que 0
ambiente é estressante por conta do calor podem afetar o equilibrio &cido-basico (EAB) em
frangos de corte devido a elevacdo da frequéncia respiratoria, que aumenta o COz expirado
causando alcalose respiratéria e, consequentemente, alteracbes do pH e balanco de
eletrdlitos do organismo (BEO) (VIEITES et al., 2011).

Além de fatores climaticos, a dieta também pode influenciar o desempenho
produtivo das aves porque também interfere diretamente no EAB. A adoc¢do de medidas
como mudangas nas instalacbes e manipulacdo da dieta, ajudam a manter o EAB do
organismo, e é de grande valia no sentido de otimizar o desempenho de frangos de corte
submetidos a condicGes de temperaturas elevadas e superar os efeitos negativos do estresse
térmico (BORGES et al., 2003).

Os ions sodio (Na*), potassio (K*) e cloro (CI) participam nas formulagdes das
racGes ndo s6 para atender suas exigéncias como minerais, mas também para promover o
adequado BEO (ARAUJO et al., 2011). A dieta pode interferir no BEO por meio do
balanco eletrolitico dietético (BED), que é dado pela soma do Na*, K™ e CI" presentes na
racao, podendo afetar o desempenho zootécnico e o estado de salde das aves (VIEITES et
al.,, 2011). O BEO pode ser entendido como a soma dos cétions e anions presentes nos
fluidos corporais, e é dado pela soma dos eletrolitos ingeridos e excretados pelos animais,
sendo determinante no EAB (JUNQUEIRA et al., 2015).

Os eletrolitos fortes (Na*, K* e CI) sdo minerais essenciais para aves por exercerem
funcBes importantes no meio extra e intracelular (FREITAS et al., 2013). Estes ions podem
interferir, além da manutencéo do EAB, no crescimento, desenvolvimento 6sseo, consumo
de alimentos, resposta ao estresse térmico, na absorcdo e metabolismo de nutrientes
(BORGES et al., 2007). Os componentes do BED também podem alterar a expressao de
genes (GAL-GABER et al., 2003; HUANG et al., 2014b; LIANG et al., 2015), sendo
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interessante pesquisas nesta area de estudo, considerando a possibilidade de alteragdes
moleculares em funcdo da ingestdo de diferentes niveis de BED por frangos de corte.

Os nutrientes presentes na dieta podem interagir com o genoma (RODRIGUEZ et
al., 2007), e causar alteracGes na resposta de caracteristicas de interesse zootécnico.
Estudos na area de nutrigendmica procuram como evidenciar a influéncia dos nutrientes
disponibilizados na dieta sobre as vias metabolicas e, principalmente, a homeostase do
organismo (MULLER; KERSTEN, 2003). Nesta area de conhecimento, as ferramentas da
genbmica, como a analise da expressdo génica, sdo aplicadas nas pesquisas em nutricao
com o intuito de obter maior compreensdo do comportamento do genoma frente as
diferentes estratégias nutricionais.

A determinacdo dos niveis ideais de Na", K* e CI" na racdo para cada fase de
producdo das aves € de grande importancia devido a participacdo do BED nas func¢des do
organismo. No entanto, existem divergéncias sobre o nivel de BED adequado para o
melhor desempenho (VIEITES et al., 2011) e poucos estudos destacam esses minerais no
aspecto conjunto sobre a expressdao génica, parametros fisiolégicos e comportamentais de
frangos de corte, tornando-se necessarios pesquisas aplicadas sobre os efeitos do BED
nestas variaveis.

Dessa forma, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de niveis de BED sobre
a expressdo de genes relacionados ao EAB e a absorcdo e transporte de nutrientes,
caracteristicas de desempenho zootécnico, parametros fisiol6gicos e comportamentais de
frangos de corte na fase inicial sob estresse térmico ciclico natural.

A dissertacdo foi desenvolvida sob o cadastro n® 006/2013, junto a Coordenadoria
Geral de Projetos (CGP) da Universidade Federal do Piaui, aprovada pelo comité de ética
em experimentacdo animal da UFPI sob o protocolo n. 075/15 e estruturada conforme as
normas para elaboracdo de dissertacbes do Programa de PoOs-Graduagdo em Zootecnia
(PPGZ) da UFPI da seguinte forma: INTRODUCAO GERAL; CAPITULO 01. Revis&o
Bibliogréfica elaborada de acordo com as normas do PPGZ; CAPITULO 02 — artigo
cientifico intitulado: “Balanco eletrolitico dietético para frangos de corte: Desempenho
zootécnico e expressao génica”, elaborado de acordo com as normas da revista Poultry
Science; CAPITULO 03 — artigo cientifico intitulado: “Expressdo génica, parametros
fisiologicos, comportamentais e desempenho zootécnico de frangos de corte alimentados
com niveis de balango eletrolitico dietético”, elaborado de acordo com da revista Journal of
Agricutural Science; e CONSIDERACOES FINAIS.



CAPITULO 1. REVISAO DE LITERATURA

Elaborada de acordo com as normas do PPGZ



1. ESTRESSE TERMICO POR CALOR NA AVICULTURA

Quando se trata do ambiente, para que ocorra a producdo em nivel 6timo é
necessario que os animais se encontrem dentro da zona de conforto térmico. A zona de
termoneutralide, ou conforto térmico, é o intervalo de temperatura onde as aves podem
realizar as trocas térmicas com o ambiente com 0 minimo gasto energético com a
termogénese ou a térmolise. Nesse intervalo a energia liquida é utilizada de forma mais
eficiente, visto que ndo ocorrem desvios para manutencdo da homeotermia (FERRO et al.,
2010).

A temperatura de conforto térmico das aves € de 32 a 35°C na primeira semana de
idade, 29 a 32°C na segunda, 26 a 29°C na terceira, 23 a 26° na quarta, 20 a 23°C na quinta
e de 20°C na sexta semana, sendo que a umidade relativa deve estar entre 60 e 70 %
(ABREU; ABREU, 2011). A partir do momento em que a temperatura ambiente ultrapassa
a temperatura de conforto térmico das aves, tem-se inicio o estresse por calor; nessas
condicdes a taxa metabdlica € minima e a homeotermia é mantida com um gasto maior de
energia (TEXEIRA; ABREU, 2011).

O calor corporal originado nos processos metabolicos deve ser perdido para manter
a homeostase, porém o ambiente pode dificultar o balanco térmico e, consequentemente,
fazer com que ocorra aumento da temperatura corporal dando origem ao estresse por calor
(LONGO et al., 2006). Os animais adquirem calor devido a energia de mantenca, que
corresponde a energia necessaria para 0 metabolismo basal, produgdo de calor pelo
movimento, pela alimentacdo, para o crescimento e demais fun¢Ges organicas normais
(NASCIMENTO, 2010). Varios fatores como o peso, a idade, o estado fisioldgico, a taxa
de lotacdo, o nivel de alimentacdo e a genética, bem como fatores relacionados ao
ambiente, como a temperatura, a velocidade do vento, a umidade relativa do ar, o tipo de
piso e energia radiante, influenciam diretamente no conforto térmico das aves (RAO et al.,
2013; QUINTEIRO FILHO et al., 2010; TAN et al., 2010).

O aumento da temperatura corporea faz com que eleve a frequéncia respiratoria,
levando a um aumento no nivel de didxido de carbono (CO2) expirado, acarretando em
perdas excessivas de CO2 no plasma sanguineo (TEIXEIRA; ABREU, 2011). O aumento
da taxa respiratoria pode causar a alcalose respiratoria e, consequentemente, o
desequilibrio acido-basico (DAB) (VIEITES et al., 2011). Durante a alcalose respiratoria a
pressdo parcial de CO. (pCO2) diminui, levando a queda na concentracdo de acido

carbonico (H2COs) e hidrogénio (H*) livre, o que leva a um aumento na excrecdo de
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bicarbonato (HCO3") e retencdo de H* pelo rim, na tentativa da ave de manter o EAB
(BROSSI et al., 2009).

Em casos de estresse mais severo, 0 ajuste renal ndo é suficiente para compensar o
DAB (ALLAHVERDI et al., 2013). Além disso, ha a reducdo na atividade da cadeia
respiratéria mitocondrial, seguida por maior produgdo de espécies reativas de oxigénio,
alterando, portanto, a expressao de genes (YANG et al., 2010), acarretando em prejuizos
fisioldgicos e produtivos, tais como, taxa de crescimento diminuida em funcéo da queda do
consumo alimentar (QUINTERO-FILHO et al., 2010), diminui¢do da producdo de calor
metabdlico, reducdo do rendimento de carcaca, além de afetar a qualidade da carne
(ZHANG et al., 2012b).

A principal consequéncia a fatores estressantes sdo respostas fisioldgicas e
comportamentais negativas, podendo resultar em sérios problemas de satde, bem-estar e
de imunidade animal, além de prejuizos no préprio desempenho das aves (ESTEVEZ,
2007). Durante o estresse térmico, as aves alteram seu comportamento para auxiliar na
manutencdo da temperatura corpOrea e manter-se dentro de limites normais. Elas
aumentam a sua superficie corporal mantendo as asas abertas e afastadas do corpo, ericam
as penas e intensificam a circulacdo periférica (RESTELATTO et al., 2008). Esses tipos de
ajustes comportamentais podem ocorrer rapidamente e a um custo menor que 0s ajustes
fisioldgicos (PEREIRA et al., 2005).

O comportamento normal das aves tem como referéncia o0 comportamento de suas
ancestrais, entretanto, Campos (2000) comentou que o comportamento das aves vem
mudando em funcdo das condic¢des de alojamento. Os comportamentos de limpar as penas,
espojamento, sentar, arrepiar penas, abrir asas, prostrar, correr, espreguicar, ciscar, ingerir
agua, ingerir alimento dentre outros, podem ter reflexos diretos do ambiente sobre a ave
(PEREIRA et al., 2005).

Alguns autores ao estudarem o comportamento de aves utilizaram respostas como
nivel de agressio e de frustracdo para estimar o bem-estar destes animais (MARIA et al.,
2004; PEREIRA et al., 2006). Densidades de estocagem superiores a 16 aves/m? levaram a
compresséo dos frangos e suprimiram a oportunidade de manifestacdo de comportamentos,
tais como, ocioso, beber agua e bicar o chdo (BOKKERS et al., 2011). Simitzis et al.
(2012) observaram reducdo na atividade locomotora das aves submetidas a densidade de
criacdo de 13 aves/m? em comparacdo a 6 aves/m2. Carvalho et al. (2013) estudaram o
efeito de niveis de selénio dietético de fontes diferentes sobre o comportamento de frangos

de corte na fase inicial em condigdes de estresse térmico, e verificaram que houve efeito do
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mineral sobre o ato de comer, ficar com o bico aberto, ciscar, esticar membros e tomar
banho de poeira.

No que diz respeito aos fatores fisioldgicos relacionados ao estresse térmico em
aves, uma série de mecanismos termorregulatérios, como elevacdo da frequéncia
respiratéria e fluxo sanguineo por exemplo, atuam em quatro unidades funcionais
diferentes do organismo: receptor, controlador, efetor e passivo. A resposta ao estresse
térmico é realizada pelo sistema efetor, atuante na manutencdo da homeotermia apos a
percepcao dos estimulos pelos receptores, que estdo integrados ao sistema nervoso central
(MACARI; FURLAN, 2001).

Os receptores estdo distribuidos nas superficies das células e, portanto, apresentam-
se amplamente pela superficie do animal, tendo como principal funcdo captar os estimulos
que serdo levados, através dos nervos, ao hipotdlamo. O hipotalamo recebe os estimulos
dos receptores, possuindo os neurdnios responsivos pelo calor e pelo frio, atuando na
traducdo do estimulo e determinando a resposta, constituindo-se como centro controlador
(YAHAV etal., 2011).

O sistema passivo € constituido pelo sistema nervoso autbnomo simpatico e
parassimpatico, que atuam na vasoconstricdo e vasodilatacdo periférica, atuantes
principalmente, no fluxo sanguineo. O sistema efetor é constituido por nervos e glandulas
que atuam na secrecdo de hormdnios importantes na alteracdo do comportamento e da
fisiologia da ave em condic¢des de estresse (MACARI; FURLAN, 2002).

Em condicdes de estresse, as aves podem responder com alteragdes fisioldgicas,
relacionadas as mudancas no eixo do estresse. As principais mudancas estdo relacionadas
ao aumento no ritmo cardiaco, niveis séricos de corticosterona e catecolaminas; hipertrofia
ou atrofia da adrenal; imunossupressdo; variacdo nas concentragdes de hormonios
reprodutivos e do crescimento; além de mudancgas neuroquimicas (FREEMAN et al.,
1984).

Thaxton e Puvadolpirod (2000) avaliaram as respostas adaptativas frente a condicao
de estresse em aves e determinaram que ocorre reducdo no ganho de peso; aumento nas
concentragfes séricas de glicose, proteinas totais, triglicerideos, lipoproteinas, lipidio
hepatico; reducdo no peso relativo dos principais 6rgdos do sistema imune (timo, baco e
bursa de Fabricius); aumento do peso relativo do figado e na relacdo entre heteréfilos e
linfécitos, sendo este Gltimo um indicativo de estresse cronico (HECKERT et al., 2002).

O estado de estresse por calor afeta também o estado oxidativo das células, eleva a

peroxidacao lipidica e a producdo de radicais livres nos tecidos, sendo esse desequilibrio
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resultante em disfuncéo celular e, consequentemente, afeta a saide do organismo (MAINI
etal., 2007).

2. EQUILIBRIO ACIDO-BASICO EM FRANGOS DE CORTE

O EAB no organismo das aves é dado pela manutencdo das quantidades de acidos e
bases nos fluidos corporais e é mantido por varios mecanismos complexos. Quando ocorre
o DAB uma seérie de reacfes sdo realizadas pelo organismo no sentido de compensar as
alteracOes sofridas, caracterizando uma busca permanente pelo equilibrio (BROSSI et al.,
2009). Neste contexto, o balango de alguns minerais esta envolvido numa série de eventos
fisiolégicos relacionados ao EAB, podendo influenciar no desempenho produtivo das aves
(MORAES, 2010).

O BEO também pode ser entendido como equilibrio i6nico dos fluidos corporais
que regulam o EAB para a manutengdo da homeostase organica (MINAFRA et al., 2009).
A concentracdo do H* livre no organismo depende da acdo de substancias que podem ceder
fons H" em uma solucédo, denominadas de &cidos, e de substancias capazes de captar ions
H* nas solucdes, que sdo denominadas bases. Dessa maneira, a concentragdo de hidrogénio
livre nos liquidos corporais ¢ resultado do equilibrio entre acidos e bases (DALL’
STELLA, 2008).

Os principais ions responsaveis pela manutencdo osmética, pelo equilibrio acido-
basico e pelo balanco hidrico nos tecidos corporais sdo os cations sodio (Na*) e potassio
(K*) e o anion cloro (CI") (MORAES, 2010), devido ao fato da absorcéo desses ions ser
superior em relacdo aos demais e estes elementos quimicos precisam estar equilibrados
para garantir um bom funcionamento do metabolismo (FERREIRA, 2005).

O Na* e o CI" séo os principais fons que compdem o fluido extracelular, enquanto o
K* corresponde ao principal cation do fluido intracelular. E sabido que a regulacio
osmatica é obtida por meio da homeostasia destes ions e, em condi¢cBes normais, 0s
conteddos de agua e eletrélitos sdo mantidos dentro de limites estreitos (SILVA et al.,
2015). Porém, a perda desses eletrélitos (Na* ou K¥), sem alterar o contetdo da agua
corporal, reduz a osmolalidade destes fluidos (DALL’STELLA, 2008).

Borges et al. (2007) afirmaram que o K" esta envolvido em muitos processos
metabdlicos, incluindo o antagonismo arginina-lisina, conducdo nervosa, excitacao,
contragdo muscular, sintese de proteinas teciduais, manutencdo da homeostasia

intracelular, reacdes enzimaticas e no EAB. Da mesma forma que o K*; os eletrélitos Na* e
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Cl tem atividades em processos metabdlicos basais como absor¢do de monossacarideos e
amino&cidos, excitacdo nervosa e muscular, secre¢cbes no trato gastrointestinal, sintese
proteica, entre outras (MURAKAMI et al., 2001; OLANREWAJU et a., 2007).

Os eletrolitos podem ser definidos como elementos quimicos que dissociados tem a
capacidade de transmitir impulsos elétricos em solugdes (JUNQUEIRA et al., 2015). A
suplementacéo de eletrolitos tanto na &gua de bebida (AGUIAR; LOPES; RIBEIRO, 2015)
quanto nas racles (VIEITES et al., 2011) vem sendo utilizada por criadores por frangos de
corte, no sentido de tentar diminuir os efeitos do estresse térmico em regides de clima
quente, pois corrige o desequilibrio &cido-basico (DAB) (LOPES et al., 2015).

Para tal finalidade, a suplementagdo é feita com a adicdo de compostos alcalinos
para elevar o BEO e a adi¢do de compostos acidos a fim de reduzir o BEO, dependendo da
necessidade de cada caso. Dentre os compostos alcalinos, os mais utilizados na
suplementacéo sdo: o bicarbonato de potassio (KHCO3), o bicarbonato de sédio (NaHCO3)
e o0 carbonato de potéssio (K2CO3), e dentre 0s compostos acidos destacam-se o cloreto de
potéssio (KCI), o cloreto de aménio (NH4Cl) e o cloreto de célcio (CaCl)
(DALL’STELLA, 2008).

A inclusdo de eletrolitos na dieta de aves teve uma atencdo especial desde o
trabalho realizado por Mogin (1981), que descreveu de forma detalhada e precisa a
influéncia dos eletrolitos dietéticos Na*, K* e CI" e relacdo (K™+Cl)/Na* sobre a
homeostase e 0 crescimento das aves. Varios autores estudaram o efeito de dietas com o
principio da inclusdo de eletrolitos, dietas catidnicas e anibnicas, sobre varios parametros
produtivos e fisioldgicos, além de estabelecer vérias outras relaces entre 0s minerais
presentes na racdo (MINAFRA et al., 2009; VIETES et al., 2011).

Vieites et al. (2005) afirmaram que o uso de NH4Cl e K>COs utilizados na corregdo
do BED influenciou o desempenho, rendimento de carcaca e a umidade da cama em
frangos de corte aos 42 dias de idade. Minafra et al (2009) verificaram que o BED afetou
0s parametros sanguineos e a concentracdo sérica de metabdlitos em aves. Vieites et al.
(2011) recomendaram niveis de BED de 270 a 300 mEqg/Kg para o melhor crescimento de
frangos de corte criados em clima quente na fase inicial e final utilizando NH4Cl e K>COs.

Estudos de ressonancia magnética nuclear demonstraram ainda que a estrutura dos
acidos nucleicos tem respostas sequéncia-dependente das concentragdes fisiologicas de K*
e Na* (HEDDI et al., 2007), e alteram a organizacdo dos duplexes e quadruplexes de DNA
e RNA (HALDER; HARTIG, 2011; HUANG et al., 2014a; MURAT et al., 2014;
ARACHCHILAGE et al., 2015).



A manipulagdo incorreta do BED pode afetar profundamente a homeostase do
animal, pela influéncia no material genético e execucdo das funcgBes orgénicas corporais,
podendo acarretar danos prejudiciais ao desempenho e principalmente ao estado de salde
das aves. Dessa forma, estudos em diferentes componentes biolégicos que procurem
integrar informagdes no sentido de elucidar divergéncias em resultados experimentais se
tornam relevantes (VIEITES et al., 2011).

2.1 Disturbios relacionados ao desequilibrio acido-basico

Os principais distarbios relacionados ao DAB sdo representados pela alcalose e
acidose, que podem ser respiratdria ou metabolica, dependendo da origem das alteracdes
fisioldgicas. Em casos que ocorrem estimulos para o aumento da frequéncia respiratoria,
como o estresse térmico, as aves podem entrar em um quadro de alcalose respiratoria
(ABREU; ABREU, 2011). O estresse térmico nas aves, provocando alteracBes no
equilibrio &cido-basico, podem causar Obito dos animais, dependendo do tempo de
exposicao ao estresse (VIEITES et al., 2011).

Perdas significativas na pCO. podem diminuir a quantidade de H.COs presente no
plasma, fazendo com que ocorra um aumento da base conjugada, nesse caso 0 HCOs, em
relacdo ao acido, caracterizando a alcalose de origem respiratdria. Em casos opostos que
estimulam o aumento da pCO., como a reducdo da area pulmonar por exemplo, ocorre a
acidose respiratdria (DEVLIN; MATZKE, 2014).

Condicdes de origem metabdlica que ndo tem origem direta nos niveis de pCO2, em
que os niveis de CI° (ion acidogénico) estdo elevados, o pH sanguineo diminui,
caracterizando a acidose metabdlica, em contrapartida, quando ha um aumento nas
proporcdes de Na* e K* (ions alcalinizantes) em relacdo ao CI-, o pH dos fluidos corporais
aumenta, caracterizando alcalose metabdlica (ATHERTON, 2009). Nesses casos, 0S
processos metabdlicos sdo voltados, prioritariamente, para a regulacdo homeostatica em
detrimento dos processos produtivos, e o rim tem o papel primordial nesses ajustes
fisiolégicos JUNQUEIRA et al., 2015).

Quando ocorre excesso de acidos ou bases no plasma, o rim realiza o ajuste da taxa
de excrecdo/reabsorcdo desses metabolitos, com o intuito de manter as concentragdes
dentro de niveis adequados e retornar ao EAB (OLIVEIRA; PESSA, 2013). Em caso de
excesso de base, o rim atua na reabsorcdo de H* e excre¢do de HCO3', no caso de excesso

de &cidos ocorre 0 oposto e € priorizada a reabsor¢do de HCOs". Existem outros tampdes
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gue atuam na manutencdo deste equilibrio (proteinas, fosfatos organicos e inorganicos e a
hemoglobina, por exemplo), mas o sistema H*/HCOs™ é 0 mais efetivo no tamponamento
do pH (AYERS et al., 2015).

ModificacGes anormais na concentracdo do H* podem causar acentuadas mudancas
na velocidade das reacdes quimicas das células. Problemas como a mé qualidade da casca
do ovo, a mé adaptagdo ao estresse térmico, o baixo desempenho dos animais, o
antagonismo lisina-arginina e a discondroplasia tibial podem ser desencadeados ou
piorados pelo DAB nas aves (VIEITES et al., 2004).

A conversdo da Vitamina D3 na sua forma biologicamente ativa (1,25-
diidroxicolecalciferol) sofre influéncias negativas da acidose metabdlica. A conversdo
ocorre por um processo de hidroxilacdo, no qual a vitamina D3 € convertida no figado em
25-hidroxicolecalciferol e, em seguida, a 1,25-diidroxicolecalciferol no rim, e quando ha
um quadro de acidose ocorre a reducgédo da hidroxilagédo no rim (TRIPKOVIC et al., 2012).
As consequéncias desse processo podem acarretar uma méa mineralizacdo dos 0ssos, que se
torna mais evidente quando ha deficiéncia considerada de K* na dieta das aves
(LANGLEY et al., 2003).

3. NUTRIGENOMICA E GENES RELACIONADOS AO BALANCO ELETROLITICO

A nutrigendmica é uma ciéncia que busca elucidar como os nutrientes podem
regular a expressdo génica (RODRIGUEZ et al., 2007). A dieta é um fator ambiental que
pode agir de forma direta na regulagdo da expressdo de genes, por proporcionar 0S
nutrientes necessarios para as fungdes celulares (MUTCH; WAHLI; WILLIAMSON,
2005). Assim, € relevante a compreensdo de quais nutrientes podem ser bioativos e como
ocorre a regulacdo da expressdo génica por eles (GONSALVES et al., 2009).

A publicacdo da primeira versdo completa do genoma da galinha (Gallus gallus
domesticus) revelou a presenca de 1 bilh&o de pares de base e aproximadamente 20-23.000
genes, possibilitando uma grande quantidade de informacbes para estudos posteriores
(HILLIER et al., 2004). A determinacdo do padrédo de expressdo de genes ativos em
determinados processos bioldgicos do organismo é fundamental para o entendimento do
papel de agentes externos sobre o genoma, além da influéncia direta na homeostase do
animal (ROSA, 2007). O fato de ser possivel a alteracdo na expressdo de genes
relacionados ao equilibrio acido-basico pode ser determinante na compreensao de como as

concentragOes de eletrolitos interferem no metabolismo (LIANG et al., 2015).
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Kim et al. (2009a) estudaram o efeito da suplementacdo de &acido linoleico
conjugado (CLA) na dieta de frangos de corte sobre a expresséo de genes relacionados ao
metabolismo dos lipideos. Esses autores verificaram que a suplementacdo com CLA
aumentou a quantidade de mRNA da Fatty Acid Sintase (FAS) e Acetil Coenzyme A
Carboxilase (ACC) no figado, além de promover acimulo de CLA no masculo.

A suplementacdo de magnésio em dietas para frangos de corte correlacionou-se
positivamente com a quantidade de mRNA da enzima catalase no figado de frangos de
corte e, consequentemente, com a atividade desta enzima, que é importante no sistema
antioxidante das células (LIU et al., 2007). Takahashi et al. (2008) ao suplementarem a
dieta de frangos de corte com glicina observaram que houve alteragcdo na expressao de
genes relacionados a resposta inflamatoria no baco e figado, sugerindo que as resposta
inflamatdrias podem ser moduladas pela ingestdo de glicina.

Estudos de nutrigendmica sédo promissores na producdo animal, pelo fato de ser
possivel melhorar o desempenho zootécnico e a salde dos animais (GONSALVES et al.,
2009). A dieta pode representar custos na ordem de 70 a 80 % na producdo, sendo
necessarias medidas que permitam utilizar os alimentos de forma mais precisa e eficiente
(BERCHIELLI et al., 2006).

3.1 Genes relacionados ao equilibrio acido basico

O gene ATP1A1 codifica a proteina transportadora Na*/K* ATPase subunidade a 1,
que possui a funcdo molecular de ligacdo de ATP, ligacdo de ions metalicos, atividade de
fosfatase, troca de Na*/K*, ligacdo de hormonios esteroides; atua nos processos biol6gicos
de homeostase de potassio, resposta celular a estimulos de hormonios esteroides e
homeostase celular do Na* (DUNBAR; CAPLAN, 2001; XIE; CAl, 2004). O ATP1Al
também possui a funcdo de quebra de ATP (LIU et al., 2011), que se for alterada pode
indicar estresse e uma possivel resposta a condi¢Bes desfavoravel para o organismo.

Além das funcdes ja descritas, o ATP1AL interfere também na repolarizacdo da
membrana, regulagdo negativa do processo de biossintese de glicocorticoides, regulacéo
positiva e negativa das contracdes do coracdo, regulacédo positiva da contracdo do musculo
estriado, absorcdo de K*, desfosforilacdo de proteinas, regulacdo da pressdo sanguinea e
regulacdo da forca das contragdes do coragdo (LIU et al., 2011; SAWOSZ et al., 2012).

Alarcon (2015) encontrou efeito significativo para alteracdo na expressdo do gene ATP1A1
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com aumento em funcgdo da idade (periodo de 7, 21 e 42 dias) no intestino de frangos de
corte suplementados com 6leos essenciais e probioticos.

A proteina homologa da calcineurina B1, codificada pelo gene CHP1, tem como
principais processos biologicos a: resposta celular ao pH éacido, regulacdo do pH
intracelular, acoplamento da membrana, organizagcdo da membrana, regulacdo negativa da
cascata de sinalizagéo da calcineurina-NFAT, regulagdo negativa da atividade do fator de
transcricdo NF-kappaB, regulacdo negativa da atividade da fosfatase, regulacdo negativa
da auto-fosforilacdo de proteinas (MATSUSHITA et al., 2007; SCHALCH et al., 2009).

Dentre as fungdes do CHP1 estdo: a regulacdo negativa da importacdo de proteinas
no nucleo, regulacdo negativa da atividade da proteina quinase, regulacdo negativa da
fosforilacdo proteica, regulacdo negativa da ubiquitinacdo de proteinas, regulacdo positiva
da glicosilacéo de proteinas, regulacdo positiva da orientacdo da proteina para membrana,
regulacdo positiva do transporte de proteinas, regulacdo positiva da atividade anti-préton
do sddio, exportacdo de proteinas a partir do nlcleo e estabilizacdo de proteinas. (SADAIE
etal., 2004; SCHALCH et al., 2011).

Matsushita et al. (2007) ao estudarem os efeitos da deficiéncia do gene CHP1 em
culturas de células transgénicas de frangos observaram dificuldade na ligacdo de calcio,
alteracdo nas trocas de Na‘/H", alteracbes de pH, diminui¢do na resposta ao pH &cido e
diminuicédo dos niveis de NHE1 (proteina que atua na troca Na*/H*, codificada pelo gene
SLCY9AL). Assim, as alteraces nos niveis de RNAm do CHP1 estdo diretamente
relacionadas ao equilibrio &cido-basico, que segundo Ayers et al. (2015) é denotada
principalmente pela mudanga no pH.

O gene SLC12A2 codifica a proteina NKCC1, que é um transportador K*/Na*/Cl", e
atua no: transporte de amonio (NHs"), homeostase do volume celular, homeostase e
transporte transmembrana do K*, Na* e CI, além do crescimento do organismo
multicelular e transporte trans-epitelial de NH4* e CI" (HAMANN et al., 2005). Zhang et al.
(2012a) ao estudarem assinaturas de selecdo e associagcdo gendmica ampla (GWAS) em
linhas divergentes de frangos de corte para o conteido e percentagem de gordura corporal
afirmaram que o SLC12A2 é um gene candidato para ambas as caracteristicas estudadas.

A proteina NCKX, codificada pelo gene SLC24A3, possui fungdes moleculares
relacionada a: atividade antiporte do Ca?*, K*/Na*; transporte transmenbrana de Ca®*,
homeostase do Ca®* e transporte transmenbrana de Na* (VISSER et al., 2007; LYTTON,
2007).
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O gene SLC26A4, que codifica a proteina Pendrina, participa principalmente de
processos biologicos relacionados ao transporte do HCOz, transporte transmembrana do
CI'; regulacdo do pH intracelular; e regulacdo do potencial de membrana (KNAUF et al.,
2001; KIM et al., 2009Db).

O gene SLC9AL codifica uma proteina que faz parte da classe dos trocadores
Na*/H* denominada NHE1, importante na reposta ao pH acido; homeostase do sodio;
regulacéo positiva da atividade antiporte da Na*/Ca?*; da hipertrofia do musculo cardiaco;
da proteina NFAT dentro do ndcleo; da forca de contragdo do coracdo; do promotor da
transcricdo da RNA polimerase 1l; transporte transmembrana do K*; regulacdo do pH
intracelular; resposta ao estiramento muscular; e entrada do Na* através da membrana
plasmatica (BAUMGARTNER et al., 2004; ALEXANDER et al., 2011).

Magalhaes et al. (2011) demonstraram em culturas de células de frangos que
substancias eletroliticas e antibioticas podem alterar as fun¢Ges normais do SLC9AL e
tornar as células mais sensiveis a mudancas no pH, com potencial influéncia sobre as
funcBes celulares béasicas. Ainda segundo 0s mesmos autores, essa resposta tem efeito
sobre a atividade da NHE1 e na fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas. Matsushita et
a. 2007 também associaram menor atividade e prejuizos nas trocas de Na*/H* em células
transgénicas de frangos sob condi¢fes anormais (funcéo deficiente do gene CHP1).

5.2 Genes relacionados ao absor¢éo e transporte de nutrientes

A proteina EAAT3 é codificada pelo gene SLC1Al e faz parte da familia de
transportadores de aminoacidos. Entre as atividades dessa proteina estdo o: transporte de
D-aspartato, L-glutamato e regulacdo da frequéncia cardiaca (BIANCHI et al., 2014). A
EAAT3 pode ser classificada como Na*/dependente e atua na absorcéo e reabsorcdo de
aminoacidos nos tecidos, sendo o gene que a codifica amplamente difundido nos 6rgdos do
organismo (BAILEY etal., 2011).

O desenvolvimento po6s-natal de frangos de corte tem efeito sobre a expressdo do
SLC1A1l no duodeno, jejuno, ileo e figado, sendo que ocorre maior expressdo com o
aumento da idade (MISKA et al., 2015). O SLC1Al de frangos de corte é expresso
diferentemente de acordo com linha genética, fase de vida, segmento do intestino delgado
e pode haver interag0es na expressdo desse gene entre a fase da vida e o local do intestino
amostrado (GILBERT et al., 2007). Estudos afirmam que a distribuicdo da EAAT3

também pode ter papel no suporte de energia nas células do intestino, estimulando a
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proliferacdo celular, sendo mais abundantes nas criptas que nos vilos (ROME et al., 2002;
IWANAGA et al., 2005).

O gene SLC5A1 codifica a proteina SLGT1, que tem como principal funcéo
molecular a atividade simporte de Na*/glicose, além de atuar nos processos biol6gicos de
transporte transmembrana de glicose e Na® (XIN; WANG, 2010). Como o NaHCOs é
frequentemente utilizado na correcdo do BED (DALL’STELLA, 2008), a maior
quantidade de substrato Na* pode influenciar na atividade e/ou expressdo do SL5A1 pela
dependéncia desse mineral na sua atividade (XIN; WANG, 2010).

Gilbert et al. (2007) encontraram efeito significativo para 0 aumento da expressao
do gene SLC5A1 em funcédo da idade e maiores quantidades de RNAm deste gene foram
encontradas no jejuno do que no duodeno e ileo. Barfull et al. (2002) afirmaram que 0s
niveis de RNAm do SLC5A1 diminuiram em frangas White Leghorn apds o nascimento,
culminando em menor quantidade de glicose circulante, consequentemente, prejuizos no
metabolismo energético.

Os genes SLC7A7 e SLC7A6 codificam os transportadores de aminoacidos y"LAT1
e Y'LAT2, respectivamente, e estdo relacionados a funcBes como a absorcdo de
aminoacidos no intestino delgado, transporte de aminoacidos para o sangue, captacdo dos
aminoacidos do sangue para os tecidos (figado, rim, cérebro, coracdo, musculo
esquelético), reabsorcdo de aminoacidos pelos néfrons no rim, regulacdo do volume
celular, sintese da glutationa (GSH), a disponibilizacdo de aminoacidos para sintese
proteica e energia para o metabolismo (WAGNER et al., 2001).

As proteinas y'LAT1 e y*'LAT2 sdo dependentes de Na* (BROER, 2008) e atuam,
principalmente, na troca de Na* e aminoacidos neutros de cadeia grande por aminoacidos
basicos (TORRENTS et al., 1998), sendo o y*"LAT2 com maior afinidade por glutamina e
arginina (BROER et al., 2000). Miska et al. (2015) estudaram o efeito do desenvolvimento
pré e pos-natal sobre a expressdo génica de varios transportadores de aminoacidos, dentre
eles 0 y'LAT1 e y'LAT2, no intestino e figado de frangos de corte e constataram efeito
significativo do estagio de desenvolvimento para o SLC7A7 e SLC7A6 em ambos 0S
tecidos estudados, com aumento da expressao relativa em funcdo da idade.

Sun et al. (2015) ao estudarem o efeito da elevagdo da temperatura ambiente de 24
para 32°C sobre a expressdo de transportadores de aminoacidos no jejuno de frangos de
corte, concluiram que o estresse térmico diminui significativamente a quantidade de
RNAm do y*LAT1, CAT1 e r-BAT. Estes afirmaram que efeito semelhante pode ocorrer

em outros transportadores de aminoacidos e outros nutrientes, como glicose e lipideos.
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Capitulo 2. Balanco eletrolitico dietético para frangos de corte: Desempenho
zootécnico e expressao génica
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Balanco eletrolitico dietético para frangos de corte: Desempenho zootécnico e expressao

génica
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito de niveis de balanco eletrolitico dietético (BED) sobre o
desempenho e a expressdo de genes relacionados ao equilibrio acido-basico a absorcdo e ao
transporte de nutrientes em frangos de corte na fase inicial criados em condicGes de estresse
térmico ciclico natural. Utilizou-se 245 pintos machos da linhagem Cobb na fase de 1 a 21
dias de idade em um delineamento experimental inteiramente casualizado com cinco niveis de
BED (110, 175, 240, 305 e 370 mEqg/Kg) com 7 repeticGes de 7 aves cada. Foram avaliados o
consumo de racao (CR), ganho de peso (GP) e a conversdo alimentar (CA) aos 7 e 21 dias e
analisada a expressdo dos genes ATP1A1, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC7A7, SLC12A2 e
SLC26A4 no figado, intestino e rim por meio da metodologia de qRT-PCR aos 21 dias. Houve
efeito significativo (p<0,05) apenas para a CA tanto aos 7 quanto aos 21 dias. Houve
diferenca de expressdo (p<0,05) para os genes ATP1Al, SLC1Al, SLC5A1, SLCT7AG6,
SLC12A2 e SLC26A4 no figado, para ATP1AL, SLC7A6 e SLC26A4, no intestino e ATP1Al e
SLC26A4, no rim. O BED afeta a expressao de genes relacionados ao equilibrio &cido-basico,
absorcéo e transporte de nutrientes e a conversao alimentar de frangos de corte de 1 a 21 dias.
O nivel de 370 mEg/Kg melhorou a conversdo alimentar aos 7 dias e os niveis de 110 e 370

mEQ/Kg podem ser utilizados para diminuir conversdo alimentar aos 21 dias.

Palavras chave: avicultura, balango cation-anion, gendmica funcional, nutricdo, gRT-PCR
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of dietary electrolyte balance (BED) on the
performance and expression of genes related to the acid-base balance and nutrient uptake and
transport in early-stage broilers raised under natural cyclic thermal stress. A total of 245 male
Cobb chicks from 1 to 21 days old were used in a completely randomized experimental
design with five BED levels (110, 175, 240, 305 and 370 mEq/kg) with 7 replicates of 7 birds
each. The ration intake (CR), weight gain (GP) and feed conversion (CA) were evaluated at 7
and 21 days and the expression of the ATP1Al, SLC1Al, SLC5A1, SLC7A6, SLC7A7,
SLC12A2 and SLC26A4 genes in the liver, intestine and kidney were analyzed by the gRT-
PCR methodology to 21 days of age. There was a significant effect (p <0,05) only for CA at 7
days and at 21 days. There was a difference in expression (p <0,05) for the ATP1A1, SLC1AL,
SLC5AL, SLC7A6, SLC12A2 and SLC26A4 genes in the liver, for ATP1Al, SLC7A6 and
SLC26A4 in the intestine and ATP1Al and SLC26A4 in the kidney. BED affects the
expression of genes related to acid-base balance, nutrient uptake and transport and feed
conversion of broilers from 1 to 21 days. The 370 mEg/kg level improved feed conversion at
7 days and levels of 110 and 370 mEq / kg could be used to decrease feed conversion at 21

days.

Key words: cation-anion balance, functional genomics, nutrition, poultry, qRT-PCR
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INTRODUCAO

A avicultura constitui-se em uma atividade que representa enorme papel na producao
de alimentos, sendo relevante tanto no &mbito econdmico como social. Os indicadores
econémicos alcancados pela avicultura devem-se, principalmente, por ganhos na area de
melhoramento genético, nutricdo e manejo em geral, configurando alta dindmica no ciclo
produtivo (Leinonen et al., 2016). Entretanto, o desempenho e o bem-estar das aves pode ser
prejudicado por agentes estressantes, destacando se o estresse térmico (Yahav et al., 2011).

O calor em excesso prejudica as trocas térmicas entre as aves e as instalacfes, e como
consequéncia o0 estresse térmico é instaurado, podendo afetar o balanco de eletrélitos do
organismo (BEO) e o equilibrio acido-basico (EAB) (Oliveira e Pessa, 2013). O EAB € o
balanco adequado entre &cidos e bases presentes no organismo e mantém uma estreita relacao
com a regulacdo do pH dos fluidos, sendo critico nas fungdes fisioldgicas e no metabolismo
celular (Hamm et al., 2015) e determinante no estado de salde e para o desempenho das aves
(Vieites et al., 2005).

O BEO pode ser entendido como a relacao entre os eletrélitos que atuam efetivamente
no gradiente osmotico do organismo, sendo determinante no EAB (Brossi et al., 2009). Os
eletrolitos sdo definidos como elementos quimicos que tem a capacidade de transmitir
impulsos elétricos em solug¢fes quando dissociados das substancias (Junqueira et al., 2015), e
os principais sdo o sodio (Na*), o potassio (K*) e o cloro (CI") (Freitas et al., 2013). Um fator
determinante para o BEO € o balanco eletrolitico dietético (BED), que é obtido pela soma dos
eletrolitos presentes na racdo (Vieites et al., 2011).

Varios autores tem relatado o efeito do BED sobre o desempenho de crescimento
(Vieites et al., 2011), parametros sanguineos (Minafra et al., 2009), parametros 0sseos
(Oliveira et al., 2010), parametros fisioldgicos (Matos et al., 2009) e qualidade da cama
(Vieites et al., 2005) em frangos de corte, no entanto, poucos estudos relacionados a
expressdo génica de frangos suplementados com eletrdlitos (Gal-Garber et al., 2003; Huang et
al., 2014).

Alguns alimentos, denominados bioativos, possuem nutrientes que podem interagir
com o genoma, produtos génicos e sistemas enzimaticos, podendo alterar o metabolismo e
influenciar a expressdo de genes (Trujillo et al., 2006). Neste caso, 0 estudo de como 0s
nutrientes interferem na expressdo génica se torna relevante e a nutrigendmica constitui-se
como principal ferramenta.

O foco da nutrigendmica em estudos com animais de producdo é evidenciar como as

estratégias nutricionais podem influenciar o estado de saude e o desempenho dos animais
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(Gonsalves et al., 2009), por meio da mudanca em determinados processos biologicos, pois
podem ser alterados pelos componentes da dieta (Trujillo et al., 2006), neste caso, diferentes
niveis de BED podem influenciar na resposta de genes relacionados com BEO e na absorcdo e
transporte de nutrientes, consequentemente, no desempenho de frangos de corte.

Dos eletrélitos relevantes no BED, o Na™ e CI" podem regular a expressdo de genes
(Gal-Garber et al., 2003; Huang et al., 2014), no entanto, ndo foram encontrados trabalhos
relacionados a regulacdo de genes pelo K™ nem utilizando o conceito de BED. Gal-Garber et
al. (2003) observaram diferenca na expressao do gene ATP1Al com a elevacdo do nivel de
Na* usando cloreto de sédio (NaCl) na dieta de frangos de corte, culminando com alteragdes
no desempenho de crescimento. Huang et al. (2014) ao avaliarem o efeito da inclusdo de
cloreto de niquel (NiCl2) na dieta de frangos de corte observaram regulacdo negativa da
expressao de receptores da familia TLR (sensores da resposta imune), importantes na resposta
adaptativa ao estresse termico (Huang, 2017).

O bicarbonato de sdédio (NaHCOs), carbonato de potassio (K2COs3) e cloreto de
amonio (NH4ClI) séo substancias que sdo utilizadas na corre¢do do BED (Vieites et al., 2011),
no entanto ndo foram encontradas pesquisas que avaliaram o impacto da inclusdo desses sais
sobre a expressédo de genes em frangos de corte. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito de
niveis de BED obtidos pela combinacdo de NaHCO3, K2CO3 e NH4Cl sobre a expresséo
genes relacionados ao equilibrio acido-basico (ATP1A1, SLC12A2 e SLC26A4), a absorcao e
ao transporte de nutrientes (SLC1A1l, SLC5A1, SLC7A6 e SLC7A7) e o desempenho de
crescimento em frangos de corte na fase de 1 a 21 dias criados sob estresse térmico ciclico

natural.

METODOLOGIA

Local e condicdes experimentais

A pesquisa foi cadastrada no Comité de Etica em Experimentagdo Animal e foi
aprovada sob o protocolo n° 075/15 na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI).
O trabalho foi realizado no setor de Avicultura do Colégio Técnico de Bom Jesus, pertencente
a Universidade Federal do Piaui (UFPI), no municipio de Bom Jesus-Pl, que esta localizado
na latitude 09°0428” Sul e longitude 44°21'31" Oeste, estando a uma altitude de 277 metros.
O clima da regido é do tipo semiarido (seco e quente) com estacdo chuvosa no verdo (Alvares
etal., 2014).

Utilizou-se 245 pintos machos da linhagem Cobb na fase de 1 a 21 dias em baterias

metabolicas, constituidas por gaiolas de 1 x 1 x 0,5m como unidades experimentais. Durante

27


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste

120 o periodo experimental adotou-se um programa de luz de 23 horas (luz natural + artificial).
121 Do 1° ao 14° dia as aves foram aquecidas com lampadas incandescentes de 100 W durante as
122 seis da tarde até as seis da manhd, com uma distancia regulada em funcdo do comportamento
123 dos animais. Foram utilizadas cortinas de polietileno ao redor do galpdo experimental,
124  permanecendo fechadas nas horas mais frias.

125 A temperatura do ar e a umidade relativa foram mensuradas com termo-higrometro
126  colocado dentro do galp&o na altura média das aves. O indice de Temperatura de Globo e
127  Umidade (ITGU) foi obtido segundo Buffington et al. (1981), pelo uso da temperatura do
128  globo negro posicionado na mesma altura do termo-higrometro, e medida duas vezes ao dia,
129  as 09:00 e as 15:00 horas (Tabela 1).

130
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131  Tabela 1. Médias das variaveis climaticas durante o periodo experimental.

Temperatura Umidade
Fase ITGU
Min Max Min Max
la7 2248+131 3577+0,83 24,00+ 3,00 61,28 £ 2,05 79,75+ 0,82
la21 2092+203 3551+0,99 2347+341 63,33 £5,10 79,39 £1,51
Média 21,70+1,67 3564+0,92 23,74+3,20 62,31 £ 3,58 79,57 £ 1,17

132 Min = minimo, Max = maximo.

133
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Dietas experimentais

Foram formuladas duas dietas basais, a base de milho e farelo de soja, para atender as
exigéncias nutricionais de frangos de corte na fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 21
dias) segundo Rostagno et al. (2011) (Tabela 2). As quantidades de Na*, K™ e CI foram
analisadas no milho (0,006249, 0,569885 e 0,101313 %, respectivamente) e no farelo de soja
(0,14935, 2,280856 e 0,838903 %, respectivamente) no laboratério IBRA Nutricdo Animal
para o calculo do BED na dieta basal. O BED das dietas (basal e experimentais) foi calculado
de acordo com a formula proposta por Mongin (1981):

BED = (%Na* x 100/22,990%) + (% K* x 100/ 39,102*) - (%CI" x100/35,453*), em
que * = equivalente grama do Na*, K* ou CI', respectivamente.

Com um dia de idade as aves foram pesadas e distribuidas de acordo com o peso
médio (38,51+0,36 g) em um delineamento inteiramente casualizado, com cinco niveis de
BED (110, 175, 240, 305 e 370 mEq/Kg) e 7 repeticdes de 7 aves cada. Esses niveis foram
obtidos pela incluséo de NaHCOs3, KoCOs e NH4Cl em substitui¢do ao inerte (Tabela 3). Os
niveis de Na*, K*, Cl" e as relacOes entre os eletrolitos estdo na Tabela 4. A adicdo de
NaHCO3 e K>COs foi calculada de forma proporcional e gradativa até atingir a relagéo ideal
de Na*/K" de 0,37 (Rostagno et al., 2011) no ultimo nivel de BED.
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Tabela 2. Composi¢do das dietas basais para fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 21 dias)

de frangos de corte utilizada no experimento.

Ingrediente (%) la7dias 8 a 21 dias
Milho 56,7391 61,8085
Farelo de soja 33,4404 29,0490
Oleo de soja 2,4950 2,3515
Calcério 0,9131 0,9230
Fosfato bicalcio 1,9530 1,5623
Inerte (areia lavada) 1,5160 1,6150
Sal comum 0,5205 0,4964
Met-amino 0,2124 0,1488
Bio-lys® 0,6761 0,6114
L-Arginina 0,1941 0,1638
L-Treonina 0,1744 0,1403
L-Valina 0,1661 0,1299
Suplemento Vit-Min? 1,0000 1,0000
Total 100,00 100,00
Composicdo calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2950 3000

Proteina bruta (%) 20,5046 18,7766
Metinionina + Cistina digestivel (%) 0,9440 0,8460
Lisina digestivel (%) 1,3100 1,1740
Arginina digestivel (%) 1,4150 1,2680
Treonina digestivel (%) 0,8520 0,7630
Triptofano digestivel (%) 0,2230 0,2000
Valina digestivel (%) 1,0090 0,9040
Fadsforo disponivel (%) 0,4700 0,3910
Célcio (%) 0,9200 0,8190
Sédio (%) 0,2200 0,2100
Potassio (%) 0,9875 0,9002
Cloro (%) 0,6131 0,5697
Balango eletrolitico (MEq/Kg) 175 161
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'Fornece/kg de dieta  pré-inicial:  4cido  félico—200,00mg;  biotina-10,00mg;
clorohidroxiquinolina-7500,00mg: Zn-17,50g; vit. A—1680000Ul; vit.B1-436,50mg; vit.B12-
2400mcg; vit.B2-1200mg; vit.B6-624mg; vit.D3-400000UI; vit.E-3500UI; vit.K3-360mg;
niacina—8399,00mg; nicarbazina-25,00q: acido pantoténico-3120,00mg; colina—78,10g; Se-
75,00mg; Fe-11,25g; Mn-18,74g; Cu-1997,00mg; 1-187,00mg. Inicial: é&cido folico—
199,00mg; biotina-10,00mg;  clorohidroxiquinolina-7500,00mg:  Zn-17,50g;  Vit.A—
1680000,00Ul;  vit.B1-436,50mg; vit.B12-2400,00mcg; vit.B2-1200,00mg; vit.B6—
624,00mg; vit.D3-400000,00Ul; vit.E-3500,00Ul; vit.K3-360,00mg; niacina—8400,00mg;
monensina-25,00g; acido pantoténico—3119,00mg; colina-80,71g; Se-75,00mg; FE-11,25g;
Mn-18,74g; Cu-1996,00mg; 1-187,47mg.
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Tabela 3. Valores da inclusdo de K>COsz, NaHCOz e NH4Cl para compor o balango

eletrolitico dietético (BED) das dietas experimentais para frangos de corte em substituicdo do

inerte.
1a7dias
BED Dieta Inerte K2COs NaHCOs3 NH4CI Total
(mEg/Kg)  Basal (Kg) (Kg) (Kg) (Kg) (Kg) (kg)
110 08,484 1,162 - - 0,354 100,000
175 08,484 1,516 - - - 100,000
240 08,484 1,014 0,202 0,300 - 100,000
305 98,484 0,507 0,386 0,622 - 100,000
370 98,484 0,000 0,566 0,950 - 100,000
8 a 21 dias
110 98,385 1,337 - - 0,278 100,000
175 98,385 1,516 0,087 0,012 - 100,000
240 98,385 1,016 0,300 0,299 - 100,000
305 98,385 0,512 0,498 0,605 - 100,000
370 98,385 0,000 0,650 0,965 - 100,000

K2CO3z — peso molecular (UMA) = 138,20; pureza: 99,0%.
NaHCO3 — peso molecular (UMA) = 84,00; pureza: 99,0%.
NH4CI — peso molecular (UMA) = 53,45; pureza: 99,5%.
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172 Tabela 4. Niveis de sodio (Na*), potassio (K¥), cloro (CI") e relagdes entre os eletrélitos

173 presentes nas dietas experimentais.

1a7dias
BED
(MEQ/K) Na" (%) K" (%) CI'(%) Na'’/K* (K*+CI)/Na* (Na*+K*)/CI
110 0,220 0,988 0,844 0,22 8,33 1,43
175 0,220 0,988 0,613 0,22 7,28 1,97
240 0,302 1,102 0,613 0,27 5,68 2,29
305 0,391 1,207 0,613 0,32 4,66 2,60
370 0,480 1,308 0,613 0,37 4,00 291
8 a 21 dias
110 0,210 0,900 0,751 0,22 7,86 1,48
175 0,213 0,949 0,570 0,22 7,12 2,04
240 0,292 1,070 0,570 0,27 5,62 2,39
305 0,376 1,182 0,570 0,32 4,66 2,73
370 0,475 1,268 0,570 0,37 3,87 3,06

174  BED: Balanco Eletrolitico Dietético.
175

33



176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

Dados de desempenho

Para o desempenho foram avaliados o consumo de ragéo (CR), ganho de peso (GP) e a
conversdo alimentar (CA). O CR foi determinado pela diferenca entre a quantidade fornecida
de racdo e as sobras dos comedouros, sendo os valores obtidos corrigidos pela mortalidade
dos animais (Sakomura e Rostagno, 2016). O GP foi obtido pela pesagem dos animais em
jejum de 12 horas ao final de cada fase e, posteriormente, foi feita a diferenca com o peso

médio inicial da fase. A CA foi obtida pela relacdo entre o CR e o GP.

Anélise da expressdo génica

Ao final da fase de 21 dias, 4 animais de cada tratamento foram abatidos e coletaram-
se amostras do figado, intestino e rim que foram armazenadas em micro tubos de 2mL
contendo RNAHolder® (BioAgency Sdo Paulo, Brasil) para manter a integridade do RNA
total e, posteriormente, armazenadas em freezer -80°C até a extragdo do RNA.

No Laboratério de Patologia Molecular da Universidade Estadual do Maranhéo
(UEMA), o RNA total foi extraido de amostras de 100 mg de cada tecido utilizando o Trizol®
Reagente com o Pure Link® RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, USA) de acordo
com as recomendagbes do fabricante. Foram pesados 100 mg de cada amostra e
homogeneizados com 1 mL de Trizol. O lisado com Trizol foi incubado em temperatura
ambiente. Adicionou-se 200 uL de cloroférmio ao lisado e foram misturados manualmente
por 15 s, depois as amostras foram incubadas por 2 min. Foram centrifugadas por 15 min a
12000g a 4°C. Transferiu-se 600 pL da fase sobrenadante, que contétm o RNA, para
microtubos estéreis e adicionou-se volume igual de etanol 70%, em seguida, foram
vortexados.

Transferiu-se de 700 pl de cada amostra para a coluna, depois as amostras foram
centrifugadas a 12000g por 15 s em temperatura ambiente. Foram descartados 0s
sobrenadantes e reinseridos nas colunas. Em seguida, foram repetidos os dois Gltimos passos.
Foram adicionados 350 pl de Wash Buffer I. Os sobrenadantes e tubos de coleta foram
descartados, e as colunas foram inseridas em novos tubos de coleta. As amostras de RNA
foram tratadas com 80 uL do mix Pure Link® DNase e incubados por 15 min para posterior
adicdo de 350 pl de Wash Buffer I. Em seguida, foram centrifugados a 12000g por 15 s, em
temperatura ambiente.

Adicionou-se 500 pl de Wash Buffer 11 com etanol 70% na coluna. As amostras foram
centrifugadas a 120009 por 15 s em temperatura ambiental, para posterior descarte do eluido.

Repetiu-se este passo, e em seguida foram centrifugadas a 12000g por 1 min em temperatura
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ambiente. As colunas foram inseridas em tubos de elui¢do e foram adicionados 50 ul de 4gua
pura livre de RNase e DNase ao centro da coluna e foram incubadas em temperatura ambiente
por 1 min. Centrifugou-se a coluna com os tubos de eluicdo por 2 min a 12000g em
temperatura ambiente. Em seguida, foram armazenadas as amostras de RNA purificadas. O
RNA total isolado das amostras foi quantificado por espectrofotometria em aparelho
Picodrop. A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etideo.

A sintese da primeira fita do DNA complementar (cDNA) foi feita com o Kit GoScript
Reverse Transcription System (Promega, Biotecnologia do Brasil LTDA). As reagdes foram
feitas com 5 pg de RNA por reagdo, 0,5 pg do primer oligo (dT)is e &gua pura livre de
nuclease, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram
aquecidas a 70°C por 5 min, depois foram resfriadas em gelo por 5 min para serem
centrifugadas por 10 s. Ainda no gelo, foram adicionados os mix que continham GoScript™
5X Reaction Buffer, MgCl> (ImM), PCR Nucleotide Mix (0,5 mM), Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor, GoScript™ Reverse Transcriptase e agua pura livre de nucleases. As
concentracdes de cDNA das amostras foram estimadas por espectrofotometria (Picodrop), e
0s cDNAs foram estocados a —20°C até o uso na reacdo de RT-PCR em tempo real.

Na Tabela 5 estéo as informacgdes sobre os genes, que foram obtidas a partir de dados
do UNIPROT (http://www.uniprot.org/), GeneCards (http://www.genecards.org/) e KEGG

(http://www.genome.jp/keqq/).
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231  Tabela 5. Localizagdo celular (LC), vias metabdlicas (VM) e processos bioldgicos (PB) dos

232 genes utilizados no qRT-PCR.

Ontologia dos genes

Gene
LC VM PB
o Homeostase do Na* e K*
Ligacdo de ATP
o ) . Resposta celular a
ATP1Al Membrana  Ligacdo de ions metalicos . )
o hormonios  esteroides e
Atividade de fosfatase ] o
glicocorticoides
Transporte de cisteina Transporte de D-aspartato e
SLC1Al Membrana )
Simporte de glutamato/ Na* L-glutamato
] ] Absorgdo e transporte de
SLC5A1 Membrana  Simporte de glicose/Na* )
glicose e Na*
Transporte de aminoacidos/ Transporte de aminoacidos
SLC7A6 Membrana o )
Na* bésicos de cadeia leve
. Transporte de aminoacidos
Transporte de aminoacidos/ ]
SLC7A7 Membrana Ng* béasicos de cadeia leve
a
Metabolismo da lisina
Transporte de NH4" Homeostase do Na*, K* e CI
SLC12A2 Membrana  Simporte de K*/CI Crescimento do organismo
Simporte de Na*/CI multicelular
Transporte de HCO3 Transporte de HCO3
SLC26A4 Membrana  Antiporte anion/anion Homeostase do CI

Atividade nos canais de CI

Regulacéo do pH celular

233
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A analise da expressdo dos genes ATP1Al, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC7A7,
SLC12A2 e SLC26A4 foram realizadas utilizando-se a metodologia de gRT-PCR em tempo
real. Os primers utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes estudados e dos
controles enddgenos foram desenhados por meio do programa PrimerQuest

(www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest)  fornecido pela Integrated DNA

Technologies Inc (Coralville, 1A) a partir de sequéncias de nucleotideos obtidas do banco de

dados do GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov) que podem ser visualizados na Tabela 6.
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242  Tabela 6. Sequéncias de nucleotideos, tamanho do amplicon (AMPL) e temperatura de

243  anelamento (TA) dos primers utilizados para as rea¢0es de gRT-PCR.

Gene AMPL TA
Sequéncia de Oligonucleotideos
(NCBI #ID) (pb) (°C)
ATP1Al F: ACTGTGATGGGCCGTATTG
(NM_205521.1) R: CTCCAGTGATGAGGTGGATAAAG 100 o2
SLC1Al F: GTGTTTCTGGGAAGATTGGTTTG
(XM_424930) R: TGAGGCACTCCAGGTTTAATG e o2
SLC5A1 F: GCTGCGGACATCTCTGTTATT
(NM_001293240) R: GCCAGAAAGAATCCACCTACTG 17 o2
SLC7A6 F: GTCTTTGGAGCTCTCTGCTATG
(NM_001005832) R: AGTGAGGTCCACAAACGAATAA tee o
SLC7A7 F: TCCTGGTCATAGTTCCTCTCTAC
(XM_418326.5) R: GGGCAGATGGACTCCTAAATAAT 104 .
SLC12A2 F: GATGTCACTATGGGCTGATGAA
(XM_004949378) R: CAGATGACAGAGTGGCTGAAA 102 o
SLC26A4 F:CCGTCTGTGGAGACAGAATAAA
(XM_004934754.2) R: GCCAGCAAGTAATCCCAAATC v o2
HPRT1! F: GTGATTGGCGATGATGAACAAG
(NM_204848) R: GCCCATGAGGGATATAGACTTTC o7 .
ACTA1! F: CCTCCTTGGAGAAGAGCTATGA
(NM_001031063) R: CAATGAAGGAAGGCTGGAAGAG 102 o2
HMBS! F: GCTGCTGGACTGAAGAGAAT 109 6

(XM_015298075)

R: CACGAACCTCCACTGCTAAA

244  ATP1Al — ATPase transportadora de Na'/K* subunidade o 1, SLC1A1 - ETAA3
245  (transportador de aminoacidos excitatorio 3), SLC5A1 — SLGT1 (transportador soluto/glicose
246 1), SLC7A6 —y* LAT 2 (transportador de aminoacidos de cadeia leve 2), SLC7A7 —y* LAT 1
247  (transportador de aminoacidos de cadeia leve 1), SLC12A12 — NKCC1 (cotransportador de

248  &nions, Na* e K* e CI) e SLC26A4 — Pendrina. 'Genes referéncia.

249
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As reagdes foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection
Systems (Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA), a partir do método de Quantificacao
Relativa utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR Green com SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As amplificacdes foram: a 95°C durante 5 min, 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por
15 s, anelamento a 62°C durante 60 s. Ao final dos 40 ciclos de amplificagdo, um passo
adicional com elevacdo gradual da temperatura de 60°C a 94°C foi utilizado para a obtencéo
da curva de dissociacao.

Antes da quantificagdo pelo gRT-PCR, foi calculada a eficiéncia de cada gene com o
intuito de escolher a melhor combinagdo da concentracdo de cDNA e de primer nas reagdes
subsequentes. A eficiéncia foi calculada pela formula: E = 10C-1/slope) (Pfaffl, 2004).
Escolheram-se os resultados obtidos com maiores eficiéncias de amplificacdo como
adequadas para serem usadas nas reacOes finais de gRT-PCR em tempo real (Livak;
Schmittgen, 2001).

Todas as reacdes foram feitas em duplicatas e o coeficiente de variacdo dos valores de
Ct das replicatas dentro de cada amostra foi baixo, < 5%, indicando acuracia e
reprodutibilidade aceitavel.

Trés controles endogenos foram testados: HPRT1, ACTAL e HMBS, sendo o HPRT1
utilizado para o figado e intestino e 0 ACTAL para o rim, por mostrarem maior eficiéncia e
menos variacdo entre os tratamentos (dados ndo mostrados) nos tecidos estudados de acordo

com o software NormFinder (Andersen et al., 2004).
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Anélise Estatistica

Os dados de desempenho foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias
(Bartlet) e normalidade de Shapiro-Wilks, e atendidas essas pressuposi¢cdes procedeu-se a
ANOVA. Em seguida foi realizada a comparagdo das médias pelo teste de Tukey a 5 % de
significancia com o auxilio do software SAS® 9.0 (SAS Institute, 2003).

Foi adotado o seguinte modelo estatistico para as analises de desempenho:

YVij=u+T +e;

onde, Y;; = observagdo da variavel na j-ésima ave no i-ésimo Tratamento; u = constante
geral; T; = efeito do i-esimo Tratamento (i = 1,2,3,4 ou 5); e;; = residuo experimental.

A andlise estatistica dos dados de Ct para cada nivel de BED foi realizada utilizando a
macro %QPCR_MIXED macro SAS® (https://www.msu.edu/~steibelj/JP-files/QPCR.html)

desenvolvida para gerar as rotinas no SAS PROC MIXED adequadas para analisar os dados

de gRT-PCR, assumindo efeitos aleatorios independentes para os genes alvos e de referéncia
em cada réplica biol6gica (Steibel et al., 2009). A comparagdo dos valores de ACt entre 0s
tratamentos foi feita usando a funcdo CONTRAST do proc GLM (software SAS) utilizando o
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
Para os dados de expresséo génica foi utilizado o modelo:
Yoijk =TGgi + S + TS;j + GSyj + egiji

onde, Yy, = Ct obtido do g-ésimo gene na k-ésima réplica da j-esima amostra no i-ésimo
Tratamento; TG,4; = € o efeito do i-ésimo Tratamento no g-ésimo gene, TG4 ~N (0, ajl-); S; =
e o efeito aleatério da j-ésima amostra, S;~N (0, ajz); TS;; = efeito aleatorio do i-ésimo
Tratamento na j-ésima amostra, T'S;j~N (0, aizj); GS,; = efeito aleatorio especifico do g-ésimo

- s = 2 . _ Ve - 2
gene na j-ésima amostra GS, j~N (0, ag;); eg;ji = residuo experimental, eg; ;. ~N (0, o).

RESULTADOS
Desempenho
Houve efeito significativo (p<0,05) apenas para a CA aos 7 e 21 dias. O nivel de 175
mEQg/Kg apresentou maior CA aos 7 dias e o nivel de 240 mEg/Kg aos 21 dias. O nivel de 370
mEqg/Kg apresentou menor média aos 7 e 21 dias e o nivel de 110 mEg/Kg também

proporcionou menor CA aos 21 dias (Tabela 7).
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303 Tabela 7. Efeito dos niveis de balanco eletrolitico dietético (BED) sobre o desempenho de frangos de corte em

304 estresse térmico ciclico natural.

BED (mEq/KQ)

Caracteristica Média P-valor CV (%)

110 175 240 305 370
1a7dias
CR!(g) 120,842 129,07¢  124,44*  123,98* 121,80 123,88 >0,05 5,50
GP? (g) 109,232 104,27 111,80*  109,40*  110,28* 109,00 >0,05 5,98
CA3 1,12% 1,198 1,11% 1,13% 1,10° 1,13 <0,05 4,54
1a 21 dias
CR(g) 1057,02*  1048,87* 1098,44* 1062,77* 1081,43* 1068,91 >0,05 4,56
GP (9) 773,432 742,512 745,812 745,812 769,542 755,70 >0,05 4,74
CA 1,34° 1,44% 1,592 1,43% 1,38 1,44 <0,05 8,65
305 !Consumo de Racdo, 2Ganho de Peso, 3Conversdo Alimentar. Letras minGsculas diferentes na linha séo
306 significativas ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey.
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Expressao génica

Houve efeito significativo (p<0,05) dos niveis de BED sobre a expressdo dos genes
ATP1Al, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC12A2 e SLC26A4, no figado (Figura 1), para os
genes ATP1A1, SLC7A6 e SLC26A4, no intestino (Figura 2) e ATP1Al e SLC26A4 no rim
(Figura 3) de frangos de corte aos 21 dias de idade.

No figado (Figura 1), o gene ATP1Al foi mais expresso no nivel de 110 mEg/Kg,
enquanto o SLC1A1 apresentou diferenca significativa apenas neste 6rgdo, com maior
expressao nos niveis de 110 e 175 mEg/Kg em relacéo ao nivel de 240 mEg/Kg. No caso do
gene SLC5A1, o nivel de 240 mEq/Kg proporcionou menor quantidade de mRNA. O gene
SLC7A6 teve maior expressdo no nivel de 175 mEqg/Kg quando comparado ao nivel de 370
mEQ/Kg, ja o SLC12A2 mostrou diferenca de expressdo apenas no figado, sendo a menor
média observada no nivel de 240 mEg/Kg em relacdo a todos os demais tratamentos, e 0
SLC26A4 foi mais expresso nos niveis 305 e 370 mEg/Kg.

Na Figura 2, foi observado que o gene ATP1A1 foi mais expresso no nivel de 240
mEq/kg em relacdo aos niveis de 175 e 305 mEq/Kg, enquanto o gene SLC7A6 teve maior
expressao nos niveis de 110 e 240 mEg/Kg quando comparados com o nivel de 305 mEqg/Kg.
O gene SL26A4 apresentou maior expressdo no nivel de 370 mEg/Kg quando comparado aos
demais niveis, sendo ainda o nivel de 240 mEg/Kg menos expresso que nos niveis de 110,
175 e 305 mEg/Kg.

Em relacdo a abundancia relativa de mRNA no rim (Figura 3), no gene ATP1A1 foi
observado resultado semelhante ao figado, com maior expresséo no nivel de 110 mEg/Kg. No
caso do gene SLC26A4, observou-se menor expressao no nivel de 110 mEg/Kg quando

comparado com os demais tratamentos.
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Figura 1. Abundancia relativa de mRNA (22" dos genes ATP1A1, SLC1A1, SLC5A1,
SLC7A6, SLC12A2 e SLC26A4 no figado de frangos de corte aos 21 dias alimentados com

diferentes niveis de balanco eletrolitico dietético (BED).
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Figura 2. Abundancia relativa de mRNA (24" dos genes ATP1A1, SLC7A6 e SLC26A4 no
intestino de frangos de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balango
eletrolitico dietético (BED).
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Figura 3. Abundancia relativa de mRNA (2% dos genes ATP1A1 e SLC26A4 no rim de

frangos de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balanco eletrolitico

dietético (BED).
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DISCUSSAO

A dieta com nivel 370 mEqg/Kg proporcionou melhor CA aos 7 e 21 dias devido maior
inclusdéo de NaHCO3 e K>COs. O NaHCOs proporcionou maiores quantidade de Na*
disponivel no intestino neste nivel de BED (Tabela 4), possivelmente aumentando a absor¢édo
de nutrientes, visto que, a maioria dos transportadores de aminoacidos e glicose sdo Na*
dependentes, sendo necessario para o transporte um gradiente eletroquimico mantido pela
bomba Na*/K* ATPase (Matos et al., 2009; Habashy et al., 2017). Levando em consideracdo
que as dietas eram isonutitivas, exceto pelas quantidades dos eletrolitos, pode ter ocorrido
melhor aproveitamento desses nutrientes com o aumento incluséo de NaHCO:s.

Em relacdo ao K>COs, houve maiores quantidades de K* também no nivel de 370
mEQ/Kg (Tabela 4), que pode ter corrigido as perdas desse eletrolito em decorréncia do
estresse térmico ciclico nos momentos em que as temperaturas estavam mais elevadas. De
acordo com Vieites et al. (2011) pode ocorrer perdas excessivas de K™ quando a temperatura
do ambiente se eleva. A perda de K* ocorre por causa da diminuigdo da competicdo H*/K*
nos ductos coletores do rim, aumentando a excrecdo K* pela diminuicdo da presséo parcial de
dioxido de carbono (pCO.), resultante do aumento da frequéncia respiratoria em aves
estressadas pelo calor (Vieites et al., 2011).

Na fase de 1 a 21 dias o nivel de 110 mEqg/Kg também proporcionou menor CA, e esse
fato esté relacionado com o menor nivel de BED proporcionado pela inclusdo de NH4Cl. O
NH4CI é uma fonte de ClI- efetiva em diminuir o BED para aves (Aradjo, et al., 2011) e,
consequentemente, pode reduzir o pH dos fluidos por conta do CI” ser um ion acidogénico
(Atherton, 2009).

A alcalose respiratdria é o principal problema quando ocorre elevacdo da temperatura
por causar 0 aumento do pH dos fluidos corporais (Vieites et al., 2011), nesses casos, a
acidose metabolica pode ser um mecanismo compensador e estabilizar a variacdo do pH
(Ayers et al., 2015). O dnico tratamento que houve inclusdo de NH4Cl foi o de 110 mEqg/Kg
(Tabela 3), sendo a concentracdo de CI™ neste nivel de BED superior aos demais tratamentos
(Tabela 4), apresentando-se como determinante na diminuicdo da CA aos 21 dias.

A faixa de BED para o melhor desempenho em frangos de corte aos 21 dias de acordo
com Vieites et al. (2004) situa-se entre 166 e 177 mEqg/Kg, e Vieites et al. (2011), ao
estudarem o efeito de altos valores de BED em frangos estressados pelo calor, afirmaram que
os melhores valores ficam entre 270 e 300 mEq/Kg. Poucos autores encontraram efeito do
BED sobre a CA (Veites et al 2005; Sousa et al., 2002), que pode ser justificado devido as
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diferengas nas condi¢des ambientais e experimentais (tipo de sal inorganico, niveis de BED
utilizados no estudo, por exemplo).

As alteracGes observadas no desempenho dos frangos aos 21 dias podem estar
relacionadas com as mudancas no perfil de expressédo de genes relacionados ao BEO. Como
por exemplo, o gene ATP1A1 no figado e no rim, que foi mais expresso no nivel de 110
mEQg/Kg e menos expresso 370 mEqg/Kg ao mesmo tempo que estes dois niveis de BED
proporcionaram melhores CA.

O nivel de 110 mEg/Kg ndo apresentava a relacdo Na*/K* ideal de acordo com
Rostagno et al. (2011), no entanto, neste nivel a maior expressdo do gene ATP1A1 pode ter
proporcionado melhor CA por minimizar o efeito do desequilibrio da concentracdo destes
fons. No nivel de 370 mEg/Kg foi atendida a relacdo Na*/K*, justificando o melhor
desempenho e culminando em melhores condi¢des moleculares e menores quantidades de
MRNA do gene ATP1A1 provavelmente pela menor necessidade de alteragdes na expressao
deste gene. Esses resultados indicam que nestes tratamentos a célula pode ter realizado ajustes
moleculares eficientes e, consequentemente, melhoraram a CA.

Umas das principais func@es relacionadas ao gene ATP1A1 é manutencéo do gradiente
de Na'/K" através das membranas celulares (Sawosz et al., 2012), a quebra de ATP e
manutengdo do pH intracelular (Liu et al., 2011). Em condic¢des que ocorre deficiéncia ou
desequilibrio de Na* e K™ a ATPase pode realizar ajustes com o intuito de manter o gradiente
eletroquimico (Stein, 2002), podendo ocorrer altera¢cbes moleculares oriundas de mudancas na
presenca desses ions nos fluidos corporais com consequéncias sobre o desempenho dos
animais.

No intestino, a diferenca de expressdo do ATP1Al foi maior para o nivel de 240
mEqg/Kg, que pode ter ocorrido devido a falta de ajuste na relagdo Na*/K*. Nesse caso, 0
desequilibrio na relacdo desses ions pode ter sido determinante na absorcdo destes nutrientes e
ter proporcionado pior CA, sendo possivel afirmar que as alteragdes moleculares que podem
ser realizadas por este gene ndo foram eficientes neste nivel de BED.

Houve maior expressdo do gene do SLC1Al no figado, nos niveis de 110 e 175
mEqg/Kg em relacdo ao nivel de 240 mEq/Kg, que pode estar relacionada com a melhor
utilizacdo de aminoacidos, uma vez que foi observado menor CA. De acordo com Graczyk et
al. (2016), a partir de uma analise de entropia, pesquisaram associacdes entre SNPs e
eficiéncia alimentar, e 0 gene SLC1A1 esta ligado ao sistema nervoso e € expresso no trato
gastrointestinal, apresentando importante funcdo na conversdo alimentar de frangos. Uma das

principais fungbes da proteina EAAT3, codificada pelo SLC1Al1, é o transporte de

47



416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449

aminoacidos (Bianchi et al., 2014). Além disso, a expressdo do SLC1A1 no figado e intestino
delgado é influenciada pelo estagio de desenvolvimento de frangos de corte até os 21 dias
(Miska et al., 2015). Como € um gene que Se expressa no trato gastrointestinal (Graczyk et al.,
2016), por este motivo nao foi observado diferenca de expressdo no rim (Figura 3).

A menor expressao do gene SLC5A1 no figado no nivel de 240 mEq/Kg, aliada a pior
CA observada neste tratamento, indica que houve prejuizo no metabolismo da glicose. A
SLGT1, proteina codificada pelo SLC5A1, é um transportador de glicose dependente de Na* e
realiza esse processo pelo mecanismo simporte (Xin e Wang, 2011). Barfull et al. (2002), ao
estudarem o efeito do desenvolvimento poés-natal em frangas Whithe Leghorn, observaram
uma diminuicdo na expressdo do SLC5A1 em fungdo da idade, culminando com menor
quantidade de glicose circulante resultando em prejuizos no metabolismo energético.

O figado é um érgdo de intensa atividade metabdlica e a glicose é o principal substrato
energeético para o organismo. A maioria dos estudos que avaliam a expressdo do gene SLC5A1
na avicultura se restringem a estudar apenas o intestino dos frangos, no intuito de evidenciar a
absorcéo de glicose. No entanto, foi observado que a diminui¢do da quantidade de mRNA do
SLC5A1 no figado também pode estar relacionada a prejuizos no metabolismo energético,
visto que houve pior CA no nivel de 240 mEq/Kg, que regulou negativamente este gene.

Assim como o gene SLC1A1, o gene SLC7A6 tem sido identificado como o principal
transportador intestinal de aminoacidos acidos, além de codificar o transportador de
aminoacido y*LAT2, que tem a funcdo de fazer a troca de Na* e aminoacidos neutros de
cadeia grande por aminoacidos basicos, sendo classificado como Na*/dependente (Miska et
al., 2015). Foi observado efeito significativo dos niveis de BED sobre a expressao do SLC7A6
no figado, apresentando maior expressao no nivel de 175 mEg/Kg em relacdo ao nivel de 370
mMEQ/Kg e no intestino nos niveis de 110 e 240 mEqg/Kg em relacdo ao nivel de 305 mEg/Kg.
Estes resultados para a expressdo do SLC7A6 ocorreram provavelmente pela menor
disponibilidade de substrato nos menores niveis BED (110, 175, 240 mEqg/Kg), que pode ter
sinalizado para a célula maior necessidade da atividade deste gene, regulando positivamente
sua expressdo, como alternativa para melhor distribuir os seus substratos.

A menor expressao gene do SLC12A2 no figado dos frangos alimentados com 240
mEQ/Kg, em relacdo a todos os outros tratamentos, demostra que este nivel de BED
prejudicou a atividade deste gene nos hepatdcitos nas aves, visto que, houve pior CA neste
tratamento. O SLC12A2 atua na homeostase celular, transporte de Na*/K*/CI", crescimento do
organismo multicelular (HAMANN et al., 2005) e esté relacionado ao contedo de gordura
abdominal (CGA) em frangos de corte (Zhang et al., 2012).
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Frangos de corte com maiores taxa de crescimento sempre tem sido associados com
aumento na CGA e Zhang et al. (2012) afirmaram que o SLC12A2 é um gene candidato para
esta caracteristica. O nivel de 240 mEq/Kg regulou negativamente a expressdo do SLC12A2 e
como houve maior CA dos frangos submetidos a este nivel de BED é possivel afirmar que o
gene SLC12A2 pode estar também relacionado com o aproveitamento da dieta, ou seja, com a
conversao dos alimentos em ganho de peso em frangos de corte.

Houve diferenca de expressao para o gene SLC26A4 nos trés érgdos estudados. Foi
mais expresso no figado nos niveis de 305 e 370 mEqg/Kg e no intestino com o nivel de 370
mEQ/Kg, 0 que sugere uma resposta relacionada a manutencdo EAB, pois de acordo Kim et
al. (2009) este gene atua no transporte anions (HCOs" e CI°) e na regulagdo do pH intracelular.
Os nutrientes ao serem absorvidos seguem para o figado e os niveis mais elevados de BED
(305 e 370 mEg/Kg) regularam positivamente o gene SLC26A4 no intestino e figado. Esse
fato sugere que estes 6rgaos podem ter efeito na regulacdo do EAB, sendo necessarios mais
estudos nesse sentido para elucidar essa resposta.

Outro ponto que deve ser considerado é a menor expressdo do SLC26A4 no intestino
de frangos alimentados com 240 mEg/Kg de BED. Este nivel de BED regulou negativamente
a expressdo do SLC26A4 e proporcionou pior CA, sendo possivel estabelecer uma relacdo
deste gene com a funcdo do intestino, uma vez que quando ele foi regulado positivamente
(maior expressdo no nivel de 370 mEQ/Kg) neste 6rgao e as aves apresentaram melhor CA.
Assim, mais informacdes deste gene em frangos de corte devem ser levantadas para melhor
entendimento da fungé@o do gene SLC26A4, visto que sdo escassas, principalmente em relagéo
ao crescimento de frangos de corte.

No rim, o SLC26A4 teve maior expressdo nos frangos alimentados com niveis acima
de 110 mEqg/Kg, pois o rim tem papel primordial na regulacdo do EAB, uma vez que é
responsavel pela excrecdo e reabsorcdo de acidos e bases do organismo (Ayers et al., 2015).
De acordo com Kim et al. (2009), este gene é efetivo no metabolismo do HCO3", e como nos
maiores niveis de BED foram incluidos a maior quantidade de ions alcalinizantes (Na* e K%),
pode ter havido maior alocagdo do HCOzs™ das celulas por conta deste também ser base uma
efetiva no tamponamento do pH. Essa resposta apresenta efeito benéfico ao metabolismo,
visto que, 0 HCOz3™ deve ser perdido para manter o pH dentro de faixas aceitaveis em casos de
excesso de bases (Ayers et al., 2015).

A disponibilizacdo de ions que tem funcGes especificas durante o estresse térmico por
calor, como o Na" e K*, presentes em maior quantidade no nivel de 370 mEqg/Kg pela

inclusdo de NaHCOs e K>COs, respectivamente, atuaram beneficamente no perfil de
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expressdo dos genes estudados. Assim, a formulacdo de dietas utilizando os conceitos de
nutrigendmica podem ser relevantes na formulacdo de dietas para frangos de corte.

Do ponto de vista produtivo, a acidose metabodlica pode ser importante em frangos de
corte criados em clima quente. Como a ofegacdo é a principal via de perda de calor, a alcalose
respiratéria pode ser estabelecida nesse processo, e a acidificacdo da dieta pode ter efeito
benéfico sobre o desempenho das aves.

Dietas com a incluséo de compostos acidos, como o NH4Cl, podem promover acidose
metabolica por acidificar o pH do sangue (Minafra et al., 2009), e pode ser um mecanismo
compensatdrio no sentido de corrigir a alcalose respiratoria (Ayers et al., 2015), que é um dos
principais problemas da criagdo de frangos de corte em clima quente, como o da regido
Nordeste do Brasil. Assim, o nivel de 110 mEq/Kg, que foi o Gnico com a inclusdo de NH4Cl,
pode ter proporcionado ajustes favoraveis na expressdo dos genes afetados pelo BED pela
funcdo acidogénica do CI, consequentemente, as aves apresentaram melhor CA aos 21 dias.

O BED afeta a expressao de genes relacionados ao equilibrio &cido-basico, absor¢édo e
transporte de aminoacidos e a conversdo alimentar de frangos de corte de 1 a 21 dias. O nivel
de 370 mEg/Kg melhorou a conversao alimentar aos 7 dias e os niveis de 110 e 370 mEqg/Kg

podem ser utilizados para diminuir conversdo alimentar aos 21 dias.
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Capitulo 3. Expressao génica, parametros fisioldgicos, comportamentais e
desempenho de frangos de corte submetidos a niveis de balango eletrolitico dietético
Elaborado de acordo com as normas da revista Journal of Agricural Science

(http://www.ccsenet.org/journal/index.php/jas)
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito de niveis de balanco eletrolitico dietético (BED) sobre a
expressdo de genes relacionados com o equilibrio &cido-basico, parametros fisiologicos,
comportamentais e o desempenho de frangos de corte na fase inicial em estresse térmico
ciclico natural. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 niveis de
BED (110, 175, 240, 305 e 370 mEqg/Kg), 7 repeticbes por tratamento constituidas de 7 aves
por unidade experimental. Foram avaliados o consumo de racdo diario (CRD), ganho de peso
diario (GPD), os parametros fisiologicos: temperatura retal (TR), frequéncia respiratoria (FR),
frequéncia cardiaca (FC) e temperatura superficial média (TSM). Para o comportamento das
aves utilizou-se um etograma com base na atividade, ociosidade e movimentos agonisticos. A
analise da expressdo dos genes CHP1, SLC9A1, SLC24A3 no figado, intestino e rim foram
realizadas utilizando-se a metodologia de gRT-PCR. N&o houve efeito significativo dos niveis
de BED sobre as médias do CRD e GPD das aves. Nos parametros fisioldgicos, houve efeito
significativo (p<0,05) dos niveis de BED apenas para FR e FC. Houve efeito significativo
(p<0,05) para os parametros comportamentais “Ativo”, “Comer”, ¢ “Respiracdo Ofegante”,
assim como para os genes CHP1 e SLC9AL no figado e SLC24A3 no intestino e rim. O nivel
de 370 mEg/Kg é recomendado por proporcionar efeito favoravel na expressdo génica,

parametros fisiol6gicos e comportamentais em frangos de corte aos 21 dias.

Palavras chave: absorcdo de nutrientes, aves, balan¢o cation-anion, comportamento,

eletrélitos
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of dietary electrolyte balance
(BED) on the expression of genes related to acid-base balance, physiological and behavioral
parameters and performance of broiler chickens in the initial phase under natural cyclic
thermal stress. The experimental design was completely randomized with 5 BED levels (110,
175, 240, 305 and 370 mEq / kg), 7 replicates per treatment consisting of 7 birds per
experimental unit. The daily dietary intake (CRD), daily weight gain (GPD), the physiological
parameters: rectal temperature (TR), respiratory rate (FR), heart rate (FC) and mean surface
temperature (TSM) were evaluated. For the behavior of the birds an etogram was used based
on the activity, idleness and agonistic movements. Analysis of the expression of the CHP1,
SLCYAL, SLC24A3 genes in the liver, intestine and kidney were performed using the gRT-
PCR methodology. There was no significant effect of BED levels on mean CRD and GPD of
birds. In the physiological parameters, there was a significant effect (p <0.05) of BED levels
only for FR and FC. There was a significant (p <0,05) effect for the behavioral parameters
"Active", "Eat" and "Breathing Breath" as well as for the CHP1 and SLC9AL genes in the
liver and SLC24A3 in the gut and kidney. The level of 370 mEqg/kg is recommended for
providing favorable effect on gene expression, physiological and behavioral parameters in
broilers at 21 days.

Key words: absorption of nutrients, behavior, birds, cation-anion balance, electrolytes
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Introducéo

Alguns fatores impostos no regime de criagcdo de frangos de corte, principalmente a
selecdo para rapido ganho de peso e elevada taxa de lotacdo, causam estresse nos animais.
Estes fatores aliados a temperaturas elevadas em algumas regides fazem com que ocorram
prejuizos tanto no desempenho como na satde dos mesmos (NAZARENO, 2009).

O bem-estar animal pode ser estimado por alguns indicadores, como a dosagem de
glicocorticoides (RAULT, 2012), comportamento (PEREIRA et al., 2014), e parametros
fisiolégicos (MATOS et al.,, 2009). Além destes, alteracbes moleculares relacionadas a
mudangas na cadeia respiratoria mitocondrial também podem ser observadas nas aves,
principalmente se o estresse for originado por conta do clima quente, sendo possivel afetar a
expressao de genes (YANG et al., 2010)

A perda de calor evaporativa constitui-se em um dos mais importantes meios de
dissipacéo de calor das aves em temperaturas elevadas. No entanto, 0 aumento da frequéncia
respiratdria faz com que o nivel de diéxido de carbono (CO3) expirado se eleve, acarretando
em perdas excessivas deste gas (TEIXEIRA & ABREU, 2011), podendo chegar a um quadro
de alcalose respiratoria pela diminuicdo de acido carb6nico (H.CO3) no plasma sanguineo
(VIEITES et al., 2011).

A alcalose respiratéria prejudica profundamente o equilibrio acido-basico (EAB) do
animal, podendo alterar o pH dos fluidos e afetar o meio em que ocorre as reacdes
bioquimicas do organismo (MINAFRA et al., 2009). A manutencdo deste equilibrio esta
relacionada com os eletrélitos da dieta, sendo os principais, o sédio (Na*), o potassio (K*) e 0
cloro (CI") (MINAFRA et al., 2009), que sdo essenciais para manter o balango eletrolitico do
organismo (BEO), que ¢é dado pela diferenca entre os cations e anions ingeridos e excretados
(VIEITES et al., 2011).

Para evidenciar os efeitos da dieta na salde e producdo animal através da interacdo
entre os nutrientes bioativos nos alimentos e o genoma do animal tem-se destacado a
nutrigendmica, que objetiva melhorar a salde e a produtividade pela nutricdo personalizada,
levando em consideracdo as moléculas nutricionais e 0 genoma (GONCALVES et al., 2009).
Assim, a suplementacdo de eletrélitos dietéticos pode promover alteracGes de genes,
resultando em mudancas fisioldgicas e, consequentemente, no desempenho de frangos de
corte, uma vez que esses genes podem atuar em vias metabdlicas que esses ions sdo ativos.

Substancias eletroliticas podem alterar a expressdao do gene SLC9A1 (MAGALHAES
et al., 2011), que além da regulacdo do pH, esta relacionado com manutencdo das

concentracgdes ibnicas e regula positivamente o promotor da transcricdo da RNA polimerase Il
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(ALEXANDER et al., 2011), sendo importante para as fungdes celulares bésicas. O gene
SLCYAL esta ainda diretamente relacionado com a atividade do gene CHP1 e a ligacé&o do ion
calcio (Ca™) (MATSUSHITA et al., 2007).

O gene CHP1 codifica a proteina homologa da calcineurina B1 e regula negativamente
o fator de transcricdo NF-kappaB, importante na resposta pro-inflamatoria do organismo
(KANG et al., 2014). Este gene também atua na regulacdo do pH das células (SCHALCH et
al., 2011), que € uma das atividades mais prejudicadas em situacdes de desequilibrio &cido-
basico (DAB) (VIEITES et al., 2011). Como o balan¢o eletrolitico da dieta (BED) afeta o
EAB das aves, alteracbes no padréo de expressdo do CHP1 podem ocorrer com 0 uso de
substancias eletroliticas nas ragdes.

O metabolismo do Ca™ também esta relacionado ao EAB, sendo afetado diretamente
pelo pH sanguineo por contribuir no tamponamento do pH sistémico. A maior parte do Ca**
do organismo esta presente nos 0ssos e pode ser liberado na corrente sanguinea para atuar na
corre¢do do DAB por ser um ion alcalogénico (TYLAVSKY et al., 2008). Devido a este
comportamento, se torna relevante a verificacdo do efeito do BED sobre genes relacionados
ao metabolismo do Ca*, como o SLC24A3, pela importancia deste mineral na homeostase.

Normalmente se usa o bicarbonato de soédio (NaHCOs), carbonato de potéssio
(K2CO3) e cloreto de amonio (NH4Cl) na correcdo do BED para aves e sabe-se que eles
podem afetar o EAB de frangos de corte (MINAFRA et al., 2009). Poucos estudos foram
realizados no sentido de verificar o efeito do BED sobre parametros fisiologicos (MINAFRA
et al., 2009; MATOS et al., 2009), ndo foram encontradas pesquisas relacionando o
comportamento e expressdo génica ao uso de NaHCOs, K>COs, e NH4Cl e existem
divergéncias nos resultados de desempenho zootécnico em frangos de corte alimentados com
niveis de BED (VIEITES et al., 2011).

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito de niveis de BED obtidos pela inclusao de
NaHCO3, K>COs, e NH4Cl sobre a expresséo de genes relacionados com o EAB e transporte
de nutrientes, parametros fisiol6gicos, comportamentais, e o desempenho de frangos de corte

na fase de 1 a 21 dias.

Metodologia

A pesquisa foi cadastrada no Comité de Etica em Experimentacdo Animal e foi
aprovada sob o protocolo n° 075/15 na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI).
O trabalho foi realizado no setor de Avicultura do Colégio Técnico de Bom Jesus, pertencente

a Universidade Federal do Piaui, no municipio de Bom Jesus-PI, Esta localizado na latitude

60


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude

09°04"28” Sul e longitude 44°21'31" Oeste, estando a uma altitude de 277 metros. O clima da
regido € do tipo semiérido (seco e quente) com estacdo chuvosa no verdo (ALVARES et al.,
2014).

Foram utilizados 245 pintos machos da linhagem Cobb na fase de 1 a 21 dias em
baterias metabdlicas, constituidas por gaiolas de 1 x 1 x 0,5 m como unidades experimentais e
adotou-se um programa de luz de 23 horas (luz natural + artificial). Do 1° ao 14° dia as aves
foram aquecidas com lampadas incandescentes de 100 W durante as seis da tarde até as seis
da manhd, com uma distancia regulada em funcdo do comportamento dos animais. Foram
utilizadas cortinas de polietileno em torno do galpdo experimental, permanecendo fechadas
nas horas mais frias.

A temperatura do ar e a umidade relativa foram mensuradas com termo-higrometro
colocado dentro do galpdo na altura média das aves. O indice de Temperatura de Globo e
Umidade (ITGU) foi obtido segundo Buffington et al. (1981), pelo uso da temperatura de
globo negro posicionado na mesma altura do termo-higrometro. As variaveis climaticas foram
medidas a cada hora do dia durante o periodo experimental e foram divididas em turnos para
analise (de 00:00 as 06:00 horas = turno 1, de 06:00 a 12:00 horas = turno 2, 12:00 a 18:00
horas = turno 3, e de 18:00 a 00:00 horas = turno 4).
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Tabela 1. Médias, coeficientes de variacdo (CV), valores méximos (Max), valores minimos

(Min) das variaveis climaticas nos turnos: madrugada (1), manha (2), tarde (3) e noite (4).

Variavel Turno Média CV (%) Max Min Amplitude

1 25,10° 5,50 27,00 23,15 3,85
22,93P 3,40 24,35 22,05 2,30

TAL(°C)
3 30,28? 8,57 32,95 26,10 6,85
4 31,192 8,17 33,65 27,50 6,15
1 43,16" 9,95 49,00 37,00 12,00
2 56,252 7,96 62,00 50,00 12,00

UR? (%)
3 33,75° 25,50 48,00 25,00 23,00
4 27,75°¢ 17,23 35,00 23,00 12,00
1 73,28° 1,88 75,18 71,33 3,85
2 71,11° 1,09 72,53 70,23 2,30

ITGU
3 78,462 3,31 81,13 74,28 6,85
4 79,372 3,21 81,83 75,68 6,15
Totais diarios

TA (°C) 27,37 14,57 33,65 22,05 11,60
UR (%) 40,23 30,46 62,00 23,00 39,00
ITGU 75,55 5,28 81,83 70,23 11,60

Temperatura do Ar, 2Umidade Relativa, indice de Temperatura de Globo e Umidade.

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna séo significativas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 1. Distribuicdo da Temperatura do ar (°C), Umidade (%) e ITGU em fungéo das horas

do dia nas datas de coleta.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco niveis de BED
(110, 175, 240, 305 e 370 mEq/Kg) e 7 repeticdes de 7 aves cada. Com um dia de idade as
aves foram pesadas e distribuidas de acordo com o peso médio em cada tratamento
(38,51+0,36 9).

Foram formuladas duas dietas basais, a base de milho e farelo de soja, para atender as
exigéncias nutricionais de frangos de corte na fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 21
dias), segundo Rostagno et al. (2011) (Tabela 1). As quantidades de Na*, K* e CI" foram
analisadas no milho (0,006249; 0,569885 e 0,101313 %, respectivamente) e no farelo de soja
(0,14935; 2,280856 e 0,838903 %, respectivamente) no laboratério IBRA Nutricdo Animal
para o calculo do BED na dieta basal e de cada tratamento, que foi calculado segundo Mongin
(1981):

BED = (%Na"* x 100/22,990%) + (% K* x 100/ 39,102*) - (%CI- x100/35,453*),

em gue * = equivalente grama do Na*, K* ou ClI', respectivamente. Para se obter o nivel de
BED de cada tratamento foram incluidos o bicarbonato de sddio (NaHCO3), carbonato de
potéssio (K2COz) e cloreto de aménio (NH4Cl) em substituicdo do material inerte (Tabela 2).
Os niveis de Na*, K*, CI" e as relacGes eletroliticas nas dietas encontram-se na Tabela
3. A adicdo de NaHCO3 e K2CO:s foi calculada de forma proporcional e gradativa até atingir a

relacdo ideal de Na*/K* no altimo nivel de BED, de acordo com Rostagno et al. (2011).
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Tabela 2. Composicdo das dietas basais para fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 21 dias)
de frangos de corte utilizada no experimento.

Ingrediente (%) la7dias 8 a 21 dias
Milho 56,7391 61,8085
Farelo de soja 33,4404 29,0490
Oleo de soja 2,4950 2,3515
Calcério 0,9131 0,9230
Fosfato bicalcio 1,9530 1,5623
Inerte (areia lavada) 1,5160 1,6150
Sal comum 0,5205 0,4964
Met-amino 0,2124 0,1488
Bio-lys® 0,6761 0,6114
L-Arginina 0,1941 0,1638
L-Treonina 0,1744 0,1403
L-Valina 0,1661 0,1299
Suplemento Vit-Min? 1,0000 1,0000
Total 100,00 100,00
Composicdo calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2950 3000

Proteina bruta (%) 20,5046 18,7766
Metinionina + Cistina digestivel (%) 0,9440 0,8460
Lisina digestivel (%) 1,3100 1,1740
Arginina digestivel (%) 1,4150 1,2680
Treonina digestivel (%) 0,8520 0,7630
Triptofano (%) 0,2230 0,2000
Valina digestivel (%) 1,0090 0,9040
Fadsforo disponivel (%) 0,4700 0,3910
Célcio (%) 0,9200 0,8190
Sédio (%) 0,2200 0,2100
Potassio (%) 0,9875 0,9002
Cloro (%) 0,6131 0,5697
Balango eletrolitico dietético (mEqg/Kg) 175 161
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'Fornece/kg de dieta  pré-inicial:  4cido  félico—200,00mg;  biotina-10,00mg;
clorohidroxiquinolina-7500,00mg: Zn-17,50g; vit. A—1680000Ul; vit.B1-436,50mg; vit.B12-
2400mcg; vit.B2-1200mg; vit.B6-624mg; vit.D3-400000UI; vit.E-3500UI; vit.K3-360mg;
niacina—8399,00mg; nicarbazina-25,00q: acido pantoténico-3120,00mg; colina—78,10g; Se-
75,00mg; Fe-11,25g; Mn-18,74g; Cu-1997,00mg; 1-187,00mg. Inicial: é&cido folico—
199,00mg; biotina-10,00mg; clorohidroxiquinolina-7500,00mg:  Zn-17,50g;  Vit.A—
1680000,00Ul;  vit.B1-436,50mg; vit.B12-2400,00mcg; vit.B2-1200,00mg; vit.B6-
624,00mg; vit.D3-400000,00Ul; vit.E-3500,00Ul; vit.K3-360,00mg; niacina—8400,00mg;
monensina-25,00g; acido pantoténico—3119,00mg; colina-80,71g; Se-75,00mg; FE-11,25g;
Mn-18,74g; Cu-1996,00mg; 1-187,47mg.
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Tabela 3. Valores da inclusdo de K>COsz, NaHCOz e NH4Cl para compor o balango

eletrolitico das dietas experimentais para frangos de corte em substituicdo ao inerte.

1a7dias
BED! Dieta nerte K2COs3 NaHCO3 NH.CI Total
(mEg/Kg)  Basal (Kg) (Kg) (Kg) (Kg) (kg)
110 08,484 1,162 - - 0,354 100,000
175 08,484 1,516 - - - 100,000
240 08,484 1,014 0,202 0,300 - 100,000
305 98,484 0,507 0,386 0,622 - 100,000
370 98,484 0,000 0,566 0,950 - 100,000
8 a 21 dias
110 98,385 1,337 - - 0,278 100,000
175 98,385 1,516 0,087 0,012 - 100,000
240 98,385 1,016 0,300 0,299 - 100,000
305 98,385 0,512 0,498 0,605 - 100,000
370 98,385 0,000 0,650 0,965 - 100,000

BED: Balanco eletrolitico dietético

K2CO3z — peso molecular (UMA) = 138,20; pureza: 99,0%.

NaHCO3 — peso molecular (UMA) = 84,00; pureza: 99,0%.

NH4CI — peso molecular (UMA) = 53,45; pureza: 99,5%.
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Tabela 4. Niveis de sodio (Na*), potassio (K*), cloro (CI") e relages entre os eletrolitos

presentes nas dietas experimentais.

1a7dias
BED
Na* (%) K" (%) CI'(%) Na'/K* (K*+CI)/Na" (Na*+K*)/CI
(mEq/Kg)
110 0,220 0,988 0,844 0,22 8,33 1,43
175 0,220 0,988 0,613 0,22 7,28 1,97
240 0,302 1,102 0,613 0,27 5,68 2,29
305 0,391 1,207 0,613 0,32 4,66 2,60
370 0,480 1,308 0,613 0,37 4,00 2,91
8 a 21 dias
110 0,210 0,900 0,751 0,22 7,86 1,48
175 0,213 0,949 0,570 0,22 7,12 2,04
240 0,292 1,070 0,570 0,27 5,62 2,39
305 0,376 1,182 0,570 0,32 4,66 2,73
370 0,475 1,268 0,570 0,37 3,87 3,06

BED: Balanco eletrolitico dietético.
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Dados de desempenho

Para o desempenho foram avaliados o consumo de racdo diario (CRD) e ganho de
peso diario (GPD). O CRD foi determinado pela diferenca entre a quantidade fornecida de
racao e as sobras dos comedouros, sendo os valores obtidos corrigidos pela mortalidade dos
animais (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2016). O GPD foi obtido pela pesagem dos animais
em jejum de 12 horas ao final de cada fase e posteriormente foi feita a diferenca com o peso

inicial da fase, sendo os valores divididos pelo nimero de dias durante a fase.

Parametros fisioldgicos

Foram mensurados a temperatura retal (TR), frequéncia respiratoria (FR), frequéncia
cardiaca (FC) e temperatura superficial média (TSM) em 25 aves escolhidas aleatoriamente
no 18° dia de vida, uma ave de cada repeticdo e 5 repeticdes por tratamento. A TR foi obtida
pela introducdo de termdmetro clinico digital 2 cm no reto da ave até a estabilizacdo da
temperatura, percebida pelo disparo marcador do termémetro. A FR foi medida visualmente
em movimentos respiratorios por minuto, observados na regido peitoral das aves, com o
auxilio de um relogio digital durante um minuto (mov/min). A FC foi aferida com o uso de
um estetoscopio na regido peitoral e mensurada em batimentos por minuto (bat/min). A TSM
foi obtida com um termdmetro infravermelho de ponto (modelo ST3-RAYTEK) na regido da
cabeca, dorso, asa e na canela, que posteriormente foi calculada utilizando a formula escrita
por Malheiros et al., (2000): TSM = (0,03 X Tcabeca) + (0,70 X Tdorso) + (0,12 X
Tasa) + (0,70 X Tcanela); onde T representa a temperatura mensurada em cada regido
descrita da ave. A ordem de mensuracdo dos parametros fisioldgicos foi FR, TSM, FC e, por
ultimo, a TR, com o intuito de minimizar o estresse da coleta e, consequentemente, diminuir o

efeito da manipulacdo dos animais nas respostas obtidas.

Dados comportamentais

Foram escolhidas 25 aves aleatoriamente, uma ave de cada repeticdo e 5 repeticdes por
tratamento, no 15° e 19° dia de vida e com o auxilio de um etograma foram tomados os
comportamentos (Tabela 4), elaborado de acordo com Salgado et al. (2007), Bizeray et al.
(2002) e Estevez et al. (2003). As aves foram marcadas com tinta guaxe atoxica vermelha no
dorso e nas asas e tiveram o comportamento registrado em intervalos de 10 minutos durante
24 horas. Os comportamentos foram contados pela presenca de determinada atividade no
momento de coleta, sendo a frequéncia igual a soma de todas as presencas para a variavel

observada.
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Tabela 5. Etograma desenvolvido para avaliagdo do comportamento das aves a partir dos

estados de atividade, 6cio e movimento agonistico.

Comportamento Descricao
Comer (C) Acado de ingerir alimento.
Beber (B) Acdo de ingerir de &gua.
Bicar ndo agressivo ] ]
Ato de bicar de forma curiosa.
(BI)
] Ato em que a ave arruma as penas com o bico,
Ativo (A) ] _ ) ] X
Explorar Penas (EP) induzindo a liberacdo de Oleos nas glandulas
encontradas na base das penas.
Movimentagdo da ave entre dois pontos em
Correr (CO) ) )
velocidade maior do que a observada normalmente.
Andar (AN) Ato de caminhar.
Deitar (D) Ato de ficar sentada ou deitada sobre a cama

Espreguicar (E)

Ato em que a ave estica uma asa e uma perna, do

mesmo hemisfério do corpo.

Ato em que a ave fica sentada ou deitada sobre a

Ocio (0O) Dormir (DO)
cama e fecha os olhos.
Quando a ave ndo apresenta nenhum movimento, ou
Parada (P) aparentemente seu comportamento ndo se enquadra

em nenhum dos anteriores.

Respiracdo Ofegante

Respiracdo de forma acelerada

(RO)
Dificuldade ao Ato em que a ave tenta levantar ou caminhar, mas a
o levantar (DL) acdo é dificultada.
Agonistico - -
) Acdo de uma ave bicar qualquer parte do corpo de
(AG) Brigar (BR)

outra de forma agressiva.

Prostar (PR)

Atitude em que a ave fica deitada na cama, com 0

bico aberto e ofegante, as asas semiabertas.

Asa Aberta (AA)

Movimento em que a ave abre as duas asas.

Fonte: Adaptado de Salgado et al. (2007), Bizeray et al. (2002) e Estevez et al. (2003)
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Expressao génica

Ao final da fase de 21 dias, 4 animais de cada tratamento foram abatidos e coletaram-
se amostras do figado, intestino e rim que foram armazenadas em micro tubos de 2mL
contendo RNAHolder® (BioAgency Sdo Paulo, Brasil) para manter a integridade do RNA
total e, posteriormente, armazenadas em freezer -80°C até a extragdo do RNA.

No Laboratorio de Patologia Molecular da Universidade Estadual do Maranhéo
(UEMA), o RNA total foi extraido de amostras de 100 mg de cada tecido utilizando o Trizol®
Reagente com o Pure Link® RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, USA) de acordo
com as recomendagbes do fabricante. Foram pesados 100 mg de cada amostra e
homogeneizados com 1 mL de Trizol. O lisado com Trizol foi incubado em temperatura
ambiente. Adicionou-se 200 uL de cloroférmio ao lisado e foram misturados manualmente
por 15 s, depois as amostras foram incubadas por 2 min. Foram centrifugadas por 15 min a
12000g a 4°C. Transferiu-se 600 pL da fase sobrenadante, que conttm o RNA, para
microtubos estéreis e adicionou-se volume igual de etanol 70%, em seguida, foram
vortexados.

Transferiu-se de 700 pl de cada amostra para a coluna, depois as amostras foram
centrifugadas a 12000g por 15 s em temperatura ambiente. Foram descartados o0s
sobrenadantes e reinseridos nas colunas. Em seguida, foram repetidos os dois Ultimos passos.
Foram adicionados 350 pl de Wash Buffer I. Os sobrenadantes e tubos de coleta foram
descartados, e as colunas foram inseridas em novos tubos de coleta. As amostras de RNA
foram tratadas com 80 pL do mix Pure Link® DNase e incubados por 15 min para posterior
adicdo de 350 pl de Wash Buffer I. Em seguida, foram centrifugados a 12000g por 15 s, em
temperatura ambiente.

Adicionou-se 500 pl de Wash Buffer 11 com etanol 70% na coluna. As amostras foram
centrifugadas a 12000g por 15 s em temperatura ambiente, para posterior descarte do eluido.
Repetiu-se este passo, e em seguida foram centrifugadas a 12000g por 1 min em temperatura
ambiente. As colunas foram inseridas em tubos de eluicdo e foram adicionados 50 ul de dgua
pura livre de RNase e DNase ao centro da coluna e foram incubadas em temperatura ambiente
por 1 min. Centrifugou-se a coluna com os tubos de eluicdo por 2 min a 12000g em
temperatura ambiente. Em seguida, foram armazenadas as amostras de RNA purificadas. O
RNA total isolado das amostras foi quantificado por espectrofotometria em aparelho
Picodrop. A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1,5% corado com brometo

de etideo.
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A sintese da primeira fita do DNA complementar (cDNA) foi feita com o Kit GoScript
Reverse Transcription System (Promega, Biotecnologia do Brasil LTDA). As reacGes foram
feitas com 5 pg de RNA por reagdo, 0,5 pug do primer oligo (dT)is e adgua pura livre de
nuclease, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram
aquecidas a 70°C por 5 min, depois foram resfriadas em gelo por 5 min para serem
centrifugadas por 10 s. Ainda no gelo, foram adicionados os mix que continham GoScript™
5X Reaction Buffer, MgCl> (ImM), PCR Nucleotide Mix (0,5 mM), Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor, GoScript™ Reverse Transcriptase e agua pura livre de nucleases. As
concentracdes de cDNA das amostras foram estimadas por espectrofotometria (Picodrop), e
0s cDNAs foram estocados a —20°C até o uso na reacdo de RT-PCR em tempo real.

Na Tabela 5 estdo as informacdes sobre os genes, que foram obtidas a partir de dados
do UNIPROT (http://www.uniprot.org/), GeneCards (http://www.genecards.org/) e KEGG

(http://www.genome.jp/keqa/).
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Tabela 6. Localizagdo celular (LC), vias metabolicas (VM) e processos bioldgicos (PB) dos

genes utilizados no qRT-PCR.

Ontologia dos genes

Gene
LC VM PB
Membrana  Ligacédo de Ca* Resposta pH celular
CHP1 Citosol Ligacdo com a proteina quinase  Regulacdo do transporte de
Nucleo Atividade de Transportador proteinas
Resposta ao estiramento
Antiporte de préton/Na* muscular
SLCY9A1 Membrana . ]
Antiporte de proton/K* Homeostase do Na*
Homeostase do K*
Antiporte de Ca?*/ Na* K* Homeostase do Ca®*
SLC24A3 Membrana

Atividade nos canais de Ca%*

Resposta a alteracdo do pH

73



A andlise da expressdao dos genes CHP1, SLC9A1 e SLC24A3 foram realizadas
utilizando-se a metodologia de gRT-PCR. Os primers utilizados para amplificacdo dos
fragmentos dos genes estudados e dos controles endogenos foram desenhados por meio do

programa PrimerQuest (www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest) fornecido pela

Integrated DNA Technologies Inc (Coralville, 1A) a partir de sequéncias de nucleotideos
obtidas do banco de dados do GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov) podem ser

visualizados na Tabela 6.
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Tabela 7. Sequéncias de nucleotideos, tamanho do Amplicon (AMPL) e Temperatura de

Anelamento (TA) dos primers utilizados para as rea¢des de gRT-PCR.

Gene AMPL TA
Sequéncia de Oligonucleotideos
(NCBI #ID) (pb) (°C)
CPH1 F: GATGGACAGTGGTGTCCTTAAA
(NM_001007930) R: CAAGCCTGGAAGCTACTCATAG HO o2
SLC9A1 F: CCATCATCACCGTCATCTTCTT
(NM_001044643.1) R: CTTCGTCTCCTGCTTCTTCTTC % .
SLC24A3 F: GATAAACACTGCTCCCGTCTTA o1 62
(XM_015283393.1) R: GGGCTGGCAATCAAACTATTG
HPRT1! F: GTGATTGGCGATGATGAACAAG
(NM_204848) R: GCCCATGAGGGATATAGACTTTC V7 o
ACTA1! F: CCTCCTTGGAGAAGAGCTATGA
(NM_001031063) R: CAATGAAGGAAGGCTGGAAGAG 102 o2
HMBS! F: GCTGCTGGACTGAAGAGAAT 109 6

(XM_015298075)

R: CACGAACCTCCACTGCTAAA

CHP1 - proteina homoéloga da calcineurina B1, SLC9A1 — trocador de NaH* 1 (NHEL1),
SLC24A3 — NCKX (trocador Na*/Ca*, K*). 1Genes de referéncia: HBMS — Hidroximetilbilano
sintase, ACTAL — Actina a 1 e HPRT1 — Hipoxantina fosforribosil transferase 1.
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As reagdes foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection
Systems (Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA), a partir do método de Quantificacao
Relativa utilizando o sistema de fluoresncencia SYBR Green com o SYBR Green® Master
Mix (Applied Biosystems), de acordo com as instrugdes do fabricante. As condi¢cbes de
amplificagbes foram: 95°C durante 5 min, 40 ciclos de amplificagdo a 95°C por 15 s,
anelamento a 62°C durante 60 s. Ao final dos 40 ciclos de amplificagdo, um passo adicional
com elevacéo gradual da temperatura de 60°C a 94°C foi utilizado para a obtencdo da curva de
dissociacao.

Antes da quantificagdo pelo gRT-PCR, foi calculada a eficiéncia de cada gene com o
intuito de escolher a melhor combinacéo de concentracdo de cDNA e de primer nas reagdes
subsequentes. A eficiéncia foi calculada pela formula: E = 10(-1/slope) (PEAFFL, 2004).
Escolheram-se o0s resultados obtidos com maiores eficiéncias de amplificacdo como
adequadas para serem usadas nas reacdes finais de qRT-PCR em tempo real (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). Todas as reagdes foram feitas em duplicatas e o coeficiente de
variacdo dos valores de Ct das replicatas dentro de cada amostra foi baixo, < 5%, indicando
acuracia e reprodutibilidade aceitavel.

Trés controles endogenos foram testados: HPRT1, ACTAL e HMBS, sendo o HPRT1
utilizado para o figado e o intestino e 0 ACTA1 para o rim, por mostrarem maior eficiéncia e
menos variacdo entre os tratamentos (dados ndo mostrados) nos tecidos estudados de acordo
com o software NormFinder (ANDERSEN et al., 2004).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias (Bartlet) e
normalidade de Shapiro-Wilk pelo PROC UNIVARIATE do software SAS® versdo 9.0 (SAS
Intitute, 2003). Em seguida foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao
nivel de 5 % de significancia pelo PROC GLM do SAS® para as variaveis climaticas e de
desempenho.

Adotou-se o0 seguinte modelo estatistico para as variaveis climaticas:

YVij=u+T; +e;

onde, Y;; = observacdo da variavel na j-ésima repeticdo no i-ésimo Turno de coleta; u =
constante geral; T; = efeito do i-ésimo Turno de coleta (i = 1,2,3 ou 4); e;; = residuo
experimental.

Utilizou-se o seguinte modelo estatistico para os dados de desempenho:
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Yl-j=,u+Tl-+eij

onde, Y;; = observacdo da variavel na j-ésima ave no i-ésimo Tratamento; p = constante
geral; T; = efeito do i-esimo Tratamento (i = 1,2,3,4 ou 5); e;; = residuo experimental.

Os paréametros fisiolégicos e dados comportamentais foram submetidos ao teste Qui-
quadrado de Friedman. As médias dos escores foram obtidas e comparadas pelos PROCs
NPARIWAY e FREQ, respectivamente, do software SAS®.

A andlise estatistica dos dados de Ct para cada nivel de BED foi realizada usando a
macro %QPCR_MIXED (https://www.msu.edu/~steibelj/JP files/QPCR.html) desenvolvida
para gerar as rotinas no SAS PROC MIXED adequadas para analisar os dados de gRT-PCR,

assumindo efeitos aleatérios independentes para os genes alvos e de referéncia em cada
réplica biologica (STEIBEL et al., 2009). A comparagdo dos valores de AC: entre 0s
tratamentos foi feita usando a fungdo CONTRAST do proc GLM (software SAS) utizando o
teste t de Student ao nivel de 5% de significancia.

Para os dados de expressdo génica foi utilizado o modelo:

Yyij = TGy + Sj + TS;j + GSyj + egiji
onde, Yy, = Ct obtido do g-ésimo gene na k-ésima réplica da j-ésima amostra no i-ésimo BE;
TGy; = € o efeito do i-ésimo Tratamento no g-esimo gene, TGg4;~N (0, a;i); S; = € o efeito
aleatorio da j-ésima amostra, S;~N (0, ajz); TS;; = efeito aleatdrio do i-ésimo Tratamento na j
—€sima amostra, TS;;~N (0, aizj); GS,; = efeito aleatorio especifico do g-ésimo gene na j-
esima amostra GS,;~N (0, agzj); egijx = residuo experimental, e, ~N (0, 62).

As diferencas na expressdo génica foram estimadas usando o método 22t (Livak;

Schmittgen, 2001). Os dados estdo apresentados por média + erro padrédo.

Resultados
Desempenho zootécnico
N&o houve efeito significativo dos niveis de BED sobre as médias do CRD e GPD dos

frangos de corte na fase de 1 a 21 dias.
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Tabela 8. Efeito dos niveis de balanco eletrolitico sobre o0 desempenho zootécnico de frangos de corte durante a fase de
1a 21 dias.

Balango Eletrolitico Dietético (mEg/Kg)

Caracteristica Média P-valor CV (%)
110 175 240 305 370

CRD! (g/dia) 50,332 49,942 52,302 50,60? 51,492 50,90 p>0,05 4,46

GPD? (g/dia)  36,83" 35,352 35,512 35,512 36,642 35,98 p>0,05 4,74

1Consumo de Ragdo Diario. 2Ganho de Peso Diario. 3Efeito quadratico. *Ponto de minimo GPD. Letras mintsculas
diferentes na linha sdo significativas ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey.
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Parametros fisioldgicos

N&o houve efeito significativo (p>0,05) dos niveis de BED sobre a TR e TSM dos
frangos de corte aos na fase de 1 a 21 dias. A FR foi menor no nivel de 370 mEg/Kg (78,00
mov/min). O nivel de 175 mEq/Kg apresentou a maior média para a FC (138,92 bat/min)
(Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito dos niveis de balanco eletrolitico dietético (BED) sobre pardmetros
fisiologicos de frangos de corte na fase de 1 a 21 dias sob estresse térmico ciclico natural.

BED (mEg/Kg) Parametros
TR (°C) FR (mov/min) FC (bat/min) TSM (°C)
110 41,970 82,712 132,85° 35,428
175 41,90 82,007 138,92 35,39°
240 41,667 80,28° 130,28° 35,272
305 42,00 81,712 131,28° 35,68?
370 41,28 78,00° 132,42° 35,152
Max 42,00 148,00 192,00 37,00
Min 40,80 48,00 96,00 31,73
CV (%) 0,87 29,15 15,66 3,30

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna sao significativas ao nivel de 5 %
de probabilidade pelo teste Qui-quadrado de Friedman. TR = Temperatura Retal; FR =
Frequéncia Respiratoria, em movimentos por minuto (mov/min); FC = Frequéncia Cardiaca,

em batimentos por minuto (bat/min); e TSM = Temperatura Superficial Média.
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Comportamento

Houve efeito significativo (p<0,05) do BED nos parametros comportamentais apenas
para os comportamentos “Ativo (A)”, “Comer (C)”, e “Respiracdo Ofegante (RO)” (Tabela
10). Para o comportamento “A”, 0 nivel que proporcionou a maior frequéncia foi o de 175
mEqg/Kq de racdo (535), sendo que os niveis de 110 e 370 mEg/Kqg apresentaram menores
valores (418 e 472, respectivamente) (Tabela 10).

No que diz respeito ao comportamento “C”, o nivel de 175 mEqg/Kqg apresentou a
maior quantidade de visitas ao comedouro (339), sendo a menor frequéncia observada no
nivel de 110 mEq/Kq (239). A “RO” foi maior no nivel de 110 mEq/Kq (51) e menor no nivel
de 175 mEqg/Kg (29) (Tabela 10).
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Tabela 10. Médias dos escores e frequéncias comportamentais em fungéo de niveis de balango

eletrolitico dietético (BED) de frangos de corte na fase de 1 a 21 dias sob estresse térmico

ciclico natural.

Niveis de BED (mEq/Kg)

Comportamento
110 175 240 305 370
_ 3465,38° 3638,25% 3525,55° 3523,10° 3483,90°¢
Ativo (A)
(412) (531) (486) (482) (472)
. 3559,88 3446,10 3552,05 3549,00 3568,60
Ocio (0)
(812) (850) (883) (884) (898)
o 3560,22 3503,60 3535,45 3513,40 3533,00
Agonistico (AG)
(84) (59) (72) (74) (71)
3412,11° 3592,05° 3562,65" 3547,95° 3516,10°
Comer (C)
(239) (339) (327) (321) (308)
3554,50 3530,00 3512,85 3522,65 3525,10
Beber (B)
(63) (60) (53) (57) (58)
_ 3534,00 3551,15 3524,20 3511,95 3521,75
Bicar (BI)
27) (37) (26) (21) (25)
Explorar Penas 3552,38 3527,80 3532,70 3508,20 3522,90
(EP) (40) (34) (36) (26) (32)
3527,88 3536,60 3531,70 3519,45 3526,80
Correr (COR)
(4) (8) (6) (1) (4)
3518,13 3541,99 3505,07 3549,16 3522,21
Andar (AN)
(39) (53) (38) (56) (45)
) 3582,88 3525,45 3449,50 3520,55 3569,55
Deitar (D)
(346) (361) (330) (359) (379)
_ 3516,27 3538,60 3531,25 3523,90 3531,25
Espreguicar (E)
(8) (18) (15) (12) (15)
_ 3572,55 3453,05 3607,40 3587,35 3526,55
Dormir (DO)
(385) (379) (442) (393) (409)
3489,22 3515,90 3525,70 3584,50 3523,25
Parada (P)
(73) (92) (96) (120) (95)
Respiracao 3563,33? 3495,55¢ 3527,40P 3537,20P 3522,50°
Ofegante (RO) (51) (29) (42) (46) (40)
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Dificuldade de 3532,94

Levantar (DL) 2
Brigar (BRI) 3528,44
rigar
()
3533,55
Prostar (PRO)
(25)
3533,38

Asas Abertas (AA)
(4)

3527,50
(0)
3527,90
()
3524,30
(24)
3532,30
(4)

3527,50
(0)
3525,45
(1)
3529,20
(26)
3527,40
()

3527,50
(0)
3530,35
3)
3526,75
(25)
3522,50
(0)

3527,50
(0)
3530,35
(3)
3529,20
(26)
3527,40
()

Médias dos escores seguidas de letras minusculas diferentes na linha sdo significativas ao

nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Qui-quadrado de Friedman.
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Expressao génica

Houve efeito significativo (p<0,05) dos niveis de BED para os genes CHP1 e SLC9A1
no figado (Figura 2) e SLC524A3 no intestino e rim (Figura 3). O gene CHP1 foi menos
expresso no nivel de 240 mEg/Kg no figado em relacéo a todos os demais tratamentos (Figura
2). Para 0 gene SLC9A1 houve maior expressdo do nivel de 370 mEg/Kg quando comparado
aos niveis de 175 e 240 mEq/Kg no figado (Figura 2). O gene SLC24A13 foi mais expresso no
nivel de 370 mEg/Kg no intestino e no nivel de 110 mEg/Kg no rim (Figura 3).
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Figura 2. Abundancia relativa de mRNA (2% dos genes CHP1 e SLC9A1 no figado de

frangos de corte aos 21 dias alimentados com niveis de balanco eletrolitico dietético (BED).
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Figura 3. Abundancia relativa de mRNA (2 do gene SLC24A3 no intestino e rim de
frangos de corte aos 21 dias alimentados com niveis de balango eletrolitico dietético (BED).
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Discussao

O ambiente térmico durante o periodo experimental foi considerado estressante para
aves na terceira semana de idade. Abreu e Abreu (2011) afirmaram que a faixa de TA e UA
para o conforto térmico para aves na terceira semana sdo 29 a 32°C e 60 a 70 %,
respectivamente, e os valores observados nos turnos 3 e 4 para TA encontram-se proximo a
este limite superior e nos demais turnos bem abaixo do limite superior, enquanto a UA em
nenhum dos turnos esteve no intervalo de conforto (Tabela 1).

Os valores de ITGU obtidos encontraram-se fora do limite da zona de conforto para
aves na terceira semana de idade nos turnos 3 e 4 (Tabela 1), pois situa-se entre 65 e
74,91£1,65 (VITORASSO & PEREIRA, 2009; SAMPAIO et al., 2011), demostrando que
durante a tarde e noite as aves estavam submetidas a um ambiente potencialmente estressante
pelo calor. O ITGU é um indice que leva em consideracdo a temperatura de bulbo seco,
umidade relativa do ar, velocidade do ar e a radiagdo na forma de temperatura de globo negro
em um unico valor, sendo imprescindivel na caracterizacdo do ambiente de producédo
(BUFFINGTON et al., 2011).

Houve grande variacdo no ambiente climatico diariamente (Figura 1) caracterizando o
estresse ciclico; e nesses casos 0s animais podem sofrer por ajustar 0s mecanismos
fisioldgicos para acompanhar essa variagdo e tentar manter-se na zona de conforto térmico,
sendo os principais ajustes a elevacdo da FR para perda de calor latente e aumento do fluxo
sanguineo para a pele, permitindo que a superficie do animal possa trocar o calor interno de
forma mais eficiente com o ambiente (ABREU & ABREU). A FR foi menor no nivel de 370
mEqg/Kg (78,00 mov/min) e o nivel de 175 mEqg/Kg apresentou a maior média para a FC
(138,92 bat/min) (Tabela 9). A ofegacdo é a principal via para perda de calor das aves em
condicdes de estresse térmico por calor, considerando que as trocas de calor sensivel sdo
despreziveis em ambientes quentes (ABREU & ABREU, 2011). As maiores médias obtidas
para FR nos niveis de 110, 175, 240 e 305, mEqg/Kg, em relacdo ao nivel de 370 mEq/Kg,
indica maior estresse térmico por calor das aves neste tratamento, visto que a elevacéo deste
parametro fisioldgico esta relacionado a esta condicao.

A alcalose respiratoria, resultante da elevacdo da FR, pode levar a uma perda
excessiva de K™ por conta da diminui¢do da competicdo H*/K* nos ductos coletores do rim,
aumentando a excrecdo K* e resultando em prejuizos metabdlicos para as aves (Vieites et al.,
2011). No nivel de 370 mEqg/Kg houve maior inclusdo de K>COsz (Tabela 3), que pode ter

corrigido estas perdas de K*, por ser fonte deste eletrélito, e, consequentemente, minimizado
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0 estresse térmico por calor nas aves durante esta parte do estresse térmico ciclico natural,
visto que houve maior FR em todos os outros tratamentos.

No nivel de 370 mEg/Kg houve também maior inclusdo de NaHCO3 (Tabela 3), que é
uma fonte de Na® efetiva na correcdo do desequilibrio eletrolitico, que é importante na
manutencdo da pressdo osmotica, equilibrio &cido bésico e absorcao e transporte de nutrientes
(Matos et al., 2009). Ele ¢é perdido em excesso quando as aves estdo estressadas por calor
(Minafra et al., 2009), podendo ter sido determinante na FR diminuida neste nivel (78,00
mov/min) por corrigir o potencial desequilibrio &cido-basico (DAB) proporcionado pela
variacdo nas variaveis climaticas durante o experimento.

Pardmetros fisioldgicos como a elevagdo da FC podem indicar bem-estar precério para
os animais (BROOM, 1991). No nivel de 175 mEqg/Kg houve menor inclusdo de sais
inorganicos para corre¢cdo do BED (Tabela 3), sendo o provavel motivo de ocorrer maior
média da FC nas aves submetidas a esse tratamento. Isto assegura a necessidade de
suplementar as aves com compostos capazes de corrigir o BED e proporcionar ions
especificos para atuar nas func@es organicas do organismo em ambientes estressantes. Em
geral, todos os mecanismos de troca de calor sdo utilizados com um gasto a mais de energia
que poderia ser utilizada para producdo. Nos casos de estresse térmico, a medida que o
ambiente se afasta da zona termoneutralidade, esse gasto pode ser potencialmente maior e,
dependendo do tempo de duracdo ou da intensidade, pode ser fatal.

A maior atividade as aves, denotada pelo comportamento “A”, observada no nivel de
175 mEqg/Kg de BE (Tabela 10) ndo ficou fora do intervalo considerado normal, visto que,
aves independentemente da idade, passam de 60 a 80 % do tempo em descanso (BIZERAY et
al., 2002), e neste tratamento as aves apresentaram 40 % do tempo em atividade. Neste
tratamento houve menor inclusdo de sais para corrigir o BED, sugerindo que a maior
quantidade de compostos para correcdo do BED altera este comportamento da ave.

De acordo com Bizeray et al. (2002) a maior atividade é desejavel em frangos de
corte, principalmente o ato de andar, por auxiliar no desenvolvimento dos membros
posteriores, culminado em menores incidéncia de problemas de perna e possibilidade de
alimentar e dessedentar. A menor atividade observada neste trabalho nos niveis de 110 e 370
mEqg/Kg foi compativel com valores normais pra frangos de corte, considerando os valores
descritos por Bizeray et al. (2002), ndo denotando prejuizos nesta caracteristica.

As aves submetidas ao nivel de 110 mEqg/Kg de BED apresentaram menor quantidade
de visitas ao comedouro (CO = 239) provavelmente pela menor atividade das aves neste

tratamento (32 % de atividade). Normalmente as aves sdo pouco ativas e a medida que
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aumenta a idade e ganho de peso o tempo de atividade se torna menor ainda (BUIJS et al.,
2009). Como ndo houve diferenca no CRD, ndo houve prejuizos deste nivel de BED sobre o
desempenho zootécnico.

No nivel de 175 mEqg/Kg as aves apresentaram a menor frequéncia de “RO” devido
menores concentragdes de K.COz e NaHCO3 em relacdo aos demais tratamentos, exceto no
nivel de 110 mEqg/Kg, que houve inclusdo apenas de NHsCl. O K>COs e NaHCOs séo
compostos alcalinos utilizados na correcdo do BED e sdo capazes de aumentar o pH
sanguineo (MINAFRA et al., 2009). Como a taxa respiratoria elevada provoca a alcalose
respiratdria, essa condi¢do pode aumentar o pH sanguineo e causar alteracdes no equilibrio
acido-bésico e, consequente, alterar as func@es fisiologicas normais (BROSSI et al., 2009),
tais como respiracao ofegante.

Para manter a homeostase, o corpo do animal utiliza varios mecanismos com o intuito
de retornar ao estado de equilibrio (YAHAV et al., 2011). Alguns comportamentos sao
comumente visualizados em aves quando estdo sob condicGes de temperaturas elevadas, como
aumento na superficie corporal, mantendo as asas abertas afastadas do corpo, ericar as penas
(RESTELATTO et al., 2008) e prostrar (CARVALHO et al., 2013). Assim, a complexidade
das vias metabdlicas que regem os mecanismos fisioldgicos pode traduzir, as vezes, respostas
contrastantes, mas adequadas a cada situacdo especifica.

S&o necessarios estudos constantes de parametros fisioldgicos e comportamentais, bem
como das varidveis climaticas sob diversas condicdes de estresse, com o intuito de
acompanhar as demandas da avicultura. Esse conjunto de dados pode ajudar na descrigéo das
mudangas que as aves vem sofrendo ao longo do tempo e auxiliar na solugdo de problemas do
setor avicola.

A amplitude térmica pode influenciar negativamente devido a necessidade das aves se
ajustarem aos extremos, e a medida que esse quadro persiste a ave pode chegar a um
esgotamento fisioldgico. Variagbes climaticas ao longo do tempo prejudicam o bem-estar e 0
desempenho. Dessa forma, medidas que minimizam os efeitos do clima sobre as aves, de
origem nutricional ou nas instalacdes, sdo necessarias para melhor producéo e produtividade.

Um dos principais efeitos do estresse térmico nas aves é a perda renal de K*. Nos
frangos estressados por calor ocorre a diminui¢do da competicdo H*/K* nos ductos coletores
do rim, fazendo com que o metabolismo do K* seja afetado durante o estresse (VIEITES et
al., 2011). O K" esta envolvido em varios processos metabolico, como o antagonismo

arginina-lisina, a condugdo nervosa, a contracdo muscular, a sintese de proteinas teciduais, a
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manutencdo da homeostasia intracelular, as reagdes enzimaticas, o balan¢co osmdtico e o
equilibrio &cido-base (BORGES et al., 2007).

O Na* é o principal ion dos fluidos extracelulares, ativo no processo de repolarizacéo
das membranas e efetivo na absor¢éo e transporte de nutrientes (MATOS et al., 2009). Como
no nivel mais elevado (370 mEg/Kg) de BED houve maior concentragdo de K™ e Na* e a
relacdo Na'/K" ideal, este nivel de BED proporcionou respostas moleculares adequadas, bem
como melhores respostas fisioldgicas e comportamentais.

A menor expressao do gene CHP1 no nivel de 240 mEqg/Kg pode demonstrar que
neste nivel as funcdes relacionadas a proteina homologa da calcineurina B1 podem ter sido
prejudicadas, no entanto, ndo houve alterar¢des no dezempenho zootécnico (Tabela 8). Neste
nivel de BED as aves apresentaram respostas intermediarias para os parametros fisioldgios e
comportamentais (Tabelas 9 e 10, respectivamente), sugerindo que a relacdo entre o nivel de
BED com a funcdo do CHP1 pode traduzir efeito nestas variaveis em consicdes de estresse
térmico ciclico.

A deficiéncia na atividade do gene CHP1 em culturas de células transgénicas de
frangos, dificulta a atividade na ligacdo de Ca*, alteracdo nas trocas de Na* por H*, alteracéo
do pH, diminuicdo na resposta ao pH acido (MATSUSHITA et al., 2007) e regulacdo
negativa do fator de transcricdo NF-kappaB, importante na resposta inflamatdria e sistema
imune (KANG et al., 2014). Assim, a complexidade das interacdes entre os fatores que regem
0 EAB pode ter sido determinante nos resultados observados. E de grande relevancia mais
estudos do CHP1 relacionado a niveis de BED pelo fato de serem possiveis alteracGes
fisiol6gicas e comportamentais e sdo escassas pesquisas neste sentido, com o intuito de
elucidar a ligacdo deste gene com o EAB em frangos de corte.

A menor expressao dos gene SLC9A1 nos niveis de 175 e 240 mEg/Kg em relacdo aos
nivel de 370 mEqg/Kg pode estar relacionada a atividade Na*/dependente deste gene. Uma das
funcdes da NHEL, proteina codificada pelo gene SLC9A1, é realizar a troca de Na* por H,
sendo esta troca feita por transporte do tipo antiporte (ALEXANDER et al., 2011), que
acontece de maneira dependente da concentracdodos substratos necessarios (HOLM et al.,
2017), sendo possivel que a maior quantidade de Na® no nivel de 370 mEqg/Kg possa ter
influenciado a expressdo deste gene.

O nivel de 370 mEqg/Kg apresentou a menor FR e FC e respostas intermediarias nos
pardmetros comportamentais, sendo estes resultados relacionados as fungdes do SLCOAL.

Entre essas fun¢bes podem ser cidatas a manutencdo do pH intracelular e osmolaridade das
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células, importantes na diferenciacdo e proliferacdo e regulagdo do volume celular
(MATSUSHITA et al., 2007).

A regulacéo positiva de um promotor de transcricdo da RNA polimerase Il também
esta relacionada ao SLC9A1 (BAUMGARTNER et al., 2004), que € responsavel por codificar
0S genes ativos nos varios processos bioldgicos do organismo (PARAJAPE et al., 1994).
Dessa forma, alteragfes na expressdo do SLC9A1 pode ter sido determinante na atividade
celular, consequentemente, no metabolismo, fisiologia e comportamento dos frangos
alimentados com niveis diferentes de BED.

O gene SLC24A3 no intestino foi mais expresso no nivel de 370 mEqg/Kg, em relagao
aos demais tratamentos, e a provavel explicacdo pode ser a maior quantidade de Na* e K*
presente nesse tratamento. O nivel de 370 mEqg/Kg contemplou as maiores quantidades de
NaHCOsz e KyCOs, apresentando maiores concentraces de Na® e K* dietéticos e
provavelmente aumentando a necessidade de transporte desses ions.

O tipo de transporte da NCKX3, proteina codificada pelo gene SLC24A3, é o antiporte
e tem efeito sobre a absorcdo, transporte e 0 metabolismo do Ca?*, sendo esta atividade
realizada pela troca Na*/Ca?* de forma dependente do K* (VISSER et al., 2007). O Ca®
também auxilia na manutencdo do EAB, pois pode ser mobilizado do tecido dsseo em
resposta a alteragcdes no pH sanguineo (TYLAVSKY et al., 2008). Os resultados sugerem que
o Na* e K™ podem regular positivamente o SLC24A3 no intestino e, portanto, ter efeito sobre
o absorcdo do Ca®*, sendo as alteracbes benéficas observadas nos parametros fisiologicos e
comportamentais das aves que se alimentaram com o nivel de 370 mEq/Kg relacionadas ao
efeito deste gene sobre 0 EAB por atuar na homeostase de ions importantes na manutencao
deste equilibrio.

A maior expressao do gene SLC24A3 no rim dos frangos alimentados com 110
mEqg/Kg de BED é coerente com a inclusdo de NH4Cl neste tratamento, visto que o NH4Cl é
um composto acido efetivo na diminuicdo do BED (MINAFRA et al., 2009) e possui 65 % de
Cl. O CI" é um ion acidogénico e quando sua concentracdo se encontra elevada no plasma
sanguineo pode indicar acidose metabolica (ATHERTON, 2009). Como o metabolismo do
Ca?* ¢ sensivel a condigbes de acidez sanguinea e a dieta com 110 mEq/Kg pode ter
proporcionado essas condicdes e alterado a expressdo do SLC24A3.

A composicdo quimica dos liquidos corporais € mantida pelo rim, configurando uma
importante funcéo fisiologica deste 6rgdo na manutencdo do EAB (MINAFRA et al., 2009).
Assim, a maior expressdo do gene SLC24A3 neste 6rgdo nas aves submetidas ao nivel de 110

mEQ/Kg foi um ajuste a maior quantidade de um ion acidogénico (CI’), no sentido de manter a
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quantidade Ca?* presente no fluido corporal pela sua propriedade de ion alcalogénico efetivo
na manutencdo do EAB. Esta resposta é favoravel pela importancia de manter o EAB e pode
ter sido determinante na menor FC (Tabela 9) e respostas nao prejudiciais ao comportamento

(Tabela 10) e desempenho zootécnico (Tabela 8).

Concluséo

O balanco eletrolitico dietético ndo influenciou o desempenho, mas afetou a expressao
de genes relacionados ao equilibrio &cido-béasico, parametros fisioldégicos e comportamentais,
de frangos de corte na fase inicial sob estresse térmico ciclico natural. O nivel de 370 mEq/Kg
é recomendado por proporcionar efeito favoravel na expressdo génica, parametros fisiol6gicos

e comportamentais em frangos de corte aos 21 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

A relevancia da correta manipulacdo dos eletrolitos dietéticos para as aves pode ser
confirmada pelas alteragdes observadas no comportamento, fisiologia, desempenho e,
principalmente, na expressdo génica. Essas mudangas ocorridas em funcdo dos niveis de
eletrdlitos necessitam ser melhor estudadas em condi¢cBes de campo e em interagdo com
outros fatores. Poucos trabalhos relacionados a expressdo génica de frangos de corte
alimentados com diferentes niveis de BED foram encontrados, sendo necessarios maiores
estudos para apurar o conhecimento sobre 0s genes estudados nesta pesquisa e outros genes
ndo contemplados, visto que, ocorrem mudancas no padrdo de expressdo génica e possivel
associacdo com alteracdes de desempenho. Também foram encontrados poucos trabalhos
relacionando o BED com parametros fisiol6gicos, € nenhum com comportamento, tornando
promissoras pesquisas direcionadas a estes parametros para entender como os frangos de corte
podem responder a manipulacdo de eletrélitos dietéticos e, consequente, melhorar a

produtividade do setor avicola.
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