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Resumo

Conduziu-se este estudo para avaliar os efeitos de niveis de glutamina na ragdo sobre o desempenho
e carcaga de frangos de corte submetidos a ambiente de termoneutralidade no periodo de 21 a 42
dias de idade. Foram utilizados 168 frangos de corte machos da linhagem Cobb® de 21 a 42 dias de
idade, distribuidos em delincamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos,
representados pelos niveis de glutamina das ragdes (0,00; 0,50; 1,00 ¢ 1,50%), sete repetigdes e seis
aves por unidade experimental. Foram avaliados o desempenho, os rendimentos da carcaga, peito, coxa
¢ sobrecoxa ¢ a expressdo do mRNA da proteina HSP70. Aos 21 dias ¢ com peso inicial de 900 +
4,71 g, as aves foram alojadas em camaras climaticas com temperatura de 23,2 = 1,77°C ¢ umidade
relativa de 70 =+ 5,82% correspondendo ao ITGU calculado de 72 + 2,75, caracterizando um ambiente
de termoneutralidade. Ndo se observou efeito dos niveis de glutamina sobre o consumo de ragdo, ganho
de peso e conversdo alimentar das aves. Os niveis de glutamina ndo influenciaram os pesos absolutos e
os relativos da carcaca, peito, coxa ¢ sobrecoxa das aves. Nao se observou efeito dos niveis de glutamina
da racdo na expressdo do mRNA da proteina HSP70. Conclui-se que niveis de glutamina na ragdo nao
influenciaram o desempenho e as caracteristicas de carcaga de frangos de corte dos 21 aos 42 dias de
idade mantidos em ambiente termoneutro.

Palavras-chave: Ambiente térmico, aves, expressao génica, HSP

Abstract

This study was conducted to evaluate the effects of dietary glutamine levels on performance and carcass
traits of broilers kept in thermoneutral environment from 21 to 42 days of age. Hundred sixty eight male
broilers Cobb® with 21 days of age and initial body weight of 900 +£4.71 g were allotted in a completely
randomized design with four levels of glutamine (0.00, 0.50, 1.00 and 1.50%), seven replicates with six
birds each. Performance, relative weights of carcass, breast, thigh and drumstick and mRNA expression
of HSP70 were evaluated. Birds were housed in environmental chambers with temperature of 23.2 +
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1.77°C and relative humidity of 70 + 5.82% corresponding to a calculated BGHI of 72 + 2.75, which
characterize thermoneutral environment. There was no effect of glutamine on feed intake, weight gain,
and feed conversion of broilers. Glutamine had no influence on absolute and relative weights of carcass,
breast, thigh, and drumstick of birds. There was not effect of dietary glutamine on mRNA expression of
HSP70. Dietary glutamine did not affect performance and carcass traits of broilers from 21 to 42 days

of age maintained in thermoneutral environment.

Key words: Birds, gene expression, HSP, thermal environment

Introducao

Com os avangos ocorridos nas areas de genética,
nutricdo, manejo, ambiente e sanidade houve
aumento consideravel na velocidade de ganho
de peso, reducdo da idade de abate e melhora na
conversdo alimentar de frangos de corte. Entretanto,
a capacidade termorreguladora destes nao evoluiu
na mesma propor¢ao, ficando o mesmo deficiente
para enfrentar os desafios impostos pelo ambiente
térmico, especialmente as temperaturas elevadas,
refletindo em reducdo do consumo de racdo e do
ganho de peso das aves e consequentemente perdas
econdmicas para o produtor (LAGANA et al.,
2005).

alimentares vém sendo
de
desempenho dos animais, entre os quais destaca-
se a glutamina (BARTELL; BATAL, 2007), a qual

fornece energia para células de rapida divisao (WU

Alguns aditivos

utilizados com o objetivo melhorar o

et al., 1995) como os enterocitos. Em condi¢des
de estresse, a glutamina se torna um aminoacido
condicionalmente essencial, visto que ha redugdo
em niveis plasmaticos deste aminoacido (SANTOS;
CAPERUTO; COSTA ROSA, 2007).

A glutamina aumenta a expressdo molecular de
proteinas do choque térmico (HSP’s) responsaveis
pela integridade celular (SANDERS; KON, 1991).
O efeito da glutamina no aumento da expressao das
HSP’s ocorre de maneira dose-dependente, pois
maiores concentragdes de glutamina sdo necessarias
de acordo com a intensidade do estresse, o que
pode estar relacionado com a necessidade da célula
de aumentar sua protegdo e, consequentemente,
sobreviver em condigdes de estresse (SINGLETON;
WISCHMEYER 2007).

Desta forma, este estudo foi proposto para
avaliar os efeitos de niveis de glutamina na racdo
no desempenho e carcaga de frangos de corte
submetidos ao ambiente de termoneutralidade no
periodo de 21 a 42 dias de idade.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Bioclimatologia Animal do Departamento de
Zootecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG,
de abril a setembro de 2012.

Foram utilizados 168 frangos de corte machos
sexados da linhagem COBB®, vacinados contra a
doenca de Marek no periodo de 21 a42 dias de idade.
Os frangos foram criados em galpdo convencional
até os 21 dias recebendo ragdes com 3.100 kcal/kg
de energia metabolizavel (EM), formuladas para
satisfazer suas exigéncias nutricionais, conforme
preconizado por Rostagno et al. (2005).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
(ragdo basal e trés niveis de glutamina), sete
repeticdes e seis aves por unidade experimental. A
unidade experimental foi representada pela gaiola.

Os tratamentos consistiram em uma rac¢ao basal
com 3.000 kcal/kg de EM formulada para atender as
exigéncias das aves na categoria estudada, segundo
Rostagno et al. (2005) e trés ragdes com niveis de
0,50; 1,00 ¢ 1,50% de glutamina, obtidos a partir da
inclusdo da L-glutamina na ragcdo em substitui¢ao
ao amido (Tabela 1).

Aos 21 dias de idade, as aves foram pesadas
e transferidas para as cdmaras climaticas onde
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foram alojadas em gaiolas metalicas (0,85 x 0,85 preconizado por COBB-VANTRESS (2008). Os
m) providas de comedouro e bebedouro do tipo frangos apresentaram peso médio inicial de 900,0
calha. Proporcionou-se aos animais um ambiente +4,71 g.

de termonecutralidade para as aves conforme

Tabela 1. Composic¢des centesimal e calculada das ragdes experimentais.

Nivel de glutamina (%)

Ingredientes (%) Basal

0,50 1,00 1,50
Milho 58,682 58,682 58,682 58,682
Farelo de soja 32,155 32,155 32,155 32,155
Oleo vegetal 3,565 3,565 3,565 3,565
Fosfato bicalcico 1,655 1,655 1,655 1,655
Calcario 0,844 0,844 0,844 0,844
Sal comum 0,471 0,471 0,471 0,471
Mistura vitaminica' 0,200 0,200 0,200 0,200
Mistura mineral® 0,200 0,200 0,200 0,200
Anticoccidiano® 0,050 0,050 0,050 0,050
BHT* 0,010 0,010 0,010 0,010
Cloreto de colina® 0,125 0,125 0,125 0,125
Avilamicina® 0,010 0,010 0,010 0,010
DL-metionina (99%) 0,227 0,227 0,227 0,227
L-lisina HCL (78%) 0,168 0,168 0,168 0,168
L- treonina (98,5%) 0,038 0,038 0,038 0,038
Amido 1,600 1,100 0,600 0,100
L-Glutamina 0,000 0,500 1,000 1,500
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Composigao calculada
Proteina bruta (%) 19,743 20,343 20,943 20,643
Energia metab. (kcal/kg) 3,100 3,100 3,100 3,100
Lisina digestivel (%) 1,073 1,073 1,073 1,073
Met + cis digestiveis (%) 0,773 0,773 0,773 0,773
Treonina digestivel (%) 0,698 0,698 0,698 0,698
Triptofano digestivel (%) 0,215 0,215 0,215 0,215
Valina digestivel (%) 0,826 0,826 0,826 0,826
Isoleucina digestivel (%) 0,770 0,770 0,770 0,770
Arginina digestivel (%) 1,241 1,241 1,241 1,241
Leucina digestivel (%) 1,605 1,605 1,605 1,605
Fenil.+tir.digestiveis (%) 1,521 1,521 1,521 1,521
Glicina + serina total (%) 1,782 1,782 1,782 1,782
Sodio (%) 0,205 0,205 0,205 0,205
Calcio (%) 0,824 0,824 0,824 0,824
Fosforo Disponivel (%) 0,411 0,411 0,411 0,411

!Contetdo/kg: vit. A —20.000.000 UI, vit. D3 —5.000.000.000 UI, vit. E — 40.500 UI, vit. BI — 3.000 mg, vit. B2 — 12,0 g — vit.
B6 — 5000 mg — vit. B12 —28.000 mcg — biotina 60 mg — niacina 87 g — acido pantoténico — 29 g, vit. K3 — 4.600 mg, acido folico
—1.600 mg — 10 g, selénio — 250 mg, antioxidante BHT — 5.000 mg ¢ veiculo g.s.p. — 1.000 g.

2Conteudo/kg: manganés, 156 g; ferro, 96 g; zinco, 110 g; cobre, 20 g; cobalto, 2 g; iodo, 1400 mg; e veiculo g.s.p. 1.000 g.
3Salinomicina sédica — 60 ppm.

*Hidroxi-butil-tolueno.

3Cl-colina — 43,5 mg de colina.

®Avilamicina 10%.

Fonte: Software de formulagdo de ragdes para aves e suinos — Super Crac 5.0- versdo Master.
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As condi¢des ambientais no interior das salas
foram monitoradas diariamente, duas vezes ao dia
(07h00 e 18h00), por meio de termometros de bulbo
seco, bulbo umido e de globo negro mantidos no
centro das salas a uma altura de 1,20 m. Estes dados
foram convertidos no Indice de Temperatura de
Globo e Umidade (ITGU), proposto por Buffington
etal. (1981).

Durante todo o periodo experimental, o
fornecimento das ragdes experimentais e de agua as
aves foi a vontade, sendo a agua trocada trés vezes
ao dia. O programa de luz adotado foi o continuo
(24 horas de luz artificial), utilizando lampadas

fluorescentes de 30 W cada.

Foram calculados o ganho de peso € o consumo
de racdo das aves dos 21 aos 42 dias de idade.
A partir destes dados foi calculado a conversdo
alimentar.

Aos 42 dias, duas aves de cada unidade
experimental com pesos mais proximos da média
da gaiola foram submetidas a jejum alimentar de 12
horas. Em seguida, estas aves foram insensibilizadas
via eletronarcose, abatidas por sangria mediante
corte da artéria jugular, ¢ apds serem escaldadas e
depenadas, foram evisceradas e as carcacas pesadas.
Foram determinados os pesos absolutos e relativos
da carcaga e dos cortes (peito, coxa e sobrecoxa).

Ainda, dentro de cada tratamento, outras trés aves,
com pesos mais proximos da média do respectivo
tratamento (= 10%), foram selecionadas para
determinacdo da expressao de mRNA para a proteina
do choque térmico de 70 kD (HSP70), no musculo
Pectoralis major. As aves foram insensibilizadas,
abatidas por sangria e tiveram a pele da regido
peitoral retirada. Imediatamente apds esse processo,
foi coletado uma amostra de aproximadamente 2,0
cm de comprimento, 0,5 cm de largura e 0,5 cm de
profundidade do musculo Pectoralis major direito,

na regido central da pega muscular. Em seguida, as
amostras foram identificadas e imersas em RNA
holder (BioAgency) e armazenadas em freezer a
—20°C até o momento da extragao.

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

As sequéncias dos genes foram obtidas no
website www.ncbi.nlm.nih.gov. Os primers foram
desenhados de acordo com as sequéncias contidas
em GeneBank, usando o website www.idtdna.com.
As sequéncias de nucleodtideos dos primers estdo
resumidas na Tabela 2.

Foram testados dois controles enddgenos, os
genes fB-actina e GAPDH. Foi utilizado o gene da
B-actina como controle endoégeno porque houve
menor variacdo em relagdo ao GAPDH, quando
utilizado o programa GeNorm.(VANDESOMPELE
et al., 2002).

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

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 36, n. 3, p. 1633-1642, maio/jun. 2015



Glutamina para frangos de corte mantidos em termoneutralidade dos 21 aos 42 dias

Tabela 2. Sequéncia dos primers HSP70, B-actina e GAPDH.

Genes

Sequencia 5 — 3’

HSP70
(NM_001006685)

B-actina
(NM_205518)

GAPDH
(NM_204305)

FP: CGTGACAATGCTGGCAATAAGCGA
RP: TCAATCTCAATGCTGGCTTGCGTG

FP: AGACATCAGGGTGTGATGGTTGGT
RP: TCCCAGTTGGTGACAATACCGTGT

FP: CCCAGCAACATCAAATGGGCAGAT
RP: TGATAACACGCTTAGCACCACCCT

Fonte: Elaboracdo dos autores.

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

duplicatas.

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

Y[/'k = GP[k + Dljk+ eijk

Onde: Yo quantifica o nivel de expressdo do gene

i no animal j no tratamento k; GP, efeito do gene

1 no tratamento k; D, efeito especifico da amostra

aleatoria (comum a ambos os genes), D, ~N (0,
2. L 2

o%); € e, erro aleatorio, € N (0, 6°)).

As das de
desempenho e carcaga foram realizadas utilizando-
se o SAEG (UFYV, 2003), por meio de modelos de
regressdo, utilizando o nivel de significancia de

analises estatisticas variaveis

10%, em ambos os experimentos.

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

Independente do efeito da interagdo entre o
ambiente térmico e o nivel de glutamina, ser ou
ndo significativa, optou-se pelo desdobramento dos
dados.

Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental, a temperatura
do ar ¢ a de globo negro foi de 23,2 +1,77°C ¢ 24,3
+ 2,37°C, respectivamente e a umidade relativa de
70 £ 5,8%, resultando em um ITGU calculado de
72 £ 2,75. Segundo COBB-VANTRESS (2008), a
temperatura de 22 a 25°C e a umidade relativa de 60
a 75% caracterizam ambiente de termoneutralidade
para frangos de corte dos 22 aos 42 dias de idade,
podendo-se inferir que as aves deste estudo foram
mantidas em condi¢des de ambiente 6timo.

Os dados de desempenho das aves submetidas
aos diferentes niveis de glutamina na ragdo
encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Desempenho de frangos de corte recebendo ragdes com niveis diferentes de glutamina, mantidos em

ambiente termoneutro dos 21 aos 42 dias de idade.

Nivel de glutamina (%) !

.y 0
Varidvel Basal 0,50 1,00 1,50 F Ve

Consumo de rac¢ao (g) 3211 3141 3208 3138 0,05 2,38
Ganho de peso (g) 1959 1908 1949 1918 0,05 2,31
Conversao alimentar (g/g) 1,63 1,64 1,64 1,63 0,05 1,51

! Efeito ndo significativo (P>0,10).

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Os niveis de glutamina na ragdo nao Nao se observou efeito (P>0,05) dos niveis de

influenciaram (P>0,05) o consumo de racdo dos
frangos. Resultados semelhantes foram observados
por Sakamoto et al. (2006) e Soltan (2009) que
também ndo verificaram variagdo significativa na
ingestdo voluntaria de alimentos das aves com a
inclusdo de glutamina na ragao.

Com os dados de consumo de ragdo obtidos neste
estudo ficou evidenciado que as aves em condigdes
de termoneutralidade sdo capazes de metabolizar
altos niveis de glutamina (1,50%) na ra¢do sem
influenciar negativamente, o que nao confirma o
relato de Soltan (2009) que niveis de 1,50% e 2,0%
de glutamina resultam em reducdo do consumo de
alimentos dos frangos de 1 a 42 dias de idade.

O ganho de peso ndo variou (P>0,05) com o
aumento dos niveis de glutamina na ragdo. Da
mesma forma, Sakamoto et al. (2006) também nao
encontraram efeito positivo da suplementagdo de
glutamina na ra¢ao na taxa de crescimento na fase de
terminacdo. Por outro lado, Bartell ¢ Batal (2007),
Soltan (2009) e Fasina et al. (2010) verificaram
que a inclusdo de diferentes niveis de glutamina na
racdo aumentou o ganho de peso de aves nas fases
inicial e final mantidas na termoneutralidade.

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

glutamina sobre a conversdo alimentar das aves.
Estes dados estdo consistentes com os encontrados
por Bartell e Batal (2007) e Soltan (2009) que ao
suplementar glutamina na ra¢ao dos frangos de corte
nao obtiveram efeito significativo do aminoécido na
eficiéncia de ganho. No entanto, estudos conduzidos
por Yi et al. (2001) revelaram melhora significativa
na eficiéncia alimentar de frangos de corte quando
alimentados com uma dieta suplementada com
1,0% de glutamina.

O fato de a suplementacdo da glutamina neste
estudo ndo ter influenciado significativamente a
conversdo alimentar das aves, revelou que em boas
condi¢des ambientais como a adequada temperatura
e o baixo nivel de desafio do sistema imune em
razdo da higienizagdo prévia das instalagdes, além
da inclusdo de promotor de crescimento nas ragdes
experimentais, utilizados neste estudo, tornou-se
dispensavel a suplementacdo de glutamina para
as aves expressarem sua maxima eficiéncia de
crescimento.

Coerente com esta proposicao, Dai et al. (2011)
demonstraram que quando submetidos a desafio por
alta temperatura, os frangos de corte aumentam a
demanda de glutamina para alcancar sua maxima
eficiéncia. Ja& Newsholme et al. (2001) relataram
que a glutamina ¢ um aminoécido essencial durante
condigoes inflamatorias, tais como infec¢do e
injurias.

Os dados de carcaca e rendimento dos cortes das
aves, submetidas aos diferentes niveis de glutamina
na ragao, encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Peso absoluto e rendimento de carcaga e de cortes nobres das aves recebendo ragdes com niveis de glutamina,

mantidas em ambiente termoneutro aos 42 dias de idade.

Niveis de Glutamina (%) '

Vaniavels gl 0,50 1,00 1,50 F V(%)

Peso Absoluto (g)

Carcaca 2282 2203 2227 2158 0,05 3,30

Peito 799 796 794 768 0,05 4,70

Coxa 276 260 263 259 0,05 5,98

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

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

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

Coxa 12,07 11,80 11,82 12,00 0,05 4,31

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

'Efeito ndo significativo (P>0,10).
Fonte: Elaboracdo dos autores.

Nao se verificou efeito (P>0,05) dos niveis de
glutamina nos pesos absolutos e nos rendimentos
de carcaca, peito, coxa e sobrecoxa das aves.
Estes resultados estdo coerentes com os obtidos
por Zavarize et al. (2011) que avaliando niveis de
glutamina até 1% na racdo de frangos de 1 a 42
dias de idade, também nao verificaram varia¢ao
significativa no rendimento de carcaca e de cortes
nobres.

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

Os dados de expressdo do mRNA da proteina
HSP70 no musculo Pectoralis major de frangos de
corte dos 21 aos 42 dias submetidas aos diferentes
niveis de glutamina na ragdo encontram-se na
Figura 1.

Ao analisar a expressdo do mRNA da proteina
HSP70 no musculo Pectoralis major, observou uma
melhora néo significativa na expressao do transcrito
nos niveis de 1,00 e 1,50% de glutamina.

O fato de a temperatura ter sido mantida dentro
da faixa de termoneutralidade para estas aves, pode
ser um dos principais fatores que justifica a falta de
resposta significativa da expressao do mRNA da
proteina HSP70 a suplementagdo de glutamina na
ra¢do neste estudo.

Segundo Dai et al. (2009), a glutamina ¢ um
aminoacido condicionalmente essencial e pode
aumentar a expressao in vivo da HSP70 induzida
pelo estresse e melhorar a sobrevivéncia das células
quanto a uma variedade de estimulos estressantes.
Confirmando relatos de Zulkifli et al. (2009) que
verificaram que frangos de corte produzidos em
galpdes convencionais abertos, 0s quais apresentam
oscilagdes de temperatura, desenvolvem maior
expressdao da HSP70, suportando o estresse térmico
por calor durante o transporte com melhor eficiéncia
em comparagdo a frangos criados em aviario
fechado com ambiente controlado.
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Figueiredo, E. M. de et al.

Figura 1. Expressdo relativa do mRNA da proteina do choque térmico (HSP70) no musculo Pectoralis major de
frangos de corte mantidos em ambiente de termoneutralidade, aos 42 dias de idade.
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Fonte: Elaboracdo dos autores.

Conclui-se que os niveis de glutamina na ragao
ndo influenciam as variaveis de desempenho e
caracteristicas de carcaca de frangos de corte
mantidos em ambiente de termoneutralidade dos 21
aos 42 dias de idade.
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