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RESUMO

Este estudo foi realizado para avaliar a expressao do RNA mensageiro (MRNA) dos
genes fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), receptor do hormdnio do
crescimento (GHR), adenina nucleotideo translocase (ANT), citocromo c¢ oxidase Il
(COX 11I) e proteina desacopladora (UCP), no masculo do peito de codornas com 28
dias de idade, alimentadas com dietas contendo 0, 8 e 12% de glicerol. O RNA total foi
extraido (n = 10 por grupo) e cDNA amplificado usando primers especificos para gRT-
PCR. A conversdo alimentar (CA) e o consumo de rac¢do (CR) também foram avaliados.
A expressdo de mRNA da UCP foi menor no grupo alimentado com 12% (0,026 UA)
quando comparado com 0% (0,041 UA) e 8% de inclusdo de glicerol na dieta (0,057
UA). Em contraste, a expresséio de mRNA ANT e COX IIl foi maior no grupo
alimentado com 12% de glicerol (ANT = 7,525UA; COX IIl = 0,863 UA), sem
diferencas entre 0% (ANT = 5,572 UA; COX Il = 0,357 UA) e 8% (ANT = 5,839UA;
COX 11l = 0,415UA). A expressdao do mRNA da UCP foi menor em codornas com pior
CA, sendo que nestas mesmas codornas ANT e COX |1l foram maiores. As codornas
alimentadas com ragdo suplementada com 8% e 12% de glicerol apresentaram maior
expressao de mRNA do IGF-I, em relacdo aquelas sem glicerol na dieta, sendo que
nivel de 12% influenciou negativamente a expressdo do mRNA do GHR. A inclusdo de
8% de glicerol na dieta proporcionou resultados de desempenho de codornas semelhante
aqueles observados para racdo sem adicdo de glicerol, sugerindo que a incluséo de
glicerol na dieta de codornas de corte pode influenciar a expressdo de mMRNA de genes
mitocondriais e de crescimento no muasculo do peito, além de promover mudangas na
conversao alimentar e no consumo de ragdo. Considerando o desempenho e a expresséo
de mRNA de GHR, IGF-1, UCP, ANT e COX IIl no musculo do peito de codornas, a
dieta com 8% de glicerol poderia ser usada sem maiores danos na alimentacdo de
codornas com 28 dias de idade.

Palavras chave: Crescimento corporal, estresse oxidativo, fosforilagdo oxidativa,
metabolismo energético.



ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the expression of messenger RNA (mMRNA) of
insulin like growth factor-1 gene (IGF-1), growth hormone recptor (GHR), adenine
nucleotide translocase (ANT), cytochrome ¢ oxidase Il (COX IlI) and uncoupling
protein (UCP) in the breast muscle of quails with 28 days of age, fed diets containing 0,
8 and 12% glycerol. Total RNA was extracted (n = 10 per group) and cDNA amplified
using specifics primers by qRT-PCR. Feed conversion (FC) and feed intake (FI) were
also evaluated. The mRNA expression of UCP was lower in the group fed with 12% of
glycerol (0.026UA) when compared to the ones fed with 0% (0.041UA) and 8%
glycerol (0.057UA). In contrast, expression of ANT and COX IIl mRNA in breast
muscle was higher in the group fed with 12% of glycerol (ANT = 7.525UA; COX Il =
0.863UA), with no differences in 0% (ANT = 5.572UA; COX IIl = 0.357UA) and 8%
of glycerol (ANT 5.839UA; COX Ill = 0.415UA). The mRNA expression of UCP was
lower in quails with worse FC and in these same quails ANT and COX Il were higher.
Quails fed with supplemented diets containing 8% and 12% of glycerol showed higher
IGF-1 mRNA expression in relation to those in diets without glycerol and 12% level of
glycerol in the diet negatively influenced GHR mRNA expression. The addition of 8%
glycerol in the diet provided quails performance results similar to those observed in the
diets without glycerol, suggesting that the inclusion of glycerol in the diet of meat quails
can influence the expression of mRNA of mitochondrial and growth genes in breast
muscle, besides promoting changes in feed conversion and feed intake. Considering the
performance and expression of UCP, ANT and COX Il mRNA in quails’ breast
muscle, the diet with 8% of glycerol could be used without further damages in the feed
of quails at 28 days of age.

Key words: Body growth, energy metabolism, oxidative stress, oxidative
phosphorylation.



INTRODUCAO

1. Glicerol

Em 1779, um novo poliélcool foi encontrado por Scheele durante o processo de
saponificacdo de azeite de oliva, chamado de glicerol (composto bruto) ou glicerina
(composto purificado), e novamente observado em 1858 por Pasteur, como um
subproduto da fermentacdo alcodlica. O glicerol é subproduto da producdo de biodiesel,
obtido a partir da hidrolise dos acidos graxos de 6leos vegetais, como dleo de soja, pode
ser encontrado em varias espécies e em grandes quantidades em Oleos e gorduras
(Morrison, 1994). E permitido como aditivo em alimentos, considerado como atoxico
quando usado dentro dos limites de recomendacdo (Arruda et al., 2007).

No organismo animal, o glicerol possui grande importancia no processo
digestivo das gorduras, dada sua presenca na molécula de mono e digliceridios como
requisito para a formacéo de micelas e posterior absorcdo (Raber et al., 2009). Uma vez
absorvido, o glicerol é transportado para os tecidos ativos e convertido a gliceraldeido
3-fosfato, capaz de fornecer energia para 0 metabolismo celular através da via
glicolitica (Guyton, 1991) ou oxidado para producdo de energia, através da glicolise e
ciclo do acido citrico (Brisson et al., 2001) que pode ser responsavel por 60% do destino
metabdlico do glicerol em condigdes basais (Robergs & Griffin, 1998).

Considerado fundamental dentro de alguns sistemas metabolicos, o glicerol possui
papel osmorregulador (Wang et al., 2001) além de participar do mecanismo de
termorregulacdo do corpo, de resisténcia a altas temperaturas e de resposta na variagéo
da glicemia (Yang et al., 1999). Em funcdo do pequeno peso molecular, o glicerol é

absorvido principalmente por difusdo passiva pelo intestino e somente pequena



quantidade é absorvida por meio das micelas formadas pelos acidos graxos de cadeia
média e longa, juntamente com os acidos biliares (Guyton, 1991).

Quando financeiramente rentavel, o glicerol pode ser usado como um potencial
substituto parcial do milho para alimentacdo animal (Cerrate et al., 2006), por
apresentar valores energeéticos semelhantes (3.434 kcal/kg), como observado por Dozier
et al. (2008). O glicerol possui sabor adocicado e pequeno peso molecular (Rivaldi,
2008), influenciando o consumo de ragéo (Pasqueti, 2011).

A inclusdo maxima recomendada de glicerol em dietas de codornas de corte até
14 dias de idade € de 10%, e de 15%, em codornas com 15 a 35 dias de idade (Pasqueti,
2011). Em frango de corte, o nivel critico recomendado é de 10%, sendo que a adi¢éo
de valores superiores a essa recomendacdo podem ocasionar reducdo de desempenho
(Cerrate et al., 2006), além de afetar o metabolismo dos triglicerideos, induzindo a
adaptacdes bioguimicas e fisioldgicas (Dasari, 2007).

A inclusdo elevada de glicerol nas dietas pode exceder a capacidade da enzima
glicerol quinase, indicando saturabilidade do glicerol (Kato et al., 2005) e limitando sua
absorcdo (Min et al., 2010). O glicerol ndo absorvido é excretado na urina (Dasari,
2007) e promove 0 aumento da taxa de passagem da digesta, comprometendo a

utilizacdo dos nutrientes (Gianfelici, 2009).

2. Coturnicultura

As codornas sdo originarias do norte da Africa, da Europa e da Asia,
pertencendo a familia dos Fasianideos (Fhasianidae) e da sub-familia dos Perdicinidae,
sendo portanto, da mesma familia das galinhas e das perdizes (Pinto et al., 2002). Os
primeiros escritos a respeito dessa ave datam do século XII, e registram que elas eram
criadas em funcdo do seu canto, sendo 0s japoneses 0s primeiros a iniciarem estudos e
cruzamentos entre as codornas, em 1910, a partir de matrizes provindas da Europa, e de
especies selvagens, obtendo-se, assim, um tipo domesticado, que se determinou
Coturnix coturnix japonica, ou codorna doméstica. A partir de entdo, iniciou-se a sua
exploracdo, visando a producédo de carne e ovos (Reis, 1980).

Em virtude do aumento do consumo mundial de carne, pesquisadores estdo
buscando alternativas que possam satisfazer as novas exigéncias de produtos de origem
animal e, uma delas esta relacionada a producdo de codornas de corte (Mori et al.,
2005). A criacdo comercial de codornas, a coturnicultura, € uma boa alternativa para a

alimentacdo humana, sendo que seus principais produtos, a carne e 0s ovos, tém boa



aceitacdo do mercado consumidor. Tais caracteristicas aliadas ao excepcional sabor de
sua carne, responsavel por iguarias finas e sofisticadas, aléem da répida reversdo de
capital investido pelo criador, baixo investimento, utilizacdo de pequenas areas e baixos
gastos com mdo de obra, tornam a coturnicultura um setor promissor na producédo
zootécnica (Inforagro, 2011).

A coturnicultura para producdo de carne é uma boa alternativa para obtencéo de
proteina de origem animal, pois suas instalagbes ndo necessitam de grandes
investimentos, uma vez que este animal é pequeno e ocupa pouco espaco (Mori et al.,
2005). A carne de codorna € aceita universalmente por ser um produto de excelente
qualidade e rica em amino&cidos essenciais (Silva et al. 2009) e por apresentar baixa
quantidade de gordura (Cunha, 2009).

3. Eficiéncia alimentar e producédo de ATP

A fonte de energia do organismo provém dos nutrientes encontrados na
alimentacdo. A energia adquirida através dos alimentos precisa ser transformada em
trifosfato de adenosina (ATP) antes que possa ser aproveitada pelo organismo para as
atividades de mantenca e de producéo.

A eficiéncia alimentar pode estar relacionada com a eficiéncia na producao de
energia pelas células. Animais com mitocondrias menos eficientes na producdo de ATP
e consequentemente menor producdo de energia, apresentam pior conversdo alimentar
(Parker et al., 2008). Esta menor eficiéncia mitocondrial pode ser resultado de varios
fatores, como o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos no DNA
mitocondrial, além de fatores genéticos pré existentes (Ojano-Diran, 2007). Este mesmo
autor sugere ainda que maior producdo de ROS e maior oxidagdo protéica sdo
observadas consistentemente em aves com baixa eficiéncia alimentar, sugerindo que
estes fatores podem alterar a expressao de genes mitocondriais

No processo de sintese de trifosfato de adenosina (ATP), a cadeia respiratoria
transporta protons e elétrons através da membrana interna da mitocéndria para o espaco
intermembranoso, criando um gradiente de protons. No retorno dos prétons para a
matriz mitocondrial, as proteinas ATP-sintases, numa reacdo acoplada, utilizam a
energia para fosforilar o ADP (+ Pi) e sintetizar o ATP. Durante este processo, cinco
complexos enzimaticos multiprotéicos da membrana mitocontrial interna estdo
envolvidos; séo eles: NADH: ubiquinone reductase (complex I); succinate:ubiquinone
reductase (complex 1I); ubiquinol:cytochrome ¢ reductase (complex I1lI);



ferrocytochrome c:oxygen oxidoreductase (complex 1V); e ATP synthase (complex V)
(Lehninger et al., 1993).

Os complexos sdo organizados de forma que a passagem de elétrons ocorre
sucessivamente para estados de energia mais baixos (complexos I, 1I, Il e 1V,
respectivamente) e tem como aceptor final de elétrons o oxigénio (Hirabara et al.,
2007). A oxidacdo de substrato gera elétrons que séo incorporados as moléculas de
NAD" e FAD, formando NADH e FADH,, que por sua vez transportam e transferem
seus elétrons aos complexos | e Il, respectivamente, onde sdo transportados até o
complexo 1V, o qual reduz a molécula de O,, formando H,O, com liberacdo de energia
em cada passagem (Hirabara et al., 2007).

Esta energia liberada € utilizada para a translocacdo de prétons da matriz
mitocondrial para o espaco intermembranoso pelos complexos I, 11l e IV, gerando um
gradiente de prétons que é utilizado pelo complexo V para a sintese de ATP. Desta
forma, a eficiéncia na sintese oxidativa de energia depende do grau de acoplamento
entre a oxidacgdo de substratos e a sintese de ATP. A coordenacdo entre os complexos da
cadeia respiratoria, necessario para eficiente producdo de energia e assim para animais
com maior eficiéncia alimentar, exige quantidade e atividade equilibrada entre os
complexos, sendo que qualquer desequilibrio pode provocar vazamento de elétrons e
geracdo de ROS (Ojano-Diran, 2007).

H& varios compostos capazes de aumentar a permeabilidade da membrana
mitocondrial a protons, funcionando, desta forma, como desacopladores mitocondriais
por criarem uma via paralela a passagem pela via da ATP sintase (Hirabara et al., 2007),
como por exemplo, 4acidos graxos de cadeia longa, que induzem o desacoplamento
através de carreadores de prétons, como as UCPs (proteinas desacopladoras) e ANT
(adenina nucleotideo transferase) (Andreyev et al., 1989), tornando as mitocondrias
menos eficientes.

Mais recentemente, estudos foram conduzidos para avaliar as diferencas de
eficiéncia alimentar dos animais com respeito a dois principais temas, sendo o primeiro
relacionado com o transporte de elétrons e de prétons pelos complexos protéicos (1, 11,
I, IV e V) da cadeia transportadora de elétrons (Bottje & Carstens, 2009; Krueger et
al., 2008). Estes trabalhos sugerem que animais com maior consumo de racao residual,
possuem falha no transporte de elétrons/prétons, reduzindo a eficiéncia de producéo de

ATP pelas mitocéndrias, o que influencia negativamente a conversao alimentar.



Animais com maior turnover protéico, possuem maior expressdo de enzimas
proteoliticas (ubiquitin, m-calpain e atrogin-1/MAFbx) que aumentam a degradacdo de
proteinas corporais, 0 que piora 0 ganho de peso e, consequentemente, a conversao
alimentar (Dehoux et al., 2003; Gomes et al., 2001).

4. Proteina desacopladora (UCP)

As UCPs localizam-se na membrana mitocondrial interna e tém fungéo
de translocacdo dos protons e elétrons, desviando a energia de sintese de ATP,
para a producdo de calor catalisado por um vazamento de protons (Ledesma et al.,
2002).

A UCP fornece uma rota alternativa para os prétons, que ndo através da ATP
sintase (Vidal-Puig et al., 2000), e sua ativacdo reduz a producdo de ATP, produzindo
calor a partir da energia ndo aproveitada para a fosforilacdo do ADP (Boschini & Garcia
Junior, 2005), promovendo de maneira indireta uma maior oxidacdo de substratos
energéticos, com implicacBes na regulacdo da temperatura, do gasto energético e do
peso corporal (Harrold et al., 2000).

Fleury et al. (1997) identificaram uma nova isoforma da UCP denominada
UCP2. Sua funcdo fisiolégica tem relacdo com a regulacdo do metabolismo, da
termogénese induzida pela dieta e controle do peso corporal (Ricquier & Bouillaud,
2000). Neste mesmo ano, Boss et al. (1997) também identificaram outra isoforma de
UCP, chamada de UCP3. Esta, por sua vez, é expressa especificamente no tecido
muscular e no tecido adiposo marrom, e esta relacionada com o consumo de substratos
energéticos e também com o controle do peso corporal, sendo regulada pela
disponibilidade e pelo metabolismo de substratos energéticos como lipidios e glicose
(Tsuboyama-Kasaoka & Ezaki, 2001).

Em meados de 2001, uma nova proteina chamada proteina desacopladora aviaria
(avUCP), que apresenta 71 a 73% de homologia com ambos os UCP2 e UCP3, foi
identificada em musculos esqueléticos de frango (Raimbault et al, 2001; Toyomizu et
al., 2002). A avUCP tem sido descrita como um agente que possibilita a reducdo da
producdo de ROS, por causar um leve desacoplamento na producdo de ATP ( Abe et al.,
2006). A exposicdo de frangos jovens ao calor estimula a producdo de superoxido
mitocondrial através da sub regulacdo da avUCP, entretanto, frangos com expressao
avUCP persistente sdo relativamente mais adaptados a altas temperaturas (Mujahid et
al., 2006). Sendo assim, pode-se supor que a expressdo adequada de UCP pode aliviar a



superproducdo de superoxido mitocondrial e poderia ajudar a adaptacdo ao estresse
oxidativo quando as aves estdo expostas ao estresse termico agudo.

Embora a UCP tenha o efeito benéfico de evitar danos ao DNA e as proteinas
celulares, uma vez que reduzem a producdo de radicais livres, observa-se que maior
expressao do mMRNA UCP pode piorar a conversdo alimentar, ja que pode reduzir a
producdo de ATP (Ojano-Dirain et al., 2007).

5. Adenina nucleotideo translocase (ANT)

ANT é um complexo de proteinas de duas subunidades que esta localizada na
membrana mitocondrial interna e facilita a troca de ATP e ADP do citosol. ANT
proporciona um fornecimento continuo de ADP necessario para manter o processo de
fosforilacdo oxidativa (Ojano-Dirain et al., 2007). Portanto, 0 ANT possui a funcéo de
aumentar a quantidade de ADP para ser transformado em ATP por acdo da ATP sintase.

A funcdo mitocondrial pode ser prejudicada pela incapacidade de troca do
ADP/ATP entre citosol e membrana, assim pode ser que haja alguma ligacdo entre a
expressao do ANT com a expressdo do fendtiepo da eficiéncia alimentar (Bottje et al.,
2002). Ojano-Dirain et al. (2007) relataram que aves com menor expressdo de ANT
tiveram pior conversédo alimentar em funcdo da menor eficiéncia em produzir ATP.

Em humanos, quatro isoformas do ANT foram identificadas (ANT1, ANT2,
ANT3 e ANT4), que apresentam diferentes padrdes de expressdo tecido especifico. O
ANT1 é predominantemente expresso no coracao, musculo esquelético e cérebro. ANT2
¢ predominantemente expresso no figado e nas células com maior atividade
proliferativa. ANT3 € detectado em todos os tecidos. ANT4 é expresso no figado,
testiculos, e células-tronco embrionarias indiferenciadas (Dolce et al., 2005).

Além da funcdo principal da ANT de facilitar a troca ATP / ADP através da
membrana interna mitocondrial, em estados onde a atividade de translocase ATP / ADP
é prejudicada, ANT desempenha um papel importante na promocgao de apoptose (Won
et al.,, 2010). Assim como a UCP, evidéncias sugerem que ANT também € um
desacoplador mitocondrial e é responsavel pelo desacoplamento basal ou vazamento de
prétons (Boudina & Abel, 2006).

O ANT, assim como as UCPs, também estd envolvido no mecanismo de
desacoplamento induzido por &cidos graxos livres (Skulachev, 1998) e tem como
inibidor especifico a carboxiatractilato (CAT) (Komelina & Amerkhanov, 2010;

Klingenberg, 2008). Em exposicdo ao frio, 0 ANT € responsével pela maior parte do



desacoplamento de termorregulacdo em mitocondrias do masculo de ratos (Simonyan &
Skulachev, 1998). Além do CAT, o ANT tem como outro provavel inibidor o GDP que
supostamente inibe o transporte de ADP por um mecanismo competitivo, uma vez que a
inibicdo da respiracdo pelo GDP aumenta a medida que a concentracdo de ADP diminui
(Komelina & Amerkhanov, 2010).

6. Citocromo c oxidase, subunidade 111 (COX I11)

O COX também esta presente na cadeia transportadora de elétrons e relacionado
com a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa. O COX é uma subunidade do complexo
protéico IV da mitocondria composto por: citocromo c, trés ions cobre divididos em
dois grupos (Cu A /Cu A e Cu B nas formas clprica oxidada e cuprosa reduzida)
responsavel pelo bombeamento de prétons e pelo transporte de elétrons.

A citocromo ¢ oxidase € o ultimo complexo protéico da cadeia transportadora de
elétrons (Calhoun et al.,1994). Em mamiferos, a enzima tem uma estrutura bastante
complexa, contendo 13 subunidades, dois grupos hémicos e diversos outros cofactores
metalicos (Tsukihara et al., 1996). Esta enzima catalisa a reacdo final da cadeia de
transporte de elétrons, oxidando o citocromo c e transferindo elétrons para o oxigénio,
ao mesmo tempo em que bombeia protons através da membrana (Yoshikawa et al.,
2006).

O COX possui grande relevancia na eficiéncia energética mitocondrial (Scheffler,
1999) e uma menor expressao deste gene pode ocorrer devido a menor eficiéncia celular
ou maior dano oxidativo devido a producdo de ROS (Kemp et al., 2003).

Trés grandes subunidades, COX I, I, e 111, sdo codificadas por DNA mitocondrial
e sintetizados na mitocéndria, enquanto outras pequenas subunidades sdo codificadas
por DNA nuclear, traduzidas no citosol, e importadas para dentro da mitocéndria onde
todas as subunidades se unem para formar o complexo maduro citocromo c oxidase
(Attardi & Schatz, 1988). COX 1 e Il pertence ao nucleo catalitico que € fundamental
para a montagem e o funcionamento do complexo. A funcdo de COX Il ainda ndo é
bem clara (Changgong et al., 2009). Foi sugerido que COX Ill, que é uma proteina
hidrofébica, que pode estar envolvida na flexibilidade e/ou estabilidade do complexo
(COX) (Meunier & Taanman, 2002), ndo sendo este fundamental para a bomba de
prétons, por nao estar envolvido no mecanismo de translocacdo (Haltia et al., 1991). Foi
também demonstrado que COX 111 est& envolvido com o estresse oxidativo (You et al.,
2002).



7. Horméonio do crescimento (GH)

O melhormento genético proporcionou grande melhora no desempenho de aves
nas Gltimas décadas (Havenstein et al., 2003). Com respeito a evolugdo genética
observada neste periodo, pode-se dizer que a selecdo de aves e outros animais como
suinos e bovinos em funcdo da melhor conversdo alimentar (eficiéncia com que os
alimentos sdo convertidos em massa muscular) foi fundamental para obter animais com
menor consumo residual de racdo (Bottje & Carstens, 2009; Krueger et al., 2008).

Estudos tém mostrado que animais menos eficientes em converter os alimentos
em peso corporal podem apresentar alteraces na atividade de bomba de sodio e
potéssio, na expressdo de genes da cadeia transportadora de elétrons, alteracdes nas
concentragdes de hormonios importantes como IGF-I, GH, GHR, tiroxina,
triiodotironina e corticosterona. Todos estes fatores podem influenciar a utilizacdo dos
nutrientes e o metabolismo basal, podendo alterar o gasto energético corporal e,
consequentemente, influenciar o incremento calérico dos animais (Bottje & Carstens,
2009; Johnson et al., 2003).

O numero de fibras musculares encontradas dentro de um mdsculo é de grande
importancia para o potencial de crescimento de um animal, e esse nimero € definido
durante o desenvolvimento fetal, sendo possivel manipular o numero de fibras
musculares do feto por fatores ambientais, entretanto, uma vez que essas fibras sdo
formadas, os nameros ndo podem ser alterados, apenas seu tamanho pode sofrer
alteracdes (Fahey et al., 2005). Os horménios principais do eixo somatotrofico,
hormdnio do crescimento (GH), fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1 e
IGF-I1), além das proteinas transportadoras e receptoras, atuam diretamente no controle
do mestabolismo (Renaville et al., 2002).

O GH tem acdo metabdlica e anabdlica, estimulando o crescimento tecidual e
alterando o metabolismo de varios nutrientes, podendo exercer uma agdo inicial no
metabolismo de carboidratos de maneira semelhante a insulina (Strobl & Thomas,
1994). Os mecanismos de a¢do do GH podem ser divididos em agdes diretas e indiretas,
sendo as diretas desencadeadas pelo reconhecimento e pela ligacdo especifica ao seu
receptor de membrana (GHR) nas células-alvo, e as indiretas mediadas principalmente
pela regulacdo da sintese dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF),
grandes mediadores dos efeitos anabdlicos do GH, principalmente relacionados ao

crescimento (Cruzat et al., 2008).



Os mecanismos de acdo do GH tém certo grau de dependéncia com 0s niveis de
IGF-1 (Groenewegen et al., 1990) podendo causar hipertrofia das fibras musculares com
efeitos menores sobre a proporcdo das mesmas em animais adultos (Solomon, et al.,
1990), porém aparentemente exercem pouco efeito sobre as dimensdes das fibras e
nenhum efeito sobre a proporcao destas em animais jovens (Maltin et al., 1990).

A utilizacdo de diferentes niveis de GH circulante proporciona aumento da sintese
de fibras de coladgeno e dos niveis de IGF-I, sem afetar a textura muscular, gordura
intramuscular, forca de cisalhnamento, e efeito do encurtamento pelo frio (Vestergaard et
al., 1995).

8. Receptor do hormonio do crescimento (GHR)

O GHR é uma glicoproteina transmembranica de cadeia Unica com 620
aminoacidos que se expressa na superficie das células hepaticas, adiposas, renais,
cardiacas, intestinais, pulmonares e musculares. O receptor do hormonio do crescimento
é composto por trés porcdes: uma porcdo extracelular constituida por 246 aminoacidos
que se liga e € dimerizada por uma Unica molécula de GH, contém cinco sitios
potenciais de “glicosilagdo” e sete residuos-cisteina que permitem o estabelecimento de
3 pontes dissulfeto dentro da cadeia, formando pequenas algas de 10-15 aminoacidos,
um segmento transmembranico curto e uma porc¢ao intracelular de 350 aminoacidos que
é requerida para a transmissao dos eventos intracelulares de sinalizacdo estimulados
pelo GH (Colosi et al., 1993).

O GH atua de forma direta, desencadeando respostas através do reconhecimento e
ligagdo ao seu receptor especifico de membrana (GHR) nas células-alvo. O GHR
pertence a familia dos receptores das citocinas/hematopoetinas (Barton et al., 1989) e
formam um complexo com o GH, sofrendo dimerizagéo, fato este essencial para a
transducéo do sinal intracelular, que se inicia a partir da fosforilacdo de um residuo de
tirosina, por meio de proteinas acopladas ao GHR, como a janus tirosina quinase 2
(JAK2) (Han et al., 1996). Uma vez que o GHR esta fosforilado, diversas proteinas
intracelulares podem se ligar a ele, resultando em fosforilacdo das mesmas (Strobl &
Thomas, 1994), e posteriormente, transmitem o sinal do GH dentro da célula (Gent et
al., 2003).

Esta sinalizacdo promove a ativacéo de diversas proteinas intracelulares, que sdo
intermediarias das a¢des do GH (Kopchick & Andry, 2000). A expressdao do mRNA do
GHR, em alguns casos, pode estar relacionada com o estado nutricional e fisioldgico
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do animal (Lucy et al.,, 1998; Kobayashi et al., 1999) sendo que a capacidade de
resposta a0 GH nas células-alvo é principalmente dependente da expresséo GHR
(Talamantes & Ortiz, 2002).

Entre os principais fatores celulares ativados pelo GH estdo a familia de proteinas
conhecidas como STAT (signal transducer and activator of transcription ou transdutor
de sinal e ativador da transcri¢do) que, apés fosforilacdo, também sofrem dimerizacdo e
migram para o nucleo da célula para regular a expressao dos genes alvos do GH (Han et
al., 1996).

A expressdo do GHR, que modula a sintese o IGF-I sob o controle do GH, é
detectado em maior abundancia no figado, sendo que as trés variantes mais expressas
neste 6rgdo sdéo GHR 1A, GHR 1B e GHR 1C, responsaveis por 50, 35 e 15% do
MRNA de GHR total respectivamente (Jiang & Lucy, 2001). Além disso, a expressao
do GHR € diminuida em estado de reducéo de energia nutricional (Dauncey et al., 1994;
Weller et al., 1994), entretanto, estados de restricdo protéica apresentam pouco efeito
sobre sua expressao (Straus & Takemoto, 1990). O GHR também esta relacionado com
o desenvolvimento fetal, sendo que sua expressdo se mostra aumentada nos individuos
que apresentam maior desenvolvimento muscular (Listrat et al., 2005; Tajika et al.,
2008).

De modo geral, 0 aumento da taxa de crescimento, seja pela disponibilidade de
energia ou ingestao de proteinas, é associado com o aumento da expressdo do GHR no
figado e reducdo de expressdo no musculo e tecido adiposo, sendo que a administracédo
de glucose, como fonte de energia, aumenta a expressdo de GHR em hepatdcitos de
suinos (Brameld et al., 1996).

9. Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

Os IGFs sdo secretados por tecidos envolvidos no processo de crescimento
tecidual e corporal, e além da atividade de regular o crescimento ainda apresentam agéo
mitogénica. Essas substancias modulam o crescimento de forma autdcrina, paracrina ou
enddcrina e participam da retroalimentacdo do hormdnio de crescimento (GH) pelo eixo
hipotalamo-hipofise. Além disso, o IGF-1 estimula a sintese protéica e age como
mediador do GH, promovendo o crescimento corporal através da diferenciacéo celular
de condroblastos, fibroblastos e mioblastos (Gomes & Tirapegui,1998).

Dois tipos de IGFs (IGF-1 e IGF-11) foram identificados em vérias espécies de

animais, e sao diferenciados entre si pelos fatores especificos que os regulam (Tollefsen
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et al., 1989). Também chamados de somastomedinas (A e C), sdo peptideos de estrutura
e funcdo semelhante a insulina. Esses peptideos atuam na captacdo de glicose e
amino&cidos para as células. Assim, em maiores niveis circulantes estimula a sintese
protéica e diminui a degradacdo de proteinas. O gene IGF-1, também conhecido como
somatomedina C, esta envolvido nos efeitos do GH, atuando no desenvolvimento pos-
natal (Grochowska et al., 2001). O GH estimula a producéo local de IGF-1. O IGF-1
pode estimular o crescimento da cartilagem e crescimento longitudinal dos o0ssos
(Isaksson et al., 1985).

O IGF-1 ja foi descrito como capaz de agir na prevencdo da perda da funcgéo
muscular associada ao envelhecimento (Musaro et al., 2001) e de promover a hipertrofia
muscular através do aumento da sintese protéica (Lee et al., 2004).

O IGF-I pode ser correlacionado positivamente a taxa de ganho de peso vivo e a
eficiéncia alimentar, podendo exercer papel no metabolismo e na fisiologia do
crescimento (Stick et al., 1998). Segundo Scanes (2009), o IGF-I possui um importante
papel na taxa de crescimento de aves e quanto menor o nivel de IGF-I encontrado, pior
sera 0 crescimento corporal. Tem-se observado maior sintese e menor degradacdo
protéica em aves com maior nivel de IGF-I plasmatico, o que resulta em maior
deposicdo de musculo esquelético nas aves (Conlon & Kita, 2002). A influéncia
positiva do IGF-1 sobre o musculo esquelético foi relatada por Sacheck et al. (2004). De
modo geral, observa-se reducdo do nivel do mRNA do IGF-I em aves sob jejum ou
alimentadas com baixos niveis de energia ou proteina na dieta (Lauterio & Scanes,

1987), mostrando que a menor concentracdo de nutrientes reduziram o IGF-I das aves.
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OBJETIVOS GERAIS

O objetivo foi avaliar o efeito da incluséo de glicerol sobre a expresséo de mMRNA
do receptor do horménio do crescimento (GHR) e do fator de crescimento semelhante a
insulina | (IGF-1), e avaliar o efeito da incluséo de glicerol sobre a expressdo de mMRNA
da adenina nucleotideo translocase (ANT), citocromo ¢ oxidase I11 (COX Ill) e proteina
desaclopadora (UCP), sendo ambos no musculo do peito de codornas de 28 dias de
idade.



Efeito do glicerol sobre a expressdo de mRNA de GHR e IGF-I no musculo

do peito de codornas de corte

Resumo: Este estudo foi conduzido para avaliar a expressao do RNA mensageiro
(mRNA) dos genes do receptor do hormoénio do crescimento (GHR) e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em codornas de corte de 28 dias de idade
submetidas a tratamentos com 0%, 8% e 12% de inclusdo de glicerol na racdo em
substituicdo ao milho. O RNA total foi extraido do musculo do peito e 0 cDNA
amplificado com auxilio de primers especificos para 0os genes em estudo por meio de
PCR em tempo real. Também foram avaliados a conversdo alimentar (CA) e o consumo
de racdo (CR). As codornas alimentadas com ra¢6es suplementadas com 8% e 12% de
glicerol apresentaram maior expressdo de mRNA do IGF-1 (0,058 UA e 0,048 UA,
respectivamente, em relacdo aquelas sem glicerol na dieta (0,029 UA), sendo que o
nivel de 12% de glicerol diminuiu a expresséo do mRNA do GHR (0,021 UA). A
inclusdo de 8% na dieta, proporcionou resultados de desempenho de codornas
semelhante aqueles observados para racdo sem adicdo de glicerol. Considerando o
desempenho e a expressao dos genes GHR e IGF-I, a dieta com 8% de glicerol pode ser
utilizada sem prejuizos na alimentagdo de codornas. De modo geral, observou-se que a
inclusdo de glicerol na dieta de codornas até 28 dias de idade afeta a expressdo de
mMRNA de IGF-1 e GHR.



Introducéo

A utilizacdo de subprodutos em dieta de animais de interesse zootécnico pode
diminuir o custo de producdo, e consequentemente aumentar a rentabilidade da
atividade. Quando financeiramente rentavel, o glicerol, um subproduto da inddstria do
biodiesel, pode ser usado como substituto parcial do milho para alimentagdo animal
(Cerrate et al., 2006), por apresentarem valores energéticos semelhantes (3.434 kcal/kg),
(Dozier et al., 2008). Absorvido de forma passiva (Guyton, 1991), o glicerol possui
sabor adocicado e pequeno peso molecular (Rivaldi, 2008), influenciando o consumo de
racao (Pasqueti, 2011).

Em codornas e frango de corte, a inclusdo de glicerol na dieta pode afetar
caracteristicas de desempenho (Raber et al., 2009; Silva, 2010; Batista, 2010) além de
influenciar a expressdo do mMRNA de alguns hormonios e receptores relacionados ao
crescimento animal, como o GH (horménio do crescimento), IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina) e GHR (receptor do hormonio do crescimento)
(Gasparino et al., 2012). Mudancas na expressao destes genes podem afetar também a
utilizacdo dos nutrientes e o metabolismo basal, podendo alterar o gasto energético
corporal e consequentemente influenciar o incremento caldrico dos animais (Bottje e
Carstens, 2009; Johnson et al., 2003).

O GH tem acdo metabdlica e anabdlica, estimulando o crescimento tecidual e
alterando o metabolismo de vérios nutrientes, podendo exercer uma acdo inicial no
metabolismo de carboidratos de maneira semelhante a insulina (Strobl & Thomas,
1994). Os mecanismos de acdo do GH podem ser divididos em acOes diretas e indiretas,
sendo as diretas desencadeadas pelo reconhecimento e ligacdo especifica ao seu
receptor de membrana (GHR) nas células-alvo, e as indiretas mediadas principalmente
pela regulagdo da sintese dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF),
grandes mediadores dos efeitos anabdlicos do GH, principalmente relacionados ao
crescimento (Cruzat et al., 2008).

Desta forma, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de avaliar o efeito
da inclusdo de glicerol sobre a expressdo de mRNA do receptor do horménio do
crescimento (GHR) e do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) no

musculo do peito em codornas de corte até 28 dias de idade.
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Material e métodos

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética, e conduzido
no setor de avicultura e no laboratério de genética molecular da Universidade Estadual
de Maringa. Foram utilizadas 450 codornas de corte de um dia de idade, distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos (sem glicerol), incluséo de
8% e 12% de glicerol na ragdo), cinco repeticdes e 30 codornas por unidade
experimental. Os animais foram alojados em galp&o convencional, em boxes de 2,5m?,
os quais foram forrados por cama de casca de arroz. O programa de iluminagédo
utilizado foi o continuo durante todo o periodo experimental.

Foi utilizada uma racdo controle (sem glicerol), uma formulagdo com e outra com
inclusdo 8% e 12% de glicerol, todas formuladas a base de milho e farelo de soja,
conforme recomendaces nutricionais de Rostagno et al. (2005) e NRC (1994), exceto a
incluséo de glicerol (Tabela 1).

As codornas foram pesadas aos vinte e oito dias para determinagdo do ganho em
peso corporal. A racdo experimental e as sobras foram pesadas para calculo do consumo
de racdo. A conversdo alimentar foi calculada como a relacdo entre 0 ganho em peso e 0
consumo de ragdo. A mortalidade foi considerada para o célculo de conversdo
alimentar. Dez codornas de cada tratamento foram abatidas por deslocamento cervical
aos 28 dias de idade. Uma amostra do musculo peitoral (Pectoralis superficialis) destas
aves foi coletada, acondicionada adequadamente em RNA Holder® (BioAgency) e
armazenado a -20° C até o momento da extracdo de RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) na proporgdo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. O tecido muscular foi
triturado com homogenizador elétrico até a completa dissociagdo. Posteriormente,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio e homogeneizado manualmente por um
minuto. O tecido resultante foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 rpms a 4°C, e a
fase liquida coletada e transferida para tubo de ensaio, onde 500 pL de isopropanol
foram adicionados. Apds, o material foi homogeneizado, centrifugado por 15 minutos a
12.000 rpms, a 4°C. O material sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com 1 mL de etanol 75%. Posteriormente, o material foi centrifugado novamente a
12.000 rpms por 5 minutos, e 0 sobrenadante descartado. O material precipitado foi
seco por 15 minutos e foi homogeneizado em agua destilada e desmineralizada, livre de
RNase.
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A concentracdo do RNA total foi avaliada por meio de espectrofotdmetro, em
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliado em gel de agarose

1% e visualizado em luz ultravioleta.

Tabela 1. Composicéo centesimal da ragéo

Glicerina bruta

Ingredientes (kg) 0% 8% 12%
Milho grao 54,58 46,48 42,44
Farelo de soja 45% 37,84 39,37 40,13
Glicerina bruta - 8,00 12,00
Oleo de soja 2,88 1,44 0,73
Fosfato bicalcico 1,61 1,63 1,64
L-Lisina HCL 0,65 0,84 0,82
DL-Metionina 0,66 0,66 0,67
L-Treonina 0,44 0,43 0,43
Sal comum 0,40 0,40 0,40
Suplemento vitaminico® 0,40 0,40 0,40
Calcério 0,28 0,26 0,26
Suplemento mineral* 0,07 0,07 0,07
Antioxidante’ 0,01 0,01 0,01
Composicdo nutricional
Proteina bruta (%) 23,20 23,20 23,20
Calcio (%) 0,61 0,61 0,61
Faosforo disponivel (%) 0,41 0,41 0,41
Energia metabolizével (kcal/kg) 3.000 3.000 3.000
Metionina + cistina digestivel (%) 1,33 1,33 1,33
Lisina digestivel (%) 1,88 1,88 1,88
Treonina digestivel (%) 1,14 1,14 1,14
Triptofano digestivel (%) 0,28 0,28 0,28
Saédio (%) 0,18 0,31 0,37

Suplementacdo vitaminica/mineral (niveis de garantia por kg do produto); Vit. A —
4.500.000 Ul; Vit. D3 — 1.250.000 Ul; Vit. E — 4.000 mg; Vit. B1 — 278 mg; Vit. B2 —
2.000 mg; Vit. B6 — 525 mg; Vit. B12 — 5.000 mcg; Vit. K3 — 1.007 mg; Pantotenato de
Caélcio — 4.000 mg; Niacina — 10.000 mg; Colina — 140.000 mg; Antioxidante — 5.000 mg;
Zinco — 31.500 mg; Ferro — 24.500 mg; Manganés — 38.750 mg; Cobre — 7.656 mg;
Cobalto — 100 mg; lodo — 484 mg; Selénio — 127 mg; >BHT (Butil Hidroxi Tolueno).

Para confeccdo do cDNA, foi utilizado o kit SuperScrippt™ 11l First-Strand
Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil). Foram adicionados 6 uL de RNA
total, 1 puL de oligo (dT) (50 uM oligo(dT) e 1 pL de tampao de anelamento (Annealing
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buffer). A reacdo foi incubada por cinco minutos a 65°C e colocada sobre o gelo por
um minuto. Posteriormente, foi adicionado 10 pL de solucdo 2x First-Strand Reaction
Mix e 2 pL de solucdo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript Il e
inibidor de RNAse. A solucéo foi incubada por 50 minutos a 50°C para a sintese do
DNA complementar. A reagdo foi incubada novamente por cinco minutos a 85°C e
imediatamente colocada sob gelo. As amostras foram armazenada a -20°C até o
momento das analises subsequentes.

Para as reacGes de PCR em tempo real, foi utilizado o composto fluorescente
SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA).

Os primers dos genes GHR, IGF-I ¢ -actina foram desenhados de acordo com as
sequéncias depositadas no GeneBank (NMO001001293.1, FJ977570.1 e L08165),
utilizando-se o site www.idtdna.com. Todas as anélises foram realizadas em um volume
final de 25 pL e em duplicatas.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do SAS (2000). O
procedimento univariate foi utilizado para verificar a normalidade dos residuos da

expressdo dos genes em estudo (expressos com 24

) e dados de producdo. Foi
utilizado ANOVA com trés tratamentos e dez repeti¢cOes por tratamento (dietas sem,
com 8% e 12% de inclusdo de glicerol). As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey (P<0,05).

Resultados

O desempenho de codornas de um a 28 dias de idade, recebendo diferentes
niveis de glicerol na racdo é mostrado na Figura 1.

Nao foi observado efeito significativo dos tratamentos sobre o ganho em peso,
porém houve aumento significativo para o0 consumo de racgdo e conversdo alimentar das
codornas. O consumo de racdo foi significativamente maior para o grupo de codornas
que receberam racdo com 12% de glicerol e ndo diferiu estatisticamente entre 0s grupos
que receberam racdo com 0% e 8%. O grupo de aves do tratamento com 12%
apresentou pior conversdo alimentar (2,34) em relacdo ao grupo de codornas que
receberam racdo sem glicerol (1,99). Isto representou em media uma piora de 14,59%

na conversao alimentar das codornas na fase de crescimento estudada.
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Figura 1. Consumo total em grama (A) e conversdo alimentar (B) de codornas
alimentadas com ragdes contendo 0%, 8% e 12% de inclusdo de glicerol, para
codornas aos 28 dias de idade. As letras sobre as barras (desvios-padréo)
representam a comparacdo entre as médias. Letras diferentes representam
diferencas estatisticas entre as médias (P<0,05) pelo teste de Tukey.

A composicao das dietas também exerce forte efeito sobre a expressdo de genes
do eixo GH-IGF. Estudos mostram que a expresséo do mRNA do IGF | e GHR no
figado e masculo dos animais pode ser alterada pela dieta fornecida em funcdo dos
niveis energéticos, protéicos e mesmo de substituicdo de ingredientes (Katsumata et al.,
2002).

Neste estudo, a expressdo do mRNA do GHR e IGF-I no mdsculo do peito

(Pectoralis superficialis) de codornas de 28 dias de idade € mostrada na Figura 2.
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Figura 2. Expressdao do RNA mensageiro (mRNA) do fator de crescimento semelhante a
insulina (A) e do receptor do horménio do crescimento (B). As letras sobre as
barras(desvios-padrdo) representam a comparagdo entre as médias. Letras
diferentes representam diferencas estatisticas entre as médias (P<0,05) pelo teste
de Tukey.
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Codornas alimentadas com racdo suplementada com 12% de glicerol
apresentaram expressdo de mRNA do GHR no musculo do peito menor em relagéo
aquelas com 8% glicerol na dieta (0,021vs 0,033), entretanto, quando comparados ao
tratamento sem glicerol (0,028) a expressdao do mRNA do GHR das codornas tratadas
com 12% de glicerol ndo mostrou diferenca significativa.

Os niveis de 8% e 12% de glicerol influenciaram a expressdo do mRNA do IGF-
I, que foi aumentada em 34% comparado com o tratamento sem glicerol. As aves do
tratamento com 8% de glicerol tiveram a expressao de mRNA do IGF-1 semelhante
aquele observado para o grupo de 12% de glicerol.

De modo geral, o grupo de codornas que recebeu racdo com 8% de glicerol
apresentou maiores valores absolutos de expressdo de mRNA tanto para 0 GHR quanto

para o IGF-I.

Discussao

A inclusdo dos niveis de glicerol avaliados neste estudo influenciou de maneira
distinta a expressdo dos genes avaliados, mostrando que pode existir influéncia destes
nutrientes sobre a expressdo de genes importantes no crescimento. Estas alteragdes na
expressao desses genes podem explicar em parte os resultados obtidos no desempenho
das aves.

De acordo com a literatura, o valor maximo recomendado de incluséo de glicerol
em dietas de codornas de corte de 15 a 35 dias de idade é de 15% (Pasquetti, 2011).
Entretanto, a inclusdo de 12% de glicerol pode ter excedido a capacidade metabodlica
dos animais, limitado sua absor¢do (Min et al., 2010), sugerido a necessidade novos
estudos para determinar a inclusdo maxima de glicerol nessa faixa de idade. Além disso,
a incluséo de glicerol, tanto 8% quanto 12%, promoveu aparente aumento de umidade
na cama, sugerindo um aumento da taxa de passagem da digesta, comprometendo a
utilizacdo dos nutrientes (Gianfelici, 2009).

Os componentes da dieta alteram a concentragéo de GH e IGF-I circulante (Bernal
et al., 2002). Os animais que recebera a dieta, contendo glicerol, apresentaram maiores
valores de expressdo de mRNA de IGF-1. O glicerol apresenta altas taxas de absor¢éo
intestinal, chegando a 89% de absor¢do em ratos, devido ao seu baixo peso molecular e
por ser absorvido passivamente, em vez de formar uma micela, como observado para 0s
acidos graxos de cadeia meédia e longa (Guyton, 1991). Esta alta absorcédo

aparentemente desencadeou um quadro de alta disponibilidade energética para os
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animais que receberam dieta contendo glicerol, promovendo o aumento de expressao de
MRNA de IGF-1, na tentativa de converter esta energia em crescimento, uma vez que
estimulo do crescimento em resposta ao aumento no consumo de energia é regulado
pelo aumento do IGF-I (Weller et al., 1994). Entretanto, tal crescimento ndo foi
observado, provavelmente, pelo aumento da taxa de passagem da digesta observado
nestes animais, e consequentemente, pelo menor aproveitamento dos outros
componentes da dieta. Gasparino et al. (2012) observaram reducdo na expressao de
IGF-1 em codornas com 14 dias de idade que receberam racdo com 12% de glicerol. Tal
reducdo, ndo foi observada neste trabalho sugerindo que, aos 28 dias de idade, haja um
possivel mecanismo de adaptacdo dos animais a dieta com este nivel de glicerol.

A capacidade de resposta ao GH nas células-alvo é principalmente dependente da
expressao GHR (Talamantes & Ortiz, 2002). Desta forma, os niveis de MRNA de IGF-I
observados em maior quantidade nos animais que receberam ragdo com 12% glicerol,
podem ter diminuido os niveis de GH por meio de feedback negativo, reduzindo
consecutivamente a necessidade e os niveis de mMRNA de GHR nestes mesmo animais,
de forma semelhante ao observado em estados de subnutricdo, jejum ou absorcdo
deficiente de nutrientes, onde ocorre uma redugdo de expressdo de mRNA do GHR
(Straus & Takemoto, 1990). Em contrapartida, os animais que receberam ragdo com 8%
de glicerol apresentaram maior expressdo de mRNA de GHR quando comparados aos
animais que receberam 12%, sugerindo que a inclusdo de 8% pode ser utilizada sem
reducdo nos padrdes de expressdo de mRNA de GHR.

Analisando-se os resultados obtidos, é possivel inferir que o nivel de um nutriente
ou o préprio nutriente, como a incluséo do glicerol em substituicdo ao milho, é capaz de
ocasionar maior ou menor resposta na expressao génica e afetar o desempenho dos
animais. Considerando as recomendacdes de uso do glicerol na literatura, os resultados
obtidos indicam que esse produto pode realmente ser utilizado nas ra¢des para codornas,

entretanto, um nivel superior a 8% ndo seria recomendando.

Concluséao
A inclusdo de glicerol na dieta de codornas de corte até 28 dias de idade promove
alteracdes sobre a expressao de mRNA do receptor do hormonio do crescimento (GHR)

e do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) no masculo do peito.
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Expressao de mRNA de genes mitocondriais associados a dietas com incluséo de
glicerol para codornas de corte aos 28 dias de idade

Resumo: O estudo foi realizado para avaliar a expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) de genes mitocondriais que estdo envolvidos no metabolismo energético:
adenina nucleotideo translocase (ANT), citocromo ¢ oxidase Il (COX Ill) e proteina
desacopladora (UCP) no musculo do peito de codornas japonesas com 28 dias de idade,
alimentados com dietas contendo 0, 8 e 12% de glicerol. O RNA total foi extraido (n =
10 por grupo) e o cDNA amplificado usando primers especificos para qRT-PCR. A
conversdo alimentar (CA) e o consumo de racdo (CR) foram avaliados. A expressao de
MRNA de UCP foi menor no grupo alimentado com 12% de glicerol (0,026 UA)
quando comparado com 0% (0,041 UA) e 8% de glicerol (0,057 UA). Em contraste, a
expressdo de mRNA ANT e COX I no musculo do peito foi maior no grupo
alimentado com 12% de glicerol (ANT = 7,525 UA; COX IlIl = 0,863 UA), sem
diferencas entre 0% (ANT = 5,572 UA; COX Ill = 0,357 UA) e 8% de glicerol (ANT =
5,839 UA; COX Il = 0,415 UA). A expressao de mRNA de UCP observada no
musculo do peito de codornas foi menor em aves com pior CA, enquanto nestes
mesmos animais ANT e COX Il apresentaram maiores valores de expressao (p<0,05).
Estes resultados indicam que existem diferencas na expressdo de mRNA dos genes
mitocondriais avaliados no musculo do peito de codornas aos 28 dias de idade entre 0s
animais que se alimentaram com dietas com diferentes concentragdes de glicerol.
Palavras chave: cadeia transportadora de elétrons, expressdo génica, fosforilacdo

oxidativa, metabolismo energético.
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Introducéo

A utilizacdo de subprodutos em dieta de animais de interesse zootécnico podem
diminuir o custo de producdo, e consequentemente aumentar a rentabilidade da
atividade. Quando financeiramente rentavel, o glicerol, um subproduto da inddstria do
biodiesel, pode ser usado como substituto parcial do milho para alimentagdo animal
(Cerrate et al., 2006) por apresentarem valores energéticos semelhantes (3.434 kcal/kg)
(Dozier et al., 2008). Absorvido de forma passiva (Guyton, 1991), o glicerol possui
sabor adocicado e pequeno peso molecular (Rivaldi, 2008), influenciando o consumo de
racdo (Pasquetti, 2011).

Em codornas e frango de corte, a inclusdo de glicerol na dieta pode afetar
caracteristicas de desempenho (Raber et al., 2009; Batista, 2010) além de influenciar a
expressao do mRNA de alguns genes mitocondriais relacionados eficiencia na sintese
de ATP e estresse oxidativo, como o ANT (Adenina nucleotideo translocase), COX IlI
(citocromo c oxidase I11) e UCP (proteina desacopladora) (Gasparino et al., 2012).

Animais menos eficientes em converter os alimentos em peso corporal podem
apresentar alteracGes na atividade de bomba de sodio e potassio e na expressdo de genes
da cadeia transportadora de elétrons (Gasparino et al., 2012). Todos estes fatores podem
influenciar a utilizacdo dos nutrientes e o metabolismo basal, podendo alterar o gasto
energético corporal e consequentemente influenciar o incremento calérico dos animais
(Bottje & Carstens, 2009; Johnson et al., 2003; Yunianto et al., 1997, Rosebrough &
Murtry, 1993; Curtis, 1983).

Recentemente, estudos foram conduzidos para avaliar as diferencas de eficiéncia
alimentar dos animais, relacionando-as com o transporte de elétrons e de prétons pelos
complexos protéicos (I, 11, 11, IV e V) da cadeia transportadora de elétrons (Bottje &
Carstens, 2009; Krueger et al., 2008; Igbal et al., 2005; Bottje et al., 2002). Estes
trabalhos sugerem que animais com maior consumo de racao residual, possuem falha no
transporte de elétrons/prétons, reduzindo a eficiéncia de producdo de ATP pelas
mitocondrias, o que influencia negativamente a conversao alimentar.

Apesar de se encontrar muitos estudos que mostrem a relagdo entre conversdao
alimentar e a cadeia transportadora de elétrons ou o turnover protéico, estas pesquisas
utilizaram frangos de corte ou bovinos recebendo a mesma racdo, buscando-se
diferenciacdo entre individuos de uma mesma populagdo, o que pode ser fundamental

para direcionar futuros programas de melhoramento genético. Entretanto, pouco se tem
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estudado sobre o possivel efeito de diferentes nutrientes ou de seus niveis na ragdo
sobre a expressdo de genes mitocondriais.

As informacdes existentes sobre o efeito de niveis nutricionais sobre a
fosforilacdo oxidativa, mostraram que ragdes com maior inclusdo de proteina bruta ou
de é&cidos graxos de cadeia longa reduziram a sintese de ATP ou a relagdo ADP:0O,
(Clandinin, 1978). Renner et al. (1979) encontraram menor eficiéncia energética em
frangos alimentados com alta inclusdo de 6leo de colza, atribuindo esse resultado ao
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa.

Verifica-se assim, a necessidade de realizar estudos sobre o efeito de nutrientes e
seus niveis sobre a expressdo de genes relacionados com a cadeia transportadora de
elétrons, na tentativa de entender melhor a influéncia dos nutrientes sobre a fosforilagcdo
oxidativa. Desta forma, o presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de avaliar o
efeito da incluséo de glicerol sobre a expressdo de mRNA dos genes que codificam as
proteinas ANT, COX Ill e UCP em codornas de corte aos 28 dias de idade.

Material e métodos

O presente trabalho foi conduzido no setor de avicultura e no laboratério de
genética molecular do departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringa.Foram utilizadas 450 codornas de corte de um dia de idade, distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos (sem glicerol, inclusédo de
8% e 12% de glicerol na racdo), cinco repeticbes e 30 codornas por unidade
experimental. Os animais foram alojados em galpdo convencional, em boxes de 2,5m?,
0s quais foram forrados por cama de casca de arroz. O programa de iluminagéo
utilizado foi o continuo durante todo o periodo experimental.

Foram utilizadas trés dietas experimentais, sendo uma racdo controle (sem
glicerol), e outras duas com a incluséo 8% e 12% de glicerol, todas formuladas a base
de milho e farelo de soja, conforme recomendacgdes nutricionais de Rostagno et al.,
(2005) e NRC (1994), exceto a incluséao de glicerol (Tabela 1).

As codornas foram pesadas aos 28 dias para determinacdo do ganho de peso
corporal. A racdo experimental e as sobras foram pesadas para célculo do consumo de
racdo. A conversao alimentar foi calculada como a relacdo entre o ganho de peso e o
consumo de ragdo. A mortalidade foi considerada para o célculo de conversdo
alimentar. Dez codornas de cada tratamento foram abatidas por deslocamento cervical

aos 28 dias de idade. Uma amostra do musculo peitoral (Pectoralis superficialis) destas
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aves foi coletada, acondicionada adequadamente em RNA Holder® (BioAgency,
Carlsbad CA, USA) e armazenado a -20°C até o momento da extracdo de RNA.

Tabela 1. Composicéo centesimal da dieta

Glicerina bruta

Ingredientes (kg) 0% 8% 12%
Milho gréo 54,58 46,48 42,44
Farelo de soja 45% 37,84 39,37 40,13
Glicerina bruta - 8,00 12,00
Oleo de soja 2,88 1,44 0,73
Fosfato bicalcico 1,61 1,63 1,64
L-Lisina HCL 0,65 0,84 0,82
DL-Metionina 0,66 0,66 0,67
L-Treonina 0,44 0,43 0,43
Sal comum 0,40 0,40 0,40
Suplemento vitaminico® 0,40 0,40 0,40
Calcério 0,28 0,26 0,26
Suplemento mineral* 0,07 0,07 0,07
Antioxidante® 0,01 0,01 0,01
Composicdo nutricional
Proteina bruta (%) 23,20 23,20 23,20
Célcio (%) 0,61 0,61 0,61
Faosforo disponivel (%) 0,41 0,41 0,41
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.000 3.000 3.000
Metionina + cistina digestivel (%) 1,33 1,33 1,33
Lisina digestivel (%) 1,88 1,88 1,88
Treonina digestivel (%) 1,14 1,14 1,14
Triptofano digestivel (%) 0,28 0,28 0,28
Saédio (%) 0,18 0,31 0,37

Suplementacdo vitaminica/mineral (niveis de garantia por kg do produto); Vit. A —
4.500.000 Ul; Vit. D3 — 1.250.000 Ul; Vit. E — 4.000 mg; Vit. B1 — 278 mg; Vit. B2 —
2.000 mg; Vit. B6 — 525 mg; Vit. B12 — 5.000 mcg; Vit. K3 — 1.007 mg; Pantotenato de
Caélcio — 4.000 mg; Niacina — 10.000 mg; Colina — 140.000 mg; Antioxidante — 5.000 mg;
Zinco — 31.500 mg; Ferro — 24.500 mg; Manganés — 38.750 mg; Cobre — 7.656 mg;
Cobalto — 100 mg; lodo — 484 mg; Selénio — 127 mg; >BHT (Butil Hidroxi Tolueno).

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) na proporcdo de 1mL para cada 100mg de tecido. O tecido muscular foi triturado

com homogenizador elétrico até a completa dissociacdo. Posteriormente foram

adicionados 200uL de cloroférmio e homogeneizado manualmente por um minuto. O
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tecido resultante foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 rpms a 4°C, e a fase liquida
coletada e transferida para tubo de ensaio, onde 500pL de isopropanol foram
adicionados. Apods, o material foi homogeneizado, centrifugado por 15 minutos a 12.000
rpms, a 4°C. O material sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1mL
de etanol 75%. Posteriormente o material foi centrifugado novamente a 12.000 rpms por
cinco minutos, e 0 sobrenadante descartado. O material precipitado foi seco por 15
minutos e foi homogeneizado em agua destilada e desmineralizada, livre de RNase.

A concentracdo do RNA total foi avaliada por meio de espectrofotdmetro, em
comprimento de onda de 260nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose
1% e este, visualizado em luz ultravioleta.

Para confeccdo do cDNA foi utilizado o kit SuperScrippt™ 11l First-Strand
Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil). Foram adicionados 6L de RNA
total, 1pL de oligo (dT) (50uM oligo(dT),o e 1L de tampdo de anelamento (Annealing
buffer). A reagédo foi incubada por cinco minutos a 65°C e entéo colocadas sobre o gelo
por um minuto. Posteriormente foi adicionado 10pL de solucdo 2x First-Strand
Reaction Mix e 2uL de solucdo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript 111
e inibidor de RNAse. A solucgdo foi incubada por 50 minutos a 50°C para a sintese do
DNA complementar. A reacdo foi entdo incubada novamente por cinco minutos a 85°C
e imediatamente colocada sob gelo. As amostras foram armazenadaa -20°C até o
momento das analises subsequentes.

Para as reacdes de PCR em tempo real foi utilizado o composto fluorescente
SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA).

Os primers dos genes COXIII (NP_006921), ANT (AB088686) e UCP
(AB088685) utilizados foram obtidos de Ojano-Dirain et al (2007). As sequéncias

podem ser obtidas no site www.ncbi.nlm.nih.gov.

Foi utilizado o gene da B-actina como controle enddgeno da reacdo. Todas as
analises foram realizadas em um volume final de 25uL e em duplicatas.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do SAS (2000). O
procedimento UNIVARIATE foi utilizado para verificar a normalidade dos residuos da

expressdo dos genes em estudo (expressos com 274"

) e dados de producédo. Foi utilizado
ANOVA com trés tratamentos e dez repeticdes por tratamento (dietas sem, com 8% e
com 12% de inclusdo de glicerol). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey

(P<0,05).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Resultados
O desempenho de codornas de um a 28 dias de idade recebendo diferentes niveis

de glicerol na racéo é mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Consumo total em grama (A) e conversdo alimentar (B) de codornas
alimentadas com ragdes contendo 0%, 8% e 12% de incluséo de glicerol, para
codornas aos 28 dias de idade. As letras sobre as barras (desvios-padréo)
representam a comparacdo entre as médias. Letras diferentes representam
diferencas estatisticas entre as médias (P<0,05) pelo teste de Tukey.

N&o foi observado efeito significativo dos tratamentos sobre o ganho de peso
(0%= 173,419 + 15,33g; 8% = 183,229 + 10,189 e 12% = 188,489 + 21,30g), porém
houve aumento significativo para o consumo de racdo e conversdo alimentar das
codornas. O consumo de ragdo foi significativamente maior para o grupo de codornas
que receberam racdo com 12% de glicerol, sendo que o consumo ndo diferiu
estatisticamente entre 0s grupos que receberam racdo com 8% e sem glicerol. O grupo
de aves do tratamento com 12% de glicerol também apresentou a pior conversdo
alimentar (2,34) em relagéo aos grupos de codornas que receberam ragdo sem glicerol
(1,99). Isto representou em média uma piora de 14,59% na conversdo alimentar das
codornas na fase de um a 28 dias de idade.

Embora ndo tenham sido encontrados primers especificos para 0s genes adenina
nucleotideo translocase (ANT), citocromo c oxidade Il (COX Ill) e proteina
desacopladora (UCP), os primers de Gallus gallus utilizados para a anélise por PCR em
tempo real mostraram-se adequados para o desenvolvimento deste trabalho. As analises
das curvas de dissociacao ndo revelaram qualquer presenca de produtos inespecificos ou
formagdo de dimero de primers, mostrando a confiabilidade dos dados na estimativa da

expressao de MRNA dos genes avaliados.
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A expressdo do mRNA do ANT, COX Ill e UCP no musculo peitoral de codornas
com 28 dias de idade s&o mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Expressdo do RNA mensageiro da adenina nucleotideo translocase (A),
citocromo ¢ oxidase (B) e da proteina desacopladora (C). Letras sobre as barras
(desvios-padrdo) representam a comparacdo entre as médias de expressdo dos
MRNAs. Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre as médias
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

A suplementacdo de 12% de glicerol na ragéo das codornas aumentou 35% e 29%

a expressdo do mMRNA do gene responsavel pelas trocas de ADP/ATP da membrana

interna mitocondrial (ANT) em relacdo ao tratamento sem glicerol e com 8%

respectivamente. Quando se adicionou 8% de glicerol, ndo se observou diferenca na

expressdo de mRNA de ANT em relagdo ao grupo controle (sem glicerol).
A expressdo do mRNA do COX Il no musculo pectoralis superficialis de

codorna, comportou-se de maneira semelhante a expressdo do ANT, onde a

suplementacdo de 12% de glicerol na racdo das codornas aumentou 91% e 64% a

expressaio do mRNA COX Il em relacdo ao tratamento sem glicerol e com 8%
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respectivamente. Quando se adicionou 8% de glicerol, ndo se observou diferenca na
expressdao de mMRNA de ANT em relacéo ao grupo controle.

A suplementacdo de 12% de glicerol promoveu uma reducdo de 35% e 53% na
expressao do mRNA de UCP em relacdo ao tratamento sem glicerol e com 8%
respectivamente. Os valores de expressao de mRNA da UCP foram superiores tanto
para o tratamento sem glicerol (0,041 vs. 0,057) quanto para o tratamento com 12%
(0,026 vs. 0,057).

Discusséo

A incluséo dos niveis de glicerol avaliados neste estudo influenciou de maneira
distinta a expressdo de todos os genes avaliados, mostrando que pode existir influéncia
destes nutrientes sobre a expressdo de genes importantes para crescimento. Estas
alteracdes na expressdo desses genes podem explicar em parte os resultados obtidos no
desempenho das aves.

O consumo de racdo apresentou um padrdo crescente conforme o aumento de
glicerol, sendo o maior consumo observado nos animais que receberam a dieta com
12% de glicerol, que pode ter ocorrido pela maior palatabilidade da dieta com glicerol,
dado que este possui sabor adocicado (Pasquetti, 2011). Respostas a esse consumo nédo
foram observadas em ganho de peso, e conversao alimentar, sendo a pior conversdo
observada nos animais que receberam 12% de glicerol. De acordo com a literatura, o
valor maximo recomendado de inclusdo de glicerol em dietas de codornas de corte de
15 a 35 dias de idade é de 15% (Pasquetti, 2011). Entretanto, a inclusdo de 12% de
glicerol pode ter excedido a capacidade metabolica dos animais, limitado sua absorgédo
(Min et al., 2010), sugerido a necessidade novos estudos para determinar a inclusdo
méaxima de glicerol nessa faixa de idade. Além disso, a inclusdo de glicerol, tanto 8%
quanto 12%, promoveu aparente aumento de umidade na cama, sugerindo um aumento
da taxa de passagem da digesta, comprometendo a utilizacdo dos nutrientes
(Gianfelici,2009).

O maior nivel de glicerol avaliado (12%) alterou a expressao de todos 0s genes
avaliados, mostrando que existe influéncia dos nutrientes da racdo sobre a expressao de
genes da cadeia transportadora de elétrons, responsaveis pela producdo de energia
corporal. Estas alteraces na expressdo de genes podem explicar em parte os resultados
obtidos no desempenho das codornas.
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Em frangos de corte, a relagdo entre a fungdo mitocondrial e a eficiéncia alimentar
tem sido relatada (Parker et al., 2008). Durante a fosforilagdo oxidativa podem existir
falhas na conducédo de prétons do espaco intermembranoso para a matriz mitocondrial
(Brand et al., 1995) devido ao desacoplamento no transporte de prétons causados por
proteinas especificas que funcionam como desacopladores de membrana, como a ANT
e a UCP, podendo causar ineficiéncia mitocondrial (Rolfe & Brand, 1996 e 1997).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que codornas alimentadas com
12% de glicerol apresentaram maior expressao de mRNA de ANT, que tem como papel
principal a troca de ATP e ADP (Ojano-Dirain et al.,, 2007). Em contrapartida,
codornas que receberam os menores niveis de suplementacdo (0 e 8%) tiveram a
expressao de ANT inalteradas. Desta forma, sugere-se que o excesso de glicerol pode
aumentar a expressdo de ANT, uma vez que em situacdes onde a funcdo de troca ADP-
ATP € prejudicada, ANT desempenha um papel importante na reducdo de ROS e na
inducdo de apoptose (Won et al., 2010), sugerindo um provavel aumento na producéao
de ROS mitocondrial promovida pelo nivel de 12% de glicerol. Deste modo, este
aumento de expressdo de ANT pode ser visto como uma resposta induzida pelo ROS,
dado que ANT ¢é conhecido por ter capacidade de desacoplamento (Boudina & Abel,
2006), o que poderia reduzir a producdo de ROS mitocondrial (Andreyev et al., 1988 e
1989; Echtay et al., 2002).

A pior conversao alimentar dos animais alimentados com 12% de glicerol
associados a maior expressdo de ANT sdo fortes indicios da acdo prejudicial da dieta
sobre a atividade de troca ATP / ADP, tornando-os animais menos eficientes em
produzir energia. Estes resultados de expressdo de ANT corroboram com Tinsley et al.
(2010) e Igbal et al. (2004) que encontraram maior expressao de ANT em animais com
baixa eficiéncia alimentar quando comparados a animais com alta eficiéncia alimentar.

Quanto a expressao do mRNA de COX IIl, observou-se que as aves que
receberam racdo suplementada com 12% de glicerol apresentaram 91% e 68% de
aumento de expressdo em relagdo aquelas que receberam 0% e 8% de glicerol
respectivamente. Como no presente estudo, outros tém encontrado maior expressao de
COX 11l em aves com pior conversao alimentar (Tinsley et al., 2010; Igbal et al., 2004 e
2005; Lassiter et al., 2004).

Embora o mecanismo exato ainda néo esteja determinado, a maior expressao de
COX 1l em aves com baixa eficiéncia alimentar poderia representar uma resposta

compensatdria ao estresse oxidativo por aumentar a oxidacao de proteinas (Igbal et al.,
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2004). O aumento na expressdao de COX Il nos animais alimentados com 12% de
glicerol é um forte indicio do provavel aumento de ROS provocado pela dieta, uma vez
que sua funcdo esta mais intimamente ligada a respostas ao estresse oxidativo do que a
atividades referentes ao translocamento de protons (You et al., 2002).

Outro gene presente na cadeia transportadora de elétrons e relacionado com a
eficiéncia da fosforilagdo oxidativa € a UCP. Com base no provavel aumento da
producdo de ROS provocado pela dieta com 12% de glicerol, evidenciados pelo
aumento de expressdo de ANT e COX IlI, esperava-se um aumento da expressdao de
UCP neste tratamento, uma vez que UCP tem a acdo benéfica de reduzir a producéao de
radicais livres (Miwa et al., 2003). Entretanto, os resultados encontrados para a
expressao de UCP para os animais que consumiram racdo com 12% de glicerol foram
contrarios ao esperado. A maior expressdo de UCP nas dietas com 0 e 8% de glicerol
pode ter ocorrido devido a maior quantidade de acidos graxos de cadeia longa (Abe et
al., 2006) proveniente do 6leo de soja presente em concentracbes mais altas nestas
dietas, em relacdo aquela com 12% de glicerol, corroborando com os resultados obtidos
por Gasparino et al. (2012).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que embora as ragfes sejam
isoenergéticas, a fonte de energia utilizada influencia a expresséo génica da UCP, ANT
e COX lll, o que consequentemente influenciou o desempenho das codornas de um a 28
dias de idade. Diferentes concentracdes de glicerol na dieta de codornas na fase de um a
28 dias de idade promoveram alteracdes no desempenho destes animais, 0s quais podem
ter ocorrido em fungdo de mudancas na expressdo dos genes mitocondriais (COX IllI,
ANT, UCP). Isto indica claramente que estudos moleculares, que avaliam as expressoes
génicas dos animais auxiliam a entender melhor porque o desempenho de aves é
piorado ou melhorado em funcdo de diferentes nutrientes e de seus niveis utilizados nas
racoes.

A incluséo de 8% de glicerol na dieta proporcionou resultados de desempenho de
codornas semelhantes aqueles observados para ragdo sem adicdo de glicerol, sugerindo-

se que a inclusdo até este nivel nas ragdes ndo provocariam efeitos negativos.

Conclusao
A inclusdo de glicerol na dieta de codornas de corte até 28 dias de idade promove
alteracOes sobre a expressdo de mMRNA ANT, COX |1, e UCP no musculo do peito.
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ao assunto e cotejamentos extensos.

Conclusoes

Devem ser redigidas em paragrafo Unico e conter
no maximo 1.000 caracteres com espaco.

Resuma claramente, sem abreviagdes ou
citacGes, as inferéncias feitas com base nos
resultados obtidos pela pesquisa. O importante é
buscar entender as generalizagdes que governam os
fendmenos naturais, e ndo particularidades destes
fendmenos.

As conclusbes sdao apresentadas usando o
presente do indicativo.

Agradecimentos

Esta secdo é opcional. Deve iniciar logo apés as
Conclusdes.

Abreviaturas, simbolos e unidades

Abreviaturas, simbolos e unidades devem ser
listados conforme indicado na pagina da RBZ, link
“Instrucbes aos autores”, “Abreviaturas”.

Deve-se evitar o uso de abreviacbes nado-
consagradas, como por exemplo: “o T3 foi maior
que o T4, que ndo diferiu do T5 e do T6". Este tipo
de redagdo é muito comoda para o autor, mas é de
dificil compreensdo para o leitor.

Os autores devem consultar as diretrizes
estabelecidas regularmente pela RBZ quanto ao uso
de unidades.
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Estrutura do artigo (comunicacdo e nota
técnica)

Devem apresentar antes do titulo a indicacdo da
natureza do manuscrito (Comunicacdo ou Nota
Técnica) centralizada e em negrito.

As estruturas de comunicacdes e notas técnicas
seguirdo as diretrizes definidas para os artigos
completos, limitando-se, contudo, a 14 paginas de
tamanho maximo.

As taxas de tramitacdo e de publicacdo aplicadas
a comunicagBes e notas técnicas serdo as mesmas
destinadas a artigos completos, considerando-se,
porém, o limite de 4 paginas no formato final. A

partir deste, proceder-se-a a cobranca de taxa de
publicagdo por pagina adicional.

Tabelas e Figuras

E imprescindivel que todas as tabelas sejam
digitadas segundo menu do Microsoft® Word
“Inserir Tabela”, em células distintas (ndo serdo
aceitas tabelas com valores separados pelo recurso
ENTER ou coladas como figura). Tabelas e figuras
enviadas fora de normas serdo devolvidas para
adequacao.

Devem ser numeradas sequencialmente em
algarismos arabicos e apresentadas logo apds a
chamada no texto.

O titulo das tabelas e figuras deve ser curto e
informativo, evitando a descricdo das variaveis
constantes no corpo da tabela.

Nos graficos, as designagbes das varidveis dos
eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas e unidades
entre parénteses.

Figuras ndo-originais devem conter, apods o
titulo, a fonte de onde foram extraidas, que deve
ser referenciada.

As unidades, a fonte (Times New Roman) e o
corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados
por marcadores contrastantes, como circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

As curvas devem ser identificadas na propria
figura, evitando o excesso de informagdes que
comprometa o entendimento do grafico.

As figuras devem ser gravadas nos programas
Microsoft® Excel ou Corel Draw® (extensao CDR),
para possibilitar a edicdo e possiveis corregoes.

Usar linhas com no minimo 3/4 ponto de
espessura.

As figuras deverdo ser exclusivamente
monocromaticas.

Nao usar negrito nas figuras.



Os numeros decimais apresentados no interior
das tabelas e figuras dos manuscritos em portugués
devem conter virgula, e ndo ponto.

CitacOes no texto

As citacbes de autores no texto sdo em letras
minusculas, seguidas do ano de publicagdo. Quando
houver dois autores, usar & (e comercial) €, no caso
de trés ou mais autores, citar apenas o sobrenome
do primeiro, seguido de et al.

Comunicagao pessoal (ABNT-NBR 10520).

Somente podem ser utilizadas caso sejam
estritamente necessarias ao desenvolvimento ou
entendimento do trabalho. Contudo, nao fazem
parte da lista de referéncias, por isso sdo colocadas
apenas em nota de rodapé. Coloca-se o sobrenome
do autor seguido da expressdao “comunicagao
pessoal”, a data da comunicagdo, o nome, estado e
pais da instituicdo a qual o autor é vinculado.

Referéncias

Baseia-se na Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas — ABNT (NBR 6023).

As referéncias devem ser redigidas em péagina
separada e ordenadas alfabeticamente pelo(s)
sobrenome(s) do(s) autor(es).

Digitd-las em espago simples, alinhamento
justificado e recuo até a terceira letra a partir da
segunda linha da referéncia. Para formata-las, siga
as seguintes instrugoes:

No menu FORMATAR, escolha a opgdo
PARAGRAFO... RECUO ESPECIAL, opgao
DESLOCAMENTO... 0,6 cm. Em obras com dois e
trés autores, mencionam-se os autores separados
por ponto-e-virgula e, naquelas com mais de trés
autores, os trés primeiros seguidos de et al.

As iniciais dos autores ndo podem conter
espagos. O termo et al. ndo deve ser italizado nem
precedido de virgula.

Indica(m)-se o(s) autor(es) com entrada pelo
ultimo sobrenome seguido do(s) prenome(s)
abreviado (s), exceto para nomes de origem
espanhola, em que entram os dois Ultimos
sobrenomes.

O recurso tipografico utilizado para destacar o
elemento titulo é negrito.

No caso de homoénimos de cidades, acrescenta-
se o0 nhome do estado (ex.: Vigosa, MG; Vigosa, AL;
Vigosa, RJ).
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Obras de responsabilidade de uma entidade
coletiva

A entidade é tida como autora e deve ser escrita
por extenso, acompanhada por sua respectiva
abreviatura. No texto, €& citada somente a
abreviatura correspondente.

Quando a editora é a mesma instituigdo
responsavel pela autoria e ja tiver sido mencionada,
ndo devera ser citada novamente.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY -

AOAC. Official methods of analysis. 16.ed.
Arlington: AOAC International, 1995. 1025p.

Livros e capitulos de livro

Os elementos essenciais sdo: autor(es), titulo e
subtitulo (se houver), seguidos da expressdo “In:”,
e da referéncia completa como um todo. No final da
referéncia, deve-se informar a paginacgao.

Quando a editora ndo é identificada, deve-se
indicar a expressao sine nomine, abreviada, entre
colchetes [s.n.]. Quando editor e local ndo puderem
ser indicados na publicagdo, utilizam-se ambas as
expressbOes, abreviadas, e entre colchetes [S.I.:
s.n.].

LINDHAL, I.L. Nutricidon y alimentacion de las cabras.

In: CHURCH, D.C. (Ed.) Fisiologia digestiva y
nutricion de los ruminantes. 3.ed. Zaragoza:
Acribia, 1974. p.425-434.

NEWMANN, A.L.; SNAPP, R.R. Beef cattle. 7.ed. New

York: John Wiley, 1997. 883p.

Teses e Dissertagoes

Recomenda-se ndo citar teses e dissertacoes.
Deve-se procurar referenciar sempre os artigos
publicados na integra em periddicos indexados.
Excepcionalmente, se necessario citar teses e
dissertagGes, indicar os seguintes elementos: autor,
titulo, ano, pagina, nivel e area do programa de
pés-graduacdo, universidade e local.

CASTRO, F.B. Avaliacado do processo de digestdo do

bagaco de cana-de-agiicar auto-hidrolisado em
bovinos. 1989. 123f. Dissertacdo (Mestrado em
Zootecnia) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”/Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

SOUZA, X.R. Caracteristicas de carcaga, qualidade

de carne e composicdo lipidica de frangos de



corte criados em sistemas de producgao caipira
e convencional. 2004. 334f. Tese (Doutorado em
Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

Boletins e relatodrios

BOWMAN,V.A. Palatability of animal, vegetable and

blended fats by equine. (S.L.): Virginia
Polytechnic Institute and State University, 1979.
p.133-141 (Research division report, 175).

Artigos

O nome do periddico deve ser escrito por
extenso. Com vistas a padronizagdo deste tipo de
referéncia, ndo é necessario citar o local; somente
volume, intervalo de paginas e ano.

MENEZES, L.F.G.; RESTLE, J.; BRONDANI, I.L. et al.

Distribuicdo de gorduras internas e de descarte e 4
REV. SOC. BRAS. ZOOT. componentes externos do
corpo de novilhos de geragdes avangadas do
cruzamento rotativo entre as racas Charolés e
Nelore. Revista Brasileira de Zootecnia, v.38,
p.338-345, 2009.

Citagdes de artigos aprovados para publicacao
deverao ser realizadas preferencialmente
acompanhadas do respectivo DOI.

FUKUSHIMA, R.S.; KERLEY, M.S. Use of lignin extracted

from different plant sources as standards in the
spectrophotometric acetyl bromide lignin method.
Journal of Agriculture and Food Chemistry,
2011. doi: 10.1021/jf104826n (no prelo).

Congressos, reunioes, seminarios etc

Citar o minimo de trabalhos publicados em forma
de resumo, procurando sempre referenciar o0s
artigos publicados na integra em peridodicos
indexados.
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CASACCIA, J.L.; PIRES, C.C.; RESTLE, J. Confinamento

de bovinos inteiros ou castrados de diferentes
grupos genéticos. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 30.,
1993, Rio de Janeiro. Anais... Rio de Janeiro:
Sociedade Brasileira de Zootecnia, 1993. p.468.

EUCLIDES, V.P.B.; MACEDO, M.C.M.; OLIVEIRA, M.P.

Avaliagdo de cultivares de Panicum maximum em
pastejo. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 36., 1999, Porto
Alegre. Anais... S3o Paulo: Sociedade Brasileira de
Zootecnia/Gmosis, [1999]. (CD-ROM).

Artigo e/ou matéria em meios eletronicos

Na citacdo de material bibliografico obtido via
internet, o autor deve procurar sempre usar artigos
assinados, sendo também sua funcao decidir quais
fontes tém realmente credibilidade e confiabilidade.

Quando se tratar de obras consultadas on-line,
sdao essenciais as informacdes sobre o enderego
eletrénico, apresentado entre os sinais < >,
precedido da expressdo “Disponivel em:” e a data
de acesso do documento, precedida da expressao
“Acesso em:”.

NGUYEN, T.H.N.; NGUYEN, V.H.; NGUYEN, T.N. et al.

[2003]. Effect of drenching with cooking oil on
performance of local yellow cattle fed rice straw and
cassava foliage. Livestock Research for Rural
Development, v.15, n.7, 2003. Disponivel em:
<http:// WWW.cipav.org.co/
Irrd/Irrd15/7/nhan157.htm> Acesso em: 28 jul.
2005.

REBOLLAR, P.G.; BLAS, C. [2002]. Digestion de la

soja integral en rumiantes. Disponivel em:
<http://www. ussoymeal.org/ruminant_s.pdf.>
Acesso em: 12 out. 2002.

SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. [1996]. Os limites
pedagdgicos do paradigma da qualidade total na
educacdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UFPe, 4., 1996, Recife. Anais
eletronicos... Recife: Universidade Federal do
Pernanbuco, 1996.
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