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RESUMO

O frango de corte atual tornou-se receptivel a um grande numero de variaveis que
interfere de modo direto no equilibrio acido-basico (EAB) no qual tem interacéo
direta com o balancgo eletrolitico dietético (BED). Varios estudos tem comprovado o
efeito do BED na criacdo de frangos de corte, porém, poucos foram encontrados
relacionados a expressao de genes. Portanto, objetivou-se com este estudo avaliar a
expressao de genes relacionados ao EAB, absorgéo e transporte de nutrientes no
figado de frangos de corte aos 21 dias com diferentes niveis de balancgo eletrolitico.
O experimento foi realizado no setor de Avicultura do Colégio Técnico de Bom
Jesus, da Universidade Federal do Piaui, foram utilizados 245 pintos machos da
linhagem Cobb. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
cinco niveis de BED (110, 175, 240, 305 e 370 mEq/KQg) e 7 repeticbes de 7 aves
cada. Foi feita a analise da expressao dos genes ATP1A1, SLC1A1, SLC5AT,
SLC7A6, SLC12A2 e SLC26A4 no figado de frangos de corte aos 21 dias de idade.
Houve diferengca na expressao dos transcritos (p<0,05) para os genes ATP1A1,
SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC12A2 e SLC26A4 nas amostras de figado. O

BED afeta a expressao génica em frangos de corte aos 21 dias.

Palavras-chave: avicultura, estresse calérico, melhoramento genético, nutrigenémica



ABSTRACT

Current broiler chicken has become receptive to a large number of variables that
directly interfere with acid-base balance (EAB) in which it has direct interaction with
dietary electrolyte balance (BED). Several studies have proven the effect of BED on
broiler rearing, but few have been found related to gene expression. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the gene expression related to EAB,
absorption and nutrient transport in the liver of broilers at 21 days with different levels
of electrolyte balance. The experiment was carried out in the poultry sector of the
Technical College of Bom Jesus, Federal University of Piaui. We used 245 male
Cobb chicks. The experimental design was completely randomized with five levels
(110, 175, 240, 305 and 370 mEq / kg) of BED and 7 replications of 7 birds each.
The gene expression analysis of the ATP1A1, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC12A2
and SLC26A4 in the liver of broilers at 21 days of age was made. There was a
difference in transcript expression (p <0.05) for the ATP1A1, SLC1A1, SLC5AT,
SLC7A6, SLC12A2 and SLC26A4 genes in liver samples. The BED affects gene

expression in broilers at 21 days.

Key words: poultry, heat stress, genetic improvement, nutrigenomics



SUMARIO
1 AINTRODUGAO ... e e e, 14
2. OBUETIVO ... ettt e e e et e e e e e e e e e e e eeaes 15
3. REFERENCIAL TEORICO ...ttt ettt 15
3.1. Estresse por calor em frangos de COMEe............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 15
3.2 Equilibrio acido-basico em frangos de COMe............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee s 16
3.3 Disturbios relacionados ao desequilibrio 4cido basiCo ............ccoooviiiiiiiiiiiiiii 17
3.4 Nutrigendmica e genes relacionados ao balango eletrolitico.............ccoevviiiiiiiiiiieinnnnnn, 18
4. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt ettt ettt ee e 21
5. Analise da eXPreSSA0 GENICA .......ccueiiiiie ettt et e e e e s e e st e et e e e ra e e s reeenrreeans 25
6. RESULTADOS E DISCUSSOES ...t 30
7. CONCLUSAO......ceeeee e ettt 35

REFEREN CIAS ..o e, 36



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ATP1A1 — Na*, K* ATPase subunidade a 1
BED — Balango Eletrolitico Dietético

BEO - Balanco Eletrolitico do Organismo
EAAT3 — Trocador de aminoacidos excitatorio 3
HPRT1 — Hipoxantina fosforribosil transferase 1
SLC1A1 — Carreador de solutos 1 A 1

SLC5A1 — Carreador de solutos 5 A 1
SLC12A2 - Carreador de solutos 12 A 2
SLC7A6 — Carreador de solutos 7 A 6
SLC26A4 — Carreador de solutos 26 A 4
SLGT1 — Transportador de Na* e glicose 1

y*LAT2 — Transportador de aminoacidos leves 2

Xl



Xl

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicéo das dietas basais para fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8

a 21 dias) de frangos de corte utilizada no experimento ...........cccooveeevviiiiiiiiineeeeen, 23

Tabela 2. Valores da inclusdo de K>CO3, NaHCO3; e NH4Cl para compor o balango
eletrolitico dietético (BED) das dietas experimentais para frangos de corte em

SUDSHItUICA0 O INEIME. ... e 24

Tabela 3. Niveis de sodio (Na*), potassio (K*), cloro (Cl) e relagdes entre os

eletrélitos presentes nas dietas experimentais.............cccvvvveiiiiii e 25

Tabela 4. Localizagédo celular (LC), vias metabdlicas (VM) e processos bioldgicos
(PB) dos genes utilizados N0 gRT-PCR ... 27

Tabela 5. Sequéncias de nucleotideos, tamanho do amplicon (AMPL) e temperatura

de anelamento (TA) dos primers utilizados para as reagbes de qRT-PCR................ 28



Xl

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Expresséo relativa de mRNA (24Ct) do gene ATP1A1,no figado de frangos
de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico
IEtEICO (BED) ...uuviieiiiiie e 30

Figura 2. . Expressdo relativa de mRNA (22¢) do gene SLC7A7,no figado de
frangos de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balango
eletrolitico dietético (BED) ........ccuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31

Figura 3. Expresséo relativa de mRNA (22Ct) do gene SLC5A1,no figado de frangos
de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico
ietétiCO (BED) ...ciiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 32

Figura 4. Expresséo relativa de mRNA (22Ct) do gene SLC7A6,no figado de frangos
de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico
IetetiCO (BED) ...cooiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33

Figura 5. Expressdo relativa de mRNA (22¢Y) do gene SLC712A2,no figado de
frangos de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balanco
eletrolitico dietéticCo (BED) .......ocoooiiieeeicee e 34

Figura 6. Expressao relativa de mRNA (22°Y) do gene SLC26A4,no figado de
frangos de corte aos 21 dias alimentados com diferentes niveis de balanco
eletrolitico dietético (BED) .......ccoooiiieeiie e 34



14

1. INTRODUCAO

A avicultura dentre os diversos sistemas de producdo animal é o que tem
mostrado os maiores indices de evolugdo nos ultimos anos, sendo uma das
atividades mais importantes para a economia brasileira. Isso é reflexo de resultantes
avancos nas areas de sanidade, nutricdo, instalagdes e melhoramento genético
(LOPES et al.,2015), tornando a industria avicola um dos setores mais eficientes da

agropecuaria.

O frango de corte contemporaneo, geneticamente selecionado para maxima
producdo e metabolismo acelerado, tornou-se receptivel a um grande numero de
variaveis, destacando-se, dentre elas, os fatores ambientais, que interferem
diretamente na expressado do potencial genético, na eficiéncia de utilizagdo de
nutrientes e nos aspectos sanitarios das aves (RIBEIRO, 2018). Dessa forma, o
estresse por calor € um dos maiores obstaculos na criagdo de frangos de corte,
sobretudo na regido nordeste do Brasil, no qual predomina temperaturas elevadas e
intensa radiagao solar, apresentando uma série de restricbes com relagéo a criagao
desses animais, pois eles sdo muito susceptiveis a variacbes de temperatura,

ocasionando reducgao na produgao (SILVA et al., 2015).

Além das condigbes ambientais, a dieta também pode influenciar o
desempenho desses animais, pois interfere de modo direto no equilibrio acido-
basico (EAB) (soma dos ions sédio (Na*), potassio (K*) e cloro (Cl)) afetando,
principalmente, a saude e a performance das aves (VIEITES et al., 2011). E
fundamental a determinagao dos niveis ideais dos ions sédio (Na*), potassio (K*) e
cloro (CI') na racao para cada etapa de produgao das aves, pois sao essenciais a
manutencdo da pressao osmotica, no controle da passagem de nutrientes pela

membrana celular, no EAB e metabolismo da agua (De MATOS et al.,2009).

Segundo Gongalves et al. (2009), existe uma interagdo complexa entre nutricao
e genoma que afeta diretamente a fungao celular. Apesar de ja esta elucidado que a
composi¢cao dos alimentos afeta a expressdo de determinados genes e, em
consequéncia, a expressao fenotipica (BERGMANN et al., 2006; GONCALVES et
al., 2009), pesquisas na area de nutrigendbmica procuram orientar sobre a
elaboracao de dietas mais especificas considerando a composicdo nutricional dos
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alimentos e saude dos animais, visando melhorar as rotas metabdlicas e, portanto,
aumento da produgéo (GAYK HUMBERTO; VANIA MIRELLE, 2018).

2. OBJETIVO

Avaliar a expresséo dos genes ATP1A1, SLC1A1, SLC5A1, SLC7A6, SLC12A2
e SLC26A4, relacionados ao equilibrio acido-basico, absorcdo e transporte de
nutrientes no figado de frangos de corte submetidos a ragdes com diferentes niveis

de balanco eletrolitico.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Estresse por calor em frangos de corte

As aves sdo classificadas como animais homeotérmicos, ou seja, tém a
capacidade de manter o equilibrio entre o calor que o metabolismo produz
(termogénese) e a perda (termdlise) para o ambiente externo (De FREITAS et
al.,2017). Porém, este processo é considerado eficiente somente quando a
temperatura ambiente se encontra dentro dos limites aceitaveis (LOPES et al.,
2015).

A zona de termoneutralidade, ou zona de conforto térmico, € o ambiente com
uma temperatura ideal para as aves, onde nao ha sensacéao de frio ou de calor, e 0
desempenho é otimizado em qualquer atividade (LOPES et al., 2015). Desta forma,
€ importante manter a temperatura ambiente dos aviarios proxima das condi¢cdes de
conforto (ABREU; ABREU, 2011), pois animais fora da zona de termoneutralidade
(estressados) respondem com alteragcbes comportamentais, fisiolégicas e
bioquimicas, mostrando redugdo na produgao, reproducdo e na resisténcia do
organismo (BRIDI, 2010).

Com base nessas informacdes, Gomes et al. (2016) relataram que condi¢des
de conforto térmico sao dificeis de serem alcangadas em paises de clima
predominantemente tropical, como o Brasil, uma vez que a intensa radiagao solar e,
a temperatura ambiente sdo muito elevadas durante o ano. Do ponto de vista de
Marchini (2007) e de Sevegnani (2005) essas variaveis sao consideradas
desfavoraveis a criagdo de frangos de corte, em razido de serem animais

homeotérmicos, ocasionando em baixo desempenho zootécnico, crescimento abaixo
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do previsto e o peso a idade de abate inferior quando comparado a animais criados

em areas com maior conforto térmico.

De acordo com Nascimento et al. (2011), a redu¢do na cobertura de penas
altera a faixa de conforto térmico das aves, tornando-as mais adaptadas a altas
temperaturas. Neste ponto em especifico, Navas et al. (2016) relataram que as aves
sdo mais adeptas a ambientes frios, pois sua capacidade de reter calor é mais
eficiente em comparagcao com a capacidade de dissipar calor. Além disso, o estresse
por calor depende da fase de producdo das aves, da idade, tamanho e diferentes
instalagdes. Entdo, a resposta ao estresse térmico ira variar de maneiras especificas

entre diferentes categorias.

Segundo Teixeira; Abreu (2011); Souza et al. (2002), o efeito do estresse
térmico causado nas aves eleva a frequéncia respiratéria, resultando em um
aumento no nivel de didxido de carbono (CO2) expirado, ocasionando em muitas
perdas dos resultados zootécnicos, podendo provocar alcalose respiratoria e,
portanto, o desequilibrio acido-basico, prejudicando o desempenho da ave, caso néo
retorne ao equilibrio homeostatico. Souza et al. (2002) descreveram que para
manter o equilibrio acido-basico da ave ocorre a diminuicdo da pressao parcial de
CO2 (pCO2) levando a redugdo na concentragdo de acido carbdonico (H2COs) e
hidrogénio (H*). Ademais, ha uma diminuigdo na atividade da cadeia transportadora
de elétrons, seguida por alta producdo de espécies reativas de oxigénio (YANG, et

al., 2010), alterando, portanto, a expressao de genes.

3.2 Equilibrio acido-basico em frangos de corte

O equilibrio do balango eletrolitico (EAB) é definido como a alteragao entre as
cargas negativas e positivas, ions presentes nos alimentos que, ao serem
absorvidos pelo trato digestorio influenciam na manutencdo da homeostase do
organismo e altera o metabolismo e desempenho animal (De MATOS et al., 2009).
Segundo Vieites (2003), o EAB no organismo das aves € muito enigmatico, pois
estes elementos quimicos em quantidades elevadas ou insuficientes provocam
reacdes organicas para compensar as alteracdes ocorridas, e € caracterizado pela
procura constante do equilibrio.
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Os principais ions responsaveis pelo EAB, pela estabilidade osmadtica e pelo
metabolismo da agua nos tecidos corporais sdo os ions monovalentes Na*, K* e CI-
(MORAES, 2010; BORGES et al., 2002), devido ao fato da absorc¢do desses ions ser
elevada em relagédo aos demais (FERREIRA, 2005), logo esses necessitam estar em

equilibrio para garantir um metabolismo eficiente.

Considerando as necessidades nutricionais das aves, esses eletrdlitos séo
exigidos em quantidades minimas em sua alimentagdo, porém €& essencial que a
proporcao entre eles esteja adequada (BORGES et al., 2002). Oliveira et al. (2010)
enfatizaram que o Na*e o Cl s&o ions importantes devido seus efeitos metabdlicos e
se fornecido em niveis adequados, a ave apresenta um otimo crescimento e
desenvolvimento 6sseo e boa qualidade da cama. O K* atua na transmissao do
impulso nervoso para as fibras musculares durante o movimento de contragao e
funciona como complemento em diversas reacdes enzimaticas, na sintese de
proteinas e no metabolismo de carboidratos, além de ser responsavel por 50% da
osmolaridade do fluido intracelular (VIEITES, 2004).

Borges et al. (2003) relataram que determinadas fontes de proteina, sobretudo
as de origem animal, elevam a producao de acidos organicos e, consequentemente,

reduz o subsidio de Na* e K*, aumentando a quantidade relativa de CI-.

3.3 Disturbios relacionados ao desequilibrio acido basico

O EAB é alterado pelo balango cation-anion e é determinado pelo pH e pelas
concentragbes de bicarbonato no sangue. Portanto, o sistema sanguineo é€,
sobretudo, sensivel as mudangas de temperatura ambiental e representa um
indicador fundamental das respostas fisiolégicas das aves a agentes estressores
(SOUSA JUNIOR, 20086).

O disturbio acido-basico € comumente representado pela acidose e alcalose,
sendo que a primeira indica redugado no pH sanguineo devido os altos niveis de ClI,
ja a alcalose indica aumento do pH dos fluidos corporais em consequéncia das altas
propor¢cdes de Na* e K*, podendo ser de origem respiratéria ou metabdlica,
respectivamente (GONZALES; MENDONCA JUNIOR, 2006).

Além do descontrole no pH, qualquer desequilibrio entre Na*, K* e ClI- pode

influenciar na ocorréncia de problemas de pernas, das articulagdbes e aumento na
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umidade da cama (OLIVEIRA et al., 2010). Borges et al. (2003) acrescentaram que
quando a temperatura ambiente aumenta, a concentracdo de Na*® e K* diminui,
enquanto que aumenta os niveis de Cl. BORGES et al. (2003) descreveram que
esse aumento no ion CI, diminui a eliminagdo de H* e a reabsor¢cdo de HCOz3™ pelos
rins. O oposto ocorre quando ha excesso de Na* e K*, no caso o rim prioriza a
reabsorgéo de H* (AYERS et al., 2015). Esse é o meio do organismo das aves fazer
ajustes metabdlicos para manter o pH dentro dos limites fisioldgicos aceitaveis e isso

ocorre a longo prazo (COSTA, 2011).

Segundo Costa (2011), além da regulagdo da concentragdo dos anions e
cations para manter o pH, os fluidos do organismo contém substancias quimicas que
podem se unir com acidos ou bases com o intuito de evitar mudancas bruscas no
pH, estas substancias sdo denominadas de tampdes, sendo que as proteinas
plasmaticas e o bicarbonato sdo tampdes do espaco extracelular, enquanto a
hemoglobina e os fosfatos estdo no espago intracelular. Esses tampdes sao
responsaveis pela corregao rapida das alteragées de pH (CUNNINGHAM, 2008).
Porém, o sistema H2CO3/HCO3™ é o mais eficiente no tamponamento do pH (AYERS
et al., 2015).

3.4 Nutrigenémica e genes relacionados ao balango eletrolitico

A nutrigenbmica refere-se ao modo como certos nutrientes interagem com os
genes de um sistema organico em particular, contribuindo com a sintese de
proteinas de forma benéfica ao individuo (GONCALVES et al., 2009). Hamilton
(2019) descreve que a nutrigendmica ainda pode atuar como uma fonte epigenética,
sendo esta descrita como modificacbes das fungdes genéticas que sdo herdadas e

envolve a regulagao de genes de forma mais ampla do que na sequéncia do DNA.

Segundo Fulan et al. (2009), em meados de 2000, a gendmica se expandiu e
ganhou repercussao mundial, o que resultou em um numero significativo de
especies a terem seu genoma sequenciado. Atualmente, existem 45.396 projetos de
sequenciamento de enorme potencial cadastrados no NCBI (National Center for

Biotechnology Information), cada um aplicado a uma espécie diferente (NCBI, 2019).

O sequenciamento do genoma possibilitou esclarecer as fungdes dos genes e
suas interagdes com os fatores ambientais (LIEBLE, 2002; SIMPSON, 2003 citado
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por BONAPARTE et al., 2014); o que torna a nutrigendmica no conceito de ROLL,
(2009) uma alternativa viavel para interpretacdo dos resultados de informagdes
genéticas, pois é possivel verificar a condigdo nutricional de um animal a partir de

um nutriente presente no organismo.

De acordo com Liang et al. (2015), a possibilidade da expressdo de genes
estarem relacionado ao balancgo eletrolitico pode ser decisivo para o entendimento
de como as concentragdes de eletrdlitos intervém no metabolismo. A proteina
transportadora Na*/K* ATPase subunidade a 1 & codificada pelo gene ATP1AT1 e
exerce a fungdo molecular de ligacédo do ATP, ligacdo de ions metalicos, atividade
de fosfatase, troca de Na*/K*, ligagdo de hormdnios esteroides, atua nos processos
biolégicos de homeostase de potassio, resposta celular a estimulos de horménios
esteroides e homeostase celular do Na* (DUNBAR; CAPLAN, 2001; XIE; CAl, 2004).
Em adigdo, possui também como fungao hidrolise de ATP (LIU et al., 2011), pois
uma vez alterada, sugere estresse e, como consequéncia, possiveis respostas a

condi¢des desfavoraveis para o organismo.

Também interfere na repolarizagdo da membrana, regulagdo negativa do
processo de biossintese de glicocorticéides, regulagao positiva e negativa das
contragbes do coragao, regulagdo positiva da contragdo do musculo estriado,
absorcao de K*, desfosforilagdo de proteinas, regulagcdo da pressao sanguinea e
regulagao da forgca das contragdes do coragao (LIU et al., 2011; SAWOSZ et al.,
2012).

A proteina NKCC1 é codificada pelo gene SLC712A2, atuando como
transportador K*/Na*/Cl-, atua também no transporte de aménio (NH4*); homeostase
do volume celular, homeostase e transporte transmembrana do K*, Na® e CI; no
crescimento do organismo multicelular; e transporte transepitelial de NH4* e CI
(HAMANN et al., 2005). Zhang et al. (2012) ao estudarem associacdo gendmica
ampla (GWAS) em linhas divergentes de frangos de corte para o conteudo e
percentagem de gordura corporal afirmaram que o SLC12A2 é um gene candidato
para estas caracteristicas. O gene SLC26A4, que codifica a proteina Pendrina,
participa dos processos bioldgicos relacionados ao transporte do HCOj3; transporte
transmembrana do CI; regulagdo do pH intracelular; e regulacédo do potencial de
membrana (KNAUF et al., 2001; KIM et al., 2009).
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O gene SLC1A1 codifica a proteina EAAT3 e faz parte do grupo de
transportadores de aminoacidos. Dentre as funcbes dessa proteina estdo o
transporte de D-aspartato, L-glutamato e regulagdo da frequéncia cardiaca
(BIANCHI et al., 2014). Para realizar suas funcbes a EAAT3 pode ser classificada
como Na*/dependente, atuante na absorcdo e reabsor¢do de aminoacidos nos
tecidos, sendo amplamente difundido nos 6rgédos do organismo (BAILEY et al.,
2011). De acordo com Miska et al. (2015), o periodo pés-natal de frangos de corte
tem efeito sobre a expressdo do SLC1A71 no figado, sendo que ocorreu maior

expressao com o aumento da idade.

A proteina SLGT1, codificada pelo gene SLC5A1, tem como principal fungéo a
atividade simporte de Na*/glicose e, transporte transmembrana de glicose e Na*. O
NaHCOg3, utilizado na corregao do BED (DALL'STELLA, 2008), pode influenciar na
atividade e/ou expressédo do SLC5A1 pela dependéncia do Na* (XIN; WANG, 2010).

Segundo Broer (2008), o gene SLC7A6 codifica a proteina transportadora de
aminoacido y*LAT2 e é responsavel pelo transporte de aminoacidos para o sangue e
pela captacdo desses aminoacidos para os tecidos (figado, rim, cérebro, coragéo,
musculo esquelético); e ainda atua na reabsor¢do de aminoacidos pelos néfrons no
rim; regulacéo do volume celular; sintese da glutationa (GSH); a disponibilizagao de
aminoacidos para sintese proteica; e energia para o metabolismo (WAGNER et al.,
2001).

A proteina y*'LAT2 é dependente de Na* (BROER, 2008) atuando,
particularmente, na troca de Na* de aminoacidos neutros de cadeia longa por
aminoéacidos basicos, porém ha maior afinidade por glutamina e arginina (BROER et
al., 2000). Em estudo feito por Miska et al. (2015) avaliou-se o efeito do
desenvolvimento pré e pos-natal sobre a expressdao génica de varios
transportadores de aminoacidos, dentre eles o y*LAT2, no figado de frangos de
corte e constataram efeito significativo para o estagio de desenvolvimento para o

SLC7A6, com aumento da expressao relativa em funcéo do tempo de vida.

Contudo, diante do cenario atual da avicultura que atinge novos niveis de
produtividade, pesquisas de nutrigénomica sao favoraveis na produgao animal, pois
as aves necessitam de respostas metabodlicas coordenadas pela expressao de
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genes especificos na presenga ou auséncia de nutrientes apropriados (AVEROUS et
al., 2003). A alimentacdo representa até 70% do total dos custos de producdo na
atividade, sendo necessarias alternativas para reduzir o desperdicio de nutrientes
atrelado a poluigdo ambiental, assim como reduzir os gastos com a alimentagao
(ABREU et al., 2018).

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Avicultura do Colégio Técnico de Bom
Jesus, da Universidade Federal do Piaui, e aprovado na Comissdo de Etica sob o
protocolo n° 075/15 no uso de animais do CEUA/UFPI. Foi utilizado 245 pintainhos
machos da linhagem Cobb na fase de 1 a 21 dias em baterias metabdlicas,
constituidas por gaiolas de 1 x 1 x 0,5 m como unidades experimentais. Durante o
periodo experimental foi aplicado um programa de luz de 23 horas (luz natural +
artificial). Do 1° ao 14° dia, as aves foram aquecidas com lampadas incandescentes
de 100 W durante as seis da tarde até as seis da manha, com uma distancia
regulada em fungdo do comportamento dos animais. Foram utilizadas cortinas de
polietileno ao redor do galpdo experimental, permanecendo fechadas nas horas

mais frias.

A temperatura (20,92+048 e 35,501+0,99°C, minima e maxima,
respectivamente) e umidade relativa do ar (23,47+1,01 e 63,33+1,15 %, minima e
maxima, respectivamente) foram mensuradas com termo-higrébmetro colocado
dentro do galpao na altura média das aves. O indice de temperatura de globo e
umidade (79,57+1,17) foi obtido segundo Buffington et al. (1981), pelo uso da
temperatura do globo negro posicionado na mesma altura do termo-higrémetro, e

mensurada duas vezes ao dia, as nove e as trés horas.

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

férmula proposta por Mongin (1981):
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BED = (%Na* x 100/22,990%) + (% K* x 100/ 39,102*) - (%CI- x100/35,453%), em

que * = equivalente grama do Na*, K* ou CI-, respectivamente.

Com um dia de idade, as aves foram pesadas e distribuidas de acordo com o
peso médio (38,51+0,36 g) em um delineamento inteiramente casualizado, com
cinco niveis de BED (110, 175, 240, 305 e 370 mEq/KQ) e 7 repeticbes de 7 aves
cada. Esses niveis foram obtidos pela inclusdao de NaHCO3, Ko:CO3 e NH4Cl em
substituicdo ao inerte (Tabela 2). Os niveis de Na*, K*, Cl- e as relagbes entre os
eletrdlitos estdo na Tabela 3. A adicdo de NaHCO3 e K>COs foi calculada de forma
proporcional e gradativa até atingir a relacao ideal de Na*/K* de 0,37 (Rostagno et
al., 2011) no ultimo nivel de BED.
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Tabela 1. Composigao das dietas basais para fase pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8
a 21 dias) de frangos de corte utilizada no experimento

Ingrediente (%) 1 a7 dias 8 a 21 dias
Milho 56,7391 61,8085
Farelo de soja 33,4404 29,0490
Oleo de soja 2,4950 2,3515
Calcario 0,9131 0,9230
Fosfato bicalcio 1,9530 1,5623
Inerte (areia lavada) 1,5160 1,6150
Sal comum 0,5205 0,4964
Met-amino 0,2124 0,1488
Bio-lys® 0,6761 0,6114
L-Arginina 0,1941 0,1638
L-Treonina 0,1744 0,1403
L-Valina 0,1661 0,1299
Suplemento Vit-Min' 1,0000 1,0000
Total 100,00 100,00
Composicao calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2950 3000

Proteina bruta (%) 20,5046 18,7766
Metinionina + Cistina digestivel (%) 0,9440 0,8460
Lisina digestivel (%) 1,3100 1,1740
Arginina digestivel (%) 1,4150 1,2680
Treonina digestivel (%) 0,8520 0,7630
Triptofano digestivel (%) 0,2230 0,2000
Valina digestivel (%) 1,0090 0,9040
Faésforo disponivel (%) 0,4700 0,3910
Célcio (%) 0,9200 0,8190
Sadio (%) 0,2200 0,2100
Potassio (%) 0,9875 0,9002
Cloro (%) 0,6131 0,5697

Balancgo eletrolitico (mEqg/Kg) 175 161
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'Fornece/kg de dieta pré-inicial: acido folico—200,00mg; biotina-10,00mg;
clorohidroxiquinolina-7500,00mg: Zn—-17,50g; vit. A-1680000Ul; vit.B1-436,50mg; vit.B12-
2400mcg; vit.B2—1200mg; vit.B6-624mg; vit.D3—400000UI; vit.E-3500UI; vit.K3-360mg;
niacina—8399,00mg; nicarbazina-25,00g: acido pantoténico—3120,00mg; colina-78,10g; Se-
75,00mg; Fe-11,25¢g; Mn—18,74g; Cu-1997,00mg; I-187,00mg. Inicial: acido félico—
199,00mg; biotina-10,00mg; clorohidroxiquinolina-7500,00mg: Zn—-17,50g; vit.A—
1680000,00Ul; vit.B1-436,50mg; vit.B12-2400,00mcg; vit.B2—1200,00mg; vit.B6—624,00mg;
vit.D3—400000,00Ul; vit.E-3500,00UlI; vit.K3-360,00mg; niacina—8400,00mg; monensina-
25,00g; acido pantoténico—3119,00mg; colina—80,71g; Se-75,00mg; FE-11,25g; Mn—18,74q;
Cu-1996,00mg; 1-187,47mg.

Tabela 2. Valores da inclusdo de K2CO3, NaHCO3 e NH4CI para compor o balang¢o
eletrolitico dietético (BED) das dietas experimentais para frangos de corte em
substituicdo do inerte

1 a7 dias
BED Il;)leta Inerte K2CO3 NaHCO3 NH4CI Total
(mEqKg) 0 Ke) (Ke) Ko (ko) (ko)
(Kg)
110 98,484 1,162 - - 0,354 100,000
175 98,484 1,516 - - - 100,000
240 98,484 1,014 0,202 0,300 - 100,000
305 98,484 0,507 0,386 0,622 - 100,000
370 98,484 0,000 0,566 0,950 - 100,000
8 a 21 dias
110 98,385 1,337 - - 0,278 100,000
175 98,385 1,516 0,087 0,012 - 100,000
240 98,385 1,016 0,300 0,299 - 100,000
305 98,385 0,512 0,498 0,605 - 100,000
370 98,385 0,000 0,650 0,965 - 100,000

K2COs3 — peso molecular (UMA) = 138,20; pureza: 99,0%.
NaHCO3 — peso molecular (UMA) = 84,00; pureza: 99,0%.
NH4CIl — peso molecular (UMA) = 53,45; pureza: 99,5%.
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Tabela 3. Niveis de sodio (Na*), potassio (K*), cloro (Cl") e relagdes entre os
eletrdlitos presentes nas dietas experimentais

1 a7 dias
BED
(MEq/Kg) Na* (%) K*'(%) CI'(%) Na*/K* (K*+ClI)/Na* (Na*+K*)/CI
110 0,220 0,988 0,844 0,22 8,33 1,43
175 0,220 0,988 0,613 0,22 7,28 1,97
240 0,302 1,102 0,613 0,27 5,68 2,29
305 0,391 1,207 0,613 0,32 4,66 2,60
370 0,480 1,308 0,613 0,37 4,00 2,91
8 a 21 dias
110 0,210 0,900 0,751 0,22 7,86 1,48
175 0,213 0,949 0,570 0,22 7,12 2,04
240 0,292 1,070 0,570 0,27 5,62 2,39
305 0,376 1,182 0,570 0,32 4,66 2,73
370 0,475 1,268 0,570 0,37 3,87 3,06

BED: Balanco Eletrolitico Dietético.

5. Andlise da expressao génica

Ao final da fase de 21 dias, 4 animais de cada tratamento foram abatidos e
coletadas amostras do figado, que foram armazenadas em micro tubos de 2mL
contendo RNAHolder® (BioAgency Sao Paulo, Brasil) para manter a integridade do

RNA total e, posteriormente, armazenadas em freezer -80°C até a extracdo do RNA.

No Laboratério de Patologia Molecular da Universidade Estadual do Maranhao
(UEMA), o RNA total foi extraido das amostras de 100 mg de tecido utilizando o
Trizol® Reagente com o Pure Link® RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, USA)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Foi adicionado a cada amostra
homogeneizada 1 mL de Trizol. O lisado com Trizol foi incubado em temperatura
ambiente. Adicionou-se 200 uL de cloroférmio ao lisado e foram misturados
manualmente por 15s, depois as amostras foram incubadas por 2 min. Foram

centrifugadas por 15 min a 12000g a 4°C. Transferiu-se 600 pL da fase
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sobrenadante, que contém o RNA, para microtubos estéreis e adicionou-se volume

igual de etanol 70%, em seguida, foram vortexados.

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

foram centrifugados a 12000g por 15 s, em temperatura ambiente.

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

corado com brometo de etideo.

A sintese da primeira fita do DNA complementar (cDNA) foi feita com o Kit
GoScript Reverse Transcription System (Promega, Biotecnologia do Brasil LTDA).
As reacdes foram feitas com 5 uyg de RNA por reagao, 0,5 ug do primer oligo (dT)1s e
agua pura livre de nuclease, de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 70°C por 5 min, depois foram resfriadas em
gelo por 5 min para serem centrifugadas por 10 s. Ainda no gelo, foram adicionados
os mix que continham GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgClz (1mM), PCR Nucleotide
Mix (0,5 mM), Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, GoScript™ Reverse
Transcriptase e agua pura livre de nucleases. As concentragdes de cDNA das
amostras foram estimadas por espectrofotometria (Picodrop), e os cDNAs foram
estocados a —20°C até o uso na reagao de RT-PCR em tempo real.
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Na Tabela 4 estdo as informagdes sobre os genes, que foram obtidas a partir
de dados do UNIPROT (http://www.uniprot.org/), GeneCards
(http://lwww.genecards.org/) e KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

Tabela 4. Localizagéo celular (LC), vias metabdlicas (VM) e processos bioldgicos
(PB) dos genes utilizados no qRT-PCR

Ontologia dos genes
Gene

LC VM PB

Ligacdo de ATP Homeostase do Na* e K*

ATP1A1  Membrana Ligacéo de ions metalicos ~ Resposta celular a
hormdnios esteroides e
Atividade de fosfatase glicocorticoides

Transporte de cisteina Transporte de D-aspartato

SLC1A1 Membrana
e L-glutamato

Simporte de glutamato/ Na*

Absorcao e transporte de

SLC5A1 Membrana  Simporte de glicose/Na* . N
glicose e Na

Transporte de
aminoacidos basicos de
cadeia curta

Transporte de aminoacidos/

SLC7A6 Membrana N
Na

Transporte de NH4* Homeostase do Na*, K* e
Cl
SLC12A2 Membrana  Simporte de K*/CI-
Crescimento do

Simporte de Na*/CI organismo multicelular
Transporte de HCO3" Transporte de HCO3"
SLC26A4 Membrana Antiporte anion/anion Homeostase do ClI-

Atividade nos canais de CI- Regulagao do pH celular

A analise da expressdao dos genes ATP1A1, SLC1A1, SLC5A1, SLC7AS6,
SLC12A2 e SLC26A4 foram realizadas utilizando-se a metodologia de gRT-PCR em
tempo real. Os primers utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes
estudados e dos controles endégenos foram desenhados por meio do programa
PrimerQuest (www.idtdna.com/Scitools/Applications/PrimerQuest) fornecido pela
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Integrated DNA Technologies Inc (Coralville, IA) a partir de sequéncias de

nucleotideos obtidas do banco de dados do GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov)

que podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5. Sequéncias de nucleotideos, tamanho do amplicon (AMPL) e temperatura
de anelamento (TA) dos primers utilizados para as reagdes de qRT-PCR

Gene AMPL  tA
Sequéncia de Oligonucleotideos

(NCBI #ID) (pb) (°C)

ATP1A1 F: ACTGTGATGGGCCGTATTG

(NM_205521.1) R: CTCCAGTGATGAGGTGGATAAAG e >

SLC1A1 F: GTGTTTCTGGGAAGATTGGTTTG

(XM_424930) R: TGAGGCACTCCAGGTTTAATG i >

SLC5A1 F: GCTGCGGACATCTCTGTTATT

(NM_001293240) R: GCCAGAAAGAATCCACCTACTG o >

SLC7A6 F: GTCTTTGGAGCTCTCTGCTATG

(NM_001005832) R: AGTGAGGTCCACAAACGAATAA 12 >

SLC12A2 F: GATGTCACTATGGGCTGATGAA

(XM_004949378) R: CAGATGACAGAGTGGCTGAAA 102 >

SLC26A4 F:CCGTCTGTGGAGACAGAATAAA

(XM_004934754.2) R: GCCAGCAAGTAATCCCAAATC o >

HPRT1 F: GTGATTGGCGATGATGAACAAG

(NM_204848) R: GCCCATGAGGGATATAGACTTTC o >

ACTA1 F: CCTCCTTGGAGAAGAGCTATGA

(NM_001031063) R: CAATGAAGGAAGGCTGGAAGAG 102 >

HMBS' F: GCTGCTGGACTGAAGAGAAT

(XM_015298075) R: CACGAACCTCCACTGCTAAA e >

ATP1A1 — ATPase transportadora de Na*/K* subunidade a 1, SLC1A71 — ETAA3
(transportador de aminoécidos excitatorio 3), SLC5A1 — SLGT1 (transportador soluto/glicose
1), SLC7A6 — y*LAT 2 (transportador de aminoacidos de cadeia leve 2), SLC12A12-NKCC1
(cotransportador de anions, Na* e K* e CI') e SLC26A4 — Pendrina. 'Genes referéncia.
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As reacbes foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA), a partir do método
de Quantificagdo Relativa utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR Green com
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as instrugdes do

fabricante.

As amplifica¢des foram: a 95°C durante 5 min, 40 ciclos de amplificagdo a 95°C
por 15 s, anelamento a 62°C durante 60 s. Ao final dos 40 ciclos de amplificagdo, um
passo adicional com elevagdo gradual da temperatura de 60°C a 94°C foi utilizado

para a obtengao da curva de dissociagao.

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

Todas as reacbes foram feitas em duplicatas e o coeficiente de variagao dos
valores de Ct das replicatas dentro da amostra foi baixo, < 5%, indicando acuracia e

replicavel aceitavel.

Trés controles endoégenos foram testados: HPRT1, ACTA1 e HMBS, e o
escolhido para ser utilizado no figado foi o HPRT1, por mostrar maior eficiéncia e
menos variagao entre os tratamentos (dados ndao mostrados) no tecido estudado de
acordo com o software NormFinder (ANDERSEN et al., 2004).

A analise estatistica dos dados de Ct para cada nivel de BED foi realizada
utilizando a macro %QPCR_MIXED macro SAS® (https://www.msu.edu/~steibelj/JP-
files/QPCR.html) desenvolvida para gerar as rotinas no SAS PROC MIXED

adequadas para analisar os dados de gRT-PCR, assumindo efeitos aleatérios

independentes para os genes alvos e de referéncia em cada réplica biologica
(STEIBEL et al., 2009). A comparacao dos valores de ACt entre os tratamentos foi
feita usando a funcdo CONTRAST do proc GLM utilizando o teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia.


https://www.msu.edu/~steibelj/JP-files/QPCR.html
https://www.msu.edu/~steibelj/JP-files/QPCR.html
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Foi utilizado o seguinte modelo:
Ygijk = TGgi + S] + TSU + GSg] + egl']'k

onde, Yy, = Ct obtido do g-ésimo gene na k-ésima réplica da j-ésima amostra
no i-ésimo Tratamento; TG, = € o efeito do i-ésimo Tratamento no g-ésimo gene,
TGyi~N(0,07); S; = é o efeito aleatério da j-ésima amostra, S;~N(0,07); TS;; = efeito
aleatorio do i-ésimo Tratamento na j-ésima amostra, TS;;~N(0, 05-); GS4; = efeito
aleatdrio especifico do g-ésimo gene na j-ésima amostra Gng~N(0,a;j); gijk =

residuo experimental, eg;jx~N(0,072).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na figura 1, houve efeito significativo (p<0,05) dos
niveis de BED sobre a expressédo do gene ATP1A1, no figado de frangos de corte
aos 21 dias de idade. Sendo que este gene foi mais expresso no nivel de 110
mEqg/Kg, quando comparado ao maior nivel de BED. O nivel de 110 mEqg/Kg nao
apresentava a relacdo Na*/K" ideal de acordo com Rostagno et al. (2011), no
entanto, neste nivel a maior expressdo do gene ATP1A1 (Figura 1) pode ter
minimizado o efeito do desequilibrio da concentragao destes ions, atuando como
mecanismo compensatorio. No nivel de 370 mEqg/Kg foi atendida a relagdo Na*/K*
culminando em menor diferenca de expressado do gene ATP1A1, provavelmente pela

menor necessidade de ajustes moleculares.
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Figura 1. Expressio relativa de mRNA (2-2¢) do gene ATP1A1,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico dietético (BED)
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O SLC1A1 apresentou diferenga significativa, com maior expressdo nos niveis
de 110 e 175 mEq/Kg em relacdo ao nivel de 240 mEqg/Kg (Figura 2). Essa maior
expressao, pode estar relacionada com a melhor utilizagdo de aminoacidos, pois de
acordo com Graczyk et al. (2016), a partir de uma analise de entropia, pesquisaram
associagdes entre SNPs desse gene e eficiéncia alimentar, e é expresso no trato
gastrointestinal, apresentando importante fungdo na conversao alimentar de frangos.
E uma das principais funcdes da proteina EAAT3, codificada pelo SLC1A71, é o
transporte de aminoacidos (BIANCHI et al., 2014). Além disso, a expressao do
SLC1A1 no figado é influenciada pelo estagio de desenvolvimento de frangos de
corte até os 21 dias (MISKA et al., 2015).
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Figura 2. . Expressao relativa de mRNA (2-2¢") do gene SLC1A1,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico dietético (BED)

Conforme ilustrado na figura 3, o gene SLC5A1, no nivel de 240 mEqg/Kg
proporcionou menor quantidade de mRNA, indicando que houve um possivel
prejuizo no metabolismo da glicose, pois a SLGT1, proteina codificada pelo
SLC5A1, € um transportador de glicose dependente de Na* e realiza esse processo
pelo mecanismo simporte (XIN; WANG, 2011). BARFULL et al. (2002), ao estudarem
o efeito do desenvolvimento pds-natal em galinhas White Leghorn, observaram uma
diminuicao na expressado do SLC5A71 em funcao da idade, culminando com menor
quantidade de glicose circulante resultando em prejuizos no metabolismo

energético.
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O figado é um érgéo de intensa atividade metabdlica e a glicose € o principal
substrato energético para o organismo. A maioria dos estudos que avaliaram a
expressao do gene SLC5A1 na avicultura se restringe a estudar apenas o intestino
dos frangos, no intuito de evidenciar a absorgdo de glicose. No entanto, foi
observado que a diminuicdo da quantidade de mRNA do SLC5A1 no figado também

pode estar relacionada a prejuizos no metabolismo energético.
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Figura 3. Expresséo relativa de mRNA (22°Y) do gene SLC5A1,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico dietético (BED)

Houve efeito significativo (p<0,05) dos niveis de BED sobre a expressao do
gene SLC7A6 no qual a maior expressao foi no nivel de 175 mEqg/Kg quando
comparado ao nivel de 370 mEqg/Kg (figura 4). Este resultado para a expressao do
SLC7A6 ocorreu, provavelmente, pela menor disponibilidade de substrato nos
menores niveis BED (110, 175, 240 mEqg/Kg), que pode ter sinalizado para a célula
maior necessidade da atividade deste gene regulando positivamente sua expressao.
Além disso, assim como o gene SLC1A1, o SLC7A6 tem sido identificado como o
principal transportador intestinal de aminoacidos acidos, além de codificar o
transportador de aminoacido y+LAT2, que tem a funcado de fazer a troca de Na+ e
aminoacidos neutros de cadeia longa por aminoacidos basicos, sendo classificado
como Na+/dependente (MISKA et al., 2015).
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Figura 4. Expresséo relativa de mRNA (22°Y) do gene SLC7A6,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balancgo eletrolitico dietético (BED)

No que se refere a figura 5, houve efeito significativo na expressao do gene
SLC12A2 no qual mostrou a menor média observada no nivel de 240 mEg/Kg em
relacdo a todos os demais tratamentos, demostrando que este nivel de BED
prejudicou a atividade deste gene nos hepatécitos das aves. Este gene atua na
homeostase celular, transporte de Na*/K*/Cl-, crescimento do organismo multicelular
(HAMANN et al., 2005) e esta relacionado ao conteudo de gordura abdominal em
frangos de corte (ZHANG et al., 2012).

Aves de corte com maiores taxa de crescimento sempre tem sido relacionados
com aumento no conteudo de gordura abdominal e Zhang et al. (2012) afirmaram
que o SLC12A2 é um gene candidato para esta caracteristica. Entdo nivel de 240

mEq/Kg regulou negativamente a expressao do SLC712A2.
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Figura 5. Expresséo relativa de mRNA (22°') do gene SLC712A2,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balanco eletrolitico dietético (BED)

Conforme apresentado na figura 6, o gene SLC26A4 foi mais expresso nos
niveis 305 e 370 mEqg/Kg, supondo uma possivel relagdo a manutengcédo do EAB,
pois de acordo com Kim et al. (2009) este gene atua no transporte de anions (HCO3"
e CI’) e na regulagédo do pH intracelular. Os nutrientes ao serem absorvidos seguem
para o figado, que é um 6rgao de intensa atividade metabdlica, e os niveis mais
elevados de BED (305 e 370 mEq/Kg) regularam positivamente o gene SLC26A4.
Esse ocorrido sugere que o figado pode ter efeito na regulagdo do EAB, sendo

necessarias mais pesquisas a respeito para elucidar essa resposta.
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Figura 6. Expressao relativa de mRNA (22°!) do gene SLC26A4,no figado de frangos de corte aos 21
dias alimentados com diferentes niveis de balango eletrolitico dietético (BED)
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Os ions disponibilizados que possui fungdes especificas durante o estresse
térmico por calor, como o Na* e K*, presentes em maior quantidade no nivel de 370
mEqg/Kg pela inclusdo de NaHCOsz e KoCOs, respectivamente, atuaram
beneficamente no perfil de expressdo dos genes estudados. Deste modo, a
formulacdo de ragao utilizando os conceitos de nutrigenémica pode ser relevante na

formulagao de dietas para frangos de corte.

A inclusdo de NH4Cl em dietas pode promover acidose metabdlica por
acidificar o pH do sangue (Minafra et al., 2009), além de ser um mecanismo
compensatorio, pois pode corrigir a alcalose respiratéria (Ayers et al., 2015), pois é
um dos problemas na avicultura de corte em regides quentes. O nivel de 110
mEQq/Kg, que possui a inclusdo de NH4Cl, pode ter favorecido ajustes na expressao

genica em fungao da inclusdo do composto acidogénico, CI-.

7. CONCLUSAO

O BED afeta a expressao dos transcritos dos genes ATP1A1, SLC1A1,
SLC5A1, SLC7A6, SLC12A2 e SLC26A4. As mudangas ocorridas na expressao
genica em funcdo do BED necessitam serem mais exploradas em campo e em
interagdo com outros fatores para poder compreender como os frangos respondem a

manipulagao de eletrdlitos e, consequentemente, melhorar a produtividade.
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