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RESUMO GERAL

Pesquisas demonstram que o efeito do ambiente materno pode ser alterado para produzir
efeitos benéficos na progé€nie através de mecanismos epigenéticos transgeracionais.
Dessa forma, este trabalho tem como objetivo geral avaliar o efeito do ambiente
materno sobre as respostas da progénie frente ao seu proprio ambiente na fase de
crescimento de codornas de postura. Para tanto, dois trabalhos foram conduzidos:
Experimento 1: Dieta materna sobre a resposta ao estresse térmico da progénie durante
a fase de crescimento (conduzido em esquema fatorial 3 x 2: trés dietas para as matrizes,
e pra cada tratamento das maes, duas temperaturas para seus filhos) e Experimento 2:
Efeito da temperatura no periodo pré-natal sobre o desempenho e metabolismo
oxidativo de codornas de postura expostas ao estresse térmico na fase de crescimento
(conduzido em esquema fatorial 2 x 2: duas temperaturas para as matrizes, e pra cada
tratamento das maes, duas temperaturas para seus filhos). No experimento 1, matrizes
que receberam dietas com suplementagdo do nivel recomendado de metionina (Metl) e
dieta com suplementagdo de metionina a cima do nivel de recomendado (Met2)
apresentaram maior produ¢do de ovos, melhor eficiéncia alimentar, maior taxa de
eclosdo, maior taxa de eclosdo de ovos férteis e produziram pintainhos mais pesados
(P<0.05). Matrizes alimentadas com dietas Metl e Met2 também apresentaram maior
expressdao de glutationa sintetase (GSS) e metionina sulfoxido redutase A (MSRA),
maior capacidade antioxidante e menor conteudo de TBARS. A progénie de matrizes
alimentadas com dieta Met2 apresentaram maior peso aos 15 dias, maior ganho de peso
e melhor conversdo alimentar (1-15 dias de idade) que a progénie de matrizes
alimentados com dieta SM. Durante o periodo de crescimento, para progénie criada em
condicdo de estresse térmico, a progénie de aves alimentadas com dietas com
suplementagdo de metionina apresentaram maior peso aos 35 dias, maior ganho, maior
expressao de GSS, MSRA e de proteina do choque térmico 70 (HSP70), maior
capacidade antioxidante e menor relacdo heterofilo:linfocito que a progénie de matrizes
alimentadas com dietas SM. Correlacao positiva foi observada entre a expressao de GPx
e MSRA nas matrizes e em sua progénie (P<0,05). No experimento 2, menor taxa de
postura, menor massa de ovo, menor expressao de metionina sulfoxido redutase A
(MSRA), menor capacidade antioxidante e maior taxa de mortalidade da progénie na
fase inicial (1-15 dias de idade) foi observada em matrizes criadas em condicdo de
estresse térmico (P<0.05). Na fase de crescimento da progenie, ndo houve efeito da
temperatura ambiental sobre o desempenho ou metabolismo oxidativo da progénie de
matrizes criadas em condic¢do de conforto. Entretanto, quando a matriz foi submetida ao
estresse, menor ganho de peso, menor expressao de MSRA, maior expressao de HSP70,
maior contetido de proteinas carboniladas e menor relacdo H/L foi observada nas
progénies também criadas em condicdo de estresse térmico. Os nossos resultados
sugerem que o ambiente materno pode influenciar no desempenho e no sistema
oxidativo da matriz beneficiando ou niao o seu filho futuramente: sob condi¢des de
estresse térmico durante a fase de crescimento, progénie de matrizes alimentadas com
dietas suplementadas com metionina respondem melhor ao ambiente do que progénie de
matrizes alimentadas com dieta sem suplementagdo de metionina; ja o estresse térmico
vivenciado pela matriz, apesar de ndo apresentar efeitos negativos sobre o
desenvolvimento e desempenho da progénie criada em conforto térmico, estd associado
com menor desempenho e maior nivel de oxidacdo proteica quando a progénie também
¢ submetida a condigao de estresse.



Palavras—chave: ambiente materno; desafio ambiental; epigenética transgeracional,
metionina



1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de pintainhos vidveis e de boa qualidade depende da genética da
matriz e também de condi¢des ambientais que podem atuar para potencializar ou reduzir
o potencial genético. Dentre esses fatores, a nutricao e a temperatura ambiental podem
apresentar grande impacto no desempenho da matriz e de sua progénie.

Estudos mostram que a metionina, um importante componente da dieta das aves,
pode influenciar na producao e na qualidade do ovo (VIEIRA et al., 2017; SUMIATI e
WIRYAWAN, 2016), aumentar a capacidade antioxidante total e minimizar a acdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) (BUNCHASAK, 2009; SANCHEZ-ROMAN et
al., 2011), além de induzir a proliferacdo de células imunes (SHINI et al., 2005;
PARVIN et al., 2009).

Junto com a dieta, o ambiente onde os animais sdo alojados também tem relagao
direta com o desempenho (LARA e ROSTAGNO, 2013). Mudangas na temperatura
ambiente do galpdo podem impactar aspectos importantes relacionados a saude,
reduzindo a capacidade imunolégica (RAJKUMAR et al., 2011), deixando as aves mais
vulneraveis a doencas, e desviando a energia que seria utilizada no desempenho
produtivo para garantir a homeostase ou para combater patdogenos. Em matrizes, o
estresse térmico ¢ ainda relacionado a reduzida taxa de fertilidade, produgdo de ovos,
eclodibilidade e nimero de pintainhos nascidos vivos (SHARIFI et al., 2010).

Acredita-se que uma das maneiras do ambiente exercer influéncia sobre a
expressao génica seja através dos mecanismos epigenéticos de regulacdo génica. A
epigenética trata das mudangas herdaveis na expressao dos genes que sao independentes
de mudancas na sequéncia do DNA (SZYF, 2015). Estudos sugerem que a estrutura da
cromatina pode ser fator determinante no controle da transcri¢do, e que fatores
epigenéticos como as modificagdes das histonas e a metilagdo do DNA estdo envolvidos
nesse processo, que envolve a condensacdo da cromatina e o silenciamento génico
(DONKENA et al., 2010). Como os mecanismos epigenéticos sdo transferidos para as
geracdes seguintes, a epigenética transgeracional tem se tornado uma area promissora
para atuar na compreensdo da variagdo das respostas fisioldgicas dos individuos ao meio
ambiente, bem como no entendimento da heranca destas respostas baseada em todos os
mecanismos que ndo aqueles relacionados a variacdes na sequéncia de DNA. A
epigenética transgeracional ¢ o fenomeno pelo qual a informagdo do ambiente parental,

geralmente materno, ¢ traduzida em respostas de memoria que preparardo a progénie
3



para seu proprio ambiente. Como consequéncia, os individuos da proxima geragao
podem mostrar caracteristicas fenotipicas diferentes dependendo se as suas maes foram
mantidas sob diferentes condi¢des ambientais (BERGHOF et al., 2013). Vale ressaltar
que o ambiente materno pode provocar efeitos positivos, ou negativos sobre os
individuos da proxima geragdo. Sendo assim, esse estudo busca obter maiores
informagdes a respeito de como o ambiente materno pode influenciar na capacidade
antioxidante e desempenho da progénie submetida a diferentes condi¢des experimentais.
Para isso dois experimentos foram conduzidos: Experimento I1- Dieta materna sobre a
resposta de codornas de postura ao estresse térmico durante a fase de crescimento; e
Experimento 2- Efeito da temperatura no periodo pré-natal sobre o desempenho e
metabolismo oxidativo de codornas de postura expostas ao estresse térmico na fase de

crescimento.
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Dieta materna de codornas de postura sobre a resposta ao estresse térmico da
progénie em fase de crescimento
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Resumo: O efeito do ambiente materno pode ser alterado para produzir efeitos
benéficos na progénie através de mecanismos epigenéticos transgeracionais. Dessa
forma, esse trabalho foi conduzido sobre a hipotese de que a suplementacdo de
metionina na dieta da matriz poderia contribuir para reduzir os efeitos do estresse
oxidativo e melhorar o desempenho de sua progénie quando submetida ao estresse
térmico na fase de crescimento. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3 x
2. Trés dietas para as matrizes (dieta sem suplementacdo de metionina, SM; dieta com
suplementagdo do nivel recomendado de metionina, Metl; e dieta com suplementacdo
de metionina a cima do nivel de recomendado, Met2), e pra cada tratamento das maes,
duas temperaturas para a progénie (conforto ou estresse térmico intermitente com
exposicao a alta temperatura por seis horas na fase de crescimento; 15-35 dias de idade -
34°C). Matrizes que receberam dietas Metl e Met2 apresentaram maior producdo de
ovos, melhor eficiéncia alimentar, maior taxa de eclosdao, maior taxa de eclosdo de ovos
férteis e produziram pintainhos mais pesados (P<0.05). Matrizes alimentadas com dietas
Metl e Met2 também apresentaram maior expressdo de glutationa sintetase (GSS) e
metionina sulféxido redutase A (MSRA), maior capacidade antioxidante e menor
conteudo de TBARS. A progénie de matrizes alimentadas com dieta Met2 apresentaram
maior peso aos 15 dias, maior ganho de peso e melhor conversao alimentar (1-15 dias
de idade) que a progénie de matrizes alimentados com dieta SM. Durante o periodo de
crescimento, para progénie criada em condi¢do de estresse térmico, a progénie de aves
alimentadas com dietas com suplementacdo de metionina apresentaram maior peso aos
35 dias, maior ganho, maior expressdo de GSS, MSRA e de proteina do choque térmico
70 (HSP70), maior capacidade antioxidante e menor relacao heterofilo:linfécito que a
progénie de matrizes alimentadas com dietas SM. Correlagdo positiva foi observada
entre a expressao de GPx e MSRA nas matrizes € em sua progénie (P<0,05). Nossos
resultados demonstram que a suplementagdo de metionina na dieta da matriz contribui
para o desenvolvimento e desempenho da progénie na fase inicial; e ainda, que sob
condi¢des de estresse térmico durante a fase de crescimento, progénie de matrizes
alimentadas com dietas suplementadas com metionina respondem melhor ao ambiente
do que progénie de matrizes alimentadas com dieta sem suplementagdo de metionina. O
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que indica que a suplementacdo de metionina na dieta da matriz foi capaz de garantir a
ativacdo de diferentes rotas metabdlicas em sua progé€nie para aliviar os efeitos
negativos do estresse.

Palavras-chave: ambiente materno, epigenética, estado oxidativo.
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INTRODUCAO

A importancia da eficiéncia na produ¢do de matrizes na produgdo de aves pode
ser exemplificada através dos dados da cadeia de producdo de frangos de corte em que
cerca de 60 bilhdes de frangos sdo produzidos por aproximadamente 460 milhdes de
matrizes de corte ao redor do mundo durante um ano, o que significa que uma matriz
produz cerca de 100 aves por ano [1].

Diferentes fatores podem atuar sobre os indices de desempenho alcangados pelas
matrizes de corte [2] ou durante a produgdo de ovos de codornas [3]. Santos et al. [4]
mostram que a idade da matriz tem influéncia na producdo, peso dos ovos e peso da
progénie. Aves mais velhas apresentaram maior produgdo de ovos e progénie com
maior peso corporal aos 35 dias de idade (219,99g) que aves mais novas. A idade
também tem influéncia na taxa de fertilidade e caracteristica dos ovos; matrizes mais
novas tém maior taxa de fertilidade que aves mais velhas [5]. Entretanto, aves mais
velhas produzem ovos mais pesados [6].

Assim como a idade das aves, a dieta também tem grande impacto na eficiéncia
produtiva de aves em postura. O estresse causado pela deficiéncia de alguns nutrientes,
como por exemplo, a deficiéncia da metionina, pode comprometer a homeostase do
organismo causando prejuizos ao desenvolvimento e desempenho da matriz. Alguns
estudos mostram que a metionina pode influenciar na produ¢do de ovos, ja que dietas
com suplementac¢do deste aminodcido aumentam a taxa de producdo [7] além do peso
dos ovos. A metionina est4 relacionada com a produgdo dos hormdnios relacionados ao
crescimento e tem papel fundamental na sintese proteica [8]. Considerado como um
antioxidante, a metionina ¢ capaz de aumentar os niveis de capacidade antioxidante total

podendo minimizar a acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), além de atuar no
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ambiente intestinal, resultando em maior eficiéncia na digestdo e absor¢do de nutrientes
[9].

O efeito da manipulagdo da dieta ou da suplementacdo de alguns nutrientes na
dieta da matriz tem sido avaliado com o objetivo de conferir efeitos benéficos sobre
diferentes aspectos do desenvolvimento da progénie [10, 11, 12, 13]. Em aves, o
periodo entre a concep¢do do embrido e a postura, e depois, entre a incubagdo ¢ a
eclosdo ¢ conhecido como “early life”, e as experiéncias encontradas nesses periodos
vao contribuir na determinagdo de como a progénie ird responder ao seu proprio
ambiente. Acredita-se que uma das maneiras do ambiente exercer influéncia sobre a
expressdo génica seja através dos mecanismos epigenéticos de regulagdo génica. A
epigenética trata das mudancgas herdaveis na expressao dos genes que sdo independentes
de mudangas na sequéncia do DNA. Estudos sugerem que a estrutura da cromatina pode
ser fator determinante no controle da transcri¢do, e que fatores epigenéticos como as
modificagdes das histonas e a metilagdo do DNA estdo envolvidos nesse processo, que
envolve a condensagdo da cromatina e o silenciamento génico [14]. Os efeitos da
epigenética transgeracional na ‘“early life” trata das consequéncias observadas na
progénie devido as condigdes experienciadas pela geragdo parental durante o
desenvolvimento do embrido [15], dessa maneira, o efeito do ambiente materno pode
ser alterado para produzir efeitos benéficos na progénie, enquanto algumas condi¢des
devem ser evitadas para reduzir os efeitos negativos [16]. Apesar do crescente interesse
no tema, estudos avaliando como marcas epigenéticas adquiridas devido a exposi¢cdo
ambiental podem ser transmitidas através de mecanismos epigenéticos transgeracionais
ainda s3o escassos [17]. Dessa forma, esse trabalho foi conduzido sobre a hipotese de
que a suplementacdo de metionina na dieta da matriz poderia contribuir para reduzir os
efeitos do estresse oxidativo e melhorar o desempenho de sua progénie quando

9



147

148

149

150

151
152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

submetida ao estresse térmico na fase de crescimento. As principais questdes levantadas
sd0: (1) qual o efeito da dieta materna sobre o desenvolvimento da progénie na fase
inicial? (2) como as marcas adquiridas na fase de desenvolvimento (“early life”) podem

atuar nas respostas futuras da progénie ao seu proprio ambiente?

MATERAIS E METODOS
Animais e delineamento experimental

Para avaliar o efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento da progénie, o
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 2: trés dietas para as matrizes, ¢ para cada tratamento das matrizes, duas

temperaturas aplicadas para sua progénie.

Matrizes

Duzentas codornas japonesas (coturnix coturnix japonica) fémeas de um dia de
idade foram criadas em gaiolas coletivas até 98 dias de idade. Durante esse periodo, o
desenvolvimento das aves e a taxa de postura foram monitorados diariamente. Aos 98
dias de idade, 30 codornas com peso médio de (154,6 g) e taxa de postura de 85% foram
distribuidas em trés tratamentos referentes ao nivel de metionina na dieta (Tabela 1):
dieta sem suplementagdo de metionina (deficiéncia em metionina, SM); dieta com
suplementagdo do nivel recomendado de metionina de acordo com Rostagno et al. [18]
(Metl); e dieta com suplementacao de metionina a cima do nivel recomendado (Met2).
Durante o periodo experimental, as aves foram criadas em gaiolas individuais e tiveram
livre acesso a ragdo e agua. As matrizes permaneceram em experimentagao por 38 dias

(98 a 136 dias de idade): 28 dias antes de comegar a coleta de ovos para incubagao para
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garantir que todos os ovos foram fertilizados durante o periodo experimental, e 10 dias
para a coleta de ovos.

A partir da terceira semana de experimento, 30 machos padronizados pelo peso
médio (161,2 g) tiveram contato diario com as matrizes durante uma hora. O efeito
parental dos machos foi minimizado através da realizacdo de rodizio. Os machos foram
utilizados apenas para o acasalamento, e receberam racdo basal ¢ adgua a vontade
durante todo o experimento.

A coleta de ovos para incubagdo foi iniciada a partir do oitavo dia de
acasalamento; durante o periodo de 10 dias, os ovos foram coletados, identificados,
pesados diariamente e armazenados a temperatura ambiente de 23°C. No ultimo dia de
coleta todos os ovos foram adaptados a temperatura ambiente, foram armazenados em
redes de fruta e entdo transferidos para incubadora (Chocmaster Luna 240) previamente
programada para atingir temperatura de 37°C e umidade relativa de 60%. Ao final dos
19 dias de incubagdao os ovos nao eclodidos foram abertos e classificados como ovos

ndo fecundados ou embrides mortos.
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196  Tabela 1. Composi¢do percentual e valores nutricionais das dietas experimentais para matrizes
197  em fase de postura

Dietas Experimentais
Ingredientes (%)

sMm’ Metl1 Met2
Milho Moido 56.639 56.303 61.746
Farelo de Soja 32.200 32.300 34.00
Sal 0.375 0.375 0.375
Oleo Vegetal 1.700 1.600 1.500
Calcario Calcitico 7.520 7.520 7.520
Fosfato Bicalcico 0.990 0.990 0.990
L-lisina HCL 0.130 0.130 0.130
DL-Metionina - 0.335 0.630
L-Treonina 0.046 0.047 0.047
Suplemento 0.400 0.400 0.400
Vitaminico e Mineral
de Postura'
Total 100.000 100.000 100.000
Composicao Energética e Nutricional
EM (Kcal/kg) 2796.357 2795.309 2795.061
Proteina Bruta (%) 19.377 19.597 19.767
Calcio (%) 3.151 3.151 3.151
Fosforo Disponivel 0.330 0.330 0.330
(%)
Sodio (%) 0.171 0.171 0.170
Aminoacidos Digestiveis (%)
Metionina+Cistina 0.531 0.863 1.174
Lisina 1.049 1.051 1.051
Treonina 0.713 0.715 0.714
Triptofano 0.215 0.215 0.215

198 'Suplemento Vitaminico e Mineral de Postura (por Kg do produto): Vit. A - 2.250.000 UI/Kg; Vit. D3 —
199 500.00 UI/Kg; Vit. E — 7.000 UI/Kg; Vit. Bl — 450 mg/Kg; Vit. B2 — 1.000 mg/Kg; Vit. B6 — 450
200 mg/Kg; Vit. B12 — 3.500 mg/Kg; Vit. K3 — 420 mg/Kg; Pantetonato calcio — 2.500 mg/Kg; Niacina —
201 7.000 mg/Kg; Acido Folico — 180 mg/Kg; Biotina — 15 mg/Kg; Colina — 55 g/Kg; Zinco — 12 g/Kg; Ferro
202 - 12 g/Kg; Manganés — 15 g/Kg; Cobre — 3.000 mg/Kg; lodo — 250 mg/Kg; Cobalto — 50 mg/Kg; Selénio
203 - 72 mg/Kg; Etoxiquim — 40 mg/Kg; B.H.A — 40 mg/Kg; Veiculo Q.S.P — 1.000 g/Kg.'SM, dieta sem
204 suplementagdo de metionina; Metl, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de metionina; Met2,
205 dieta com suplementag@o de metionina a cima do nivel de recomendado.
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Progénie

Ao nascerem todos os pintainhos (total de 150 aves) foram identificados, pesados
e alojados em circulo de prote¢do previamente aquecido com lampada de aquecimento,
contendo rag¢do para fase inicial (Tabela 2) e dgua a vontade. Os pintainhos foram
alojados de acordo com a dieta experimental das matrizes (Figura 1).

Aos 15 dias de idade, as aves filhas de cada matriz foram pesadas e distribuidas
em dois tratamentos referentes a temperatura ambiental: aves que permaneceram em
conforto térmico (23°C) e aves que foram criadas em estresse térmico intermitente com
exposicdo a alta temperatura (34°C) por seis horas (periodo compreendido entre 10:00
as 16:00). As aves pertencentes a0 mesmo tratamento foram alocadas em gaiolas
coletivas (n=13) (duas aves por gaiola) e tiveram acesso livre a dgua e a racdo

formulada para atender as exigéncias nutricionais de acordo com Rostagno et al. [18]

(Tabela 2).
@ ' @ R @) s <EL§D> > | Conforto
SM Il
Metl 2y
@ 2 @ z (? . (?3 . | Conforto
Met1 .
Metl AT
|§ > @ . g? > @ . | Conforto
Met2 .
Metl AT

Figura 1. Esquema mostrando o delineamento experimental. Ovos de cada matriz foram coletados por 10
dias e incubados sob as mesmas condigdes. Ao nascerem os pintainhos foram alojados de acordo com a
dieta experimental da matriz e criados de maneira convencional sob as mesmas condi¢cdes experimentais
até os 15 dias de idade. Aos 15 dias de idade, as aves filhas de cada matriz foram distribuidas em dois
tratamentos referentes a temperatura ambiental: aves que permaneceram em conforto térmico (23°C) e
aves que foram criadas em estresse térmico intermitente com exposi¢ao a alta temperatura (AT, 34°C) por
seis horas.
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Tabela 2. Composi¢ao percentual e valores nutricionais da dieta experimental para codornas de

postura fase inicial e de crescimento

Composicao Percentual (%)

Ingredientes (%)

1 a 14 dias 15 a 35 dias
Milho moido 61.876 65.272
Farelo de soja 34.000 30.600
Sal 0.445 0.605

Oleo vegetal 0.300 -
Calcario calcitico 1.125 1.405
Fosfato bicélcico 1.530 1.400
L-Lisina HCL 0.123 0.138
DL-Metionina 0.185 0.165
L-Treonina 0.016 0.015
Suplemento vitaminico e mineral’ 0.400 0.400
Total 100.000 100.000
Composiciao Energética e Nutricional
1 a 14 dias 15 a 35 dias
Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 2898.958 2910.317
Proteina Bruta (%) 20.694 19.395
Calcio (%) 0.855 0.924
Fosforo Disponivel (%) 0.450 0.420
Sodio (%) 0.199 0.260
Aminoacidos Digestiveis (%)

1 a 14 dias 15 a 35 dias
Metionina + Cistina 0.750 0.701
Lisina 1.101 1.030
Treonina 0.727 0.681
Triptofano 0.228 0.210

'Suplemento vitaminico e mineral de crescimento (por Kg do produto): Vit. A —2.270.000 UI/Kg; Vit. E
—6.330 UI/Kg; Vit. BI — 561 mg/Kg; Vit. B2 — 1.490 mg/Kg; Vit. B6 — 858 mg/Kg; Vit. B12 — 3.500
meg/Kg; Vit. K3 — 450 mg/Kg; Pantotenato Calcio — 2.976 mg/Kg; Niacina — 8.820 mg/Kg; Acido Félico
— 200 mg/Kg; Biotina — 20 mg/Kg; Colina — 86 mg/Kg; Zinco — 19 mg/Kg; Ferro — 14 mg/kg; Manganés
— 20 mg/Kg; Cobre — 3.040 mg/Kg; Iodo — 290 mg/Kg; Cobalto 50 mg/Kg; Selénio — 88 mg/Kg;

Etoxiquim — 25 mg/Kg; B.H.A — 20 mg/Kg; Veiculo Q.S.P — 1.000 mg/Kg.
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Avaliagoes

Durante o periodo experimental das matrizes foram avaliados consumo de ragao
(g), conversao alimentar por massa de ovo (CA/MO), conversao alimentar por dizia de
ovos (CA/DO), nimero de ovos, taxa de postura (%), peso do ovo (g) e massa de ovo
(g) conforme descrito em Bastos et al. [19]. As taxas de eclosdo (%), eclosdo de ovos
férteis (%), e de morte embrionaria (%) foram calculadas de acordo com Koppenol et al.
[10].

O desempenho da progénie foi avaliado nos periodos de 1-14 dias e de 15 a 35
dias de idade.

Ao final do periodo de coleta dos ovos das matrizes e do periodo experimental da
progénie, as aves foram abatidas por deslocamento cervical e exsaguinadas.

Das matrizes, os 6vulos em fase F1 (fase a qual o 6vulo estd pronto para ser
liberado) foram extraidos do ovario para obtencdo do peso (g) e contagem destes. O
peso relativo do ovério, figado, coracdo, intestino e bago foi avaliado como: (peso do
orgao/peso da ave) x 100.

Das matrizes e da progénie, para a analise de expressdo génica uma amostra do
l6bulo esquerdo do tecido hepatico foi coletada em RNAlater™ (Life Technologies do
Brasil, Brasil) e armazenado a -20°C. Para a obtencdo da relagdo de
heterofilos/linfocitos o sangue foi coletado em um tubo a vacuo contendo heparina. Para
as andlises bioquimicas (capacidade antioxidante total, conteido de proteinas
carboniladas e substancias reativas ao acido tiobarbitirico - TBARS) o tecido do figado

foi coletado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.
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Expressao génica

Para a andlise de expressao gé€nica, amostras de figado foram armazenadas em
RNA Holder® (BioAgency Biotecnologia, Brasil) a -20°C até o momento da extragdo
de RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na propor¢ao de 1 mL para cada 80 mg
de tecido. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante, para que fosse eliminada uma possivel
contaminagdo com DNA. Para a sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi utilizada o
kit GoScript Reverse Transcription System (Promega, Madison, Wi, EUA), utilizando 4
uL de RNA tratado com DNase, seguindo as instrug¢des do fabricante.

Para as reacdes de PCR em tempo real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR
GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, EUA). A reacdo de
amplificacdo continha 5 pL de cDNA diluido a 40 ng, 0,5 uL de cada primer a 10 uM
(a concentragdo final da reacdao foi de 200 uM), 12,5 uL. de SYBR® GREEN PCR
Master Mix e 6,5 uL de dgua, com um volume final de 25 puL. Para medir a eficiéncia
de cada primer, uma série de reacdes de 25 pl foi realizada semelhante a anterior
utilizando 5pL de pool de cDNA a partir de uma dilui¢do em série (80 ng/pL, 40 ng/pL,
20 ng/pL e 10 ng/pL). A programacdo do termociclador para todos os genes foi: 95°C
durante 10 minutos, em seguida 40 ciclos de desnaturacdo e anelamento/extensdo a
95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto. As curvas de melting foram

realizadas para garantir a especificidade das analises.
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Os primers utilizados nas reagdes para a amplificacdo dos genes da glutationa
peroxidase (GPx), glutationa sintetase (GSS), proteina do choque térmico 70 (HSP70) e
metionina sulfoxido redutase A (MSRA), foram confeccionados com base nas

sequéncias de genes depositados em www.ncbi.nlm.nih.gov (nimero de acesso

NM 001163245.1, XM 425692.3, NM _001006685.1, XM 004935891,
respectivamente). O gene da f-actina (niimero de acesso L08165) foi utilizado como
controle enddgeno (Tabela 3). Todas as andlises foram realizadas em um volume de 25
uL e em duplicatas.

As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para os genes de interesse,

entre 90% e 110% de eficiéncia.

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados na reagdo de qRT-PCR

Gene pb' TA (°C)’ Orientacao Sequéncia dos primers (5°-3’)
GPx* 140 60 Forward GGTGCCTCCTTTCCTATGTT
Reverse AGTTCCAGGTTGGTTCTTCTC
GSS 108 60 Forward GTGCCAGTTCCAGTTTTCTTATG
Reverse TCCCACAGTAAAGCCAAGAG
HSP70 65 60 Forward ATGAGCACAAGCAGAAAGAG
Reverse TCCCTGGTACAGTTTTGTGA
MSRA 76 60 Forward ATGACCCGACACAAGGAATG
Reverse TGGGAAAAGGTGTAGATGGC
f-actina 136 60 Forward ACCCCAAAGCCAACAGA
Reverse CCAGAGTCCATCACAATACC

Tpb, pares de base; TA, temperatura de anelamento.
" GPx, glutationa peroxidase; GSS, glutationa sintetase; HSP70, proteina do choque térmico 70; MSRA,
metionina sulfoxido redutase A.

Anadlises bioquimicas

Para a determinacdo da capacidade antioxidante total (%) 100 mg de tecido
hepatico foi adicionado em um tubo de ensaio contendo 1 mL de alcool metilico e
homogeneizado, em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 10

minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido foi transferido para um tubo eppendorf. Em uma
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microplaca foram adicionados 22,5 pL do sobrenadante e 277,5 uL de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) em duplicata. A placa foi mantida no escuro por 30 minutos e
em seguida foi realizada a leitura da placa em espectrofotometro (VersaMax™,
Molecular Devices) a 515nm.

Pra determinar o conteido de TBARS 100 mg de tecido hepatido foi adicionado
em um tubo contendo 1 mL de tampdo fosfato, homogeneizado ¢ o homogenato
formado foi centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdao 500
uL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 250 puL de acido
tricloroacético (TCA) 28% diluido em acido cloridrico (HCL) 0,25N, 250 pL de éacido
tiobarbittrico (TBA) 1% diluido em acido acetico 1:1 e 125 pL de butilhidroxitolueno
(BHT) diluido em etanol. A solugdo foi homogeneizada e aquecida a 95°C por 15
minutos. Em seguida a solucdo foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. Em
uma microplaca 300 uL da solucdo, em duplicata, foram utilizadas para determinagao
da concentragdo de TBARS em espectofotometro (VersaMax™, Molecular Devices) a
535 nm. Os resultados foram expressos em nmoles/mg de proteina.

Para dosagem de proteinas carboniladas foram utilizados 200 mg de tecido
hepatico em 1 mL de tampao fosfato (50 mM) e EDTA (1 mM) (pH 6,7). A solucao foi
homogeneizada e centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
coletado. Para cada amostra dois tubos foram preparados, um tubo para a reagdo com
amostra (A) e o outro para a reag¢do controle (C). Em ambos os tubos foram adicionados
500 puL de TCA 10%, 300 puL de sobrenadante e 200 puL de tampao fosfato e EDTA. Os
tubos foram homogeneizados brevemente no vortex e entdo centrifugados a 5.000 xg
por 10 minutos a 4°C. No tubo A foi adicionado 500 pL de DNPH (10 mM) e no tubo C
500 uL de HCL (2,5 N). Os tubos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por
30 mintos, a cada 15 minutos as amostras foram homogeneizadas brevemente no vortex.

18



344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356
357

358

359

360

361

362

363

364

365

366
367

368

369

Em ambos os tubos foram adicionados 500 puL. de TCA 10%, homogeneizados e
centrifugados a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado e em
todos os tubos foram adicionados 1 mL de etanol e acetato de etila (1:1), vortex
novamente e os tubos foram centrifugados a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. Novamente
o sobrenadante foi descartado de ambos os tubos (A e C), adicionado 1 mL etanol ¢
acetato de etila (1:1), homogeneizado e centrifugado a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado de ambos os tubos, nos tubos A e C foi adicionado 1 mL de
SDS (6%), homogeneizados no vortex e centrifugados a 10.000 xg por 110 minutos a
4°C. Para a leitura em espectrofotometro (VersaMax™, Molecular Devices) a 370 nm
foi utilizado 200 pL do sobrenadante, em duplicata.

O conteudo de proteina de cada amostra foi obtido pelo método descrito por

Bradford [20].

Relagao heterofilos/linfocitos

Para determinar a relagc@o entre heterofilos e linfocitos um esfregago hematoldgico
foi confeccionado. Uma amostra de 10 pl sangue foi depositada em uma ldmina
microscopica € com outra lamina (distensora) fez-se um leve movimento para tras, até
que a gota de sangue se espalhasse até as bordas, e entdo esta foi distendida a sua
extremidade. As laminas foram secas ao ar e entdo coradas seguindo as recomendacoes
descritas no kit de coloracdo (Instant Prov, Coloracdo Hematologica, Newprov). Em um
microscopio eletronico, 100 células (heterofilos e linfécitos) foram contadas para

calcular a relacao entre essas duas células.

Analise estatistica
O método 2™ foi utilizado para as analises de quantificacio relativa. Para todos

os dados, o efeito de dieta das matrizes foi avaliado através da ANOVA. Para avaliar
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como o efeito do ambiente materno influencia nas respostas da progénie ao ambiente a
qual sdo submetidos, o efeito de ambiente da progénie foi avaliado dentro das dietas das
matrizes. Para avaliar a possivel heranga genética herdada a partir de mecanismos
epigenéticos, o efeito do ambiente materno foi avaliado dentro do ambiente da progénie
(JMP software, SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Peso ao nascimento nao foi incluido no
modelo, j& que essa corre¢do poderia mascarar os efeitos causados pela dieta das
matrizes sobre o desenvolvimento dos pintainhos antes da eclosdo [13]. Todos os
resultados sdo apresentados como médias e erro padrdo agrupado. A correlagdo de
Pearson foi utilizada para avaliar a relacdo entre a expressdo génica observada nas

matrizes € em sua progénie, e para avaliar a associacdo entre os genes avaliados.

RESULTADOS
Efeito da dieta sobre o desempenho das matrizes

Matrizes que receberam dietas Metl e Met2 apresentaram maior niimero de ovos
e maior taxa de postura que matrizes recebendo dieta SM. Foi observado maior taxa de
postura, maior peso do ovo, maior massa de ovo, ¢ melhor conversdo alimentar por
massa de ovos (P<0.05). O efeito da suplementagdo de metionina também foi observado
sobre as caracteristicas de fertilidade e qualidade do pintainho; matrizes alimentadas
com dietas Metl e Met2 apresentaram maior taxa de eclosdo, maior taxa de eclosdo de
ovos férteis e houve maior peso ao nascimento da progénie. Nao foi observada
diferenga entre os niveis de suplementacdo de metionina nas dietas Metl e Met2

(Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas de desempenho de matrizes de codornas japonesas em fase de
reprodugao

Dieta
Caracteristicas SM' Metl Met2 EP P valor
PL g* 164,17 158,33 162,50 6,27  0,7977
PF, g 173,33 167,50 172,50 517  0,6956
CR, g 850,83 794,00 822,33 102,21  0,9260
CMO, g/g 3,73 2,48° 2,87% 031  0,0316
CDZ, kg/dizia 2,94 2,24 2,67 025  0,1744
NO, n 24,83° 29,00° 28,83° 1,22 0,0497
TXP, % 82,77° 96,66° 96,11° 4,09  0,0497
PO, g 9,43° 10,99 11,12 0,25  0,0003
MO, g 234,43 302,30° 320,87 20,28  0,0213
TXE, % 50,93° 72,92° 77,78 6,79  0,0308
TEOF, % 54,93° 79,30° 77,78 6,47  0,0305
PN, g 6,51° 8,09° 8,15° 020  <,0001

*PI, peso inicial (g); PF, peso final (g); CR, consumo de ragéo (g); CMO, conversdo alimentar por massa
de ovo (g/g); CDZ, conversdo alimentar por dizia de ovo (g/duzia); NO, niimero de ovos (n); TXP, taxa
de postura (%); PO, peso do ovo (g); MO, massa de ovo (g); TXE, taxa de eclosdo (%); TEOF, taxa de
eclosio por ovos férteis (%); PN, peso ao nascimento da progénie (g)." SM, dieta sem suplementagio de
metionina; Metl, dieta com suplementacdo do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com
suplementagdo de metionina a cima do nivel de recomendado excesso de metionina. Os resultados sdo
apresentados como médias e seus erros padrdo (EP).*” Médias em uma mesma linha com diferentes letras
sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Nao foi observado efeito da dieta sobre o nimero de foliculos F1, mas houve
efeito da suplementacdo de metionina sobre o peso dos foliculos (P=0,0475): maior
peso foi observado em matrizes alimentadas com dieta Met 1 (1,28 g) ndo diferindo
daquelas alimentas com dieta Met2. Nao houve efeito da suplementa¢do de metionina
sobre o peso relativo do ovario, figado, intestino, coragdo e baco (Tabela 5). Também

nao foi observado efeito de dieta sobre a relagcdo heterofilo/linfocito das matrizes.
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Tabela 5. Numero de foliculos e peso relativo de o6rgdos de matrizes de codornas
japonesas em fase de reprodugao

Dieta

SM’ Metl Met2 EP P valor
NF1, n* 433 4,50 4,83 0,20 0,2363
PFl, g 1,04° 1,28° 1,12% 0,06 0,0475
Ovério, % 3,26 4,02 3,76 0,22 0,0702
Figado, % 2,88 2,64 2,73 0,18 0,6427
Intestino, % 5,19 4,64 4,42 0,30 0,2034
Coracdo, % 0,82 0,93 0,94 0,06 0,5984
Baco, % 0,04 0,04 0,04 0,01 0,7485

*NF1, niimero de foliculos prontos (n); PF1, peso dos foliculos prontos (g).'SM, dieta sem suplementacio
de metionina; Metl, dieta com suplementa¢do do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com
suplementagdo de metionina a cima do nivel de recomendado excesso de metionina. Os resultados sdo
apresentados como médias e seus erros padrio (EP).**Médias em uma mesma linha com diferentes letras
sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Efeito significativo de dieta também foi observado sobre a expressdo dos genes
GSS e MSRA; matrizes que receberam dieta Met2 obtiveram a maior expressao desses
genes (Figura 2).

(A) (B}
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Figura 2. Efeito da dieta sobre a expressio de mRNA glutationa peroxidase (GPx) (A); glutationa
sintetase (GSS) (B), proteina do choque térmico 70 (HSP70) (C) e metionina sulféxido redutase A
(MSRA) (D) no figado de matrizes de codornas japonesas. SM, dieta sem suplementacdo de metionina;
Metl, dieta com suplementag@o do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementagdo de
metionina a cima do nivel de recomendado. Os resultados sdo apresentados como médias e erros padrao
(EP) representados pela barra vertical. “° Diferentes letras sobrescritas representam diferengas
significativas pelo Teste de Tukey (P<0,05). Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria (UA).
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Matrizes alimentadas com dietas recebendo suplementacdo de metionina também
apresentaram maior capacidade antioxidante e menor conteido de TBARS que matrizes

recebendo dieta SM (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da dieta sobre o conteudo de TBARS (nmol/mg de proteina) (A); capacidade antioxidante
(%) (B) e proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina) (C) no figado de matrizes de
codornas japonesas. SM, dieta sem suplementacdo de metionina; Metl, dieta com suplementacao do nivel
recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementacdo de metionina acima do nivel de
recomendado. Os resultados sdo apresentados como médias e erros padrao (EP) representados pela barra
vertical. *° Diferentes letras sobrescritas representam diferengas significativas pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento da progénie

O feito do ambiente materno foi avaliado sobre o desempenho da progénie em
dois periodos: na fase inicial (1-15 dias) e fase de crescimento (15-35 dias de idade). No
primeiro periodo de avaliagdo observamos menor taxa de mortalidade para a progénie
de matrizes alimentadas com dietas Metl (23,33%) e Met2 (26,19%) (Figura 4). A

progénie de matrizes alimentadas com dieta Met2 apresentou maior peso aos 15 dias,
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maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar que as progénies de matrizes

alimentados com dieta SM (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da dieta materna sobre a taxa de mortalidade (A) e desempenho da progénie na fase
inicial (1-15 dias de idade) (B; C; D). P15D, peso da progénie aos 15 dias de idade; GP, ganho de peso;
CA, conversdo alimentar. SM, dieta sem suplementagdo de metionina; Metl, dieta com suplementagdo do
nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementagdo de metionina a cima do nivel de
recomendado. Os resultados s@o apresentados como médias e erros padrdo (EP) representados pela barra
vertical. *®Médias seguidas de diferentes letras representam diferengas significativas pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Aos 15 dias de idade, a progénie de cada matriz foi dividida em duas temperaturas
ambientais (conforto e estresse) e o efeito do ambiente materno foi avaliado dentro de
cada grupo experimental (Figura 5). Nao foi observado efeito da dieta da matriz sobre o
desempenho da progénie criada em conforto térmico. Com relacdo a progénie criada em
condicdo de estresse térmico, observamos que as progénies de aves alimentadas com
dietas Metl e Met2 apresentaram maior peso aos 35 dias e maior ganho de peso que as
progénies de matrizes alimentadas com dietas SM. Nao foi observado efeito da dieta

materna sobre o consumo de racdo e conversdo alimentar das progénies.
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Figura 5. Efeito da dieta materna sobre o desempenho da progénie entre 15-35 dias de idade. AT, alta
temperatura; SM, dieta sem suplementacdo de metionina; Metl, dieta com suplementa¢do do nivel
recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementacdo de metionina a cima do nivel de
recomendado. Os resultados sdo apresentados como médias e erros padrao (EP) representados pela barra
vertical. “®As comparagdes sdo feitas dentro de ambiente da progénie e médias seguidas de diferentes
letras representam diferencgas significativas pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Quando avaliado o efeito da dieta materna sobre a expressao génica da progénie
observamos que para a progénie criada em condi¢ao de conforto, a maior expressao de
HSP70 foi observada para os filhos das matrizes alimentadas com dieta Metl. Ja para a
progénie criada em AT, filhos de matrizes alimentadas com dieta SM apresentaram

menor expressao de GSS, HSP70 e MSRA (P<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da dieta materna sobre a expressdo de glutationa peroxidase (GPx) (A) glutationa
sintetase (GSS) (B), proteina do choque térmico 70 (HSP70) (C) e metionina sulféoxido redutase A
(MSRA) (D) da progénie aos 35 dias de idade. SM, dieta sem suplementacdo de metionina; Metl, dieta
com suplementag@o do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementacdo de metionina a
cima do nivel de recomendado; AT, alta temperatura. Os resultados sdo apresentados como médias e
erros padrdo (EP) representados pela barra vertical. *°As comparagdes sdo feitas dentro de ambiente da
progénie e médias seguidas de diferentes letras representam diferengas significativas pelo Teste de Tukey
(P<0,05). Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria (UA).

A heranga genética pode ser observada através da correlagdo entre o resultado de
expressdo génica da matriz e de sua progénie, j& que alta correlacdo positiva foi
observada para expressao dos genes GPx e MSRA em maes e filhos (P<0.05). Avaliando
os resultados da progénie, também foi observado correlagdo positiva (P<0.05) entre a
expressdo dos genes GPx, GSS, HSP70 e MSRA. Estes resultados sugerem a atuacio
conjunta desses genes na resposta da progénie ao ambiente. Além da correlagdo positiva
na progénie também podemos observar correlagdo positiva entre a expressao génica da
HSP70 na matriz e GPx na progénie (0.45; P=0.0244), entre GSS na matriz e MSRA na
progénie (0.46; P=0.0218) e entre HSP70 na matriz ¢ MSRA na progénie (0.51;

P=0.0108) (Tabela 6).
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Tabela 6. Coeficientes de corelagdo de Pearson entre a expressdao de GPx, GSS, HSP70
e MSRA de matrizes e sua progénie

Correlacao de Pearson

GPX(M)1 GPX(})) GSS(M) GSS(P) HSP70(M) HSP70(p) MSRA(M) MSRA(P)

GPxon 1 0.50* 029 020  0.58* -0.08 0.65* 0.32
GPx ) 1 0.07 0.51*  0.45* 0.46* 0.30 0.42%
GSSon 1 033  0.61* -0.20 0.78*  0.46*
GSSw, 1 0.25 0.38 0.34 0.52%
HSP70,, 1 0.002 0.80%  0.51*
HSP70,, 1 -0.05 0.34
MSRA 1 0.48*
MSRA ) 1

'GPx, glutationa peroxidase na matriz; GPxg, glutationa peroxidase na progénie; GSSy, glutationa
sintetase na matriz; GSSp), glutationa sintetase na progénie; HSP70, proteina do choque térmico 70 na
matriz; HSP70p), proteina do choque térmico 70 na progénie; MSRA ), metionina sulfoxido redutase A
na matriz, MSRAp), metionina sulfoxido redutase A na progénie. *Os asteriscos mostram correla¢do
significativa (P<0,05).

Com relacao aos parametros oxidativos e de indicagao de estresse, avaliando o
efeito da dieta materna para a progénie criada em estresse térmico, observamos que 0s
filhos de matrizes alimentadas com dieta Met2 apresentaram a maior capacidade
antioxidante total (Figura 7), e filhos de matrizes alimentadas com dieta Metl
apresentaram a menor relacdo H/L (Figura 7). Para a progénie criada em condicdo de
conforto, a maior capacidade antioxidante foi observada em aves filhas de matrizes
recebendo dieta Metl, e o menor conteido de proteinas carboniladas, observado em
aves filhas de matrizes alimentadas com dieta Met2. Codornas filhas de matrizes
alimentadas com dietas Metl e Met2 também tiveram menor relagdo H/L que aves

filhas de matrizes recebendo dieta SM na condicao de conforto térmico.
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Figura 7. Efeito da dieta materna sobre o conteido de TBARS (nmol/mg de proteina) (A); capacidade
antioxidante (%) (B), proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina) (C) e rela¢do
heterofilos:linfocitos (H/L) (D) da progénie aos 35 dias de idade. SM, dieta sem suplementacdo de
metionina; Metl, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com
suplementagdo de metionina a cima do nivel de recomendado; AT, alta temperatura. Os resultados sdo
apresentados como médias e erros padrio (EP) representados pela barra vertical. *® As comparagdes sdo
feitas dentro de ambiente da progénie e médias seguidas de diferentes letras representam diferencas
significativas pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Efeito da temperatura ambiental no desempenho da progénie

Para avaliar como a progénie responderia ao seu proprio ambiente devido ao
ambiente materno, o efeito da temperatura ambiental foi avaliado dentro da dieta da
matriz (Tabela 7). Para as progénies de matrizes alimentadas com dieta SM,
observamos que aves criadas em condi¢ao de estresse apresentaram menor peso aos 35
dias de idade e menor ganho de peso que aves criadas em conforto. Nao houve efeito de
ambiente para as progénies de matrizes alimentadas com dieta Metl sobre nenhuma
caracteristica de desempenho. Entretanto, para as progé€nies de matrizes alimentados
com dieta Met2, observamos que aves criadas em condi¢do de conforto apresentaram

maior ganho de peso que aves criadas em condi¢ao de estresse (97,18 g vs 81,5 g).
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482  Tabela 7. Efeito da temperatura ambiental sobre o desempenho da progénie na fase de crescimento

SM' Met1 Met2
Conforto AT’ EP P Conforto AT EP P Conforto AT EP P

valor valor valor
P15, ¢g' 40.00 36.75 3.40 0.5546 37.62 41.82 2.77 0.2967 41.54 43.43 1.83 0.4515
P35, g 130.80%* 102.43 5.54 0.0113 127.38 128.63 4.67 0.8526 138.33 124.97 5.33 0.0657
GP, g 90.80%* 65.68 2.95 0.0008 89.75 86.75 3.27 0.5266 97.18%* 81.54 4.65 0.0193
CR, g 509.10 424.51 46.81 0.2513 386.00 381.71 45.65 0.9479 483.21 430.09 54.13 0.4702
CA g/g 5.70 6.48 0.63 0.4355 4.37 4.43 0.55 0.9398 4.98 5.38 0.65 0.6501

483 'P15, peso da progénie aos 15 dias de idade (g); P35, peso da progénie aos 35 dias de idade (g); GP, ganho de peso (g); CR, consumo de ragdo (g); CA, conversdo alimentar; '
484 SM, dieta sem suplementagcdo de metionina; Metl, dieta com suplementagdo do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementacdo de metionina a cima do
485 nivel de recomendado; AT, alta temperatura. Os resultados sdo apresentados como médias e seus erros padrdo (EP). *As comparagdes sdo feitas dentro de cada dieta e os
486 asteriscos mostram as diferengas significativas pelo test de F (P<0,05).
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Com relagdo aos resultados relacionados a capacidade antioxidante, a progénie de
matrizes alimentadas com dieta SM apresentou maior expressao de GSS quando criada
em condicdo de estresse do que quando criada em conforto térmico. O padrio inverso
foi observado para a progénie de matrizes alimentadas com dieta Metl: maior expressao

de GSS foi observada em aves criadas em conforto térmico (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da temperatura ambiental sobre a expressdo de mRNA glutationa peroxidase (GPx) (A)
glutationa sintetase (GSS) (B), proteina do choque térmico (HSP70) (C) e metionina sulfoxido redutase
(MSRA) (D) no figado da progénie aos 35 dias de idade. SM, dieta sem suplementacdo de metionina;
Metl, dieta com suplementac@o do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementagdo de
metionina a cima do nivel de recomendado; AT, alta temperatura.” *As comparagdes sdo feitas dentro de
cada dieta e os asteriscos mostram as diferengas significativas pelo test de F (P<0,05). Os resultados sao
expressos como unidade arbitraria (UA).

A progénie de matrizes alimentadas com dieta Met2 criadas em estresse térmico
apresentaram maior capacidade antioxidante total e maior contetdo de proteinas
carboniladas que aves em condi¢do de conforto (Figura 9). Cabe ressaltar que o efeito
de ambiente observado sobre o ganho de peso e o contetido de proteinas carboniladas
em aves filhas de matrizes alimentadas com dieta Met2 ¢ provavelmente devido ao
resultado positivo observado para as aves criadas em condicdo de conforto que se

diferencia dos demais devido ao efeito benéfico da dieta materna.
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Figura 9. Efeito da temperatura ambiental sobre o conteudo de TBARS (nmol/mg de proteina) (A);
capacidade antioxidante (%) (B) e proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina) (C)
no figado da progénie aos 35 dias de idade. SM, dieta sem suplementacdo de metionina; Metl, dieta com
suplementagdo do nivel recomendado de metionina; Met2, dieta com suplementacdo de metionina a cima
do nivel de recomendado; AT, alta temperatura.”As comparagdes sdo feitas dentro de cada dieta e os
asteriscos mostram as diferengas significativas pelo test de F (P<0,05).
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DISCUSSAO

Em nosso trabalho observamos que matrizes alimentadas com suplementagdo de
metionina na dieta apresentaram melhor desempenho durante a fase de postura.
Resultados semelhantes mostram que a suplementacdo de metionina resulta em maior
taxa de postura [7], maior peso do ovo, maior eficiéncia na conversao dos nutrientes da
dieta em producdo de ovos, bem como maior qualidade do ovo produzido [21]. Esses
resultados podem ser devidos a maior eficiéncia proteica e energética [22] e a maior
capacidade de absor¢do [9] observada em aves alimentadas com suplementagdo de
metionina. Estes efeitos benéficos também podem estar relacionados a acdo do eixo
somatotrépico, ja que a suplementacdo de metionina ¢ conhecida por estimular a
deposicao de proteina através da agdo do hormodnio do crescimento (GH) e do Fator de
crescimento semelhante a insulina I (IGF-I) [8], o que poderia potencializar a producdo
de ovos. A acdo dos hormoénios do eixo somatotropico tem sido apontada no
desenvolvimento do sistema reprodutivo na fase que antecede a postura [23] e no
desempenho e qualidade dos ovos, mais tarde durante a fase de postura [24]. Entre
outras funcdes desempenhadas no ovario, o GH promove a maturacao dos odcitos € o
crescimento e maturagdo dos foliculos pré-antrais [25], e os IGFs atuam na producao e
regulacdo de hormonios esteroides, proliferacdo e diferenciacdo celular, inibicdo da
apoptose, selecao de foliculos e prevencdo da atresia folicular, além de potencializar os
efeitos do LH e FSH sobre a secre¢do de progesterona [26].

Além de promover melhor desempenho, a suplementagdo de metionina na dieta
também conferiu maior capacidade antioxidante e menor conteudo de TBARS no figado
das matrizes. Esses resultados podem ser devidos a maior expressdao de GSS e MSRA
também observados em matrizes alimentadas com suplementagdo de metionina na dieta,
ja que nosso grupo de pesquisa vem mostrando que a suplementacdo de metionina pode
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aumentar a capacidade antioxidante através da ag¢do do sistema da glutationa [27] e
através da agdo direta da metionina como antioxidante através do ciclo da tioredoxina e
da acdo da MSRA [28]. Ruan et al. [29] mostraram que a suplementacdo de metionina
aumentou os niveis de GSH, da atividade da enzima glutationa peroxidase e da
capacidade antioxidante total no figado das matrizes, e ainda, que a suplementacdo de
metionina na dieta materna promoveu o aumento da capacidade antioxidante total e a
reducdo dos niveis de MDA no cérebro da progénie ap6s a eclosdo.

Em nosso trabalho, avaliando o efeito da dieta materna sobre o desenvolvimento
da progénie, observamos que a suplementacdo de metionina aumentou a taxa de
eclosdo, a taxa de eclosdo de ovos férteis, e o peso ao nascimento do pintainho. Ja que a
metionina disponibilizada na dieta materna pode ser transferida para os ovos férteis
[30], podemos sugerir que com a suplementacao na dieta das matrizes, maior quantidade
de metionina pode ter sido direcionada para o ovo o que pode ter contribuido para maior
capacidade antioxidante e maior secrecdo dos hormdnios relacionados ao crescimento
proporcionando assim, a producao de pintainhos mais pesados € de melhor qualidade.
Podemos observar também que o efeito positivo da suplementacdo de metionina na
dieta materna se estendeu sobre o desempenho da progénie em toda fase inicial de
criacdo uma vez que aves filhas de matrizes alimentadas com dieta Met2 apresentaram
maior peso aos 15 dias de idade, maior ganho de peso e melhor conversao alimentar que
aves filhas de matrizes alimentadas com dieta deficiente em metionina. A
suplementagdo de metionina também teve impacto positivo sobre outra caracteristica
importante, reduzindo a taxa de mortalidade na fase inicial de criacdo. O
desenvolvimento do embrido e a qualidade do pintinho dependem dos nutrientes
depositados no ovo pela matriz [31]. Esse efeito materno pode ter carater genético [32]
ou ambiental, ja4 que a nutricdo materna ¢ fator determinante na saude e
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desenvolvimento da progénie [33]. Nesse sentido, a suplementagao de antioxidantes na
dieta da matriz potencializa a atividade dos sistemas antioxidantes no embrido (através
de acdes enzimadticas e ndo enzimaticas), reduzindo a susceptibilidade dos tecidos ao
ROS produzido durante essa fase de intenso metabolismo e conferindo maior
viabilidade durante os primeiros dias de vida [34].

Apesar do documentado efeito da dieta materna sobre o desempenho da progénie
na fase que segue a eclosdo, estudos que avaliam a interagdo entre as experiencias
vividas pelo embrido com as respostas observadas futuramente quando as aves sdo
expostas ao seu proprio ambiente na fase de crescimento ainda sdo raros. Para ampliar o
conhecimento disponivel sobre o assunto, em nosso trabalho o efeito do ambiente
materno foi avaliado sobre as respostas da progénie quando criadas em diferentes
temperaturas na fase de crescimento. Nos observamos que quando a progénie foi criada
em condi¢do de estresse térmico, aves filhas de matrizes que receberam suplementagao
de metionina na dieta apresentaram melhor desempenho (Metl e Met2, Figura 3), maior
capacidade antioxidante (Met2) e menor relacio H/L (Metl) (Figura 4). Esses
resultados benéficos podem ser devidos a maior expressdo de GSS (Met2), MSRA
(Met2) e HSP70 (Metl) também observada nessas aves (Figura 6). O que indica que a
suplementagdo de metionina na dieta da matriz foi capaz de garantir a ativagdo de
diferentes rotas metabdlicas em sua progénie para aliviar os efeitos negativos do
estresse. A metionina € capaz de atuar reduzindo o estresse oxidativo através da
expressao de metionina sulfoxido e da participacdo na sintese da glutationa [35], e
através da inducao da expressao de HSP70 em aves submetidas ao estresse térmico [36].
Cabe ressaltar que em nosso trabalho, correlagdo positiva foi observada entre a
expressdao dos genes GPx, GSS, HSP70 ¢ MSRA, sugerindo a agdo conjunta desses
genes.
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Quando comparamos o desempenho da progénie dentro da dieta da mae (Tabela
5), observamos que codornas filhas de matrizes alimentadas com dieta SM apresentaram
menor ganho de peso quando criadas em estresse térmico. Esse comportamento também
foi observado para codornas filhas de matrizes alimentadas com dieta Met2, entretanto,
cabe ressaltar que esse resultado ¢ devido ao efeito positivo da dieta da mae sobre o
desempenho da progénie criada em conforto que conferiu o maior ganho de peso
observado (97.18 g). Em se tratando das progénies de matrizes alimentadas com dieta
SM, a diferenca observada no ganho de peso entre codornas criadas em diferentes
ambientes deve-se ao efeito negativo da deficiéncia de metionina na dieta materna sobre
o desempenho da sua progénie quando criada em condi¢do adversa, resultando no
menor ganho de peso observado (65.68 g). Esses resultados nos mostram que eventos
que ocorrem durante a fase de desenvolvimento do embrido atuam produzindo
diferencas fenotipicas entre individuos nas fases subsequentes. De fato, de acordo com
Dixon et al. [16] as experiencias vivenciadas nas fases iniciais de desenvolvimento sdao
importantes formadoras do fenotipo da progénie e podem determinar quao bem os
diferentes individuos irdo responder ao ambiente pos natal. Dessa maneira, alteracdes
epigenéticas que atuam nessa fase tem se tornado o foco de pesquisas recentes [37].
Exposicdo a qualquer fator ambiental, como por exemplo, exposicdo aos efeitos
causados pela dieta materna, pode produzir marcas epigenéticas durante o
desenvolvimento, e entdo alterar as respostas da progénie ao seu proprio ambiente [36].
Em nosso estudo, essa ideia ¢ corroborada através da correlagdo positiva entre a
expressao génica observada na matriz € em sua progénie, ja que a suplementacdo de
metionina na dieta das matrizes garantiu maior expressdo de genes relacionados a
capacidade antioxidante na matriz, ¢ também em sua progénie quando submetida ao
estresse térmico na fase de crescimento.
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De maneira geral, nossos resultados demonstram que a suplementagdo de
metionina na dieta da matriz contribui para o desenvolvimento e desempenho da
progénie na fase inicial; e ainda, que sob condicdes de estresse térmico durante a fase de
crescimento, progénies de matrizes alimentadas com dietas suplementadas com
metionina respondem melhor ao ambiente do que progénie de matrizes alimentadas com

dieta sem suplementacdo de metionina.
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Artigo 2. Normas de acordo com: PloS One

Efeito da temperatura no periodo pré-natal sobre o desempenho e metabolismo
oxidativo de codornas de postura expostas ao estresse térmico na fase de
crescimento

Thais Pacheco Santana', Eliane Gasparino®, Angélica Khatlab de Souza?, Claudson de
Oliveira Britol, Leandro Teixeira Barbosal, Susan J Lamont3, Ana Paula Del Vesco'
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*Universidade Estadual de Maringa, Maringa, Brasil
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"Correspondente: apaulavesco@gmail.com

Resumo: Uma das maneiras de minimizar os efeitos negativos do estresse ¢ modificar a
habilidade que os animais tém de responder as condigdes estressantes. Dessa forma,
esse trabalho foi desenvolvido para avaliar se a temperatura ambiente em que as
matrizes sdo criadas poderia preparar a sua progénie para enfrentar ambientes de
desafios na fase de crescimento. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x
2: duas temperaturas para as matrizes (temperatura de conforto ou estresse térmico
continuo- 32°C), e pra cada tratamento das maes, duas temperaturas para sua progénie
(conforto ou estresse térmico intermitente com exposi¢do a alta temperatura por seis
horas na fase de crescimento; 15-35 dias de idade - 34°C). Menor taxa de postura,
menor massa de ovo, menor expressao de metionina sulfoxido redutase A (MSRA),
menor capacidade antioxidante e maior taxa de mortalidade da progénie na fase inicial
(1-15 dias de idade) foi observada em matrizes criadas em condi¢do de estresse térmico
(P<0.05). Na fase de crescimento da progénie, ndo houve efeito da temperatura
ambiental sobre o desempenho ou metabolismo oxidativo da progénie de matrizes
criadas em condig¢do de conforto. Entretanto, quando a matriz foi submetida ao estresse,
menor ganho de peso, menor expressdao de MSRA, maior expressdo de HSP70, maior
conteudo de proteinas carboniladas e menor relacdo H/L foi observada nas progénies
também criadas em condicao de estresse térmico. Nossos resultados mostram que o
estresse térmico vivenciado pela matriz, apesar de ndo apresentar efeitos negativos
sobre o desenvolvimento e desempenho da progénie criada em conforto térmico, esta
associado com menor desempenho e maior nivel de oxidagdo proteica quando a
progénie também ¢ submetida a condi¢do de estresse.

Palavras-chave: alta temperatura, ambiente materno, progénie.
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INTRODUCAO

As altas temperaturas ambientais ainda fazem parte do grupo dos maiores desafios
enfrentados na produgdo animal [1, 2]. O estresse por calor pode provocar efeitos
negativos sobre o desempenho, reduzindo a ingestdo de alimento, o ganho de peso e a
eficiéncia alimentar [3], além de reduzir a capacidade imunolédgica tornando os animais
mais susceptiveis as doengas [1].

Em matrizes, o estresse térmico € ainda relacionado a reduzida taxa de fertilidade,
producdo de ovos, eclodibilidade e nimero de pintainhos nascidos vivos [4]. Além de
inibir a acdo do sistema imune [5], o estresse por calor também atua reduzindo a
capacidade reprodutiva; o calor afeta o sistema neuroenddcrino ativando o eixo
hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPA) que resulta na maior produgdo de corticosterona e
menor producdo das gonadotrofinas FSH (hormoénio foliculo estimulante) ¢ LH
(hormonio luteinizante), e de estradiol. Essa disfun¢do hormonal esta associada a baixa
dominancia de foliculos, menor qualidade da gema, e por fim, reduzida fertilidade nas
aves [6, 7]. Além disso, o estresse provocado pela alta temperatura faz com haja maior
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) [8]. Radical livre ¢ uma espécie
quimica a qual um ou mais elétrons estdo desemparelhados e quando ligado ao oxigénio
sao chamados de ROS [9], e sdo capazes de oxidar e degradar moléculas como
proteinas, lipideos e também causar danos ao DNA [10]. Grande quantidade de ROS
durante o desenvolvimento do pintainho no ovo pode causar maior taxa de morte
embrionaria e pintainhos com menor viabilidade [11].

Ainda no ovo, o desenvolvimento do pintainho pode ser influenciado pelo
ambiente em que a matriz vive. Acredita-se que o ambiente pode influenciar na
expressdo de genes através da regulagdo génica que ocorre devido a mecanismos
epigenéticos que atuam na promog¢ao de mudangas no DNA que podem ser herdaveis;
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dessa forma, a epigenética transgeracional trata da resposta esperada na progénie
devido ao ambiente materno. Seguindo o conceito de epigenética transgeracional,
algumas situagdes vivenciadas pela matriz sdo capazes de preparar a progénie para
enfrentar os desafios aos quais serdo submetidos diariamente sem que haja prejuizos em
seu desenvolvimento, enquanto outras poderiam ser produtoras de fenotipos
indesejaveis para a produgdo animal [12, 13]. Apesar do crescente interesse na area,
poucos estudos ainda estdo sendo desenvolvidos para que esse fato seja melhor
explicado. Em uma pesquisa bastante completa, Zimmer et al. [13] avaliam o efeito do
estresse pré e pos-natal em trés geragdes de codornas, € mostram que as experiencias
pré-natal vivenciadas pela mae nao simplesmente afetaram o fenotipo de sua progénie,
mas também resultaram no mesmo padrio de heranca de enfrentamento da prole,
moldando tracos neuroenddcrinos, fisiologicos e comportamentais [12]. Dessa forma,
esse trabalho foi desenvolvido para avaliar como a temperatura ambiente em que as
matrizes sdo criadas poderia influenciar em como a progénie age para enfrentar
ambiente de desafio na fase de crescimento. De maneira geral, nossos resultados
mostram que o estresse térmico vivenciado pela matriz, apesar de ndo apresentar efeitos
negativos sobre o desenvolvimento e desempenho da progénie criada em conforto
térmico, estd associado com menor desempenho e maior nivel de oxidagdo proteica

quando a progénie também ¢ submetida a condi¢ao de estresse.
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MATERAIS E METODOS
Animais e delineamento experimental

Para avaliar o efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento da progénie, o
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 2: duas temperaturas para as matrizes, e pra cada tratamento das maes, duas

temperaturas para a progénie.

Matrizes

Duzentas codornas japonesas (coturnix coturnix japonica) fémeas de um dia de
idade foram criadas gaiolas coletivas até¢ 98 dias de idade. Durante esse periodo, o
desenvolvimento das aves e a taxa de postura foram acompanhados para
monitoramento. Aos 98 dias de idade, 40 codornas com peso médio de (157,25 g) e taxa
de postura de 85% foram distribuidas em dois tratamentos referentes a temperatura
ambiental: aves que permaneceram em conforto térmico (23°C) (n=10) e aves que
foram criadas em estresse térmico cronico continuo (32°C e 60% UR) (n=30). Durante o
periodo experimental, as aves foram criadas em gaiolas individuais e tiveram livre
acesso a agua e a racao formulada para atender as exigéncias nutricionais de acordo com
Rostagno et al. [14] com 2899 Kcal/Kg de EM, 20,7% de PB, 3,151% de Ca, ¢ 0,33%
de foforo diponivel. As matrizes permaneceram em experimentagdo por 38 dias: 28 dias
antes de comegar a coleta de ovos para incubagdo para garantir que todos os ovos foram
fertilizados durante o periodo experimental, e 10 dias para a coleta de ovos.

A partir da terceira semana de experimento, 30 machos padronizados por peso
(cerca de 161,2 g) tiveram contato diario com as matrizes durante uma hora. O efeito

parental dos machos foi minimizado através da realizacao de rodizio. Os machos foram
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utilizados apenas para o acasalamento, e receberam racdo basal e 4dgua a vontade
durante todo o experimento.

A coleta de ovos para incubacdo foi iniciada a partir do oitavo dia de
acasalamento; durante o periodo de 10 dias, os ovos foram coletados, identificados,
pesados diariamente e armazenados a temperatura ambiente de 23°C. No ultimo dia de
coleta todos os ovos de seis matrizes de cada tratamento foram adaptados a temperatura
do ambiente, armazenados em redes de fruta e entdo transferidos para incubadora
(Chocmaster Luna 240) previamente programada para atingir temperatura de 37°C e
umidade relativa de 60%. Ao final dos 19 dias de incubac¢do os ovos nao eclodidos

foram abertos e classificados como ovos ndo fecundados ou embrides mortos.

Progénie

Ao nascerem todos os pintainhos (140 aves no total) foram identificados, pesados
e alojados de acordo com o ambiente da matriz (Figura 1). Os pintainhos foram alojados
em circulo de protecao previamente aquecido com lampada de aquecimento, contendo
ragdo para fase inicial (Tabela 1) e 4gua a vontade. No periodo de 1-15 dias, todos os
animais foram criados de maneira convencional, em ambiente de conforto térmico.

Aos 15 dias de idade, as progénies de cada matriz foram pesadas e distribuidas em
dois tratamentos referentes a temperatura ambiental: aves que permaneceram em
conforto térmico (23°C) e aves que foram criadas em estresse térmico intermitente com
exposicao a alta temperatura (34°C) por seis horas (periodo compreendido entre 10:00
as 16:00). As aves pertencentes ao mesmo tratamento foram alocadas em gaiolas
coletivas (n=13) (duas aves por gaiola) e tiveram acesso livre a agua e a racao
formulada para atender as exigéncias nutricionais de acordo com Rostagno et al. [14]
durante o periodo experimental).
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Tabela 1. Composi¢ao percentual e valores nutricionais da dieta experimental para codornas de

postura fase inicial e de crescimento

Composicao Percentual (%)

Ingredientes (%)

1 a 14 dias 15 a 35 dias
Milho moido 61.876 65.272
Farelo de soja 34.000 30.600
Sal 0.445 0.605

Oleo vegetal 0.300 -
Calcareo calcitico 1.125 1.405
Fosfato bicélcico 1.530 1.400
L-Lisina HCL 0.123 0.138
DL-Metionina 0.185 0.165
L-Treonina 0.016 0.015
Suplemento vitaminico e mineral’ 0.400 0.400
Total 100.000 100.000
Composicao Energética e Nutricional
1 a 14 dias 15 a 35 dias
Energia Metabolizavel (Kcal/kg) 2898.958 2910.317
Proteina Bruta (%) 20.694 19.395
Calcio (%) 0.855 0.924
Fosforo Disponivel (%) 0.450 0.420
Saodio (%) 0.199 0.260
Aminoacidos Digestiveis (%)

1 a 14 dias 15 a 35 dias
Metionina + Cistina 0.750 0.701
Lisina 1.101 1.030
Treonina 0.727 0.681
Triptofano 0.228 0.210

'Suplemento vitaminico e mineral de crescimento (por Kg do produto): Vit. A —2.270.000 UI/Kg; Vit. E
—6.330 UI/Kg; Vit. Bl — 561 mg/Kg; Vit. B2 — 1.490 mg/Kg; Vit. B6 — 858 mg/Kg; Vit. B12 — 3.500
meg/Kg; Vit. K3 — 450 mg/Kg; Pantotenato Calcio — 2.976 mg/Kg; Niacina — 8.820 mg/Kg; Acido Félico
— 200 mg/Kg; Biotina — 20 mg/Kg; Colina — 86 mg/Kg; Zinco — 19 mg/Kg; Ferro — 14 mg/kg; Manganés
— 20 mg/Kg; Cobre — 3.040 mg/Kg; Todo — 290 mg/Kg; Cobalto 50 mg/Kg; Selénio — 88 mg/Kg;

Etoxiquim — 25 mg/Kg; B.H.A — 20 mg/Kg; Veiculo Q.S.P — 1.000 mg/Kg.
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Avaliagoes

Durante o periodo experimental das matrizes foram avaliados a mudanca no
peso (g), consumo de ragdo (g), conversao alimentar por massa de ovo (CA/MO),
conversao alimentar por duzia de ovos (CA/DO), nimero de ovos, taxa de postura (%),
peso do ovo (g) e massa de ovo (g) conforme descrito em Bastos et al.[15]. As taxas de
eclosdo (%), de ovos férteis (%), e de morte embrionaria (%) foram calculadas de
acordo com Kopenol et al. [16].

O desempenho da progénie foi avaliado nos periodos de 1-14 dias e de 15 a 35
dias de idade.

Ao final do periodo de coleta dos ovos das matrizes e do periodo experimental
da progénie, as aves foram abatidas por deslocamento cervical e exsaguinadas.

Nas matrizes, os 6vulos em fase F1 (6vulos prontos para seram liberados) foram
extraidos do ovario para obten¢do do peso (g) e contagem destes. O peso relativo do
ovario, figado e coracao foi avaliado como (peso do 6rgao/peso da ave) x 100.

Para a anélise de expressdao génica das matrizes e da progénie, uma amostra do
l6bulo esqeudo do tecido hepatico foi coletado em RNAlater™ (Life Technologies do
Brasil, Brasil) e armazenado a -20°C. Para a obtencdo da relacio de
heterofilos/linfocitos o sangue foi coleado em um tubo a vacuo contendo heparina. Para
as analises bioquimicas (capacidade antioxidante total, conteido de proteinas
carboniladas e substancias reativas ao acido tiobarbitarico - TBARS), tecido do figado

foi coletado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

Expressdo génica
Para a andlise de expressdo génica, foram abatidas, por deslocamento cervical,
cinco aves de cada tratamento ao final do periodo experimental de 35 dias e foram
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coletadas amostras de tecido do figado. As amostras foram armazenadas em RNA
Holder® (BioAgency Biotecnologia, Brasil) a -20°C até o momento da extragdo de
RNA.

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as normas do fabricante, na propor¢ao de 1 mL para cada 80 mg
de tecido. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante, para que fosse eliminada uma possivel
contaminagdo com DNA. Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizada o
kit GoScript Reverse Transcription System (Promega, Madison, Wi, EUA), utilizando
4uL de RNA tratado com DNase, seguindo as instrugdes do fabricante.

Para as reacdes de PCR em tempo real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR
GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, EUA). A reacdo de
amplificacdo continha 5 uL de cDNA diluido, 0,5 pL de cada primer a 10 uM (a
concentracao final da reag¢do foi de 200 uM), 12,5 uLL de SYBR® GREEN PCR Master
Mix e 6,5 uL de agua, com um volume final de 25 pL. Para medir a eficiéncia de cada
primer, uma série de reacdes de 25 ul foi realizada semelhante a anterior utilizando SuL
de pool de cDNA a partir de uma diluicdo em série (80 ng/uL, 40 ng/uL, 20 ng/uL e 10
ng/ul). A programacdo do termociclador para todos os genes foi: 95°C durante 10
minutos, em seguida 40 ciclos de desnaturacdo e anelamento/extensdo a 95°C durante
15 segundos e 60°C durante 1 minuto. As curvas de melting foram realizadas para
garantir a especificidade das analises.

Os primers utilizados nas reagdes para a amplificagdo dos genes da glutationa
peroxidase (GPx), glutation sintetase (GSS), proteina do choque térmico 70 (HSP70) e

50



1045

1046

1047

1048

1049

1050

1051

1052

1053
1054

1055
1056
1057

1058

1059

1060

1061

1062

1063

1064

1065

metionina sulfoxido redutase A (MSRA), foram confeccionados com base nas

sequéncias de genes depositados em www.ncbi.nlm.nih.gov (nimero de acesso
NM 001163245.1, XM 425692.3, NM _001006685.1, XM 004935891,
respectivamente), o gene da f-actina (nimero de acesso L08165) foi utilizado como
controle endogeno (Tabela 2). Todas as analises foram realizadas em um volume de 25
uL e em duplicatas.

As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para os genes de interesse,

entre 90% e 110% de eficiéncia.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na reagdo de qRT-PCR

Gene pb' TA (°C)’ Orientacao Sequéncia dos primers (5°-3’)
GPx* 140 60 Forward GGTGCCTCCTTTCCTATGTT
Reverse AGTTCCAGGTTGGTTCTTCTC
GSS 108 60 Forward GTGCCAGTTCCAGTTTTCTTATG
Reverse TCCCACAGTAAAGCCAAGAG
HSP70 65 60 Forward ATGAGCACAAGCAGAAAGAG
Reverse TCCCTGGTACAGTTTTGTGA
MSRA 76 60 Forward ATGACCCGACACAAGGAATG
Reverse TGGGAAAAGGTGTAGATGGC
S-actina 136 60 Forward ACCCCAAAGCCAACAGA
Reverse CCAGAGTCCATCACAATACC

'pb, pares de base; TA, temperatura de anelamento
GPx, glutationa peroxidase; GSS, glutationa sintetase; HSP70, proteina do choque térmico 70; MSRA,
metionina sulfoxido redutase A.

Anadlises bioquimicas

Para a determinacdo da capacidade antioxidante total (%) 100 mg de tecido
hepatico foi adicionado em um tubo de ensaio contendo 1 mL de alcool metilico e
homogeneizado, em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 10
minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido foi transferido para um tubo eppendorf. Em uma
microplaca foram adicionados 22,5 pL do sobrenadante e 277,5 pL de DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo) em duplicata. A placa foi mantida no escuro por 30 minutos e
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em seguida foi realizada a leitura da placa em espectrofotometro (VersaMax™,
Molecular Devices) a 515nm.

Pra determinar o conteido de TBARS 100 mg de tecido hepatido foi adicionado
em um tubo contendo 1 mL de tampado fosfato, homogeneizado e o homogenato
formado foi centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. Apo6s a centrifugacdo 500
uL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 250 pL de &cido
tricloroacético (TCA) 28% diluido em acido cloridrico (HCL) 0,25 N, 250 pL de acido
tiobarbitarico (TBA) 1% diluido em acido acetico 1:1 e 125 pL de butilhidroxitolueno
(BHT) diluido em etanol. A solugdo foi homogeneizada e aquecida a 95°C por 15
minutos. Em seguida a solugdo foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. Em
uma microplaca 300 pL da solugdo, em duplicata, foram utilizadas para determinagao
da concentragdo de TBARS em espectofotometro (VersaMax™, Molecular Devices) a
535 nm. Os resultados foram expressos em nmoles/mg de proteina.

Para dosagem de proteinas carboniladas foram utilizados 200 mg de tecido
hepatico em 1 mL de tampao fosfato (50 mM) e EDTA (1 mM) (pH 6,7). A solugdo foi
homogeneizada e centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
coletado. Para cada amostra dois tubos foram preparados, um tubo para a reagdo com
amostra (A) e o outro para a reagao controle (C). Em ambos os tubos foram adicionados
500 pL de TCA 10%, 300 puL de sobrenadante e 200 puL de tampao fosfato e EDTA. Os
tubos foram homogeneizados brevemente no vortex e entdo centrifugados a 5.000 xg
por 10 minutos a 4°C. No tubo A foi adicionado 500 pL. de DNPH (10 mM) e no tubo C
500 pL. de HCL (2,5 N). Os tubos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por
30 mintos, a cada 15 minutos as amostras foram homogeneizadas brevemente no vortex.
Em ambos os tubos foram adicionados 500 pL de TCA 10%, homogeneizados e
centrifugados a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi centrifugado e em
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todos os tubos foram adicionados 1 mL de etanol e acetato de etila (1:1), vortex
novamente e os tubos foram centrifugados a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. Novamente
o sobrenadante foi descartado de ambos os tubos (A e C), adicionado 1 mL etanol e
acetato de etila (1:1), homogeneizado e centrifugado a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado de ambos os tubos, nos tubos A e C foi adicionado 1 mL de
SDS (6%), homogeneizados no vortex e centrifugados a 10.000 xg por 110 minutos a
4°C. Para a leitura em espectrofotdmetro (VersaMax™, Molecular Devices) a 370 nm
foi utilizado 200 pL do sobrenadante, em duplicata.

O contetdo de proteina de cada amostra foi obtido pelo método descrito por Bradford

[17].

Relagao heterofilos/linfocitos

Para determinar a relagdo entre heterofilos e linfocitos um esfregaco hematolédgico
foi confeccionado. Uma amostra de 10 pl sangue foi depositada em uma lamina
microscopica, com outra ladmina (distensora) fez-se um leve movimento para tras, até
que a gota de sangue se espalhesse até as bordas, e entdo esta foi distendida a sua
extremidade. As ldminas foram secas ao ar e entdo coradas seguindo as recomendacdes
descritas no kit de coloracdo (Instant Prov, Coloracdo Hematolégica, Newprov). Em um
microscopio eletronico 100 células (heterofilos e linfocitos) foram contadas para

calcular a relagdo entre essas duas células.

Andlise estatistica

O método 2" foi utilizado para as analises de quantificagio relativa. Para todos
os dados, o efeito de dieta para as matrizes foi avaliado através da ANOVA. Para
avaliar como o efeito do ambiente materno influencia nas respostas da progénie ao

ambiente a qual sdo submetidos, o efeito de ambiente da progénie foi avaliado dentro
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das dietas das matrizes. Para avaliar a possivel heranga genética herdada a partir de
mecanismos epigenéticos, o efeito do ambiente materno foi avaliado dentro do ambiente
da progénie (JMP software, SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Peso ao nascimento nao
foi incluido no modelo, ja que essa correcdo poderia mascarar os efeitos causados pela
dieta das matrizes sobre o desenvolvimento dos pintainhos antes da eclosdo [18]. Todos
os resultados s3o apresentados como médias e erro padrdo agrupado. A correlacdo de
Pearson foi utilizada para avaliar a relacdo entre a expressdo génica observada nas

matrizes € em sua progénie, e para avaliar a associacdo entre os genes avaliados.

RESULTADOS
Efeito da temperatura ambiental sobre o desempenho das Matrizes

O efeito da temperatura ambiental foi avaliado sobre o desempenho das matrizes
em fase de reproducdo (Tabela 3). Como esperado, matrizes que foram criadas em
condicdo de estresse térmico apresentaram menor taxa de postura (cerca de 28% menor)
e menor massa de ovos que matrizes em condi¢cdo de conforto (P<0.05). Nao foi
observado, entretanto, efeito da temperatura sobre o peso do ovo, taxa de eclosdo, taxa

de eclosdo de ovos férteis, e sobre o peso do nascimento dos pintainhos.
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Tabela 3. Caracteristicas de desempenho de matrizes de codornas japonesas em fase de
reprodugao

Ambiente
Caracteristicas Conforto AT? EP P valor
PI, g1 160,00 165,83 6,35 0,5307
PF, g 173,33 171,67 3,45 0,7402
CR, g/g 850,00%* 625,17 70,87 0,0487
CMO, g/g 2,74 2,77 0,23 0,9142
CDZ, g/dazia 2,48 2,56 0,19 0,7727
NO, n 28,66* 20,17 1,08 0,0002
TXP, % 95,55* 67,22 3,60 0,0002
PO, g 10,93 11,17 0,32 0,6034
MO, g 313,61%* 224,53 13,27 0,0008
TXE, % 68,51 62,47 7,38 0,5750
TEOF, % 71,69 75,59 7,11 0,7061
PN, g 7,72 7,98 0,15 0,2174

P, peso inicial (g); PF, peso final (g); CR, consumo de racdo (g); CMO, conversdo alimentar por massa
de ovo (g/g); CDZ, conversao alimentar por dizia de ovo (g/duzia); NO, nimero de ovos (n); TXP, taxa
de postura (%); PO, peso do ovo (g); MO, massa de ovo (g); TXE, taxa de eclosdo (%); TEOF, taxa de
eclosdo por ovos férteis (%); PN, peso ao nascimento da progénie (g).'AT, alta temperatura. Os resultados
sdo apresentados como médias e seus erros padrio (EP). "Os asteriscos representam diferengas
significativas pelo teste de F (P<0,05).

Nao foi observado efeito do ambiente sobre o nimero e peso de foliculos prontos,

ou o peso relativo do ovario, figado, coracdo e bago (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de foliculos e peso relativo de o6rgdos de matrizes de codornas
japonesas em fase de reproducado

Ambiente

Conforto AT EP P valor
NF1, n* 4,20 4,10 0,31 1,0000
PFl, g 1,32 1,13 0,13 0,3325
Ovario, % 3,66 3,45 0,30 0,6491
Figado, % 2,82 3,03 0,17 0,4135
Coragao, % 0,81 0,85 0,01 0,3497
Baco, % 0,05 0,04 0,01 0,4748

*NFG, niimero de foliculos prontos para serem liberados (n); PFG, peso dos foliculos prontos para serem
liberados (g). AT, alta temperatura. Os resultados sdo apresentados como médias e seus erros padrao
(EP).

Observamos menor expressao do gene MSRA (Figura 2) e capacidade antioxidante
(Figura 3) em matrizes criadas em condi¢des de estresse térmico. Nao houve efeito

significativo da temperatura ambiental sobre os demais parametros avaliados.
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Figura 2. Efeito da temperatura ambiental sobre a expressdo de glutationa peroxidase (GPx) (A),
glutationa sintetase (GSS) (B), proteina do choque termlco (HSP70) (C) e metionina sulfoxido redutase
(MSRA) (D) no figado das matrizes. AT, alta temperatura. "0 asterisco representa diferenca significativa
pelo teste de F (P<0,05). Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria (UA).
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Figura 3. Efeito da temperatura ambiental sobre a capacidade antioxidante (%) (A); o conteudo de
TBARS (nmol/mg de proteina) (B); proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina) (C)

e relagdo heterofilos:linfocitos (H/L) (D). AT, alta temperatura.

significativa pelo teste de F (P<0,05).

* . .
O asterisco representa diferenca
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Efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento da progénie na fase inicial (1-15
dias de idade)

Para a avaliagdo do efeito do ambiente materno na fase inicial da progénie, todos
os pintainhos foram criados sob as mesmas condigdes ambientais até os 15 dias de
idade. Podemos observar menor taxa de mortalidade entre as progénies de matrizes
criadas em conforto quando comparados aos das matrizes criadas em estresse térmico,
17,94% vs 24,13%, respectivamente; entretanto, nao houve efeito do ambiente materno

sobre o peso aos 15 dias e sobre o ganho de peso no periodo (Figura 4).

(A) (B)
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2 "
20
15
10

Conforta P15D (o)
mConforto WAT
C D
() 0 D) .
35
5
30 2
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20 15
15 1
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Figura 4. Efeito da temperatura ambiental materna sobre a taxa de mortalidade (A) e desempenho da
progénie na fase inicial (1-15 dias de idade) (B; C; D). P15D, peso da progénie aos 15 dias de idade; GP,
ganho de peso; CA, conversdo alimentar. AT, alta temperatura.

Efeito do ambiente materno sobre o desenvolvimento da progénie na fase de
crescimento

Aos 15 dias de idade, a progénie de cada matriz foi dividida em duas temperaturas
ambientais ¢ o efeito do ambiente materno foi avaliado dentro de cada grupo

experimental (Figura 5). Nao foi observado efeito do ambiente da matriz sobre o
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desempenho da progénie criada em conforto térmico. Entretanto, para a progénie criada
em estresse, observamos que os filhos de matrizes criadas em estresse térmico

apresentaram menor ganho de peso que aves filhas de matrizes criadas em conforto.
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Figura 5. Efeito da temperatura ambiental materna sobre peso da progénie aos 15 dias de idade (A), peso
aos 35 dias de idade (B) e ganho de peso (C). AT, alta temperatura. M-Conforto, matrizes criadas em
conforto térmico; M-AT, matrizes criadas sob alta temperatura. “As comparagdes sdo feitas dentro do
ambiente da progénie e o asterisco representa diferenca significativa pelo teste de F (P<0,05).

Com relacdo aos parametros oxidativos e de indicagdo de estresse, avaliando o
efeito do ambiente da matriz para a progénie criada em estresse térmico, observamos
que aves filhas de matrizes criadas sob alta temperatura apresentaram maior expressao
do gene HSP70 e menor expressdo de MSRA (P<0,05). Para a progénie criada em
condicdo de conforto, a progénie de matrizes criadas em AT apresnetaram maior
expressao de GSS e HSP70 que a progénie de matrizes que permaneceram em conforto

térmico (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da temperatura ambiental materna sobre a expressdo dos genes da glutationa peroxidase
(GPx) (A), glutationa sintetase (GSS) (B), proteina do choque términco 70 (HSP70) (C) e metionina
sulfoxido redutase A (MSRA) (D) no figado da progénie aos 35 dias de idade. AT, alta temperatura. ~As
comparagdes sdo feitas dentro de ambiente da progénie e os asteriscos mostram diferengas significativas
pelo teste de F (P<0,05). Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria (UA).

Avaliando os resultados de correlagdo na progénie, podemos observar correlagdo

positiva entre a expressdo génica dos genes GPx e HSP70 (0.66; P=0.0020), GPx e

MSRA (0.7; P=0.0007) e GSS e HSP70 (0.61; P=0.0047) (Tabela 5 ).
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Tabela 5. Coeficientes de corelacdo de Pearson entre a expressdo de GPx, GSS, HSP70 ¢ MSRA de
matrizes e sua progénie

Correlacao de Pearson

GPX(MI) GPX(p) GSS(M) GSS(p) HSP70(M) HSP70(p) MSRA(M) MSRA(IJ)

GPx ., 1 006 024 017 0.17 0.05 0.14 -0.06
GPx,y, 1 001 0.4 0.03 0.66*  -0.10 0.7*
GSS) 1 0.20 0.05 0.23 0.60*  -0.18
GSS», 1 0.39 0.61% 0.18 0.10
HSP70,, 1 0.10 0.27 0.16
HSP70,5, 1 -0.23 0.33
MSRA 4, 1 0.03
MSRA,p, 1

'GPx(M), glutationa peroxidase na matriz; GPx), glutationa peroxidase na progénie; GSSn), glutationa
sintetase na matriz; GSS(p), glutationa sintetase na progénie; HSP70, proteina do choque térmico 70 na
matriz; HSP70p), proteina do choque térmico 70 na progénie; MSRA ), metionina sulfoxido redutase A
na matriz, MSRAp), metionina sulfoxido redutase A na progénie. *Os asteriscos mostram correlacdo
significativa (P<0,05).

Avaliando o efeito do ambiente da matriz para a progénie criada em estresse
térmico, observamos também que aves filhas de matrizes criadas sob alta temperatura
apresentaram maior conteido de proteinas carboniladas ¢ menor relagdo H/L que aves
filhas de matrizes criadas em conforto térmico. Ndo foram observados efeitos do

ambiente materno sobre nenhuma das caracteristicas avaliadas para codornas criadas em

conforto térmico (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da temperatura ambiental materna sobre o contetido de TBARS (nmol/mg de proteina)
(A); capacidade antioxidante (%) (B) e proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina)
(C) (C) e relacao heterofilos:linfocitos (H/L) (D) da progénie aos 35 dias de idade. AT, alta temperatura.
"As comparagdes sdo feitas dentro de ambiente da progénie e os asteriscos mostram diferengas
significativas pelo teste de F (P<0,05).

Efeito da temperatura ambiental no desempenho da progénie na fase de crescimento
Para avaliar como a progénie responderia ao seu proprio ambiente devido ao
ambiente materno, o efeito da temperatura ambiental da progénie foi avaliado dentro de
cada ambiente materno (Tabela 6). Para as progénies de matrizes criadas sob alta
temperatura, observamos que aves criadas em condi¢do de estresse apresentaram menor
ganho de peso que aves criadas em conforto (76,45 g vs 87,17 g). Nao houve efeito de
ambiente para as progénies de matrizes criadas em conforto térmico sobre nenhuma

caracteristica de desempenho.
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Tabela 6. Efeito da temperatura ambiental sobre o desempenho da progénie na fase de crescimento

Matrizes em Conforto Matrizes em AT
Conforto AT? EP P valor Conforto AT EP P valor
P15, g1 40.53 42.07 1.71 0.5446 41.11 43.11 1.96 0.4768
P35, g 130.73 128.23 3.56 0.6358 128.28 119.57 3.66 0.5562
GP, g 90.20 86.15 3.39 0.4242 87.17* 76.45 3.51 0.0369
CR, g 369.85 435.33 31.98 0.1748 384.24 421.52 39.57 0.7239
CA, g/g 4.16 5.27 0.45 0.1066 4.54 5.54 0.55 0.5948

'P15, peso da progénie aos 15 dias de idade (g); P35, peso da progénie aos 35 dias de idade (g); GP, ganho de peso (g); CR, consumo de ragdo (g); CA, conversio alimentar;
AT, alta temperatura. Os resultados sdo apresentados como médias e seus erros padrio (EP). “As comparagdes sdo feitas dentro do ambiente materno e o asterisco mostra

diferenca significativa pelo teste de F (P<0,05).
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Avaliando o efeito da temperatura ambiental da progénie sobre a expressdao
génica, observamos que para a progénie de matrizes criadas em conforto térmico, maior
expressdo de GSS e MRSA foi apresentada por aves criadas em AT. J4 para a progénie
de matrizes criadas em condi¢do de estresse térmico, maior expressdo de HSP70 foi

também observada em aves criadas sob alta temperatura (Figura 8).

(Al (B

0,07 0,06

0,06 0,05

0,05 0,04
004 v 0,02
o 0,03 %

0,02 0,02

0,01 0,01

0 ]
M-Conforto M-AT M-Conforto M-AT
ic) mConforto mAT (D) = Conforto mAT
%
— *

05 07

04

03 =T
N %
o 02 =
T

01

0
M-Canforto M-AT M-Corforto M-AT
mConforto mAT B Conforto WAT

Figura 8. Efeito da temperatura ambiental sobre a expressdo de glutationa peroxidase (GPX) (A),
gltationa sintetase (GSS) (B), proteina do choque térmico 70 (HSP70) (C) e metionina sulfoxido redutase
A (MSRA) (D) no figado da progénie aos 35 dias de idade. M-Conforto, matrizes criadas em conforto
térmico; M-AT, matrizes criadas sob alta temperatura. AT, alta temperatura. As comparagdes sdo feitas
dentro do ambiente materno e os asteriscos representam diferengas significativas pelo teste de F (P<0,05).
Os resultados sdo expressos como unidade arbitraria (UA).

Para a progénie de matrizes criadas em condigdo de estresse térmico, também
observamos maior conteudo de proteinas carboniladas e menor relagdo H/L em
codornas criadas em condicdo de estresse quando comparada a progénie criada em
conforto térmico. Nao houve efeito de ambiente para a progénie de matrizes criadas em

condi¢do de conforto térmico (Figura 9).
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Figura 9. Efeito da temperatura ambiental sobre o conteudo de TBARS (nmol/mg de proteina) (A);
capacidade antioxidante (%) (B) e proteinas carboniladas (nmol de grupos carbonils/mg de proteina) (C)
e relagdo heterofilo:linfocito (H/L) da progénie aos 35 dias de idade. M-Conforto, matrizes criadas em
conforto térmico; M-AT, matrizes criadas sob alta temperatura. AT, alta temperatura. As comparagdes
sdo feitas dentro do ambiente materno e os asteriscos representam diferencgas significativas pelo teste de F

(P<0,05).

DISCUSSAO

Em nosso trabalho, matrizes criadas em alta temperatura durante a fase de postura
apresentaram menor desempenho que matrizes em condicao de conforto térmico. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por El- Tarabany et al. [2], onde codornas
de postura criadas em estresse térmico apresentaram menor consumo de ra¢do, menor
numero de ovos produzidos € menor massa de ovo. Apesar dos complexos mecanismos
de atuacdo do estresse térmico sobre a producdo e qualidade do ovo ainda ndo serem
completamente entendidos, alguns fatores podem contribuir para os resultados
geralmente observados em aves submetidas ao estresse durante a fase de postura, como

por exemplo a reduzida atividade ovariana devido a baixa ingestdo de alimentos [19]; de
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acordo com Song et al. [20], o estresse térmico desempenha um papel tnico sobre
importantes neuropeptidios relacionados ao controle do apetite em aves, como 0s
hormdnios grelina e colecistoquinina, o que pode resultar em reduzido consumo de
racdo e menor producdo de ovos.

Menor atividade ovariana, seguida de menor produgdo de ovos também poderia
ser resultado de alterada atividade de neurotransmissores [21], ou devido ao menor
fluxo sanguineo destinado ao ovario, menor secre¢do de T3, estrogénio e progesterona,
e de secrecao do hormdnio foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) observada em
aves em condi¢do de estresse térmico [22]. Rozemboin et al. [23] sugerem um possivel
efeito direto do estresse térmico sobre a atividade ovariana através da redugdo dos
hormdnios esteroides no plasma e da expressdo de enzimas esteroidogénicas nos
foliculos, o que pode atuar impedindo o desenvolvimento dos foliculos [24, 25, 26].

Quando submetidas ao estresse térmico, além do desempenho, o estado oxidativo
das aves também ¢ comprometido como pode ser observado através da menor
capacidade antioxidante total observada no figado de matrizes criadas em alta
temperatura (Figura 1). Zhang et al. [27] mostram que aves criadas em estresse térmico
apresentam menor niveis de glutationa (GSH) e menor atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) que leva a reduzida capacidade antioxidante e aumentado conteudo de
MDA, diminuindo a capacidade da ave de combater o ROS. Em nosso trabalho, a
reduzida capacidade antioxidante observada em matrizes criadas em condicdo de
estresse pode ser devido também a menor expressdao de MSRA. A metionina sulfoxido
atua convertendo residuos de metionina oxidada (metionina sulféxido) e eliminando a
acdo do ROS. Diversos estudos tem demonstrado a capacidade da MSRA de reduzir os

danos causados pelo estresse oxidativo [28].
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O estresse térmico materno durante a fase de postura também tem sido apontado
como responsavel por alteragdes metabolicas que prejudicam o desempenho
embriondrio, a eclodibilidade e o desempenho da progénie [29]. De acordo com os
autores, a menor eclodibilidade poderia estar associada a perturbacdo da fungdo
hormonal ou a redugdo da penetracdo de espermatozoides nos ovulos de aves com
temperatura corporal elevada resultando em maior mortalidade embriondria. Em nosso
trabalho ndo observamos efeito do ambiente da matriz sobre o peso do ovo, taxa de
eclosdo, taxa de eclosdo de ovos férteis, ou sobre o desempenho da sua progénie na fase
inicial. Esse resultado pode ser devido a selecdo inicial feita durante a condu¢do do
experimento, ja que das 30 matrizes criadas em condi¢do de estresse térmico, foram
incubados apenas os ovos das seis matrizes que foram consideradas superiores de
acordo com a taxa de postura, consumo de ragdo, tamanho e peso do ovo. Mesmo
antecipando que os efeitos do estresse térmico poderiam ser reduzidos, essa medida foi
tomada para permitir a execugdo do experimento, ja que para ser avaliada cada matriz
deveria ter pelo menos dois filhos avaliados em cada ambiente na fase de crescimento.

De acordo com Dixon et al. [12], diversos fatores que afetam o ambiente ao qual o
embrido € exposto antes da postura ou antes da eclosdo pode afetar o desenvolvimento
da progénie. Ainda de acordo com os autores, o estresse aplicado ao ambiente materno
pode atuar através de herancas epigenéticas para determinar o fenotipo da progénie. A
exposicao da matriz as condig¢des de estresse poderia promover adaptagdes de tal forma
que as geragdes seguintes responderiam melhor quando submetidas a desafios no futuro
[30]. Isso porque uma das maneiras de minimizar os efeitos negativos do estresse, ¢
modificar a habilidade que os animais tem de responder as condi¢des estressante, e de
acordo com Zulkifli et al. [31], ha evidencias de que experiéncias estressantes no
periodo pré-natal poderia contribuir para a reposta dada a estimulos adversos
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subsequentes. Ainda de acordo com os autores, nem sempre os animais devem ser pré-
condicionados ao mesmo estressor para ter sua resposta futura melhorada; avaliando o
efeito do condicionamento ao calor e a restrigdo de alimentos nos primeiros dias de
vida, os autores observaram que quando as aves foram expostas ao estresse térmico aos
35 dias de idade, apresentaram menor relagdo H/L que aves que ndo haviam passado
pelo condicionamento anterior. Os resultados, entretanto, ndo mostram evidéncias claras
que a combinagdo de fatores aplicados nos primeiros dias de vida poderia contribuir
para as respostas fisioldgicas ao estresse enfrentado posteriormente.

Por outro lado, condigdes adversas vivenciadas pela geragdo materna também
pode ser associada a produgdo de progénie mais susceptivel a diferentes desafios e
doengas [32]. Ja que as respostas da progénie podem ser moldadas pelo padrao de
heranca transmitido pela geracdo parental [13], pode ser esperado que quando criados
em estresse térmico, as progénies de matrizes criadas em alta temperatura também
apresentariam menor desempenho [13]. Avaliando os resultados da progénie durante a
fase de crescimento, observamos que quando a matriz foi submetida ao estresse, as
progénies também criadas em estresse térmico obtiveram menor ganho de peso, menor
expressao de MSRA, maior expressao de HSP70, maior conteudo de proteinas
carboniladas e menor relacio H/L que as progénies criadas em condi¢do de conforto.
Entretanto, quando a progénie de matrizes criadas em conforto foram submetidas ao
estresse na fase de crescimento, nos observamos maior expressao de GSS e MSRA, que
pode ter contribuido para aumentar a capacidade antioxidante, e assim, manter os niveis
de proteina carbonilada e de oxidagdo lipidica semelhantes as aves criadas em conforto.
Esses resultados em conjunto indicam que o efeito do estresse térmico sofrido pela
matriz pode potencializar os efeitos maléficos do estresse no ambiente futuro da
progénie.
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De maneira geral, nossos resultados mostram que o estresse térmico vivenciado
pela matriz, apesar de ndo apresentar efeitos negativos sobre o desenvolvimento e
desempenho da progénie criada em conforto térmico, estd associado com menor
desempenho e maior nivel de oxidacdo proteica quando a progénie também ¢ submetida
a condicdo de estresse. Esses resultados podem ser devidos a menor expressao de MSRA

observada nas matrizes e em sua progénie quando submetidas ao estresse térmico.
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