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Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar o ganho de peso e a expressdo génica do mRNA GHR
(receptor do hormonio do crescimento) no figado e musculo do peito de frangos de corte alimentados com
dietas contendo duas fontes de suplementacdo de metionina. Foram utilizados frangos de corte de 22 a 42
dias de idade, distribuidos em trés tratamentos. Ao final do periodo experimental, as aves foram abatidas
por deslocamento cervical, e o figado e o misculo do peito foram coletados para extragdo do RNA total.
O cDNA foi amplificado usando primers especificos para os genes analisados na qRT-PCR. A
suplementacdo de DL-metionina proporcionou significativamente maior expressdo de GHR no figado das
aves. Sendo este tratamento responsdvel também pelo melhor ganho de peso observado. A expressdo do
gene GHR no figado € influenciada pela adi¢ao de metionina, sendo a maior quantidade d¢ mRNA GHR
e melhor resultado de ganho de peso observados nos animais que receberam suplementacdo de DL-
metionina na dieta.

Palavras—chave: DL- metionina, hormo6nio do crescimento, MHA, mRNA
mRNA GHR expression in response to methionine supplementation in broilers diets

Abstract: The objective of this work was to evaluate weight gain and gene expression of GHR (growth
hormone receptor) in the liver and breast muscle of broilers fed diets containing two sources of
methionine supplementation. Broilers from 22-42 days old were divided into three groups. At the end of
the experiment, chicks were killed by cervical dislocation, and liver and breast muscle were collected for
total RNA extraction. The cDNA was amplified using specific primers for the genes analyzed in qRT-
PCR. The DL-methionine supplementation provided significantly higher expression of GHR in the liver
of the poultry, and also better weight gain was observed. The GHR gene expression in liver was
influenced by the addition of methionine. Also higher quantities of GHR mRNA and much better results
on weight gain were observed in animals treated with diets supplemented with DL-methionine.
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Introducao

Caracteristicas produtivas importantes para o sucesso na producdo de aves sdo influenciadas por
diversos mecanismos bioldgicos. Entre estes, estdo os hormdnios relacionados ao crescimento e a dieta
disponibilizada para os animais. O GH (hormdnio do crescimento) ¢ um importante regulador do
crescimento e da composicdo corporal. Seus efeitos sdo promovidos principalmente através da
estimulagdo da sintese e liberagdo do IGF-I (Fator de crescimento semelhante a insulina I), por intermédio
do receptor do hormoénio do crescimento (GHR) (Kita et al., 2005).

Em fun¢fo da exigéncia em metionina, a suplementacdo de fontes industriais dessa substincia na
dieta de aves € importante para se alcangar o desempenho adequado. Apesar dos relatos na literatura
referentes a influéncia da suplementacdo de metionina sobre o desempenho de frangos de corte, ha
poucos estudos realizados mostrando essa influéncia ou de outros nutrientes sobre a expressido génica.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o ganho de peso e a expressdo génica do GHR no
figado e miusculo do peito de frangos de corte alimentados com dietas contendo duas fontes de
suplementacio de metionina.
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Material e Métodos
Frangos de corte machos de 22 dias de idade foram distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos (Tabela 1), com cinco repeticdes e 30 aves por box, totalizando 350
aves. As ragdes experimentais foram formuladas a base de milho, sorgo, farelo de soja e farinha de carne
e visceras, segundo recomendacdo de Rostagno et al. (2005). Em todo periodo experimental, os animais
tiveram livre acesso a dgua e racdo.

Tabela 1- Tratamentos experimentais

Tratamento Fonte Niveis Quantidade de metionina na
de suplementacio racdo (%)
(%)
1 - - 0,52
2 DL-metionina 0,24 0,75
3 Metionina hidroxi andloga (MHA) 0,33 0,75

Ao final do periodo experimental proposto (42 dias de idade), seis animais de cada tratamento
foram eutanaseados por deslocamento cervical e os tecidos do figado e peito (Pectoralis superficialis)
foram coletados e armazenados 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¢do de 1mL para cada 100 mg de
tecido. A concentragdo total de RNA foi mensurada usando espectrofotometro no comprimento de onda
de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio 10%
e visualizado em luz ultravoleta. Para confeccio do cDNA, foi utilizado o kit SuperScripptTM III First-
Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil), de acordo com as normas do fabricante. As
amostras de cDNAforam armazenada a -20°C até o momento do uso. Para as reagdes de PCR em tempo
real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Mdster Mix (Applied
Biosystems, USA). As andlises de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho StepOnePlus v.2.2
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Os primers utilizados nas rea¢des foram desenhados de acordo
com a sequéncia do gene GHR depositada no site www.ncbi.nlm.nih.gov (n° de acesso- NM001001293),
usando o site www.idtdna.com. O gene da B-actina foi utilizado como controle endégeno. Os primers
para P-actina foram desenhados de acordo com a sequéncia depositada no GeneBank (no. Acesso
L08165). Todas as andlises foram realizadas em um volume de 25 uL e em duplicatas.

O método 2“7 foi utilizado para as andlises de quantificacio relativa. A anlise estatistica foi
realizada por metodologia de Inferéncia Bayesiana. Foi considerado que a resisténcia (Y;) segue
distribui¢io de Normal. Para cada w; e o; > foram consideradas a priori distribui¢des ndo-informativas.
Foram realizadas compara¢des miiltiplas entre as distribui¢des a posteriori das médias. A obtencdo das
distribui¢cdes marginais a posteriori para todos os parametros foi por meio do pacote BRugs do programa
R (R Development Core Team, 2011). A convergéncia das cadeias foi verificada por meio do pacote
CODA do programa R.

Resultados e Discussao
Quando comparado a expressdo de mRNA GHR no figado e no misculo, pode-se observar que
ocorre maior expressdo no figado independente da dieta oferecida. A expressdo deste gene no musculo
ndo foi influenciada pela suplementacdo de metionina. Entretanto, no figado, foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos basal e segundo nivel de DL-metionina, sendo observada maior
expressdo nos animais que consumiram dieta com a adi¢do deste aminoacido (Figura 1).
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Figura 1- Expressio de mRNA GHR no figado e musculo de frangos de corte. Os resultados sdo
apresentados como médias a posteriori e seus desvios padrdes representados pelas barras verticais. Letras
diferentes representam diferencas estatisticas pelo intervalo de 95% de credibilidade.

O crescimento € devido em grande parte a deposi¢do protéica, esta por sua vez, é dada por um
balango entre a sintese e a degradagdo de proteina pelo metabolismo animal. Autores afirmam que estes
dois caminhos distintos sdo produtos da mesma rota bioldgica (Sacheck et al., 2004), e que a
concentracdo hormonal e a dieta sdo fatores que podem determinar qual destes ird prevalecer. Neste
estudo, foi observado que a suplementagio de qualquer uma das duas fontes de metionina levou a melhor
ganho de peso (Figura 2), quando comparado a animais que receberam dieta basal, isso se deve em parte,
ao fato de que a metionina participa ndo apenas na sintese protéica, mas também em outras reagdes
metabdlicas importantes, para manter o desempenho adequado.
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Figura 2- Ganho de peso dos frangos de corte. Os resultados sdo apresentados como médias a posteriori e
seus desvios padrdes representados pelas barras verticais. Letras diferentes representam diferencas
estatisticas pelo intervalo de 95% de credibilidade.

Conclusoes
A expressdo do gene GHR no figado € influenciada pela suplementa¢do de metionina, sendo, a
maior quantidade mRNA GHR e melhor resultado de ganho de peso observados nos animais que
receberam suplementagdo de DL-metionina na dieta.
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