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Resumo:

Este estudo teve como objetivo avaliar se o periodo jejum solido (0, 2, 4, 6 e 8
horas) influencia a expresséao do gene enddgeno (B-actina) e do gene alvo glutationa
peroxidase 3 (GPX3) no jejuno de frangos de corte com 42 dias de idade. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos referentes ao periodo de jejum solido (O, 2, 4, 6 e 8 horas) e trés
repeticbes por tratamento. As aves foram criadas de maneira convencional em
gaiolas coletivas (4 aves/gaiola), em ambiente com temperatura controlada até os 42
dias de idade, quando entdo as aves foram submetidas aos periodos de jejum: O
hora (n=12 aves), 2 horas (n=12), 4 horas (n=12 aves), 6 horas (n=12 aves) e 8
horas (n=12 aves). ApGs cada periodo de jejum, seis animais de cada tratamento
(n=6), foram abatidos por deslocamento cervical, para a coleta do jejuno. Durante
todo o periodo experimental os animais tiveram livre acesso a agua e a ragdo. A
expressdo dos genes enddgeno (B-actina) (P=0,4843) e alvo (GPX3) (CT GPX3-
P=0,5074; AACT GPX3 - P=0,1227) no jejuno de frangos de corte com 42 dias de
idade nao foi influenciada pelos periodos de jejum avaliados. Esses resultados
indicam que o jejum solido de até oito horas pode ser aplicado nos animais destinados
a este tipo de analise quando necessario, sem causar danos celulares no jejuno como,
por exemplo, a degradacédo do tecido e a oxidacdo de biomoléculas que poderiam
interferir na expresséao de diferentes genes.

Introducéo

O jejum solido pré-abate é uma pratica comum na industria avicola, sendo
realizado com a finalidade principal de esvaziar o trato gastrointestinal das aves com
0 intuito de evitar a contaminacdo de carcagas com residuos alimentares ou
intestinais (Ludtke et al., 2001). Segundo Ludtke et al. (2001) quando o jejum &
aplicado de maneira correta, ndo existe interferéncia negativa do jejum sobre os
parametros de bem estar animal e qualidade da carne. O periodo de jejum ideal
recomendado por Ludtke et al. (2001) é de oito a dez horas, sendo ressaltado que
este periodo pode se estender até 12 horas, mas ndo deve ser excedido ao periodo
12 horas. Para a realizagdo de determinadas analises experimentais € necessario
gue os frangos antes da coleta das amostras bioldgicas, sejam submetidos a um
determinado periodo de jejum, a fim de evitar que algumas analises possam ser
prejudicadas. Seja pela interacdo dos nutrientes com os metabdlitos sanguineos, ou
pela presenca de particulas de racdo no Iumen intestinal que pode danificar a
estrutura das vilosidades (Zavarize et al., 2012). Além disso, 0 jejum quando
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aplicado por longo periodo pode causar a ruptura do epitélio intestinal (Gilani et al.,
2017), e todos esses fatores podem resultar em medidas incorretas e imprecisas.

Normalmente, devido a sua funcéo regulatoria a B-actina tem sido utilizada na
analise de expressdo génica, como controle endogeno da reacdo. Tanto o gene [3-
actina, como outros genes enddgenos, como regra geral devem apresentar nivel de
expressdo estavel em diferentes tipos celulares, tecidos, estagios de
desenvolvimento, e principalmente n&o deve sofrer alteracdes devido aos
tratamentos experimentais (Livak e Schmittgen, 2001). Garantindo assim a sua
eficiéncia nos processos de analises de expressdo génica. Ao se estudar a
expressao relativa de um gene alvo, como por exemplo, a glutationa peroxidase 3
(GPX3), utiliza-se o controle endégeno para normalizar e assim excluir possiveis
erros experimentais oriundos de variacdes ao longo da analise, 0 que permite a
obtencédo de resultados mais confiaveis. A glutationa peroxidase (GPx) faz parte do
sistema de defesa antioxidante do organismo, sendo uma relevante enzima frente a
substancias reativas nocivas formadas durante o metabolismo do oxigénio, como
peréxidos de hidrogénio e seus derivados. Kohrl et al. (2000) consideraram a GPx
uma “enzima emergencial”’ responsavel por prevenir os efeitos do estresse oxidativo.

O jejum €é uma pratica que pode desencadear diferentes processos
metabdlicos, assim como interferir na expressao de diferentes genes e proteinas. O
estabelecimento de um protocolo adequado com relacdo ao tempo de aplicacédo de
jejum é fundamental para conducdo de pesquisas cientifica em nutrigenémica.
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo do gene enddgeno
B-actina e do gene alvo GPX3 no jejuno de frangos de corte (42 dias) submetidos a
diferentes periodos de jejum sdlido (0, 2, 4, 6 e 8 horas).

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi,
pertencente a Universidade Estadual de Maringa. Um total de 60 frangos de corte
machos (Cobb 500) de um dia de idade foram utilizados. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
referentes ao periodo de jejum (0, 2, 4, 6 e 8 horas) e trés repeticdes por tratamento.
As aves foram criadas de maneira convencional em gaiolas coletivas (4 aves/gaiola),
em ambiente com temperatura controlada de acordo com o manual da Cobb até os
42 dias de idade, quando entdo as aves foram submetidas aos periodos de jejum de
0 hora (n=12 aves), 2 horas (n=12), 4 horas (n=12 aves), 6 horas (n=12 aves) e 8
horas (n=12 aves). ApGs cada periodo de jejum, seis animais de cada tratamento
(n=6) escolhidos com base no peso médio da gaiola, foram abatidos por
deslocamento cervical aos 42 dias de idade, para a coleta do jejuno. As amostras do
jejuno foram coletadas, abertas longitudinalmente e lavadas com soro fisioldgico
estéril gelado (4°C), e em seguida foram conservadas em nitrogénio liquido e
posteriormente foram armazenadas em freezer a -80°C até o0 momento da extracao
do RNA total. Durante todo o periodo experimental os animais tiveram livre acesso a
agua e aracao, que foi formulada para atender suas exigéncias nutricionais.

O RNA total foi extraido do jejuno utilizando o reagente TRIzol™ (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA) de acordo com as recomendacbes do fabricante. Apds o
isolamento do RNA total, a sua concentragdo foi mensurada via espectrofotobmetro
NanoDrop™ 2000-c (ThermoFisher Scientific™) no comprimento de onda de 260
nm. A pureza do RNA total de cada amostra foi determinada através das razfes
260/280 nm e 260/230 nm obtidas no espectrofotometro NanoDrop™ 2000-c
(ThermoFisher Scientific™) que ficaram entre 2,0 e 2,1. Em seguida, 1 pg do RNA
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total foi tratado com DNase | amplification grade (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), de
acordo com as instrucdes do fabricante, para remocédo de possivel contaminacéo
com DNA gendmico. Logo apds, o RNA tratado foi utilizado para realizar a sintese
do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit SuperScript™ 1l First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen Corporation, Brazil), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20°C até o
momento das reacdes de amplificagdo. As reagOes em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-qPCR) foram realizadas com o composto fluorescente PowerUp™
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems™, USA), no termociclador
StepOne™ Real Time PCR System verséo 2.3 (Applied Biosystems™). Os genes
endogeno B-actina (n° de acesso: L08165.1) e alvo glutationa peroxidase 3 (GPX3)
(n° de acesso: NM_001163232.2) especificos para a espécie Gallus gallus, foram
desenhados com base nas sequéncias depositadas no National Center for
Biotechnology Information - www.ncbi.nlm.nih.gov, usando o site www.idtdna.com.
As analises foram realizadas em um volume de 20 pL e em duplicatas. O método 2
ACT (Livak e Schmittgen, 2001) foi utilizado para quantificacdo relativa da expresséo
génica. Os resultados estao expressos como unidade arbitraria (UA).

Para verificar a normalidade dos dados foi aplicado o teste Shapiro-Wilk. Os
resultados da analise de expressdo génica foram analisados por meio da ANOVA
da regressao (P<0,05) (SAS versao 9.00, 2002; SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) e
apresentados por média + desvio padrdo no caso de efeito ndo significativo da
regressao.

Resultados e Discusséao

Na Figura 1, pode-se observar que as amostras de jejuno coletadas
apresentaram-se integras e livre de contaminantes, isso pode ser confirmado pelo pico
da absorbéancia a 260 nm e pela razdo 260/280 que obteve valor médio igual a 2. A
obtencdo do RNA total integro e puro, consequentemente proporcionou a sintese do
cDNA de alta qualidade para ser utilizado nas analises de expressao génica.
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Figura 1 - (a) Andlise de integridade e pureza do RNA total e (b) do cDNA do jejuno de frangos de corte
com 42 dias de idade submetidos a diferentes periodos de jejum (leituras realizadas no espectrofotdbmetro
NanoDropTM 2000-c).

Os resultados de expressdo dos genes enddgeno (B-actina) e alvo (GPX3) no
jejuno de frangos de corte com 42 dias de idade submetidos a diferentes periodos de
jejum sdo apresentados na Tabela 1. Ndo houve diferenca significativa dos periodos de
jejum sélido sobre a expressédo dos genes enddgeno (P=0,4843) e alvo (CT GPX3 -
P=0,5074; AACT GPX3 - P=0,1227). Esses resultados sugerem que os periodos de
jejum sdlido avaliados néo interferiram na analise de expressao génica, o que pode ser
observado por meio da alta qualidade do material genético extraido, e pela expresséao
dos genes enddgeno e alvo que ndo apresentou variagdo entre os tratamentos. Ou
seja, os periodos de jejum solido (0-8 horas) podem ser aplicados nos animais (caso
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necessario) sem causar danos celulares no jejuno como, por exemplo, a degradacao do
tecido e a oxidacdo de biomoléculas que poderiam interferir na expressao de diferentes
genes. Este resultado assume importancia quando temos em mente que o jejum é uma
pratica comum e pode se tornar uma fonte de estresse quando utilizado por periodos
prolongados, resultando no desencadeamento de diferentes processos metabdlicos
(Zavarige et al., 2012; Gilani et al., 2017). Assim a definicdo de um periodo adequado
de jejum, é fundamental para conducdo de pesquisas que abordam os mais diferentes
assuntos, incluindo aqueles relacionados com a nutrigenémica.

Tabela 1 - Efeito do periodo de jejum solido sobre a expressao dos genes endogeno (3-
actina) e alvo (GPX3) no jejuno de frangos de corte com 42 dias de idade

CT B-actina® CT GPX3°  AACT GPX3 (UA)®

Periodo de jejum (horas)

0 21,22 £0,47 24,54 +0,10 0,11 +0,04

2 21,36 £+0,97 24,77 +£1,00 0,11 £ 0,06

4 21,43+0,56 24,98 +£0,99 0,10 £ 0,05

6 21,61+0,98 24,82+1,39 0,11 £ 0,04

8 20,68 £+0,40 25,67 £0,47 0,03+0,01
Valor de P 0,4843 0,1227 0,1227

'CT: ciclo de treshold; 2GPX3: gene alvo glutationa peroxidase. *Os resultados s&o apresentados como média + desvio padro e estéo
expressos em unidade arbitraria (UA).

Conclusbtes

Pode-se concluir qgue o jejum sélido de até oito horas pode ser aplicado nos
animais destinados a analise de expressdo génica quando necessario, sem causar
danos celulares no jejuno que poderiam interferir na expresséao de diferentes genes.
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