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RESUMO GERAL

Entre as alternativas estudadas para substituir o uso de antibiéticos na avicultura
industrial, destacam-se 0s produtos compostos por 6leos essenciais e/ou extratos vegetais,
denominados de aditivos fitogénicos. Esses produtos possuem potencial pois sdo naturais
e livre de residuos em comparacdo aos antibioticos. Dentre os aditivos naturais com
potencial de serem utilizados na pratica industrial, encontra-se 0 6leo da semente de
maracuja (OSM). No entanto, ndo ha relatos na literatura cientifica sobre a utilizacdo de
abordagens protedbmicas para elucidar o efeito do OSM sobre o proteoma hepatico e
muscular de frangos de corte expostos ao estresse ciclico por calor. A protedmica permite
avaliar as mudancas na expressdo de proteinas de tecidos e fluidos, auxiliando dessa
forma, na compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na saude, bem-estar,
estresse e estados patoldgicos dos animais. Neste sentido, a tese foi dividida em dois
capitulos principais correspondendo aos artigos cientificos. Artigo 1 - O objetivo com o
presente estudo foi investigar o efeito da suplementacdo do OSM sobre o perfil diferencial
de proteinas expressas no tecido hepatico de frangos de corte submetidos ao estresse
ciclico por calor. Para isso, 225 pintainhos machos de 1 dia de idade foram alojados em
gaiolas dispostas em camara climatica onde foram mantidos sob estresse ciclico por calor
durante oito horas por dia. Foram formuladas cinco dietas experimentais a base de milho
e farelo de soja, sendo uma dieta controle (sem adicdo de OSM) e quatro dietas nas quais
foi realizada a inclusdo de diferentes niveis de OSM (0,30; 0,50; 0,70 e 0,90%). Aos 36
dias de idade, nove aves de cada tratamento foram abatidas para coleta das amostras de
figado. A partir de pools das amostras de figado, foi realizado o fracionamento do
proteoma hepatico por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e caracterizacdo das
proteinas por espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida
(LC-MS/MS). A suplementacdo de 0,90% de OSM aumentou a expressdo de sete
proteinas de choque térmico, enquanto foi observado menor expressdo de seis proteinas
antioxidantes. Proteinas envolvidas no metabolismo lipidico e de carboidratos também
apresentaram alteracdes na expressdo. Estes resultados sugerem que a suplementacdo de
OSM influencia a ativacdo de mecanismos de reparacdo dos danos provocados pela
exposicao ciclica ao calor por meio do aumento da expressdo das chaperonas moleculares
no tecido hepético. Artigo 2 - O objetivo com este estudo foi caracterizar as proteinas
diferencialmente expressas no mausculo Pectoralis major de frangos de corte

suplementados com OSM em condicOes de estresse ciclico por calor. Para isso, 90



pintainhos machos de um dia de idade foram alojados em gaiolas dispostas em camara
climatica onde foram mantidos sob estresse ciclico por calor durante oito horas por dia.
As aves foram distribuidas em dois grupos experimentais, sendo um grupo suplementado
com 0,90% de OSM e um grupo controle (CON) sem a suplementacdo de OSM. Aos 36
dias de idade, 18 aves foram abatidas para coleta das amostras de musculo. A partir de
pools das amostras de filé de peito de cada grupo, foi realizado a clivagem proteolitica
dos extratos proteicos e posteriormente a analise dos peptideos por LC-MS/MS. A
suplementacdo de 0,90% de OSM revelou a modulagdo de 57 proteinas no musculo
Pectoralis major de frangos de corte expostos ao estresse ciclico por calor. Dentre elas,
quatro proteinas foram reguladas positivamente e 46 proteinas foram reguladas
negativamente. Além disso, sete proteinas foram expressas unicamente no grupo CON.
Estes resultados sugerem que a suplementacdo de OSM demonstrou mecanismo
adaptativo para aumentar a tolerdncia ao calor, reduzindo o estresse oxidativo. Além
disso, promoveu ativacdo de mecanismos de neuroprotecdo, protecdo celular contra
ocorréncia de apoptose celular, diminuicdo das respostas inflamatorias e regulacédo do

metabolismo energético.

Palavras-chave: 2D-PAGE, Gel free, estresse ciclico por calor, estresse oxidativo,

proteinas de choque térmico



ABSTRACT

Among the alternatives studied to replace the use of antibiotics in industrial poultry,
products composed of essential oils and/or plant extracts, called phytogenic additives,
stand out. These products have potential because they are natural and residue-free
compared to antibiotics. Among the natural additives with the potential to be used in
industrial practice, there is passion fruit seed oil (OSM). However, there are no reports in
the scientific literature on the use of proteomic approaches to elucidate the effect of OSM
on the liver and muscle proteome of broilers exposed to cyclic heat stress. Proteomics
allows the evaluation of changes in the expression of proteins in tissues and fluids, thus
helping to understand the molecular mechanisms involved in the health, welfare, stress,
and pathological states of animals. Thus, the thesis was divided into two main chapters
corresponding to the papers. Paper 1 - The aim of the present study was to investigate
the effect of OSM supplementation on the differential profile of proteins expressed in the
liver tissue of broilers subjected to cyclic heat stress. For this, 225 1-day-old male chicks
were housed in cages in a climatic chamber where they were kept under cyclic heat stress
for eight hours a day. Five experimental diets based on corn and soybean meal were
formulated, being a control diet (without addition of OSM) and 4 diets in which different
levels of OSM were included (0.30; 0.50; 0.70 and 0.90%). At 36 days of age, nine birds
from each treatment were slaughtered to collect liver samples. From pools of liver
samples from each treatment, fractionation of the liver proteome was performed by two-
dimensional electrophoresis (2D-PAGE) and characterization of proteins by sequence
mass spectrometry coupled with liquid chromatography (LC-MS/MS). Supplementation
of 0.90% OSM increased the expression of seven heat shock proteins, while lower
expression of six antioxidant proteins was observed. Proteins involved in lipid and
carbohydrate metabolism also showed changes in expression. These results suggest that
OSM supplementation influences the activation of damage repair mechanisms caused by
cyclic exposure to heat by increasing the expression of molecular chaperones in liver
tissue. Paper 2 - The aim of this study is to characterize the proteins differentially
expressed in the Pectoralis major muscle of broilers, supplemented with OSM under
cyclic heat stress conditions. For this, 90 one-day-old male chicks were housed in cages
in a climatic chamber, where they were kept under cyclic heat stress for eight hours a day.
The birds were divided into two experimental groups, one group supplemented with
0.90% OSM and a control group (CON) without OSM supplementation. At 36 days of
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age, 18 birds were slaughtered to collect muscle samples. From pools of breast fillet
samples (Pectoralis major muscle) of each group, the proteolytic cleavage of the protein
extracts was performed and later the analysis of the peptides by LC-MS/MS.
Supplementation of 0.90% OSM revealed the modulation of 57 proteins in the Pectoralis
major muscle of broilers exposed to cyclic heat stress. Among them, four proteins were
upregulated and 46 proteins were down-regulated. In addition, seven proteins were
expressed only in the CON group. These results suggest that OSM supplementation
demonstrated an adaptive mechanism to increase heat tolerance, reducing oxidative
stress. Inaddition, it promoted activation neuroprotection mechanisms, cellular protection
against the occurrence of cellular apoptosis decreased inflammatory responses and

regulation of energy metabolism.

Keywords: 2D-PAGE, Gel free, cyclic heat stress, oxidative stress, heat shock proteins



xii
LISTA DE ABREVIATURAS

2D-PAGE - Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
BSA — Albumina de soro bovino

Ca - Calcio

CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais

CON - Controle

CONCEA - Conselho Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal
Da - Dalton

DOWN - Downregulated

DTT — Ditiotreitol

EROS — Espécies reativas de oxigénio

FDR — Taxa de descoberta falsa (False discovery rate)

GO - Gene Ontology

HSP — Proteinas de choque térmico (Heat shock protein)

IEF — Focalizacdo isoelétrica (Isoelectric focusing)

KDa - Quilodalton

KEGG - Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (Kyoto encyclopedia of genes and
genomes)

LC-MS/MS - Espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia
liquida (Liquid chromatography tandem mass spectrometry)

MW - Molecular weight

OSM — Oleo da semente de maracuja
pH - Potencial Hidrogenionico

pl — Ponto isoelétrico

PLGS - Protein Lynx Global Server
SDS - Sodium Dodecyl Sulfate

UP — Upregulated



Xiii
LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 1

Figura 1. Principais tipos de maracuja: (A) Passiflora edulis sims e (B) Passiflora edulis

f. flavicarpa. Fonte: Khuwijitjaru e Klinchongkon (2020).........ccccccveveiieiicveicecee, 20

Figura 2. Principais abordagens protedmicas: baseado em gel e sem gel. Adaptado de
AIMEIda €L Al. (2015) ..o 24

Figura 3. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) do musculo

Pectoralis major de frango. Fonte: Cai et al. (2018).......ccccceviiiniiiniiiiec e 25

Figura 4. Fluxograma representando abordagem protedmica na investigacdo de

biomarcadores de proteinas de estresse. Adaptado de Mouzo et al. (2020).................... 27

CAPITULO 2

Figura 1. Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) do
tecido hepatico de frangos de corte suplementados com OSM sob estresse ciclico por

calor. C: controle, OSM: 6leo da semente de MAraCUJa ..........coveerveeererienieeneneseeeneens 54

Figura 2. Classificagdo das proteinas caracterizadas no proteoma hepatico de frangos de

corte utilizando 0 SOftWAIrE BIAST2GO ......ooeeeeoieeeeee e 61

Figura 3. Rede de interacdo proteina-proteina das proteinas diferencialmente expressas

do figado de frangos de corte suplementados com OSM sob estresse ciclico por calor 62

CAPITULO 3

Figura 1. Classificacdo das proteinas diferencialmente expressas no tecido muscular de

frangos de corte suplementados com OSM submetidos ao estresse ciclico por calor.... 89

Figura 2. Rede de interacdo proteina-proteina das proteinas upregulated e
downregulated no tecido muscular de frangos de corte suplementados com OSM ... 90


file:///C:/Users/renat/OneDrive/Documentos/ANDREY/RESULTADOS%20SHOTGUNS%20IBTEC%20MUSCULO%20ANDREY/MÚSCULO/TESE%20FINAL%20-%20ANDREY.docx%23_Toc106744307
file:///C:/Users/renat/OneDrive/Documentos/ANDREY/RESULTADOS%20SHOTGUNS%20IBTEC%20MUSCULO%20ANDREY/MÚSCULO/TESE%20FINAL%20-%20ANDREY.docx%23_Toc106744307

Xiv

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1. Efeitos do estresse térmico por calor no proteoma de aves utilizando diferentes

MELOAOS PrOLEOMICOS ... vttt sttt ettt besbe e enesne e 32

CAPITULO 2

Tabela 1. Temperaturas médias registradas na cdmara climatica sob estresse ciclico por
calor durante 0 periodo eXperimental ..........c.cuooveieierereie e 47

Tabela 2. Composicao percentual e nutricional calculada das dietas experimentais pré-
inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (8 a 21 dias de idade), crescimento (22 a 33 dias de
idade) e final (34 @242 dias de 1dade) ........cccooiiiiiiiiieee s 49

Tabela 3. Proteinas identificadas no figado de frangos de corte suplementados com OSM
sob estresse ciclico por calor por espectrometria de massas em sequéncia acoplada com
cromatografia liquida (LC-MS/MS) ..o 55

Tabela 4. Proteinas diferencialmente expressas (teste t, P<0,05) no figado de frangos de
corte suplementados com OSM (0,3; 0,5; 0,7 e 0,9%) sob estresse ciclico por calor em

FElAGAO0 80 CONTIOIE.......eiuieiee e 60

Tabela 5. Vias metabolicas significativamente enriquecidas utilizando Reactome ...... 62

CAPITULO 3

Tabela 1. Temperaturas médias registradas na camara climatica sob estresse ciclico por

calor durante 0 periodo eXpPerimental ...........c.ccveiieieiiece e 80

Tabela 2. Composicdo percentual e nutricional calculada das dietas experimentais pré-
inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (8 a 21 dias de idade), crescimento (22 a 33 dias de
idade) e final (34 a 42 dias de 1dade) ........ccevveiiieiiiiie e 81

Tabela 3. Proteinas upregulated (Up) ou downregulated (Down) no grupo suplementado
com 0,9% de OSM em comparagdo com o grupo controle sem suplementacdo de OSM

em condicOes de estresse CiCliCO POr CAlON .........cviiiiiie i 85
Tabela 4. Proteinas expressas unicamente no grupo controle (CON) .........ccceovevieenenn. 86

Tabela 5. Vias KEGG significativamente enriquecidas (FDR<0,05) utilizando o software
Cytoscape COmM O PIUGIN SEFNQ....cuiiiiiieiiiie et nee s 87



XV

SUMARIO
CAPTTULO L.ttt 17
CONSIDERAGOES INICIAIS ..o eeetese e enee s, 18
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt assssssssssnsenns 19
1.1.  Atividades bioldgicas e composi¢do do maracuja amarelo ...........c.cocevernene. 19
1.2.  Uso de subprodutos do maracuja na alimentacao de frangos de corte ............ 20
1.3.  Oleo da semente de MaraCUjd — OSM........cccoceuevreeereresiieeesieeeeesesseeneseesenens 21
S o 0] (10 1 ] [ PR PRTURRORR 22
1.5. Diferentes abordagens proteémicas: 2D-PAGE e Shotgun...........c.cccccevevvennene 24
1.6. Protedmica na produGao animal............ccecerieerieiieiieseee e 26
1.7. Abordagem protebmica do estresse térmico em frangos de corte ................... 27
2. JUSTIFICATIVA oottt s 33
K I © ] = 5 | = I V4 L PR 33
REFERENCIAS. .....ooiiiiiie ettt 34
CAPITULO 2 ...ttt 43
Oleo da semente de maracuja na dieta de frangos de corte altera o proteoma hepatico
em condigdes de estresse CIiCliCO POI CAlON .........cooviieiiieiiceee e 44
RESUMO ...ttt b ettt e et b bt s e et et ane st e 44
L. INEFOTUGAO .....ccuieiieee ettt bbbt 45
2. Material € METOUOS. .......ccuiiiiiie ettt 46
2.1. Animais, tratamentos, delineamento experimental e coleta das amostras....... 46

2.2. Preparacdo da amostra: extracdo, precipitacdo e quantificacdo das proteinas. 47

2.3. Eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE) ........ccccooovvviivivciicciece e, 48
2.4, ANALISE 08 IMAGEM....cuiiiiieiiieiee et 51
2.5. Caracterizagdo das proteinas por espectrometria de massas em sequéncia
acoplada com cromatografia liquida (LC-MS/MS) .......cccceieiiiieiicieee e 51
2.6, ANALISE BSTAIISTICA. . ..vevvereeiesie ittt 51
2.7.  Vias metabdlicas e interagao proteina-proteina..........ccoceoeevreierninienicnieennen, 52
3. RESUITATOS ...ttt bbb 52
N I 1ol U - o LSS 63
4.1.  Chaperonas MOIECUIAIES ..........cceeiiiiiieiie e 63
4.2.  Proteinas antioXidaNTES ..........cocviiiiiiniiieiese e 64

4.3.  Metabolismo de lPIAEOS.......c.ccoreiriiiieeee e 65



XVi

4.4. Metabolismo de carbOIdratos..........cccueieieieieiiiicesesee e 66
ST O] 0 To] 1113 T 1SS 67
B.  RETEIENCIAS.....ccui i 68
CAPITULO 3 ...ttt 76

Protedbmica shotgun revela alteragfes no musculo Pectoralis major de frangos de corte
suplementados com 6leo da semente de maracuja sob condicdes de estresse ciclico por

(07 1 o] RS ST PR PRR 77
1O Y RSP 77
L. INEFOTUGEO ...t 78
2. Material € MELOUOS ........cceiieieie et 79
2.1, Animais e grupos exXperimMentaiS.........ccooerererererisieieieie e 79
2.2, Coleta das amMOSIIS.......ccouiiieiieieeie et sb e s 80
2.3. Extracdo e quantificacao das proteinas.........ccccceeveieeriveresieseeseseeseesiesee s 80
2.4. Digestdo das proteinas em SOIUGAO ...........ccorrirereiinieieneee e 83
2.5. ldentificacdo e analise de expressao das proteinas .........cccccevvveveeveeseesieseene. 83
2.6.  Analise de bioiNfOrMALICA..........cccveieiciciccece e 84
3. RESUITATOS ... oottt b e nes 84
4. DISCUSSAO ...euviveereesiesiesiestestesseaseaseestestestestestesseaseesseeebeseesbesbeabeaseeseeseesaesbenbesseeneeneas 90
4.1. Resposta a0 estresse OXIAAtIVO..........curveieiierieiese e 90
4.2, NeUrofilameNTO .......ccooiiiieiiee e 91
4.3, AAPOPIOSE ..ottt ne s 91
4.4. Viade ativagédo do fator de transcriGao NF-xB ........c.ccccvvviiiiienenineieeienns 93
4.5.  MetaboliSmO €NErgetiCo......cccoiiiiiiciececce e 93
5. CONCIUSAD ....cviniii sttt bt 94
B.  RETEIENCIAS. ... i iiieiiee ettt nne s 94
CAPITULO 4 ..ottt 102

IMPLICAGOES. ...ttt 103



34

REFERENCIAS

ABDELNOUR, S. A. et al. Stress biomarkers and proteomics alteration to thermal stress
in ruminants: A review. Journal of Thermal Biology, v. 79, n. September 2018, p. 120-
134, 20109.

ACAMOVIC, T.; BROOKER, J. D. Biochemistry of plant secondary metabolites and
their effects in animals. The Proceedings of the Nutrition Society, v. 64, n. 3, p. 403—
12, 2005.

ALMEIDA, A. M. etal. Animal board invited review: Advances in proteomics for animal

and food sciences. Animal, v. 9, p. 1-17, 2015.

ALTENDOREF, S. Minor tropical fruits - Mainstreaming a niche market. In: FAO (Ed.). .
Food Outlook - Biannual Report on Global Food Markets. July ed. [s.I.] FAO, 2018.
p. 67-74.

AYALA-ZAVALA, J. F. et al. Agro-industrial potential of exotic fruit byproducts as a
source of food additives. Food Research International, v. 44, p. 1866-1874, 2011.

BALDASSINI, W. A. et al. Proteomic investigation of liver from beef cattle (Bos indicus)
divergently ranked on residual feed intake. Molecular Biology Reports, v. 45, n. 6, p.
2765-2773, 2018.

BASSOLS, A.; BENDIXEN, E.; MILLER, I. From Farm to Fork: Proteomics in Farm
Animal Care and Food Production. In: COLGRAVE, M. L. (Ed.). . Proteomics in Food
Science: From Farm to Fork. [s.l.] Academic Press, 2017. p. 145-161.

BELAL, S. et al. Taurine Reduces Heat Stress by Regulating the Expression of Heat
Shock Proteins in Broilers Exposed to Chronic Heat. Brazilian Journal of Poultry
Science, v. 20, n. 3, p. 479-486, 2018.

BERANOVA-GIORGIANNI, S. Proteome analysis by two-dimensional gel
electrophoresis and mass spectrometry: Strengths and limitations. TrAC - Trends in
Analytical Chemistry, v. 22, n. 5, p. 273-281, 2003.

BITTARELLO, A. C. et al. Metalloproteomic approach of mercury-binding proteins in
liver and kidney tissues of Plagioscion squamosissimus (corvina) and Colossoma
macropomum (tambaqui) from Amazon region: Possible identification of mercury

contamination biomarkers. Science of the Total Environment, v. 711, p. 134547, 2020.



35

BOUDON, S. et al. Label free shotgun proteomics for the identification of protein
biomarkers for beef tenderness in muscle and plasma of heifers. Journal of Proteomics,
v. 217, n. January, p. 103685, 2020.

BRENES, A.; ROURA, E. Essential oils in poultry nutrition: Main effects and modes of
action. Animal Feed Science and Technology, v. 158, n. 1-2, p. 1-14, 2010.

CAl, K. et al. Meat quality traits and proteome profile of woody broiler breast (pectoralis
major) meat. Poultry Science, v. 97, p. 337-346, 2018.

CAQ, C. etal. Application and Research Progress of Proteomics in Chicken Meat Quality

and Identification: A Review. Food Reviews International, v. 00, n. 00, p. 1-22, 2020.

CEBALLOS-LAITA, L. et al. Effects of manganese toxicity on the protein profile of
tomato (Solanum lycopersicum) roots as revealed by two complementary proteomic
approaches, two-dimensional electrophoresis and shotgun analysis. Journal of
Proteomics, v. 185, n. May, p. 51-63, 2018.

CLARK, D. L.; VELLEMAN, S. G. Spatial influence on breast muscle morphological
structure, myofiber size, and gene expression associated with the wooden breast
myopathy in broilers. Poultry Science, v. 95, p. 2930-2945, 2017.

COMMISSION, C. A. Standard for named vegetable oilsCodex Alimentarius -
International Food StandardsFAOQO, , 2019.

CORREA, R. C. G. et al. The past decade findings related with nutritional composition,
bioactive molecules and biotechnological applications of Passiflora spp. (passion fruit).
Trends in Food Science and Technology, v. 58, p. 79-95, 2016.

DAVENPORT, J. et al. High-Throughput Screen of Natural Product Libraries for Hsp90
Inhibitors. Biology, v. 3, n. 1, p. 101-138, 2014.

DEMBITSKY, V. M. et al. The multiple nutrition properties of some exotic fruits:
Biological activity and active metabolites. Food Research International, v. 44, p. 1671—
1701, 2011.

DESAI, M. A. et al. Proteome basis of pale, soft, and exudative-like (PSE-like) broiler
breast (Pectoralis major) meat. Poultry Science, v. 95, n. 11, p. 2696-2706, 2016.

EMBRAPA. Extragdo do dleo da semente de maracujéRelatorio de Avaliacdo dos



36

Impactos das Tecnologias Geradas pela Embrapa. Rio de Janeiro: [s.n.].

FACHINELLO, M. R. et al. Nutritional evaluation of passion fruit seed meal for meat
quails. Revista Brasileira de Saude e Producao Animal, v. 17, n. 2, p. 202-213, 2016.

FEDER, M. E.; HOFMANN, G. E. Heat-shock proteins, molecular chaperones, and the
stress response: evolutionary and ecological physiology. Annual review of physiology,
v. 61, p. 243-82, 1999.

FERRARI, R. A.; COLUSSI, F.; AYUB, R. A. Caracterizagdo de subprodutos da
industrializacdo do maracuja-aproveitamento das sementes. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 26, n. 1, p. 101-102, 2004.

GILMORE, J. M.; WASHBURN, M. P. Advances in shotgun proteomics and the analysis
of membrane proteomes. Journal of Proteomics, v. 73, n. 11, p. 2078-2091, 2010.

GONG, J. et al. Review: Chinese herbs as alternatives to antibiotics in feed for swine and
poultry production: Potential and challenges in application. Canadian Journal of
Animal Science, v. 94, p. 223-241, 2014.

GUGLIELMETTI, C. et al. Two-dimensional gel and shotgun proteomics approaches to
distinguish fresh and frozen-thawed curled octopus (Eledone cirrhosa). Journal of
Proteomics, v. 186, n. July, p. 1-7, 2018.

HAVENSTEIN, G. B.; FERKET, P. R.; QURESHI, M. A. Growth, Livability, and Feed
Conversion of 1957 Versus 2001 Broilers Diets. Poultry Science, v. 82, p. 1500-1508,
2003.

HE, J. et al. Proteomic responses to oxidative damage in meat from ducks exposed to heat
stress. Food Chemistry, v. 295, n. May, p. 129-137, 2019.

HOSSEINI, S. M.; FARHANGFAR, H.; NOURMOHAMMADI, R. Effects of a blend
of essential oils and overcrowding stress on the growth performance, meat quality and
heat shock protein gene expression of broilers. British Poultry Science, v. 59, n. 1, p.
92-99, 2018.

HUANG, C. et al. Proteomics discovery of protein biomarkers linked to meat quality
traits in post-mortem muscles: Current trends and future prospects: A review. Trends in
Food Science and Technology, v. 105, n. December 2019, p. 416-432, 2020.



37

JANZANTTI, N. S.; MONTEIRO, M. Changes in the aroma of organic passion fruit
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) during ripeness. LWT - Food Science and
Technology, v. 59, p. 612620, 2014.

JASTREBSKI, S. F.; LAMONT, S. J.; SCHMIDT, C. J. Chicken hepatic response to
chronic heat stress using integrated transcriptome and metabolome analysis. PLoS ONE,
v. 12, p. 1-15, 2017.

JORRIN-NOVO, J. V. et al. Gel electrophoresis-based plant proteomics: Past, present,
and future. Happy 10th anniversary Journal of Proteomics! Journal of Proteomics, v.
198, n. June 2018, p. 1-10, 2019.

KANG, D. R.; SHIM, K. S. Proteomic analysis of the protective effect of early heat

exposure against chronic heat stress in broilers. Animals, v. 10, n. 12, p. 1-11, 2020.

KHUWNITJARU, P.; KLINCHONGKON, K. Passion fruit. In: GALANAKIS, C. M.
(Ed.). . Valorization of Fruit Processing By-products. Chennai: Academic Press, 2020.
p. 183-201.

KIM, Y. I.; CHO, J. Y. Gel-based proteomics in disease research: Is it still valuable?
Biochimica et Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, v. 1867, n. 1, p. 9-16, 20109.

KOBORI, C. N.; JORGE, N. Caracterizacdo dos 6leos de algumas sementes de frutas
como aproveitamento de residuos industriais. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 29, n. 5, p.
1008-1014, 2005.

KUNIYOSHI, M. L. G. et al. Proteomic analysis of the fast-twitch muscle of pacu
(Piaractus mesopotamicus)after prolonged fasting and compensatory growth.
Comparative Biochemistry and Physiology - Part D: Genomics and Proteomics, v.
30, p. 321-332, 20109.

LARA, L. J.; ROSTAGNO, M. H. Impact of heat stress on poultry production. Animals,
v. 3, n. 2, p. 356-369, 2013.

LEAO, K. M. M. et al. Odor potency, aroma profile and volatiles composition of cold
pressed oil from industrial passion fruit residues. Industrial Crops and Products, v. 58,
p. 280-286, 2014.

LIPPOLIS, J. D.; NALLY, J. E. Considerations for Farm Animal Proteomic Experiments:
An Introductory View Gel-Based Versus Non-gel-Based Approaches. In: ALMEIDA, A.



38

M. DE; ECKERSALL, D.; MILLER, I. (Eds.). . Proteomics in Domestic Animals: from
Farm to Systems Biology. Cham: Springer, 2018. p. 7-16.

LOURITH, N.; KANLAYAVATTANAKUL, M. Passion fruit seed: Its antioxidative
extracts and potency in protection of skin aging. In: PREEDY, V. R.; PATEL, V. B.
(Eds.). . Aging: Oxidative Stress and Dietary Antioxidants. 2. ed. [s.l.] Academic
Press, 2020. p. 283-288.

MA, D. et al. iTRAQ-based quantitative proteomics analysis of the spleen reveals innate
immunity and cell death pathways associated with heat stress in broilers (Gallus gallus).
Journal of Proteomics, v. 196, n. September 2018, p. 11-21, 2019.

MAINI, S. et al. Evaluation of oxidative stress and its amelioration through certain
antioxidants in Broilers during summer. The Journal of Poultry Science, v. 44, p. 339—
347, 2007.

MALHEIROS, J. M. et al. Application of proteomic to investigate the different degrees
of meat tenderness in Nellore breed. Journal of Proteomics, v. 248, n. August 2020, p.
104331, 2021.

MARCO-RAMELL, A. etal. Proteomics and the search for welfare and stress biomarkers
in animal production in the one-health context. Molecular BioSystems, v. 12, n. 7, p.
2024-2035, 2016.

MENTEN, J. F. M. et al. Antibi6ticos, Acidos Organicos e Oleos Essenciais na Nutri¢io
de Monogastricos. In: SAKOMURA, N. K. etal. (Eds.). . Nutri¢do de Ndo Ruminantes.
Jaboticabal: Funep, 2014. p. 511-535.

MOUZO, D. et al. Proteomic application in predicting food quality relating to animal
welfare. A review. Trends in Food Science and Technology, v. 99, n. March, p. 520-
530, 2020.

NAIR, M. N.; ZHAI, C. Application of proteomic tools in meat quality evaluation. In:
BISWAS, A. K.; MANDAL, P. K. (Eds.). . Meat Quality Analysis: Advanced
Evaluation Methods, Techniques, and Technologies. Chennai: Academic Press, 2020.
p. 353-368.

OLIVEIRA, C. M. DE; FRIZZAS, M. R. Principais Pragas do Maracujazeiro Amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) e Seu Manejo. Empresa Brasileira de Pesquisa



39

Agropecuaria Embrapa Amazoénia Oriental Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, v. 323, p. 1-43, 2014.

OLIVEIRA, L. F. DE et al. Aproveitamento alternativo da casca do maracuja-amarelo
(Passiflora edulis F. Flavicarpa) para producéo de doce em calda. Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, v. 22, n. 3, p. 259-262, 2002.

PEREIRA, D. DE A.; CORREA, R. X.; OLIVEIRA, A. C. DE. Molecular genetic
diversity and differentiation of populations of “somnus” passion fruit trees (Passiflora
setacea DC): Implications for conservation and pre-breeding. Biochemical Systematics
and Ecology, v. 59, p. 12-21, 2015.

PLACHA, I. et al. Effect of thyme essential oil and selenium on intestine integrity and
antioxidant status of broilers. British Poultry Science, v. 55, n. 1, p. 105-114, 2014.

QIU, W. et al. Combined Analysis of Transcriptome and Metabolome Reveals the
Potential Mechanism of Coloration and Fruit Quality in Yellow and Purple Passiflora
edulis Sims . Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 68, n. 43, p. 12096—
12106, 2020.

QUEIROZ, J. V. DE et al. Metalloproteomic Strategies for ldentifying Proteins as
Biomarkers of Mercury Exposure in Serrasalmus rhombeus from the Amazon Region.

Biological Trace Element Research, 2020.

SCHILLING, M. W. et al. Proteomic approach to characterize biochemistry of meat
quality defects. Meat Science, v. 132, p. 131-138, 2017.

SILVA, A. C. DA; JORGE, N. Bioactive compounds of oils extracted from fruits seeds
obtained from agroindustrial waste. European Journal of Lipid Science and
Technology, v. 119, n. 4, p. 1-5, 2016.

SILVA, J. K. DA et al. Passion fruit (Passiflora edulis) peel increases colonic production
of short-chain fatty acids in Wistar rats. LWT - Food Science and Technology, v. 59, n.
2P2, p. 1252-1257, 2014.

TANG, X. et al. Label-free Quantitative Analysis of Changes in Broiler Liver Proteins
under Heat Stress using SWATH-MS Technology. Scientific Reports, v. 5, n. October,
p. 1-15, 2015.

TOGASHI, C. K. et al. Composicdo em acidos graxos dos tecidos de frangos de corte



40

alimentados com subprodutos de maracuja. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 36, n. 6,
p. 20632068, 2007.

TOGASHI, C. K. et al. Subprodutos do maracuja em dietas para frangos de corte. Acta
Scientiarum. Animal Sciences, v. 30, n. 4, p. 395-400, 2008.

TORRES, O. P. N. et al. Effects of the Different Levels of Flour (Passiflora edulis), the
European and Economic Efficiency Index on Performance of the Cobb 500 Chickens. EC
Veterinary Science, v. 1, p. 49-56, 2019.

TRAESEL, C. K. et al. Oleos essenciais como substituintes de antibi6ticos promotores
de crescimento em frangos de corte: perfil de soroproteinas e peroxidacdo lipidica.
Ciéncia Rural, v. 41, n. 2, p. 278-284, 2011.

TU, W. L. et al. Proteomic analysis of the hypothalamus of broiler-type Taiwan country
chickens in response to acute heat stress. Animal Science Journal, v. 89, n. 10, p. 1475—
1485, 2018.

VUOLO, M. M. et al. Passion fruit peel intake decreases inflammatory response and
reverts lipid peroxidation and adiposity in diet-induced obese rats. Nutrition Research,
V. 76, p. 106-117, 2020.

WANG, S. H. et al. Changes in protein expression in testes of L2 strain Taiwan country

chickens in response to acute heat stress. Theriogenology, v. 82, n. 1, p. 80-94, 2014.

WANG, S. H. et al. Acute Heat Stress Changes Protein Expression in the Testes of a
Broiler-Type Strain of Taiwan Country Chickens. Animal Biotechnology, v. 30, n. 2, p.
129-145, 2018.

WANG, Y. et al. Changes of hepatic biochemical parameters and proteomics in broilers
with cold-induced ascites. Journal of Animal Science and Biotechnology, v. 3, n. 1, p.
1-9, 2012.

WIJERATNAM, S. W. Passion Fruit. 1. ed. [s.l.] Elsevier Ltd., 2016.

WILHELM, A. E. et al. Diferentes taxas de alimentacdo de prensa do tipo expeller na
eficiéncia de extracdo e na qualidade do dleo de semente de maracuja. Ciéncia Rural, v.
44,n.7,p. 1312-1318, 2014.

XING, T. et al. Proteome Analysis Using Isobaric Tags for Relative and Absolute



41

Analysis Quantitation (iTRAQ) Reveals Alterations in Stress-Induced Dysfunctional
Chicken Muscle. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 65, n. 13, p. 2913—
2922, 2017.

XU, Y. et al. Effect of chronic heat stress on some physiological and immunological
parameters in different breed of broilers. Poultry Science, v. 97, n. 11, p. 4073-4082,
2018.

ZANETTI, L. H. et al. By-product of passion fruit seed (Passiflora edulis) in the diet of
commercial laying hens. Canadian Journal of Animal Science, v. 494, p. 488-494,
2016.

ZANETTI, L. H. et al. By-Product Of Passion Fruit Seed (Passiflora Edulis) In The Diet
of Broilers. Canadian Journal of Animal Science, v. 98, p. 109-118, 2017.

ZAPALSKA-SOZONIUK, M. et al. Is it useful to use several “omics” for obtaining
valuable results? Molecular Biology Reports, v. 46, n. 3, p. 3597-3606, 2019.

ZENG, T. et al. Comparative Proteomic Analysis of the Hepatic Response to Heat Stress
in Muscovy and Pekin Ducks: Insight into Thermal Tolerance Related to Energy
Metabolism. PLoS ONE, v. 8, n. 10, 2013.

ZERAIK, M. L. et al. Maracujd: Um alimento functional? Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v. 20, n. 3, p. 459-471, 2010.

ZHAI, H. et al. Potential of essential oils for poultry and pigs. Animal Nutrition, v. 4, n.
2, p. 179-186, 2018.

ZHANG, J. et al. High concentrations of atmospheric ammonia induce alterations in the
hepatic proteome of broilers (Gallus gallus): An iTRAQ-based guantitative proteomic
analysis. PLoS ONE, v. 10, n. 4, p. 1-18, 2015.

ZHANG, Q. et al. iTRAQ-based gquantitative proteomic analyses the cycle chronic heat
stress affecting liver proteome in yellow-feather chickens. Poultry Science, v. 100, n. 6,
p. 101111, 2021.

ZHANG, Y. et al. Protein analysis by shotgun/bottom-up proteomics. Chemical
Reviews, v. 113, n. 4, p. 2343-2394, 2013.

ZHANG, Y. et al. Alginate-whey protein dry powder optimized for target delivery of



42

essential oils to the intestine of chickens. Poultry science, v. 93, p. 2514-2525, 2014.

ZHENG, A. et al. Molecular differences in hepatic metabolism between AA broiler and
big bone chickens: A proteomic study. PLoS ONE, v. 11, n. 10, p. 1-20, 2016.

ZHENG, H. T. et al. Effects of acute heat stress on protein expression and histone
modification in the adrenal gland of male layer-type country chickens. Scientific
Reports, v. 11, n. 1, p. 1-13, 2021.



43

CAPITULO 2

Oleo da semente de maracuja na dieta de frangos de corte altera o proteoma

hepatico em condic¢des de estresse ciclico por calor

Artigo redigido de acordo com as normas adaptadas do periddico “International Journal
of Biological Macromolecules” (JCR 2021: 8.025)
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Oleo da semente de maracuja na dieta de frangos de corte altera o proteoma hepatico
em condigdes de estresse ciclico por calor

RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi investigar o efeito da suplementacdo do 6leo da
semente de maracuja (OSM) sobre o perfil diferencial de proteinas expressas no tecido
hepatico de frangos de corte submetidos ao estresse ciclico por calor. 225 pintainhos
machos de 1 dia de idade foram alojados em gaiolas dispostas em camara climatica onde
foram mantidos sob estresse ciclico por calor durante oito horas por dia do inicio ao final
do experimento. Foram formuladas cinco dietas experimentais a base de milho e farelo
de soja, sendo uma dieta controle (sem adi¢cdo de OSM) e quatro dietas nas quais foram
realizadas a inclusdo de diferentes niveis de OSM (0,30; 0,50; 0,70 e 0,90%). Aos 36 dias
de idade, nove aves de cada tratamento foram abatidas para coleta das amostras de figado.
A partir de pools das amostras de figado de cada tratamento, foi realizado o fracionamento
do proteoma hepatico por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e caracterizacdo das
proteinas por espectrometria de massas em sequéncia acoplada com cromatografia liquida
(LC-MS/MS). A suplementacdo de 0,90% de OSM aumentou a expressdo de sete
proteinas de choque térmico, enquanto foi observado menor expressao de seis proteinas
antioxidantes. Proteinas envolvidas no metabolismo lipidico e de carboidratos também
apresentaram alteracdes na expressdo. Estes resultados sugerem que a suplementacdo de
OSM influencia positivamente a ativagdo de mecanismos de reparacdo dos danos
provocados pela exposicdo ciclica ao calor por meio do aumento da expressao das

chaperonas moleculares no tecido hepético.

Palavras-chave: 2D-PAGE, estresse por calor, proteinas de choque térmico
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prejudiciais do estresse térmico. A regulacdo das proteinas envolvidas no metabolismo
de lipideos e carboidratos foram melhoradas por meio da via biossintética de isoprendides

e diminuicdo da gliconeogénese e glicolise, respectivamente.
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CAPITULO 3

Protedmica shotgun revela alteragdes no musculo Pectoralis major de frangos de
corte suplementados com 6leo da semente de maracuja sob condicdes de estresse

ciclico por calor
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Protedmica shotgun revela alteracdes no muasculo Pectoralis major de frangos de
corte suplementados com éleo da semente de maracuja sob condigdes de estresse
ciclico por calor

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar as proteinas diferencialmente expressas no
musculo Pectoralis major de frangos de corte, suplementados com 6leo da semente de
maracuja (OSM) em condic¢oes de estresse ciclico por calor. Foram alojados 90 pintainhos
machos de um dia de idade em gaiolas dispostas em cdmara climatica, onde foram
mantidos sob estresse ciclico por calor durante oito horas por dia do inicio ao final do
experimento. As aves foram distribuidas em dois grupos experimentais, sendo um grupo
suplementado com 0,9% de OSM e um grupo controle (CON) sem a suplementacédo de
OSM. Aos 36 dias de idade, 18 aves foram abatidas para coleta das amostras de musculo.
A partir de pools das amostras de filé de peito (musculo Pectoralis major) de cada grupo,
foi realizado a clivagem proteolitica dos extratos proteicos e posteriormente os peptideos
foram analisados por espectrometria de massas em sequéncia acoplada com
cromatografia liquida (LC-MS/MS). A suplementacdo de 0,9% de OSM revelou a
modulacdo de 57 proteinas no musculo Pectoralis major de frangos de corte expostos ao
estresse ciclico por calor. Dentre elas, quatro proteinas foram reguladas positivamente e
46 proteinas foram reguladas negativamente. Alem disso, sete proteinas foram expressas
unicamente no grupo CON. Estes resultados sugerem que a suplementacdo de OSM
demonstrou mecanismo adaptativo para aumentar a tolerancia ao calor, reduzindo o
estresse oxidativo. Além disso, ativando mecanismos de neuroprote¢do, protecédo celular
contra ocorréncia de apoptose celular, diminuicdo das respostas inflamatdrias e regulacédo

do metabolismo energético.

Palavras-chave: estresse oxidativo, gel free, LC-MS/MS
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